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1 INTRODUCCION

El desarrollo de la biocatélisis ha sido un gran avance para las industrias del siglo XX, principalmente la industria quimica
y farmacéutica. La biocatalisis se refiere al del uso de enzimas en la sintesis de productos quimicos. Este gran avance se
ha unido a la aparicién de otro concepto a desarrollar: la quimica verde. Ambos conceptos van directamente de la mano
ya que hacen referencia a la aparicion de una quimica sostenible y respetuosa con el medioambiente. Una importante
ventaja que presentan los procesos biocataliticos es que requieren condiciones de reaccion relativamente suaves tales
como temperatura ambiente y presion atmosférica; esta caracteristica reduce los requerimientos de energia y minimiza
los problemas de isomerizacion, racemizacion, epidermizacion y reordenamiento que a menudo afectan a las reacciones
guimicas efectuadas a través de procesos sintéticos convencionales. Todas estas razones han convertido a la biocatalisis
en un popular blanco para la investigacion tanto en el &mbito académico como en el industrial y han sido descriptas en la

literatura un gran numero de enzimas con potencial para su explotacion practica.

La responsabilidad de capacitar a los profesionales de carrera de QFB hoy incluye la formacion de habilidades relevantes
gue incluyen la integracion de conocimientos, habilidades y actitudes generales y especificas. La conexion entre la teoria
y la practica es una de las mas exigentes en el desarrollo de programas disciplinares. Las practicas de laboratorio son
una herramienta educativa para los estudiantes, para que adquieran las habilidades béasicas para trabajar en el
laboratorio, asi como también brindan una mejor comprension tedrica de los contenidos. Contenidos diferentes,

comprenden facilmente las dificultades que encuentran los estudiantes, permitiéndoles cuestionar sus saberes y



enfrentarse a la realidad. Ademas, los estudiantes se basaran en sus conocimientos previos y los pondran a prueba a

través de la practica.

2 Objetivo General

Hacer una revision de las estrategias biocataliticas informadas en la literatura para la descarboxilacion y esterificacion
de &cidos carboxilicos aromaticos.

2.1 Objetivos especificos

1. Realizar una busqueda bibliografica de las metodologias donde se utilizan biocatalizadores en la descarboxilacion
de compuestos aromaticos.

2. Colectar y analizar resultados obtenidos en el laboratorio de Biocatdlisis aplicada para la descarboxilacion del
acido p-hidroxibenzoico.

3. Realizar una busqueda bibliografica de las metodologias donde se utiliza CALB para la sintesis de ésteres a partir
de acidos carboxilicos.

4. Analizar la informacion colectada para elaborar dos modelos experimentales para su uso en los laboratorios de los
modulos de Reactividad de Compuestos Organicos de Interés Farmacéutico (IV) y de Obtencion de Compuestos

Organicos de Interés Farmacéutico (V) de la Licenciatura de QFB.



3 Justificacion

La Biocatélisis se basa en el desarrollo de procesos amigables con el medio ambiente, buscando una combinacion
adecuada entre seguridad, tiempo y eficacia en términos econémicos y de calidad. En este contexto la biotecnologia, y
mas concretamente la Biocatalisis aplicada, de especial impacto para el mercado industrial al disefiar rutas sintéticas
en condiciones suaves de reacciéon. De esta manera los biocatalizadores se pueden emplear para el desarrollarlo de
procesos quimo-, regio- o estereoselectivos, actuando ademas en condiciones suaves de reaccion tanto de presion
(normalmente atmosférica) como de temperatura (10-80 °© C dependiendo la clase de enzima). Este trabajo propone
una metodologia biocatalitica para reacciones de descarboxilacion y esterificacion, que va dirigida principalmente los
alumnos de 4to y 5to trimestre de la licenciatura de QFB. Debido a que en las Ultimas décadas se ha incrementado el
uso de técnicas biocatalicas para la obtencion de farmacos a nivel industrial. Por lo que a nivel educativo se estan
implementando practicas biocataliticas para que los alumnos tengan el conocimiento y las herramientas necesarias
para su formacion profesional en esta area.



3.1 Licenciatura en QFB de la UAM-X

El egresado de la Licenciatura en QFB sera un profesional caracterizado por un comportamiento ético y responsable en el
ejercicio de la profesion farmacéutica, la capacidad de adoptar una perspectiva sustentable en la planeacion de la
produccién de medicamentos y otros insumos para la salud a partir de los principios de la quimica y la biologia. Contara
con una solida formacion basica que le permitird acceder y desenvolverse exitosamente en el campo profesional, en los
estudios de posgrado y en la investigacion. Asimismo, tendra la capacidad de desarrollar nuevas formulaciones de interés
farmacéutico, adaptar, optimizar las formulaciones de medicamentos ya conocidos y participar en la sintesis de nuevos

principios activos con actividad terapéutica a través de la investigacion. (Q. Guillermo A. et. Al. /2008).

El campo laboral de esta carrera suele ser muy amplio debido a que se tienen amplios conocimientos en diversas areas,

por ello tiene la probabilidad de ocupar varios cargos en diversos campos laborales como puede ser:
. Quimico analista: en hospitales estatales y clinicas privadas.

. Industria farmacéutica y cosmética: En centros de investigacion farmacolédgica puede fungir como coordinador de
estudios clinicos, auxiliar de normatividad, supervisor de produccion, gerente de calidad. También como asesor de ventas

y quimico documentador.



. Laboratorios clinicos y forenses: pues sus conocimientos le permiten hacer determinaciones bioquimicas,
microbioldgicas, bioquimicas, hematolégicas e inmunoldgicas necesarias para el diagnéstico clinico, de esa manera,

apoya al médico en el diagndstico, tratamiento y seguimiento de las enfermedades.

. Laboratorios de sintesis: Con los conocimientos adquiridos en quimica organica e inorganica, puede modificar y/o

crear nuevos principios activos con actividad terapéutica a través de sintesis quimica o enzimatica.

Durante la formacion de un quimico farmacéutico biolégico una de las disciplinas mas importantes es la quimica organica
gue se dedica principalmente a la sintesis de moléculas y determinar su estructura , esta repetido. Los moédulos 4to y 5to
estan relacionado con la reactividad de las moléculas para poder sintetizar moléculas de interés farmacéutico, mediante
métodos quimicos o enziméticos. Ademas de aislar compuestos heterociclicos y productos naturales e identificarlos y
caracterizarlos. Por lo tanto, a través de las practicas en el laboratorio de docencia el alumno desarrollara habilidades que
le permitirdn llevar a cabo una sintesis organica o biocatalitica. Las practicas biocataliticas han tenido un auge tanto en
laboratorios de docencia como a nivel industrial, ya que son mas econémicas tanto en materiales como reactivos y

ademas no generan tantos residuos toxicos que pueden ser dafinos al medio ambiente (Q. Guillermo A. et. Al. 2008).



4 Biocatédlisis

La biocatalisis se refiere a la utilizacion de células o enzimas aisladas para catalizar reacciones que se aplican a la
obtencién de compuestos de interés, que a lo largo de estos afios ha tenido un crecimiento importante en el sector
farmacéutico. La utilizacion de células o enzimas ha demostrado su eficacia en la sintesis de farmacos, herbicidas,
insecticidas y otros productos quimicos, en la produccion de bio-combustibles alternativos al petréleo, o en la industria
textil y de detergentes, entre otro muchos. Ello se debe a que representan una alternativa mas eficiente y a la vez mas
ecoldgica a la quimica sintética tradicional, ya que los procesos que catalizan transcurren a través de reacciones en
medios mas respetuosos con el medio ambiente, bajo condiciones de pH, temperaturas suaves y obteniendo mayores
rendimientos; ya que son procesos quimio-selectivos, regio-selectivos y estereoselectivos, con menor costo econémico
(Arroyo, M.; Acebal, C. y de la Mata, |. (2014). Las enzimas son catalizadores bioldgicos que han sido estudiados
extensivamente y desempefian un papel fundamental en la mayoria de los procesos bioquimicos, es posible aprovechar
sus propiedades como catalizadores de manera artificial. Las enzimas (biocatalizadores) actian del mismo modo que
cualquier catalizador disminuyendo la energia de activacion, pero al mismo tiempo, muestran propiedades diferentes a las
encontradas en los catalizadores quimicos como son: porcentajes de rendimiento altos, incrementos mucho mayores en
la velocidad de reaccion, versatilidad quimica, gran especificidad, posibilidad de regulacion, labilidad estructural. Todas

estas propiedades son consecuencias de su compleja estructura molecular (Alberto del Monte-Martinez,et.al. 2013).



4.1 Aplicaciones Industriales de las enzimas

Las aplicaciones en las industrias de alimentacion humana y animal dominan las ventas industriales de enzimas a nivel
mundial (figura 1). El mercado de alimentacién animal ofrece el mejor escenario para el crecimiento; pero este mercado
aun no ha sido penetrado extensamente por las ventas de enzimas en todas las areas geograficas por igual. En el sector
de los detergentes, los catalizadores biolégicos han ocupado el mercado casi por completo, especialmente en los
detergentes para lavado de ropa. En este campo, los detergentes «lavavajillas» aun representan un tentativo escenario
de crecimiento en cuestion de ventas. Debido a que la ingenieria genética ha permitido disponer de las proteasas
alcalinas en cantidades mayores que las de cualquier otra enzima recombinante, el precio de estas moléculas ha
disminuido. No obstante, la ingenieria genética también ha contribuido a mejorar las propiedades cataliticas de muchas
enzimas, con el objetivo de elevar la eficiencia en su funcionamiento. En relacion con la comercializacion de otros
limpiadores (como desinfectantes y blanqueadores), las ventas de enzimas representan un porcentaje escaso. Por tanto,
este constituye un mercado casi virgen que ofrece nuevas oportunidades para la venta, si estas cuentan con las

propiedades adecuadas (BCC Report C-144NA, 2002; Biotechnology Center of Excellence Corporation, 2003).
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Figura 1. Ventas globales de enzimas (en millones de dolares) estimadas para 2002, clasificadas segun el tipo de
industria destinataria. (BCC Report C-147NA, 2002)

En el sector textil, las ventas de enzimas para la degradacion de materiales celulésicos dominan el mercado. La influencia
de la moda, que encarece las ropas de apariencia «prelavada», posiblemente haga florecer el mercado para las enzimas
procesadoras de mezclillas. Por otra parte, se espera que la introduccion de nuevas fibras celuldsicas en el mercado
eleve las ventas de las enzimas necesarias para procesarlas. Las ventas de enzimas para el cuero y las pieles se afectan
por la tendencia negativa de la moda hacia estos materiales. Aun asi, la comercializacion de proteasas y lipasas

(alcalinas) ha ido en aumento, pero debe competir con las ventas de enzimas tradicionales como la tripsina (BCC Report



C-144NA, 2002). En el tratamiento de la pulpa y el papel, las enzimas mas empleadas son las xilanasas, especificamente
en el preblanqueamiento. En este campo, las oxidasas han tenido un buen desempefio y han sido muy estudiadas, pero
no en términos de incrementar su eficiencia; por ello se necesita un mayor esfuerzo de investigacion en esta area antes

de incrementar su comercializacion.

La empresa manufacturera de productos quimicos, que incluye la quimico-farmacéutica, es el sector final a nivel de
mercado para el empleo de enzimas industriales. La mayoria de los avances de la tecnologia enzimética actualmente ha
tenido lugar en el contexto de reacciones en quimica fina. Estos avances, en su mayoria, corresponden al aspecto de la
tecnologia quiral, la cual aprovecha la estereoselectividad de algunas enzimas para la sintesis de un enantibmero
especifico. Si se analiza desde un punto de vista comercial, las enzimas que se utilizan en reacciones de quimica fina se
usan en pequefias cantidades, por lo que los volumenes que se producen son pequefios y los valores de las ventas son
bajos (Figura 2). En estos casos, el valor real de las enzimas no es el que aparentan, ya que los productos de las
reacciones de quimica fina tienen un costo elevado, por lo que la inversion es muy rentable desde ese punto de vista
(BCC Report C-144NA, 2002).
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Figura 2. Ejemplo de aplicaciones industriales en la Quimica Fina: Sintesis de diltiazem. (Zhao. et al. 2010)

Si se analizan las ventas de enzimas, desglosadas segun las distintas clases, se comprueba que las hidrolasas dominan
las ventas de enzimas industriales de manera global. Las otras clases (isomerasas, oxidorreductasas, liasas y

transferasas) se comercializan en menor cantidad. La clase isomerasa esta representada practicamente por una sola



enzima —la glucosa isomerasa— y las ligasas estan casi ausentes a nivel industrial. Dentro de las hidrolasas, las
carbohidratasas dominan en las aplicaciones industriales y constituyen un elevado porcentaje de las ventas (figura 3).

En segundo lugar, en importancia comercial se encuentran las proteasas; y luego, en menor medida, las lipasas,

esterasas, fosfatasas y amilasas (BCC report C-144NA, 2002)
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b)clasificacion de las ventas de las hidrolasas
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Figura 3. Ventas globales de enzimas (en porciento) para procesos quimicos industriales, estimadas para 2002: a)
Clasificacion de las ventas de las distintas clases de enzimas; b) Clasificacién de las ventas de las subclases de las
hidrolasas (BCC Report C-147NA, 2002)



4.2 Clases de enzimas y su empleo en biocatalisis

Las enzimas se clasifican de acuerdo con la guia publicada por el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB, 1984). Todas las enzimas informadas estan comprendidas en seis clases que
se muestran la tabla 1(Monte-Martinez et al. 2013)., sobre la base del tipo de reaccion quimica que catalizan. Segun la
Comision de Enzimas (EC) de la IUBMB, cada enzima se identifica con cuatro digitos por ejemplo la ATP:glucosa
fosfotransferasa (glucoquinasa) se define como EC 2.7.1.2. El nimero 2 indica que es una transferasa, el 7 que es una
fosfotransferasa, el 1 indica que el aceptor es un grupo OH, y el dltimo 2 indica que es un OH de la D-glucosa el que
acepta el grupo fosfato. El primero asigna la clase; el segundo y el tercero asignan la subclase y la sub-subclase,
respectivamente, de acuerdo con el tipo y la posicion del enlace o grupo particular involucrado en la reaccion; el cuarto
digito asigna el numero de identificacion de la enzima sobre la base de la reaccion especifica que ella cataliza. Las seis

clases son las siguientes:

Tabla 1. Clases de enzimas

Clases Grupos funcionales en donde catalizan
la reaccion
Oxidorreductasas: presentan 23 e HC-OH
subclases. Catalizan reacciones de e C=0
oxidacion-reduccion sobre diferentes




grupos funcionales.

HC-CH
HC-NH2
C-NH

Transferasas: presentan 9 subclases.
Catalizan la transferencia de grupos

funcionales.

Grupos mono-carbonados
aldehido o cetona

acilo

glicosilo

alquilos o arilos
nitrogenados con fésforo

azufre

Hidrolasas: presentan 13 subclases.
Catalizan reacciones de hidrélisis.

Enlaces ésteres
Glicosidicos
Peptidicos

C-N

anhidrido de acidos.

Liasas: presentan 4  subclases.
Catalizan reacciones de ruptura de

enlaces covalentes por mecanismos

Enlaces C-C
Enlaces C-O
Enlaces C-N




distintos de la hidrdlisis o la oxidacion.
Isomerasas: presentan 6 subclases. e Racemizaciones
Catalizan reacciones de isomerizacion. e Epimerizaciones
Ligasas: presentan 6 subclases. e C-O
Catalizan reacciones de formacion de e C-S
enlaces covalentes. e C-N

e C-C

Las enzimas mas utilizadas en biocatalisis, son: oxidorreductasas (peroxidasas, catalasas, glucosa oxidasas y lacasas);
transferasas (fructosil y glucosil transferasas) e hidrolasas (amilasas, celulasas, lipasas, pectinasas, proteasas,
pululanasas. Las hidrolasas en condiciones apropiadas pueden catalizar la reaccion inversa que se conoce como
condensacion y formar enlaces con eliminacion de agua. Este tipo de reaccién se considera que posee un promisorio
potencial tecnoldgico. Por su parte, las liasas (pectato liasa, a-acetolactato descarboxilasa, nitrilo hidroliasa, aspartato
amonio liasa, fumarato hidratasa, L-histidina amonio liasa) usualmente acttan en la formacion de enlaces C-C mediante
la reaccion inversa a la que deben su nombre. Esto les confiere un atractivo potencial para aplicaciones tecnolégicas.
Estas enzimas se han utilizado con mucha frecuencia en la sintesis asimétrica de compuestos organicos opticamente
activos. Las isomerasas (glucosa isomerasa, actualmente D-xilosa aldosacetosa-isomerasa, mutasas) constituyen uno de

los ejemplos paradigmaticos de la aplicacion de enzimas en procesos tecnoldgicos. Se emplean en la produccién de



siropes ricos en fructosa (HFS) a partir de almidén de maiz. Por dltimo, dentro de las ligasas el caso con aplicacion mas
conocido es la 4 ADN ligasa, utilizada rutinariamente en técnicas de ingenieria genética. Generalmente, las enzimas de
esta clase son consideradas complejas e inestables, por lo que se encuentran practicamente ausentes en aplicaciones a
escala industrial (lllanes, 2008).

Aunque es légico que haya una relacion directa entre el porcentaje de ventas y el empleo de enzimas, a mayor uso de
enzimas mayores ventas, existen variaciones en dependencia del tipo de proceso biocatalitico donde se utilizan. En la
figura 4 se muestra un esquema con los tipos de enzimas mas utilizados en sintesis organica. (Alberto del Monte-
Martinez,.et al. 2013).

Enzimas utilizadas en biocatalisis
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Figura 4. Tipos de enzimas mas utilizadas en biocatalisis con énfasis en sintesis organica (BCC Report C-147NA, 2002)



4.4 Reaccion de esterificacion quimica

La esterificacion de Fischer o esterificacion de Fischer-Speier es una reaccion de esterificacion carboxilica que utiliza un
acido inorganico como catalizador, principalmente &cido sulfurico (H2SO4). Los ésteres carboxilicos se forman por
reaccion entre un acido carboxilico y un alcohol organico. Por ejemplo, la esterificacion entre acidos grasos y glicerol
forma los triglicéridos. La reaccion de esterificacidon es una forma de reaccion de condensacion en la que se produce
agua. El acido carboxilico aporta un grupo -COOH (grupo carboxilo), el alcohol aporta un grupo -OH (grupo hidroxilo) , al
combinarse ambos grupos funcionales se combinan, se desprende una molécula de agua (H20) y se forma el grupo -
COO- (grupo éster) que une a las dos moléculas. (McMurry, J. 2009).

La reaccion de esterificacion tiene una gran variedad de aplicaciones en la industria farmacéutica ya que se pueden
obtener esencias y aromatizantes como por ejemplo el formiato de etilo (ron, aguardiente de arroz), acetato de isobutilo
(platano), butirato de metilo (manzana), butirato de etilo (pifia), y butirato de isopentilo (pera). En la medicina encontramos
algunos ésteres como el &cido acetilsalicilico (aspirina) utilizado para disminuir el dolor. La novocaina, otro éster, es un
anestésico local. EI compuesto acetilado del 4cido salicilico es un antipirético y anti neuralgico muy valioso, la aspirina
(acido acetilsalicilico). Que también ha adquirido importancia como antiinflamatorio no esteroideo. En la industria
alimenticia y produccion de cosméticos. Los mono ésteres del glicerol, como el monolaurato de glicerol. Son surfactantes
no jénicos usados en farmacos, alimentos y producciéon de cosméticos. Como disolventes de Resinas: Los ésteres, en
particular los acetatos de etilo y butilo, se utilizan como disolventes de nitrocelulosa y resinas en la industria de las lacas,

asi como materia prima para las condensaciones de ésteres. (Jiménez Islas. Et al.2010).
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Figura 5. Reaccidn general de esterificacion

Los métodos mas empleados para llevar a cabo una sintesis de esteres, son la esterificacion y transesterificacion.

(Aljawish.et al. 2019)

4.5 Reaccion de esterificacion catalizadas por lipasas

Las lipasas son enzimas que se utilizan principalmente para hidrolizar los enlaces éster de los triacilgliceroles (aceites y

grasas) y para liberar acidos grasos, diacilgliceroles, monoacilgliceroles y glicerol.

K

Lipase 7
Oj\/\/\/\ +3HO —= |[-oH +3 Ho)k/\/\/\

Triacyiglycerol Glycerol Fany acid



Figura 6. Reaccion que catalizan las lipasas en la naturaleza (Aljawish. et al. 2019)

En determinadas condiciones como la falta de agua o la presencia de moléculas nucledfilas (alcoholes) en el medio de

reaccion, son capaces de catalizar la reaccion inversa (esterificacion y transesterificacion).

Esterificacion

O O

Transesterificacion

o) o)
+ R;0H

R,OH




Acidolisis

o) o) O 0
)J\ + )J\ )J\ + )J\
R, OR, R; OH Ri OH R3 OR;

Figura 7. Reacciones que pueden catalizar las lipasas en la sintesis organica. (Aljawish. et al. 2019)

La sintesis de ésteres catalizada por la lipasa suele producirse en medio organico con una cantidad minima de agua que
es necesaria para polarizar los grupos reactivos en el sitio activo y en la superficie de la enzima. La presencia de agua
influye especialmente en la reactividad de las reacciones de transferencia de grupo acilo. En general, las lipasas
requieren una baja cantidad de agua en el medio de reaccién para mantener su actividad y catalizar la reaccion de

sintesis.

Varios estudios han informado de la sintesis de ésteres a partir de acidos carboxilicos como el lactico, malico, glicdlico,
glicérico y acético con diferentes nucledfilos como alcoholes, ésteres y acidos grasos utilizando lipasas en presencia de
una baja cantidad de agua, casi el 1%, en medio organico (hexano, acetonitrilo) o en un sistema sin disolventes (Aljawish.
et al.2019).



4.6 Candida antartica

La lipasa B de Candida Antéarctica (CALB) es uno de los biocatalizadores mas utilizados en la sintesis organica utilizado
para catalizar muchas reacciones con buen rendimiento como: la alcoholisis de aceites vegetales, para la produccién de
biodiesel y la sintesis de ésteres aroméaticos, la eficacia de la esterificacion de los acidos fendlicos depende en gran
medida de las diferentes caracteristicas de los sustratos, presenta una actividad y estabilidad tanto en condiciones
acuosas como no acuosas ( Cassani, J. et al.2007). La CALB es una de las lipasas mas importantes porque conserva su
actividad enzimética en medios organicos y posee una alta enantioselectividad hacia los alcoholes secundarios
(Heinsman. et al. 2001).

La lipasa de Candida antarctica (CALB) es un biocatalizador muy eficiente con un peso molecular de 33 kDa, con un Pi
de 6,0 que realiza hidrolisis en medios acuosos y esterificacion en disolventes organicos. Se utiliza mucho a nivel
industrial debido a su alta enantioselectividad, amplia cantidad de sustratos y por su gran estabilidad térmica y estabilidad
en disolventes organicos. Es quizas la lipasa mas empleada en biotecnologia para la sintesis de muchos productos como

formulaciones de cosmeética, fragancias, lubricantes y biodiesel (Ortiz. et al. 2019).

La CALB pertenece a la familia de las a/f hidrolasas, con una triada catalitica muy conservada de Serina, Histidina, y
Asp/Glu, la cadena polipeptidica esta compuesta por 317 aminoacidos que se pliega de forma similar a muchas otras
hidrolasas. A diferencia de la mayoria de las lipasas, la CALB no tiene una tapa en el sitio activo, y no muestra activacion

por interfase.
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Figura 8. Estructura de la lipasa Candida antarctica (Abraham Casas. et al. julio 2013)

Muestra una gran estabilidad en todo tipo de disolventes y su estructura es independiente del medio, debido en gran
medida a que esta enzima no sufre cambios conformacionales. Sin embargo, su flexibilidad si es dependiente del medio,

disminuyendo en gran medida en solventes organicos.

CALB, en disolucién, tiene un Ph ¢éptimo de actividad de 7 y es estable entre 3.5 y 9.5. La temperatura de

desnaturalizacion varia entre 50° C y 60° C, dependiendo del Ph.

Se recomienda el uso de enzimas inmovilizadas por ser la formulacion mas conveniente al permitir una recuperacion
sencilla de la enzima y los productos. Ademas, la inmovilizacién tendrd en la mayoria de los casos un efecto altamente
estabilizador sobre la enzima y permitird el uso del catalizador en disolventes organicos. Casi todos los estudios en los

gue se ha utilizado CALB como catalizador han empleado la enzima inmovilizada en diferentes materiales portadores



macro porosos. Cuando se inmoviliza, la CALB es altamente termoestable y puede utilizarse en funcionamiento continuo
a 60-80°C sin ninguna pérdida significativa de actividad incluso después de varios miles de horas en uso (EMILY M. et al.
1998).

La lipasa CALB mas empleada es la comercializada por Novozymes bajo el nombre de Novozym 435 (N435) es una
lipasa inmovilizada disponible. Se basa en la inmovilizacion mediante la activacion interfacial de la lipasa B de Candida
Antarctica.sobre una resina Lewatit VP OC 1600. Esta resina es un soporte macroporoso formado por poli (metacrilato de
metilo) reticulado con divinilbenceno. El N435 es quizas el biocatalizador comercial mas utilizado tanto en la academia
como en la industria (Ortiz. et al. 2019).

Esta enzima es obtenida de un hongo especificamente del Aspergillus Niger que se utiliza comercialmente para producir
enzimas, que son obtenidas cultivando el hongo en fermentadores y posteriormente concentrando y purificando las

enzimas generadas.

Algunas caracteristicas a destacar de esta enzima SON que su velocidad de reaccion es mayor con mono glicéridos de
acidos de cadena larga, que los mono glicéridos con &cidos cortos; asi también la lipasa esta constituida por una cadena
proteica sencilla compuesta por 269 aminoacidos.

El sitio activo de la enzima se encuentra en los aminoacidos 238 el cual es serina, el 297 el cual es acido aspartico y el
351 el cual es histidina.



4.7 Mecanismo de reaccion de Candida antarctica; lipasa tipo B

e Primera etapa: El sustrato éster carboxilico, se une al sitio activo donde la Serina 105 ataca al carbono del
carbonilo del sustrato.

e Este ataque de la serina 105, es promovido por la Histidina 224 la cual actia como base y acepta un protén de
Serina 105.

e Lo que sucede durante el ataque es que se rompe el doble enlace entre el Carbono y el Oxigeno convirtiéndolo en
un enlace sencillo y el 4&tomo de Oxigeno se transforma en un oxianion el cual forma 3 enlaces de hidrogeno con el
agujero del oxianién.

e Como primer producto tenemos al alcohol el cual deja el sitio activo y se forma el complejo acil-enzima.

e Este nucledfilo (alcohol) lleva acabo un nuevo ataque sobre el carbén del carbonilo del complejo acil-enzima,
pasando al segundo estado de transicion, llevandose una reaccion de transicion-acilacion y formando el producto 2

el cual es liberado regenerandose la enzima (Emily M. et al. 1998).
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Figura 9. Mecanismo de reaccién de lipasas (Emily M. et al. 1998)

Las lipasas son ampliamente utilizadas como biocatalizadores para reacciones de esterificacion debido a que presentan
una buena actividad y estabilidad tanto en condiciones acuosas como no acuosas, ademas conserva su actividad
enzimatica en medios organicos y posee una alta enantioselectividad hacia los alcoholes secundarios. Existen en forma

libre o inmovilizada. Entre las lipasas no inmovilizadas (libres) mas utilizadas para las reacciones de esterificacion se



encuentran las de los microorganismos Rhizomucor miehei , Candida. Rugosa y Pseudomonas cepacian . Las lipasas
inmovilizadas como Novozyme 435 (lipasa B de C. 27ntarctica , CALB) , Lipozyme RM-IM (lipasa de R. miehei ) y

Lipozyme TL-IM (lipasa de T. lanuginosus ) también estan disponibles en el mercado.

En la industria farmacéutica los acidos benzoicos simples y sustituidos son intermediarios clave en la sintesis de una
amplia gama de ésteres organicos con importantes actividades biologicas. Por ejemplo, el éster 2-(acetil-oxi)-3
[(nitrooxi)metil]fenil del acido benzoico (NCX 4016) se esta probando clinicamente como inhibidor especifico de la COX-1
y el éster del &cido 4-(trifluorometil) benzoico de salicilanilida muestra actividad antifingica. Los benzoatos de alquilo
también se encuentran en la industria cosmética como portadores de filtros fotoprotectores y aceites de perfume, asi
como agentes de dispersion. Entre los benzoatos que presentan importantes actividades biolégicas, nos interesamos por

los anestésicos locales. Estos farmacos, basados en ésteres o aminoésteres, suelen prepararse mediante una sintesis de

dos pasos a partir de los correspondientes acidos benzoicos sustituidos (Daniela Giunta. et al. 2013).

En recientes investigaciones F. Zappaterra y colaboradores utilizaron CALB inmovilizado para la esterificacion de

ibuprofeno con sorbitol obteniendo un rendimiento del 61 %. (Federico Zappaterra. et al. 2020).



NCX4016

Figura 10. Ester 3-nitrooximetilfenilico del acido 2-acetoxibenzoico (Daniela Giunta. et al. 2013).

OH OH
OH  OH Solvent/H,0
OH —_—— Q
OH —_— OH
+ HO' CALB
[+] OH OH s} OH OH

(a) (b) (c)

Figura 11. Reaccion de esterificacion paracetamol(a) y sorbitol(b) utilizando CALB (Federico Zappaterra,et. al. 2020).



4.7 Reaccion de Descarboxilacién de acidos alifaticos y aroméaticos por catélisis quimica.

La descarboxilacién es una reaccion en la cual un grupo carboxilo es eliminado de un compuesto en forma de dioxido de
carbono (CO2), esta reaccion es de gran utilidad en la sintesis orgénica, ya que muchas estrategias de sintesis emplean
al grupo acido carboxilico para dirigir una reaccion, pero este debe ser eliminado posteriormente. Existen numerosas
reacciones de descarboxilacion que son importantes en bioquimica, por ejemplo, en el ciclo de Krebs y en la biosintesis
de muchos neurotransmisores como la dopamina y la serotonina. También es uno de los mecanismos de degradacion
importantes de aminoacidos y acidos grasos en el medio ambiente (Gargaud M. et al. 2011). En la industria farmacéutica
esta reaccion se emplea para la obtencion de mondémeros para la fabricacion de polimeros a partir de acido acético.
También se utiliza en la produccién de acetato de celulosa para la obtencion de lacas y peliculas fotogréaficas, asi como
en la fabricacion de disolventes de resinas y lacas. La sal aluminica del acido acético se emplea como mordiente en
tintoreria. El a&cido férmico se suele emplear en la industria del curtido al objeto de suavizar las pieles y también en los
procesos de tintoreria en la industria del curtido. Algunos derivados clorados de los acidos carboxilicos se emplean en la
produccion de herbicidas. El &cido benzoico tiene una amplia utilidad como intermediario de sintesis en muchos procesos
organicos y algunos de sus ésteres se emplean como plastificantes y en la industria de la perfumeria (benzoato de
bencilo). El benzoato de sodio se emplea en la industria de la alimentacion como conservante (zumos, refrescos,
mermeladas, etc.). Entre los acidos dicarboxilicos, el &cido propanodioico (acido maldnico) se emplea en la elaboracion
de medicamentos, plaguicidas y colorantes. El acido 1-4-butanodioico (acido succinico) se emplea en la obtencién de
resinas de poliéster para barnices y el &acido trans-butenodioico (acido fumarico) se emplea como acidulante en la

fabricacion de refrescos. (Gargaud M. et al. 2011)
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Figura 12. Reaccién general de descarboxilacion (Gargaud M. et al. 2011)

En el caso de acidos carboxilicos alifaticos la presencia de dobles enlaces en posicion beta al carbonilo permiten la
descarboxilacién por calentamiento a 100 °C y ademas se pueden convertir en halogenuros de alquilo con pérdida de un

atomo de carbono mediante la reaccién de Hunsdiecker (Xue, L. et al. 2011).

En la literatura se reporta que en compuestos aroméaticos la reaccion es catalizada por metales como plata (Ag) y paladio
(Pd), produciendo buenos rendimientos que van del 82-100%, ademas, proporciona un producto de alta pureza después
de retirar el disolvente, eliminando asi la necesidad de hacer una cromatografia en columna u otro proceso de

purificacion, aplicAndolo también a compuestos heterociclicos ( Cisneros-Pérez, P. et al. 2013)



4.8 Reaccion de Descarboxilacion de acidos alifaticos y arométicos por catélisis enzimética

Las decarboxilasas son utiles para la descarboxilacion de moléculas organica en condiciones de reaccion suaves. Estas
enzimas pueden ser aplicadas para la sintesis de alcoholes, aminas, olefinas terminales y otras moléculas importantes,

en la transformacion de aminoacidos en estireno. (Kourist, R. et al. 2014).

La fotodescarboxilasa de Chlorella variabillis (CvFAP) es una enzima activada por la luz, que cataliza la descarboxilacion
de los acidos grasos en los correspondientes alcanos acortados en C1. En particular, la conversion de acidos
dicarboxilicos en alcanos sigue siendo una reaccion quimicamente muy dificil. Diversos acidos dicarboxilicos son
descarboxilados en alcanos con buenos rendimientos por medio de este enfoque, incluso a escala preparativas.
(Miyamoto, K., & Ohta, H. (2007).

Para la descarboxilacion de acidos dicarboxilicos alifaticos esta bien estudiado el mecanismo de reaccion, la termo
estabilidad, la estabilidad de almacenamiento y la reciclabilidad de la CvFAP. (Zeng. Et al. 2021).
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Figura 13. Descarboxilacion catalizada por enzimas (Zeng. Et al. 2021)

Recientemente, las plantas han sido consideradas como una fuente potencial de enzimas para la biotransformacién
catalitica, y esta bien establecido que las preparaciones crudas de ciertos vegetales comunes pueden servir como

agentes reductores selectivos y de alto rendimiento en la sintesis organica. Se ha informado de que varias muestras de



plantas enteras son fuentes de actividad reductora con sistemas de alcohol deshidrogenasa, como Daucus Carota
especies de Manihot, Saccharum officinarum y Passiflora edulis. El jugo de coco es una bebida agradable y refrescante
derivada del fruto de C. nucifera, se consume ampliamente como refresco nutritivo en los paises tropicales. EI zumo es
sabroso, dulce, ligeramente acido y rico en fosforo y potasio. También contiene proteinas, grasas y minerales, y es muy

rico en carbohidratos.

En recientes investigaciones se ha desarrollado un procedimiento sencillo, selectivo en cuanto al sustrato y satisfactorio
para la preparacion de polifenoles, 4-vinilfenoles y alcoholes bencilicos sustituidos de gran valor biolégico a partir de sus
correspondientes acidos y aldehidos ricos en electrones, utilizando los zumos de coco conocidos como ACC (agua-de-
coco do Ceara) y BFJ (Borassus flabellifer juice). Ademas, también se utiliza para la produccion de analogos del estireno,
benceno poli-hidroxilado a partir de acido cinamico sustituido, acido benzoico sustituido y benzaldehido sustituido en muy
buen rendimiento bajo condiciones de reaccion seguras, sin formacién de subproductos toxicos (Kaushik Misra, et al.
2012). Debido a la importancia de las reacciones de descarboxilacion en la sintesis de compuestos de interés
farmacéutico y ser una metodologia sencilla con materiales de bajo costo y de facil acceso fue elegida como una
alternativa para el desarrollo de una practica de laboratorio para los alumnos de QFB de la UAM Xochimilco. A

continuacion, se propone la practica de laboratorio para ser llevada a cabo por los alumnos de QFB.
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Figura 14. Reduccion de aldehidos aromaticos sustituidos por ACC y BFJ a temperatura ambiente
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Figura 15. La descarboxilacion del acido benzoico sustituido por ACC y BFJ a temperatura ambiente



5 Discusion de resultados

De acuerdo a la bibliografia consultada en bases de datos electronicas se seleccionaron las metodologias para llevar a
cabo la reaccién de descarboxilacion de acidos aromaticos y la reaccion de esterificacion utilizando enzimas como
biocatalizadores. Se analizaron y se establecieron, los materiales y reactivos empleados, asi como el biocatalizador,
proporcion reactivo/ biocatalizador y tiempo de reaccion, que fueran de facil implementacion en los laboratorios de
docencia de la licenciatura de QFB de la UAM Xochimilco. La primera metodologia es la esterificacion de &cido benzoico
con heptanol utilizando CALB como biocatalizador, la segunda es la descarboxilacion de &cido gélico utilizando agua de
coco como biocatalizador. A partir de estas metodologias se construyé un modelo experimental para que se lleven a cabo
en los laboratorios de los médulos de Reactividad de Compuestos Organicos de Interés Farmacéutico (IV) y de Obtencion

de Compuestos Orgéanicos de Interés Farmacéutico (V) de la Licenciatura de QFB.

5.1 Modelos experimentales propuestos

Biocatalisis aplicada a la quimica organica usando enzimas como catalizadores de para la reaccién de

esterificacion.
Modelo experimental 1: Esterificacion de acido benzoico con heptanol catalizada por la enzima CALBIntroduccién

La esterificacion de Fischer o esterificacion de Fischer-Speier es una reaccion de esterificacion carboxilica que utiliza un
acido inorganico como catalizador, principalmente acido sulfdrico (H2SO4). Los ésteres carboxilicos se forman por
reaccion entre un acido carboxilico y un alcohol organico. Las lipasas son enzimas que se utilizan principalmente para

hidrolizar los enlaces éster de los triacilgliceroles (aceites y grasas) y para liberar acidos grasos, diacilgliceroles,



monoacilgliceroles y glicerol. En determinadas condiciones como la falta de agua o la presencia de moléculas nucledfilas

(alcoholes) en el medio de reaccion, son capaces de catalizar la reaccion inversa (esterificacion y transesterificacion).
Objetivo: Emplear la lipasa CALB para la reaccién de esterificacion de &cido benzoico

Objetivo especifico:

Obtencidn de benzoato de heptilo

Antecedentes:

Reaccion de esterificacion quimica y enzimatica

Lipasas: Candida antartica

Usos de lipasas para la obtencién de esteres

Condiciones de reaccion para la esterificacion de esteres utilizando lipasa

Mecanismo de esterificacion via lipasas
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Figura 16. Reaccién de esterificacion acido benzoico (1a-10), heptanol y éster del acido benzoico (3a-30) utilizando CAL
Parte experimental

Materiales y reactivos

CALB (lipasa B de C. antarctica inmovilizada en resina acetato de etilo
acrilica immobead 150, recombinante de Aspergillus
oryzae; = 1800 U/ g)

Ciclohexano Hexano
Acido benzoico Vaso de precipitado

Heptanol Parilla de agitacion



Matraz Erlenmeyer Agitador magnético

gel de silice Papel Filtro

Embudo

Metodologia

En un matraz bola de 250 mL se colocaran 1.03 g de acido benzoico, 15 mL de heptanol, 5 mL de ciclohexano y 50 mg
de enzima CALB. Posteriormente tapar el matraz con un corcho y agregar una barra magnética, ponerlo en la parrilla en
agitacion constante y ajustar la temperatura a 80° C durante 24 horas (Notal). Para monitorear la reaccion realizar una
cromatografia en capa fina con una mezcla de Hexano y Acetato de Etilo. Una vez terminada la reaccion, filtrar al vacio,
el filtrado se coloca en un matraz bola y con ayuda de un rotavapor eliminar el disolvente (Nota 2). El producto crudo se
analiza nuevamente por cromatografia en capa fina para corroborar que se terminé la reaccion utilizando una mezcla de
Hexano- AcOEt 1:1 (Nota 3). El producto obtenido se analiza por infrarrojo, y si se cuenta con RMN obtenga los espectros
de RMN1H y 13C.
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Cuestionario
¢Por qué se utiliza ciclohexano como disolvente en la reaccion de esterificacion del acido benzoico?
¢, Qué ventajas se tienen en una sintesis enzimatica?

¢, Qué otros disolventes se pueden utilizar como medio de reaccion?

Anexo 1 Informacidén de reactivos
ACIDO BENZOICO

INFORMACION FiSICO-QUIMICA

Estado fisico; aspecto Foérmula: C7HgO, / CeHsCOOH
POLVO BLANCO O CRISTALES. Masa molecular: 122.1
Punto de ebullicién: 249°C
Peligros fisicos Punto de fusién: 122°C
Es posible la explosion del polvo si se encuentra mezclado con el aire en forma Ver Notas.
pulverulenta o granular. Densidad: 1.3 g/cm?3
Solubilidad en agua, g/100ml a 20°C: 0.29
Peligros quimicos Presién de vapor, Pa a 25°C: 0.1
La disolucién en agua es un acido débil. Reacciona con oxidantes. Densidad relativa de vapor (aire = 1): 4.2

Densidad relativa de la mezcla vapor/aire a 20°C (aire = 1): 1
Punto de inflamacion: 121°C c.c.
Temperatura de autoignicion: 570°C

Coeficiente de reparto octanol/agua como log Pow: 1.87



Inhalacion

Piel

Ojos

Ingestion

Ciclohexano

Inhalacién

Piel

SINTOMAS

Tos. Dolor de garganta.

Enrojecimiento. Sensacion de quemazon.

Picor.

Enrojecimiento. Dolor.

Dolor abdominal. Nauseas. Vomitos.

SINTOMAS

Tos. Vértigo. Somnolencia. Dolor de cabeza.

Nauseas. Dolor de garganta.

Piel seca. Enrojecimiento.

PREVENCION

Usar extraccion localizada o proteccién

respiratoria.

Guantes de proteccion.

Utilizar gafas de proteccién de montura
integral.

No comer, ni beber, ni fumar durante el

trabajo. Lavarse las manos antes de comer.

PREVENCION

Usar ventilacion, extraccion localizada o

proteccion respiratoria.

Guantes de proteccion. Traje de proteccion.

PRIMEROS AUXILIOS

Aire limpio, reposo.

Quitar las ropas contaminadas. Aclarar y lavar
la piel con agua y jabon.

Enjuagar con agua abundante durante varios
minutos (quitar las lentes de contacto si
puede hacerse con facilidad), después

proporcionar asistencia médica.

Enjuagar la boca. Provocar el vomito
(jUNICAMENTE EN PERSONAS
CONSCIENTES!). Proporcionar asistencia

médica.

PRIMEROS AUXILIOS

Aire limpio, reposo. Puede ser necesaria
respiracion artificial. Proporcionar asistencia

médica.

Quitar las ropas contaminadas. Aclarar la piel



Ojos Enrojecimiento. Dolor.

.. Dolor abdominal. Diarrea. Ademas, ver
Ingestion .
Inhalacion.

con agua abundante o ducharse.

Proporcionar asistencia médica.

. 5 y Enjuagar con agua abundante durante varios
Utilizar gafas de proteccion o proteccion ) ) )
o . minutos (quitar las lentes de contacto si
ocular en combinacion con proteccion - )
) ) puede hacerse con facilidad), después
respiratoria. . ) o
proporcionar asistencia médica.

Enjuagar la boca. Dar a beber uno o dos
No comer, ni beber, ni fumar durante el ] ) )
] vasos de agua. Proporcionar asistencia
trabajo. o
médica.

INFORMACION FiSICO-QUIMICA

Estado fisico; aspecto

Férmula: CsH1,0OH

LIQUIDO INCOLORO HIGROSCOPICO O CRISTALES BLANCOS DE OLOR Masa molecular: 100.2

CARACTERISTICO.

Peligros fisicos

Peligros quimicos

Reacciona violentamente con oxidantes fuertes. Ataca los plasticos.

Punto de ebullicion: 161°C

Punto de fusion: 23°C

Densidad relativa (agua = 1): 0.96

Solubilidad en agua, g/100ml a 20°C: 4

Presién de vapor, kPa a 20°C: 0.13

Densidad relativa de vapor (aire = 1): 3.5

Densidad relativa de la mezcla vapor/aire a 20°C (aire = 1): 1.00
Punto de inflamacién: 68°C c.c.

Temperatura de autoignicion: 300°C

Limites de explosividad, % en volumen en el aire: 2.4-12
Coeficiente de reparto octanol/agua como log Pow: 1.2



Hexanol

SINTOMAS

Inhalacién Tos. Dolor de garganta.

Piel Piel seca.
Ojos Enrojecimiento. Dolor.
Ingestion Sensacion de quemazon.

Estado fisico; aspecto
LIQUIDO INCOLORO DE OLOR CARACTERISTICO.

Peligros fisicos

Peligros quimicos
Reacciona con oxidantes fuertes.

PREVENCION PRIMEROS AUXILIOS

Usar ventilacion, extraccion localizada o o
y ) ] Aire limpio, reposo.
proteccion respiratoria.

Guantes de proteccién. Aclarar y lavar la piel con agua y jabén.

Enjuagar con agua abundante durante varios
Utilizar gafas de proteccion de montura minutos (quitar las lentes de contacto si
integral. puede hacerse con facilidad), después

proporcionar asistencia médica.

No comer, ni beber, ni fumar durante el Enjuagar la boca. NO provocar el vomito. Dar
trabajo. a beber uno o dos vasos de agua.

INFORMACION FiSICO-QUIMICA

Formula: C¢H140 / CH3(CH,)sCH,OH

Masa molecular: 102.2

Punto de ebullicién: 157°C

Punto de fusion: -44.6°C

Densidad relativa (agua = 1): 0.82

Solubilidad en agua, g/100ml a 20°C: 0.59

Presién de vapor, kPa a 25°C: 0.124

Densidad relativa de vapor (aire = 1): 3.52

Densidad relativa de la mezcla vapor/aire a 20°C (aire = 1): 1
Punto de inflamacién: 63°C c.c.



Temperatura de autoignicion: 290°C
Limites de explosividad, % en volumen en el aire: 1.2-7.7 (calculado)
Coeficiente de reparto octanol/agua como log Pow: 2.03

Acetato de etilo

iEVITAR LA FORMACION DE NIEBLAS DEL PRODUCTO!

SINTOMAS PREVENCION PRIMEROS AUXILIOS
Inhalacién Dolor de garganta. Tos. Dolor de cabeza. Usar ventilacién, extraccion localizada o Aire limpio, reposo. Proporcionar asistencia
I
Somnolencia. proteccion respiratoria. médica.
Enjuagar la ropa contaminada con agua
. L ) » abundante (peligro de incendio). Quitar las
Piel Enrojecimiento. Piel seca. Guantes de proteccion. . )
ropas contaminadas. Aclarar la piel con agua
abundante o ducharse.
Utilizar gafas de proteccién o proteccion Enjuagar con agua abundante durante varios
Ojos Enrojecimiento. ocular en combinacion con proteccion minutos (quitar las lentes de contacto si
respiratoria. puede hacerse con facilidad).
., No comer, ni beber, ni fumar durante el Enjuagar la boca. Proporcionar asistencia
Ingestion

trabajo. médica si se siente mal.



INFORMACION FiSICO-QUIMICA

Estado fisico; aspecto Formula: C4HgO, / CH3COOC;Hs
LIQUIDO INCOLORO DE OLOR CARACTERISTICO. Masa molecular: 88.1
Punto de ebullicién: 77°C
Peligros fisicos Punto de fusion: -84°C
El vapor es méas denso que el aire y puede extenderse a ras del suelo; posible Densidad relativa (agua = 1): 0.9
ignicién en punto distante. Solubilidad en agua, g/100ml a 20°C: 8.7 (escasa)
Presion de vapor, kPa a 20°C: 10
Peligros quimicos Densidad relativa de vapor (aire = 1): 3.0
Reacciona con oxidantes fuertes. Esto genera peligro de incendio y explosion. Densidad relativa de la mezcla vapor/aire a 20°C (aire = 1): 1.2
Reacciona violentamente con bases fuertes y &cidos fuertes. Ataca el caucho y Punto de inflamacion: -4°C c.c.
algunas formas de plésticos. Temperatura de autoignicion: 427°C

Limites de explosividad, % en volumen en el aire: 2.0-12.8

Coeficiente de reparto octanol/agua como log Pow: 0.73

Nota 1. Cuidar que los disolventes no pierdan por evaporacion.
Nota 2. La enzima recuperada puede ser utilizada nuevamente para la misma reaccion.

Nota 3. Si observa que las manchas no tienen el Rf adecuado, pruebe con otra proporcion de eluyente.



Modelo experimental 2: Uso de enzimas para la descarboxilacion de acidos fendlicos

Introduccién

La descarboxilacion es una reaccion de gran utilidad en la sintesis organica, muchas estrategias de sintesis emplean al
grupo acido carboxilico para dirigir una reaccion y este debe ser eliminado posteriormente. En el caso de acidos
carboxilicos alifaticos la presencia de dobles enlaces en posicion beta al carbonilo permiten la descarboxilacion por
calentamiento a 100° C. Recientemente se ha informado el uso de enzimas y células completas para la descarboxilacion.

Objetivo: Descarboxilacion de acido galico usando agua de coco (Cocos nucifera) como biocatalizador.
Objetivo especifico: Obtencion de pirogalol

Antecedentes:

Reaccion de descarboxilacion quimica y enzimética

Cocos nucifera

Enzimas que se utilizan para la reaccion de descarboxilacion



OH

HO (0]
HO OH

Agua de coco

HO OH

OH
ACIDO GALICO PIROGALOL

Figura 17. Reaccion de descarboxilacion del Acido Galico

Parte experimental
Material:

Para la preparacién del biocatalizador

Coco tierno Matraz de fondo redondo
Picahielo Agitador magnético
Vaso deprecipitados 500 mL Barra magnética

Kitazato con manguera Tapo6n




Embudo Bichner

Aguja

Vaso deprecipitados 250 mL

Globo con N2

Papel filtro Embudo de separacion de 250 o 500
mL
Vial de 5 mL Espatula

Pipeta pasteur

Pipeta graduada de 5 mL

Reactivos: Para la reaccion de descarboxilacion

Acido galico

Acetona RA

Acetato de etilo RA

Sulfato de sodio anhidro




Descarboxilacién enziméatica de acidos fendélicos
Procedimiento.
a) Preparacion del biocatalizador:

El agua de Cocos nucifera fue obtenida por perforacién con una pica hielo de un coco tierno. El agua de coco se filtra al

vacio usando papel filtro tantas veces como sea necesario para la eliminacion de residuos.

b) Reaccién de descarboxilacion:

En un matraz de fondo plano de 250 mL se colocaron 100 mL de agua de coco y se luego se afladen 100 mg del acido
galico y tapar el matraz con un tapon. Inflar un globo con nitrégeno para la atmosfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion
gue esta en el matraz de fondo plano se mantiene en agitacién bajo atmosfera de nitrégeno por 24 horas a temperatura
ambiente. Para analizar si la reaccidn ya concluyo hacer una cromatografia en capa fina con una mezcla de hexano-
AcOEt 1:1 utilizar acido galico como referencia. Posteriormente se filtra al vacio. El filtrado se extrae usando embudo de
separacion de 500 mL extraer tres veces con 50 mL acetato de etilo. Colocar los extractos organicos en un matraz
Erlenmeyer de 500 mL, secar con sulfato de sodio anhidro y se concentra al vacio. El producto crudo de reaccién sera

purificado por cromatografia en columna con una mezcla de hexano-AcOEt con incremento de polaridad. (Nota 1)

Nota 1.. Se pueden utlizar otros aldehidos como sustratos como los &cidos 3,4 dihidroxibenzoico y 3,4,5

trinidroxibenzoico y acidos cinamicos ademas otro tipo de hojas o tejidos vegetales.



Diagrama de flujo

Perforar el »| Extraer toda el
coco agua de coco

Filtar el agua de

En un matraz de fondo
! plano de 500 ml,

| coco hasta eliminar
los residuos

Con ayuda de un agitador
magnético , poner en agitacion

_| Con la reaccioén concluida, filtrar
la mezcla de reaccién

A

agregar =200 ml de
agua de coco

Y

Agregar al matraz
con el agua de coco

durante 24 hrs bajo atmosfera de
nitrégeno

[

200 mg de acido
galco

Monitorear si la reaccion
ya terminé mediante
Cromatografia en capa
fina

\i

Llenar un globo con
nitrégeno.

En un embudo de
decantaciéon de 500
ml agregar la mezcla

de reaccién

Y

Extraer 3 veces con 100
ml de acetato de etilo

Los extractos organicos

#| combinados se secan con sulfato
de sodio y se concentran al vacio.

Las fracciones que

El producto crudo de reaccién sera
purificado mediante cromatografia |

contenian el producto |-
se combinaron

en columna con una mezcla de
hexano-AcOet 50:50

El disolvente se evapor6 con
ayuda de un rotavapor. El
producto crudo de reaccion es
identificado por TLC o H1-RMN

Nota: Para el tratamiento de
desechos la fase acuosa se
puede tirar al desagiie y el
disolvente recuperado se
almacena para su posterior
destilacion.

Para eliminar el
disolvente utilizar el
rotavapor




Cuestionario

¢, Qué otra zuma de fruta se puede utilizar para esta reaccion?
¢,Cémo se llama la enzima que cataliza la reaccion?

¢, Qué funcion tiene el sulfato de sodio anhidro?

Anexo 2 Informacion de reactivos

Acido galico

SINTOMAS PREVENCION
., Usar extraccion localizada o proteccion
Inhalacién . )
respiratoria.
Piel Guantes de proteccion.
. Utilizar gafas de proteccion de montura
Ojos )
integral.
L No comer, ni beber, ni fumar durante el
Ingestion

trabajo.

PRIMEROS AUXILIOS

Aire limpio, reposo.

Aclarar y lavar la piel con agua y jabén.

Enjuagar con agua abundante durante varios
minutos (quitar las lentes de contacto si
puede hacerse con facilidad), después

proporcionar asistencia médica.

Enjuagar la boca.



Estado fisico; aspecto
CRISTALES BLANCOS HIGROSCOPICOS.

Peligros fisicos

INFORMACION FiSICO-QUIMICA

Formula: C7HgOs/CeH-(OH)sCOOH
Masa molecular: 170.1

Punto de sublimacion: 210°C
Densidad relativa (agua = 1): 1.7

Solubilidad en agua, g/100ml: 1.1 (moderada)

Peligros quimicos

Coeficiente de reparto octanol/agua como log Pow: 0.7

Reacciona con reductores fuertes. Esto genera calor y gas inflamable/explosivo
(hidroégeno - ver FISQ 0001).

Dolor de garganta. Tos. Confusion mental.

Acetona
SINTOMAS
Inhalacién Dolor de cabeza. Vértigo. Somnolencia.
Pérdida del conocimiento.
Piel Piel seca.
Ojos Enrojecimiento. Dolor. Vision borrosa.

PREVENCION

Usar ventilacion, extraccion localizada o

proteccion respiratoria.

Guantes de proteccion.

Utilizar gafas de proteccion.

PRIMEROS AUXILIOS

Aire limpio, reposo. Proporcionar asistencia

médica.
Quitar las ropas contaminadas. Aclarar la piel

con agua abundante o ducharse.

Enjuagar con agua abundante (quitar las
lentes de contacto si puede hacerse con



facilidad). Proporcionar asistencia médica.

No comer, ni beber, ni fumar durante el Enjuagar la boca. Proporcionar asistencia

Ingestién Nauseas. Vomitos. Ademas, ver Inhalacion.

trabajo. Lavarse las manos antes de comer. |médica.

INFORMACION FiSICO-QUIMICA

Estado fisico; aspecto
LIQUIDO INCOLORO DE OLOR CARACTERISTICO.

Peligros fisicos
El vapor es méas denso que el aire y puede extenderse a ras del suelo; posible

ignicion en punto distante.

Peligros quimicos

El contacto con oxidantes fuertes tales como acido acético, acido nitrico y peréxido
de hidrégeno genera peréxidos explosivos. Reacciona con cloroformo y bromoformo
en condiciones bésicas. Esto genera peligro de incendio y explosién. Ataca los
plasticos.

Formula: CsHsO / CH3-CO-CHjs

Masa molecular: 58.1

Punto de ebullicién: 56°C

Punto de fusion: -95°C

Densidad relativa (agua = 1): 0.8

Solubilidad en agua: miscible

Presion de vapor, kPa a 20°C: 24

Densidad relativa de vapor (aire = 1): 2.0

Densidad relativa de la mezcla vapor/aire a 20°C (aire = 1): 1.2
Punto de inflamacion: -18°C c.c.

Temperatura de autoignicion: 465°C

Limites de explosividad, % en volumen en el aire: 2.2-13
Coeficiente de reparto octanol/agua como log Pow: -0.24
Viscosidad: 0.34 mm?/s a 40°C



Acetato de etilo

iEVITAR LA FORMACION DE NIEBLAS DEL PRODUCTO!

SINTOMAS PREVENCION
., Dolor de garganta. Tos. Dolor de cabeza. Usar ventilacién, extraccion localizada o
Inhalacion _ L L
Somnolencia. proteccion respiratoria.
Piel Enrojecimiento. Piel seca. Guantes de proteccion.
Utilizar gafas de proteccidn o proteccion
Ojos Enrojecimiento. ocular en combinacion con proteccion
respiratoria.
., No comer, ni beber, ni fumar durante el
Ingestion _
trabajo.
INFORMACION FiSICO-QUIMICA
Estado fisico; aspecto Foérmula: C4HsO, / CH;COOC;Hs
LIQUIDO INCOLORO DE OLOR CARACTERISTICO. Masa molecular: 88.1
Punto de ebullicion: 77°C
Peligros fisicos Punto de fusién: -84°C
El vapor es mas denso que el aire y puede extenderse a ras del suelo; posible Densidad relativa (agua = 1): 0.9

Solubilidad en agua, g/100ml a 20°C

PRIMEROS AUXILIOS

Aire limpio, reposo. Proporcionar asistencia

médica.

Enjuagar la ropa contaminada con agua
abundante (peligro de incendio). Quitar las
ropas contaminadas. Aclarar la piel con agua

abundante o ducharse.

Enjuagar con agua abundante durante varios
minutos (quitar las lentes de contacto si

puede hacerse con facilidad).

Enjuagar la boca. Proporcionar asistencia

médica si se siente mal.

1 8.7 (escasa)



ignicién en punto distante.

Peligros quimicos

Presion de vapor, kPa a 20°C: 10
Densidad relativa de vapor (aire = 1): 3.0
Densidad relativa de la mezcla vapor/aire a 20°C (aire = 1): 1.2

Reacciona con oxidantes fuertes. Esto genera peligro de incendio y explosion. Punto de inflamacion: -4°C c.c.

Reacciona violentamente con bases fuertes y acidos fuertes. Ataca el caucho y Temperatura de autoignicion: 427°C

algunas formas de plasticos.

Sulfato de sodio anhidro

SINTOMAS
Inhalacion
Piel
Ojos
Ingestién Nauseas. Vomitos. Dolor abdominal. Diarrea.

Limites de explosividad, % en volumen en el aire: 2.0-12.8

Coeficiente de reparto octanol/agua como log Pow: 0.73

PREVENCION PRIMEROS AUXILIOS
Usar ventilacion. Aire limpio, reposo.
Guantes de proteccion. Aclarar y lavar la piel con agua y jabén.

Enjuagar con agua abundante durante varios

. . minutos (quitar las lentes de contacto si
Utilizar gafas de proteccion. . 3
puede hacerse con facilidad), después

proporcionar asistencia médica.

No comer, ni beber, ni fumar durante el
] Dar a beber uno o dos vasos de agua.
trabajo.



INFORMACION FiSICO-QUIMICA

Estado fisico; aspecto Formula: NazSO,4
SOLIDO BLANCO HIGROSCOPICO EN DIVERSAS FORMAS. Masa molecular: 142.1
Punto de fusion: 884°C
Peligros fisicos Densidad relativa (agua = 1): 2.7

Solubilidad en agua: muy elevada

Peligros quimicos
Se descompone por calentamiento. Esto produce 6xidos de azufre y 6xidos de

sodio.

6 Conclusiones

Al analizar toda la informacion encontrada proponemos estas dos metodologias, debido a que los materiales y reactivos
de estos modelos propuestos son de facil acceso, para que tanto los alumnos como los maestros de la carrera de QFB de
la UAM-Xochimilco lleven a cabo el desarrollo de estas practicas en los laboratorios de docencia de los mdédulos de
Reactividad de Compuestos Organicos de Interés Farmacéutico (IV) y de Obtencion de Compuestos Orgéanicos de Interés

Farmacéutico (V) de la Licenciatura de QFB.



7 Bibliografia

1.

Alberto Del Monte-Martinez, Bessy V. Cutifio-Avila, Jorge O. Gonzalez-Bacerio, Dario Gonzalez-Abradelo,
Viviana Figueroa Espi,Roberto Cao-Vazquez. (6 De Junio 2013). Application Of Enzymes On Biocatalysis.
Perspectives Of The Use Of Nanoarrays As Biocatalysts. Revista Cubana De Ciencias Biologicas, 2, 7-23.

Alberto Del Monte-Martinez, Bessy V. Cutifio-Avila, Jorge O. Gonzalez-Bacerio, Dario Gonzalez-Abradelo,
Viviana Figueroa Espi,Roberto Cao-Vazquez. (6 De Junio 2013). Application Of Enzymes On Biocatalysis.

Perspectives Of The Use Of Nanoarrays As Biocatalysts. Revista Cubana De Ciencias Biologicas, 2, 7-23.

3. Mcmurry, J. (2009). Quimica Orgénica (7a. Ed.--.). México D.F.: S.A. Ediciones
4. Aljawish, A., Heuson, E., Bigan, M., & Froidevaux, R. (2019). Lipase Catalyzed Esterification Of Formic Acid In

Solvent And Solvent-Free Systems. Biocatalysis And Agricultural Biotechnology, 20, 101221

Gonzalez-Bacerio, Jorge, & Rodriguez Hernandez, Jairo, & Monte Martinez, Alberto Del (2010). Las Lipasas:
Enzimas Con Potencial Para El Desarrollo De Biocatalizadores Inmovilizados Por Adsorcion Interfacial. Revista
Colombiana De Biotecnologia, XII (1),124-140

Aljawish, A., Heuson, E., Bigan, M., & Froidevaux, R. (2019). Lipase Catalyzed Esterification Of Formic Acid In
Solvent And Solvent-Free Systems. Biocatalysis And Agricultural Biotechnology, 20, 101221.

Cassani, J., Luna, H., Navarro, A. Y Castillo, E. (2007). Esterificacién Comparativa De Acidos Fenilpropanoides
Versus Acidos Hidrofenilpropanoides Catalizados Por Lipasa En Medio Solvente Organico. Revista Electronica
De Biotecnologia, 10 (4), 508-513.

Heinsman, N. W., Valente, A. M., Smienk, H. G., Van Der Padt, A., Franssen, M. C., De Groot, A., & Van ‘T
Riet, K. (2001). The Effect Of Ethanol On The Kinetics Of Lipase -Mediated Enantioselective Esterification Of 4-
Methyloctanoic Acid And The Hydrolysis Of Its Ethyl Ester. Biotechnology And Bioengineering, 76(3), 193-199.



9. Ortiz, C., Lujan Ferreira, M., Barbosa, O., S. Dos Santos, J. C., L C. Rodrigues, R., Berenguer-Murcia, Angel, E.
Briand, L., & Fernandez-Lafuente, R. (2019). Novozym 435: The “Perfect” Lipase Immobilized Biocatalyst?
Catalysis Science & Technology, (9), 2380-2420.

10.Emily M. Anderson, Karin M. Larsson, Ole K Rk. (18 August 1998). One Biocatalyst -* Many Applications: The
Use Of Candida Antarctica B-Lipase In Organic Synthesis. Biocatalysis And Biotransformation, 16, 181-204.

11.0rtiz, C., Lujan Ferreira, M., Barbosa, O., S. Dos Santos, J. C., L C. Rodrigues, R., Berenguer-Murcia, Angel, E.
Briand, L., & Fernandez-Lafuente, R. (2019). Novozym 435: The “Perfect” Lipase Immobilized Biocatalyst?
Catalysis Science & Technology, (9), 2380-2420.

12.Federico Zappaterra, Daniela Summa,Bruno Semeraro ,Raissa Buzzi ,Claudio Trapella 3Miguel Ladero Stefania
Costa Elena Tamburini . (3 De Octubre De 2020). La Esterificacion Enzimatica Como Estrategia Potencial Para
Mejorar EI Comportamiento Del Acido Sorbico Como Conservante De Alimentos Y Bebidas. 17/11/2021, De
Tecnologias Microbianas Para La Produccién Alimentaria Sostenible: Soluciones Ecolédgicas De Base Bioldgica

13.Xue, L., Su, W., & Lin, Z. (2011). Mechanism Of Silver-And Copper-Catalyzed Decarboxylation Reactions Of
Aryl Carboxylic Acids. Dalton Transactions, 40(44), 11926-11936

14.Cisneros-Pérez, P. A., & Frontana-Uribe, B. A. (2018). Descarboxilacion De Dos Esteres Alilicos De Acidos
Areno Carboxilicos Mediada Por Catalizadores De Paladio, Hacia La Sintesis De 3, 4-Dialcoxitiofenos. Avances
En Quimica, 13(2), 33-40

15.Robert Kourist, Jan-Karl Guterl, Kenji Miyamoto, Volker Sieber. (31 De Enero De 2014). Enzymatic
Decarboxylation—An Emerging Reaction For Chemicals Production From Renewable Resources.
CHEMCATCHEM, 6, 689-701.

16.Zeng, YY, Liu, L., Chen, BS Y Zhang, W. (2021). Descarboxilacion Enzimatica Impulsada Por Luz De Acidos
Dicarboxilicos. Chemistryopen , 10 (5), 553-559.



17.Kaushik Misra, Himadri Sekhar Maity, Subhankar Chanda, Ahindra Nag. (9 June 2012). New Greener
Alternatives For Bioreduction Of Aromatic Aldehydes And Decarboxylation Of Aromatic Acids Using Juice Of
Fruits. 16/02/2022, De Journal Of Molecular Catalysis B: Enzymatic

18.K. Farber, W.D. Fessner, N. J. Tuner, Eds. Biocatalysis In Organic Synthesis 2015. Georg Thieme Verlag KG,
Stuttgart-New York.

19.Kaushik Misra, Himadri Sekhar Maity, Subhankar Chanda, Ahindra Nag. New Greener Alternatives For
Bioreduction Of Aromatic Aldehydes And Decarboxylation Of Aromatic Acids Using Juice Of Fruits, Journal Of
Molecular Catalysis B: Enzymatic 2012, 82, 92— 95

20.Ni Y, Xu J-H “Biocatalytic Ketone Reduction: A Green And Efficient Acces To Enantiopure Alcohols”
Biotechnology Advances 2012, 30(6), 1279-1288

21.Cleaves HJ (2011) Descarboxilacién. En: Gargaud M. Et Al. (Eds) Enciclopedia De Astrobiologia. Springer,
Berlin, Heidelberg.

22.Jiménez lIslas, Donaji, & Medina Moreno, Sergio A., & Gracida Rodriguez, Jorge Noel (2010). Propiedades,
Aplicaciones Y Produccién De Biotensoactivos. Revista Internacional De Contaminacion Ambiental, 26 (1),65-
84. 22 De Marzo De 2022. ISSN: 0188-4999.

23. Osorio, Y. W. (2004). El Experimento Como Indicador De Aprendizaje. Boletin PPDQ (43), 7-10.
24. Abraham Casas, Maria Jestis Ramos, Angel Pérez. (Julio 2013). Produccion De Biodiesel A Través De

Interesterificacion De Triglicéridos Con Acetato De Metilo. 14/03/2022, De Departamento De Ingenieria



Quimica, Instituto De Quimicaical Y Ambientaltecnologias (ITQUIMA), Universidad De Castilla-La
Manchaciudad Real.

25. Zhao, LL., Pan, J. & Xu, JH. Efficient Production Of Diltiazem Chiral Intermediate Using Immobilized Lipase
From Serratia Marcescens . Biotechnol Bioproc E 15, 199-207 (2010).

26. Q. Guillermo A. James Molina Dr. Cuauhtémoc Pérez Gonzalez Dra. Maria Salud Pérez Gutiérrez Q. Artemisa
Romero Martinez M. En C. Olivia Soria Arteche. (4/11/2008). Plan De Estudios Licenciatura En Quimica
Farmacéutica Biological4/04/2022, De El Consejo Académico De La Unidad Xochimilco

27. Daniela Giunta A, Maria Paola Masia A , Mauro Marchetti A , Raffaele Morrone B , Maurizio Solinas.
(18/Julio/2013). Immobilised Candida Antarctica B As Efficient Catalyst For The Synthesis Of Local Anaesthetic
Intermediates. 3/04/2022, De Tetrahedron Letters

-

Dra. Liliana Hernandez Vazquez Dra. Aida Solis Oba
Profesora Titular Tiempo Completo Profesora Titular C, Tiempo Completo

No. Eco. 27790 No. Eco. 21208



