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Héctor Luna,
Norberto Manjarrez,
Herminia 1. Pérez,
Aida Solis.

Resuvumeoen

~on el objeto de buscar nuevas
fuentes vegetales de enzimas oxinitrilasas
se seleccionaron los frutos del género
Prunus, ciruela {P. domestica), durazno (P.
persica), chabacano (P. armeniaed) y
capulin  (P. capuli). Se demostrd la
presencia potencial  de este tipo de
enzimas en estos frutos debido a que su
actividad  biocatalitica sobre benzalde-
hido, p-anisaldehido y mandelonitrilo fué
similar a la conocida biotransformacion de
la enzima oxinitrilasa aislada de la almen-
dra dulce (Prunus compuinis),
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A bhstract

&

¢ 1 the objective of searching for niew sources
of plants cxinitrilase enzymes the pllowing
fruits of the Prunus genera were selected, plum.
(P. domestica), peach (P. persica), apricot (P
armeniaca) and capulin (P, capuli). It was
demonstrated the potential occurrence of Hus
kind of enzymes in the aforementioned fruits,
because  its  biocatalytic  activity  over
benzaldehyde, p-anisaldehyde and mandelonitrile
was similar to the well documented biokrgns-
formation using the oxinitrilase isolated from
sweet almond (Prinus communis).
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Introduccién

g nla actualidad la biocatalisis ha

cobrado gran importancia en
sintesis orgdnica, debido a las amplias
ventajas que presentan los
biocatalizadores (enzimas) sobre los
catalizadores quimicos.’ Entre las
ventajas que presentan las enzimas se
encuentran las siguientes:

a) facilitan la obtencién de compuestos
quimicos de alta pureza dptica y
quimica, minimizando reacciones
laterales y subproductos,?

b) catalizan reacciones que son
dificiles o imposibles de emular usan-
do técnicas de quimica orgénica
clasica,’

C) son extremadamente versatiles y
catalizan un amplio espectro de
reacciones, hay un catalizador
enzimdtico equivalente para casi cada
tipo de reaccién quimica organica,

d) las reacciones enziméticas ocurren
en condiciones de reaccién suaves,
frecuentemente a temperatura ambien-
te y a pH cercano a la neutralidad, esto
minimiza problemas de isomerizacion,
racemizacion, epimerizacion y trans-
posiciones, los que se presentan fre-
cuentemente en la metodologia quimica
tradicional,

e) las enzimas son catalizadores
altamente eficientes, las velocidades de
las reacciones promovidas por
enzimas pueden ser mas rdpidas que
aquellas no catalizadas en factores de
1012,4

f) las enzimas son generalmente muy
selectivas en términos del tipo de
reaccion catalizada, con respecto a la
estructura y estereoquimica del sustrato
y producto.

£) la especificidad estructural de las
enzimas permite efectuar reacciones
regioselectivas dificil de realizar quimi-
camente, especialmente en reacciones
de unsolo paso.*
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interesante investigar otras plantas del
género prunus, al cual pertenecen las
almendras. Dado que la caracteristica
principal de estas enzimas es su
capacidad de incorporar o desincor-
porar un grupo ciano en un aldehido,
se considerd como elemento central,
evaluar esta actividad biocatalitica en
relacion a la que presenta la almendra
dulce, de esta manera se podria inferir
que el material bajo investigacion es
una nueva fuente potencial de
enzimas oxinitrilasas, sin necesaria-
mente aislar la misma. Para ello se
escogieron los siguientes frutos del
género prunus: ciruela (P. domestica),
durazno (P. persica), chabacano (P.
armeniaca), capulin (P. capuli).

De la literatura encontramos dos traba-
jos fundamentales para nuestros fines;
el de Brussee,”? quien reporté que se
puede emplear la harina desengrasada
de la almendra para catalizar la
formacion del mandelonitrilo a partir
de benzaldehido, sin necesidad de
purificar la enzima involucrada ya que
de esta forma se tiene a la enzima
inmovilizada sobre un soporte natural.
Y el trabajo de Conn,'** quien estudié
la actividad de las enzimas purificadas
provenientes del sorgo y de la almen-
dra, monitoreando la actividad por el
aumento en la absorbancia a 249 nm,
producida por la formacién del benzal-
dehido a partir de la descomposicion
del mandelonitrilo, porla accién de la
oxinitrilasa correspondiente.

Parte experimental

p reparacion de la harina desen-
grasada de cada semilla: A la

semilla de cada fruto se le quité el
endocarpo, posteriormente la cascari-
lla, remojandola en agua caliente, luego
se molié y desengrasé 3 veces con
acetato de etilo, quedando una harina
seca, la cual se emple6 sin mayor

purificacion.

Transformacién de benzaldehido a
mandelonitrilo por biocatdlisis: Se

mezclaron 10 mg de harina desen-
grasada, 8x10?mmol de benzaldehido,
0.1 m! de buffer de KCN/AcOH 1IN
como fuente de HCN, en suficiente
solucion amortiguadora de citratos pH
5.54 para tener 10 ml; luego se
determiné la absorbancia de dicha
mezcla, a 249 nm, cada 2 minutos du-
rante 10 minutos, (los resultados se
muestran en la Grafica 1).

Transformacion de p-anisaldehido a p-
metoximandelonitrilo por biocatalisis:
Se siguid el procedimiento anterior,
s6lo que la absorbancia se determind a
284 nm, y los valores se determinaron
cada 30 minutos, durante 4 horas, (los
resultados se muestran en la Grafica

2).

Transformacién de mandelonitrilo a
benzaldehido por biocatalisis: Se mez-
claron 10 mg de harina desengrasada,
0.139 mmol de mandelonitrilo, en
suficiente solucion amortiguadora de
citratos pH 5.54 para tener 10 ml; luego
se determiné la absorbancia a 249 nm,
tomando valores cada 2 minutos
durante 10 minutos, (los resultados se
muestran en la Grafica 3).

Enlos tres casos se realizé una prueba
blanco, con los mismos reactivos,
cantidades y condiciones, pero sin
harina desengrasada, para monitorear
la reaccién quimica sin catalizador.

Transformacion de benzaldehido a
mandelonitrilo con enzima desacti-
vada: 10 mg de la harina desengrasada
de cada una de las semillas se calento
a ebullicion por 15 minutos en 1 ml de
agua destilada, después de enfriar se
procedié como se indica para la
transformacién de benzaldehido a
mandelonitrilo por biocatélisis, (los
resultados se muestran en la Grafica
4).
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Resultados y discusion

S " e efectuaron varios experimen-

tos, modificando las condicio-
nes reportadas, 10, 12,13 para llegar a
un procedimiento sencillo, que nos
permitiera evaluar la posible actividad
biocatalitica de las semillas de los
frutos elegidos. Los resultados obte-
nidos se presentan de forma grafica con
la finalidad de visualizar objetiva-
mente las diferencias entre la activad
biocatalitica que presenta cada semilla
con respecto a la referencia (almendra
dulce) y al blanco.

En la Gréfica 1 se presenta la incor-
poracién del grupo ciano al benzal-
dehido, se observa que la semilla del
capulin mostré un poder catalitico
practicamente igual al de la-almendra
dulce, mientras que la del durazno
presentd la menor actividad catalitica.
Cabe mencionar que la ciruela present6
una mayor velocidad de reaccién que
las demds en tiempos menores de 2
minutos.
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Transformacion de
Benzaldehido a
mandelonitrilo.

catalitica menor, pero mayorqueenla
reaccién quimica (prueba blanco).

Considerando que el sustrato natiral
de la enzima oxinitrilasa presente en
la almendra dulce es el benzaldehido,’
y-con el objetivo de estudiar la gene-
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En la transformacion del mandelo- Transformacicn de P-
nitrilo a benzaldehido (desincorpo- anisaldehido a P-
metoximandelonitvilo.

raciondel grupo ciano), las semillas del
capulin y la cirteld presentaron una
actividad biocatalitica practicamente
igual a la almendra dulce (Grafica 2),
mientras que las del durazno y chaba-
cano presentaron una actividad bio-

ralidad de esta biotransformacion se
decidié probar un sustrato diferente al
natural, el p-anisaldehido. )

Los resul-tados de este experimentose’
presentan en la Gréfica 3, de dondese
observa que la reaccién en todos los
casos es mucho més lenta que para el
benzal-dehido, posiblemente debido al
hecho de que ¢l p-anisaldehide ne sea
el sustrato natural de esta enzima, pero
atn asi, la reaccién es mds rapida en
presencia de la harina de cada semilla
que con la sola reaccién quimica
(prueba blance), siendo similar este
efecto para todas las semillas
estudiadas.

De las graficas (1, 2, 3) se puede
observar que en el caso de la prueba
blanco solo se preseiita una pequefia
pendiente, ya que la formacién del
producto respectivo es minima en
ausencia del biocatalizador.

Para comprobar que la actividad
catalitica observada se debe a una
enzima, se efectud la biotransformacién:
de benzaldehido a mandelonitrilo
utilizando la harina desengrasada de
cada una de las semillas, desnatura-
lizada por calentamiento. Se seleccioné
esta biotransformacion debido a queé las

113



{8} Sociedad Quimica de México A.C.Vol. 41 N°3

ABSORBANCIA

i ——W—r BLANCC
N

| oD ALMENPRR

o CRUEEA.

e CAPAL

i [URAZND

| - LHABACANG

|
|
|

TIEMPO (rin}

Grifica 3
Transformaciin de

mandelonitrilo a
benzaldehido.
12«
[ S — e
e
115 [
T
11 | AMWNC?&?
| S, |
( |
g - ] e CIRUELA X‘
: } |
% N T s GURAZNG ;
; — ) e CHABAZANO |
0,95 T R I
"‘“\wﬂ——mm—_\,w T
038 -
0,85 - ‘ } E
o : : . 8 10
TIEMPG {min}
Grifica 4
Transformacicn dc Co i
: nciuasiones
Benzaldehidoa

mandelonitrilo con
entzima desactivada.

diferencias entre las pendientes de la
reaccion quimica y las biocatalizadas
es mas evidente (ver Gréfica 1). Los:
resultados obtenidos se muestranenla
Grafica 4, en la cual se observa la
ausencia del efecto biocatalitico.
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sentaron actividad catalitica
parala biotransformacién de: benzal-
dehido, mandelonitrilo y p-anisal-
dehido. Las semillas de la ciruela y el
capulin resultaron con actividad cata-
litica similar a la que presenta la
almendra dulce. Desafortunadamente;
debido a diferencias en las condiciones
experimentales y a los pardmetros
utilizados para valorar la actividad
catalitica, no se pudo efectuar una
comparacionestricta con los resultados
descritos en la literatura. Es posible que
la actividad catalitica sea debido a una
enzima, ya que al calentar se desnatu-
raliza y por lo tanto se inactiva

7 odas las semillas estudiadas pre-

desapareciendo la diferencia en
velocidad de reaccién con respecto al
blanco. E1 método propuesto dié
resultados satisfactorios para la
evaluacién de la actividad catalitica de
la harina de las semillas de: almendra
dulce, ciruela, capulin, chabacano y
durazno. Con esto se demuestra la
presencia potencial de enzimas oxini-
trilasas en las semillas estudiadas.
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