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Introduccién

Las enzimas hidroxinitrilo liasas (HNLS) han sido
ampliamente usadas en la sintesis de cinohidrinas
quirales. La hidroxinitrilasa de la almendra
(Prunus amygdalus, PaHNL) es la mas utilizada
por que Puede obtenerse en grandes cantidades y
acepta una gran variedad de sustratos.(1) Otra
HNL utilizada es la obtenida del arbol del hule (S-
HNL, Hevea brasilensis) la cual ha sido
sobreexpresada en E-coli.(2) Una alternativa al
uso de enzimas aisladas es la utilizacion de células
completas, en particular cultivo de células
vegetales. Esta Ultima metodologia es de gran
interés debido que las plantas poseen las enzimas
necesarias para sintetizar una gran cantidad de
productos; ademas de transformar sustratos
exogenos. Por lo que las bioconversiones con
cultivos de células vegetales solas o en
combinacion con métodos quimicos son una
alternativa para producir compuestos de alto valor
agregado.(3) En este trabajo se determino si la
actividad HNL presente en hojas de arboles de
capulin (4) se conserva en los callos de capulin y
estos por tanto pueden llegar a ser una fuente
alterna de esta enzima.

Metodologia. La pureza Optica fue determinada
por HPLC usando una columna CHIRACEL OD.
Los espectros de RMN'H fueron obtenidos en un
equipo de 400 MHz , en CDCl; usando TMS
como referencia. Para el desarrollo de los cultivos
de células se utilizo un medio MS. Como agente
gelificante se utiliz6 Gellan a razén de 2.5 g/L™.
El medio de cultivo se wverti6 en frascos,
depositando 30 mL en cada uno, se esterilizé en
autoclave. Los cultivos se incubaron con un
fotoperiodo de 16 horas luz/8 h de oscuridad,
una temperatura de 25+2 °C y una intensidad
luminosa de 24 W/m. Para la preparacion del
biocatalizador, el callo de cada explante fue
molido en un mortero con N, liquido y
deshidratado con acetona via maceracion. La
evaluacion de la actividad se llevo a cabo
utilizando la sintesis enentioselectiva de
mandelonitrilo (Figura 1) para lo cual en un vial
de reaccion se colocaron 150 mg cultivo de
células vegetales (CCV) deshidratado se
adicionaron 45 mL de éter isopropilico
previamente saturado con buffer de KCN / Ac.

Citrico (pH 4.5, 1.5 mL extraidos con 1.5 mL x 2)
y 1 mmol de benzaldehido. La reaccion se agitd
por 24 horas, al cabo de las cuales se seca con
NaSQ,, se filtra sobre celita, el disolvente se
evapora y se determina el ee por HPLC quiral y el
% de conversién por RMN*H.

Resultados y discusion. Se obtuvieron los
cultivos de células vegetales de capulin (Prunus
serotina) en medio MS sdlido para diferentes ex
plantes, como tallo, peciolo, entrenudo y raiz. Se
determind la cinética de crecimiento permitiendo
concluir que los callos duplican su masa a las 2
semanas de crecimiento. Los callos se trataron
como se describe en la metodologia y fueron
utilizados como biocatalizadores en la sintesis
enantioselectiva de mandelonitrilo (Figura 1).
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Tabla 1. Resultados de la sintesis de mandelonitrilo
para los cultivo de células vegetales.

Explante % de Conv | % ee
tallo 11 55
peciolo 24 22
entrenudo 39 10
raiz 36 10
Preparado de hoja de arbol* 90 90

*Utilizado como estandar para comparacion.
Estos datos indican que hay actividad HNL en los
CCV pero los porcentajes de ee y conversion son
bajos comparados con los obtenido con el
preparado enzimatico de hoja.(4) Cabe mencionar
que en el CCV después de varias resiembras se
observa la disminucién de los % ee.
Conclusiones. Los resultados antes mencionados
permiten concluir que existe actividad HNL en los
CCV pero no de la misma magnitud que la del
material estandar.
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