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Resum del projecte: cal adjuntar dos resums del document, I'un en anglés i l'altre en la llengua del document, on
s'esmenti la durada de l'acci6

Resum en la llengua del projecte (maxim 300 paraules)

La catalisis enzimatica es una tecnologia en continua expansion en el campo de la sintesis y produccién de compuestos
enantioméricamente puros con actividad biolégica. Concretamente las aldolasas son enzimas de gran interés industrial
como biocatalizadores en sintesis asimétrica de compuestos quirales ya que catalizan la formacién de enlaces C-C
mediante reacciones de adicion aldélica con una alta regio y estereoespecificidad. La Rhamnulosa-1-fosfato aldolasa
puede catalizar la reaccion entre la dihidroxiacetona fosfato y Z-S-alaninal dando un compuesto precursor de
iminociclitoles que son moléculas de gran potencial terapéutico en el tratamiento de un amplio rango de enfermedades
debido a su actividad como inhibidores de glicosidasas y glicosiltransferasas. Esta reaccion presenta problemas de
solubilidad de los reactivos y productos en medios homogéneos. Una posible solucion es el empleo de medios bifasicos
en biorreactores de membrana.

El objetivo de la estancia realizada de Abril a Junio de 2007 a cargo del Prof. David C. Stuckey en el grupo de
Biotecnologia e Ingenieria de Bioprocesos del Imperial College London fue el estudio del potencial del Biorreactor de
Membrana para Biotransformaciones desarrollado en dicho grupo de investigacién en la reaccion presentada y el estudio
de diferentes estrategias de operacion que lleven al maximo rendimiento de producto y/o faciliten su purificacion tras la
reaccion.

Se estudio el potencial de diversos alcanos (hexano, heptano, octano, isooctano, decano y dodecano) como disolventes,
calculando el porcentaje de disolvente en la membrana hinchada y el coeficiente de reparto del reactivo hidréfobo, el Z-S-
alaninal. Los resultados obtenidos del coeficiente de reparto del Z-S-alaninal en sistemas bifasicos alcano/agua sugieren
que este compuesto no es afin por los alcanos, siendo mas adecuado el empleo de disolventes organicos inmiscibles en
agua pero con una mayor polaridad.

Resum en anglés (maxim 300 paraules)

Enzymatic catalysis is of great concern in chiral synthetic processes of enantiomerically pure compounds with biological
activity. Aldolases are biocatalysts of great interest in chiral synthetic processes because they are able to catalyze C-C
bond formation controlling the regio and stereospecifity of aldol addition reactions. The Rhamnulose-1-phosphate
aldolase catalyzes the reaction between dihydroxyacetone phosphate and Z-S-alaninal to render a precursor of
iminocyclitols which are compounds of great therapeutic potential for a wide range of diseases due to their activity as
inhibitors of glycosidases and glycosyltransferases. This reaction presents solubility limitations of reactants and product in
homogeneous media. Biphasic systems in membrane bioreactors are an interesting alternative to overcome this problem.
The objective of the three-month research from April to June 2007 in the group of Biotechnology and Bioprocess
Engineering in the Imperial College London under supervision of Prof. David C. Stuckey was to study the potential of the
Membrane Bioreactor for Biotransformations developed by said research group to be applied in the reaction above
mentioned. Different operation strategies should be studied in order to find the operation conditions that lead to maximum
product yield and/or the easiest purification of the product.
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Resum en anglés (maxim 300 paraules) — continuacio -.

Different alkanes were tested (hexane, heptane, octane, isooctane, decane and dodecane). The membrane swelling and
the partition coefficient of Z-S-alaninal were calculated. The results of the partition coefficient of Z-S-alaninal suggested
that this compound does not dissolve in alkanes. Therefore, water immiscible organic solvents with higher polarity would
be more adequate.

2.- Memoria del treball (informe cientific sense limitaci6 de paraules). Pot incloure altres fitxers de
qualsevol mena, no més grans de 10 MB cadascun d’ells.

Estudio de diferentes estrategias de operacion en la reaccion entre
dihidroxiacetona fosfato y Z-S-alaninal catalizada por Rhamnulosa-1-fosfato
aldolasa

INTRODUCCION

La Industria Quimica Sintética requiere, con elevada frecuencia, el empleo de reacciones
quimicas cataliticas que operan a elevada presion y temperatura o bien el empleo de
disolventes organicos que pueden resultar nocivos para el medioambiente. Esto representa un
problema importante ya que, a los elevados costes de operacién hay que afiadir unos mayores
costes en equipos, seguridad, manipulacion de disolventes y mayores costes también en la
depuracion de los efluyentes. Sin embargo, en la naturaleza existen muchas enzimas que
pueden catalizar estas mismas reacciones en condiciones mucho mas moderadas. Esto implica
que, si se consiguieran desarrollar procesos de catalisis mediante enzimas a escala industrial,
se podrian abaratar en gran medida los costes de produccion de la industria tradicional.

Un campo que ha experimentado un gran auge en las Gltimas décadas y en el que la aplicacion
de enzimas como biocatalizadores se ha ido implementando paulatinamente es en la sintesis
de compuestos enantioméricamente puros con actividad bioldgica. El interés por estos
compuestos surgié a principios de los afios 60 al descubrirse que las dos posibles estructuras
espaciales de un compuesto quiral (compuesto que presenta un carbono unido a cuatro grupos
diferentes) denominadas enantibmeros, normalmente presentan una actividad bioldgica
diferente. El caso que llevd a este descubrimiento fue el del medicamento Talidomida,
indicado para calmar las nduseas en mujeres embarazadas, cuyo enantiomero (R) producia el
efecto deseado mientras que el enantiomero (S) presentaba actividad teratogénica provocando
severas malformaciones en el feto.
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Los procesos de sintesis quimica convencional para la obtencién de estos compuestos quirales
suelen dar lugar a la mezcla de los dos enantibmeros (mezcla racémica) tras un elevado
nimero de etapas, siendo necesarios numerosos pasos de purificacion posteriores para la
separacion del enantidmero de interés. Las enzimas sin embargo, presentan una elevada
estereoespecificidad, es decir, que reaccionan o producen especificamente s6lo uno de los
posibles enantidémeros en una sola etapa, elevando el rendimiento de la reaccién y ahorrando
significativamente los costes de sintesis y purificacion.

Las aldolasas son enzimas de gran interés industrial como biocatalizadores en sintesis
asimétrica de compuestos quirales ya que catalizan la formacion de enlaces C-C mediante
reacciones de adicion aldélica con una alta estereoespecificidad [1]. Dentro de esta clase
existe un grupo de cuatro aldolasas que dependen de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) como
sustrato donador aunque admiten distintos aldehidos aceptores dando lugar a compuestos con
dos carbonos quirales y, por tanto, cuatro distintas estructuras espaciales o diastereoisémeros.
Este grupo de enzimas tiene la peculiaridad de que cada una de ellas da lugar in vivo a uno de
los cuatro diastereoisdbmeros como se muestra en la figura 1. Estas cuatro enzimas son:
D-tagatosa-1,6-bifosfato aldolasa (TagA), D-fructosa-1,6-bifosfato aldolasa (FruA), L-
fuculosa-1-fosfato aldolasa (FucA) y L-rhamnulosa-1-fosfato aldolasa (RhuA) [2].

H,03PO OH (0]
Gliceraldehido- 3-fosfato —p s S JJ\/OPOEHZ
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(3R,4S) =
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Fig. 1. Estereoquimica de las reacciones catalizadas in vivo por aldolasas dependientes de
dihidroxiacetona fosfato (DHAP).

Una aplicacion muy interesante de estas enzimas es su empleo como biocatalizadores en la
reaccion entre DHAP y distintos tipos de aminoaldehidos para dar lugar a aminopolioles,
compuestos precursores de los iminociclitoles que son moléculas de gran potencial
terapéutico en el tratamiento de un amplio rango de enfermedades debido a su actividad como
inhibidores de glicosidasas y glicosiltransferasas [3-5].
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En el grupo de Ingenieria de Bioprocesos y Biocatalisis Aplicada de la Universidad
Autonoma de Barcelona en el que realizo mi tesis doctoral se ha desarrollado una
metodologia de produccion aplicable a estas cuatro enzimas recombinantes en E. coli [6,7].
Las enzimas se producen asociadas a una cola de seis histidinas lo que les permite poder ser
purificadas mediante IMAC (cromatografia de afinidad a metales inmovilizados). EIl potencial
de las enzimas L-fuculosa-1-fosfato aldolasa (FucA) y L-rhamnulosa-1-fosfato aldolasa
(RhuA) como biocatalizadores se ha estudiado empleando la reaccién entre la DHAP y un
aminopoliol, el Z-S-alaninal, aldehido derivado del aminoéacido S-Alanina, al que se le ha
afiadido el grupo protector Z en el grupo amino.

j)\ CH, j)\ CH, OH
(@] Enzima
H 2- 2-
H (0] H OH O

(3R,4R/S,5S)-5-(benciloxicarbonilamino)-

Z-S-alaninal DHAP -5,6-dideoxi-1-O-fosfonohex-2-ulosa

Fig. 2. Esquema de la reaccion entre DHAP y Z-S-alaninal catalizada por FucA o RhuA

En trabajos anteriores dentro del grupo de investigacion se ha desarrollado un proceso de
inmovilizacion de la L-fuculosa-1-fosfato aldolasa en soportes de agarosa mediante enlace
covalente [8] y a soportes de afinidad a metales inmovilizados que permiten realizar el
proceso de purificacion e inmovilizacion en un Unico paso [9]. Esta ultima tecnologia también
ha sido empleada con éxito en la inmovilizacién de la L-rhamnulosa-1-fosfato aldolasa.
Todos estos derivados enzimaticos se emplearon en la catalisis enzimatica de la reaccion entre
DHAP y el Z-S-alaninal, obteniéndose rendimientos aceptables en todos los casos.

Una particularidad que presenta la reacciéon entre DHAP y Z-S-alaninal es que, mientras que
la DHAP es un compuesto hidrofilo y, por tanto, soluble en medio acuoso, el Z-S-alaninal y el
producto de reaccién son mas hidréfobos y son solubles en medio organico. Por este motivo,
en los estudios realizados hasta el momento se habia empleado como medio de reaccion un
medio acuoso con presencia de algin disolvente organico como cosolvente para poder
disolver los dos sustratos a la vez y realizar la reaccién en una misma fase, aunque se
observaron algunas limitaciones de solubilidad. Una dificultad afiadida a esta reaccién es la
existencia de reacciones secundarias de degradacion tanto quimica como enzimatica de la
DHAP [10]. En cuanto a la degradacion quimica, se ha visto que se consigue evitar en gran
medida trabajando a bajas temperaturas (4°C). En trabajos anteriores con FucA como
catalizador se ha modelizado la reaccidn de interés asi como la degradacion enzimatica [11],
estando en curso la modelizacion para la catalisis con RhuA.

Para solventar los problemas de solubilidad de los sustratos de la reaccidn, en este trabajo se
propone el uso del Biorreactor de Membrana para Biotransformaciones (MBB) desarrollado y
patentado por el grupo de investigaciéon del Prof. David C. Stuckey del Imperial College
London [12]. Este equipo esta disefiado para reacciones en medios bifasicos acuoso/organico
y contiene una membrana tubular de silicona hidréfoba, compacta y no porosa que separa las
dos fases liquidas y que permite reducir las pérdidas de disolvente a su través respecto de las
membranas porosas convencionales. Esta membrana permite el paso de pequefias moléculas
hidréfobas siendo impermeable a especies ionicas y macromoléculas, realizandose esta
transferencia de materia siguiendo el modelo Disolucion-Difusion. La membrana sumergida
en el medio capta moléculas de disolvente, aumentando su volumen y presentando
propiedades fisicas intermedias entre la membrana seca y el disolvente. Este cambio de
volumen viene normalmente definido por el porcentaje de disolvente presente en la
membrana hinchada [13-15].
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El objetivo principal de la estancia es el estudio del potencial de este biorreactor en la
reaccion presentada y el estudio de diferentes estrategias de operacion que lleven al méaximo
rendimiento de producto y/o faciliten su purificacién tras la reaccién.

Para la aplicacion de este biorreactor en primer lugar se ha de seleccionar un disolvente
organico inmiscible en agua que presente un coeficiente de reparto favorable para ambos
sustratos de la reaccion. Posteriormente se ha de realizar el disefio del biorreactor para lo que
se ha de conocer previamente el volumen de la membrana en las condiciones de operacion vy,
por tanto, el porcentaje de disolvente en la membrana hinchada.

Por todo esto, los objetivos de trabajo que se marcaron en esta estancia fueron los siguientes:

1.Seleccién de la configuracién del biorreactor de membrana a utilizar y montaje del
equipo.

2.Célculo del porcentaje de disolvente en la membrana hinchada.

3.Calculo del coeficiente de reparto del sustrato hidréfobo de la reaccién.

RESULTADOS

1- BIORREACTOR DE MEMBRANA PARA BIOTRANSFORMACIONES (MBB)

La configuracion del biorreactor de membrana para biotransformaciones (MBB) que se va a
emplear en este trabajo consta de una carcasa de cristal en cuyo interior se encuentra la
membrana de silicona. Por el interior de la membrana circula el medio orgénico mientras que
por el exterior circula en contracorriente el medio acuoso. Ambas fases se mantienen agitadas
mediante agitacion magnética en sus respectivos recipientes y son bombeadas hacia el reactor
mediante bombas peristélticas. Los disolventes organicos que se seleccionaron para realizar el
estudio preliminar fue la serie de alcanos: hexano, heptano, octano, isooctano, decano y
dodecano. El esquema de este montaje experimental puede verse en la figura 3.

Fase organica I Fase acuosa

Ly

Fig. 3. Montaje experimental del biorreactor de membrana para biotransformaciones (MBB)

En el montaje del biorreactor se emple6 una membrana de silicona de 3 mm de diametro
interno y 0,25 mm de espesor dispuesta longitudinalmente en una carcasa de vidrio de 6 mm
de didmetro interno y 70 cm de longitud. Por el interior de la membrana circula la fase
organica que contiene el reactivo hidréfobo de la reaccion, el Z-S-alaninal, y donde se espera
una acumulacién de producto. Por la carcasa circula en contracorriente la fase acuosa que
contiene el reactivo hidrofilo de la reaccion, la dihidroxiacetona fosfato. La enzima se puede
encontrar tanto en la fase organica como en la acuosa en funcion de la estrategia de reaccion
empleada. Todo el montaje se encuentra en una cdmara termostatizada a 4°C.
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La transferencia de materia del soluto a través de la membrana va a depender, entre otras
cosas, del régimen de flujo que se alcance en cada fase. EI régimen del flujo se determina a
través del nimero adimensional de Reynolds, que representa la relacion entre las fuerzas
convectivas y las fuerzas viscosas de un fluido que circula por un conducto. El célculo de este
namero permite caracterizar el movimiento de un fluido; un valor por debajo de 2100 implica
que el fluido circula en régimen laminar y por encima de 10000 el régimen es turbulento.

El nimero de Reynolds para un fluido que circula por una conduccién se calcula de forma
genérica como muestra la siguiente ecuacion.

Re=PV-Dn
i

p : Densidad del liquido que circula (kg/m?)
v : Velocidad del liquido (m/s)

D, : Didmetro hidréaulico de la conduccion (m)
w: Viscosidad dinamica del liquido (Pa-s)

El didmetro hidraulico de la conduccién se define como cuatro veces la relacion entre el area
transversal de paso del fluido y el perimetro de las superficies mojadas por el fluido. En una
tuberia de seccion circular, como es el caso de la fase orgénica circulando por el interior de la
membrana, el didmetro hidraulico coincide con el didmetro de la tuberfa. Para una corona
circular, que es el caso de la fase acuosa que circula por la carcasa, el diametro hidraulico
resulta ser la diferencia entre el didmetro externo y el interno de la corona.

Por tanto, el calculo del nimero de Reynolds en el montaje experimental del MBB quedaria
de la siguiente manera.

p-v- Di membrana Re _ P v (Di carcasa De membrana)
- . fase acuosa —

u u

Refase organica —

Siendo Djceasa €l didmetro interno de la carcasa, Dgmemprana €l didmetro externo de la
membranay Djmemorana €l diametro interno de la membrana.

A partir del caudal maximo suministrado por las bombas peristalticas del montaje
experimental y el &rea transversal de paso se puede calcular la méxima velocidad del fluido
que se puede alcanzar en cada una de las fases. La densidad y la viscosidad dinamica a 4°C
del isooctano se obtuvieron a partir del trabajo de Padua y col. [16]. La densidad y la
viscosidad dindmica a 4°C del resto de disolventes y del agua se obtuvieron a partir de la base
de datos NIST Chemistry WebBook [17]. Los valores empleados se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Valores de densidad y viscosidad dindmica empleados en el célculo del nimero de
Reynolds.

Hexano | Heptano | Octano Isooctano | Decano | Dodecano Agua
Densidad (kg/m3) | 673,85 697,2 715,1 704,54 742,85 761,35 999,97
Viscosidad (Pa:s) | 3,74-10* | 5,01.10* | 6,71.10* | 6,22:10* | 1,19-10° | 1,52.10° | 1,57.10°

Los valores méximos del Reynolds que se pueden alcanzar en el montaje experimental
operando al caudal maximo de las bombas se muestran en la tabla 2. Se puede observar que
en todos los casos el Reynolds esta por debajo del valor de 2100, por lo que el régimen de
flujo sera laminar. Esto quiere decir que en la transferencia de materia del soluto a través de la
membrana podran aparecer limitaciones difusionales debido a posibles efectos de capa limite.
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Tabla 2. Reynolds méaximo obtenido en el biorreactor empleando agua en las dos fases.

Hexano Heptano | Octano Isooctano | Decano | Dodecano Agua

Refase organica 510,4 394,0 301,3 320,7 177,2 142,1 -

Refase acuosa - - - - - - 142,4

2- DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE DISOLVENTE EN LA MEMBRANA
HINCHADA

Un parametro importante en el disefio del biorreactor es el area de contacto entre las dos fases
y, por tanto, el volumen y &rea de la membrana. Se ha observado que la membrana en
contacto con disolventes organicos capta moléculas de disolvente, en distinto grado
dependiendo de su naturaleza, con lo que se produce un aumento de su volumen. El parametro
gue se emplea para medir este efecto es el porcentaje de disolvente que presenta la membrana
hinchada en relacién a su volumen, calculdndose el contenido de disolvente en la membrana
como la diferencia de volumen entre la membrana hinchada y la membrana seca.

; -V
. . membrana hinchada membrana seca
Porcentaje de disolvente (%) = .100

membrana hinchada

Para calcular el volumen de la membrana hinchada se incubd un trozo de membrana de
dimensiones conocidas en el disolvente durante 24 horas a 4°C. Tras la incubacion se
midieron las dimensiones de la membrana hinchada y se calcul6 su volumen. La diferencia de
volumen respecto del volumen de la membrana inicial, corresponde al porcentaje de
disolvente presente en membrana hinchada. Los disolventes empleados fueron hexano,
heptano, octano, isooctano, decano y dodecano.

Los datos obtenidos se muestran el la tabla 3. Se puede observar que, segun aumenta el
namero de carbonos del alcano, el porcentaje de disolvente en la membrana disminuye. Esto
puede deberse a que al aumentar la cadena hidrocarbonada, el tamafio de la molécula aumenta
y por tanto, le resulta mas dificil penetrar en la matriz polimérica de la membrana.
Comparando los datos obtenidos a 4°C frente a los obtenidos por Steven Doig a 20°C [18] se
puede observar que siguen la misma tendencia, aunque a 20°C el porcentaje de disolvente es
mayor. Esto puede deberse a que al disminuir la temperatura se produce un aumento de la
viscosidad y, por tanto, es mas dificil que el disolvente pueda introducirse en la membrana.

Tabla 3. Porcentaje de disolvente en la membrana hinchada tras incubacion a 4°C y 20°C
durante 24 horas.

Porcentaje disolvente (%)
Disolvente T=4°C T=20°C [*&
Hexano 41 -
Heptano 41 -
Octano 39 72
Isooctano 38 -
Decano 32 66
Dodecano 30 59
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3- DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE REPARTO DE Z-S-ALANINAL EN
MEDIOS BIFASICOS ALCANO-AGUA

El coeficiente de reparto de un compuesto quimico en un medio bifasico P9 se define como

la relacion entre la concentracion del compuesto en cada una de las fases. Para este estudio el
coeficiente de reparto se calculard como el cociente entra la concentracion del soluto en la
fase organica respecto de la concentracién en la fase acuosa.

porg — Cfase organica
aa” — ~

fase acuosa

La determinacion del coeficiente de reparto para el Z-S-alaninal se realiz6 incubando una
cantidad conocida del compuesto en un medio bifasico alcano-agua durante 24 horas a 4°C.
Tras la incubacion se analiz6 la concentracion del compuesto en ambas fases.

Dado que se disponia de una cantidad reducida de Z-S-alaninal, se plante6 como primera
aproximacion la determinacion del coeficiente de reparto de la Z-DL-alanina en medio &cido.
La Z-DL-alanina presenta un grupo &cido carboxilico en lugar del grupo aldehido del Z-S-
alaninal. En medio acido el grupo &cido carboxilico se encontrara protonado en gran medida,
siendo su estructura muy similar a la del Z-S-alaninal. Debido a los problemas que se
encontraron en la puesta a punto del equipo analitico de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) que se emplea normalmente en la determinacion de estos compuestos, se
decidié medir la concentracién de la Z-DL-alanina mediante medidas espectrofotométricas ya
que el grupo Z absorbe a 215nm, calculando la concentracion a partir de una recta de
calibrado. Se midi6 unicamente la concentracion de la Z-DL-alanina en la fase acuosa, ya que
los alcanos también absorben a esa longitud de onda, y la concentracidn en la fase organica se
calculé por diferencia con la cantidad de compuesto afiadido inicialmente.

Las pruebas preliminares con Z-DL-alanina se realizaron a pH 1,5 y diferentes alcanos:
hexano, heptano, octano, isooctano, decano, dodecano, tetradecano y hexadecano. Se observo
que la absorbancia en el medio acuoso no variaba sustancialmente respecto de la inicial. Se
concluy6 por tanto que la Z-DL-alanina es poco afin por los alcanos y permanece en el medio
acuoso.

Posteriormente se realiz6 el célculo de los coeficientes de reparto de Z-S-alaninal en medio
bifasico alcano/agua. Para ello se pesd una determinada cantidad de Z-S-alaninal y se afiadi
0,750 ml de agua y 0,750 ml del alcano correspondiente. Se incub6 a 4°C con agitacion
vigorosa durante 24 horas y se analizaron ambas fases mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

Los coeficientes de reparto obtenidos se muestran en la figura 4. Se puede observar que los
valores son bastante bajos y siguen un comportamiento bastante aleatorio respecto la longitud
de cadena del alcano. Una posible explicacion de estos valores tan bajos es que la molécula de
Z-S-alaninal, al igual que la de Z-DL-alanina, es hidréfoba pero contiene también grupos
polares dentro de la molécula y esto puede producir la aparentemente poca afinidad de estos
compuestos por los alcanos que son completamente apolares. Otra posible explicacion es la
inmiscibilidad de los alcanos en acetonitrilo, que es el eluyente empleado en el anélisis de
HPLC, lo que podria haber falseado las medidas de la fase organica.
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Fig. 4. Coeficientes de reparto del Z-S-alaninal a 4°C en medio bifasico alcano/agua

CONCLUSIONES

Durante la realizacion de esta estancia se han establecido las bases para el estudio del
potencial del Biorreactor de Membrana para Biotransformaciones en la reaccion de sintesis
entre dihidroxiacetona fosfato y Z-S-alaninal.

1. Se ha realizado un montaje experimental de laboratorio para el estudio de diferentes
estrategias de operacion. En este montaje se ha determinado que el régimen de flujo que
se alcanza en ambas fases es de tipo laminar.

2. También se ha determinado el porcentaje de disolvente en la membrana tras incubacién a
4°C en hexano, heptano, octano, isooctano, decano y dodecano. Se han obtenido valores
entre el 40% y el 30% siendo menor el porcentaje de disolvente cuanto mayor es la
longitud de cadena del alcano.

3. Se harealizado el calculo del coeficiente de reparto de la Z-DL-alanina, un compuesto de
estructura similar a la del Z-S-alaninal, entre un medio acuoso acido y los disolventes
estudiados observandose la poca afinidad de este compuesto por los alcanos. También se
realizé la determinacion del coeficiente de reparto del Z-S-alaninal en medios bifasicos
alcano/agua obteniéndose indicios de que este compuesto también es poco afin por los
alcanos aunque no se pudo concluir esta afirmacion debido a errores experimentales.

En futuros estudios se plantea ampliar el estudio también a disolventes organicos polares que
sean inmiscibles en agua como por ejemplo, acetato de etilo para el célculo del coeficiente de
reparto del Z-S-alaninal, asi como el calculo del coeficiente de reparto del otro reactivo, la
dihidroxiacetona fosfato. A partir de los resultados obtenidos de estos coeficientes se podra
seleccionar la estrategia de operacién mas adecuada.
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