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1. RESUMEN

La levadura Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) se ha asociado con los seres
humanos hace méas de 6000 afios, dado a su uso en panaderia y produccion de alimentos,
como también a elaboracién de vinos y cervezas. Ademas de su uso en alimentos, esta
levadura es quizas el biocatalizador de células completas mas conocido por el mundo
cientifico e industrial, y también mas cominmente utilizada por los quimicos organicos para
mediar reducciones enantioselectivas debido a su alta quimio-, regio- y enantioselectividad,
su bajo costo, alta biodisponibilidad, y facilidad de tratamiento, especialmente porque actua

en condiciones de reaccién moderadas.

Dado a esto la industria quimica fina se esta aprovechando cada vez mas de estos
biocatalizadores para elaborar productos de alto valor, dado que las enzimas y
biocatalizadores de células completas pueden ser a veces mas convenientes que la quimica
sintética. El proposito de esta investigacion es evidenciar empiricamente el uso de
biotransformaciones a partir de la levadura Saccharomyces cerevisiae empleando quimica
verde, a su vez evaluar el progreso de dichas reacciones y su capacidad de reduccién de
grupos alquenos a alcanos, como también grupos cetdnicos a alcoholes, a partir de medios
enzimaticos gue contenian agua y una suspension de levadura, como otro al cual se le afiadio
un catalizador (PD/C) para evaluar el porcentaje de conversion y que tan efectivo fue. La
caracterizacion de dichas moléculas resultantes fue a partir de espectroscopia de gases masas,
esto con el fin de evidenciar la reduccion de alquenos a alcanos y grupos cetonicos a alcoholes
a partir de una molécula 1,3-dicetonas, sin la necesidad de utilizar productos contaminantes

para el medio ambiente. Ya que la reduccién de esta no ha sido reportada en literatura.



2. INTRODUCCION

Actualmente las industrias tienen un ritmo creciente de produccion para abastecer las
necesidades de la poblacion en continuo crecimiento a nivel mundial. En este apartado la
quimica contribuye a mejorar la calidad y bienestar del mundo, dando soluciones en
diferentes campos, como el caso de la vida cotidiana, en el uso de nuevos materiales, mejoras

en salud, uso de reactivos no toxicos y reduccion del uso de disolventes, entre otras (1).

Sin embargo, estos beneficios no se realizan a costas del medio ambiente. En base a
esto surge la quimica verde o también llamada quimica sostenible, la cual se define como
““quimica que consiste en la utilizacion de una serie de principios encaminados a reducir o
eliminar el uso y generacion de sustancias peligrosas en el disefio, fabricacion y aplicacion
de los productos quimicos™ ", por lo cual su objetivo principal es el de reducir al maximo la
contaminacion desde su origen, mediante: el uso de procesos ““limpios™’, el evitar al minimo
el desperdicio o uso indiscriminado de materias primas no renovables, evitar el uso de
materiales toxicos o contaminantes en la elaboracién de productos quimicos, disefar
productos y procesos quimicos que no atenten contra la salud o el ambiente y reciclar los
desechos generados para minimizar los impactos sobre el medio y los humanos, sin sacrificar

por ello el avance cientifico y tecnoldgico (2).

Una de las practicas de la quimica verde es el uso de procesos limpios, como se
menciono anteriormente. Un ejemplo de esto es la biocatalisis, la cual pertenece a una de las

clasificaciones de los métodos cataliticos. Esta consta del uso de biocatalizadores. Un



biocatalizador es una enzima (o grupo de ellas) que puede usarse en forma pura, parcialmente
purificada o dentro de un sistema enzimatico en una célula entera (3), como todo catalizador,
alteran la velocidad para llegar al equilibrio, pero no cambian la posicién de este. Por lo tanto,
el término biocatélisis se refiere a la utilizacion de células o sus enzimas aisladas para
catalizar reacciones o transformaciones que conducen a la obtencién de compuestos de
interés, que satisfacen numerosas necesidades humanas (4). En general este proceso requiere

de ciertas etapas claves como:

1- Laseleccion de la enzima mas adecuada.

2- Produccion, aislamiento y purificacion de la enzima.

3- Caracterizacion de dicha enzima para determinar las condiciones idoneas para la
catalisis enzimatica.

4- Inmovilizacion de esta para reducir los costos.

Todo esto es denominado ““ciclo biocatalitico””. Hasta ahora los microorganismos
han sido la principal fuente de enzimas de aplicacion industrial, ya que presentan numerosas
ventajas técnicas y economicas en comparacion con las enzimas de origen animal y vegetal.
Estas pueden ser aisladas de distintas fuentes naturales y/o de colecciones como, por ejemplo,
las tipos ATCC.

Durante afios se han utilizado enzimas presentes en los microorganismos como la
levadura Saccharomyces cerevisiae o0 las bacterias lacticas en la produccién de alimentos
como el vino, la cerveza, el queso, el vinagre o el pan (4).Por lo tanto el hombre ha hecho
uso de la quimica verde en su beneficio sin saber que las transformaciones obtenidas se
debian a la funcion de determinadas enzimas presentes en los organismos utilizados y
ademas, sin darse cuenta del impacto que esto podia causar en la disminucion de los

contaminantes en la naturaleza afios mas tarde.



Saccharomyces cerevisiae, es la levadura mas utilizada en biocatalisis. La razon de
esto se debe, por un lado, a su disponibilidad y bajo costo, ya que no necesita de medios de
crecimiento estériles, siendo viable y sencillo trabajar con ella. Los sistemas enzimaticos que
destacan en las levaduras son enzimas vinculadas a reacciones redox (deshidrogenasas,

oxigenasas y oxidasas), enzimas hidroliticas (lipasas, epoxido hidrolasas) y liasas.

Cabe destacar que la levadura de panificacién (Saccharomyces cerevisiae) es una
potente herramienta para reducir compuestos monocarbonilicos como aldehidos y cetonas
con sustituyentes alquilo y arilo, o también compuestos dicarbonilicos (dicetonas ciclicas y

aciclicas), para asi obtener alcoholes secundarios de configuracion S (5).



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Quimica verde

En la actualidad, existe un gran deterioro del medio ambiente lo que ha generado la
necesidad de buscar alternativas que conduzcan a la sostenibilidad ambiental. Una de estas
herramientas es la “"quimica verde”” concepto que contempla el disefio de productos y
procesos que reduzcan la generacion de sustancias peligrosas y maximicen la eficiencia en
la utilizacion de recursos materiales y energéticos (2), lo que conduce a promover acciones
para conservar el medioambiente a nivel de industria quimica, ya que, la gran mayoria de

contaminantes se produce por procesos quimicos.

El concepto de “quimica verde” fue introducido a principios de los 90’ en la
comunidad cientifica y fue prontamente adoptado el concepto por los medios de
comunicacion como un nuevo enfoque de la quimica en oposicion a la contaminacion. El
concepto se hizo rapidamente popular y difundido. Los institutos de investigacion, los libros
y las revistas utilizan esta definicion, aunque no siempre con el mismo significado. Una
buena definicion de “quimica verde” es la que proviene de Estados Unidos. La Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) la define como el uso de productos quimicos para la prevencion

de la contaminacion y disefio de procesos mas ecologicos (6).

La Agencia de Proteccion Ambiental, "EPA”" por sus siglas en inglés, ha clasificado

distintas areas principales para la quimica verde, estas son:
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- Uso de vias sintéticas alternativas (algunos ejemplos como la fotoquimica y sintesis
de materias primas alternativas, que son méas inocuas y renovables).

- Condiciones de reaccion alternativas (Ejemplo: uso de disolventes que tienen un
impacto reducido en humanos, salud y el medio ambiente). Mayor selectividad y
reduccion de residuos y emisiones.

- Disefio de productos quimicos eco-compatibles (menos tdxicos que alternativas

actuales y también mas seguras con respecto a un potencial accidente).

La quimica verde reduce la contaminacion en su fuente, al minimizar o eliminar los
peligros de las materias primas quimicas, reactivos, disolventes y productos; a diferencia de
la “"limpieza de contaminacion o remediacion” la cual estd encargada de la fase final de los
procesos de tratamientos de desechos. También la limpieza de derrames ambientales o la
remocion de materiales peligrosos en el medio ambiente, para separarlos y tratarlos en su
eliminacion. Por otro lado, la quimica verde mantiene los materiales peligrosos fuera del

medio ambiente en primer lugar.

Para esto se rige por 12 principios que demuestran la amplitud de dicho concepto
(“"quimica verde™"), y que originalmente fueron definidos por Anastas y Warner (1988) (29).
Estos principios se han aplicado en el desarrollo de una amplia gama de productos y procesos,
cuyos objetivos han sido minimizar los riesgos para la salud, medio ambiente, generacion de
desechos y prevenir la contaminacion.

Dichos principios son:

1. Prevenir el desperdicio: Disefiar sintesis quimicas para prevenir el desperdicio. No

dejar residuos para tratar o limpiar.
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Maximizar la economia del &tomo: Disefar sintesis de modo que el producto final
contenga la proporcion maxima de los materiales de partida. Desperdiciar pocos o

ningun atomo.

Maximizar sintesis quimicas menos peligrosas: Disefio de sintesis para usar y
generar sustancias con poca o0 ninguna toxicidad para los seres humanos o el medio

ambiente.

Maximizar productos y productos quimicos mas seguros: Disefio de productos
quimicos que sean completamente efectivos pero que, a la vez, tengan poca o ninguna

toxicidad.

Use solventes y condiciones de reaccion mas seguros: Evite usar solventes, agentes
de separacion u otros productos quimicos auxiliares. Si debe usar estos productos

quimicos, use los mas seguros.

Aumente la eficiencia energética: Ejecute reacciones quimicas a temperatura y

presion ambiente siempre que sea posible.

Use materias primas renovables: Use materiales de partida (también conocidos como
materias primas) que son renovables en lugar de ser agotables. La fuente de las
materias primas renovables a menudo son los productos agricolas o los desechos de
otros procesos; la fuente de las materias primas de agotamiento son a menudo los
combustibles fosiles (petroleo, gas natural o carbon) o también las operaciones

mineras.
Evite los derivados quimicos: Evite usar grupos bloqueadores, protectores o

cualquier modificacion temporal si es posible. Los derivados utilizan reactivos

adicionales y generan gran cantidad de residuos.
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9.

10.

11.

12.

Use catalizadores, no reactivos estequiométricos: Minimice los desechos utilizando
reacciones cataliticas. Los catalizadores son efectivos en pequefias cantidades y
pueden llevar a cabo la misma reaccion muchas veces. Son preferibles a los reactivos

estequiométricos, que se usan en exceso Y realizan una reaccién solo una vez.

Maximice productos quimicos y productos para degradar después del uso: Disefie
productos quimicos para descomponerlos en sustancias inocuas después del uso para

que no se acumulen en el ambiente.

Analice en tiempo real para evitar la contaminacion: Incluya en el proceso,
monitoreo en tiempo real y control durante las sintesis para minimizar o eliminar la

formacion de subproductos.

Minimice la posibilidad de accidentes: Disefie quimicos en sus diferentes formas
fisicas (solido, liquido o gas) para minimizar la posibilidad de accidentes quimicos,
incluidas explosiones, incendios y liberaciones peligrosas de polucién al medio

ambiente.

Los productos quimicos son parte de la vida moderna y estan presentes en todos

lados. Se utilizan como productos farmacéuticos, plaguicidas, detergentes, fertilizantes,
tintes, pinturas, acabados, conservantes, aditivos alimentarios, entre otros (7), por lo tanto,
son dificiles de detenerlos de una manera rapida y eficiente una vez liberados a los
ecosistemas, ya que estos no se degradan ni descomponen completamente en agua, didxido
de carbono y sales inorganicas. Es por esto por lo que se ha establecido la aplicacion de la
quimica verde, mediante el disefio de procesos con metodologias que prevengan la
contaminacion y a la vez sean seguras para el medio ambiente y ser humano. Para esto, se ha
visto recientemente que la quimica verde puede utilizar materiales compatibles con el
entorno, desarrollando procesos innovadores que reduzcan y/o eliminen la generacion de

sustancias peligrosas, residuos y toxicos persistentes de diversas actividades industriales (8).
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Uno de los principios de la quimica verde plantea el uso de solventes y condiciones
de reaccion mas seguros; es decir, que no sean inflamables, toxicos y que no produzcan
emisiones de compuestos organicos volatiles derivados de su uso, como medio de reaccion
de la industria quimica, minimizando de esta manera la produccién de contaminantes y

subproductos toxicos.

En base a lo anterior se han propuesto diferentes tipos de reacciones, con sus
respectivos catalizadores y solventes, para ser empleados en la quimica verde los cuales se
observan en la Tabla 1. Lo ideal es que se usen reacciones que utilicen menos solventes o en

su defecto que prescindan de los mismos.

Tabla 1. Catalizadores y solventes empleados en quimica verde. (Adaptacion desde

“"Quimica verde: un nuevo reto”".) (2).

Tipo de Reaccion Catalizador Solvente
Reacciones de Diels- | Escandio tris | Dioxido de carbono
Alder. (trifuorometanosulfonato) supercritico
Condensacion de | Piperidina Libre de solvente
Knoevenagel.

Acilacion de alcoholes y | Oxido de Zinc Libre de solvente
fenoles.
Transesterificacion de | Sin catalizador Metanol supercritico y
aceite de soja. propano como
cosolvente

Reaccion de Suzuki. Paladio  acoplado con  &cido | Agua

arilboronico vy aril haluros Pd (DPPF)

Cly
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Continuacion Tabla 1.
desde “"Quimica verde:

Catalizadores y solventes empleados en quimica verde. (Adaptacion

un nuevo reto”".) (2).

Tipo de Reaccién Catalizador Solvente
Reacciones de | Bromuro de | Liquidos iénicos
Oxidacion de | tetraetilamonio/tetrapropilamonio organicos: (cloruro de 1-
alcoholes. ([E4N][Br]/TRAP) etil-3-metilimidazolio,
bromuro de
tetraetilamonio y cloruro
de 1-butil-3-
metilimidazolio)

Reacciones de | Cloruro de 1- etil- 3- | Liquidos ionicos

acilacion  Friedel- | metilimidazolio/cloruro de aluminio | organicos: (cloruro de 1-

Crafts. ([emim][CI]/AICl5) etil-3-metilimidazolio,
bromuro de
tetraetilamonio y cloruro
de 1-butil-3-
metilimidazolio)

Sintesis de  2,3- | Silica, acido sulfurico Libre de solvente

dihidroguinazolin-

4(1H)-onas.

Sintesis de | Acido tungstofosforico (TPA) Libre de solvente

oxazolinas,

irridazolinas y

tiazolinas.

Cicloadicion de | SiO2-NHC-Cu (1) Libre de solvente

azidas y alquinos

terminales.
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Continuacion Tabla 1. Catalizadores y solventes empleados en quimica verde. (Adaptacion

desde “"Quimica verde: un nuevo reto”".) (2).

Tipo de Reaccién Catalizador Solvente

Sintesis de jasminaldehido. | Chitosan Libre de solvente

Sintesis de tributilcitrato. Liquidos i6nicos &cidos (1- | No registra
metil-3-(3-sulfopropil)-

imidazolio hidrégeno

sulfato)
Reaccion de | Liquido i6nico Liquido i6nico:
transesterificacion. Acido 4-(3-

metilimidazolium)
butanosulfénico, Hidroxido
de colina

Oxidacion de | Au/TiOz; Au/Al2O3 No registra

monosacaridos.

Sintesis de derivados de | Celulosa de acido sulfurico | Etanol; Agua

quinxalina.
Polimerizacién  quimica | Sin catalizador HCI/NaCl/H20- (Sistema
oxidativa de 2,5- oxidante)

Dimetoxianilina.

La mayoria de las industrias usan en gran cantidad solventes, donde mas de la mitad
de ellos corresponden a solventes organicos que pueden reutilizarse. En algunas son
utilizadas las técnicas que involucran procesos naturales como fotoquimica. Se utilizan

catalizadores que puedan ser recuperados y reutilizados facilmente, en las cuales utilizan el
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agua como solvente natural. Esto posee muchas ventajas, una de ellas es la ausencia de

toxicidad e inflamabilidad.

Estudios recientes proponen otros solventes y catalizadores, tales como el didxido
de carbono supercritico que se utiliza como catalizador y se considera como un buen
"disolvente verde" en diferentes tipos de sintesis. Por ejemplo: en las reacciones de
bromacidn de compuestos aromaticos y en las de polimerizacion del metacrilato de metilo.
Entre las ventajas que presenta, se encuentran su alta difusion, baja viscosidad y densidad
intermedia, asi como su baja toxicidad, inflamabilidad y empleo de baja temperatura (2), (6).
A su vez se ha visto el uso de biocatalizadores en base a microorganismos, tales como las
levaduras, dada su gran produccion de enzimas, que ayudan a dicho microorganismo a
biotransformar nutrientes en el medio que se les otorgue. Un ejemplo tipico en las levaduras

son los procesos de fermentacion.

3.2 Bioconversion

La bioconversion en los Gltimos afios ha tomado gran importancia en la “"quimica
verde™’, esta es definida como el proceso por el cual se produce la transformacién de un
compuesto quimico en otro mediante el uso de un sistema bioldgico, que puede ser un

organismo completo, 0 una enzima o sistema enzimatico (8).

Existen 2 tipos de bioconversion y esto depende del tipo. Si la conversidn quimica de
la sustancia se lleva a cabo mediante una enzima libre o inmovilizada, se denominara
“"biocatalisis”", por el contrario, si se lleva a cabo con una célula completa conteniendo la

enzima necesaria, se habla de biotransformacion. En el caso de las biotransformaciones, éstas
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son llevadas a cabo en cultivos celulares, también llamados fermentaciones, donde los
microorganismos que son utilizados para producir enzimas varian desde los sistemas
procariotas que incluyen tanto las bacterias Gram negativas y Gram positivas, hasta los
sistemas eucariotas tales como levaduras y hongos (9).

Desde el punto de vista comercial y ambiental son reacciones mas economicas,
directas y amigables para el medio ambiente que sus analogas quimicas, ya que las
transformaciones tienen lugar principalmente en agua y los subproductos son biodegradables
0 reutilizables, causando un bajo impacto ambiental. Adicionalmente, cuando el
biocatalizador, microorganismo o enzimas aisladas, estan inmovilizados se pueden reciclar
varias veces sin pérdida significativa de sus propiedades cataliticas (10), permitiendo utilizar
temperatura ambiente y presion atmosferica, evitando con ello el uso de condiciones de
reaccion extremas, que pudiesen causar isomerizaciones, racemizaciones, epimerizaciones o
transposiciones. En dichos procesos es necesario el uso de un biocatalizador, los cuales son
sustancias, que realizan catalisis en las reacciones quimicas que se llevan a cabo en los seres

vivos (11).

Los biocatalizadores como se mencioné anteriormente, permiten que las reacciones
quimicas se realicen a la temperatura corporal del organismo, posibilitando el control de las
mismas, evitando la destruccion de la célula por el calor desprendido en ellas y permitiendo
el aprovechamiento de esta energia liberada % ; aceleran las reacciones quimicas que tienen
lugar en los seres vivos, ya que disminuyen la energia de activacion que se necesita para que
tengan lugar éstas reacciones, permitiendo que se produzcan a velocidades y temperaturas

adecuadas.
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Un ejemplo clasico son las enzimas o fermentos (las vitaminas y hormonas) donde
las enzimas son consideradas biocatalizadores por excelencia, ya que regulan y controlan la
mayoria de las reacciones metabolicas. Otra caracteristica de estos biocatalizadores es que
necesitan una pequefia cantidad para transforman una gran cantidad de sustrato. Luego de
realizar su accion éstas permanecen inalteradas, provocando que dichas enzimas puedan
utilizarse a partir de un microorganismo en pleno crecimiento; como, por ejemplo: extractos

de plantas, insectos, células completas o0 enzimas puras obtenidas de algin microorganismo.

Estas pueden usarse de varias maneras, pueden ser del tipo salvaje, recombinadas, o
genéticamente modificadas para incrementar su actividad o especificidad; en cuanto a los
medios de reaccion que utilizan microorganismos vivos, estos pueden estar en pleno

crecimiento, en fase estacionaria o inmovilizados (10).

Las enzimas pueden ser de dos tipos; enzimas extracelulares, exocelulares o
exoenzimas, que tienen su accién catalitica fuera de la célula. Por otro lado, las enzimas
intracelulares (endocelulares o endoenzimas), cuya accion catalitica se limita al interior de la
célula (12). En el caso de las intracelulares su funcion es sintetizar el material celular y
degradar nutrientes que penetraron la célula gracias a enzimas extracelulares quienes
proporcionaron sus requerimientos energéticos, como por ejemplo hexoquinasas, que
catalizan la fosforilacién de la glucosa. Por el contrario, la funcién de las enzimas
extracelulares es efectuar cambios en los nutrientes del medio ambiente externo para que
puedan ser transportados al interior de la célula. Una reaccion enzimatica sencilla posee
distintos componentes, estos son: enzima (E), sustrato (S) (14), producto (P), complejo
enzima- sustrato, complejo enzima-producto (ambos considerados como complejos
transitorios), energia de transicion y estado basal, (Figura 1), dando origen a una variedad de

reacciones fundamentales. (Tabla 2)
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Figura 1. Diagrama de la coordenada de una reaccion, donde se presenta la energia libre del
sistema frente al progreso de la reaccion S—>P (Obtenido desde “"Lehninger Principios de
Bioquimica™) (14).

Tabla 2. Tabla resumen de reacciones fundamentales de los microorganismos. (Elaboracion
propia, 2019).

Reaccion Funcion

Reduccion Incorporacion de hidrégenos o electrones.

Oxidacion Separacion de hidrdégenos o electrones.
Deshidratacion Pérdida de una molécula de agua del sustrato.
Hidrdlisis Adicion de una molécula de agua del sustrato.
Desaminacion Separacion de un grupo amino (NH2).
Descarboxilacién Separacion de CO2 de un grupo carboxilo (-COOH).
Fosforilacién Adicion de un grupo fosfato a una molécula organica.

Las reacciones enzimaticas generalmente se realizan en un medio acuoso, ya que €s

el 6ptimo para mantener la conformacion y actividad catalitica de la enzima. En este tipo de
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medio, los pliegues de la enzima estan dirigidos por los residuos hidrofébicos de los
aminoacidos que la constituyen y su parte hidrofila se sitia al exterior formando una
superficie que esté en contacto con el medio acuoso (13). También son usados los disolventes
apolares, con los cuales la parte hidro6foba de una enzima tiende a dispersarse, y como
resultado hay una reorganizacion de la estructura terciaria de la enzima, causando una nueva
conformacidn, y esto implica una pérdida en la actividad catalitica. Segun el tipo de
biocatalizador, se utilizard un determinado solvente, ya que éste influye en la estabilidad de
la enzima. Algunos ejemplos se pueden observar en la Tabla 3.

Tabla 3. Cuadro resumen de algunos biocatalizadores junto a sus respectivos
disolventes y reacciones en la que se ven involucrados. (Adaptado de “"Quimica organica
avanzada™) (13).

Biocatalizador Disolvente Reaccidn catalizada
Lipasas Disolventes Sintesis de ésteres
apolares Sintesis de péptidos
Formacion de lactonas

macrociclicas

Proteasas Acetato de etilo | Sintesis de péptidos
Carboxiesterasa inmovilizada | Propionato  de | Acilacién  enantioselectiva  de
metilo alcoholes racémicos
Alcoholdeshidrogenasa Isopropanol Reduccion asimétrica de cetonas

inmovilizada

Ademas del solvente, también existen diversos factores capaces de alterar una

reaccién enzimatica, tales como: pH, temperatura, concentracion de la enzima y sustrato.
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a) pH: Las variaciones de pH modifican las cargas de la enzima, generando un cambio
en su actividad. Por lo cual, si un medio enzimatico se torna muy &cido o bésico,

inactivara la enzima.

b)Temperatura: Al igual que con el pH, muchas enzimas necesitan de una
temperatura 6ptima para que la reaccién alcance su maxima velocidad. Asi las
temperaturas altas inactivan rapidamente a la mayoria de las enzimas provocando

alteracion molecular irreversible (12).

c)Concentracion de la enzima y concentracion del sustrato: Ambas van
correlacionadas, ya que una es dependiente de la otra. En este caso la
concentracion de la enzima es el factor limitante de la velocidad de la reaccion,
por lo cual la velocidad inicial de la reaccion es directamente proporcional a la
concentracion de esta. Al mismo tiempo, la concentracion de sustrato por méas que
aumente no incrementaré la velocidad de reaccion, debido a que las moléculas de
la enzima se saturaran de él, por ende, es dependiente de la concentracion de

enzima.

3.3 Saccharomyces cerevisiae como biotransformador

El término deriva del vocablo Saccharo (aztcar), myces (hongo) y cerevisiae
(cerveza). Es una levadura heterotrofa, que obtiene la energia a partir de la glucosa y tiene

una elevada capacidad fermentativa (16).

Saccharomyces cerevisiae es la levadura mas utilizada en los estudios del laboratorio,
siendo el primer organismo eucariota cuyo genoma ha sido secuenciado. Es un organismo

que ha evolucionado consiguiendo una eficiente utilizacion del carbono disponible, lo que
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significa que combina los metabolismos fermentativos y oxidativos de forma adecuada. (17)
Dicho género es utilizado en la industria para muchos procesos fermentativos como la
produccion de pan, vino y cerveza, ademas es ampliamente conocido por su actividad

catalitica en sustratos como el aldehido y la cetona. (18)

Los principales productores de alcohol son las levaduras, sobre todo las que
pertenecen al género mencionado anteriormente, ya que estos microorganismos realizan
respiracion aerdbica y en ausencia de aire fermentan los hidratos de carbono a etanol y

anhidrido carbonico. (19)

Las condiciones anaerdbicas para levadura Saccharomyces cerevisiae son la unica
manera de producir energia, aunque en presencia de oxigeno, da lugar a la fermentacion. Sin
embargo, en condiciones aerObicas puede producir fermentacion alcohdlica cuando la
concentracion de glucosa sobrepasa un valor limite critico, lo cual es conocido como “"Efecto
Crabtree™ (20). La fermentacion de la glucosa a etanol y anhidrido carbénico es realizada
por la via de la fructosabifosfato. Lo primero que ocurre es que se descarboxila el piruvato
por_la piruvato-descarboxilasa (1) con participacién de la tiaminapirofosfato, formandose
acetaldehido; reduciéndose éste a etanol con NADH> mediante la alcohol-deshidrogenasa (2)
consumiendo en este proceso el hidrégeno liberado en la deshidrogenacion de la triosa-

fosfato (Figura 2).
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Figura 2. Representacion de la reaccion de fermentacion de glucosa por Saccharomyces
cerevisiae. (Obtenida de: “"Microbiologia General, Hans G. Shlegel ") (19).

Durante el transporte de azicares, se realiza glucolisis, donde participan 10 enzimas
para obtener piruvato a partir de glucosa o fructosa. Las levaduras convierten el piruvato en
etanol en una ruta de dos pasos. Esta fermentacion alcohdlica comienza con la
descarboxilacion no oxidativa del piruvato a acetaldehido, catalizada por la piruvato
descarboxilasa. Esta reaccion va seguida de la reduccion del acetaldehido a etanol, que

depende del NADH, catalizada por la alcohol deshidrogenasa (Figura 3).

H 0 NADH + H NAD
- “

» UM ( - — CH ~ M ’—.H

P:ruv‘ato Alcohol

descarboxilasa deshidrogenasa

Piruvato Acetaldehido Etanol

Figura 3. Esquema de la reaccion de Fermentacion alcohdlica. (Obtenido de:

““Bioquimica™) (21).

En Saccharomyces cerevisiae se conocen 4 deshidrogenasas dependientes de NAD o
NADP; ADH I, ADH II, ADH Il y ADH 1V, las primeras dos son constitutivas, la ADH |
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trasforma el acetaldehido a alcohol y la ADH 1l realiza la reaccién inversa. La funcién de las
demas no esta bien definida. Entre los compuestos que se forman estan las grandes familias
de alcoholes superiores. Carbonilos como los aldehidos, los ésteres, los acidos organicos, las
grasas y los compuestos con azufre (22).

Los principales alcoholes producidos son: el isobutanol, 3-metil-butanol, 2-
feniletanol e isobutanol. En cuanto a los aldehidos éstos son formados en la fase fermentativa
como se menciond anteriormente y son consecuencia de la descarboxilacién de cetoacidos y
en éstos se destaca el acetaldehido, el cual esta relacionado con la actividad de la piruvato

descarboxilasa.

Las levaduras no generan acetales. Se sintetizan a partir de los aldehidos (los cuales
son reactivos) y de los alcoholes, que se liberan de dos moléculas de alcohol y un aldehido.
Los ésteres se sintetizan a partir de un alcohol y un acido (organico o graso). Cuando éstos
reaccionan, el proceso es lento y reversible y son producidos por las levaduras mediante la
esterificacion enzimatica entre los alcoholes libres y los acidos carboxilicos en forma activa

como Acil-CoA. El mas abundante es el acetato de etilo (22).
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Figura 4. Principales componentes de las vias metabolicas energéticas de Saccharomyces
cerevisae. Las enzimas clave en el metabolismo son: PDH: complejo de piruvato
deshidrogenasa; PDC: piruvato descarboxilasa; ADH: alcohol deshidrogenasa; AldDH:
acetaldehido deshidrogenasa; ACOAS: acetilCoA sintetasa (Obtenida de: “~“Growth and
energy metabolism in aerobic fed-batch cultures of Saccharomyces cerevisiae: simulation

and model verification™) (23).

Tanto la reduccion enantioselectiva de cetonas y cetoésteres mediante levaduras,
como la oxidacion regioselectiva de polioles, se cuentan entre las reacciones mas antiguas
descritas en la literatura de biotransformaciones. Sin duda la reduccién con levaduras, y en
particular las reducciones catalizadas por Saccharomyces cerevisiae, se cuentan entre las mas
exitosas de las reacciones bioquimicas. Saccharomyces es capaz de reducir una amplia gama
de cetonas tanto aromaticas como alifaticas. La razon obvia para esto es que en la reduccién
de cetonas para dar alcoholes secundarios se transfiere quiralidad desde la enzima hacia el

producto para generar un alcohol quiral enriquecido 6pticamente. Por el contrario, en la
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sintesis de cetonas esto no tiene interés ya que el producto no es quiral y por lo tanto la ventaja

de la utilizacién de enzimas es relativa (3).

Los Biocatalizadores son estables en condiciones moderadas de temperatura (y
algunos toleran temperaturas mayores que 100°C) y soportan tanto disolventes acuosos como
organicos (mejor que muchos reactivos quimicos). También son muy eficientes y no dafian
el medioambiente, las enzimas que poseen trabajan en condiciones ““suaves™” de pH, presién
y temperatura, tal como lo hacen las levaduras. Es por lo anterior mencionado que

Saccharomyces cerevisiae es muy Util como un bioconversor.
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4. HIPOTESIS

La levadura Saccharomyces cerevisiae transformara los grupos cetonas y alquenos
contenidos en 1,3-dicetonas del tipo a, B-insaturado empleando diferentes condiciones

““verdes”” de reaccion.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Estudiar la biotransformacion de 1,3-dicetonas del tipo o, B-insaturado empleando
protocolos de quimica verde.

5.2 Objetivos especificos:

Biotransformar la 1,3-dicetona (E)-6-fenilhex-5-eno-2,4-diona empleando S.

cerevisae (cepas puras) y ~“wild type™” en diferentes condiciones de reaccion.

Identificar y caracterizar los diferentes productos obtenidos empleando cromatografia

de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-MS).

Estudiar la cinética de las mejores condiciones de biotransformacion obtenidas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Microorganismo.

Cepas puras de Saccharomyces cerevisiae obtenidas de una suspension en agua,
suplementada con glucosa, a partir del cepario del laboratorio de microbiologia de la escuela
de Tecnologia Médica. Estas fueron sembradas en medio Sabouraud maltosa y se
mantuvieron en incubacién por 48 horas a 30°C, de estos cultivos se realizaron 3 repiques
que también fueron incubados 48 horas a 30°C. Al término se ajustd una suspension de
levaduras a DO600= 0,867, en espectrofotometro Genesis 10 UV. Ademas, se disponia de

una cepa de Saccharomyces cerevisiae del tipo comercial, a la cual denominamos ““cepa wild

type”.

6.2 Obtencion de la dicetona (E)-6-fenilhex-5-eno-2,4-diona (1):

Este compuesto fue obtenido siguiendo los protocolos descritos por Pabon et al.
(28). Asi la dicetona (E)-6-fenilhex-5-eno-2,4-diona (1) fue obtenida, a través de la reaccién
de condensacion alddlica entre la 2,4-pentadiona y benzaldehido en una relacion equivalente
molar 1:1. El producto 1 resultante fue purificado por cromatografia en columna (CC) y
caracterizado por RMN-H! y C*3, Este compuesto fue donado a esta investigacion por el

proyecto Fondecyt N° 3170757 a cargo de Oscar Forero Doria.
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6.3 Composiciones y condiciones del medio.

Se realizaron 4 medios para el estudio de la bioconversion. Los cuales variaban su
composicién, el primer matraz contenia 100 mL de agua y una suspension de levadura
ajustada al 0,3 Mc Farland; el segundo matraz contenia 100 mL de agua y se le afiadio una
suspension de levadura a 0,86 Mc Farland; posteriormente el tercer matraz contenia 100 mL
de agua al cual se le afiadieron 2,5 g de levadura tipo “"wild type™”; a su vez el cuarto matraz
constd de una mezcla igual a la del matraz nimero 2, pero a diferencia de este se afiadieron
0,01 g de Paladio/Carbono. A cada matraz se le afiadieron 0,1 g de dicetona (1) y 2,5 g de
glucosa, cada dia y se dejaron en agitacion constante a 37°C por 3 dias.

Matraz | Solvente | Aditivo | S. cerevisiae (cepa pura) | S. cerevisiae ~'wild type™ (g)
(UFC)
1 Agua N7A 0,3 -
2 Agua N/A 0,86 -
3 Agua N/A - 2,5
4 Agua | Pd/C 10% 0,86 -

Tabla 4: Protocolo que indica las composiciones de cada medio a utilizar para la

estandarizacioén de las biotransformaciones a realizar.

6.4 Extraccion y purificacion de los productos obtenidos

Se extrajeron 2 mL de cada matraz en tubos eppendorf de 2 mL, los cuales fueron
centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos, se rescatd el sobrenadante y se almacen6 en otro
tubo. El tercer dia de evaluacion se realizo extraccion con diclorometano en embudo de
decantacion en proporcion 1:1 (100 mL de lo que contenia cada matraz y 100 mL de

diclorometano). La fase organica resultante (fase de diclorometano), fue secada con sulfato
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de sodio (NazSO4) y concentrada a presion reducida en un rotavapor. El extracto crudo

resultante fue mantenido en refrigeracion hasta su posterior analisis.

6.5 Anélisis de composicion y cinética por GC-MS:

Para caracterizar los productos de la reaccion se utilizd espectrometria de gases masas, utilizando
un cromatdgrafo de gases GC Trace 1300 Thermo Fisher Scientific serie 713100331 acoplado a un
espectrometro de masas ISQ serie: ISQ 130729 2215 Grand Avenue Parkway Autin TX U.S.A 78728
equipado con una columna capilar Rtx-5MS w/integra-guard (Crossbond 5% diphenyl — 95% dimethyl

polysiloxane) de 30 metros de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 0,25 um de espesor.

Se inyectaron 3 uL de muestra a 250°C de temperatura en el puerto de inyeccion, en modo splitless,
con las siguientes condiciones: 60° C, con una rampa de 10°C/min hasta 300 con un tiempo de espera
de 5 minutos. Se utiliz6 un flujo de arrastre de 1,5 mL/min. Todos los ensayos fueron desarrollados en

modo scan y el analisis de cada muestra fue realizado por duplicado.
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7.1 Estandarizacion:

7. RESULTADOS

En la tabla 4 se presentan las diferentes condiciones de los medios a utilizar para

estandarizar el proceso de biotransformacién, en el cual se designaron 6 medios con sus

respectivas composiciones, y posteriormente se evalu6 el porcentaje de bioconversién de

cada uno, donde las composiciones de los matraces 2 y 4, fueron utilizadas posteriormente

para evaluar la cinética de la reaccion, ya que esta fue mas eficiente en esas condiciones.

Matraz | Solvente | Aditivo S. S. Producto (2 Producto (2
cerevisiae | cerevisiae a) (% de b) (% de
(cepa pura) “wild conversion) conversion)
(UFC) type™ (9)
1 Agua N7A 0,3 - 0 0
2 Agua N/A 0,86 - 38 5
3 Agua N/A - 2,5 3 18
4 Agua Pd/C 0,86 - 16 69
10%

Tabla 5: Estudio de diferentes condiciones de biotransformacion de la dicetona (1) y

porcentaje de conversion obtenido para los productos (2 a) y (2 b).
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Tras la eleccidn de los medios més favorables para la reaccion (2 y 4), se realizé un
montaje de ambos medios, a una temperatura de 37°C y en constante agitacion, a los cuales
cada dia se les afiadi6 2,5 g de glucosa. En primer lugar, se extrajeron 2 mL de muestra cada
1 hora, durante un periodo de 6 horas, estas fueron centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos,
y se utilizd el sobrenadante para realizar extraccion de los productos de la reaccién a partir
de la 1,3-dicetona (1).

7.2 Monitoreo del progreso de la reaccion:

Al recolectar los datos en la Tabla 5, observamos que durante las primeras 5 horas la
bioconversion de la molécula principal no se ve afectada, ya que el porcentaje de esto es nulo,
por el contrario, al cabo de 6 horas hasta las 42 horas se observo que hubo conversion de la
1,3-dicetona, en el caso del matraz 2 el pick maximo de conversion de la molécula (2 a) fue
a las 42 horas, mientras que (2 b) al cabo de 6 horas. A su vez en el caso del medio que
contenia Pd/C como catalizador, se observé un pick maximo de conversion de (2 a) las 30

horas y de (2 b) a las 42 horas.
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Tabla 6: Estudio de cinética de biotransformacién de la 1,3-dicetona (1) en (2 a) y (2 b),

utilizando condiciones de los matraces 2 y 4.

Matraz 2: Agua- Levadura 0,86 UFC

Recuento levaduras

%Conversion | Tiempo %Conversion | Tiempo Levaduras/uL | Tiempo
(2a) (horas) (2 b) (horas) (horas)
0 0 0 0 0 0
0 1 0 1 30,4 1
0 2 0 2 40,4 2
0 3 0 3 84 3
0 4 0 4 102,4 4
0 5 0 5 103,6 5
30 6 18 6 113,6 6
24 18 7 18 114 18
32 30 1 30 116 30
37 42 8 42 116,4 42
Matraz 4: Agua- Levadura 0,86 UFC- Pd/C
Recuento levaduras
%Conversion | Tiempo %Conversion | Tiempo Levaduras/uL | Tiempo
(2a) (horas) (2b) (horas) (horas)
0 0 0 0 0 0
0 1 0 1 31,6 1
0 2 0 2 384 2
0 3 0 3 72 3
0 4 0 4 77,6 4
0 5 0 5 92 5
28 6 17 6 105,6 6
24 18 15 18 106 18
41 30 15 30 107,6 30
16 42 69 42 107,6 42
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Ademas de los 2 mL extraidos, se ocuparon 25 uL de muestra de cada matraz, para
realizar recuento de levaduras en cdmara de Neubauer y asi evaluar el crecimiento de esta a

medida que avanzaba el tiempo de reaccion.

Durante el progreso de la reaccion se realizé un monitoreo mediante TLC tanto en el
proceso de estandarizacion, como en la evaluacion de la cinética de reaccion, para evaluar si
dichas muestras estaban contaminadas e ir observando el desarrollo de estos productos, como
se observa en la figura 5, donde la figura 1 A representa los compuestos que pertenecen a las
reacciones de los matraces 1, 2 y 6, reveladas a una longitud de onda de 245 nm, donde P es
el patron (1,3-dicetona), 1 corresponde al matraz 1; 2 corresponde al matraz 2 y 3 corresponde
al matraz 6. Figura 2 A corresponde a los compuestos anteriores, pero revelados a una
longitud de onda de 365 nm. Figura 1 B representa los compuestos que pertenecen a la
reaccion de los matraces 2 y 4 reveladas a una longitud de onda de 245 nm, asi también la
figura 2 B revelados a longitud de onda de 365 nm. En la figura 1 A al revelar a una longitud
de onda corta observamos que hay productos al mismo nivel del patrén, y ademas dos
compuestos mas que poseen un rf menor, al ser revelados a longitud de onda larga como se
observa en la figura 1 B se ve que estos no presentan color, por ende, son compuestos
diferentes al producto. A su vez en la figura 2 A se observan 4 compuestos, 2 al mismo nivel
del patron que poseen un rf mayor y otros dos con un rf menor, que al ser revelados a longitud
de onda larga (Figura 2 B) se observa que estos emiten distinto color al del patron, por lo

cual aqui es bastante interesante ya que se generan 4 moléculas diferentes.
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1A 2A 1B 2B

Figura 5: Monitoreo del progreso de las biotransformaciones por capa fina (TLC).

En la figura 6 se observa el grafico correspondiente a los datos extraidos de la tabla
5 para el medio numero 2, donde podemos ver que a medida que aumenta la produccién de
(2 @), a partir de las 6 horas, cuando esta presenta un pick de bioconversién a las 30 horas,
en este mismo momento aumenta la produccion de (2 b). Algo similar ocurrié con el medio
numero 4, donde la molécula (2 a) presentd un pick de produccion a las 30 horas junto a (2
b) que disminuye al cabo de 6 horas y luego aumenta mientras que (2 a) desaparece, como
se observa en el grafico de la figura 7. A medida que avanzaba la reaccion en ambos casos
se vio un aumento en el crecimiento de la levadura.
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Figura 6: Gréafico porcentaje de conversién v/s recuento de levaduras las primeras 6 horas

de reaccion, posterior a las 6 horas el recuento y la muestras fueron tomadas a partir del

matraz 2 cada 12 horas.
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Figura 7: Gréafico porcentaje de conversion v/s recuento de levaduras las primeras 6 horas

de reaccion, posterior a las 6 horas el recuento y la muestras fueron tomadas a partir del

matraz 4 cada 12 horas.
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7.3 Biotransformacion de 1,3-dicetona (1):

En la figura 5 se observa la reaccidn propuesta, a partir de los resultados recolectados,
donde observamos que a partir de la 1,3-dicetona (1), en condiciones favorables es
transformada por la levadura S. cerevisiae en dos productos (2 a) y (2 b), la proporcién de
cada uno varia segun las condiciones del medio, ya que en el medio 2 aumentd la

concentracion de (2 a) sobre (2 b), y en el medio nimero 4 ocurrié lo contrario.

O OH O OH
A = S cerevisae A : :
Agua, tiempo, 37 °C o *
1 2 b

a 2

Figura 8: Estructura de las moléculas que forman parte de la reaccion, donde 1 corresponde

al reactante 1,3-dicetona a reducir, (2 a) y (2 b) a los productos de la biotransformacion.
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8. DISCUSION

Con el objetivo de evaluar la reduccién de cetonas a alcoholes y a su vez de los grupos
alquenos a alcano, decidimos estudiar la biotransformacion de la “"dicetona (1), que posee

un grupo alqueno y cetona en su estructura

En este sentido se evalud la biotransformacion de la 1,3-dicetona (E)-6-fenilhex-5-
eno-2,4-diona (1), empleando Saccharomyces cerevisiae en diferentes condiciones de
biotransformacion. Para esto se evalué de forma preliminar diferentes 4 medios de reaccion
como se observa en la tabla 4, los cuales fueron analizados por GC-MS a fin de identificar
los compuestos resultantes (2a y 2b) y su porcentaje de conversion. a partir de estos elegimos
los matraces 2 y 4 como base de estudio, debido a que presentaron una biotransformacion
maés eficaz de la dicetona (1). En el matraz 2 el porcentaje de bioconversion fue mayor para
(2a) (38%) que (2b) (5%0), mientras que en el matraz 4 ocurrié lo opuesto (aumento la
biotransformacion de (2b) (69%o) sobre (2 a) (16%b).

A partir de esto se realizo un estudio de cinética, empleando las condiciones de los
matraces 2 y 4, donde se tomaron muestras cada hora en un periodo de 6 horas y
posteriormente cada 12 horas. Para cada muestra se realizd un recuento en camara de
Neubauer con el fin de monitorear el crecimiento de la levadura como se observa en la tabla
5. A partir de esto se obtuvieron los graficos que se observan en las figuras 6 y 7. En el
gréafico de la figura 6 se observa que, al transcurrir 6 horas, comienza la transformacion de la
dicetona (1) en (2 a) y (2 b), la cual aumenta al cabo de 30 horas. Por otra parte, en el grafico
de la figura 7, que corresponde a la reaccion donde se empled Paladio sobre Carbono (Pd/C)

como catalizador, se observo que a medida que incrementa el crecimiento de la levadura, la
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produccion de los compuestos 2a y 2b es observada posterior a las 6 horas de reaccion, por
consiguiente, al paso de 30 horas disminuyo la produccion de 2a'y aumentd la produccion de
2b.

Para evaluar el progreso de la biotransformacion de forma preliminar vy
cualitativamente, realizamos Cromatografia en capa fina (TLC); los resultados se observan
en lafigura 8, donde 1 A corresponde a los compuestos obtenidos de las biotransformaciones
ocurridas en los matraces 1, 2 y 5, los cuales fueron revelados a 245 nmy se observaron dos
compuestos distintos al producto los cuales al ser revelados a 365 nm como se vé en la figura
2 A, no se observan, por ende podemos decir que son moléculas diferentes al compuesto de
partida (1,3-dicetona). A su vez en la figura 1 B se revelaron los compuestos de los matraces
utilizados para evaluar la cinética de la reaccion, donde 1 corresponde a las condiciones de
agua y suspension de levadura ajustada a 0,86 MC Farland y 2 corresponde a los productos
de una reaccion de Paladio sobre Carbono, en ambos observamos 2 compuestos diferentes al
producto, donde aqui hay 2 con un rf mayor, los cuales estan a la altura del producto, pero al
revelar a 365 nm se ve que no emiten la misma luz, por lo cual estos compuestos son distintos
al producto, ademas hay dos moléculas con un rf menor que se revelan en onda corta, por lo
cual en este caso se han generado 2 compuestos diferentes, en donde se obtuvo la reduccion
de un grupo cetonico en un alcohol y a su vez el grupo alqueno en alcano, como se observa

en la figura 5.

Saccharomyces cerevisiae, es el microorganismo mas ampliamente explotado y
comercialmente significativo. Los investigadores consideran la levadura como un
biocatalizador Gtil, dado que posee paredes celulares relativamente rigidas que permiten
retener estructuras en presencia de diversos compuestos organicos. También se sabe que las
cepas de cerevisiae producen aldo-ceto reductasas, que catalizan la reduccién de grupos
carbonilo (26).
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Se han reportado diferentes estudios similares a este, donde se ha visto el uso de
Saccharomyces cerevisiae en reducciones de 1,2 dicetona, como también de la reduccion
enantioselectiva de citral natural como se describe en el estudio realizado por Xiangxian Ying
y colaboradores (2019) (24), en el cual emplearon paladio como biocatalizador “"...se
requiere el uso de un sistema de catalizador dual que comprenda Pd/BaSO4 y 2-
diarilmetilpirrolidina quiral...”” (24). observaron que la reaccion era méas favorable, ya que
aumentaba considerablemente la bioconversion, tal como ocurre en nuestro caso, el
mecanismo que favorece la reaccidn al utilizar Paladio como catalizador ain no estéa bien
descrito, ya que este ingresa a la célula y no se sabe bien el nivel en el que actGa para acelerar
la conversion, pero la mayoria de las reducciones estan dadas por NADP y NADPH, y
posiblemente el paladio acte como soporte, y la oxidoreduccion se realice sobre esta

superficie.

Por otra parte Muthinen y colaboradores (2016) (25), utilizé la inmovilizacién de
células / enzimas completas y demuestra varias ventajas como la separacion facil de las
células de la mezcla de reaccion, el uso repetido o continuo de biocatalizadores con
estabilidad mejorada y propiedades enantio-selectivas. Aqui utilizaron la levadura
inmovilizada sobre perlas de alginato funcionalizadas para proporcionar una estabilidad
optima de las perlas y una gran cantidad de actividad enzimatica con un potencial para

proceso continuo, lo cual aceler6 el proceso de la bioreduccion (25).

En las biotransformaciones de células enteras (que utilizan, por ejemplo, levadura de
panaderia), la reduccion de carbonilo es una reaccién secundaria dominante que
forma alcoholes primarios saturados mediante la sobre reduccién del producto a alcoholes

alilicos al agotar el sustrato (27).
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En estudios recientes se redujeron alquenos a alcanos, de manera quimioselectiva sin
reducir la cetona a alcohol, esto puede ser debido al sistema bifasico que promovio la
reduccion del alqueno por sobre el grupo ceténico. Este trabajo describe la biorreduccion
quimioselectiva de “(1 E, 4 E) -1,5-bis (4-metoxifenil) -1,4-pentadien-3-one (1 a) mediada
por levadura de panaderia (células de Saccharomyces cerevisiae) en un sistema bifasico
solvente acuoso / orgénico. La biotransformacion de este compuesto fue quimioselectiva y
form6 solo la cetona saturada correspondiente 1,5-bis (4-metoxifenil) -3-pentanona. La
influencia de varios factores puede alterar la biorreduccién de (1 a), tales como el tipo y el
porcentaje de co-disolventes y el uso de seis diferentes S. cerevisiae. Estas evidencias
experimentales podrian explicar la reduccién que ocurrié en nuestro caso, ya que, los
compuestos carbonilicos no saturado en muchos casos proporcionan una mezcla de cetonas
saturada o aldehidos, alcohol saturado o alcohol alilico, lo que indica que varias enzimas
pueden catalizar la reduccién del doble enlace de C=C y C=0. Sin embargo, muchos estudios
sobre la reduccion enantioselectiva de enonas por biocatalizadores han revelado que varias

enonas reductasas se pueden usar para la produccion de cetonas quirales (27).

Adicionalmente, hay estudios que han demostrado el uso de otros microorganismos
como bacterias para realizar biotransformaciones, pero a diferencia de ellos el uso de la
levadura es mejor, ya que es de facil obtencidn, aumenta la costo efectividad en el laboratorio,

y ademas no es un microorganismo que cause dafio en el ser humano.
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9. CONCLUSIONES

La molécula (2 a) se obtuvo en una buena conversion (38%) después de la
optimizacién de las condiciones experimentales utilizando bioreduccion mediada por
levadura Saccharomyces cerevisiae, a partir de la dicetona (1) en un sistema enzimatico
empleando agua como solvente. Al contrario, al utilizar Pd/C como catalizador se obtuvo una

mayor conversion de la molécula (2 b) (69%).

Desde el punto de vista de la reaccidn, el uso de Paladio como biocatalizador en la
biorreduccion de los dobles enlaces C = C y grupos cetonicos de un compuesto dicetonico
mostro ventajas considerables, ya que el producto se obtuvo con un mayor rendimiento en

condiciones de reaccion suaves y ecologicas.
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