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RESUMEN

La biocatalisis involucra el uso de biocatalizadores para llevar a cabo la trasformacién
quimica de las moléculas. Los procesos biocataliticos juegan un rol importante en la
quimica organica debido a que favorecen una disminucion sustancial de los efectos
negativos sobre el medio ambiente. El uso de las oxidorreductasas como
biocatalizadores es una alternativa verde para la reduccion de aldehidos y cetonas a los
alcoholes correspondientes. El objetivo de este trabajo fue la reduccion de benzaldehido
para obtener alcohol bencilico, utilizando como biocatalizadores extractos acuosos
liofilizados e inmovilizados de origen vegetal, evitando el uso de catalizadores quimicos,

que son contaminantes para el ambiente.

Se evalué la actividad reductasa de los materiales vegetales: vaina y semilla dechicharo
(Pisum sativum), vaina y semilla de haba (Vicia faba) y semilla de mamey (Poteria
sapota), se utilizé al benzaldehido como reaccién modelo. Los mayores porcentajes de
reduccién de benzaldehido se obtuvieron con: la vaina de haba seca > 99% de reduccidn;
el extracto acuoso de vaina de chicharo obteniendo 96.5%, sin embargo al no ser estable
por tiempos prolongados el extracto acuoso se liofilizo e inmovilizo obteniendo 94.3% y
95.3% respectivamente; por otro lado, al inmovilizar el extracto acuoso de vaina de haba,
la reduccion aumentd de 8% a 95%, con estos resultados se corroboro que el proceso
de inmovilizacion de enzimas logra aumentar su estabilidad y con ello su actividad

catalitica.

Las fuentes vegetales que presentaron porcentajes mayores a 90% de reduccidén de
benzaldehido a alcohol bencilico fueron: extracto acuoso liofilizado e inmovilizado de
vaina de chicharo, inmovilizado de vaina de haba y vaina de haba seca. Estos materiales
vegetales se utilizaron posteriormente para llevar a cabo la reduccion de 2-acetilpiridina
(1a), 3-acetilpiridina (1b) y 4-acetilpiridina (1¢), a los alcoholes correspondientes (2a, 2b
y 2¢). Con la finalidad de optimizar el tiempo, el medio y la temperatura de reaccion y asi

aumentar la enantioselectividad se utilizd 1¢ como sustrato modelo.



Las condiciones de la reaccién (tiempo, temperatura, solucion amortiguadora (SA) y
cantidad de biocatalizador) se evaluaron comparando el % de conversion (% Conv) y el
% de exceso enantiomérico (% ee). El alcohol (S)- 1¢ se obtuvo con un 85% ee, usando
100 mg de inmovilizado del extracto acuoso de vaina de haba a 42°C en SA de fosfatos,
sin embargo, con el inmovilizado del extracto acuso de vaina de chicharo (100 mg) a
35°C en SA de fosfatos se obtuvo 48.3 %ee. Por otro lado, se obtuvo un 98.3% ee,
usando con 200 mg de vaina de haba seca, en SA de fosfatos a 35°C. Mientras que, con
el liofilizado del extracto acuoso de vaina de chicharo (75 mg), con una SA de HEPES a
42°C, el % ee fue de 94.2%. Estos resultados evidencian que las condiciones de reaccion
y la fuente de biocatalizador, tienen una influencia importante en la pureza optica del
alcohol.

Bajo las condiciones éptimas se evalu6 la reduccién 1a, 1b y 1c y el %ee de los
correspondientes (S)-alcoholes (2a, 2b y 2c¢), utilizando los extractos acuosos liofilizados
de las vainas de chicharo y vaina de haba seca como biocatalizadores. Los mayores %
ee que se obtuvieron con extracto acuoso liofilizado de vaina de chicharo y fueron 92.4%
y 94.2% para 1a y 1c, respectivamente, mientras que el % de reduccién fue de 19.3% y
20.4%, respectivamente. Con vaina de haba seca como fuente de biocatalizador, el
mayor % ee fue de 94.2 % para 1b, y un 8% de reduccién de la cetona. Con estos
resultados se confirma que extracto acuso liofilizado de vaina de chicharo y vaina de
haba seca son buenas fuentes de biocatalizadores, ademas de ser desechos a los que
se les da un valor agregado.
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1 INTRODUCCION

Los procesos biocataliticos involucran el uso de biocatalizadores en la transformacién
quimica de moléculas, en los procesos industriales se ha evaluado el uso de enzimas,
aplicadas en un amplio numero de reacciones (Arroyo, M. et al. 2014). Por ejemplo, entre
las enzimas oxidorreductasas se encuentran las aldocetorecuctasas, que catalizan la
biotransformacion del grupo carbonilo de aldehidos o cetonas a los alcoholes
correspondientes y viceversa (Gamenara, D. et al. 2013). Como fuentes de
aldocetorecuctasas se pueden utilizar las raices, frutos, semillas y hojas de diversas
plantas como frijol (Phaseolus vulgaris) (Solis, A. et al. 2019), brocoli (Brassica oleracea
var. italica) entre otras (Suarez, G. et al. 2010).

La reduccion de aldehidos y cetonas constituye una herramienta importante en quimica
organica para la preparacion de alcoholes, que se pueden utilizar en la sintesis de
cosméticos, productos farmacéuticos y agroquimicos. Actualmente existen diversos
sistemas de reduccidén quimica que garantizan altos rendimientos, sin embargo, utilizan
metales dificiles de disponer una vez terminada la reaccion, una alternativa atractiva es
el uso de biocatalizadores de origen vegetal los cuales, frecuentemente, son baratos y

faciles de conseguir (Solis, A. et al. 2019).

Los biocatalizadores presentan ventajas frente a los catalizadores inorganicos
tradicionales como: a) wuna elevada especificidad, estereoselectividad vy
regioespecificidad; y b) una mayor actividad catalitica a temperatura ambiente y presién
atmosférica. A pesar de estas claras ventajas, el empleo de los biocatalizadores no se
ha generalizado en la industria, debido principalmente a: (I) su limitada estabilidad ya que
al ser proteinas se pueden desnaturalizar, y perder totalmente su actividad; y (ll) la
dificultad que implica el separar el biocatalizador de los sustratos y productos en el medio
de reaccidn, lo que impide su reutilizacion (Chauhan, S. et al. 2015).

Por medio de la inmovilizacion de enzimas se ha logrado aumentar su estabilidad,
facilitando su manejo y separacién en los procesos, permiten un uso continuo, aumenta
su reproducibilidad, se puede reutilizar manteniendo las propiedades de la enzima, lo que

convierte a este procedimiento en un proceso interesante y econémicamente viable



(Yushkova, E. et al. 2019). La tecnologia de inmovilizacidon de enzimas crea nuevas e

interesantes oportunidades de desarrollo comercial en una amplia gama de industrias.

Por lo anterior, el presente trabajo, tiene como objetivo la reduccién de benzaldehido,
para obtener alcohol bencilico, utilizando oxidorreductasas inmovilizadas de origen
vegetal. Para ello se evalué y se compar6 la actividad oxidorreductasa de las fuentes

vegetales con la oxidorreductasa inmovilizada y no inmovilizada.



2 MARCO TEORICO
2.1 Biocatalisis

La biocatalisis es una rama de la biotecnologia que involucra el uso de biocatalizadores
en la trasformaciéon quimica de las moléculas o sustratos (Cervantes, F., 2012). Los
procesos biocataliticos son una alternativa sostenible, que ofrecen ventajas frente a la
quimica organica tradicional. Esto se ha determinado a través de herramientas sencillas
midiendo el impacto ecolégico de las biotransformaciones, tomando en cuenta los
reactivos y disolventes empleados, asi como todos los productos involucrados (Gotor, V.
& Gémez, M., 2017).

Hasta hace unos anos, la industria quimica no incluia en sus planes el uso de sistemas
biolégicos, sin embargo, los graves problemas ambientales que comenzaron a aparecer
promovieron la busqueda de alternativas limpias. Asi, los procesos que involucran
biocatalizadores comenzaron a jugar un rol importante, debido a la biodegradabilidad de
los biocatalizadores, ademas por lo general las reacciones biocatalizadas requieren
menos energia, se producen pocos productos secundarios y los residuos son de menor
toxicidad (Lewkowicz, E. & Nébile, M., 2017).

Algunas de las ventajas de las reacciones biocatalizadas son: su alta quimio, regio y
estereoselectividad, una menor formacién de subproductos y residuos, un menor
consumo de energia y una diminucién sustancial de los efectos negativos sobre el medio
ambiente, por lo anterior, estas reacciones pueden utilizarse de forma sustentable por

que se ajustan a algunos de los principios de la quimica verde (Solis, A. et al. 2018).
2.1.1 Biocatalisis en la industria farmacéutica

La biocatéalisis es de vital importancia y a incrementado su valor en la investigacion,
desarrollo y producciéon de principios activos farmacéuticos, productos quimicos,
soluciones ambientales y en la industria cosmética (Lewkowicz, E. & Nobile, M., 2017).

La Industria Farmacéutica se enfrenta en la actualidad a retos fundamentales. Un de ellos

es reducir al menos en un orden de magnitud la produccion de residuos por kilogramo de



producto. Lo cual implica el desarrollo de procesos de sintesis mas eficaces y selectivos
utilizando mejores catalizadores y/o biocatalizadores, con la finalidad de disminuir la
generacion de subproductos. El empleo de biocatalizadores en uno o varios pasos de la
sintesis de un farmaco evita la utilizacién de grupos protectores y disminuye el nimero
de pasos de la sintesis, aumentando el rendimiento y reduciendo la produccién de

residuos contaminantes.(Sanchez, J. & Sinisterra, J., 2007).

2.1.2 Biocatalizadores

Un catalizador es una sustancia que aumenta la velocidad de una reaccion quimica, sin
verse alterada ella misma en el proceso global. El papel de un catalizador consiste en
reducir el valor de la energia libre de Gibbs (AG®) al facilitar la formacion del estado de

transicion. (Cervantes, F., 2012).

Los biocatalizadores son proteinas que denominamos enzimas, son producidas por los
sistemas vivos con finalidad catalitica, para facilitar las transformaciones quimicas que
tienen lugar a partir de los nutrientes en todos los organismos vivos y, debido a su amplia
distribucién en la naturaleza, se han empleado en las Uultimas décadas como
catalizadores en sintesis organica para la preparacion de compuestos como: farmacos,
productos agroquimicos y otros productos con actividad bioldégica (Camacho, M. &
Campos, J., 2007; Delgado, A. et al. 2002).

Uno de los factores que ha promovido el empleo de biocatalizadores es la elevada
estereoselectividad, que rara vez es alcanzable a través de métodos quimicos
convencionales utilizando catalizadores quimicos (Cui, J. et al. 2022; Delgado, A. et al.
2002). En los ultimos afnos se han disefiado biocatalizadores mejorados y cada vez son

mas precisos y faciles de utilizar (Bommarius, A. & Riebel, B., 2004).

2.1.2.1 Fuentes de obtencion de los biocatalizadores
En los procesos biocatalizados se pueden usar como fuentes enzimaticas células enteras
y/0 enzimas aisladas, que pueden ser de origen animal, vegetal o microbiana y pueden
estar en forma libre o inmovilizada. La eleccién de usar una u otra dependera de diversos
factores como el tipo de reaccion, la necesidad de cofactores, el costo y la escala a la
cual se lleve a cabo el proceso (Faber, K., 2003).

4



A. Células completas

El uso de células completas de origen microbiano o vegetal, en lugar de enzimas aisladas
ofrece numerosas ventajas en términos de disponibilidad, economia y tiempo, ya que al
evitar etapas de preparacion, extraccidn y purificacion del biocatalizador los
procedimientos son mas rapidos y sencillos. Otra ventaja de utilizar células completas es
que las enzimas son generalmente mas estables, se evita la adicion de cofactores o la

regeneracion de estos sistemas. (Yang, G. et al. 2009; Vandenberghe, A. et al. 2013)
B. Empleo de enzimas aisladas

El aislamiento y purificacién de enzimas proporciona catalizadores activos y altamente
especificos que se pueden utilizar con el fin de realizar un gran espectro de reacciones.
A pesar de sus numerosas ventajas, las enzimas purificadas son sensibles a la
desnaturalizacién durante la preparacion y la extraccion; debido a cambios en el pH, la
temperatura y que en muchas ocasiones requieren el uso de cofactores adicionales
generando procesos costosos (Vandenberghe, A. et al. 2013).

Purificar las enzimas resulta una metodologia muy costosa y no se pueden reutilizar
(Castillo, E. & Rodriguez, M., 2014). Ademas, por razones técnicas y econdémicas, la
mayoria de los procesos quimicos catalizados por enzimas requieren la reutilizacion o el
uso continuo de biocatalizadores durante mucho tiempo. La tecnologia de inmovilizacion
crea nuevas e interesantes oportunidades de desarrollo comercial en una amplia gama

de industrias.
C. Enzimas inmovilizadas

El termino enzimas inmovilizadas se refiere a enzimas fisicamente confinadas o
localizadas en una regiéon definida del espacio con retencidbn de sus actividades
cataliticas que pueden utilizarse de forma repetida (Chauhan, S. et al. 2015).

La inmovilizacion de enzimas se utiliza para mejorar las caracteristicas cataliticas de las
enzimas frente a varias formas de desnaturalizacion, asi como para hacer



econdémicamente viable el uso de enzimas costosas reforzando su uso repetido (Walker,
J., 2013).

En general, los métodos de inmovilizacién se suelen clasificar en dos grandes categorias:
la retencion fisica y la union quimica (Walker, J., 2013). El atrapamiento de enzimas y la
inclusion en membranas son los principales métodos de inmovilizacién por retencion
fisica, mientras que la unidén de enzimas a soportes y el reticulado son los métodos por

unién quimica mas destacados.

Aunque se han desarrollado y aplicado muchas técnicas de inmovilizacién a numerosas
enzimas, se reconoce que no existe un método universal valido. No obstante, gracias a
toda la informacion disponible, se podria seleccionar la técnica mas adecuada para
inmovilizar una enzima destinada a una aplicacién industrial concreta (Arroyo, M., et al.
2014).

El desarrollo de procesos industriales utilizando enzimas inmovilizadas ha incrementado
de manera sustancial en las ultimas décadas. Esto se debe a que no sblo se ha
comprobado que la inmovilizacion de las enzimas permite reciclar el biocatalizador, sino
que, ademas, la inmovilizaciéon contribuye de manera importante a incrementar la
estabilidad operacional del biocatalizador, permite un disefo racional del reactor y, en
algunos casos, a mejorar incluso su eficiencia catalitica (Castillo, E. & Rodriguez, M.,
2014).

2.1.2.2 Biocatalizadores de origen microbiano

Los microorganismos han sido la fuente principal de enzimas, debido a que son una
fuente muy versatil, los microorganismos pueden ser aislados de nuevas y diferentes
fuentes naturales, encontrando nuevos biocatalizadores. Variar las condiciones en el
medio de crecimiento aumenta el crecimiento del microorganismo y con ello aumentar la
produccién de enzima. Actualmente, los microorganismos son modificados mediante
ingenieria genética para obtener enzimas en mayor cantidad y mas resistentes a
condiciones extremas como: temperatura, pH, cantidad de reactivo, entre otras, lo que

representan una alternativa sencilla y econémica, ademas la purificacion de enzimas



extracelulares es facil. Sin embargo, cuando se usan enzimas intracelulares, el proceso

de purificacion llega a dificultarse (Camacho, M. & Campos, J., 2007).

En los ultimos anos, se ha explorado el uso de enzimas vegetales, con la finalidad de
incrementar la basqueda de metodologias mas sustentables, simples y econdmicas.
(Solis, A. et al. 2018).

2.1.2.3 Biocatalizadores de origen vegetal

Esta reportado que las preparaciones crudas de partes de plantas frescas, como las
raices, los frutos, las semillas o las hojas, pueden utilizarse como biocatalizadores. El

uso de partes de plantas evita el aislamiento de enzimas.

El empleo de células vegetales depende de ciertos factores como: la solubilidad de los
precursores, la actividad enzimatica, la localizacion de las enzimas, reacciones
colaterales que dan productos no deseados y presencia de enzimas que degradan los
productos esperados. El pH, la permeabilizacion y efectos osmoticos también influyen en
la capacidad de bioconversion de las células (Dolian, S., 2010). Muchas reacciones
enzimaticas, especificamente las de oxidaciéon y reduccion requieren usar cofactores
como el dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD) y el dinucleétido fosfato
nicotinamida y adenina (NADP), que son caros e inestables, en estos casos es
conveniente utilizar las células enteras (Faber, K., 2003). Algunos ejemplos recientes de
fuentes reductoras son: el jugo de cana, semillas de judia mungo, fruta de la pasién
fresca, brécoli, las espinacas, etc. (Solis, A. et al. 2018). Ademas, dado que México es
un pais con una gran biodiversidad, un cribado de la diversidad natural puede conducir
al descubrimiento de nuevos biocatalizadores (Solis, A. et al. 2018).

2.1.2.4 Clasificacion de enzimas

La International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) ha clasificado a
las enzimas en seis grupos, de acuerdo con el tipo de reaccién que catalizan, ver Tabla
1 (Cornish-Bowden, A., 2014).



Tabla 1. Clasificacion de las enzimas

e ez ‘. Ejemplos de
Clasificacion Clase Funcion
Subclases
Deshidrogenasas
EC. 1 Oxidorreductasas |Reacciones de 6xido-reduccion. Oxidasas
Reductasas
Transferencia de grupos de una a otra Quinasas
EC. 2 Transferasas molécula (metilo, acilo, glicosilo, fosfato, .
Transaminasas
etc.)
., . . . Lipasas
EC. 3 Hidrolasas Formacién e hidrolisis de esteres, amidas, Nucrz)leasas
) HXi nitril lucési Ster .
epdxidos, nitrilos, glucosidos, éteres, etc Proteasas
. Adicidon-eliminacién de moléculas | Descarboxilasas
EC. 4 Liasas -
pequenas sobre C=C, C=0, C=N, etc.
Isomerizaciones como racemizaciones .
EC.5 Isomerasas ! o o ’ Epimerasas
epimerizaciones, transposiciones, etc P
EC.6 Ligasas Formacién de nuevos enlaces, C-O, C-S, Carboxilasas
' C-N, C-C con gasto asociado de ATP. Sintetasas

Las principales clases de enzimas que son utilizadas en sintesis organica son las

oxidorreductasas, transaminasas e hidrolasas (Xie, Y. et al. 2009).
2.1.3 Oxidorreductasas

Se estima que cerca del 25% de las enzimas conocidas son de la familia de las
oxidorreductasas y representan aproximadamente el 30% de las enzimas utilizadas por
la industria farmacéutica (Garcia, J; Hernaiz, M. & Hoyos, P; 2014).

Las oxidorreductasas son enzimas que catalizan reacciones de oxidacion y reduccion,
que en el medio biolégico tienen lugar a través de trasferencia de electrones o atomos
de hidrogeno de un donador (reductor) a un aceptor (oxidante). Otras veces la reaccion

consiste en la incorporacion de atomos de oxigeno en el substrato (Battaner E., 2013).

La gama de sustratos sobre los que pueden actuar es amplia, desde alcoholes, aminas
aldehidos o cetonas hasta sustratos inorganicos como pequenos aniones o metales. Su
uso mas habitual incluye tanto la reduccién de dobles enlaces como el proceso reversible

de oxidacién tanto de alcoholes como de aminas (Gotor, F & Gomez., 2017).

Algunas de las ventajas de las oxidorreductasas son:



e Participan en pasos de sintesis complejas llevandolos a cabo en unas condiciones
suaves.

e Son estereoselectividad, regioespecificas ademas de alcanzar los parametros
cinéticos apropiados y la adquisicion éptima de especificidad de sustrato.

e Su empleo es una buena opcion desde el punto de vista medio ambiental
comparandolo con el uso de las enzimas de la quimica redox, que normalmente

contienen metales de transicion. (Sellés, L. et al. 2018)
2.1.3.1 Aldocetoreductasas

Las Aldocetoreductasas son oxidoreductasas que catalizan la biotransformacion de
cetonas o aldehidos a los correspondientes alcoholes y viceversa a expensas del cofactor
de NAD+* o NADP+ (Sengupa. et al. 2015)

De acuerdo con Nealon (2015), las oxidorreductasas dependientes de NADP* como la
aldocetoreductasa son de gran interés desde el punto de vista industrial, ya que realizan
los pasos criticos en la produccién de muchos compuestos dificiles de sintetizar, en
condiciones suaves. Ademas, las oxidorreductasas dependientes de NADP+ poseen
otras propiedades que las convierten en alternativas muy atractivas a la sintesis quimica
organica, como la estereoespecificidad, la regioespecificidad y la posibilidad de
adaptarlas para que tengan los parametros cinéticos apropiados y la especificidad de

sustrato deseada.

Se ha demostrado que las plantas son catalizadores utiles para la reduccion especifica
de aldehidos y cetonas a los alcoholes correspondientes. En la literatura se ha reportado
el aislamiento y caracterizacion de oxidorreductasas para biocatdlisis en plantas, por
ejemplo, zanahoria (Daucus carota), apio (Apium graveolens) (Maczka, W., et al, 2018).
frijol (Phaseolus vulgaris) (Solis, A. et al. 2019), brocoli (Brassica oleracea var. italica)

entre otras (Suarez, G. et al. 2010).

La reduccién de benzaldehido a alcohol bencilico se utiliza como reaccién modelo para
identificar nuevas fuentes de reductasas en diferentes plantas o sus partes que son
facilmente accesibles en los mercados locales (Solis, A. et al. 2018).



2.1.4 Importancia de las condiciones de reaccion en biocatalisis

Las enzimas, siendo catalizadores bioldgicos, pueden ser utilizadas en una gran variedad
de aplicaciones como lo son la industria alimenticia, la industria textil, el tratamiento de
efluentes, y muchas otras areas de interés comercial; sin embargo, su actividad tiende a
ser poco estable debido que su estructura suele ser fragil, y por lo mismo se
desnaturalizan si no se encuentran en condiciones especificas de pH y/o temperatura
(De Jesus Rostro-Alanis, M., 2016).

La mayoria de los enzimas presentan un pH éptimo para el cual su actividad es maxima;
por encima o por debajo de ese pH la actividad disminuye bruscamente. Este efecto se
debe a que, al ser las enzimas de naturaleza proteica, se desnaturalizan y pierden su
actividad si el pH varia mas alla de unos limites estrechos. Cualquier cambio brusco de
pH puede alterar el caracter idnico de los grupos amino y carboxilo en la superficie
proteica, afectando asi las propiedades cataliticas de una enzima. A pH alto o bajo se
puede producir la desnaturalizacién de la enzima y en consecuencia su inactivacion
(Pérez, F., 2017).

La variacién de la actividad enzimatica con la temperatura es diferente de unas enzimas
a otras, esta en funcién de la barrera de energia de activacién de la reaccion catalizada.
Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en otras reacciones quimicas, en las
reacciones catalizadas por enzimas el efecto de la temperatura es mas complejo porque
casi todas las enzimas se desnaturalizan el ser calentadas por encima de las
temperaturas fisioldégicas. La conformacién de las enzimas se altera usualmente de

manera irreversible perdiendo la actividad catalitica (Lodeiro, A., 2017).

2.1.5 Obtencion de alcoholes
A. Reduccion quimica

La reduccién quimica del grupo carbonilo del benzaldehido al alcohol correspondiente
implica el uso de metales pesados o sus hidruros, tales como borohidruro de sodio
(NaBHa4), hidruro de aluminio y litio (LiAlH4) , trietilborohidruro de litio (LiBHEts), bis
(trimetilsilil) amida de litio (Li(Si)sBH), cianoborohidruro de sodio (NaCNBHs) , bis(2-
metilpropil)aluman (DIBAL), borohidruro de zinc (Zn(BH4)2) o mediante la desproporciéon
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de benzaldehido sobre 6xidos metalicos basicos irreducibles (reaccién de Cannizzaro)
como oxido de zinc (ZnO), oxido de cromo (Cr203) , oxido de magnesio (MgO), oxido de
calcio (Ca0), oxido de bario (BaO), oxido de estroncio (SrO). Algunas de las sustancias
empleadas en la reduccién son inflamables y pueden constituir un peligro para la salud.
Ademas, requieren altos gastos energia y las duras condiciones de reaccion, este
proceso adolece de problemas de sostenibilidad, ya que implica el uso de materias
primas no renovables (Solis, A. et al. 2017).

Usualmente se elige el NaBH4, debido a la seguridad y la facilidad de su manejo, este
compuesto es un sélido cristalino blanco que se puede manipular y pesar sin peligro en
atmdésfera abierta y usar en agua o en solucion alcohdlica. Suelen obtenerse altos
rendimientos de alcohol. El LiAlH4, es un polvo blanco soluble en éter y tetrahidrofurano,
es otro agente reductor. Si bien es mas potente y reactivo que el NaBH4, el LiAlH4 es
también peligroso, y debe ser manejado por personas experimentadas. Reacciona
violentamente con el agua, se descompone cuando se calienta a mas de 125 °C, a pesar
de estos inconvenientes, el LiAlH4 es un reactivo en extremo valioso y se usa con

frecuencia en el laboratorio (Pila, M. et al. 2022).

La reduccion del grupo carbonilo por hidruros son complejos, ya que el ion hidruro no
existe como entidad discreta. Sin embargo, los agentes reductores mencionados,
funcionan como si fueran “equivalentes de iones hidruros” y el paso fundamental en la
reduccién del grupo carbonilo es una adicion nucleofilica. Una vez que la primera
reaccion se completa, se adiciona agua o acido diluido para protonar el alcoxido y generar
el alcohol como producto final. Los aldehidos y las cetonas reaccionan con LiAlHs4 y
NaBH4; la reaccion de reduccién implica una adicion nucleofilica de i6n hidruro al
aldehido o cetona. Los aldehidos se reducen a alcoholes primarios y las cetonas a
alcoholes secundarios (Pila, M. et al. 2022).

B. Sintesis asimétrica

Los procesos de reduccién asimétrica implican el uso de complejos metalicos quirales
(rodio, rutenio o iridio) como catalizadores. La mayoria de los catalizadores de rodio
comunmente utilizados son de fosfina de rodio quiral. Al igual que el rodio los complejos
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de rutenio también son efectivos cuando se usa con diversos ligandos de fosfina quirales
(Xu G. et al. 2012; Vandenberghe, A. et al. 2013; Fruchey E., 2011).

Los catalizadores de rutenio unido a ligandos como BINAP [(2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-
binaftilo]) y BPPM ([(2S, 4S)-1-terc-butoxicarbonil-4- difenilfosfino-2-(difenilfosfinometil)
pirrolidina]), son extremadamente valiosos en la produccion de enantibmeros puros ya
que la configuracion es predecible, lo que significa que el catalizador utilizado con el (S)-
BINAP por lo general da (S)-alcoholes con excelentes %ee, mayores del 99 %. En cuanto
a las condiciones de reaccion, por lo general se llevan a cabo bajo presion de hidrégeno,
en diclorometano o metanol acuoso como disolventes y en algunos casos temperaturas
elevadas de hasta 100 °C, reduciendo el tiempo de reaccion sin pérdida significativa de
selectividad (Fruchey E., 2011).

C. Biocatalisis

La biocatalisis es una herramienta mucho mas versatil y poderosa en comparaciéon con
el procesamiento quimico convencional, el empleo de aldocetoreductasas pueden
ofrecer reacciones altamente selectivas, procesos ambientalmente benignos (Ni, Y., &
Xu, J., 2012), evitando pasos de proteccion y desproteccidon de grupos funcionales, dando
como resultado procesos mas cortos (Solis, A. et al. 2018), es decir, son econémicas y

ambientalmente mejores que las sintesis quimicas convencionales.
2.1.5.1 Importancia de los alcoholes quirales en la industria farmacéutica

La quiralidad es un factor determinante en la eficacia de muchos farmacos, agroquimicos
y aditivos para alimentos, ya que de ello depende su actividad bioldgica, por ello la
produccién de un solo enantidmero de estos compuestos quirales es muy importante en
la industria agroquimica, de alimentos y especialmente farmacéutica (Luna, H., 2004).
Los alcoholes quirales enantioméricamente puros son intermedios valiosos en la
preparacién de una serie de moléculas biolégicamente activas y moléculas precursoras
de farmacos (Colak, S., et al. 2019).

Actualmente, los alcoholes enantioméricamente puros son importantes bloques de

construccién que se utilizan ampliamente como productos intermedios en las industrias
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quimica y farmacéutica para la sintesis de productos finos con centros quirales como
farmacos, aromatizantes y agroquimicos (Chen, B. & Zeferino, F; 2019). Las
oxidorreductasas han sido utilizadas para obtener alcoholes 6pticamente puros a partir
de cetonas, los cuales son precursores importantes utilizados en la industria quimica y
farmaceéutica, como ejemplo de algunas de las trasformaciones se encuentra la reduccion
asimétrica de la tetrahidrotiofen-3-ona para la obtencién del (R)-tetrahidrotiofen-3-ol, que
es un componente clave para sintesis de sulopenem, otro ejemplo es la reduccion
asimétrica de 4-cloro-3-oxo-utanoato de etilo para la obtencion del (S)-alcohol
correspondiente que es un precursor para la produccién de la atorvastatina (Gao-Wei, Z.
& Jian-He, X., 2011).

La reduccién de 4-benziloxi-3-metano-sulfonilamino-2-bromo-acetofenona para la
obtencién de su correspondiente (R)-alcohol (intermediario en la produccién de una
molécula agonistas del receptor 3). Otro ejemplo es la reduccion de 2-bromo-4-fluoro
acetofenona para la obtencion de (S)-1-(2-bromo-4-fluorofenil) etanol, utilizado en la
sintesis de farmacos anti-alzhéimer (Simon, R., Mutti, F. & Kroutil, W., 2013; Yan, Z. et
al. 2011).
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3 PLANTEAMINETO DEL PROBLEMA

La obtencidn de alcoholes por sintesis quimica tradicional garantiza altos rendimientos,
sin embargo, implica el uso de metales pesados o hidruros, algunas sustancias
inflamables, condiciones duras de reaccion y gasto intensivo de energia e implica el uso
de materia primas no renovables. El uso de las oxidorreductasas como biocatalizadores
es una alternativa verde para la produccién de estos alcoholes.

Los procesos biocataliticos desempefan un creciente rol en sintesis organica, ofreciendo
alternativas sostenibles a los procesos quimicos convencionales. Esto se determina a
través de herramientas sencillas para la medida del impacto ecologico de las
biotransformaciones, pudiendo tener en cuenta los reactivos y disolventes empleados,
asi como todos los productos involucrados. En consecuencia, es importante el estudio de
nueva fuentes de biocatalizadores de origen vegetal, para la obtenciéon de
oxidorreductasas y llevar a cabo la reduccion de benzaldehido para obtener los

correspondientes alcoholes de interés en la industria farmacéutica.

14



4 HIPOTESIS

Las oxidorreductasas presentes en los extractos acuoso liofilizado e inmovilizado de

chicharo (Pisum sativum), haba (Vicia faba) y mamey (Poteria sapota), serdn capaces

de llevar a cabo la reduccién de aldehidos a los correspondientes alcoholes.

5 OBJETIVO

Llevar a cabo la reduccién de aldehidos para la obtencién de alcoholes, utilizando

biocatalizadores inmovilizados de origen vegetal.

5.1

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Obtener un extracto enzimdtico con actividad reductasa a partir de materiales
vegetales.

Evaluar la actividad reductasa de los extractos enzimaticos obtenidos de los

materiales vegetales

Inmovilizar las enzimas presentes en los extractos vegetales que muestren actividad

reductasa.

Comparar la actividad oxidorreductasa del extracto inmovilizado con el extracto
vegetal

Evaluar la actividad reductasa del extracto inmovilizado de las diferentes fuentes
vegetales para la reduccién de aldehidos a los alcoholes correspondientes.
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6 MATERIALES Y METODOS

Benzaldehido, alcohol bencilico, 2-acetilpiridina (1a), 3-acetilpirida (1b), 4-acetilpiridina
(1c) y el Acido 4-(2-hidroxieltil)piperazin-1-iletanosulfénico (HEPES) fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich. El acido borico, bicarbonato de sodio sulfato de sodio anhidro, fosfato de
potasio monobdasico y dibasico fueron de J. T. Baker. El acetato de etilo, diisopropiléter
(grado industrial), isopropanol y diclorometano (ambos grado HPLC) se obtuvieron de

Tecsiquim, el Hexano (grado HPLC) de Burdick & Jackson.

El equipo utilizado fue el siguiente: potencidémetro Corning Pinnacle M530; Balanza
analitica Mettler Toledo AG345; cromatdgrafo de gases (CG) HP 6890, la columna HP-5
de Agilent Technologies; el cromatégrafo de liquidos (HPLC) Agilent Series 1100, las
columnas OJ-H (0.46 x 25 cm) y OB-H (0.46 x 5 cm), ambas Daicel Chiralcel; molino de
café Hamilton Beach 80374; incubadora Enviro-Genie; liofilizadora Labconco FreeZone
4.5.

1-(2-piridil)-etanol (2a), 1-(3-piridil)-etanol (2b) y 1-(4-piridil)-etanol (2c) fueron
sintetizados y caracterizados en el laboratorio.

Los materiales vegetales, chicharo (Pisum sativum), haba (Vicia faba) y mamey (Poteria
sapota) se adquirieron de un mercado local de la ciudad de México.

6.1 Evaluacion de la actividad reductasa de los materiales vegetales
6.1.1 Obtencion de extractos enzimaticos con actividad reductasa

Material vegetal fresco: El material vegetal se lavd con agua y jabon, se sumergio
durante 1 min en solucion de hipoclorito de sodio al 5%, se enjuagd con agua destilada
y se dejo secar. El material vegetal se pesé y se molidé con agua destilada (relacién 1:1 o
1:2 p/v), posteriormente se centrifugé a 4000 rpm, 10 min a 5 °C, el sobrenadante

(extracto acuoso) se utilizd6 como fuente de reductasa.

Polvos acetonicos: Las semillas de mamey se molieron en licuadora con acetona,
después se filtraron en un embudo Buhner, el proceso se repitié 3 veces, la harina se
dejé secar a temperatura ambiente para posteriormente tamizar. A 1 g de harina
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desengrasada se le agreg6 10 mL de agua destilada y se agit6é durante 1 h, se centrifug6
a 4000 rpm, 10 min a 5 °C, el sobrenadante (extracto acuoso) se us6 como fuente de
reductasa.

Material vegetal liofilizado: E| material vegetal se lavd con agua y jabdn, se sumergio
durante 1 minuto en solucién de hipoclorito de sodio al 5%, se enjuagd con agua
destilada, se congelo y se liofilizd, finalmente se molié y se homogeneizo el tamafo de

particula.

6.1.2 Obtencion de liofilizados de extracto acuoso de los materiales vegetales:

El extracto acuoso (10 mL) se congeld a -70°C y se liofilizd. Posteriormente se recuperd
el polvo liofilizado, se pesé y tamizd. Los materiales liofilizados se almacenaron en
refrigeracion a 4°C. Para su utilizacion fueron regenerados con la cantidad de agua que

perdieron, se dejaron agitar durante una hora, se usoé la solucion como fuente de enzima.
6.1.3 Inmovilizacion del extracto acuoso vegetal con actividad reductasa

Inmovilizado directo: Al extracto acuoso o el polvo liofilizado (0.1g 0 su equivalente en
volumen) reconstituido en agua, de las de semilla de haba y chicharo, mamey, vaina de
haba y de chicharo se le adicioné la celita en una relaciéon 1:1 y 1:4 (enzima: celita), se

agité a 5 °C por 24 h, se congeld y liofilizo.

Inmovilizado acetonico: El extracto acuoso de la vaina de haba y acetona se enfriaron
a -5°C, posteriormente a la acetona en agitacién constante se le adicién celita en una
relacion 1:1 (extracto acuoso: celita) y se le adiciono el extracto acuoso de vaina de haba
gota a gota, se dejo en agitacion durante 30 minutos, se filtré a vacio y el sélido se dejo
a secar durante 24 h.

6.1.4 Evaluacion de la actividad reductasa de los materiales vegetales

Biorreduccion: A 1 mL de extracto acuoso o su equivalente en peso de los liofilizados e
inmovilizados (1:4), en el caso de los liofilizados e inmovilizados fueron reconstituidos
con 1 mL de agua o buffer de fosfatos (0.15M, pH 8.1), se le agregd 0.015 mmol (1.5 ul)

de benzaldehido disuelto en 48.5 uL de isopropanol, se agit6 mecanicamente a 25 o
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35°C, después de 24 h se extrajo con éter etilico (2 x 0.5 mL), se centrifugo, la fase
organica se seco con sulfato de sodio anhidro, el % de Conversion se determiné por
Cromatografia de gases (CG), se utiliz6 N> como gas acarreador, con un flujo de 0.8
mL/min, temperaturas de inyector y detector de 250°C, temperatura del horno fue de 130
°C y un volumen de inyeccion de 2 uL. Todos los experimentos se realizaron por

triplicado.

(o) Extracto acuoso OH

(reductasas)
H > H

Alcohol bencilico

Benzaldehido

Esquema 1. Reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico

Una vez seleccionados los mejores materiales, se realiz6 la biorreduccion de diferentes

cetonas heterociclicas a sus correspondientes alcoholes, ver Tabla 2.

Tabla 2.Cetonas heterociclicas utilizadas como sustrato para las biorreducciones

Cetonas Alcoholes

ey

1a | 2-acetilpiridina |NfJ\ -CHs 2a | 1-(2-piridil)etanol

o]

o OH

I

1b | 3-acetilpiridina m/ “CHj 2b | 1-(3-piridil)etanol | = CHg
N N
O _CH HO._ _CH,
1c | 4-acetilpiridina \ 2c | 1-(4-piridil)etanol =
= o
N N
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6.2 Reduccion de cetonas

6.2.1 Reduccion quimica con borohidruro de sodio en solucion

En un matraz Erlenmeyer se colocaron 2 mmol (uL) de 1a, 1b o 1¢ se disolvieron en 5
mL de etanol al 95%, posteriormente se agregaron 2 mmol (uL) de borohidruro de sodio
y se agito; la reaccién se monitoreo por cromatografia en capa fina (CCF), cuando ya no
se observo la cetona se agregaron 10 mL de agua destilada fria y se extrajo con cloruro
de metileno (3x 3 mL), la fase organica se sec6 con sulfato de sodio anhidro, se decanto
y se evaporo en el rotavapor. Las cetonas y los alcoholes se analizaron por cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC), Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y CG.

O i HO OH
| S 1) NaBH,, EtOH - = s
) CHg 2)H,0 HiC™ L |+ ) CHy
N N N
2

Esquema 2. Reduccién de 2-acetilpiridina (1a), 3-acetilpiridina (1b) y 4-
acetilpiridina (1c¢) a los alcoholes respectivos (2a, 2b y 2c).

6.2.2 Evaluacion de la actividad reductasa y exceso enantiomeérico

Biorreduccion: A 1 mL de extracto acuoso o su equivalente en peso de los liofilizados e
inmovilizados, en el caso de los liofilizados e inmovilizados fueron reconstituidos con 2
mL buffer de fosfatos o HEPES (0.15M, pH 8.1), se le agregd 0.018 mmol (1.99 uL) de
2-acetilpiridina (1a), 3-acetilpirida (1b) o 4-acetilpiridina (1c) disuelto en 48 ulL de
isopropanol, se agitdé mecanicamente a 35°C o 42 °C, después de 24 h se extrajo con
acetato de etilo (3 x 2 mL), se centrifugd, la fase organica se secd con sulfato de sodio
anhidro, se evaporo y se reconstituyeron con la fase moévil (hexano: isopropanol, 90:10,
v/V). El % Conv se determin6 por CG y el %ee por HPLC. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado.

6.2.3 Métodos de analisis por CGy HPLC
El % Conversién se determiné por cromatografia de gases utilizando N2 como gas

acarreador y temperaturas de inyector y detector de 250°C; la columna, la temperatura
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del horno y el flujo variaron dependiendo de cada compuesto. En la Tabla 3 se muestran

las condiciones utilizadas para cada compuesto y sus tiempos de retencion.

Tabla 3.Condiciones utilizadas para determinar el % Conversion por CG

Aldehido
Aldehido tr (min) Alcohol tr (min) | Temperatura (°C) | Flujo (mL/min)
Benzaldehido 3 Alcohol bencilico 3.5 130 0.8
Cetonas
Cetona tr (min) Alcohol tr (min) | Temperatura (°C) | Flujo (mL/min)
1a 3.44 2a 3.66
1b 4.02 2b 4.70 140 0.7
1c 3.80 3c 4.70

tr-Tiempo de retencion

El % ee se determiné por HPLC quiral, la seleccién de la columna quiral, la velocidad de
flujo, las longitudes de onda del detector, asi como la composicion de la fase movil
(mezcla de hexano: isopropanol) se determind para cada compuesto. Todos los analisis
se llevaron a cabo a 25°C. En la Tabla 4 se muestran los tiempos de retencién y las

condiciones utilizadas para el analisis de cada compuesto.

Tabla 4. Condiciones utilizadas para determinar el % ee por HPLC.

Cetona | Ta(min) | Alcohol | Ta(min) | Columna | Eyyenter | Al .
1a 122 (SR)2a | 89106 91:9 0.8
T 142 (SR2b | 74410 | OB-H 8713 1.0
1c 15.9 (SR)2c | 9.0415 89:11 1.0

tr -Tiempo de retencion, *Hexano: Isopropanol

6.3 Determinacion de proteinas en los materiales vegetales

Las diversas fuentes de reductasas: liofilizado e inmovilizado de vaina de chicharo,
liofilizado e inmovilizado de vaina de haba y vaina de haba seca (50, 100, 50, 100 y 200
mg respectivamente) se suspendieron en 2 mL de agua destilada, la mezcla agité durante
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60 min a 42°C, se centrifugo a 4000 rpm, 5°C por 5 min, posteriormente se tomaron 300
uL del sobrenadante, se afor6 a 5 mL con solucién de Bradford y se determiné la
absorbancia en un espectro UV-VIS a A=595 nm. La concentracion de proteina se
determind utilizando una curva estandar de albumina de suero bovino, por el método de
Lowry et al. (1951).

6.4 Analisis Estadistico

Se realizé un analisis estadistico para evaluar la actividad reductasa con base en él %
Conv y % ee de las diferentes extractos acuosos, liofilizados o inmovilizados utilizando el
software JMP version 13 (SAS Institute Inc., North Caroline, USA), se realizd un anélisis
de varianza de una via (ANOVA) seguido de una prueba pos hoc para comparar las
medias HSD Tukey—Kramer, se consideré diferencia estadisticamente significativa con p
< 0.05. Todos los datos se expresan en media + desviacidén estandar (SD).
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Evaluacion de la actividad reductasa del extracto acuoso de semilla de
chicharo con respecto al tiempo (24 y 48h)

Con la finalidad de determinar los tiempos de reaccidn, se decidi6 iniciar la reaccién de
reduccion de benzaldehido utilizando extracto acuoso de la semilla de chicharo como

fuente de biocatalizador.

En la tabla 5 se presentan los porcentajes de conversion obtenidos al utilizar el extracto
acuoso del chicharo como fuente de biocatalizador, después de 24h y 48h de reaccion.
A las 24h se obtiene un % de Conversidn superior al 90%. Con los resultados obtenidos

se determind, evaluar las reacciones a 24h.

Tabla 5. Porcentaje de conversion utilizando extracto acuoso del chicharo a las 3h,
24h y 48h de reaccién.

Fuente Vegetal Muestreo (h) % Conversion
Extracto acuoso de chicharo 24 94.5 + 3.05
(Pisum sativum) 48 99.1 £0.57

7.2 Evaluacion de la actividad reductasa del extracto acuoso, liofilizado e
inmovilizados de semilla y vaina de chicharo

En la grafica 1 se observa que el porcentaje de reduccién de benzaldehido a alcohol
bencilico con el extracto acuoso de la vaina de chicharo que fue de 96.5%, con el extracto
después de 6 dias en refrigeracion fue de 94.8%, sin embargo, el extracto acuoso
después de 15 dias en refrigeracién el % de Conversion disminuye un 19.1%. Por lo que
el extracto acuoso de vaina de chicharo se puede conservar hasta 6 dias en refrigeracion
sin pérdida significativa de su actividad catalitica. ElI % de Conversién del liofilizado e
inmovilizado del extracto acuoso de la vaina de chicharo fue de 94.3% y 95.3 %

respectivamente, si diferencia significativa con el extracto acuoso.
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El % de Conversion con el extracto acuoso de la semilla chicharo fue de 94.5, mientras
que con el extracto acuoso después de 6 dias en refrigeracibn se observa una
disminucion de 11.0% y a los 15 dias se observa una disminucion de significativa de la
actividad reductasa de mas del 80.0%. Al liofilizar e inmovilizar el extracto acuoso de
semilla de chicharo se observo una disminucion en la conversion de 22.5% y 48.3%,
respectivamente, con respecto al uso del extracto recién preparado. Por otro lado, al
liofilizar e inmovilizar el extracto acuoso de semilla de chicharo se observdé una
disminucion significativa del % de Conversion >39%. Al comparar los resultados de los
extractos acuosos de semilla de chicharo (94.5 %) y la vaina de chicharo (96.5 %), se
observa que la vaina de chicharo tiene un mayor % de Conversion, es estable por mas
tiempo, ademas es un desecho al que se le puede dar un valor agregado.

1200 - =+ -

100.0 -

96.5 94 3
80.0 1
60.0 <
40.0 1
200 1
0.0 4

CCHI22 CCHIGD CCHII )D LCCHI ICCHI CHISD CHI[DD LCHI

% Conversion

Fuente Vegetal

Grafica1. Reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico usando los extractos
acuosos de semilla de chicharo (CHI) y vaina de chicharo (CCHI) recién preparados,
extractos acuosos de semilla de chicharo (CHI6D, CHI15D) y vaina de chicharo (CCHIED,
CCHI15D) almacenados en refrigeracion a los 6 y 15 dias respectivamente, liofilizado
(LCHI) e inmovilizado (ICHI) de semilla de chicharo y liofilizado (LCCHI) e inmovilizado
(ICCHI) de vaina de chicharo. ** p < 0.01 y *** p < 0.001 diferencia estadisticamente
significativa.
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7.3 Evaluacion de la actividad reductasa del extracto acuoso, liofilizados e
inmovilizados de semilla de haba, mamey y vaina de haba

En la grafica 2, se observa que la reduccion de benzaldehido es mas alta con los
extractos acuosos de semilla de haba con tegumento y haba sin tegumento con 99% y
93 % de reduccidn, respectivamente. El liofilizado e inmovilizado de haba sin tegumento
mantienen su actividad catalitica con 99 y 96 % de reduccion, sin diferencia a lo obtenido
para el extracto acuoso. Lo anterior es una ventaja ya que al liofilizar o inmovilizar el
extracto acuoso se podra conservar por mas tiempo sin perder la eficacia de la enzima.
Por otro lado, el liofilizado e inmovilizado de haba con tegumento disminuyeron su
actividad catalitica, con respecto al extracto acuoso, en un 52% y 7% respectivamente.
El proceso de liofilizacion al extracto acuoso de haba con tegumento afecta

drasticamente su actividad reductasa.

Los extractos acuosos de vaina de haba y semilla de mamey presentan bajos % de
reduccion con 8% y 31 %, respectivamente, al liofilizar el extracto acuoso de semilla de
mamey aumento significativamente el % de Conversion en un 34%. La inmovilizacion de
las enzimas presentes en los extractos acuosos de vaina de haba y semilla de mamey
provoco un aumento significativamente su actividad catalitica, con % de reduccion de 45

y 93% respectivamente.

Al obtenerse tan bajos resultados con el extracto acuoso, inmovilizado y liofilizado de la
vaina de haba, se realiz6 la reduccion utilizando: 1) solucién amortiguadora de fosfatos
(0.15 M, pH 8.1) como medio de reccién y una temperatura de 35°C, con estas
condiciones se observd que el % de Conversion aumento significativamente
obteniéndose un 87% de reduccidn para los extractos acuosos y 95% en el caso del
inmovilizado aceténico. Con estos resultados se corrobora que el proceso de
inmovilizacién de enzimas logra aumentar su estabilidad y con ello su actividad catalitica,
en este caso su actividad reductasa. Adicionalmente, se evalué la actividad reductasa
del material vegetal liofilizado (vaina de haba seca) cabe destacar que este caso el
material vegetal uUnicamente es lavado, liofilizado y triturado, con la finalidad de
conservarse por un tiempo mas largo, al evaluar el % de reduccion sorprendentemente
se obtuvo > 99% de alcohol bencilico.
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Grafica2. Reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico usando los extractos
acuosos, liofilizados e inmovilizados de semilla de haba con tegumento (Haba CT), sin
tegumento (Haba ST), mamey (S. Mamey), vaina de haba (Vaina haba) y vaina de haba
seca (Material Vegetal Liofilizado), ** p <0.01 y *** p < 0.001 diferencia estadisticamente

significativa.

Cervantes, F. menciona que la mayoria de las semillas que catalizan la reduccién de
benzaldehido pertenecen a la familia de las fabaceas y se obtienen porcentajes de

conversion mayores al 80%, lo cual se corrobora en las graficas anteriores.

La utilizacion de desechos vegetales es una alternativa interesante como fuente de
biocatalizador, Cervantes, F. reporta que la vaina de frijol rojo como desecho vegetal
tiene 54% de Conversion, sin embargo, al analizar los desechos vegetales como vaina
de chicharo y vaina de haba se obtuvieron % reducciones superiores en un 42.5% y 45
% de Conversién respectivamente.

Después de comparar los resultados obtenidos de la reduccion de benzaldehido, se
seleccionaron los materiales vegetales con los que se obtuvieron porcentajes de
conversion de benzaldehido a alcohol bencilico mayores a 90% y se tomaron en cuenta
las siguientes caracteristicas; el liofilizado de vaina de chicharo como se pudo observar
en la grafica 1 el % de Conversién no tienen diferencia significativa en comparacion con
el extracto acuoso, por lo tanto, al liofilizar se puede conservar durante tiempos

prolongados, por otro lado, se utilizé el inmovilizado de vaina de chicharo ya que se
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comprobd que mantiene su estabilidad y la actividad catalitica de la enzima. Se utilizo la
vaina de haba seca e inmovilizado acetonico de vaina de haba, ya que, al ser estables,
mantienen su actividad catalitica y al ser un desecho fueron de interés utilizarlos como

fuentes de biocatalizadores para la reduccion de cetonas.
7.4 Reduccién quimica de 2-acetilpiridna, 3-acetilpiridina y 4-acetilpiridina

Los alcoholes racémicos fueron sintetizados mediante métodos tradicionales, fueron
sintetizados como referencia para la identificacion de los alcoholes obtenidos mediante
biocatdlisis, los rendimientos y factores de retencidén (Rf) se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Rendimientos de reacciéon

Compuesto Rendimiento | Identificacion por TLC
de reaccion Rf cetona Rf alcohol Fase movil de
(%) .
elucion
1b 57.3 0.4 0.6 50:50
1c 60.0 0.4 0.6 70:30
1d 65.0 0.5 0.7 90:10

* Hexano: Acetato de etilo, Rf = facto de retencién

Los alcoholes correspondientes fueron identificados por CCF, CG, y CLAR, ver anexos
del 1 al 6.

Se identificaron por resonancia magnética de protones H' cada una de las estructuras de
cada cetona y de su respectivo alcohol, los espectros obtenidos se encuentran en los

anexos del 7 al 12.

7.5 Evaluacion de las condiciones de reaccion para la reduccion de 4-
acetilpiridina.

Se evaluaron las siguientes condiciones de reaccién: tiempo, temperatura, solucion
amortiguadora (SA) y cantidad de biocatalizador, para ello se utilizaron las fuentes

vegetales: extracto acuoso liofilizado e inmovilizado de vaina de chicharo, vaina de haba
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y vaina de haba seca, para evaluar su capacidad de reducir la cetona heterociclica 1c y
obtener el alcohol correspondiente (2¢) en forma enantiopura.

El tiempo de retencion para el alcohol (S)-1¢ es menor (9.02 min) al compararlos con los
tr, se determind la configuracién del alcohol que se obtuvo por biorreduccién. En la tabla
4 se muestran las condiciones para el analisis de la cetona-alcohol, los cromatogramas
correspondientes por CG y HPLC se encuentra en el anexo 3 y 6 respectivamente y los

espectros H-RMN correspondientes se encuentran en los anexos 11y 12.

7.5.1 Evaluacion del tiempo de reaccion para la reduccion de 4-acetilpiridina

Debido a que no se conocian los tiempos de reaccién, se decidio iniciar el analisis a las
24h y posteriormente a las 48h. En la grafica 3A se observa que la reduccién de 1c es
mas alta con el inmovilizado de vaina de chicharo y la vaina de haba seca a las 48h sin
diferencia estadisticamente significativa, aumentando en un 50.2% y 29.6%
respectivamente en comparacion a las 24h. En el caso del extracto acuoso liofilizado de
vaina de chicharo el % de reduccion para las 24h y 48h no hay una diferencia significativa,
por otro lado, para el extracto acuoso liofilizado de vaina de haba se analiz6 a las 24h
obteniendo un % de reduccién de 16.8, sin embargo, al inmovilizar el extracto acuoso de
vaina de haba se obtiene un 26.8 % de Conversion, por lo que se prefiere utilizar el
inmovilizado ya que se comprueba que aumenta la estabilidad y la actividad catalitica.

En la grafica 3B se observa que el exceso enantiomérico de (S)-1¢c es mas alto para
vaina de haba seca, el % ee a las 24h y 48h no tiene diferencia estadisticamente
significativa, sin embargo, al inmovilizar el extracto acuoso de vaina de haba con 48h de
reaccion se obtuvo 66.7% ee y a las 24h se obtuvo 78% que al comparalo con el extracto
acuoso liofiizado de vana de haba (75.6% ee), sin diferencia estadisticamente
significativa. Por otro lado, el inmovilizado de vaina de chicharo a pesar de tener un buen
% de reduccidn a las 48h, el % ee disminuye en un 27.5% en comparacioén a las 24h, a
diferencia del extracto acuoso liofilizado de vaina de chicharo que a las 48h hay un
aumento de 48.92% ee siendo este el tiempo de reaccion optimo.
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Grafica3. A) Reduccion de 4-acetilpiridina a 1-(4-piridil)etanol. B) Exceso
enantiomeérico de (S)-1-(4-piridil)etanol. Usando liofilizado (LCC) e inmovilizado (ICC) de
vaina de chicharo, liofilizado (LVH) e inmovilizado (IVH) de vaina de haba y vaina de haba
seca (VHS), con 24 y 48 horas de reaccion, utilizando como medio de reacciéon SA de
fosfatos (0.15M, pH 8.1) y 35°C,

De acuerdo con los resultados se observé que dependiendo del tipo de fuente vegetal
puede variar el tiempo 6ptimo de reaccion. Por esta razén se determiné que la mejor
fuente con el que se obtienen un % ee > 95% y un % de Conversién > 38% es la vaina
de haba seca a las 48h, sin embargo, con este tiempo de reaccion se vuelve dificil el
manejo de la reaccion, ya que la reaccién tiende a secarse y el proceso de extraccién no
es eficiente, por tal razén se decidioé que le tiempo de reaccidén sea de 24h obteniendo un

28



% ee > 95% pero un % de Conversidn de 8.6%. Otras fuentes con resultados interesantes
fueron el extracto acuoso liofilizado e inmovilizado de vaina de haba debido a que son
mas estables a las 24h y se obtiene un % ee > 75%. Para el inmovilizado de vaina de
chicharo el tiempo de reaccién optimo fue de 24h debié que al incrementar el tiempo de
reaccion (48h) se presenta una disminucion en el % ee. Por lo anterior, el tiempo de
reaccion utilizado en la evaluacion de reduccion de cetonas fue de 24h para los siguientes

experimentos.

7.5.2 Evaluacion del medio de reaccion (solucion amortiguadora (SA) de fosfatos
y/o HEPES) para la reduccion de 4-acetilpiridina

Con el tiempo de reaccién optimo se procedié a evaluar el medio de reaccion utilizando
una SA de fosfatos y/o HEPES. En la grafica 4A se observa que la reduccion de 1c al
(S)-2c es mas alta al utilizar una SA de HEPES como medio de reaccion en comparacion
que cuando se utiliza SA de fosfatos. Al utilizar como fuente vegetal el inmovilizado de
vaina de haba se obtuvé 81.4% de reducciéon en SA de HEPES y 53.6% en SA de
fosfatos, por otro lado, el extracto acuoso liofilizado de vaina de haba (34.6% de
Conversion) y la vaina de haba seca con 400 mg de polvo (29.7% de Conversion) no
tienen diferencia estadisticamente significativa en el % de reduccion al utilizar SA de
HEPES, sin embargo, la vaina de haba seca con 200 mg de polvo al utilizar SA de
HEPES se obtiene 15.3% de reduccion y al utilizar SA de fosfatos se obtiene de 8.6% de
Conversion. Para todas las fuentes vegetales probadas en este analisis se comprobéd que
la mejor SA para obtener un mayor % de reduccion es utilizar la SA de HEPES.

En la grafica 4B el exceso enantiomérico de (S)-1c es mas alto al utilizar una SA de
fosfatos como medio de reaccion. Al evaluar la reduccion con la vaina de haba seca, 200
mg de polvo con SA de fosfatos se obtuvo un 98.3% ee, méas alto que al utilizar SA de
HEPES (94.2% ee). Para vaina de haba seca con 400 mg de polvo, no hay diferencia
estadisticamente significativa al utilizar cualquiera de las dos SA, por otro lado, para el
extracto acuoso liofilizado de vaina de haba al utilizar SA de fosfatos se obtiene 75.6%
ee y al utilizar SA de HEPES se obtiene 53.7% ee. El liofilizado de vaina de haba al
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reducir 1c se obtuvo menos de 80%ee con ambas SA, lo mismo sucede con el
inmovilizado de vaina de haba, al utilizar SA de fosfatos como medio de reaccién se
obtiene un 63.6% ee. En ambos casos son mas altos los % de conversién pero la pureza

enantiomérica es mucho menor.
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Graficad4. A) Reduccion de 4-acetilpiridina a 1-(4-piridil)etanol. B) Exceso
enantiomérico de (S)-1-(4-piridil)etanol. Usando liofilizado de vaina de haba (LVH), vaina
de haba seca con 200 mg de polvo (VHS-200) y con 400 mg de polvo (VHS-400) e
inmovilizado de vaina de haba (IVH), el medio de reaccién fue en SA de fosfatos (FS) y
HEPES (HE).

A partir del analisis de los resultados obtenidos se determin6 que el medio de reaccion
optimo es en SA de fosfatos, a pesar de los % de reduccién bajos, se observd que hay

mayores % ee en comparacion que cuando se utiliza SA de HEPES como medio de
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reaccion y la mejor fuente vegetal es la vaina de haba seca con 200 mg de polvocon la
que se obtuvo > 95% ee, otra de las ventajas que tiene utilizar la vaina de haba seca es

su preparacion debido a que es un proceso facil y practico.

Martines, R. reporta que al evaluar las cetonas con SA de HEPES obtuvo un % reduccion
mayor en comparacion con otras SA como: TES, Tris-HCI y boratos, por lo que se
confirma que al utilizar HEPES mejora los % de reduccién, sin embargo, Martines, R.
reporta un % ee no muestra diferencia estadisticamente significativa en las cuatro
soluciones amortiguadoras, en esta investigacion los mayores % ee se obtuvieron al

utilizar la SA de fosfatos.

7.5.3 Evaluacion de la temperatura del medio de reaccion (35°C y 42°C) y cantidad
de polvo para la reduccion de 4-acetilpiridina

La temperatura de reaccidon es un parametro que se evalu6 debido a que tiene un efecto
en la actividad catalitica y la enantioselectividad de una enzima. Un incremento en la
temperatura incrementa la velocidad de reaccion, sin embargo, este también puede
incrementar la probabilidad de desnaturalizacion de la enzima de interés (Sanchez, J. &
Sinisterra, J., 2007). Por esta razén se evalué la reduccion biocatalizada de 4-
acetilpiridina a 35°C y 42°C.

En la grafica 5A se observa que la reduccion de 1¢ es mas alta con el inmovilizado de
vaina de haba con 200 mg de polvo obteniendo 53.6% de Conversién a 35°C, seguido
de la vaina de haba seca con 300 mg y 400 mg de polvo obteniendo 48.3% y 33.6% de
Conversion respectivamente ambas a 42° C, sin embargo, estas condiciones de reaccion
afectan significativamente el % ee. Por otro lado, la vaina de haba seca con 200 mg de
polvo y el extracto acuoso liofilizado de vaina de chicharo con 75 mg de polvo al reducir
1c se obtuvieron mayores % de reduccion a 42°C. Por otro lado al utilizar el extracto
acuoso liofilizado de vaina de chicharo con 50 y 100 mg de polvo, los % de reduccion

fueron mayores al utilizar una temperatura de reaccién de 35°C.

En la grafica 5B se observa que el exceso enantiomérico de (S)-1¢ es mejor con la vaina
de haba seca con 200 mg de polvo con > 90% ee, sin diferencia estadisticamente
significativa si se utiliza 35°C o 42° C, por otro lado, con la vaina de haba seca con 300
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y 400 mg de polvo se obtuvo % ee < 88%, sin diferencia significativa en el temperatura
de reaccion (35 y 42°C). Otra fuente vegetal con un alto % ee es el extracto acuoso
liofilizado de vaina de chicharo con > 90% ee, al utilizar 75 mg o 50 mg de polvo a 42°C
no muestra diferencia estadisticamente significativa, sin embargo, se prefiere utilizar 75
mg de polvo debido a un mayor % de reduccion, al utilizar 100 mg de polvo se obtienen
77.3% ee a 42°C y 10.4% ee a 35°C, por ultimo, al utilizar el inmovilizado de vaina de
haba se obtuvo < 85%ee al utilizar 42°C y 35°C, por lo cual no fue seleccionado para

reducir las cetonas faltantes.
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Grafica5. A) Reduccion de 4-acetilpiridina a 1-(4-piridil)etanol. B) Exceso
enantiomérico de (S)-1-(4-piridil)etanol. Usando vaina de haba seca con 200 mg de polvo
(VHS-200), con 300 mg (VSH-300) y 400 mg (VHS-400); liofilizado de vaina de chicharo
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con 50 mg de polvo (LCC-50), con 75 mg (LCC-75) y 100 mg (LCC-100) e inmovilizado
de vaina de haba con 100 mg de polvo (IVH-100) y con 200 mg (IVH-200), la temperatura
del medio de reaccion fue a 35°C y a 42°C.

Con los resultados anteriores, se determind que la fuente vegetal, el medio, la
temperatura y el tiempo de reaccién, son importantes para la evaluaciéon del % de
conversion y ee. Las mejores fuentes vegetales fueron: la vaina de haba seca con 200
mg de polvo, utilizando la solucién amortiguadora de fosfatos a 42°C durante 24h y el
extracto acuso liofilizado de vaina de chicharo con 75 mg de polvo, utilizando solucién
amortiguadora de fosfatos a 42°C durante 24h.

7.6 Evaluacion de cetonas heterociclicas para la obtencion de alcoholes
Opticamente puros

Se realizo el analisis con respecto a la fuente vegetal, la cetona heterociclica y la solucién
amortiguadora utilizada como medio de reaccién. Los tiempos de retencion para los
alcoholes (S)-1a, (S)-1b y (S)-1c son: 8.9, 7.1 y 9.0 min, respectivamente; al compararlos
con los tr, se determind la configuracion de los alcoholes que se obtuvieron por
biorreduccién. En la tabla 4 se muestran las condiciones para el andlisis de cada par de
cetona-alcohol, los cromatogramas correspondientes por CG y HPLC se encuentra en el
anexo 1 al 6 respectivamente y los espectros H-RMN correspondientes se encuentran
en los anexos del 7 al 12.

En la grafica 6 se observa la reduccion de las cetonas heterociclicas 1a, 1b y 1c y el
exceso enantiomérico de los alcoholes (S)-1a, (S)-1b y (S)-1c, utilizando dos
biocatalizadores. Para la vaina de haba seca se obtuvo el mayor % de reduccién con la
cetona 1c, utilizando una solucion amortiguadora de fosfatos se obtuvo 48.3%, sin
embargo, el mayor % de ee se obtiene con la cetona 1b con 94.3% ee, se corrobora lo
reportado en los resultados anteriores, en donde al utilizar la solucion amortiguadora de
fosfatos se obtienen mayores % ee que al utilizar HEPES. Para el extracto acuoso
liofilizado de vaina de chicharo se obtiene un mayor % de reduccidon con la cetona 1a
utilizando solucién amortiguadora de fosfatos (27.3%), sin embargo, el mayor %ee se
obtuvo con las cetonas 1c y 1a con 94.2 y 92.4% ee, respectivamente, utilizando solucion
amortiguadora de fosfatos y HEPES respectivamente. Con estos resultados se confirma
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gue vaina de haba seca y el extracto acuso liofilizado de vaina de chicharo son buenas

fuentes de biocatalizadores, ademas de ser desechos a los que se les da un valor

agregado.

Los mayores porcentajes de reduccién fueron con 1ay 1c¢, Martinez, R. reporto que esto

se puede deber a la carga parcialmente positiva sobre el nitrégeno de piridina, tras la

coordinacion con un residuo del aminoacido de la enzima, lo que da lugar a una

disminucién de la densidad electronica en acetilcarbonilo, especialmente en las

posiciones oy p favoreciendo la reduccion de oy p acetilpiridinas sobre la m-sustituida.
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Grafica6. A) Reduccién de 2-acetilpiridina (1a), 3-acetilpiridina (1b) y 4-acetilpiridina

(1c) a los alcohole correspondientes (S)-2a, (S)-2b, (S)-2c. B) Exceso enantiomérico de
(S)-1-(2-piridil)etanol (2a), (S)-1-(3-piridil)etanol (2b) y (S)-1-(4-piridil)etanol (2¢). Usando
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vaina de haba seca con 1a (VHS-1a), con 1b (VHS-1b) y con 1¢ (VHS-1c¢); liofilizado de
vaina de chicharo con 1a (LCC-1a), con 1b (LCC-1b) y con 1¢ (LCC-1c), ), el medio de
reaccion fue con buffer de fosfatos (FS) y HEPES (HE).

7.7 Cuantificacion de proteinas en el extracto acuoso liofiliza e inmovilizado de

desechos vegetales: vaina de chicharo y vaina de haba.

Con la finalidad de determinar el contenido de proteina, se decidi6 analizar los desechos
vegetales ya que se han obtenido resultados prometedores en la obtencion de
alcoholes enantiopuros.

En la tabla 7 se presentan los mg de proteina/g de polvo, para el extracto acuoso
liofilizado de vaina de chicharo, el cual tiene mayor contenido de proteina en comparaciéon
con el inmovilizado, esto se puede deber al proceso de inmovilizacion (directo). Lo mismo
sucedio6 con el extracto acuoso liofilizado de vaina de haba en donde se obtuvo un mayor
contenido de proteina en comparacidon con el inmovilizado la diferencia es de 2.26 mg de
proteina / g de polvo). Por otro lado, al comparar el inmovilizado directo de vaina de
chicharo y el inmovilizado aceténico de vaina de haba se puede observar que hay una
diferencia en el contenido de proteina obteniendo una mayor cantidad cuando el
inmovilizado es directo, la inmovilizacién acetonica, ya que, al ser goteado el extracto
acuoso, la proteina precipitada sobre celita, pero una mayor pérdida del contenido
enzimatico en las etapas del proceso, debido a que parte de la enzima queda en el medio
liquido. El soporte que se eligié (celita) tiene resistencia mecénica adecuada a las
condiciones de operacion, y fue facilmente separable del medio liquido lo que facilita sea
reutilizado (Arroyo, M., et al. 2014).

Tabla 7. Determinacién de la concentracion de proteinas por gramo demuestra de
las fuentes vegetales.

mg de proteina ,
Fuente vegetal /reaccion g e Bl g el
polvo
(bg/mL)
Inmovilizado de vaina de chicharo (ICC) 10.08 0.66
Liofilizado de vaina de chicharo (LCC) 9.52 1.30
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Inmovilizado de vaina de haba (IVH) 7.78 0.51

Vaina de haba seca (VHS) 10.61 0.35

Liofilizado de vaina de haba (LVH) 20.53 2.61

8 CONCLUSIONES

Se comproboé la actividad reductasas de los extractos acuosos de vaina de chicharo,
vaina de haba, semillas de chicharo, mamey y haba con y sin tegumento. El extracto
acuoso del chicharo no se puede almacenar en refrigeracién, ya que pierde su actividad
reductasa, mientras que la vaina de chicharo se puede almacenar hasta por 6 dias
manteniendo su actividad catalitica, sin embargo al liofilizarlo e inmovilizarlo se puede
almacenar por tiempo prolongados sin la pérdida de su actividad reductasa. Inmovilizar
los extractos acuosos de vaina de haba y semilla de mamey, aumenta significativamente
la actividad reductasa con respecto al extracto acuoso. El extracto acuoso liofilizado e
inmovilizado de vaina de chicharo, el inmovilizado acetdnico del extracto acuoso de vaina
de haba y la vaina de haba seca son buenas fuente de biocatalizador para reducir
benzaldehido a alcohol bencilico y 4-acetilpiridina (1¢) al correspondiente alcohol (S)-2c.

Las condiciones de reaccidn y la fuente de biocatalizador tienen una influencia importante
en la pureza éptica del alcohol, para obtener el alcohol (S)- 2¢ se prefiere utilizar 200 mg
de vaina de haba seca, en SA de fosfatos a 35°C y 75 mg del extracto acuso liofilizado
de vaina de chicharo, con una SA de HEPES a 42°C. Bajo estas condiciones, para
obtener (S)-2a y (S)-2c¢ con altos %ee la mejor fuente fue el extracto acuoso liofilizado de
vaina de chicharo, al utilizar SA de HEPES vy fosfatos, respectivamente. Mientras que
para obtener el alcohol enantiopuro (S)-2b, la mejor fuente fue la vaina de haba seca, al
utilizar SA de fosfatos

Estos resultados son prometedores ya que el extracto acuso liofilizado de vaina de
chicharo y vaina de haba seca son buenas fuentes de biocatalizadores puesto que
pueden reducir cetonas con una alta estereoselectividad mediante un enfoque
respetuoso con el medio ambiente ademas de ser desechos a los que se les da un valor
agregado.
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10 ANEXOS

mmm— 2-gcetilpiridina (1a)
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Anexo 1.  Cromatograma por CG de 2-acetilpiridina (1a) y 1-(2-piridil)etanol (2a). los
tiempos de retencion de los diferentes compuestos en la mezcla fueron: 3.4 min para 1a
y 3.7 min para 2a.

mmmm  3_gcetilpiridina (1b)
i 1-(3-piridi))etanol (2b)
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Anexo 2. Cromatograma por CG de 3-acetilpiridina (1b) y 1-(3-piridil)etanol (2b). los

—_—

T T
2 2

tiempos de retencion de los diferentes compuestos en la mezcla fueron: 4.0 min para 1b
y 4.7 min para 2b.
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Anexo 3. Cromatograma por CG de 4-acetilpiridina (1¢) y 1-(4-piridil)etanol (2c). los
tiempos de retencion de los diferentes compuestos fueron: 3.8 min para 1c y 4.7 min para
2c.
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Anexo 4. Cromatograma por HPLC de 2-acetilpiridina (1a) y 1-(2-piridil)etanol (2a).
los tiempos de retencién de los diferentes compuestos en la mezcla fueron: 12.2 min para
1a, 8.9 min para (S)-2a y 10.6 min para (R)-2a.
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Anexo 5. Cromatograma por HPLC de 3-acetilpiridina (1b) y 1-(3-piridil)etanol (2b).
los tiempos de retencién de los diferentes compuestos en la mezcla fueron: 14.2 min para
1b, 7.1 min para (S)-2b y 11.0 min para (R)-2b.
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Anexo 6. Cromatograma por HPLC de 4-acetilpiridina (1c) y 1-(4-piridil)etanol (2c).
los tiempos de retencidn de los diferentes compuestos fueron: 15.9 min para 1¢, 9.0 min
para (S)-2c y 11.5 min para (R)-2c.
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Anexo 8.

Espectro de H-RMN de 1-(2-piridil)etanol (2a).
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Anexo 9. Espectro de H-RMN de 3-acetilpiridina (1b).
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Anexo 10. Espectro de H-RMN de 1-(3-piridil)etanol (2b).
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f Reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico
2 utilizando biocatalizadores de origen vegetal

Elizabech Alvarer Momealve, B Marlen Martner Casares*, Aids Soles Oba, Liliars Hemandez Vasquaz, Tulia Cassani, SETR AT
Héctor Lena Comtla [ WKLY AC
[
Dwepartamonio de Sistemas Biclogicos, Division de Ciencias Biologicas ¥ de la Salud, Univemidad Awtoooma
Matropolitana, Unidad Xochimdles, Cale dal Huese 1100, Coapa, Villa Cuismd, Covoscan, 04580, Cindad de Maxica,
I rtners [ COMeD. T0C. 1M, T

INTRODUCCION

La reduccion de aldshidos v cetonas constitoye uma herramients fmponante en quintca organics pars 1a preparacion de
slcoholes, 1 cual se puede Devar a cabo con raductasas de origen vegetsl en sustimecion de los catslizadores quemicos,
que son contannnsntes del medic ambismte. El objetive de este tsbaje fue la reduccion de benzaldshido pars obtensr
alcehel bencilico, utilizando las reductasas presentes en extractos acuosos de origen vegetal, asl como en los liofilizados
v en los mmovilizados sobre celita de dichos extractos -

METODOLOGIA

1. Obtencion del extracto acness del 1. Liohlirado del extracto acoeso
material vegetal con actividad 4. Evaluacion de la actividad reductasa

El extractr acuowo (10 ml) we congale
a -T3"C, luego se Bofilizs
Exiracin soeonn

3. Inmovilizacién de Ia reductasa - "
presemie en el exiracio acmeso
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Grafica 1. Beduccion de henzaldshido a alcobnl bencilico

usanda los extractos acuosos de: semilla de chichare (CHI) ¥ Grifica 1. Reduccion de benzaldebide 2 alcohol
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CCHIISD) al s en refrizemcion 6 v 15 dias CT). s tRgumanto (haba 5T, 'i.'a.l:n:a de haba (Vana
. haba) ¥ harma desengrazada de semdlla de mamey (5.
[epeciivamente; exiacio acuoso g semilla de chicharo Mamer = :
liofilizade (LCHI) & inmevilizade (TCHI) amey)
CONCLUSION Referencias

Loz extractos aconses (Eac) de semilla v cascara de chocharo v de| 1 Solis A - Mtises, B b, Covamio, F.; Parer, . L Manjures, K, Solis,
semilly de haba mostraron alta actividad reductasa. El lisfilizado del M. Bincoinl. Bloransinrmation 209, 37 (2}, 132150 14)

Eac de la cascara de haba sin fegumento manfove su actividad| @ Yisdkow, B D Hesrovs, B A Matyutise, & Vs Boko, A O
beocatmbitca ongmal Mieniras que los Inmewilizados de los EAC de Beveepicays, [ O Vaegeslew, V. V. S, 2 H;
vaina da haba, semilla de haba v de semilla d= mamev comssrvaron o Erivoshapkinm, F.F. 4. dgric. Food Cheer, 2009, 67 (420 115331 1567
mejorared 1a actividad redociaza onginal.

Anexo 13. Cartel del congreso internacional de La Sociedad Quimica de México 2022
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Anexo 14. Constancia de presentacion del cartel titulado “Reduccion de benzaldehido

a alcohol bencilico utilizando biocatalizadores de origen vegetal’.
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INTRODUCCION

La reduccion de aldehidos v cetonas consthrye wma hemrsmients imponante en quimica ofgamica para la preparacion de
alocholes, 1z onal se puede Hevar a cabo con reductasas de origen vegetsl en sustimcion de los catalizadores quimicos,
que son contaminsnies del medic ambiente. El objetive de este mabajo fue la reduccion de benzaldelido para obienar
alcohol bencilico, utilizando las reductasas presentes en exiractos acuosos de origen vegetal, asl come en los liofilizados v
en los inmovilizados sobre celita de dichos exractos .
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METODOLOGIA
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CONCLUSION

5o comprobe [ activided redecasas de Jos sxacios acucsos de vaina de chichare y de baba, semillas de chicharo, mamey y haba con y sim
tegumsnio. Fl extracto aceowo del chicharo piarde su actividad meductasa o we aleacena en redfrigeracion, misntas que la vains de chdckaro s
pusde almzcezar basta por § dias. Inmovilizar la eductaza presents en los exmactos acecsns de vaine de haba v wemilh de mamey, sumena
sigmificatvarants [a acthidad hiccamltica con reapacte al extracts aczoio. El axtracts acuoso de vaiza de chickarn, o inmondlizads ds sazedla da
eargy ¥ ol Bofilizade de vainay e haba won boesas feate de biocanlizador, adep=as wom un desecho al que e bs pueds dar un valor agregzado.

EEFERENCIAS Foskioms, . 0 om0 My . ¥ Masom . 3¢ Shovmapn . 0yt Agric. Faad Cham 2879, 63 (65 1143311367,
Anexo 15. Cartel del Xl congreso del Departamento de Sistemas Bioldgicos celebrada

en la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco.
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m DEPARTAMENTO DE SISTEMAS
BIOLOGICOS
Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA  Jefaturas de Areas de Investigacion

METROPOLITANA
Otorgan la presente CONSTANCIA a:

Elizabeth Alvarez Montalvo, R. Marlen Martinez Casares, Aida Solis Oba, Liliana Hernandez Vazquez, Julia
Cassani Hernandez, Héctor Luna Contla

Por presentar el cartel titulado
“Comparacion de reductasas de origen vegetal para la reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico”

BIOLOGICOS

En el IX Congreso del Departamento de Sistemas Biolégicos
Realizado en la Ciudad de México, los dias 13 y 14 de octubre de 2022

g 79(&;%@@% Z
Dr. Esteban Barranco Florido Dr. Juan Francisco Palacios Espinosa

Jefe del Departamento de Sistemas Bioldgicos Jefatura del Area de Obtencién y
Produccién de Compuestos Organicos

Anexo 16. Constancia de presentacion del cartel titulado “Comparacion de reductasas

de origen vegetal para la reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico”.
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