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RESUMEN

En el presente trabajo se investigb la capacidad reductora de los microorganismos
ascomicetos Monascus kaoliang CBS 302.78 y Diplogelasinospora grovesii IMI 171018 a
condiciones sostenibles con la finalidad de obtener un método alternativo de sustitucién de
los catalizadores tradicionales basados en metales y boranos, los cuales generan bajas
productividades y contaminacién debido a los subproductos. Los microrganismos fueron
cultivados en medio Haggs. Los ensayos se realizaron empleando un equipo de
cromatografia Liquida de Alta Eficiencia HPLC. Al utilizar el microrganismo Monascus
kaoliang en sustrato de acetofenona a concentraciones alrededor de 10.4 mM se obtuvo
una conversién del 58% y una productividad de 3.2x10* mM/g cat*h mientras que la
Diplogelasinospora grovesii, en sustrato acetofenona a concentraciones alrededor a 7.2
mM, permitié una conversién del 54% con una productividad de 3.6x10** mM/g cat*h. En
base a los resultados podemos concluir que ambos microorganismos son una alternativa
para lograr la reduccién de cetonas a condiciones sostenibles, pues suceden a condiciones
casi ambientales y en medios acuosos. Asimismo, que la reduccién de la acetofenona tuvo
lugar en la fase estacionaria de crecimiento de los ascomicetos (después de 7 dias de
crecimiento), y que la cinética de reaccién es de pseudo primer orden con una velocidad
especifica de consumo del sustrato que es aproximadamente diez veces mayor que la
velocidad especifica de obtencién del producto 1-feniletanol.

Palabras clave: biocatélisis, biotransformacién, acetofenona, Monascus kaoliang, Diplogelasi-
nospora grovesii.

ABSTRACT

In this research work it was investigated the reducing capacity of the microorganisms
ascomycetes Monascus kaoliang CBS 302.78 and Diplogelasinospora grovesii IMI 171018
under sustainable conditions, in order to obtain an alternative method that would allow to
replace traditional catalysts based on metals and boranes which generate low productivity
and pollution due to the subproducts. The microorganisms ere cultivated in Haggs media.
The tests were carried out by using a high efficiency liquid chromatography HPLC. The use
of the microorganism Monascus kaoliang in acetophenone substrate to about 10.4 mM
concentrations produced a conversion of 58% and a productivity of 3.2x10* mM / g cat *
h while the Diplogelasinospora grovesii in substrate acetophenone at concentrations
around 7.2 mM, allowed a conversion of 54% with a productivity of 3.6x10* mM / g cat *
h. Based on this results we conclude that both nicroorganisms are a good alternative to
achieve the reduction of ketones to sustainable conditions, this happening almost at
environmental conditions and in aqueous media. Likewise, the reduction of acetophenone
took place in the stationary growth phase of the ascomycetes (after 7 days of growth), and
the reaction kinetics is of a pseudo first order with a specific speed of substrate
consumption of about ten times greater than the specific speed of the obtention of the
product 1-phenylethanol.

Keywords:  Biocatalisis;  Biotransformations,  acetophenone, =~ Monascus  kaoliang,
Diplogelasinospora grovesii.
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I. INTRODUCCION

Aunque nuestra sociedad occidental demanda cada vez una mayor cantidad de productos quimicos,
la percepcién que se tiene de lo quimico es cada vez mas negativa. Es cierto que el sector quimico ha
tenido un elevado crecimiento en la produccién de compuestos demandados por una sociedad cada
vez mas depredadora de bienes de consumo, y segun las previsiones, éste crecimiento continuaré en
el futuro. Si bien es cierto que la presién incrementa la actividad productiva, lo es también la
actividad contaminante y generadora de residuos molestos, dando lugar a una imagen negativa de
todo aquello que se relaciona con la quimica (Domeénech, 2005: 1).

En ese sentido, desarrollar procesos en el campo de la Quimica Sostenible (“Green Chemistry &
Engineering”) hoy en dia juega un rol muy importante toda vez que utiliza un conjunto de principios
que reducen o eliminan el uso y generacién de sustancias peligrosas en el disefio, manufactura y
aplicacién de los productos quimicos, manteniendo la calidad del producto final y la rentabilidad
econdémica del proceso.

Esto lleva implicito alcanzar un proceso que sea inocuo en si mismo y respetuoso con el medio
ambiente (Quezada, 2006: 6).

A lo largo de los ultimos afos, la demanda de compuestos enantiopuros ha crecido de forma
sustancial, principalmente dentro del &mbito de las industrias de aromas y agroquimica, y de forma
alin mas destacada en la industria farmacéutica (Nunez et al, 2009; Davies y Welch, 2009). En ese
sentido, la reduccién estereoselectiva de un carbonilo proquiral (C=0) en un alcohol que posee un
centro estereogénico (*CH-OH) es un proceso de gran importancia dentro del &mbito de la sintesis
asimétrica, puesto que supone un proceso directo que transcurre con gran economia atémica para la
obtencién de alcoholes enantiomericamente puros (Sheldon, 2000).

En el 2002, la produccién de alcoholes quirales supuso unas ventas de 7 billones de délares,
estimandose un aumento de hasta 14,9 billones para el 2009 (Parachin y cols, 2010). Actualmente,
se ha superado dichas expectativas. Debido a la enorme importancia de este tipo de compuestos en
la sintesis de moléculas bioactivas, la reduccién estéreo selectiva de cetonas ha adquirido un enorme
interés industrial, y en ese sentido, se han descrito numerosas rutas cataliticas; asi, la hidrogenacién
asimétrica de cetonas catalizada por metales (Nayori, 2002) o el empleo de boranos (Ma y Cahard,
2004; Burkhardt y Matos, 2006) constituyen procesos que han sido descritos de manera eficiente a
escala industrial. No obstante, se suelen precisar condiciones poco compatibles con la Quimica
Sostenible (Anastas y Warner; 1998; Anastas, 2002; Tucker, 2010; Anastas, 2010; Anastas y Eghbali,
2010) puesto que en dichos procesos suelen utilizarse temperaturas elevadas, disolventes y/o
reactivos toxicos.

De forma complementaria a estos procesos quimiocataliticos, la reduccién de cetonas empleando
biocatalizadores constituye una alternativa muy eficiente y atractiva que opera a condiciones de pH y
temperatura mucho maés suaves. La ventaja de las reacciones biocataliticas sobre las reacciones
quimicas tradicionales consiste en que aquellas son estéreo selectivas y pueden realizarse a presiéon
atmosférica y temperatura ambiente. Dado que muchos procesos biocataliticos se pueden llevar a
cabo en medio acuoso u organico/acuoso empleando disolventes poco téxicos, justifica que la
biocatdlisis sea una de las lineas fundamentales en el desarrollo de la Quimica Sostenible. Ademas,
las enzimas y células microbianas se pueden inmovilizar y reutilizar lo cual rebaja los costes de
produccién (Faber y Kroutil, 2005; Faber, 2004).

Asimismo, en la reaccién de reduccién de un compuesto carbonilico hasta el correspondiente alcohol
se consume un equivalente de coenzima (NAD(P)H) por cada equivalente de sustrato convertido,
generando un equivalente de coenzima oxidada (NAD(P)*). Debido a este hecho, cuando se
emplean enzimas aisladas es necesario desarrollar un sistema de regeneracién de la coenzima, pues
de otra manera el proceso seria econémicamente muy desfavorable. Por ello, no es de extranar que
aproximadamente un 75% de los procesos de biorreducciones industriales empleen células enteras,
pues el microorganismo posee la maquinaria metabdlica requerida para la regeneracién de la
coenzima (Nayori, 2002).
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No obstante, el hecho de que existan muchas colecciones de microorganismos comercialmente
disponibles (ATTC, NCTC, DSMZ o CCUG) (Drauz y Waldmann, 2002), constituye una gran ventaja
respecto al empleo de enzimas aisladas, puesto que el nimero de las mismas al cual se puede
acceder comercialmente es mucho mas limitado (Hiroaki, 2010; Groger et al, 2010).

Por otra parte, las células enteras pueden ser utilizadas en procesos de biorreduccién en diferentes
estados fisioldgicos (Presecki et al, 2006): en reposo (Martines et al, 2000), crecimiento (Carballeira et
al, 2004), permeabilizadas (Zhang et al, 2009) o liofilizadas (Hoyos et al, 2008) siendo el primer tipo
el més frecuente.

Los procesos industriales basados en procesos biotecnolégicos suelen ser altamente sostenibles. Asi lo
reconoce la, Organisation for Economic Cooperation and Development, (OECD), en sus
publicaciones como la va clésica “Biotecnlogy for clean industrial products & process: towards
industrial sustainability” de 1998, donde hace notar que la biotecnologia es una herramienta
poderosa para alcanzar el desarrollo industrial sostenible. Ademas, el moderno desarrollo de los
procesos busca hacerlos mediante intensificacion de los mismos vy siguiendo las metodologias v
conceptos emanados de la filosofia del desarrollo sostenible (Curzons et al, 2001). Esta nueva
manera de desarrollar los procesos biotecnoldgicos industriales es la que recibe el nombre de
Biotecnologia Blanca (Jenck et al, 2004).

En ese sentido, el presente articulo pretende contribuir a eco-disefiar las biorreducciones en
condiciones sostenibles (medios acuosos, temperatura ambiente y presiéon atmosférica) empleando
microorganismos con el cosustrato adecuado para la regeneracién del cofactor y utilizando equipos
cualificados y métodos validados de analisis. Los microorganismos de la coleccién de partida y los
medios de cultivo empleados en el presente trabajo de investigacién fue propuesto por el Centro de
Investigacién Bésica de Galxo-SmithKline (GSK) abarcando microorganismos de diferentes grupos
taxondémicos (Carballeira, 2003).

ll. MATERIAL Y METODOS
2.1 OBJETO DE ESTUDIO

El objeto de estudio estuvo constituido por los microorganismos (Monascus kaoliang vy
Diplogelasinospora grovesii) empleados en condiciones casi ambientales y en medios acuosos para
los procesos de reacciones de reduccién de cetonas toméandose como reaccién test la reduccién de la
acetofenona.

Las cepas microbianas fueron proporcionadas por la empresa Glaxo Smith Klane. Los medios de
cultivo fueron adquiridos en Merck y Difco vy el sustrato acetofenona en Sigma-Aldrich.

Las variables estudiadas fueron la conversién, rendimiento, productividad y parametros cinéticos de
la reaccién test, para lo cual se tomaron muestras de biomasa de M. kaoliang v de D. grovesii
respectivamente.

2.2 EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Se evalué el grado de conversién de la acetofenona en 1-feniletanol via anélisis a diferentes tiempos
utilizando la cromatografia liquida de alta eficiencia y usando el método de estdndares externos.

Todos los ensayos cromatogréficos se realizaron empleando un equipo de cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia HPLC marca Agilent 1100 series, con las siguientes condiciones cromatogréficas:

Fase moévil : Metanol — Agua (45: 55 v/v)
Flujo : 1 mL/ min
Volumen de Inyeccién ;10 ul
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Longitud de onda : 2174 nm (detector de arreglo de diodos (DAD))
Temperatura Termostato : 30 °C
Columna : Teknokroma Mediterranea Sea C18

(5 um*15cm*0,46cm)

2.3 METODOS Y TECNICAS
Condiciones de crecimiento

Los microrganismos fueron cultivados en medio HAGGS: (ajustado a pH=6,5) Glicina 2 g/L;
extracto de soya 6 g/L; almidén 20 g/L; solucién de elementos traza 1 ml/L. Solucién traza:
FeSO,.7H,0 1 g/L; MnSO,4H,0 1 g/L; CuCl, 0.025 g/L; CaCl, 0.10 g/L; H;BO; 0.056 g/L;
ZnS0O,.7H,0 0.2 g/L; (NH,)sMo,0,,.4H,0 0.019 g/L.

Reaccion de reduccion

Los microorganismos se cultivaron en matraces de 250 mL conteniendo 50 mL de medio de cultivo a
28 °C y 250 rpm en un equipo de agitacién orbital tipo estufa. Después de 7 dias de crecimiento se
transfirié a un tubo falcon de 15 mL v se centrifugé a 4000 rpm en una centrifuga de rotor angular 8x
EBA 20, durante 15 min. El sobrenadante de la centrifugacién se desecho vy la biomasa se lavé 3
veces con 50 mL de tampén fosfato (KH,PO,/K,HPO,) 50 mM, pH=6,5. Luego la biomasa se re-
suspendié en unos 30 mL del mismo tampén en un matraz de 250 mL, se anadié un volumen
determinado de sustrato acetofenona y 0,50 g de glucosa como regenerador del cofactor, de tal
manera que al aforar a 50 mL con la solucién tampén de fosfato se tiene la concentracién inicial
utilizada de acetofenona. Finalmente el matraz de reaccién se agité a 28 °C y 250 rpm en un
agitador orbital de temperatura controlada.

Obtencion de datos experimentales

Se tomaron alicuotas de 500 ul de muestras a diferentes tiempos para ser analizadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia, HPLC, fase reversa y a las condiciones cromatogréficas
descritas, considerando 03 replicas por cada lectura realizada. Los datos experimentales obtenidos
para la cinética de reaccién fueron evaluados usando el programa EXFIT del paquete estadistico
SIMFIT W.G. Bardsley W. G. Bardsley, University of Manchester, U.K, Windows V5.5 Académica
2005.

[1l. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 “Screening” Taxonomico

Una vez constituida la colecciéon de partida conformada por 9 microorganismos (3 bacterias, 3
levaduras y 3 hongos filamentosos) v determinados los medios de cultivo adecuados para el
crecimiento de los microorganismos, se dio inicio al proceso de seleccién o “screening” taxonémico.
Se seleccioné como reaccién test (para evaluar la actividad reductasa de cada uno de los
microorganismos), la reduccién de la acetofenona, por ser una reaccién sencilla que puede ser
analizada por HPLC para poder tener un criterio cuantitativo de las actividades que presentan
nuestros microorganismos. El objetivo de este “screening” fue determinar qué microorganismos eran
capaces de catalizar la biotransformacién de nuestro sustrato (acetofenona) sin que aparecieran
reacciones secundarias. En la Tabla 01 se muestran los resultados del “screening” con los
microorganismos de la coleccién de partida.
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Tabla 01. “Screening” de microorganismos de la coleccion de partida

Grupo Microorganismo Codigo Conversién (%)
Bacteria Rhodococcus rhodochrous DSMZ 11097 5
Bacteria Ralstonia eurotropha DSMZ 2839 8
Bacteria Rhodococcus erythropolis DSMZ 8424 10
Levadura Williopsis saturnus NCYC 2313 12
Levadura Williopsis californica CBS 2158 16
Levadura Pachysolen tannophilus NCYC 1597 13
Ascomiceto Coniochaeta velutina CBS 981.68 40
Ascomiceto Monascus kaoliang CBS 302.78 70
Ascomiceto Diplogelasinospora grovesii IMI 171018 50

De la tabla 01 se deduce que de la coleccién estudiada, los hongos filamentosos son el grupo
taxonémico que presentan mayor actividad reductasa mientras que las bacterias y levaduras son
poco activos frente a la reaccién test propuesta. En biotransformaciones catalizadas por células
enteras la principal limitacién estd dado por el crecimiento no reproducible de la biomasa.

Asi, para comprobar la reproducibilidad de los resultados obtenidos y evitar seleccionar
biocatalizadores con comportamientos poco reproducibles, se llevé a cabo la reaccién test por
triplicado con los microorganismos que presentan la mejor actividad reductasa.

De la Tabla 02 se deduce que los resultados obtenidos con el microorganismo Coniochaeta
velutina son poco reproducibles al presentar resultados muy dispersos de conversién como lo
demuestra el elevado valor del coeficiente de variacion (%CV=13,8). La reproducibilidad de los
datos mejoran con Monascus kaoliang v Diplogelasinospora grovesii al obtenerse mejores
conversiones de sustrato (X=70% y 50%, respectivamente) con bajos coeficientes de variacién
(%5CV<2%), razén por la cual se escogieron estos dos ultimos microorganismos para realizar el
estudio cinético de la reduccién de la acetofenona. Se compar6é ademés éste comportamiento con el
descrito por Carballeira 2003 y se observé que es coincidente con lo encontrado en la reduccién de
acetofenonas hidrofébicas.

Tabla 02. Reproducibilidad del “screening”

Conversién (%)

Grupo Microorganismo 1° 90 30 X s %CV
Ascomiceto Coniochaeta velutina 25 30 33 29 404 138
Ascomiceto Monascus kaoliang 70 69 71 70 1,00 14
Ascomiceto Diplogelasinospora grovesii 51 50 51 51 1,00 1,1

X = conversion promedio; s = desviacion estandar; %CV = coeficiente de variacion.

3.2 Estudio Cinético

Cuando se llevan a cabo reacciones con microorganismos, no todas las moléculas del sustrato se
encuentran disponibles para conversién inmediata; la reaccién tiene lugar inicamente después que el
sustrato ha sido transportado al lugar de reaccién, por lo que los procesos de transferencia de materia
pueden ejercer una gran influencia sobre la velocidad global de conversiéon. Cada célula responde a
la concentracién de sustrato segin su posicién con una velocidad de reaccién determinada por los
paréametros cinéticos del biocatalizador. La velocidad local de reaccién se denomina velocidad
verdadera o velocidad intrinseca; las cuales son dificiles de medir en microorganismos. Sin embargo,
es posible, medir la velocidad global de reaccién para el catalizador entero. En un sistema cerrado, la
velocidad de desapariciéon de sustrato en el seno del liquido debe ser igual a la velocidad global de
conversién por reaccién, hecho que en los sistemas heterogéneos se denomina velocidad observada.

Cuando los niveles de sustrato cambian lentamente durante la reaccién, los datos de velocidad
observada pueden obtenerse recogiendo muestras de la mezcla de reaccién a diferentes tiempos y
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analizando la variacién de la concentraciéon de sustrato. A modo de ejemplo se muestra en la
siguiente tabla la disminucién de la concentracién inicial de sustrato acetofenona (7.21 mM).

En la Tabla 03, se puede observar que las areas del sustrato en los cromatogramas presentan poca
dispersion como lo demuestran los bajos valores de la desviacién estandar y del coeficiente de
variacion, lo que da solidez al valor promedio tomado para la determinacién de la disminucién de la
concentracién de la acetofenona en funcién del tiempo de reaccién. Resultados similares fueron
obtenidos con el microorganismo Monascus kaoliang. Para observar mejor los resultados obtenidos,
en la figura 1 se muestra la cinética de consumo del sustrato acetofenona catalizada por D. grovesii,

En la Fig. 01 se puede observar que los resultados experimentales tienen una tendencia de
decaimiento exponencial, lo cual es coincidente con la misma tendencia expuesta por Fernandez,
Lucas y Col (2008); razén por la cual todos los ensayos de consumo de sustrato para ambos
microorganismos fueron ajustados con el programa EXFIT del paquete estadistico SIMFIT v5.5 ed.
18 a un modelo de decaimiento exponencial de la forma:

FO =[4e*1+C
Donde:

K = Constante aparente de velocidad de consumo de sustrato. (A7)
C = Valor asintético cuando el tiempo decrece indefinidamente. (mM)
A = Gradiente de concentracién entre el estado inicial y el tiempo t. (mM)

La derivada de la funcién f(t) es la expresion de la velocidad observada de consumo de sustrato por
lo que la expresién para calcular la velocidad inicial observada de consumo de sustrato queda
establecida como:

De igual manera, cuando los niveles de producto cambian lentamente durante la reaccién, los datos
de velocidad observada pueden obtenerse recogiendo muestras de la mezcla de reaccién a diferentes
tiempos y analizando la variacién de la concentracién de producto. A modo de ejemplo se muestra
en la Figura 02 el incremento de la concentraciéon de producto 1-Feniletanol empleando M. kaoliang
como biocatalizador.

Tabla 03. Resultados del andlisis por HPLC del consumo de acetofenona con D. grovesii

Tiempo ACETOFENONA Area s %CV [mM] [mM]

H Areal area? area3 Promedio vial | matraz

0 1537.28000 | 1536.99889 | 1537.29876 | 1537.19255 | 0.168 | 0.01% 2.40 7.21
2 1449.38973 | 1449.36789 | 1450.00123 | 1449.58628 | 0.360 | 0.02% 2.27 6.80
4 1371.74578 | 1372.10023 | 1371.74806 | 1371.86469 | 0.204 | 0.01% 2.14 6.42
8 1238.45886 | 1239.20012 | 1238.45788 | 1238.70562 | 0.428 | 0.03% 1.93 5.79
12 1132.85038 | 1132.87569 | 1132.85043 | 1132.85883 | 0.015 | 0.00% 1.76 5.28
24 928.21452 928.22568 928.23618 928.22546 | 0.011 | 0.00% 1.44 431
48 772.30403 772.38762 772.34721 772.34629 | 0.042 | 0.01% 1.19 3.56
72 731.39665 732.78765 732.73635 732.30688 | 0.789 | 0.11% 1.12 3.37
96 722.18183 722.18765 722.19876 722.18941 | 0.009 | 0.00% 1.11 3.32
144 718.89793 718.89876 718.78965 718.86211 | 0.063 | 0.01% 1.10 3.31
192 718.68278 718.68753 718.69876 718.68969 | 0.008 | 0.00% 1.10 3.31
240 718.66356 718.67543 718.68546 718.67482 | 0.011 | 0.00% 1.10 3.31
264 718.66345 718.67876 718.98744 718.77655 | 0.183 | 0.03% 1.10 3.31

Pendiente: 628.77: ordenada: 25.344; muestra: 1500 ul; factor de dilucion: 3.
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Cinética de la Acetofenona
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Fig. 01. Cinética de consumo de Acetofenona 7,2 mM, a 28 °C y 250 rpm catalizada por D.
grovesii (26 g de peso hiimedo).

En la Figura 02, se puede observar que los resultados experimentales tienen una tendencia de
crecimiento exponencial, razén por la cual todos los ensayos de obtencién de producto para ambos
microorganismos fueron ajustados con el programa EXFIT del paquete estadistico SIMFIT v5.5 ed.
18 a un modelo de crecimiento exponencial de la forma:

y () =B.[1-e%]
Donde:

K = Constante aparente de velocidad de aparicién de producto. (A7)
B = Méaxima concentracién de producto alcanzada. (mM).

La derivada de la funcién y(t); segin Fermandez, Lucas y Cols, 2008; es la expresién de la velocidad
observada de aparicién de producto de sustrato por lo que la expresién para calcular la velocidad
inicial observada de consumo de sustrato queda establecida como:

Vo= E.K
Cinética del 1-Feniletanol
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Fig. 02. Cinética de Formacién del 1-feniletanol, a 28 °C y 250 rpm catalizada por M. kaoliang (26
g de peso hiimedo).
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3.3 Orden de Reaccion

Se define como orden de reaccién a la suma de los exponentes a los que van elevados las
concentraciones de substrato en la expresidn cinética global v que suele indicar el nimero de
moléculas implicadas en el paso limitante de la velocidad de reaccién. En nuestro caso, seria “n” en
la siguiente expresién: V = k [S]". Este parametro se determina, o bien mediante el ajuste de los
datos cinéticos a las ecuaciones integradas de velocidad o bien realizando experimentos con
concentraciones multiplos de un valor. Se analizé la relacién entre la velocidad inicial de reaccién vy la
concentracién inicial de sustrato para llevar a cabo la reduccién de la acetofenona catalizada con

células de D. grovesii y M. kaoliang en estado de no crecimiento a 200 rpm, pH = 6.5y a T=30°C.

El andlisis de datos cinéticos de la reaccion test se realizé con el programa EXFIT del paquete SIMFIT
v5.5, y en todos los casos se ajustaron con buena correlacién (R%) al modelo de decaimiento
exponencial descrito anteriormente; lo que indicarfa que la reaccién sigue una aparente cinética de
primer orden. Los resultados de los experimentos realizados para la determinar el orden de reaccién
se muestran en la Tabla 04.

Tabla 04. Orden de la Reaccién de Reduccién de Acetofenona

Microorganismo Cat Sustrato Vo Orden
g mM mM/h
M. kaoliang 8.4749 2.90 0.03 1.2
9.5288 10.40 0.14
D. grovesii 26.0890 7.47 0.22 1.0
26.3571 18.70 0.55

En la Tabla 04 se puede observar que en cada uno de los experimentos realizados el orden de la
reaccién de reduccién de la acetofenona es practicamente de orden uno (pseudo primer orden), lo
que justificarfa el ajuste realizado de los datos experimentales segin el modelo de la ecuacién de
primer orden. Cabe resaltar que se obtuvieron 6rdenes de reaccién similares para otros compuestos
carbonilicos segin Quezada (2006), lo que confirmaria la veracidad del modelo utilizado. Asimismo,
se puede observar que la velocidad inicial de reacciéon en cada uno de los experimentos realizados
aumenta con el incremento de la concentracién de sustrato manteniendo cantidades similares de
biocatalizador. Para poder evaluar el efecto del biocatalizador en la cinética de la reaccién de
reducciéon de la acetofenona se procedié a determinar las constantes especificas de la reaccién, como
se indica a continuacién.

3.4 Parametros Cinéticos del sustrato acetofenona

En la Tabla 05, se muestran los principales parametros cinéticos de la reaccién de reduccién de la
acetofenona catalizada por M. kaoliangy D. grovesii en condiciones de no crecimiento. Los valores
de las constantes A, K y C fueron obtenidos con el programa EXFIT del paquete informatico SIMFIT

v5.5 con buena correlacién (R2=0.999).

Tabla 05. Parametros cinéticos del Sustrato Acetofenon

ACETOFENONA
. . Cat Sustrato A K C k..o Vo
Microorganismo
g mM mM h! mM h'/gcat mM/h
. 8.4749 29 2.018 0.01452 0.878 0.0050 0.03
M. kaoliang
9.5288 10.4 5.995 0.02291 4.386 0.0022 0.14
" 26.0890 7.2 3.906 0.05678 3.308 0.0079 0.22
D. grovesii
26.3571 18.7 7.423 0.07427 10.510 0.0040 0.55
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En la Tabla 05 se puede observar que en cada uno de los dos experimentos realizados la constante
especifica de velocidad k., disminuye ligeramente con el incremento de la concentracién inicial de
sustrato manteniendo cantidades similares de biocatalizador, lo que puede deberse a que el
incremento de la concentracién de sustrato origine toxicidad a la célula causando inhibicién de la
enzima que cataliza el proceso de reduccién, éstos resultados confirman las afirmaciones de
Carballeira (2003) en cuanto a la toxicidad del sustrato originando la inhibicién del biocatalizador por
exceso de sustrato. Asimismo, podriamos afirmar que el valor de la constante especifica del consumo
de acetofenona es del orden de 10 y que la acetofenona inhibe al biocatalizador a concentraciones
superiores a 7.2 mM.

3.5 Parametros Cinéticos del producto 1-feniletanol

En la Tabla 06, se muestran los principales parametros cinéticos de la obtencién del 1-feniletanol en
la reaccién catalizada por M. kaoliangy D. grovesii en condiciones de no crecimiento.

Los valores de las constantes B y K fueron obtenidos con el programa EXFIT del paquete informatico

SIMFIT v5.5 con buena correlacién (R2=0.999).

Tabla 06. Pardmetros cinéticos del Producto de Reaccién 1-Feniletanol

1-FENILETANOL
. . Cat Sustrato B K | S0 Vo
Microorganismo.
g mM mM h'! hl/gcat mM/h
. 8.4749 29 1.323 0.0039 0.00047 0.005
M. kaoliang
9.5288 10.4 3.294 0.0039 0.00041 0.013
. 26.0890 7.2 3.267 0.0120 0.00046 0.039
D. grovesii
26.3571 18.7 1.464 0.0105 0.00040 0.015

En la Tabla 06 se puede observar que en el primer experimento realizado para la obtencién del 1-
Feniletanol la velocidad inicial de reaccién aumenta con el incremento de la concentracién de
sustrato manteniendo cantidades similares de biocatalizador, mientras que la constante especifica de
velocidad no varfa sustancialmente. En el segundo experimento se observa que la velocidad inicial de
la reaccién disminuye a medida que incrementa la concentracién de sustrato, lo que podria deberse
segin Quezada 2006, a que el producto de reaccién también inhiba la enzima que cataliza el
proceso; mientras que la constante especifica de velocidad no varia y mantiene el mismo valor que el
primer experimento. Asimismo, podriamos afirmar que el valor de la constante especifica de la
obtencién del 1-Feniletanol es del orden de 10* y que la enzima se inhibe a concentraciones de
sustrato superiores a 7.2 mM manteniendo casi constante la velocidad global de generacién de 1-
Feniletanol.

De la comparacion de las Tablas 05y 06, podemos afirmar que la velocidad especifica de consumo
del sustrato acetofenona es aproximadamente diez veces mayor que la velocidad especifica de
obtencion del producto 1-feniletanol.

3.6 Productividad de la Biotransformacion

En la Tabla 07 se muestran los resultados obtenidos de productividad a fin de evaluar la actividad
especifica de cada uno los biocatalizadores en la reaccién de reduccién de la acetofenona.

En la Tabla 07 se puede observar que en cada uno de los experimentos realizados, la conversién y el
rendimiento disminuyen al incrementar la concentracién de sustrato, lo que reafirma cierto grado de
toxicidad para la célula por parte del sustrato y producto de la reaccién. Asimismo se puede observar
que con el M. kaoliang a concentraciones bajas del sustrato acetofenona (2.9 mM) vy con la D.
grovessi a concentraciones altas de sustrato (18.7 mM) se obtienen bajas productividades por gramo
de catalizador; mientras que a concentraciones moderadas de sustrato acetofenona (10,4 mMy 7.2
mM), las productividades mejoran sustancialmente. Estos resultados coinciden con lo expuesto por
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Kurbanoglu (2011) en cuanto a que la diferencia porcentual entre la conversién y el rendimiento de
la reaccién hace suponer que la célula no sélo utiliza el sustrato acetofenona en la reaccién sino que
consume parte de él para su aprovechamiento en el incremento de la biomasa celular.

Tabla 07. Productividad del 1-Feniletanol

Acetofenona 1-Feniletanol 4
Px 10
. . Sustrato cat X t Y T
Microorganismo
mM g % h % H mM /gcat . h
. 29 8.4749 70 255 46 827 19
M. kaoliang
104 9.5288 58 209 32 1068 3.2
.. 7.2 26.0890 54 77 45 347 3.6
D. grovesii
18.7 26.3571 44 67 8 322 1.7

X=conversion; Y=Rendimiento; t=tiempo; P=Productividad.

V. CONCLUSIONES

El sustrato acetofenona fué satisfactoriamente biotransformado en 1-feniletanol, con buenas
productividades al utilizar al M. kaoliang y D. grovesii en su fase estacionaria de su crecimiento (7
dias), puesto que es el estado en que las células dejan de reproducirse y son metabdlicamente mas
activas para la biosintesis de metabolitos secundarios.

La cinética del proceso de reduccién con M. kaoliang vy D. grovesii es un proceso de pseudo-primer
orden, con una velocidad especifica de consumo del sustrato acetofenona aproximadamente diez
veces mayor que la velocidad especifica de obtencién del producto 1-feniletanol. Al utilizar al
microrganismo Monascus kaoliang, en sustrato de acetofenona a concentraciones alrededor de 10.4
mM permitié lograr una conversién de alrededor del 58% y una productividad de 3.2x10* mM/g
cat*h, mientras que la Diplogelasinospora grovesii, en sustrato acetofenona a concentraciones
alrededor a 7.2 mM, permitié obtener una conversién de alrededor del 54% vy una productividad de
3.6x10* mM/g cat*h.

El proceso desarrollado en este trabajo es sostenible, ya que haciendo uso de células enteras de
M. kaoliang vy D. grovesii nos ha permitido llevar a cabo la reaccién de reduccién de la acetofenona
en agua, a temperatura ambiente y presidn atmosférica evitando asi, asi la utilizacién de disolventes
organicos contaminantes y agentes reductores metélicos peligrosos.
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