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RESUMEN

RESUMEN

Las biotransformaciones con cultivos de células vegetales (CCVY para
produck compuestos de interés industrial se han presentado como una alternativa
a los métodos tradicionales de sintesis de diversos compuestos. En el campo de
los aditivos alimentarios representa una forma “natural’ de sintetizarios.

Existen dwerscs métodos para realizar ensayos de biotransformacion con CCV,
siendo uno de les mas importantes la adicién de un compuesto (ya sea de ongen
naturai o sintéfico) que pueda servir de susirato a las enzimas contenidas en los
CCV.

Dentro de! campo de los aditivos {tanto alimentarios come farmacéuticos,
principalmente como conservadores) destacan los antioxidantes Dentro de este
grupo tenemos al acido fertlce y al eugencl, que de entre sus diversas
propiedades (Onhara et al, 1992, Rosazza et al, 1895, Madhavi et al., 1957
Couteau y Mathaly, 1998) se destaca su utiizacién como antioxidantes naturales
Asi mismo, estudios recientes (Ogata et al, 2000; Williamson et al, 1999) muestran
gue los dimeros especificos que forman estos compuestos poseen una mayor
capacidad antioxidante que los mendmeros

En el presente estudio, se evaluaron distintos CCV {Daucus carofa L., Piguetia
lrinervia Cav., Mammillaria huitzilopochtli v Nicotiahas {abacum} para la
biotransformacion de acido fertlico y eugenol a sus dimeros, con mayor potencial
antioxidante que estos.

Se frabajd con cultivos en calle {homogenizados) de Pigueria trinervia Cav.,
Mammillaria huifzdopochtli, Nicotiana tabacum, y con cultivos en suspensidn
(homaogenizados y sin homogenizar) de Daucus carofa Ly Piqueria irinervia Cav
El medio de cultivo estandar fue et medio MS {(Murashige-Skoog), adicionado con
diferentes hormonas (ANA, BAP, 2 4-D), ia {inica diferencia entre et medio liguido

y el sdldo fue la adicién de un agente gelificante, como el agar.
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Se lograron obtener, awslar y punficar los dimeros producto e la
biotransformacion. En el caso de! diferulato, los CCV que dieron mejor resultado
fueron los cultivos en callo thomogenados) de Piguera frinerwa Cav. y
Mammillaria huitzifopochifi. En el caso det bis-eugenol, el cultivo en suspension de
Daucus carota [.. resulto ser el de mejor rendimiento.

En ambos casos se les realizaron pruebas de aciividad antioxidante a los

productos para comprobar que la presentaban.

D carofa
i P trinervia
T 2 OH M huwizilopochil
HO =
OMe

Acido trans-ferdlico

X D carota

OH

Eugenco! Bis-eugeno!



INTRODUCCION

INTRODUCCION

Los denvados quimucos producidos por los organmismos vivos {desde los
microorganismos hasta organismos superiores, como las plantas), han sido de
gran importancia para la humanidad. Producios tan diversos como

medicamenios, inseclicidas, saborizantes, colorantes, fragancias y alimentos, son
obtenidos a partir de elfios Ademas de ser fuente de los compuestos
mencionados, las caracteristicas intrinsecas gue los organismos presentan
brindan la opertunidad de utlizarios como catalizadores en la sintesis de otros
compuestos que no estén presentes en ellos. Los productos derivados de ias
plantas, por ejlemplo, han sido objeto de diversos estudios, ya gue diversos
factores, como lo son. climaticos, ecologicos, socio-econdmicos y de
disponibilidad, afectan la obtencion de los compuestos que resuitan de interés. Es
aqui donde surgen como opcidn las biotransformaciones; buscande las rutas
sintéticas adecuadas v aprovechando la maquinaria enzimatica de las células,
para mejorar los rendimientos y eliminar ia dependencia de la fuente natural. Otro

factor a considerar es la conveniencia de trabajar con condiciones de temperatura

)

y pH fisioldgicos, {o cual representa una veniaiz con respecic a las técnicas

C

tradicionales de sintesis guimica. Una caracteristica de la técnica de las
biotransforrmaciones que se ha aprovechado es la capacidad catalitica de ias
enzimas para sintetizar compuestos que no se encuentren normalmente en las

células o compuestos nuevos.

E! uso de métcdos biocataliticos para la produccion de compuestos
utilizados en la industria de la quimica y en patticudar, en la produccion de aditivos
para afimentos {saborizantes, antioxidantes y colorantes) ha logradc grandes
avances en épocas reclentes Desarrollades inicialmente para  producir
compuestos quirales para la industria farmacéutica, los procesos biocataliticos o
bictransformaciones se han convertide en una herramienta dentro de la guimica
sintética, principaimente debido a que se realizan transformaciones guimicas de

manera regio, quimio y estereoselectiva y. por lo regular, se llevan a cabo a

Lad



INTRODUCCION

temperatura y pH fisiolégicos Asi, ef uso coordinade de la quimica sintética con
material bloldgico es un area de gran impacto dentro de ia quimica organica y la
biotechologia. ya que involucra los complejos enzimaticos come reactivos en una

reaccibn  degjando una amplia gama de opciones para producr nuevos

compuestos.

A pesar de gue alin no se ha iogrado desarrollar al nivel de la fermentacion
industrial (la cual requiere de un menor tiempo de trabaje, va que el crecimiento de
bacterias y hongos es mas rapido), la tecnologia que resulta de combinar cultivos
de células vegetales (CCV) con la sintesis quimica puede produciy ias rutas
sintéticas que provean estos compuestos. Ademads de las ventajas de trabajo ya
mencicnadas {pH y temperaturas fisioldgicas), la biotransformacion con CCV
provee el control de parametros que afectan el rendimiento y la calidad de los
productos, haciéndolos hemogéneos. Tampoco se puede dejar a un lado los datos
que indican que en los Gitimos afos ha habido un incremento en las preferencias
de los consumidores hacia productos de cnigen naiural (Sahai, 1884).

El aumento en el consumo de productos de origen naturai {(esencias, sabonzantes,
antioxidantes) ha traido comao consecuencla una sobreexplotacidn de recursos
naturales. Es aqui donde surge fa alternativa de las biotransformaciones con CCV;
adicionando sustratos, ya sean naturales o siniéticos, y aprovechando los
sistemas enzimaticos intrinsecos de los vegetales para producr los compuestos
de interés Una ventaja que presentan estas biotransformaciones es que se
pueden obtener compuestos que no se encuentren de manera natural en las

plantas, gracias a los diversos grupos de enzimas presentes en ellos.

Un grupo de enzimas que se ha estudiado en los Gltmos afios dentro del
campo de las biotransformaciones con CCV son las peroxidasas, ya gue se
utilizan en la sintesis de compuesios con actividad anhioxidante, fos cuales estan
presentes en nutracéuticos y medicamentos que sirven para controlar procesos
asociades al envejecimento, los cuales ban tenido un gran auge en los ultimos

anos.
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Dentro de su Uso en la biosintesis de compuestos con actividad antioxidante, es
aprovechada una de las caracieristicas mas importantes que posee este grupo de
enzimas: catalizar ef acopiamiento orto-oxidativo (dimerizacién) de compuestos
fendiicos entre los que estan 10s flavonoides y fos fenilpropanocides, los cuaies son
conocidos antioxidantes naturales. Aunado a esto, estudios recientes (Ogata et al,
2000, Williamson et al, 1989) muestran gue los dimeros del acido ferdlico y det
eugencl poseen un poder antioxidante mayor gue &l de los mondmeros, por o
gue, en este estudio se presentan los resuitados de la biotransfermacion de 2
fenitpropanodes (conocidos anticxidantes naturales). acido feruhco y eugenol, con
4 diferentes CCV- Daucus carota [, Pigueria frinervia Cav., Mammillaria

huilziipochtlt y Nicotiana tabacum.

wn
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ANTECENDENTES

BIOTRANSFORMACGCIONES

Por muchos afios, la quimica sintética ha intentado producir diversos compuestos
de origen natural con importancia a nivel industnal, a pesar de la compleijidad
estructurai inherente (@ la cual deben sus propiedades Unicas y actividad
biclogicay y es debido a estc que la sintesis quimica de estas sustancias no es
posible o requiere de procesos complicados y cosfosos, lo cual no resulia
conveniente en la indusiria Lo que ongma el interés por aprovechar a los
organismos vives. y a su “maquinaria” enzimatica, en procesos de sintesis

industriales.

La técruca que conjuga fa sintesis quimica con &l uso de organismos vivos
se le concce como biotransformacion. Ya sea que se empleen ios matenales
celulares compietos o que se aislen las enzimas, estos catalizadores naturales
ofrecen grandes ventajas para la produccion de sustancias tradicionales o nuevas.
Algunas de las caracteristicas que hacen optar por {a biocatalisis sobre la catalisis
quimica trad:cional, son. las enzimas poseen una alta especificidad (en términos
de regio, quimio y estereoespectficidad) con respecto a los sustratos sobre los que
actlian, los procesos en los que son empléadas suelen ser mas rapidos, trabgjan
en condiciones fisiclégicas, por lo gue no demandan condiciones extremas de
reaccion; pueden dar altos rendimientos en productos enatioméricamente puros;
debido a su especificidad sobre el sustratc, no forman subproductos, y son
capaces de prodicir compuestos nuevos a partir de sustratos distintos a fos que
suelen fransformar a nivel celular.

Dadas las caracteristicas de la catadlisis enzimatica, el impacto ambiental de ios
procesos en los que se ven involucrados es bajo (no se requieren condiciones
extremas de reaccion); ademas de que son consilerados como compuestos

naiurales en ef mercado. ya gue fueron sintetizados por sistemas biolégicos.
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Una gran gama de reacciones han sido estudiadas siguiendo esta técnica,
utilizando células como catalizadores A continuacidn se mencionan algunas de
las reacciones mas representativas (iigura 1):

En prnmer instancia, la hidrdlisis de sustratos para obtener compuestos con
actividad optica para la industria farmacéutica, como lo representa ia formacion de
una dihidropiridina dpticamerte activa a partir de la hidrélisis de un éster,
catalizada can una esterasa de higado de cerdo {A); formacion de enlaces C-C y
C-C, en el primer casc la formacién de un enlace C-C con una aldolasa de conejo
que se utiliza como catalizador en la sintesis de diversos compuestos naturales
{B) y en ia formacion del enlace C-O se ha reporiado la ufilizacidn de una enzima
(subtilisina) como catalizador en la transesterficacidn entre ésteres vinilicos v
alcoholes primarios {C}; otra reaccién que ha tenido diversos repories es la
ghcosidacion, por ejemplo la ghcosidacidn de un dioi que da como resultade un
campuesta con actwidad dptica (D), y por Glimo, otro grupo de reacciones
{hidroxifaciones) gue sirven principalmenie en la preparacion de precursores Utiles
en Ia sintesis de compuestos naturales, como lo es la bioconversidn del benceno a
ciclohexadiendicl, mediante cepas de F. pufida {que ademés es capaz de
ioransfromar olros derivados simples del benceno a sus correspondientes
cicluhexadiendicles quirales (E}.

Diversas revisiones se han realizado en ios (ltimes afios (Loughiin, 2000; Roberts,
1699; Tumner, 1994} enumerando los avances que se han dado en el campo de la

biocatalsis,

A continuaciéon se procedera a mencionar algunos de los aspectos mas

relevantes en lo que se refiere a las biotransformaciones con CCV
BIOTRANSFORMACIONES CON CCV
Las plantas son fuente de diversos compuestes que se ulilizan en la industria

alimentaria. Sirven como fuente de saborizantes, antioxidanies colorantes vy

aromatizantes, entre otros. A pesar de que se han logrado grandes avances en la
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A) Formacion de un compuesio con aclvidad dptica, medante 'a hdrohss de un éster catalizada
por una lipasa (7 urner, 1994)

NQ O,
Zr Y
L [} ¢
0 9NTo g OO
: i : ki Lipasz . :
/\O/\O/\”/\i/\o/\o/\ _bwasz o (\y//\o/\\o/\
i L BuQH.H 20 | .
/\hl. (0D /\\l/\‘
Bu Ba

B) Formacion de un enlace C-C mediante una aldolasa de masculo de congjo (RAMA) (Bednarskt
ot 2l 1980)

iAcQ I A OH  Q
MeO) b O Ravia, ! L _om
MetC * | VeQ.,o
5C :

OH

C) Formacidn de un enface C-O mediante la subtisiiina de Baciflus lenfus (Lioyd et al, 1598)

| ;

= C\O/\ ROH = C\OR
! l Subtilisina | f ' - CH3CHO
S NHAc LQL// NHAc

D) Fermacién de un enlace glicesidico con 3-galactosicasa de Escherichsa coii {Crout et al, 1980}

H
OH g on o

0 OH o
—— !
X N 0
on OH

E) Dihrdroxiizcion del benceno empleande cepas de Pssudomonas putida (Jonhson ef al, 1892}

///\/OH

/\' P. putida U\
\/ = OH

Figura 1 Reacclones sobresalientes en &l estudio de las biotransformaciones A) Formacion de un
compuesto con actividad Sotiea, B) formacion de un enlace C-G, G} Formacién de un enface C-C
D} formacion de un enface glicosidica, E) Rudroxilacion de un compuesto arematico
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produccidn de muchos de esios aditivos a partr de fermentaciones microbianas
{Scragg, 1994), no se puede dejar a un lado el ncremento en la demanda de
productos de ongen natural (Sahat, 1994, Scragg, 19%4)

La mayoria de los aditives que imparten sabor v aroma a un producto estan
constitidos por una gran variedad de compuestos y no solo al componente
principal, por lo que es dificit obtener el sabor idéntico a nivel sintético v la
exfraccion directa de la planta sigue siendo una opcion redituable. Una desventaja
del usc de plantas nativas radica en que los rendimientos de los extractos estan 2
expensas de factores ajenos al control humano, como lo son variaciones de
plania a planta, cambics climaticos. pestes, enfermedades, etc

Todos esios faciores que alteran la calidad de los addivos se pueden ewvitar

mediante ia utdizacion de los cultivos de ¢élulas vegetales.

Los cultivos de células vegetales (CCV) actuaimenie constituyen una
alternativa para sintetizar sustancias cuya produccidn comercial se ve limitada por
factores externos (problemas con ta disponibiidad de las plantas), o porque la
sintesis convencional resulta econdémicamente inviable.

La técnica de los CCV puede ser definida como agquella gue “consiste en cultivar
en medios nutritivos adecuados y en forma aséptica cualguier componente de fa

fisiologia de una planta” (Navarro y Vera; 16€94)

Ef desarrollo de Ia técnica de CCV se basO en Ia teoria expuesta por Schieiden
{1838) v seguda por Schwann {1839), en la gue afirmaban que una célula
derivada de una planta tiene el potencial de crecer y diferenciarse hasta regenerar
la planta entera. A este fendmeno se le conoce como “otipontencialidad de las
células” {Sahai, 1994) Basandose en estos cenocimientos, Haberlandt establecid
log principios bioldgicos del cultive de oOrgancs y tejfidos vegetales en 1802

(Murashige, 1997).
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En un inicio esta técnica fue utilizada como una herramienta para esiudiar
la bioguimica y la fisiologia de las plantas, siendo su primer uso comercial la
micropropagacion de plantas ornamentales.

Recientemente distintos autores han propuestc (Kutney, 1893, Wilhelm vy
Reinhard, 1980) la ufilizacidn de los CCV como una ajiernativa para coblener
productos de interés para la industria quimica, que tengan una buena calidad v

rendimientos estables (Scragg, 1894).

De acuerdo con la figura 2, se explica ahora de manera general como se
establece una linea de CCV-
Se selecciona la planta {planta madre) y se segmenta Posteriormente se toma ia
secciOn apropiada para sembrar o explante (p. ej.: raices, hojas, brotes, tallos, ©
semillas) y se le hace una esterlizacion superficial, esta consiste en sumergir !
explante en una solucion ssterilizadora por algunos minutos (p ef. HCIO; ac),
sacarfo y realizar 2 ¢ 3 lavados con agua destilada Posteriormente la seccion
esterllizada se coloca en un medio de cultive solido, el cuai contiene distintos
nutrientes: una fuente de carbono y energia, normalmente sacarosa; unz fuenis de
nitrogeno; micro y macro nutrientes {sales); vitaminas; asi como reguladores de
crecimiento (hormenas); auxinas y citoguininas. Estas hormonas afectan
directamente la diferenciacién y elongacion de las células, y a una proporcion
adecuada, provocan un crecimients rapido con células no diferenciadas
En el medio sdlido crece par o regular una masa amorfa no diferenciada que es
llamada “callo”, el cual es usado principalmente para iniciar y subcultivar un CCV.
Aunque dependiendo de la proporcidon de hormonas que se utllice, el crecimienio
puede estar bien diferenciado. En este punto fambién se debe de dar un subcultive
o resiembra {mantenimiento de la linea celular), ya que conforme va creciendo el
calio se van agotando los nutrientes. Esite subcuitive se realiza segmentando ef

catlo y resembrandolo en un medio de cultive nuevo
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EXPLANTE

—») SEMILLAS

L]

-\

ESTERILIZACION
SUPERFICIAL

i.

MEDIO
sSOLIDO
!
i S 1 CULTIVO
SUBCULTIVO » EN CALLO
CULTIVO
MEDIO EN
LiQUIDO SUSPENSION

Fig 2. Desarrollo de cultive de células vegetales
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Un problema que representa para su usc industrial este “callo” es su lfento
crecimiento, por o que si éste se disgrega y se coloca en un medio liquido (con los
mismos nutrientes, pero sin ef agente gelficante), es obtenido un cultiva en
suspensién En esta clase de cultivos, e crecimiento es mas rapido y el materiat
celular es mas homogéneo (que en el caso de algunas biotransformaciones es
mas conveniente; ya que, en general, los CCV no diferenciados no son capaces
de producir terpenoides (Wilhelm y Reinhard. 1980), o en el caso de los
metabolitos secundanos, se requiere ciera organizacion celular para que se
acumuler: et organelos especializades) Ademéas de gue a nivel industnal
representa una ventaja ya gue las suspensiones pueden ser colocadas en
biorreactores de gran voiumen, faciitando asi el desarrolic a gran escala Estc 28
en analogia a los biorreactares microhianos.

Cabe mencionar que tanto 10s “callos” come los cultivos en suspension no son las
Unicas opciones para producir cultivos Alterando e! balance regulador del

crecimiento, es posible desarrollar raices y brotes independientemente.

Una wvez establecida la [inea celular de CCV, se realiza ia

L

otransfarmacion. De manera general, esta puede ser de dos formas: adicicnando
un metabolito secundaric, que s& encuentre en peguefias canfidades en la ruta
biosintética, beneficiando la sobreproduccion de alglin compuesto conocido de la
planta (p. gj. Aceites esenciales), adicicnando un compuesto llamado “elicitor”, el
cual produce una respuesta de las células y en donde por lo regular se aumenta la
concentracién del metabolto; o adicionands un sustratco gque mediante 1a
maquinarfa enzimatica de las células produzca un compuesto que no esté
presente o se presenie en concentraciones bajas de manera normal en la
naturaleza. Esto gracias a que las enzimas presentes en las células de las planta
son capaces de catalizar reacciones de tipo regio y estereoespecificas (Villa, et al.,
1998). En la figura 3, se piantea el metodo general para la biotransformacion con

CGCV adicionando un sustrate
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Nada de lo descrito anteriormente es nuevo, va que durante los Ultimos 2C afios se
han utlizade CCV para la biotransformacion de compuestos tales como
terpenoides, fenlipropancides y alcalvides; los cuales, en algunas ocasiones han
dado como resultado compuestos de interés bioldgico que no se encuentran en la
naturaleza (Stepan-Sarkissian, 1991; Suga e Hinita, 1980). Se debe resaltar que la
simple adician de un precursor no es siNdnimo de que la biotransformacién sea
reafizada Diwverscs factores deben ser fomados en cuenta, por ejemplo: la
capacidad del precursar {en caso de que sea un compuesto quimico sintético) de
penetrar la célula, los efectos tdxicos o de retroalimentacién en fa acumulacion del
producto, la disponibilidad de las enzimas de entrar en contacio con el precursor
(ya sea porque ias enzimas no estan siendo producidas, o tanic 1as enzimas como
el precursor se encueniran 2n compartimientos distintos) {Chin y Pederson, 1892).
Este Gltmo punto puede ser salvado homogenizando fas celulas {esto es realizar
una lisis mecanica, preferentemente con un aparatc con cuchilias de acerc
inoxidable), dejando asi los complejos enzimaticos libres en el medio de reaccion
para que entre en contacto con al precursor.

Numerosas reacciones se han estudiado utlizando esta técnica,
aprovechando ya sea material celuiar vegetal o ias enzimas aisladas de ellas.
Dentro de estas se pueden destacar las siguientes reacciones:

A) La reduccion de los dobles enlaces entre C-C y C-0, como lo representa la
formacion de alcoholes a partir de compuestos como fas cetonas aromaticas (por
ejempio, la reduccién de la acetofenona a fi-feniletancl, mediante CCV
inmobilizadas de Gardenia jasminoides) (Akakabe vy Naoshima, 1994),
principalmente para fa formacidn de compuestos con actividad bioibgica que no

son encentrados con facilidad en la naturaleza (Villa et af, 1998).

O OH

A} Reduccidn de la acetofenona a 1-feniletanol
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Figura 3. Diagrama de fiujo que muestra la metodologia general para la biotransformacion de un
sustrato con CCV
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B) Las B-oxidaciones, como lo representa ia biotransformacion del acido ferdlice a
vamillina {e! cual ha sido amplamente estudiado con diversos microorganismos)
mediante cultvos en suspension de D. carofa vy la cual es precedida por una
descarboxilacidn, técnica desarrollada a parttir de la sintesis de estirenos utilizando
como precursores diversos acidos cinamicos (Takemoto y Achiwa, 1999), Esta
reaccidon ha sido ampliamente estudiada debido al alto valor comercial de la

vainilla (Ramachandra y Ravishankar, 2000).

0 0O
SN QH /@)J\H
HO HG i
|

OMe OMe

B) 3-Oxidacion del cido feralico a2 Vantlina

C) Demetlaciones vy descarboxilaciones, como en la formacidn de precursores
para la formacidon de vainillina, por ejemplo, la descarboxilacién del acido ferdlico

para obtener sugenocl con CCV de Nicoliana tabacum (Takemoto y Achiwa, 1999).

0
T
OH =
HO HO
OMe OMe

C} Descarpoxilacion de acido trans-ferliico

D} Por dGitimo, una biotransformacidn que se ha visto principalmente con células de
origen vegetal (Onhara et al., 1992) y que es de importancia en la industna
farmacéutica ya que ayuda a la solubilizacién de preductos con baja solubilidad en
agua {Withelm y Reinhard, 1980}, la glicosidacién de compuestos fendlicos, como
lo representa la glicosidacion de la hidroguinona a arbutina mediante CCV de

Digitalts purpurea (Pilgrim, 1970).
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Glu
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OH OH

D} Gheosdacion de la hidroguinona

Una vez expuestos algunos puntos importantes dentro del campe de los
CCV, se procedera a habiar de aspectos basicos concernienies a los sustratos

utikzados en este proyecio de fesis.
MONOTERPENOS

Los monoterpenos son compuestos voldtiles que confieren a las plantas una gran
parte de su fragancia Han sido utilizados desde la antigiedad come medicinas y
fragancias, parte fundamenial de los aceltes esenciales, poco solubles o
insolubles en agua; fa manera mas comin de abtenerlos es por una exiraccion
directa de la planta El nembre terpeno deriva de los compuestos aislados de la
trementina, un liquido volatil obtenido de algunas ceniferas.

Con una ocurrencia naturat en fa mayoria de ias plantas. considerados por
algunos autores como parte de los componentes fendlicos de la planta {Bowers.
1992), este tipo de compuestos también esta asociade al color v al sabor de

diversas frutas (p e manzanas, cerezas y peras)

Los compuestos dervados de los monoterpenos, que poseen un grupo
fenlo unido a una cadena alifdtica de 3 carbonos son conccidos como
fenilpropanoides. Estos se encuentran ampliamente distribuidos dentro del reino
vegetal v son utilizados, entre ofras cosas, como aditivos alimentarios. Siendo la

caracteristica mas importante de este tipo de compuestos el poder antioxidante
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Se cree que los antioxidantes de tipe fendfico funcionan donando un
hidrégeno del grupo hidroxilo a un radical peroxido, de acuerdo al siguiente

esguema, evitando asi que se inicie o propague ia oxidacion:

LO0s + HArOH — LOOH + HArQs

Donde LOOe representa un lipdo en el proceso inicial de oxidacidn,
mientras que HArOH es el compueste fendlico
La efectividad de los diferentes antioxidantes fendiicos depende del tipo y posicion
de los grupos que estén asociades al anilio bencénico y a la factibilidad para donar

el hidragenao.

ACIDO FERULICO

El acido ferdlico (acide-3-fenii-(4-hidroxi-3-metoxi)-2-propenoico) (fig. 4A, pag 19)
es un compuesto gue se encuentra en la mayoria de las plantas (principalmente
las monocotileddneas), formando parte de la pared celular y constituyendo puente
dge unién entre polisacaridos {conjugados glicosidicos) y raramente se encuentra
de manera libre (Rosazza, et al., 1925). Unido como éster a polisacaridos, et acido
ferllico se presentaz en forma monomérica o dimérica (Akin, et al., 1992).
Desarrolla un papel muy importante en la defensa de la planta y es precursor de
compuestos antimicrobiancs y antimicétices. A nivel indusirial es usado como
anfioxidante natural en alimentos y es ingredienie activo en lociones y cremas
para la radiacién solar, ya que funciona como fotoprotector

También se le ha asociade con actvidad antihepatéxca, antitumoral,
antiestrogénica, antimicotica y colesterolémica; inhibidor de sabores amargos, en
{a tabla 2 (pag. 23) se resumen algunos de los usos mas relevantes del acido

ferdlico y sus éstares derivadas que han side aplicados en {os Gltimos afios.
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En el drea de la biocatalisis se ha encontrado que el acido ferllico, al ser
biotransformado por algunos microorganismos, produce compuestos gque son
utihzados en la industria de la guimica v de Jos alimentos, como lo son fa vamilina
y el guaiacol {Ramachandra & Ravishankar, 2000) Algunos de estos ensayos de
biotransformacién del acide ferllico con mucroorganismos se pueden ver en (a
tabla 1 {pag. 22).

Este compueste ha sido estudiade en ensayos de biotransformacion como
precursor de fa vaindlina {componente esencial de la vamilla, un aditvo
ampliamente utilizado en la industria alimenticia), principaimente utilhzando
microorganismos (p.ej cepas diversas del henge Pseudemonas sp) (fig 5). Soio
se tienen conocimientos de la utilizacién de CCV para la biotransformacion del
acido ferdlico de una sola fuente’ Takemoto y Achiwa (1998)

O
= OH H

———f
HG HO
Ole é)Me
Figura 5 biotransformacion del acido trans-fertlico a vainilina, mediante cepas mutantes de
Pseudomonas fiuorescens (Andreoni et al, 1995)

Una reaccidn que hasta el momento ha sido poco estudiada es el
acoplamiento oxidativo del acide ferdlico por medio de CCV Esta reaccidn es
importante ya que la dimerizacion de compuestos def fipe del acido ferifico {p &
Diferulatos) afecta ia capacidad anfioxidante, siendo esta dependiente de la
posicién del enlace entre los mondmeros. Distintos diferulatos se han identificado
en ia pared celular de diversas especies vegetales (especialmente cereales) y
cada uno muestra diferente achvidad {(Williamson, 1999) (Tabla 2, pag 23).

Asi, la actividad antioxidante que se presenta af formarse el dimero dependera de
ja terminacién de la cadena alifauca, el nimero total de grupos hidroxtlo fendlicas v
del nimero de sitios disponibles en los gue se puede acomodar un electrén
desapareado. Ofro factor a considerar a favor del emplec de CCV para e

acoplamiento orto-oxidativo del acido ferdlico es que la siniesis quimica de este
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tipo de compuestos, por ejemplo la formacion del acide-5,5-diferdlico {fig. 6},
comprende reacciones con condiciones ddicies v fa utiizacidpn de reactivos
pelgrosos (Yamamoto et al, 1988)

O

Figura & diagrama de preparacién dsl dcido-5-5'-difertiico, a partir de vainilina

EUGENOL

El eugenol {2-metoxi-4-(2)-propenilfencl) {fig. 48), es el compaonente principal del
aceite esencial de clavo (especia utifizada en cocina), en odontologia es utilizado
como antiséplico, desinfectante y anestésico locai. A nivel industrial es utilizade en
la manufactura sintética de vainilla (mediante una oxidacion} (fig. 7) v en
perfumeria Alguncs estudios muestran qgue el eugenol puede ser biotransformado
al componente esencial de la vainilla mediante el uso de algunos microorganismos

como biocatalizadores, lo cua! se resume en la tabla 1.

O
@ \)J\OH 7
HO HO
OMe OMe
Ay Acido feriilico {B) Eugenol

Figura 4 A) Estructura quimica del écido ferttice B) Estructura quimica del eugenoi
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£l eugenc! también es conccido por sus caracteristicas de antioxidante natural y
segln algunos estudics {Qgata, et al., 2000), actda al nivel de la iniciacion en la
autoxidacion En este mismo estudio se compara el poder antioxidante del

mondmero con el dimero, siendo mayer el de este ditimeo

TN = A/U\n
l - |

OMe OMe

Figura 7 oxidacion del eugenol a vaindlina {compueste principal del agceite esencial de vaindia)

Los ensayos de biotransformacian con CCV que se han realizade utikzando
el eugenol como precursor (figura 8), han sido crientados a glicosidarlo en el grupo
hidroxilo (Orihara et al., 1992) Mientras que no se tiene conocimiento de estudios

publicados acerca del acoplamiento oxidativo del este compuesto con CCV.

s !I e =
HO GiU\O/J]\/
OMe

i
OMe

Figura 8. glicosidacion del eugenol mediante cultivos celulares de Eucalyptus pernana

PEROXIDASAS

Las peroxidasas son enzimas amplamente distribuidas en plantas vy
microorganismos (Gaspar et al., 1982). En las plantas, las peroxidasas participan
en diversos praocesos regulacidn hormanal, mecanismos de defensa, control de la
elongacion, biosintesis de lignina, entrecruzamiento de polisacaridos de la pared
ceiular (Vitali et al., 1998) Debido a que estas enzimas tienen un rango amplio de
pl (desde 3.5 hasta 9 5 (Pomar et al.,, 1997)), se pueden clasfficar en dos grupos
como dcidas y alcalinas. A pesar de su ocurrencla en diversos organismos. la

Gnica fuente comercial disponible de peroxidasa son las raices de rabano.
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Las enzimas peroxidasas catalizan reaccionas de transferencia de iones de
un donador al perdxido de hidrogeno, aunque se conocen enzimas que actlan
CcOmo oxigenasas y monoxigenasas {Aburto, 1894) También catalizan la
deshidrogenacion de una gran cantidad de compuestos aromahcos {Aburto, 1994)
y poseen una gran variedad de usos industriales {esterilizacian de leche; remacian
de perdxide de hidrégeno en el blanqueado de textiles, conservacion de trigo), en
el campo de la bicguimica analitica, entre oiros uscs
Otra de las reacciones que catalizan es la oxidacién de compuestos aromaticos
(Williamseon et al., 1999}, la cual da fa pauta para la dimerizacion de este tipo de
compuestos y que es conocido como acoplamiento oxidativo

El acoplamiento orto-oxdative es de gran importancia en la guimica de
productos naturales {McDonald et al, 1973). Diversos compuestos heterociclicos,
como lo son: alcaloides, glicopéptides o ciclo-pépudos (Bhingra et al., 1882); asi
como la dimerizacidon de compuestos como flavonoides e hidroxicinamatos
(aumentando asi ia actividad antioxidante de estos) (Wiiliamson, 1999), son
biosintetizados gracias a la formacion de enlaces C-C o C-O gue catalizan este
tipo de enzimas Diversos ensayos se han realizado en este campo utilizando
CCV, por elemplo la dimerizacidn de la guercetina por medio de la enzima

peroxidasa aislada de cultivos de células vegetales de Senna angustifofia (fig. 9).

HO Q L

Figura & Dimerizacior de quercetina a 2' 8™-biguercetina, mediante una peroxidasa asilada de un
CCV de S angustifolia en presencia de HyOs
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Debide a ia importancia que ha comenzado a tener las reacciones que
catalizan estas enzimas (pnncipalmente ei acoplamiento orto-oxidativo), en los
ulhmos 10 afios se ha discutide la posibilidad producr {a peroxidasa a partrr de
CCV {(Morenc et al ., 1980), ya que algunos cuitivos en suspension y en calio han
sido reportados como productores extracelulares de peroxidasa {entre los que
estan D. carofa y N. tabacum, respectivamente). El que esta enzima se encuentre
fuera de Ia céluia la vuelve mas atractiva para las hintransformaciones, va que
facilita el proceso al no tener que romper la celula (homogenizar) para iiberar la

enzima.

Tabla 1° Biotransformacion det dcdo ferilico vy del eugenot a compuestos
presentes en fa vainiila, por medio de mircoorganismes

“SUSTRATO '

AR

MICRORGANISMO | PROPUCTQ' |  REFERENCIA
s
|

Acido fertlico | Pycnioporus cinnabarinus Vainillina

Falconnier et al, 1894

— —

Acido feruiico | Aspergilius niger

. iLesage-Meesen et al
Vamillina 1996

Vainitina | Toms & Wood, 1870

] ~
Acido vainilllico | Andreon et al, 1955

Acido ferdlico \ Pseudomonas florescens E

f
Acido fertilico Escherichia coli ] Vai Otuk, 1985

Acido feralico

T
Pseudomonas
acidovarans

nillina ¢
: » i
Acido ferdlico J Rhodoftorula rubra ( Acido vainillico ¢ Huang et al 1993
| |
Corynebacterium S | Tadasa & Kayahara,
Eugenol glutamicum T Vainilla 1983
Eugenol Pseudomanas spp ! Vainillina Rabenharst, 1896

Eugenol Arthobacter globiformis ( Vainillina Coaoper, 1987

i
|
\

Fuente. Ramachandra & Rawvishankar, 2000



Tabla 2. Usos del acido fer(iico y sus dervados.
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'—-F-—————w—-‘———w-l——_——
Acido ferdlico

COMPUESTO USOJ/ACTIVIDAD ' " REFERENCIA-
Acido ferulico Fotoprotector Graf, 1802
- . . Graf, 1892; Harborme &
Acido feritlico Antitumoral Baxter, 1993
Acido fertilico Artimicatico “

Antihepatdxico

| Acido ferihico

Antiestrogénico

Acido ferilico

Antimicrobiano

Schnittger et al, 1967

Acido fertlico |

Acdo ferdlico |

Anti-irmntante

Tamguchi et al, 1998

Anfioxidante

Ronzio et al, 1998

Acido fertiico

Inhibidor de sabores amargos

Ester de feralico

Colesterolémico

.
Ester de fertlico

Riemer, 1984

Imai et al, 1996
Antioxidante/Fotopretector Taniguchs et al, 1999

Fuente elaboracién propia
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OBJETIWOS

Objetivo general

- Utilizar cultives de células vegetales come biocatalizadores para obiener
derivados del acide ferdlico y el eugerol con distintas propiedades

antioxidantes que las de los precursores.

Cbhjetivos particulares

- Probar cultivos de células vegetales en suspensién y en medio sélido
{callo) de Daucus carcta L. Pwueria irinervia Cav. Mammillana
huitzilopochtli 'y Nicofiana tabacum como biccatalizadores  para la
biotransformacion del acido ferilico y del eugenol, 2 compuestos con una

diferente actividad antioxidante que estos

- De los biocatalizadores ublizados, obtener aquelios que resulten

adecuadaos para la biotransformacidn dal dcide ferdlico y del eugenol.

- Purificar y caracterizar los productos de la bictransformacion.
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MATERIALES Y METODOS

EQUIPOS

incubadora de agitacién rofatoria Forma Scientific-4518; homogenizador celular
Ultraturrax Hanke & Kunke. Para correr tas placas de cromatografia en capa fina se
ulilizaron cromatofolios Alugramsilg-Uv254 v para la cromatografia en columna se
ocupd gel de silice de capa fina Merck 80 (mallas 35-70 ASTM)

Los estudios de espectroscopia se realizaron en el Instituto de Quimica y en la USA!
de la Facultad de Quimica de la UNAM v se utilizaron los siguientes aparatos

s Espectroscopia de IR Perkin-Elmer 283 y Nicolet FT-IR 55X.

e Espectdmetro de RMN-"H Varian Gemim

¢ Espectometros de MS Hewlett-Packard 5945 A, JMS-5X102A Jecl y JMSAX505

PLAN DE TRABAJO

El trabajo fue desarrollade de acuerdo con el esguema de la figura 10, este
procedimiento general fue aplicado en todos los ensayos de biotransformacion
realizados. De esta manera, se escogieron los biocatalizadores; se realizaron las
biotransformaciones con los compuestos de interés, se obtuvieron, purificaron y

caracterizaron los productos.

SUSTRATOS

Eugenol; fue utilizado de la marca Aldrich grado reactivo. Previo a su ulilizacién se
* purificaron 2 g del sustrato por cromategrafia en columna, con una mezcla eluyente de
Hexano-Acetato de etila {8:2). Mediante la colection de fracciones de 15mt., las cuales

se monitorearan por CCF, se obtuvo el eugeno! puro entra las fracciones 6 y 23.
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Acido feriilico; fue utlizado de las marcas Aldrich y Sigma.
En ambos casos ia pureza de los sustratos fue comprobada mediante

espectrofotometria de masas (MS), infra-rojo (IR} y RMN-"H
BIOCATALIZADORES

¢ Daucus carofa L.: fue utilizado tanto callo como cultivo en suspensidn

s Pigueria frinervia Cav.: se utilizé callo obtenido en un trabajo previo {(Saad,
1996), asi como cultivo en suspension

o Mammillaria huitzilopochtl: fue empleado calio obtenido en un trabajo previo
(Robies, 1999)

s Nicotiana tabacum: se empleé callo

Todos los cultivos fueron provistos por el laboratorio de Cultwos de Tejidos Vegetales.

del departamento de Bioguimica y Farmacia de la Facuiiad de Quimica.
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bictransformacion del acido ferdlico y eugenol con CCV
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MEDIOS DE CULTIVO

En todes los cultivos vegetales realizados se utlizd come base el medio MS, en el
caso de los medios liguidos (en suspensian) no le fue adiclonado agar

La composicion del medio MS se detalla a continuacion en la siguiente tabla:

... " COMPONENTES: : “i- -} = “CANTIDADIL  «- . _
Macronutrientes
| KNO; 199 ]
NH:NO; ; 1659
MaSQ,7H0 \ 370 mg
[ Calcio |
CaCl, 2H,0 | 440 mg
Micronutrientes
MnSQ44H:0 22.3mg
ZnS0,4-7H-0 8.6 mg
HsBO; 6.2mg
CuS045H:0 25ug
Ki 0.8 mg
Na,MoQ,-2H.0 250 ug
CoCl,-6H;0 25 g
Na;EDTAHO 37.6 mg
Fierro
FeS0,47H:0 278 ug
Vitaminas
Tiamina HCI D1g
Acido nicotinico G5¢g
Myo-Inositol
Myo-Inositol 100 ¢
Hormonas®
ANA 1 mg
BAP é 1 mg
2,4D ! 1mg

*[ a5 hormonas adicionadas no estén comprendidas dentro de la composicion del medio MS, las hormonas ANA
(4cido naftalenacético} v BAP (bencilamnopurina) se adicionaron en un misme medio, la 2,4-D se adicion sola,
segin se indique

Para mantener el cultivo en suspension de D. carofa L., s& empled ef medio B3 de
Gamborg, el cual es igual gue el MS ademas adicionado con. 0.5mg clorhidrato de

piridoxina y 2mg de L-glicina La fuente de carbono es sacarosa, la que se adiciona a

razon de 209/ de medio.



WMATERIALES Y METODOS

El medio se prepard de la siguiente forma cada nutriente o grupe de nutrientes
(sedalizado con negritas) fue preparade por separado, tomandec una alisuota de cada
uno hasta aforar a 1L. Una vez aforado, se ajusta el pH a 5.7 y se esteriliza en
autoclave a 121 °C/15 min/1.2 kg/fem2 Wilheim y Reinhard mencionan que el pH de
un medio de cultivo debe de estar entre & y 6 antes de ia esterilizacion, ya que como
se sabe puede alterar el desarrollo de ia biotransformacion, a pesar de que las
condiciones especificas de pH pueden variar segln la especie con la que se trabaje

El mismo procedimiento de estenfizacion se siguio para los medios sdlides, solo que

este se colocd en frascos de vidrio con tapa de plastice
Mantenimiento de las lineas celulares.

En el caso de D. carcta L, el mantenimiento se realizé con un intervalo de tempo de 7
a 15 dias de {a siguiente manera. era preparade 1L del medio B3, se ajustaba el pH a
5.7, s& adicionaba et litro de medio de cultivo a 20 matraces Erlenmeyer de 250 mbL {a
razon de 50mbL de medic cada matraz), se tapaban con papel aluminio y se
estertlizaban. l.os matraces con biomasa en suspensién vy medio agotado, eran
cuidadosamente adicionados a los matraces con medio nuevo en condiciones
asépticas (por cada matraz de medio agotado se inccularon 2 matraces de medio
nuevo); lo gue es conocido como “cultivo cerrado”.

Tomando como base lo anterior, los cultivos en suspensidn de P. trinervia Cav eran
mantenidos de la misma forma, solo variando la hormona que en este caso era 2,4-D

En ambes casos se incubaban en una incubadora rotatoria a 150 rpmy 25 °C

Para los cultivos en medio solido o callos, el procedimiento general de
mantenimiento se explica a continuacion: cada 7 dias se preparaba medio de cuifivo,
se seleccionaban los callos mas grandes y con la ayuda de un bisturi se fraccionaba.
L as fracciones eran colocadas en ef medio nuevo y se incubaban a 25° C en presencia

de luz. Todos los cultivos en callo utilizados eran adicionados con fa hormona 2.4-D.
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HOMOGENIZADQ DE CCV

Tados los cultivos en calla y algunas prusbas con cultive en suspension de Daucus
carota L fueron homogenizados siguiendo la siguiente metodotogia: se pesan 10 g de
material celular {en el caso de lps cultivos en suspensién, filtracion previa), se
adicicnran 20 mL de una solucion buffer de fosfalos con un pH = £.4, se
homogenizaron durante 5 minutos con una velocidad de 8000 rpm, excepic con M.
huifzifopochtli y con P. frinervia, cuyo material celular es mas duroc y requirié mas
potencia para la homogenizacién (9500 rpm/ 5 min).

El rompimiento celular se llevd a cabo por el choque de las cuchillas de acero
inoxidabie del homogenizader con el matenal ceiular. El material homogenizado se
colocd en matraces Erlenmeyer de 125 mi, con excepcion de donde se indigue lo

contrano

BIOTRANSFORMACION

Se pesaron 50 mag del sustrato dentro de frascos biales. Ahi se les adiciond 1 mi de
acetona para disolverlos y facilitar su adicién a los CCV (homogentzados y no
homogenizados). En algunos casos se escald al doble o al triple la técnica, es decir,
guardando la misma proporcitn susirato disolvente. Los casos donde ocurrieron estos
cambios se encuentran indicados

Una vez adicionado el sustrato, los matraces fueron tapados con pape! aluminic y
colocados en incubacidén en una incubadora rotatona, a 25° C por & dias a una
velocidad de 150 rpm, con excepcion de donde se indigué ofra cosa

En cada caso, las biotransformaciones se llevaron a cabo en lotes de manera que se
tuviera mayor cantidad de biomasa vy, por consiguiente, mayor producto En general
los lotes eran de 5 matraces (10 g biomasa/ 50 mg sustrato), aungue en algunos
casos se duplcd ef volumen 2 o 3 veces.

En la figura 11 se muestra la metodologia general que se siguid para la

biotransformacion, extraccion, punficacion y caracterizacion de los productos
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EXTRACCION DE PRODUCTOS

Una vez transcurndo el pericdo de biotransformacion, los matraces se retiraban de la
incubacion y se filtraban (juntando las diversas fracciones de un mismo CCV con un
sustrato) con vacio en embudo Bichner con papel filtro de porosidad grande

El materal celular se macerd dos veces: una primera vez con acetona (se fiitrd) y una
segunda con dicloro metano (se filtrd}).

El filtrado {medio de reaccidn, macerade con acetona y macerado con dicloro metano)
se agregd a un embudo de separacién de 500 mL.

Se le adiciond CH,Cl; para realizar la extraccion por disolvente (a razon de 2 por ¥
del volumen del fitrade). Se separaron ambas fracciones i.a fraccion que se recuperd
fue la aorganica, se secaba de humedad mediante Na;S04 anhidro Se concentrd en
rotavapor (35 °C), se frasvasd a un frasco bial y se confirmo la presencia del producto
mediante cromatografia en capa fina (CCF}. Esta se realizé con una mezcla de
disoiventes Hexano:Acetato de etilo (7:3) teniendo el sustrato original como referencia.
La fraccion acuosa, en un principio, se saturaba con NaCl y se extrala con acetato de
elilo {con el misma volumen que el CH;Cl:). Se seguia el mismo procedimientio
descrito en el parrafo anterior Al no cbservarse en CCF alguno de los compuesics
que se esperaban, se decidic desechar la fraccién acuosa despues de la primera
extraccion

Para confirmar que el compuesto fuera producide como resultado de la
biotransformacion del sustrato, se colocé un blanco., Este blanco consisiia de un
matraz con biocatalizador, sin susfrato, mcubado a ias mismas condiciones El

proceso de extraccidon y monitoreo fue el mismo que se le realizé a los demas.
PURIFICACION DE PRODUCTOS
Segun el tamafo del iote, y por consiguierite del rendimienio, se frabajaron dos

procedimientos analogos. cromatografia en columna o cromatografiz en placa

preparativa. Esto dependia principalmente de la cantidad de producto esperada.



MATERIALES Y METODOS

En los casos en que se esperaba poco producto, se utitizéd la cromatografia en placa
preparativa.

En el primer caso se purificaron los productos de la biotransformacion dei acido
ferdlico con Piquena frinervia Cav. A continuacion se describe el proceso: al extracio
concentrado se le agrego silica gel para formar hasta formar una “pasta” para factitar
su adicién a la columna. La columna se prepard adicionando silica gel a razén de 20
partes de silica por cada parte de sustrato, con una mezcla eluyente Hexano:Acetato
de etilo (7:3); ya lista la columna, se agrega la “pasta”; las fracciones se colectaron en
tubos de ensaye (10 mbL por fraceidn). Las fracciones eran monitoreadas por CGF y en
las que estaban contenidas e! producto se juntaron y concentraron.

Para los producios purificados con placa preparativa (los productos de fa
bictransformacidn del eugenol con Daucus carofa L. y Mammillana huitzilopochtt), e
proceso fue el siguiente: en una camara de elusion se agregd la mezcla de eluyentes
{Hexano:Acetato de etilo {7:3)), tapando la camara para permitir ia saturacion de
disolventes de la misma; con ayuda de un tubo capilar se coloctd toda la fraccidn
concentrada en rotavapor en la superficie de la placa preparativa (de manera
honzontal 2 como avanzaria e discivenie); se coloct la placa en la camara de elusién
y se dejd migrar hasta 1 cm antes del borde

Una vez que se evapord la mezcla de disolventes, mediante una camara de luz UV se
ohservo fa migracion y se marcd la banda en donde se encontraba el producte (fo cual
se sabia mediante la CCF); la banda se cortd y toda la silica gel que contenia et
producto se colocd en un matraz Erlenmeyer Ahi se extrajo el producto con CHzClz

se concenird en rotavapor.

En ambos procedimientos de extraccion se resglizaron estudios de

espactroscopia {MS, IR, RMN-'H) para la caracterizacién de los producios obtenidos.

(V5]
L
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l‘ 10 g de Biocatalizador E
i ]
r Homogenizar Sin Homogenizar |

H
L

| d

| Adicion de sustrato

L {50 mg/ 1 mL Acatona) 5
[
|
‘ Incubacion i
’ 5d/ 25 °C/ 150 rpm

- - o

Extraccion de productos T

(CHa2ClI2)

[

Fraccién organica C Fraccidn acuosa

Monitoreo I
{CCF)

Purificacion por Cromatografia ‘
f {Columna o preparativa } |

’ Caracterizacién por Espectmfotometrial

(IR, MS, RMN-1H) i

Figura 11 Dhagrama de flue que muestra la metodelogia seguida en los ensayos de biotransformacion
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Se elaboraren testigos para cada uno de los CCV utilizados Segin fuera el caso
(homogenizado o sin homogenizar), al material celular se le daba el misme tratamiente
previo al ensayo de hiotransformacion Posteniormente, se le colocaba a las mismas
condiciones de incubacion, pero sin agregar ningun sustrato. Una vez terminado el
periodc de incubacion se le realizaba el mismo procedimiento de extraccidn que al

resto de los cultivos. Los extractos se monitorearcn por CCF.
ESPECTROSCOPIA

Los espectros de infrarrojo se corriercn en pastilfa de KBr {acido fertlico y bis-eugenol)
y en pelicuia (eugenot y dimero del feriiico) y ias bandas de absorcidn estén
reportadas en cm™ La espectroscopia de masas se realizd por impacto electronico
(IE) de baja resolucion. La resonancia magnética nuclear de 'H se comd a 200 MHz
en CDCls. Los desplazamientos quimicos (&) estan en ppm y las constantes de
acoplamiento (J) estdn dadas en hertz Las siguientes abreviaturas fueron asignadas

8 = singulete, d = doblete, dd = doble doblete, t = tnplete y m = muitiplete

Sustratos

Acido fertlico: RMN-"H: & 7.71 (d, J= 1598 1H, trans), 7.12 {d, J= 812, 1H,
arom), 7.07 (dd, J= 4.36, 1H, arom), 6 93 (g, J= 1.92, 1H. arom), 6.29 (d, J=
15.88, 1H, trans), 3.94 (s, 3H, CHs;-R) IR v 3432, 2068, 1665, 1598, 1514,
1273, 945. MS m/z 194 (M*, 10), 179 (100)

Eugenact: RWMN-'H, § 5.84 (d, J= 8.46, H, arom), 5.95 (m, H, arom). 51 {m, H,
arom), 3.86 (s, 3H, O-CHzy), 3.31 (d, J= 664, Ar-CH). IR v 3516, 2974, 1637,
1861, 1513, 1267, 914. MS m/z 164 (M", 100), 148 (40},
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Producios

Diferuiato. MS . m/fz 386 (M* 2)

Bis-eugeno!; RMN-'H: 3 6.76 (d, = 1.9, 1H, arom), 6.74 (d, 4= 1 §, 1H, arom),
5.99 (m, B, arom), 5.2 {m, H, arom}, 3 83 (s, OCHa), 3 38 (d, J= 6.6, Ar-CH). IR
v 3347, 2961, 1637, 1558, 1258, 308 MS miz 326 (M°, 100), 297 (15). 253 (20)
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BIOTRANSFORMACION DEL ACIDO FERULICO

Los snsayos de biotransformacion del acido ferdlico se probaron con tres
diferentes matenales celulares: en suspension, en suspensiéri-homogenizado y en
callo-homogenizado

En el caso de los cultivos que fueron homogenados, la metodologia general previa
a la biotransformacion fue como se describe a continuaciéon se pesaban 10 g de
blomasa y se agregaban a 20 mL de un buffer de fosfatos (pH = 6.4). se
homogenizaban a 8000 rpm/ 5 min.

Asi, para llevar a cabo Ia biotransformacién, 2 los 10 g de biomasa thomogenizada
0 ho homogenizada) se les adicionaba 50 mg de acido feruhco previamente
disuelto en 1 mL de acetona (1 mairaz; lotes de 5 matraces} Posteriormente se
colocaban en mcubacién a 25 °C y 150 rpm durante 5 dias. Una vez transcurmdo
el pericdo de incubacién, ios bioprodicios se recuperan mediante extracciones
con diclorometano y acetato de etilo. En algunos casos se escald la técnica a lotes
del deble de volumen de biomasa y producto {D. Carofa y M. huiizilopochtlf), para
tratar de tener una mayor cantidad de producte. Mediante CCF (con una mezcia
eluyente de Hexano: Acetate de stilo [7:31) se cbservan los posibles bioproductos
y se purificaron mediante cromatografia en capa breparativa 0 en cromatografia en
columna, y se caracterizaron por sus ¢atos espectroscopicas (iR, MS y RMN-"H}

A continuacion se mencionan los resultados obtenidos para cada cultive utiizado

Con [. carota | se trabajaron cultivos en suspension homogenados y no
homgenados. En el caso de los ensayos con células en suspensiéon no se
encontrd la formacion del diferulato, a pesar de que estudios previos {Chibbar et
al., 1984), reportan que los culiivos en suspension de D. carota si producen

peroxidasas extracelulares. De tal forma, se comenzaron a homogenizar los
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cultivos, los cuales st realizaron el aceplamiento del acido ferdlico, aungue con un
rendimiento (PpeolPsus) poT debajo del 5 % {Tabla 3)

Al realizar el ensayo con P. frinervia Cav. solo se realizaron con cultivos
homogenados, tanto en callo como en suspension En ambos casocs se obtuve [a
formacion del diferulato, el cual presenté un rf similar el del bioproducio de la
bictransformacidn anterior. 0.65 y 0.68, respectivamente. El rendimiento resuitd
mayor en el caso de los callos (Tabla 3), en el caso de los cultivos en suspension

no se presenta el rendimiento debido a la escasez de biomasa

£n el casc de M. huitziiopochtii se trabajyo solo con callo homogenizado. En
este ensayo también se obtuve un producto con un f = 0.66, que representaba las
mismas caracteristicas de CCF que los bioproductos de los dos ensayos
anteriores, una banda color guinda al revelar la placa El rendimiento fue mejor,
por arnba del 10% {Tabla 3).

La Gltima prueba se realizd con cullives er

n callo homogenizade de N
tabacum, los cuales arrojaron resultados similares a los ensayos anteriores {Tabla
3). kEn esta caso no se presentan los rendimientos debido a que el material celular

€ra esCaso.

A todos los productos obtenidos se les realizé un prueba con radical DPPH
para determinar su actwvidad antioxidante, a la cual el producto principal dio

positivo en todos los casos

También se reahzd la sintesis guimica del écide-5,5-difertlico segin la
describié Yamamaoto et al (1898), el cual sirvié como apoyo para caracterizar el

producto
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Tabla 3. Ensayos de biofransformacion del doido ferulico.

BIOCATALIZADOR | ESTADO /| HOMQGENADO |. PRODUCTO | Rf 11 (%) Miprac
D. carota L. Susp. Ne No - - -
D. carofa L, Susp. Si : Si 0.66 4 i0
P. trinervia Cav. Cailo Si ‘ Si 0.65 12 30
P. trinervia Cav__ | Susp. Si Si | 0.68 - -
M huitzilopochitli | Calio Si Si i 0.56 12 30
N tabacum Callo Si Si 086 | - -

C. sativa Callo i No bo- - -
C. sativa Susp No No -] - -

Abreviaciones:

Susp = Cultvo en suspensidn

n = Rendimiento (pesc productol peso sustrato)
M prod = masa de producto (en mg)
*El tF reportade es de CCF con la mezcla de elusion Hexano Acetato de enlo (7 3)

HO @] 0 OH
\'%
0 D. carota \ £

B. trincrvia
M

< M huitzitopochil
OH (|/ = /l =
o o
HOC MeC I OMe
OMe OH OH
Acido trans-fertlico Dimera de fertlico

Figura 12 Diagrama de biotransformacién por CCV del acido ferulico al dimere

BIOTRANSFORMACION DEL EUGENOL

Debido a los resultados cbienidos en los ensayos del &cide ferdlico, los ensayos
de biotransformacién del eugenol se llevaron a cabo siguiendo la misma técnica
El primer ensayo gue se realizod fue con cultivos en suspension de D, carofa
L los cuafes mostraron ta formacidon de un compuesto producte del acoplamiento
del eugenol a bis-eugenct. Este mostré un rf = 0.64 y un rendimiento del ¢ % (tabla

4}, Al mismo tiempo se probaron cultivos en suspension homogenados, los cudles
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mostraron los mismos resultados En este caso tambign se escalaron las
cantidades de biomasa y sustrato para obtener mayor cantidad de producto.

Las pruehas con cultvos en callo homogenados de M. huitziipochtli y N.
tabacum no presentarcn la formacion del bioproducto esperado (tabla 4). En el
caso de N. fabacum ya se tenia reporiado la produccion de peroxidasas

extracelulares en cultivos en callo (Bakardiieva et al., 1987).

Al igual que en el caso de los productos de bictransformacién del acido
fertlico, a los obtenidos en estos ensayces se les realizod ta prueba del DPPH para
determinar la actividad antioxidante, a la cual e producto pnincipal en tedos ics

casos mostro ser positiva.

Para ayudar en ta caracterizacién del producio, se sintetizd ef bis-eugenol
segun el meétedo reportado por Ogata et al (2000), ef cual se compard por

espectroscopia y en pruebas de CCF con el producto obtenido en este bioensaye

Tabla4 Biotransformacion del eugenol.

'BIOCATALIZADDR | ESTADO | HOMOGENDO TPRODUCTOT RF: | 4 jog) | Mlpres
D. carola L. Susp. No Si 0.64 9 225
D. carcta L. Susp. Si Si 0.64 = 225
M. huitzilopochHi Callo Si No - - -
N. tabacum Callo Si No - - -
C. sativa Callo Si No - - -
Abreviaciones:

Susp. = Cultive en suspansidn

n = Rendimiento (peso producto/ peso sustraio)

M prod = masa de producto (en mg)

* ELiF reportado es de CCF con la mezcia de ehucion Hexano Acetato de efilo (7 3)

" En base a su rF se juntaron los productos de ambas biotransformacienes, siende ei rendimiento
producto de ambos
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D. carota

| ~
[
o
MeQ MaC  “OMe
OH OH OH
Eugenol Bis-eugenol

Figura 13 Dhagrama de biotransfermacior det eugenof a bis-eugenol por CCV

ELABORACICON DE TESTIGOS

OoH  Medo
cultivo
Chle
Acido t-ferdlico
xRN Medio
|
| - o= X
HO = cultivo
f
[
OMe
Eugenol

Para cada uno de los culivos uiilizados, con ambos sustratos, se realizaron
“testigos” o “blancos” El primero de ellos se hizo de la siguiente manera:

A una porcién conocida de biomasa, sin agregar sustrato, se e sometid af mismo
tratamiento que a su contraparte con sustrato Una vez terminado el periodo de
biotransformacion, por medio de CCF se observd gue en ningln casc se formd un

producto nuevo.
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Ft segundo consistidé en agregar el sustrato al medio de cultive sin matenal celular,
colocandose en las mismas condiciones de incubacion. El igual que ei otro testigo.
por CCF se observd gque no se formaba ningln producto y se recuperaba el
sustrato. En todos los cascs. estos blancos fuercn utilizados como punto de

referencia para observar la formacion de los bioproductos.

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE PRODUCTOS

Los producios de hiotransformacion del acido ferilico v eugenaol fueron purificados
de acuerdo a los criterfos de la CCF, por cromatografia en columna y por
cromatografia en placa preparativa, segin los criterios generales de estos
procedimientos,

El producto de la biotransformacion del acido fertilico se purificd por cromatografia
en columna, con una mezcla eluyenie de Hexano:Acetato de etilo (7.3), en las
fracciones 8§ a 15

El producto de biotransformacién del eugenol se purificd por cromatografia en
placa preparativa, con la misma mezcla eluyente,

Una vez realzada la purificacién de los productos de biotransformacién, se
procedi¢ a su caracterizacion:

El producto de Ia biotransformacion del acido fertlico formd un aceite color amkbar,
se envié a espectrofotometria de IR (en pelicula), MS y RMN-TH

El producto de la biotransformacién del eugenol fue un sdlido amarillo palido, por
io que se envid a especirofotometria de IR en pastilla de KBr, a MS y a RMN-'H

Para ambos productos, la resonancia se corrié con CDCls,
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La peroxidacién de los lipidos de la membrana celular da como resultado un
camblo en las caracteristicas de transporte de esta, lo que eventuaimente lleva a
la muerte de la céiula Ademas, diversos estudios {Reiss et al, 1976; Schultze-
QOsthoff et af, 1982: Urano et al, 1976; Sun, 1990} muestran que la peroxidacion de
los lipidos, causada por radicales libres, podria estar asociada con el
envejecimiento y enfermedades como la arteriosclerosis. la diabetes o el cancer.
De tal forma, resulta importante desarrollar compuestes que ayuden en la
prevencion de la oxidacidén. Una posibiiidad la representan los compuestos
fendlicos, que estén relacionados con actividad antioxidante. Dentro de este grupo
de compuestos se encuentran el acido ferllico y el eugenol, cuyos dimeros
presentan una mayor actividad antioxdante gue la de los mondmeros (Ogata et af,
2000; Wilhamson et al, 1999).

Entre los distintos métodos que se encueniran en la fiteratura para obtener estos
compuestos (Ogata et al, 2000; Yamamoto et al, 1998), la ulllizacicn de CCV
proporciona condiciones de reaccion mas suaves que los métodos convencionales
de sintesis quimica.

Otra fuente de los dimeros del acido ferllico (diferulatos) esta en la cascanifla de
cereales, pero estos son dificiles de extraer (p. ei , saponificacion} y presentan
bajos rendimientos (Garcia-Conesa et al. 1992}, por eiempio & reperiado por
Andreasen et al para el centeno: 307 pg/ g de peso secc; lo que vuelve a la opcidn
de ia biosintesis viable en la produccion de este tipo de compuestos

Ademas de ios datos expuestos v de las ventajas que el trabajar con CCV
representa en la formacion de este tipc de compuestos, poco ha sido publicado al
respecto, pot lo que esta investigacién pudiera ayudar en el desarrollo de esta

metodologia.

i
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BIOTRANSFORMACION DEL. ACIDO FERULICO

HO O O OH
T 7

D carota N ==
P. trinervia
o OH M huitzitopochtis _
HO MeO = OMe
OMe OH OH
Acide frans-ferllico Dimero de ferdiico

Figura 12 Biotransformacion del acido ferdiice a su dimero mediante CCV

|.a biotransformaciéon del acido fertiico se lflevd a caho con CCV de £. fninervia
Cav. (en suspension y callo, homogenados), M huffziopochtli (en cailo,
homogenizado), . carofa L. {en suspensién, con y sin homogenizar) y N, tabacum
(en callo, homogenizado)

En los casos de los culiivos en suspension de D. carofa L. y en callo de N.
fabacum ya se tenian repories de la presencia de peroxidasas en los medios de
cuitive (Chibbar et al, 1684, Bakardjieva et al, 1987), mentras que en los casos de
P. tnnervia y M. huitzilopochtfi no se tenian reporte de la presencia de
peroxidasas. Todos esios CCV realizaron el acoplamiento oxidativo del acido
ferdlico y se puede destacar que en todos los casos los CCV fueron
homogenizados. Fara el caso de ios cuitives que estaban en suspensidn se podria
sugerir que las peroxidasas que realizan la dimerizacion del acido ferdlico
presentes en los cultivos utiizados son endoégenas, debido a que sin homogenizar
el matenal celular no se observaba formacian del mismo producto. En &l case de
la M. huitzilopochtii no se podria concluir ailgo, ya gue no se comprebd sl se

excretaban las enzimas al medio de cultivo sélido.

Tres de los cuatro cuitivos dieron meijores resultados, D. carota L., F.

irinetvia y M. huitzifopochtli, ya que fa presencia del producto en CCF era muy
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con una muesira del festigo vy det susirato en CCF, con una mezcla eluyente de
Hexano'Acetato de etilo (7 3) y revelado con una mezcia oxidante. Tambien se
realizaron prusbas con mezclas que revelan {a presencia de un compuesto
antioxidante (radical DPPH), dando positivo en todas ellas. En tos casos en fos
que se obtuvo ef producto deseado se observd la formacion de una mancha coler
guinda y un rF = 0.66.

De entre los tres cultivos mencicnados, el que presenta mejores resultados es el
CCV de M. huitzilopochtli, por dos razones. se obtiene un mejor rendimiento (12
%} v por CCF se podia observar una menor recuperacion de sustrato. El
rendimiento de esia reaccién se podria mejorar con una lisis mayor dei matenal

celular, ya que al ser este muy duro, resuitd muy dificii de homegenizar

A pesar de que los rendimientos presentados en el ensayo de P trinervia
parecieran ser suficienies para su caracterizacion, la purificacion se convirtié en un
paso lmitante, ya que los daios de espectrofotometria obtenidos con este

compuesto no resultan muy claros. Ei Unico dato que corrobora la presencia dej

momento dificil conocer con precisidn el tipo de dimere del que se frate El Gnico
dimero descartado es el 5,5, ya que se sintetizéd en el laboratonie y después de
comparar datos de espectrometria y de CCF se observd que no presentaban
caracteristicas similares (a excepcion del PM).

Cabe sefialar que también fueron sintetizades los dimeros 4-0-8'y 5-0-8’ segun &i
procedimiento de Larsen et al (2001), con los cuales el compuesio que obtuvimos
presenta caracteristicas similares de actividad antioxidante y PM, por o que se
sugiere sean estos los candidatos mas viables en la biotransformacion del cido

fertlico por los CCV utilizados.
Por otra parie, debido a que poca informaciéon se encuentra disponible

acerca de la utilizacion de peroxidasas de ongen vegetal en el acoptamiento

oxidativo de compuestos fenédlicos como el acido ferdlico o el eugenol, pero
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teniendo en cuenta la forma general en la que trabajan esie tipo de enzimas, se
nropane el siguiente mecanismo de reaccién (figura 13)

La enzima, o enzimas, forman un radical O« en el hidroxilo enlazado al C4 del
acido feralco. Este elecirdn comienza a deslocalizarse, formando un enlace tipo
carbonilo con el C4 v creando un nueve radical en |la posicidn 5. De nueva cuenta,
al deslocalizarse este electron det radical, se forma un doble enlace y un nuevo
radical en ta posicidn 1, el cual es complicado para formar un acoplamiento debido
al impedimento estérico. A diferencia de lo que ocurre con la deslocalizacion del
electron en el eugenol, en el acido ferdlico la presencia de una cadena alfatfica
insaturada latera! ocasiona que la deslocalizacidn se dinya hacia la cadeng,
formando un radical en el Cs,

Este mecanismo concide con los dimeros dei acido ferdlico que han sido aislados
de las paredes celulares de distintos cereales (Raiph et al, 1984}, formando
isOmeros con enlaces en las posiciones en dende se han formado los radicales
58 48- 4-0-9, 4-0-8, 8,8'-, entre otros. Si bien &l Unico dimers que se ha
preparadeo sintéticamente via peroxidasa es el 5,5°, ademas de dque es en esta

Sicion en ia que se encuentra esterificado con los arabinoxiiancs (Raiph et aj,
Para el caso de |la formacion del acido-5,5"-diferllico, se sugiere que a partir de!

esquema B, los dos radicales formados en las posiciones 5 comparten sus

electrones para formar un enlace y estabilizar ambas moléculas (figura 14).
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En comparacion con un método de sintesis quimica del dimero 55

{Yamamoto et al, 1998) {figura 15), en el que se parte de un compuesto con mayor

valor comerciai (vainifling) que el del acido fertlico y se utilizan reactivos tdxicos

como &t FeCls,

carbonilo para formar la cadena alifética lateral, previa formacion de

H>S0Q4 o NaOH. Ademas, esta técnica requiere de la acetilacion del

la di-vainilina

Esto es, con la utiizacion de la técnica propuesta en este trabajo se svitan la

utiizacion de reactivos de dificil manejo y un pasc de la reaccion de la sintesis

HYO
( /i % FeCl,
= OMe e
OH
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H

/
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Figura 15 Esquema de reaccién para la formacion del dcdo-5 5-wferglico (Yamamoto et al,

1698)
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BIOTRANSFORMACION DEL EUGENOL

D. carota

MeQ
OH

Eugenol Bis-eugencl

Figura 16 Biotransformacién del eugenol a bis-eugenol mediante CCV

La biotransformacion del eugenct se lievd a cabo con CCV de D. carofa L (en
suspensidén, con y sin homogenizar} v de M hultzilopochtli y N. tabacum (en callo,
homogenados). Solo en el case de los culiives en suspensidn de D. carota L. se
encontré la formacidén del bis-eugencl, con un bajo rendimientc (9 %) La
presencia del producto se monitored inicialmente por CCF, tal y como se realizo
con el Acido ferdlico En este caso, se observd una handa roja con un rF = 0.64,
menor al presentadc por el eugenol (0 70). También se realizaron pruebas de
actividad antioxidante (radical DPPH), a las cuales el producto presentd actividad
positiva
A pesar de tener reporiado la présencia de peroxidasas en cultvos en suspension
de D. carota L (Chibbar et al, 1994}, no se tienen reportes de su utilizacién como
fuente de peroxidasas para el acopiamienio oxidativo del eugenol Asi que
suponemos que el pobre rendimento de la formacién del bis-eugenol pudiera
deberse a una baja concentracion de la enzima en el medio de cultive, ¢ bien a
una relacién de concentraciones muy diferente entre enzima y sustratc. Ahora se
pasara a analizar el mecanismo de reaccion seguide en ia biotransformacisn.

El mecanismo por el cual ocurre el acoplamiento oxidativo dei eugencl
utiiizando CCV es similar al descrito para el acido ferllico. Se sugiere un
mecanismo de deslocalizacion electrdnica (formacién de un radical) (figura 17),

comenzando con la formacion del radical Oe del grupo hidroxiio, a partir de 1a
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accidn de la peroxidasa Esto ocasicna fa dislocacién clectrénica que se
“estabiliza” dentro del fenilo, provocande distintas estructuras de resonancia. Una
de ellas (estructura B) posee un radical Ce en el Cs del anilio, el cual se puede
estabilizar al compartir el electron libre de ofra estructura tipo B, con un radical en
el Cs, formando asl el enlace 5,5 que da pie a la dimerizacion.

Posteriormente, por el efecto electroatractor de los atomos de O en posicién orto
al nuevo enlace, el par electronico de enlace del C; es atraide hacia el anillo,
formando de nueva cuenta un anilio bencénico. Los atomos de O enlazados al C,
del anillo vuelven a formar un grupo hidroxilo al formar un enlace con los
hidrégenos que habian guedado como protones dentro del medio de reaccion
(figura 18)

Ya que este trabajo presenta un objetivo principalmente cualitativo, es decir,
observar si los CCV utiizados pedian realizar et acoplamiento oxidative de estos
cempuestos fendlicos, no es posible determinar con exactitud cual es el papel de
la o las enzimas dentro del mecanismo de reaccion, ya que no se trabajd en la
dentificacion de estas.

La identificacion de este compuesto se dio por espectrofotometria de IR,
MS y RMN-"H, en base a las siguientes observaciones:

En primera instancia, el espectro de IR presenta datos similares a los del sustrato,
estos es bandas de absorcion para grupos —OH (3300 cm™) y —OMe enlazado a

un grupo aromatico {1250 cm™}
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Figura 17 Mecanismo de formacidn del radical del eugenol (deslocalizacién electronica} para la
forrnacion det bis-sugenol

Ef especiro de masas muestra claramente un ion M” de 326 (100), lo cue refiere al
peso molecular del dimero

En el caso de la resonancia se pueden apreciar claramente daies de la formagion
del dimero propuesto: a 3 6 76 y 6.74 ppm se observan un par de dobletes con
una J igual (1 9 Hz) que integran para 2H en posicidn meta; ademas de que las
sefiales de orto desaparecen, dande ta posicidn en la gue se dimerizé {5-5).
Tambien se ohserva un singulete en 3.93, el cual integra para 6H, lo que nos
indica 2 grupos CHs. Ofra sefial, un doblete con 6= 3 38 y que integra para 4H, nos

muestra la presencia de dos grupes metiio en fa cadena alfatica

El que el bis-eugenol presente una mayor actividad anticxidante que e
eugenol puade deberse a la presencia de dos dtomos de O por mol, ademas de la
presencia de dos anillos bencenicos, lo que vuelve a ia molécula mas estable en la
dislocacién del radical que genera ifa peroxidacién. Estos resultados sugieren
ademas, que la presencia de un grupo sustituyente grande en posicidén orto con
respecto al grupo hidroxlo es importante en el mecanismo de accidn como

antioxidante de esta molécula (Ogata et al, 2000).
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Con respecto a las ventajas que representa este procedimiento en a
formacién del bis-eugeno! a partir del eugenol schre un método de sintesis
quimica clasica
Un método de sintesis quimica tradicional (figura 19), es el propuesto par Cgata et
al. (2000), y consiste en oxidar el eugenol (disuelto en piridina) con una mezcla de
H:0; y FeS0,, a una femperatura de 60 °C por 24 h. El producto se exirae con
AcOE! y se recristaliza de etanol. Como se puede observar este proceso requiere
de mas pasos en la formacidn del dimero que le mecanismo gue se propone.
Ademas, requiere de condiciones de reaccion mucho mas fuertes, come la
utilizacion de reactivos guimicos altamente toxicos como el sulfato ferroso v la
pindina. Mientras que en el métods que se sugiere en este trabajo no es necesario
utilizar reactivos quimicos de esta naturaleza. El punto negative del proceso
propuesto es el bajo rendimiento ya que Ogata et al. reportan un rendimiento del
356 %, arriba de 10 veces mayor al reportado en este trabajo Esto hace que se

tenga la necesidad de optimizar el pracese para abtener un melor rendimiento.
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Una forma de optmizarie seria aislar ia enzima y desechar el material celu'ar
exira, para aumeniar la relacién enzima-sustrato

Cabe resaltar gue esta siniesis se realizo en el transcurse de jos bioensayos para
comparar ios resultados que se obtuvieron en ellos, resultando en concordancia

los datos de espectrometria y de CCF entre ambos.

| l

}/\ H,0,/FeSQO, =
o

}x;

{ P
MeO/\/ Pindina Meow
! 60°C/24h [ OMe
OH OH
Eugenol Bis-eugenoci

Figura 19 Sintesis guimica del bis-eugenol (Ogata et al 2000}

PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos son alentadores por varios faciores. En primer lugar la
formacion de compuestos con una alta actividad antioxidante, por un método
menos agresivo para el medio ambiente, También se puade presumir la presencia
de peroxidasas en dos CCV de los cuales no se tenia reporte alguno; M,
huitzifopochtli y P. frinervia. Por Uitimo. la obtencidon de nuevas fuentes de
peroxidasas, ya gue solo son conacidas comercialmente las de rabano o HRP
(Moreno et al, 1890}

A la vez de alentadores, estos resultados promueven una mayor investigacidn al
respecto. De inicio se deben aslar, punficar y caracterizar la o las enzimas
presentes en cada cultive, asi como una cinética (tanio enzimatica como de
crecimiento celular) para saber el momento en gue se producen mas. También

resultaria (il conocer la relacion enzima-sustrato, para evitar una saturacion o
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inhibicién de ia enzima, comao lo seria también conocer la regioselectividad de la
enzima

Tomando en consideracidn fa presencia de peroxidasas, a los cultivos de D. carota
L. se le realizaron pruebas de actividad de peroxidasa, la cual resulté bastante
alta. Asi, seria conveniente , medir la actividad de peroxidasa en los CCV,
principalimente extracelular.

En un trabaje mas adelantado, desde un punto de visia de genética, se podria
intentar sobreproducir la enzima para obtener rendimientos mayores Otra forma
de mejorar los rendimientos seria la de intentar aislar {as estructuras de
resonancia utiles para la formacidn de los dimeros, ya que no iodos los dimeros

poseen una mayor actividad antioxidante (Williamson et al, 1889)

De esta forma la investigacion en tomo al acoplamiento oxidative de
compuestos fendlicos mediante cultivos de células vegetales aparenta tener un

amplio camine por recorrer, con diversas investigaciones que hacer at respecto.

L
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CONCLUSIONES

- Se probaron 4 diferentes cultvos de células vegetales como
biocatalizadores Daucus carofa L. y. Pigueria tnnervia Cav en suspension
{con y sin homogenizar). Pigueria trinervia Cav., Mammullaria huitzilopochti

y Nicotiana tabacum en medio solide (homogenizados)

- Piqueria trinervia Cav. (calle} y Mamiflana huitzilopochtii resultaron ser los
adecuados para la piotransformacion del acido ferdlico a un compuesto con

una diferente actividad antioxidante
- Daucus carofa L. (suspension y homogenizado) resultd ser el mejor
blocatalizador, de les propuestos, para la biotransformacion del eugenol a

un compuesto coen una diferente actividad antioxidante.

- Los productos obtenidos en ambos casos, purificados y caracterizadoes,

resultaron ser dimeros de los sustratos onginales.

- El producto de Ia biotransformacion del eugenol es el bis-eugenol.

- El productc de la biotransformacion del acido ferdlico se sugiere sea el 4-
0-5 o0 el 8-0-5".

- Los productos obtemdos en este estudic presentaron actvidad

antioxidante, ya que dieron positiva a la prueba del DPPH
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