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RESUMEN 

RESUMEN 

Las biotransformaclones con cultivoS de células vegetales (CCV) para 

producir compuestos de mterés Industrial se han presentado como una alternativa 

a los métodos trad¡cionales de síntesis de diversos compuestos. En el campo de 

los aditivos alimentarios representa una forma "natural" de sintetizarlos. 

Existetl dIversos métodos pam ¡ealizar ensayos de biotransformación con CCV, 

siendo uno de los más importantes la adición de un compuesto (ya sea de origen 

natural o sintético) que pueda servir de sustrato a las enzimas contenidas en Jos 

CCV. 

Dentro del campo de los aditivos (tanto alimentarios como farmacéuticos. 

principalmente como conservadores) destacan los antioxidantes Dentro de este 

grupo tenemos al áCido ferúllco y al eugenol. que de entre sus diversas 

propiedades (Orrhara et al, 1992, Rosazza et al, 1995, Madhavi et al., 1997 

Couteau y Mathaly, 1998) se destaca su utilización como antioxidantes naturales 

Asi mismo, estudios recientes (Ogata et al, 2000; WIlliamson et al, 1999) muestran 

que los dímeros específIcos que forman estos compuestos poseen una mayor 

capacIdad antioxidante que Jos monómeros 

En el presente estudio, se evaluaron distintos CCV (Oaucus carota L., Piqueria 

trinervia Cav., Mammillaria huitzi/opochtli y Nicotiana tabacum) para la 

biotransformación de ácido ferúlico y eugenol a sus dímeros, con mayor potenCial 

antioxidante que estos. 

Se trabajó con cultivos en callo (homogenizados) de· Piqüería trinervia Cav., 

Mammil/aria huitZllopochtli, NJcotiana tabacum, y con cultivos en suspensión 

(homogenizados y sin homogenlzar) de Oaucus carota L y Piqueria trinefVIa Cav 

El medio de cultivo estándar fue el medio MS (Murashige-Skoog), adicionado con 

diferentes hormonas (ANA, BAP, 2.4-0). ia llnica diferencia entre el medio líqUido 

y el sólido fue la adición de un agente gelificante, como el agar. 



RESUMEN 

Se lograron obtener, aislar y pUrificar los dímeros producto 1e la 

biotransformaclón. En el caso del dlferulato, los CCV que dieron mejor resultado 

fueron los cultivos en callo (homogenados) de Piquena trineNla Cavo y 

Mammiliaria huilzilopochtli. En el caso del bls-eugenol, el cultivo en suspensión de 

Daucus carola L. resultó ser el de mejor rendimiento. 

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

productos para comprobar que la presentaban. 
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JNTRODUCCIÓN 

INTRODUCCiÓN 

Los derivados qJímlcos producidos por los organismos VIVOS (desde los 

microorganismos hasta organismos superiores, como las plantas), han sido de 

gran importancia para la humanidad. Productos tan diversos como 

medicamentos, insecticidas, saborizantes, colorantes, fragancias y alimentos, son 

obtenidos a partir de ellos Además de ser fuente de Jos compuestos 

mencionados, las características intrínsecas que los organismos presentan 

bnndan la oportunidad de utilizarlos como catalizadores en la sintesis de otros 

compuestos que no estén presentes en ellos. Los productos derivados de las 

plantas. por ejemplo, han sido objeto de diversos estudios, ya que diversos 

factores, como lo son. clJmátlcos, ecológicos, socio-económicos y de 

disponibilidad, afectan la obtención de los compuestos que resultan de ¡nterés. Es 

aquí donde surgen como opción las blotransformaciones; buscando las rutas 

sintéticas adecuadas y aprovechando la maquinaria enzimática de las células, 

para mejorar los rendimientos y eliminar la dependencia de la fuente natural. Otro 

factor a conSiderar es la convenienCia de trabajar con condiciones de temperatura 

y pH fisiológicos. lo cual representa una ventaja con respecto a las técnicas 

tradicionales de sínteSIS química. Una característica de la técnica de las 

biotransformaclones que se ha aprovechado es la capacidad catalítica de las 

enzimas para sintetizar compuestos que no se encuentren normalmente en las 

células o compuestos nuevos. 

El uso de métodos biocatalíticos para la producción de compuestos 

utilizados en la industna de la quimica yen particular, en la prodUCCión de aditivos 

para alimentos (sabonzantes, antioxidantes y colorantes) ha logrado grandes 

avances en épocas reClelltes Desarrollados inicialmente para produclr 

compuestos quirales para la industria farmacéutica, los procesos biocatalíticos o 

biotransformaclones se han converÍldo en una herramienta dentro de la química 

sintética, principalmente debido a que se realizan transformaciones quimicas de 

manera regio, químio y estereoselectlva y. por lo regular, se llevan a cabo a 
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temperatura y pH flSiol6glcos Asi, el uso coordinado de la química sintética con 

material biológico es un área de gran impacto dentro de la química orgánica y la 

blotecnología. ya que Involucra los complejos enzlmátlcos como reactivos en una 

reacción dejando una amplia gama de opcIones para producir nuevos 

compuestos. 

A pesar de que aún no se ha logrado desarrollar al nivel de la fermentación 

Industrial (la cual requiere de un menor tiempo de trabajo, ya que el crecimiento de 

bacterias y hongos es más rápido), la tecnología que resulta de combinar cuitivos 

de células vegetales (CCV) con la síntesis químIca puede producir las rutas 

smtéticas que provean estos compuestos. Además de las ventajas de trabajo ya 

mencionadas (pH y temperaturas fiSiológicas), la blotransformaClón con CCV 

provee el control de parámetros que afectan el rendimiento y la calidad de los 

productos, haciéndolos homogéneos. Tampoco se puede dejar a un lado los datos 

que indican que en los últimos años ha habido un incremento en las preferencias 

de los consumidores hacia productos de ollgen natural (Sahai, 1994). 

El aumento en el consumo de productos de origen natural (esencias, sabonzantes, 

antioxidantes) ha traido como consecuenCia una sobreexp!otación de recursos 

naturales. Es aqui donde surge la alternativa de las biotransformaciones con CCV: 

adicionando sustratos, ya sean natuiBles o sintéticos, y aprovechando los 

sistemas enzimáticos intrínsecos de los vegetales para prodUCir los compuestos 

de interés Una ventaja que presentan estas biotransformaciones es que se 

pueden obtener compuestos que no se encuentren de manera naturai en las 

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

Un grupo de enzImas que se ha estudiado en los últimos años dentro del 

campo de las biotransformaciones con CCV son las peroxldasas, ya que se 

utilizan en la síntesís de compuestos con actividad antlOxidante, los cuales están 

presentes en nutracéutlcos y medicamentos que sI/ven para controlar procesos 

asociados al enveJecimiento, los cuales han tenido un gran auge en los últimos 

años. 
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Dentro de su uso en la blosíntesls de compuestos con actividad antioxidante, es 

aprovechada una de las características más Importantes que posee este grupo de 

enZimas: catallzar el acopiamiento orto-oxldatlvo (dimerizaclón) de compuestos 

fenólicos entre los que están los flavonoides y los fenilpropanoides, los cuales son 

conocidos antioxidantes naturales. Aunado a esto, estudIos recientes (Ogata et al, 

2000, Williamson et al, 1999) muestran que los dimeros del ácido ferjlico y del 

eugenol poseen un poder antioxidante mayor que el de íos monómeros, por lo 

que, en. este estudio se presentan los resultados de la biotransformación de 2 

fenilpropanoldes (conocidos antioxidantes naturales). ácido ferúllco y 8ugenol, con 

4 diferentes CCV' Daucus carota L., Piqueria trineNia Cav., Mammillaria 

hUltzilpochtlf y Mcotiana tabacum. 
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ANTECENDENTES 

BIOTRANSFORMACIONES 

Por muchos años, la química sintética ha mtentado producir diversos compuestos 

de origen natural con importancia a nivel industnal, a pesar de la complejidad 

estructurai inherente (a la cual deben sus propiedades únicas y actividad 

biológica) y es debido a esto que ía síntesis química de estas sustancias no es 

posible o requiere de procesos complicados y costosos, lo cual no resulta 

conveniente en la industria Lo que angina el Interés por aprovechar a los 

organismos vivos. y a su "rnaqumaria" enzimática, en procesos de sínteSIS 

industriales. 

La téCnica que conjuga la síntesis química con el uso de organismos VIVOS 

se le conoce como biotransformaclon. Ya sea que se empleen los materiales 

celulares completos o que se aislen las enzimas, estos catalizadores naturales 

ofrecen grandes ventajas para la producción de sustancias tradicionales o nuevas. 

Algunas de las caracteristicas que hacen optar por la blocatálisls sobre la catálisIs 

química tradicional, son. las enzimas poseen una alta específicidad (en térmInos 

de regio, quimio y estereoespeclficldad) con respecto a los sustratos sobre los que 

actúan, los procesos en los que son empleadas suelen ser más rápidos, trabajan 

en condiciones fisiológicas, por lo que no demandan condiciones extremas de 

reacción; pueden dar altos rendimientos en productos enatioméricamente puros; 

debido a su especificidad sobre el sustrato, no forman subproductos, y son 

capaces de producir compuestos nuevos a partlf de sustratos distintos a los que 

suelen transformar a nivel celular. 

Dadas las caracteristicas de la catálisis enzlmátlca, el Impacto ambiental de los 

procesos en los que se ven involucrados es baJO (no se requieren condiciones 

extremas de reaccIón); además de que son consIderados como compuestos 

naturales en el mercado. ya que fueron sintetizados por sistemas biológicos. 

6 
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Una gran gama de reacciones han sido estudiadas siguiendo esta técnica, 

utilizando células como catalizadores A continuaCión se mencionan algunas de 

las reacciones más representativas (figura 1): 

En primer instancia, la hidrólisis de sustratos para obtener compuestos con 

actividad óptica para la industria farmacéutica, como lo representa la formación de 

una dihidropiridina ópticamente activa a partir de la hidrólísis de un éster, 

catalizada con una esterasa de hígado de cerdo (A); formación de enlaces e-e y 
C-O, en el primer caso la formación de un enlace C-C con una aldolasa de conejo 

que se utiliza como catalizador en la síntesis de diversos compuestos naturales 

(B) y en la formación del enlace C-O se ha reportado la ulilízación de una enzima 

(subtillsina) como catalizador en la transestenficaclón entre ésteres vinilicos y 

alcoholes primarios (C); otra reacción que ha tenido diversos reportes es la 

gllcosldación, por ejemplo la gllcosldación de un dial que da como resultado un 

compuesto con actividad óptica (O), y por último, otro grupo de reacciones 

(hidroxilaclones) que sirven principalmente en la preparación de precursores útiles 

en la sintesis de compuestos naturales, como lo es la bioconverslón del benceno a 

ciclohexadiendiol, mediante cepas de P. pulida (que además es capaz de 

biotíansfmmar otros áerivados simpies del benceno a sus correspondientes 

ciclohexadiendioles qUlrales (E). 

Diversas revisiones se han realizado en los últimos años (Loughlin, 2000; Roberts, 

1999; Turner, 1994) enumerando ios avances que se han dado en el campo de la 

biocatálsls. 

A continuación se procederá a mencionar algunos de los aspectos más 

relevantes en lo que se refiere a las biotransformaciones con CCV 

BIOTRANSFORMACIONES CON CCV 

Las plantas son fuente de diversos compuestos que se utilizan en la Industria 

alimentaria. Sirven como fuente de saborizantes, anlioxidantes,colorantes y 

aromatizantes, entre otros. A pesar de que se han logrado grandes avances en la 
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Al Formación de un compLlesro con actlv\dad óptIca, mediante ta hidrólisIs de un éster catallzada 
por una lipasa (Turner, 1994) 

BuOH.H :fJ 
(lO:!) 

B) Formación de un enloce e-e mediante una aldolasa de músculo de conejo (RAMA) (Bednarskl 
et el, 1989) 
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e) Formación de un enlace C-O mediante la subtlsll¡na de Bac¡{fus fentus (Uoyd et al, 1998) 
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O) Formación de un enlace gltcosídíco con p-galactoslcasa de Eschenchl8 coll (Crout et al, 1990) 
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E) Dlh¡droxllación del benceno empleando cepas de Pseudomonas pulida (Jonhson et al. 1992) 

P. putida Jo 

Figura 1 Reacciones sobresalientes en el estudio de las blotransformaclones Al Formaclon de un 
compuesto con actividad óctlca, 8) formación de un enlace e-c, e) Formación de un enlace e-o 
O) formación de un enlace glicosídlco, E) hldroxIlaclon de un compuesto arOMático 
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producción de muchos de estos aditivos a partir de fermentaciones microbianas 

(Scragg, 1994), no se puede dejar a un lado el Incremento en la demanda de 

productos de origen natural (Sahai, 1994, Scragg, 1994) 

La mayoría de los aditivos que Imparten sabor y aroma a un producto están 

constituidos por una gran vanedad de compuestos y no soJa al componente 

principal, por lo que es difícil obtener el sabor Idéntico a nivel sintético y la 

extracción directa de \a planta sigue siendo una opción redltuable. Una desventaja 

del uso de plantas nativas radica en que los rendimientos de los extractos están a 

expensas de factores ajenos al contro! humano, como \0 son variaciones de 

planta a planta, cambios climátrcos, pestes, enfermedades, etc 

Todos estos factores que alteran la calidad de los aditivos se pueden eVitar 

mediante la utilización de los cultiVOS de células vegetales. 

Los cultivos de células vegetales (CCV) actualmente constituyen una 

alternativa para sintetizar sustancias cuya prodUCCión comercial se ve limitada por 

factores externos (problemas con la disponibilidad de las plantas), o porque la 

síntesIs convencional resulta económicamente inviable. 

La técnica de los CCV puede ser definida como aquella que "consiste en cultivar 

en medios nutritivos adecuados y en forma aséptica cualquier componente de la 

fisiología de una planta" (Navarro y Vera; 1994) 

El desarrollo de la técnica de CCV se basó en la teoria expuesta por Schleiden 

(1838) y segUida por Schwann (1839), en la que afirmaban que una célula 

derivada de una planta tiene el potencial de crecer y diferenCiarse hasta regenerar 

la planta entera. A este fenómeno se le conoce como "totipontencialidad de las 

células" (Sahai, 1994) Basándose en estos conocimientos, Haberlandt estableCIÓ 

los principIos biológicos del cultivo de órganos y tejidos vegetales en 1902 

(Murashlge, 1997). 

9 
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En un inicio esta técnica fue utilizada como una herramienta para estudiar 

la bioquímica y la fisiología de las plantas, Siendo su pnmer uso comercial la 

micropropagación de plantas ornamentales. 

Recientemente distintos autores han propuesto (Kutney, 1993, Wilhelm y 

Reinhard, 1980) la utilización de los CCV como una alternativa para obtener 

productos de interés para la industria química, que tengan una buena calidad y 

rendimientos estables (Scragg, 1994). 

De acuerdo con la figura 2, se explica ahora de manera general como se 

establece una línea de CCV' 

Se selecciona la p1anta (p!anta madre) y se segmenta Posteriormente se toma la 

sección apropiada para sembrar o explante (p. ej.: raices, hojas, brotes, tallos, o 

semillas) y se le hace una estenlización superficial, esta consiste en sumergir el 

explante en una solución esterilizadora por algunos minutos (p ej. HCI03 ac), 

sacarlo y realizar 2 ó 3 lavados con agua destilada Posteriormente la sección 

estenlizada se coloca en un medio de cultivo sólido, el cual contiene distintos 

nutrientes: una fuente de carbono y energía, normalmente sacarosa; una fuente de 

nitrógeno; micro y macro nutnentes (sales); vitaminas; asi como reguladores de 

crecimiento (hormonas): auxinas y citoquininas. Estas hormonas afectan 

directamente la diferenciación y elongación de las células, y a una proporción 

adecuada, provocan un crecimiento rápido con células no diferenciadas 

En el medio sólido crece por lo 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 proporción de hormonas que se utilice, el creCimiento 

puede estar bien diferenciado. En este punto también se debe de dar un sub cultivo 

o resiembra (mantenimiento de la linea celular), ya que conforme va creCiendo el 

callo se van agotando los nutrientes. Este subcultlvo se realiza segmentando el 

callo y resembrándolo en un medio de cultivo nuevo 

10 
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Un problema que representa para su uso industria! este "callo" es su lento 

crecimiento, por lo que si éste se disgrega y se coloca en un mediO líquido (con los 

mismos nutrientes, pero sin el agente gellficante), es obtenido un cultiVO en 

suspensión En esta dase de cultlvos, el crecimiento es más rápido y el material 

celular es más homogéneo (que en el caso de algunas blotransformaclones es 

más conveniente; ya que, en general, los CCV no diferenciados no son capaces 

de producir terpenoldes (Wilhelm y Reinhard. 1980), o en el caso de los 

metabolitos secundarios, se requiere cierta organización celular para que se 

acumulen en organelos especializados) Además de que a nivel industrial 

representa una ventaja ya que las suspensiones pueden ser colocadas en 

biorreactores de gran volumen, facilitando así el desarrollo a gran escala Esto es 

en analogía a {os biorreactores microbIanos. 

Cabe mencionar que tanto los "callos" como los cultiVOS en suspensión no son las 

únicas opciones para produCIr cultivos Alterando el balance regulador del 

creCimiento, es posible desarrollar ralces y brotes independientemente. 

Una vez establecida la línea celular de CCV, se realiza la 

biotransformación. De manera general, esta puede ser de dos formas: adicionando 

un metabolito secundario, que se encuentre en pequeñas cantidades en la rula 

biosintéllca, benefiCiando la sobreproducción de algún compuesto conocido de la 

planta (p. ej. Aceites esenciales), adicionando un compuesto llamado "elicilor", el 

cual produce una respuesta de las células y en donde por lo regular se aumenta la 

concentración del rnetabo(\to; o adiCIonando un sustrato que mediante \a 

maquinaria enzlmátlca de las células produzca un compuesto que no esté 

presente o se presente 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 calalizar reacciones de tipO regio y eslereoespecíficas (Villa, el al., 

1998). En la figura 3, se plantea el método general para la blotransformación con 

CCV adiCionando un sustrato 
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Nada de lo descrito anteriormente es nuevo, ya que durante fos últimos 20 años se 

han utilizado CCV para la biotransformación de compuestos tales como 

terpenoides, fenllpropanoldes y alcaloides; los cuales, en algunas ocaSIones han 

dado como resultado compuestos de Interés biológico que no se encuentran en la 

naturaleza (Stepan-Sarkissian, 1991; Suga e Hirita, 1990). Se debe resaltar que la 

simple adición de un precursor no es smónimo de que la biotransformaclón sea 

reaHzada DIversos factores deben ser tomados en cuenta, por ejemplo: la 

capacidad del precursor (en caso de que sea un compuesto quimico sintético) de 

penetrar la célula, los efectos tóxicos o de retroalimentación en la acumulación del 

producto, la disponibilidad de las enzimas de entrar en contacto con el precursor 

(ya sea porque las enzimas no están sIendo producidas, o tanto las enzimas como 

el precursor se encuentran en compartimientos distintos) (Chin y Pederson, 1992). 

Este último punto puede ser salvado homogenizando las células (esto es realizar 

una lisis mecanica, preferentemente con un aparato con cuchillas de acero 

inoxidable), dejando así los complejos enzlmáticos libres en el medio de reacción 

para que entre en contacto con el precursor. 

Nümerosas reacciones se han estudiado utIlizandO esta técnica, 

aprovechando ya sea material celular vegetal o las enzimas aisladas de ellas. 

Dentro de estas se pueden destacar IfaS siguientes reacciones: 

A) La reducción de los dobles enlaces entre C-C y C-O, como lo representa la 

formación de alcoholes a partir de compuestos como las cetonas aromaticas (por 

ejemplo, la reducción de la acetofenona a 1-feni!etanol, medIante cev 
inmobilizadas de Gardenia jasminoides) (Akakabe y Naoshlma, 1994), 

prinCipalmente para la formación de compuestos con actividad biológica que no 

son encontrados con facilidad en la naturaleza (Villa et al,1998). 

A) RedUCCión de la acetofenona a 1-fenlletanol 
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DIAGRAMA GENERAL 

TOMA DE MUESTRA 
(Brote, tallo, raíz) 

l SIEMBRA EN MEDIO SÓLIDO: 
I ' 
i (Callo) ! 

I 
I SIEMBRA EN MEDIO LíQUIDO: 
! (Suspensión) I 

RESIEMBRA 

ANTECEDENTES 

HOMOGENADO )1 SUSPENSiÓN 

\ EXTRAER PRODUCTOS i 

I 
PURIFICAR 

, I I 
I CARACTERIZAR I 
I I 

Figura 3. Diagrama de flUJO que muestra la metodologla general para la blotransformaclon de un 
sustrato con CCV 



ANTECEDENTES 

B} Las ~-oxldaciones, como lo representa la biotransformación del ác~do ferúlico a 

vamillina (el cual ha sido ampliamente estudiado con diversos microorganismos) 

mediante cultivoS en suspensión de D. carota y la cual es precedida por una 

descarboxllaclón, técnica desarrollada a partir de la síntesis de estirenos utilizando 

como precursores diversos ácidos cinámicos (Takemoto y AChiwa, 1999), Esta 

reacción ha sIdo ampliamente estudiada debido al alto valor comercial de la 

v8inH\a (Ramachandra y Ravishankar, 2000). 

o O 

"'" "'- OH "oif" • 
~ 

HO 
I 

OMe OMe 

B) ~-Oxldac¡ón del áCIdo ferúllco a ValnlJlma 

el Demetllaciones y descarboxilaciones, como en la formación de precursores 

para la formación de vainillina, por ejemplo, la descarboxilación del áCido ferúlico 

para obtener eugenol con CCV de Nicoliana labacum (Takemoto y Achiwa, 1999). 

o 

OH y'// 
- I 

HO ~ HO 

OMe OMe 
C) DescarboxJ!aclón de áCido trans-ferúlico 

DI Por último, una biotransformación 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 solubilización de productos con baja solubilidad en 

agua (Wilhelm y Reinhard, 1980), la glicosidación de compuestos fenólicos, como 

lo representa la glicosidación de la hidroquinona a arbutlna mediante CCV de 

Digilafls purpurea (Pilgrim, 1970). 
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Q 
OH 

D) Gllcos¡daclón de la hldroqulnona 

Una vez expuestos algunos puntos importantes dentro del campo de los 

CCV, se procederá a hablar de aspectos básicos concernientes a los sustratos 

utilizados en este proyecto de tesis. 

MONOTERPENOS 

Los monoterpenos son compuestos volátiles que confieren a las plantas una gran 

parte de su fragancia Han sido utilizados desde la antigüedad como medicinas y 

fragancias, parte fundamental de los aceites esenciales, poco solubles o 

insolubles en agua; la manera más común de obtenerlos es por una eXÍmcdón 

directa de la planta El nombre terpeno deriva de los compuestos aislados de la 

trementina, un liquido volátil obtenido de algunas coníferas. 

Con una ocurrencia natural en la mayoría de las plantas. considerados por 

algunos autores coma parte de los componentes fenólicos de la planta (Bowers. 

1992), este tipo de compuestos también está asociado al color y al sabor de 

diversas frutas (p eJ manzanas, cerezas y peras) 

Los compuestos derivados de los monoterpenos, que poseen un grupo 

fenlla unido a una cadena alifática de 3 carbonos son conocidos como 

fenllpropanoides. Estos se encuentran ampliamente distribuidos dentro del reino 

vegetal y son utilizados, entre otras cosas, como aditivos alimentarios. Siendo la 

característica más importante de este tipo de compuestos el poder antioxidante 
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Se cree que los antioxidantes de tipo fenólico funcionan donando un 

hidrógeno del grupo hidroxilo a un radical peróxido, de acuerdo al siguiente 

esquema, eVitando así que se inicie o propague la oxidación: 

LOO. + HArOH -> LOOH + HArO. 

Donde LOOo representa un lípldo en el proceso ¡nICla! de oxidación, 

mientras que HArOH es el compuesto fenólico 

La efectividad de los diferentes antioxidantes fenólicos depende del tipo y posición 

de los grupos que estén asociados al anillo bencénico y a la factibilidad para donar 

el hidrógeno, 

ÁCIDO FERÚLlCO 

El ácido ferúlico (ácido,3,fenil,(4,hidroxi,3,metoxi),2,propenoico) (fig, 4A, pag 19) 

es un compuesto que se encuentra en la mayoría de las plantas (principalmente 

las monocotiledóneas), formando parte de la pared celular y constituyendo puente 

de unión entre pOlisacáridos (conjugados glicosídlcos) y raramente se encuentra 

de manera libre (Rosazza, et al., 1995), Unido como éster a polisacáridos, el ácido 

ferúlico se presenta en forma monomérica o dlmérica (Akin, el al., 1992), 

Desarrolla un papel muy importante en la defensa de la planta y es precursor de 

compuestos antimicrobianos y antimlcóticos, A nivel Industrial es usado como 

antioxidante natural en alimentos y es ingrediente activo en lociones y cremas 

para la radiaCión solar, ya que funciona como fotoprotector 

También se le ha asociado con ac\!vidad antihepatóxlca, antitumoral, 

antiestrogénica, antimicótica y colesterolémica; inhibidor de sabores amargos, en 

la labia 2 (pag, 23) se resumen algunos de los usos más relevantes del ácido 

ferúlico y sus ésteres derivados que han sido aplicados en los últimos años. 
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En el área de la biocatáhsis se ha encontrado que el ácido ferúlico, al ser 

blotransformado por algunos microorganismos, produce compuestos que son 

utilizados en la industna de la química y de los alimentos, como lo son la vamllllna 

y el guaiacol (Ramachandra & Ravlshankar, 2000) Algunos de estos ensayos de 

biotransformación del ácido ferúlico con microorganismos se pueden ver en la 

tabla 1 (pag. 22). 

Este compuesto ha sido estudiado en ensayos de biotransformación coma 

precursor de la vainlll1na (componente esencial de la vainilla, un aditivo 

ampliamente utilizado en la industria alimenticia), principaimente utilizando 

microorganismos (p.ej cepas dIVersas del hongo Pseudomonas sp) (fig 5). Solo 

se tienen conocimientos de la utilización de CCV para la biotransformación del 

áCido ferúlico de una sola fuente' Takemoto y Achiwa (1999) 

O O 

OH ft' H ~ I 
HO /C HO 

, 
OMe OMe 

Figura 5 blotransformaclÓn del áCido trans-ferú!lco a valnlllina, mediante cepas mutantes de 
Pseudomonas ffuorescens (Andreonl et al, 1995) 

Una reacción que hasta el momento ha sido poco estudiada es el 

acoplamiento oxidativo del ácido terúlico por medio de CCV Esta reacción es 

importante ya que la dimerización de compuestos de! tipo de! ácido ferúnco (p eJ 

Diferulatos) afecta la capacidad antioxidante, siendo esta dependiente de la 

posición del enlace entre los monómeros. Distintos dlferulatos se han identificado 

en la pared celular de diversas especies vegetales (especialmente cereales) y 

cada uno muestra diferente actividad (Williamson, 1999) (Tabla 2, pag 23). 

Así, la actividad antioxidante que se presenta al formarse el dímero dependerá de 

la terminación de la cadena allfátlca, el número total de grupos hidroxilo fenólicos y 

del número de sitios disponibles en los que se puede acomodar un electrón 

desapareado. Otro factor a considerar a favor del empleo de CCV para el 

acoplamiento orto-oxidatlvo del ácido ferúlico es que la síntesis quimica de este 
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tiPO de compuestos, por ejemplo la formación del ácido-5,5'-diferúlico (fig. 6), 

com prende reacc'iones con condIciones drfíc\!es y la utilizaóón de reactivos 

peligrosos (Yamamoto et al, 1999) 

o OH HOyO 

O 

:\ (O 
'"" r rY FeCI3 Ac,o 

H,O 
11 '"" n AcONa '"", ~ 

I1 ' 

HOT MeoyyoMe 
// // 

MeO 
1 

OMe 

MeO OH OH OH OH 

Figura 6' diagrama de preparación del ácido-5-S'-dlferúilco, a partir de vamilllna 

EUGENOL 

El eugenol (2-metoxi-4-(2}-propenilfenol) (fig. 4B), es el componente principal del 

aceite esencial de clavo (especia utilizada en cocina), en odontología es utilizado 

como antiséptico, desinfectante y anestésíco local. A nivel Industrial es utilizado en 

la manufactura sintética de vainilla (mediante una oxidación) (fig. 7) Y en 

perfumeria Algunos estudios muestran que el eugenol puede ser biotransformado 

al componente esencial de la vainilla mediante el uso de algunos microorganismos 

como biocatalizadores, lo cual se resume en la labia 1. 

~ 
HO~ 

OMe OMe 

lA) ÁCido ferúllco (B) Eugeno! 

Figura 4' A) Estructura química del ácido ferúllco B) Estructura química del eugenol 
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El eugenol también es conocido por sus característIcas de antioxidante natural y 

según algunos estudios (Ogata, et al., 2000), actúa al nivel de la Iniciación en la 

autoxldación En este mismo estudio se compara el poder antioxidante del 

monómero con el dímero, siendo mayor el de este últImo 

Ii ~
~ 

HO ~ 

OMe 

• 
~ 1" ~ "'{ 'n 

HO~ 
OMe 

Figura 7 oxidación del eugenol a vain:flina (compuesto pnnclpal del aceIte esencial de vainilla) 

Los ensayos de biotransformaclón con CCV que se han realIzado utIlizando 

el eugenol como precursor (figura 8), han sido orientados a gllcosidarlo 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. 

~ 
HO-V 

I 
OMe 

• 

FIgura 8. ghcosldación de( eugenol medIante cultivos celulares de Eucalyptus pernana 

PEROXIDASAS 

Las peroxidasas son enzimas ampliamente distíjbüidas en piantas y 

microorganismos (Gaspar et al., 1982). En las plantas, las peroxidasas partiCIpan 

en diversos procesos regulación hormonal, mecanismos de defensa, control de la 

elongación, biosintesis de lignina, entrecruzamiento de pollsacáridos de la pared 

ceiular (Vitali et al., 1998) Debido a que estas enzimas tienen un rango amplio de 

pi (desde 3.5 hasta 95 (Pomar et al., 1997)), se pueden clasificar en dos grupos 

como ácidas y alcalinas. A pesar de su ocurrencIa en dIversos organismos. la 

única fuente comercial disponible de peroxidasa son las raíces de rábano. 
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Las enzimas peroxidasas catalizan reacciones de transferencia de iones de 

un donador al peróxido de hidrógeno, aunque se conocen enzimas que actúan 

como oxigenasas y monoxlgenasas (Aburto, 1994) También catalizan la 

deshidrogenación de una gran cantidad de compuestos aromáticos (Aburto, 1994) 

y poseen una gran vanedad de usos mdustriales (esterilizacIón de leche; remoción 

de peróxido de hidrógeno en el blanqueado de textiles, conservación de trigo), en 

el campo de la bioqúímica analítica, entre otros usos 

Otra de las reacciones que catanzan es la ox'ldación de compuestos aromáticos 

(Williamson et al., 1999), la cual da la pauta para la dimerización de este tipo de 

compuestos y que es conocido como acoplamiento oxidativo 

El acopiamiento orto-QxJdaÍlvo es de gran Importancia en la química de 

productos naturales (McDonald et al , 1973). Diversos compuestos heterociclicos, 

como lo son: alcaloides, glicopéptidos o ciclo-péptldos (Dhingra el al., 1982); así 

como la dimerización de compuestos como flavonoides e hjdroxlcinamatos 

(aumentando asi la actividad antioxidante de estos) (Williamson, 1999), son 

biosintetizados gracias a la formación de enlaces C-C o C-O que catalizan este 

tipo de enzimas Diversos ensayos se han realizado en este campo utilizando 

CCV, por ejemplo la dimerización de la quercetina por medio de la enzima 

peroxidasa aislada de cultivos de células vegetales de Senna angustifolia (Iig. 9). 

OH O OH 

~OH HO~ 
HO O I !~ 

::? ~ ::? O ~ OH --- I OH 

'" '" OH Ha ! OH 

OH O OH 

Ha 

OH 

OH 
F¡gura 9· Oimenzac¡ór de quercetfna a 2' 6"-b¡quercetlna, mediante una peroxldasa aSilada de un 
CCV de S angustlfo/ia en presencia de H202 
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Debido a la importancia que ha comenzado a tener las reacciones que 

cataJizan estas enzimas (principalmente el acoplamiento orto-oxidativo), en los 

últimos 10 años se ha discutido la posibilidad produCIr la peroxidasa a partlT de 

CCV (Moreno et al , 1990), ya que algunos cultivos en suspensión y en callo han 

sido reportados como productores exlracelulares de peroxldasa (entre los que 

están D. carota y N. tabacum, respectivamente). El que esta enzima se encuentre 

fuera de la céluia la vuelve más atractiva para lAS biotransformaClones, ya que 

facilita el proceso al no tener que romper la célula (homogenlzar) para liberar la 

enzima. 

Tabla l' Blotransformación del áCido ferúlico y del eugenol a compuestos 
presentes en la vainilla, por medio de mircoorganismos 

~'Su.~J~\¡J!ó',. 1';¡·<l'JIfe~~{;\I\.l.¡ISNí0 " PRODUCTO' . REFERENCIA 

Ácido ferúlico Pycnoporus cinnabarinus Vainillina i Falconnier et al, 1994 

Ácido ferú¡ico 
, 

Aspergillus niger Valnillina 
Lesage-Meesen et al 

1996 

Ácido ferúlico 
Pseudomonas 

Vainillina i Toms & Wood, 1970 acidovarans 1 , 

Ácido ferúlico Pseudomonas florescens Ácido vainilllico I Andreonl et al, 1995 

Ácido ferúlico Escherichia coli Vainlllína I Otuk, 1985 

Ácido ferúlico I Rhodotorula rubra ÁCido valnillico ! Huang et al 1993 

Eugenol 
Corynebacterium VainIlla Tadasa & Kayahara, 

glutamicum 1983 

Eugenol I Pseudomonas spp Vainilllna I Rabenhorst, 1996 

Eugenol Arlhobacter globiformis I Vainillina I Cooper,1987 

Fuente. Ramachandra & Ravlshankar, 2000 
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Tabla 2. Usos del ácido ferúr,co y sus derivados . 

. ~CG>¡Y¡POES'f0 lIsblAC-¡:IVIDA[) REFÉRENCIA 
Ácido ferúlico Fotoprotector Graf,1992 

Ácido ferúlico Antitumoral 
Graf, 1992; Harborne & 

\ Baxter, 1993 

ÁCido ferúlico Antimicótico " 

ÁCido ferúlico Antihepatóxico " 
I 

Ácido ferúhco Antiestrogénico " 

Ácido ferúlico Anlimicrobiano Schnittger el al, 1997 

ÁCido ferúlico Anli·irnntante ! Tanrguchi el al, 1999 

ÁCIdo ferúlico Anf,ox',dante Ronzio el al, 1998 

Ácido ferúJico inhibidor de sabores amargos Rlemer, 1994 

Ésler de ferúlico Coleslerolémico Imai et al, 1996 

Ester de ferúlico Anlioxidanle/Folopreleclor Taniguchl el al, 1999 

Fuente elaboracrón propia 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

- Utilizar cultivos de células vegetales como brocataiizadores para obtener 

derivados del ácido ferúlico y el eugenol con distintas propiedades 

antioxidantes que las de los precursores. 

Objetivos particulares 

- Probar cultivos de células vegetales en suspensión y en medio sólido 

(callo) de Daucus carota L.. Plqueria trinervia Cav, Mammlllana 

huitzilopochtli y Nicoliana tabacum como biocatallzadDres para la 

biotransformación del ácido ferúlico y del eugenol, a compuestos con una 

diferente actividad antioxidante que estos 

- De los blocatallzadores utilizados, obtener aquellos que resulten 

adecuados para la biotransformaclón del ácido ferúllco y del eugenol. 

- Purificar y caracterizar los productos de la biotransformación. 



MATERIALES Y METODOS 

MATERIALES Y MÉTODOS 

EQUIPOS 

Incubadora de agitación rotatoria Forma Scientific-4518; homogenizador celular 

U!traturrax Hanke & Kunke. Para correr las placas de cromatografía en capa fina se 

utilizaron cromatofolios Alugramsilg-UV254 y para la cromatografía en columna se 

ocupó gel de sílice de capa fina Merck 60 (mallas 35-70 ASTM) 

Los estudios de espectroscopía se realizaron en el Instituto de Química y en la USAI 

de la Facultad de QuímIca de la UNAM y se utilizaron los siguientes aparatos' 

• Espectroscopía de IR Perkin-Elmer 283 y NiGolet FT-IR 55X. 

• Espectómetro de RMN-' H Varian Geminl 

• Espectómetros de MS Hewletl-Packard 5945 A, JMS-SX1 02A Jeol y JMSAX505 

PLAN DE TRABAJO 

El trabajo fue desarrollado de acuerdo con el esquema de la figura 10, este 

procedimiento general fue aplicado en todos los ensayos de biotransformación 

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 utilización se 

purificaron 2 9 del sustrato por cromatografía en columna, con una mezcla eluyente de 

Hexano-Acetato de etilo (8:2). Mediante la colección de fracciones de 15mL, las cuales 

se monitorearon por CCF, se obtuvo el eugenol puro entra las fracciones 6 y 33. 
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Ácido ferúlico: fue utilizado de las marcas Aldnch y Sigma. 

En ambos casos la pureza de los sustratos fue comprobada mediante 

espectrofotometría de masas (MS), ínfra·rojo (IR) y RMN· 1 H 

BlOCA TALlZADORES 

• Daucus carota L.: fue utilizado tanto callo como cultivo en suspe:lslón 

• Piqueria Irinervia Cav.: se utilizó callo obtenido en un trabajo previo (Saad, 

1996), así como cultivo en suspensión 

• Mammi/laria huitzilopochlli: fue empleado calio obtenido en un trabajo prevIo 

(Rabies, 1999) 

• Nicotiana labacum: se empleó callo 

Todos los cultivos fueron proVistos por el laboratorio de CultIVos de Tejidos Vegetales. 

del departamento de Bioquímica y Farmacia de la Facultad de Química. 
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TOMA DE MUESTRA 
(Brote, tallo, raiz) 

: SIEMBRA EN MEDIO SÓLIDO ! 
,---------¡ (Callo) I 

I 

SIEMBRA EN MEDIO LÍQUIDO i 
¡ (Suspensión) I 

~I' ---H-O-M-O-G-EN-AD--o--i-L-------~~--------~--~ 

INCUBAR 

PURIFICAR 

I : 
I CARACTERiZAR I 

Figura 10. Dragrama de flUJO que muestra la metodología segUida para los ensayos de 
biotransformación del áCido ferú!ico y eugenol con CCV 
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MEDIOS DE CULTIVO 

En todos los cultivos vegetales realizados se utilizó como base el medio MS, en el 

caso de los medios líquidos (en suspensión) no le fue adicionado agar 

La composición del medio MS se detalla a continuación en la siguiente tabla: 

.~ :cqMPQNE~:¡;E;S., ::_", ,', I . :' • GANTIDAPIL: ,;,. ,': ;. 
Macronutrientes I 

KNO, 1 1.9 Q 
NH4NG, I 1 65 fL 

MgS04·7H2O 1 370 mg 
KH,P04 i 170 mg 
Calcio 

, 
I 

CaCl2 2H20 
, 

440 mg I 

Micronutrientes 
MnS04AH2O 223 mg 
ZnS04·7H,O 8.6 mg 

H3BO, 6.2 mg 
CuS04'5H,O I 25 uq 

KI I 0.8 mg 
Na,Mo04·2H,O 250 ug 

CoCI2 ·6H2O 25 uq 
),., r-....,.,...I\,' ""' 
J'oId2CU I J-\'n2V 37.6 mg 

Fierro 
FeS04·7H20 27.8 ug 
Vitaminas 

Tiamina HCI O 1 q 
Acido nicotínico 0.5 o 

Myo-Inositol 
Myo-Inositol 100 9 
Hormonas* 

ANA ! 1 mg 
BAP i 1 mq , 
2,4-0 I 1 mg 

*Las hormonas adIcIOnadas no estan comprendIdas dentro de la COlnpO$ICIOO del medlO MS, las hormonas ANA 
(ácido naftalenacético) y BAP (bencilammopurina) se adicionaron en un mismo medio, la 2,4-D se adicionó sola, 
según se mdique 

Para mantener el cultivo en suspensión de D. carota L., se empleó el medio B3 de 

Gamborg, el cual es igual que el MS además adicionado con. 0.5mg clorhidrato de 

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

razón de 20g/L de medio. 
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El medio se prepar6 de la siguiente forma cada nutriente o grupo de nutrientes 

(señalizado con negritas) fue preparado por separado, tomando una alícuota de cada 

uno hasta aforar a 1 L. Una vez aforado, se ajusta el pH a 5.7 y se esteriliza en 

autoclave a 121 °C/15 mln/1.2 kg/cm2 Wilhelm y Reinhard mencionan que el pH de 

un medio de cultivo debe de estar entre 5 y 6 antes de la esterilización, ya que como 

se sabe puede alterar el desarrollo de la biotransformac',ón, a pesar de que las 

condiciones específicas de pH pueden variar según la especie con la que se trabaje 

El mismo procedimiento de estenlización se siguió para los medios sólidos, solo que 

este se colocó en frascos de vidrio con tapa de plástico 

Mantenimiento de [as líneas celü!a¡8s. 

En el caso de D. carota L, el mantenimiento se realizó con un intervalo de tiempo de 7 

a 15 días de la siguiente manera. era preparado 1 L del medio 83, se ajustaba el pH a 

5.7, se adicionaba el litro de medio de cultivo a 20 matraces Erlenmeyer de 250 mL (a 

razón de 50mL de medio cada matraz), se tapaban con papel aluminio y se 

esterilizaban. Los matraces con biomasa en suspensión y medio agotado, eran 

cuidadosamente adicionados a los matraces con medio nuevo en condiciones 

asépticas (por cada matraz de medio agotado se inocularon 2 matraces de medio 

nuevo); lo que es conocido como "cultivo cerrado". 

Tomando como base lo anterior, los cultivos en suspensión de P. trinervia Cav eran 

mantenidos de la misma forma, solo varíando la hormona que en este caso era 2,4-0 

En ambos casos se incubaban en una incubadora rotatoria a 150 rpm y 25 oC 

Para los cultivos en medio sólido o callos, el procedimiento general de 

mantenrmiento se explica a continuación: cada 7 d¡as se preparaba medlo de cultivo, 

se seleccionaban los callos mas grandes y con la ayuda de un bisturí se fraccionaba. 

Las fracciones eran colocadas en el medio nuevo y se incubaban a 25° C en presencia 

de luz. Todos los cultivos en callo utilizados eran adicionados con la hormona 2,4-0. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

HOMOGENIZADO DE CCV 

Todos los cultivos en callo y algunas pruebas con cultivo en suspensión de Daucus 

carota L fueron homogenizados siguiendo la siguiente metodologia: se pesan 10 g de 

matenal celular (en el caso de los cultivos en suspensión, filtración previa); se 

adicionan 20 mL de una solución buffer de fosfatos con un pH = 6.4, se 

homogenlzaron durante 5 minutos con una velocidad de 8000 rpm, excepto con M. 

huitzilopochtli y con P. trinervia, cuyo matenal celular es mas duro y reqUlfió mas 

potencia para la homogenlzación (9500 rpm! 5 min). 

El rompimiento celular se llevó a cabo por el choque de las cuchillas de acero 

inoxidable del homogenizador con el matenal celular. El matenal homogenlzado se 

colocó en matraces Erlenmeyer de 125 mL, con excepción de donde se indique lo 

contrano 

BIOTRANSFORMACIÓN 

Se pesaron 50 mg del sustrato dentro de frascos bjales. Ahí se les adicionó -1 mL de 

acetona para disolverlos y facilitar su adición a los CCV (homogenlzados y no 

homogenizados). En algunos casos se escaló al doble o al triple la técnica, es decir, 

guardando la misma proporción sustrato disolvente. Los casos donde ocurrieron estos 

cambios se encuentran indicados 

Una vez adicionado el sustrato, los matraces fueron tapados con pape! a!uminlo y 

colocados en incubación en una incubadora rotatona, a 25' C por 5 días a una 

velocidad de 150 rpm, con excepción de donde se indiqué otra cosa 

En cada caso, las biotransformaciones se llevaron a cabo en lotes de manera que se 

tuviera mayor cantidad de biomasa y, por consiguiente, mayor producto En general 

los lotes eran de 5 matraces (10 9 biomasa! 50 mg sustrato), aunque en algunos 

casos se dupliCÓ el volumen 2 o 3 veces. 

En la ¡Igura 11 se muestra la metodología general que se siguió para la 

biotransformación, extracción, punficación y caractenzación de los productos 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

EXTRACCiÓN DE PRODUCTOS 

Una vez transcurndo el periodo de biotransformación, los matraces se retiraban de la 

incubación y se filtraban Quntando las diversas fracciones de un mismo CCV con un 

sustrato) con vacío en embudo Buchner con papel filtro de porOSidad grande 

El matenal celular se maceró dos veces: una primera vez con acetona (se filtró) y una 

segunda con dlcloro metano (se filtró). 

El filtrado (mediO de reacción, macerado con acetona y macerado con dlcloro metano) 

se agregó a un embudo de separación de 500 mL. 

Se le adicionó CH,CI2 para realizar la extracción por disolvente (a razón de 2 por Yt 

del volumen del fl\trado). Se separaíOn ambas fracciones La fracción que se recuperó 

fue la orgánica, se secaba de humedad mediante Na,S04 anhídro Se concentró en 

rotavapor (35 oC), se trasvasó a un frasco blal y se confirmó la presencia del producto 

mediante cromatografia en capa fina (CCF). Esta se realizó con una mezcla de 

disolventes Hexano:Acetato de etilo (7:3) teniendo el sustrato original como referencia. 

La fracción acuosa, en un prinCipio, se saturaba con NaCI y se extraía con acetato de 

etilo (con el mismo volumen que el CH,CI,). Se seguía el mísmo procedimiento 

descrito en el párrafo anterior Al no observarse en CCF alguno de los compuestos 

que se esperaban, se decidió desechar la fracción acuosa después de la primera 

extracción 

Para confirmar que el compuesto fuera producido como resultado de la 

biotransformación del sustrato, se colocó un blanco, Este blanco consistía de un 

matraz con biocatallzador, sin sustrato, Incubado a las mismas condiCiones El 

proceso de extracción y monitoreo fue el mismo que se le realizó a los demás. 

PURIFICACiÓN DE PRODUCTOS 

Según el tamaño del lote, y por consiguiente del rendimiento, se trabajaron dos 

procedimientos análogos, cromatografía en columna o cromatografía en placa 

preparativa, Esto dependía principalmente de la cantidad de producto esperada. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

En los casos en que se esperaba poco pCOJucto, se utilizó la cromatografía en placa 

preparativa. 

En el pnmer caso se purificaron los productos de la biotransformación del ácido 

ferúlico con Piquena [rinervia Cavo A continuación se describe el proceso: al extracto 

concentrado se le agregó sBica gel para formar hasta formar una "pasta" para facilitar 

su adición a la columna. La columna se preparó adícionando sílica gel a razón de 20 

partes de sílica 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 mL por fracción). Las fracciones eran monitoreadas por CCF y en 

las que estaban contenidas el producto se juntaron y concentraron. 

Para los productos purificados con placa preparativa (los productos de la 

biotransformaclón del eugenol con Daucus carota L. y Mammi/lana huitzilopochth), el 

proceso fue el siguiente: en una cámara de elusión se agregó la mezcla de eluyentes 

(Hexano:Acetato de etilo (7:3)), tapando la cámara para permitir la saturación de 

disolventes de la misma; con ayuda de un tubo capilar se colocó toda la fraCCión 

concentrada en rotavapor en la superfiCIe de la placa preparativa (de manera 

hOrizontal a corno avanzaría el disolvente); se colocó la placa en la cámara de efUSión 

y se dejó migrar hasta 1 cm antes del borde 

Una vez que se evaporó la mezcla de disolventes, mediante una cámara de luz UV se 

observó la migración y se marcó la banda en donde se encontraba el jlroducto (lo cual 

se sabía mediante la CCF); la banda se cortó y toda la sílica gel que contenía el 

producto se colocó en un matraz Erlenmeyer Ahí. se eX1raJo el producto con CH2C!2 y 

se concentró en rotavapor. 

En ambos procedimientos de extracción se realizaron estudios de 

espectroscopia (MS, IR, RMN-' H) para la caracterización de los productos obtenidos. 
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Monitoreo 
(CCF) 

MATERIALES Y MÉTODOS 

I 10 9 de Bioca\alizador ' 

Homogenlzar Sin Homogenizar 
j I 

1 Adición de sustrato 

L (50 mg/1 mL Acetona) 
-----y---

I 

FraCCión orgánica 

Incubación 
5 d/25 'CI150 rpm 

ExtraCCión de productos 
(CH2CI2) 

\ 

Purificación por Cromatografía 
(Columna o preparativa) 

FraCCión acuosa 

CaracterizaCión por Espectrofotometría 
I (IR, MS, RMN-1H) : 

F¡gura 11 Diagrama de fluJo que muestra la metodología seguida en los ensayos de blotransformaclón 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Se elaboraron testigos para cada uno de los CCV utilizados Según fuera el caso 

(homogenizado o sin homogenizar), al material celular se le daba el mismo tratamiento 

previo al ensayo de blotransformación Postenormente, se le colocaba a las mismas 

condiciones de incubación, pero Sin agregar ningún sustrato. Una vez terminado el 

periodo de incubación se le realizaba el mismo procedimiento de extracción que al 

resto de los cultivos. Los extractos se monltorearon por CCF. 

ESPECTROScopiA 

Los espectros de infrarrojo se corrieron en pastilla de KBr (ácido ferúlico y bis-eugenol) 

y en película (eugenoi y dímero dei ferúiico) y las bandas de absorción están 

reportadas en cm-1 La espectroscopía de masas se realizó por impacto electrónico 

(lE) de baja resolución. La resonancia magnética nuclear de 'H se cornó a 200 MHz 

en COCI3. Los desplazamientos químicos (8) están en ppm y las constantes de 

acoplamiento (J) están dadas en herlz Las siguientes abreviaturas fueron asignadas 

s = singulete, d = doblete, dd = doble doblete, t = tnplete y m = mulriplete 

Sustratos 

Ácido ferúlico: RMN-'H: o 7.71 (d, J= 15.98. 1H, trans), 7.12 (d, J= 812. 1H, 

arom), 7.07 (dd, J= 4.36, 1H, arom), 693 (d, J= 1.92, 1H, arom), 6.29 (d, J= 

15.88, 1H, trans), 3.94 (s, 3H, CH3-R) IR V 3432, 2968, 1665, 1598, 1514, 

1273,945. MS miz 194 (M', 10), 179 (100) 

Eugenol: RMN-'H. o 6.84 (d, J= 8,46, H, arom), 5.95 (m, H, arom). 5 1 (m, H. 

arom), 3.86 (s, 3H, O-CH3), 3.31 (d, J= 664, Ar-CH). IR v 3516, 2974, 1637. 

1661,1513,1267,914. MS miz 164 (M~, 100), 149 (40). 



MATERIALES Y MÉTODOS 

Productos 

Diferulato. MS . miz 386 (M', 2) 

Bis-eugenol: RMN-'H: ó 6.76 (d, J= 1.9, 1H, arom), 6.74 (d, J= 19, 1H, arom), 

5.99 (m, H, arom), 5.2 (m, H, arom), 3 83 (s, OCH3), 3 39 (d, J= 6.6, Ar-CH2). IR 

v 3347,2961,1637,1598,1258,908 MS miz 326 (M', 100),297 (15). 253 (20) 
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RESULTADOS 

RESULTADOS 

BIOTRANSFORMACIÓN DEL ÁCIDO FERÚLlCO 

Los ensayos de b\otransformación del ácido ferúlico se probaron con tres 

diferentes materiales celulares: en suspensión, en suspenslón-homogenlzado y en 

callo-homogenizado 

En el caso de los cultivos que fueron homogenados, la metodologia general previa 

a la biotransformación fue como se describe a continuación se pesaban 10 9 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 la biotransformación, a los 10 g de blomasa (homogenlzada 

o no homogenizada) se les adiCionaba 50 mg de ácido ferúlico previamente 

disuelto en 1 mL de acetona (1 matraz; lotes de 5 matraces) Posteriormente se 

colocaban en Incubación a 25 oC y 150 rpm durante 5 días. Una vez transcurndo 

el periodo de incubación, lOS biOprodüctos se recuperan mediante extracciones 

con diclorometano y acetato de etilo. En algunos casos se escaló la técnica a lotes 

del doble de volumen de biomasa y producto (D. Carola y M. huitzifopochtf¡) , para 

tratar de tener una mayor cantidad de producto. Mediante CCF (con una mezcla 

eluyente de Hexano: Acetato de etilo [7:3]) se obsenvan los posibles bioproductos 

y se purificaron mediante cromatografía en capa preparativa o en cromatografía en 

columna, y se caracterizaron por sus datos espectroscópicos (IR, MS y RMN-'H) 

A continuación se mencionan los resultados obtenidos para cada cultivo utilizado 

Con D. carota L se trabajaron cultivos en suspensión homogenados y no 

homgenados. En el caso de los ensayos con células en suspensión no se 

encontró la formaCión del diferulato, a pesar de que estudios prevIos (Chibbar et 

al., 1984), reportan que los cultiVOS en suspensión de O. carola SI producen 

peroxidasas extracelulares. De tal forma, se comenzaron a homogenrzar los 
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cultivos, los cuales SI realizaron el acoplamiento del ácido ferúllco, aunque con un 

rendimiento (Ppcod1P,eot) por debajo del 5 % (Tabla 3) 

Al realizar el ensayo con P. trinervia Cav. solo se realizaron con cultivos 

homogenados, tanto en callo como en suspensión En ambos casos se obtuvo la 

formación del diferulato, el cual presentó un rf similar el del bioproducto de la 

biotransformaclón anterior. 0.65 y 0.66, respectivamente. El rendimiento resultó 

mayor en el caso de los callos (Tabla 3), en el caso de los cultivos en suspensión 

no se presenta el rendimiento debido a la escasez de biomasa 

En el caso de !Vi. huitziíopocnt/l se trabajó solo con callo homogenizado. En 

este ensayo tambén se obtuvo un producto con un rf = 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 arriba del 10% (Tabla 3). 

La última prueba se realizó con cultivos en caBo homogenizado de N. 

labacum, los cuales arrojaron resultados similares a los ensayos anteriores (Tabla 

3). En esta caso no se presentan los rendimientos debido a que el material celular 

era escaso. 

A todos los productos obtenidos se les realizó un prueba con radical DPPH 

para determinar su actividad antioxidante, a la cual el producto pnncipal dio 

positivo en todos los casos 

También se realizó la síntesIs química de! ácido-5,5'-d¡ferú!:co según la 

describió Yamamoto et al (1998), el cual sirvió como apoyo para caractenzar el 

producto 
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Tabla 3. Ensayos de blotransformaclón del áCido ferullco. 

~~t:~Tft,t}~P0~11;I!iS;¡;~~O'; I;I~MGlGENADO l' PRODUC10 I Rf* 
'y ; ~"7:~~~:' :y-,":' '/ ' ::" " "',';: . : y' , ',y~ 

i. (%) 11 o' 

D. carota L Susp. 
O. carota L Susp. 

P. frinervia Cavo Callo 
P. trineNia Cav Susp. I 

M huitzilopochtli , Callo 
N tabacum Callo I 

C. saliva I Callo i 
e saliva i Susp i 

AbreViaCiones. 
Susp ::: Cultivo en suspensión 
r¡ :::: Rendimiento (peso producto/ peso sustrato) 
M prod = masa de producto (en mg) 

No 
Sí 
Sí 
Sí 
SI 
Sí 
Si 
No 

I No , - -

! Sí i 0.66 4 
¡ Si i 0.65 12 
I Si I 0.66 -

I Sí i 0.66 12 
i Si 0.66 1 -

i No , - I -

No - i -

*El rF reportado es de CCF con la mezcla de efusión Hexano Acetato de etllo (7 3) 

HO~O O~OH 

~ ~ O 
O. carota 
P. trinoNia 

OH 
M huitzifopochtli 

• 
I I 

h h 
HO W'" !~ 

MeO, lOMe 

OMe OH OH 

Ácido trans-ferúlico Dímero de ferúlico 

Figura 12 Diagrama de blotransformaclón por CCV del aCldo ferulrco al dímero 

BIOTRANSFORMACIÓN DEL EüGENOL 

Debido a los resultados obtenidos en los ensayos del ácido ferúlíco, los ensayos 

de biotransformación del eugenol se llevaron a cabo siguiendo la misma técnica 

El primer ensayo que se realizó fue con cultivos en suspensión de O. carota 

L los cuales mostraron la formación de un compuesto producto del acopiamiento 

del eugenol a bis-eugenoL Este mostró un rf = 0.64 Y un rendimiento del 9 % (tabla 

4). Al mismo tiempo se probaron cultivos en suspensión homogenados, los cuáles 

3S 

,mprod 

-
10 
30 

-

30 
-

-
-~ 
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RESULTADOS 

mostraron Jos mismos resultados En este caso también se escalaron las 

cantidades de biomasa y sustrato para obtener mayor cantidad de producto. 

Las pruebas con cultivos en callo homogenados de M huitzllpochtli y N. 

tabacum no presentaron la formación del bloproducto esperado (tabla 4). En el 

caso de N. tabacum ya se tenia reportado la producción de peroxidasas 

extracelulares en cultivos en callo (Bakardjieva et aL, 1987). 

Al igual que en el caso de los productos de biotransformación del ácido 

ferúllco, a los obtenidos en estos ensayos se les realizó la prueba del OPPH para 

determinar la actividad antioxidante, a la cual el producto principal en todos los 

casos mostíó ser positiva. 

Para ayudar en la caracterización del producto, se sintetizó el bls-eugenol 

según el método reportado por Ogata et al (2000), el cual se comparó por 

espectroscopia yen pruebas de CCF con el producto obtemdo en este bloensayo 

Tab)a 4 Bjotransformaclón del eugenoL 

D. carota L. Susp. No Sí 0.64 9 
D. carota L. Susp. I Sí ' Sí 0.64 .. 

M. huitzilopochtli Callo Sí No - -
N. tabacum Callo Si I No - -

C. saliva Callo 
AbreViaCiones. 
Susp. = CultiVO en suspensión 
T] = Rendimiento (peso producto! peso sustrato) 
M prod = masa de producto (en mg) 

Sí No 

* E\ rF reportado es de CCF con la mezc\a de eluc1óIi Hexano.Acetato de etllo (7 3:1 
** En base a su rF se juntaron los productos de ambas blotransformaclones, siendo ei rendimiento 
producto de ambos 
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1I 

~ ) 
i 

"" O, carota 
• 

MeO 
/-

MeO OMe 

OH OH OH 

Eugenol Bls-eugenol 

Figura í3 Diagrama de blotransformaclor del eugenol a bls-eugenol por CCV 

ELABORACiÓN DE TESTIGOS 

O 

,1 
HO 

OMe 

Ácido t-ferúllco 

~ 

~ HO I 
I 

OMe 

Eugenol 

OH Medio x cultivo 

Medio x 
cultivo 

Para cada uno de los cultivoS utilizados, con ambos sustratos, se realizaron 

"testigos" o "blancos" El primero de ellos se hizo de la sigUlente manera: 

A una porción conocIda de biomasa, Sin agregar sustrato, se le sometió al mismo 

tratam',ento que a su contraparte con sustrato Una vez terminado el penado de 

biotransformación, por medio de CCF se observó que en ningún caso se formó un 

producto nuevo. 
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El segundo consistió en agregar el sustrato al medio de cultivo sin matenal celular, 

colocándose en las mismas condiciones de Incubación. El igual que el otro tesllgo. 

por CCF se observó que no se formaba ningún producto y se recuperaba el 

sustrato. En todos los casos. estos blancos fueron utilizados como punto de 

referencia para observar la formaCión de los bioproductos. 

PURiFiCACiÓN Y CARACTERIZACiÓN DE PRODUCTOS 

Los productos de blotransformación del ácido ferúlico y eugenol fueron purificados 

de acuerdo a los criterios de la CCF, por cromatografía en columna y por 

cromatografía en placa preparativa, según los criterios generales de estos 

procedimientos, 

El producto de la blotransformación del ácido ferúlico se purificó por cromatografía 

en columna, con una mezcla eluyente de Hexano:Acetato de etilo (7,3), en las 

fracciones 8 a 15 

El producto de blotransformaclón del eugenol se punficó por cromatografía en 

placa preparativa, con la misma mezcla eluyente, 

Una vez realizada la purificación de los productos de biotransformación, se 

procedió a su caracterización: 

El producto de la biotransformación del ácido ferúllco formó un aceite color ámbar, 

se envió a especlrofolomelria de IR (en película), MS y RMN-' H 

El producto de la biotransformación del eugenol fue un sólido amarillo pálido, por 

io que se envió a espectrofotometria de IR en pastilla de KBr, a MS ya RMN_' H 

Para ambos productos, la resonancia se corrió con CDCI" 
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DISCUSiÓN 

La peroxidaclón de los lípidos de la membrana celular da como resultado un 

cambio en las característícas de transporte de esta, lo que eventualmente lleva a 

la muerte de la célula Además, díversos estudios (Relss et aJ, 1976; Schullze­

Osthoff et al, 1992; Urano et al, 1976; Sun, 1990) muestran que la peroxldacíón de 

los Jípldos, causada por radícales líbres, podría estar asociada con el 

envejecimiento y enfermedades como la arteriosclerosis. la diabetes o el cáncer. 

De tal forma, resulta importante desarrollar compuestos que ayuden en la 

prevención de la oXidación. Una posibiiidad la representan los compuestos 

fenólicos, que están relacIonados con actividad antioxidante. Dentro de este grupo 

de compuestos se encuentran el ácido ferúllco y el eugenol, cuyos dímeros 

presentan una mayor actividad antíoxldante que la de los monómeros (Oga\a et al, 

2000; Willlamson et al, 1999). 

Entre los distintos métodos que se encuentran en la literatura para obtener estos 

compuestos (Ogata el al, 2000; Yamamoto el al, 1998), la utllízaclón de CCV 

proporciona condiciones de reacción más suaves que los métodos convencionales 

de síntesís química. 

Otra fuente de los dímeros del ácído ferúlico (diferulatos) esta en la cascanlla de 

cereales, pero estos son difícíles de extraer (p. ej, saponificación) y presentan 

baJos rendimientos (Garcla-Conesa el al. 1999), por ejemplo el reportado por 

Andreasen et al para el centeno: 30711919 de peso seco; lo que vuelve a la opción 

de la biosíntesis viable en la producción de este tipo de compuestos 

Además de los datos expuestos y de las ventajas que el trabajar con CCV 

representa en la formación de este tipo de compuestos, poco ha sido publicado al 

respecto, por lo que esta lnvest¡gación pudIera ayudaí en el desarroHo de esta 

metodología. 



BIOTRANSFORMACIÓN DEL ÁCIDO FERÚLlCO 
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DISCUSiÓN 

MeO OMe 

OH OH 

Dímero de ferúlico 

Figura 12 Biotransformaclón del áCido ferúllco a su dímero mediante CCV 

La biotransformación del ácido ferúllco se llevó a cabo con CCV de P. tnnervia 

Cavo (en suspensión y callo, homogenados), M huitzilopochtli (en callo, 

homogenizado), D. carota L. (en suspensión, con y sin homogenizar) y N. tabacum 

(en callo, homogenizado) 

En los casos de los cultivos en suspensión de D. carota L. yen callo de N. 

tabacum ya se tenían reportes de la presencia de peroxidasas en los medios de 

cultivo (Chibbar et al, 1984; Bakardjieva et al, 1987), mientras que en los casos de 

P. trinervia y M. huitzilopochtli no se tenían reporte de la presencia de 

peroxidasas. Todos estos CCV realizaron el acoplamiento oXldativo del ácido 

ferúlico y se puede destacar que en todos los casos los CCV fueron 

homogenizados. Para ei caso de ios cuitlvos que estaban en suspensión se podría 

sugerir que las peroxidasas que realizan la dimerizaGÍón del áCido ferúlico 

presentes en los cultivos utilizados son endógenas, debido a que sin homogenlzar 

el matenal celular no se observaba formación del mismo producto. En el caso de 

la M. huitzilopochtli no se podria concluir algo, ya que no se comprobó SI se 

excretaban las enzimas al medio de cultivo sólido. 

Tres de los cuatro cultivos dieron mejores resultados, D. carota L., P. 

trinervia y M. huitzilopochtli, ya que la presencia del producto en CCF era muy 
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con una muestra del testigo y del sustrato en CCF, con una mezcla eluyente de 

Hexano'Acetato de etilo (73) Y revelado con una mezcla oxidante. También se 

realizaron pruebas con mezclas que revelan la presencia de un compuesto 

antioxidante (radical DPPH), dando positivo en todas ellas. En los casos en los 

que se obtuvo el producto deseado se observó la formación de una mancha color 

guinda y un rF = 0.66. 

De entre los tres cultivos mencionados, el que presenta mejores resultados es el 

CCV de M. huitzilopochtli, por dos razones. se obtiene un mejor rendimiento (12 

%) Y por CCF se podía observar una menor recuperación de sustrato. El 

rendimiento de esta reacción se podría mejorar con una liSIS mayor del matenal 

celular, ya que al ser este muy duro, resultó muy difícil de homogenlzar 

A pesar de que los rendimientos presentados en el ensayo de P tnnervia 

parecieran ser suficientes para su caracterización, la purificación se convirtió en un 

paso Ilmitante, ya que los datos de espectrofotometria obtenidos con este 

compuesto no resultan muy claros. El único dato que corrobora la presencia del 

dímero !o presenta una seña! de 386 mIz en el espectro de masas, siendo al 

momento difícil conocer con precisión el tipo de dímero del que se trate El único 

dímero descartado es el 5,5', ya que se Sintetizó en el laboratorio y después de 

comparar datos de espectrometría y de CCF se observó que no presentaban 

características similares (a excepción del PM). 

Cabe señalar que también fueron sintetizados los dímeros 4-0-8' y 5-0-8' según el 

procedimiento de Larsen et al (2001), con los cuáles el compuesto que obtuvimos 

presenta características Similares de actividad antioxidante y PM, por lo que se 

sugíere sean estos los candidatos más viables en la biotransformación del ácido 

ferúlico por los CCV utilizados. 

Por otra parte, debido a que poca información se encuentra disponible 

acerca de la utilización de peroxldasas de origen vegetal en el acoplamiento 

oxidatlvo de compuestos fenólicos como el ácido ferúlico o el eugenol, pero 
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teniendo en cuenta la forma genera! en la que trabajan este tipo de enzimas, Se 

propone el siguiente mecanismo de reacción (figura 13) 

La enZima, o enzimas, forman un radical O' en el hidroxilo enlazado al C4 del 

ácido ferú\\co. Este electrón comIenza a desloca\\zarse, formando un enlace tipo 

carbonilo con el C4 y creando un nuevo radical en la posición 5. De nueva cuenta, 

al deslocalizarse este electrón del radical, se forma un doble enlace y un nuevo 

radical en la posición 1, el cual es complicado para formar un acopiamiento debido 

al Impedimento estérico. A diferencia de lo que ocurre can la deslocalizaclón del 

electrón en el eugenol, en el ácido ferúlico la presencia de una cadena allfática 

insaturada lateral ocasiona que la desloca!ización se dirija hacia la cadena, 

formando un radical en el Cs. 

Este mecanismo cOincide con los dímeros del ácido ferúllco que han sido aislados 

de las paredes celulares de distintos cereales (Ralph et al, 1994), formando 

isómeros con enlaces en las posiciones en donde se han formado los radicales 

5,8·',4,8'·,4·0·5',4·0·8',8,8'-, entre otros. Si bien el ÚI1lCO dímero que se ha 

preparado sintéticamente vía peroxidasa es el 5,5', además de que es en esta 

püsición ell la que se encuentra esterificado con los arabinoxiianos (Raiph et ai, 

1994) 

Para el caso de la formación del áCldo-5,5'-diferúlico, 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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Figura 13 Esquema propuesto para la formaCión de un radical del áCido ferúlrco por deslocal¡zaclón 

electronlC8 

En comparación con un método de sínteSIS química del dímero 5,5' 

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

valor comercial lvalniillna) que el del ácido ferúlico y se utilizan reactivos tóxicos 

como el FeCI3, H2S04 o NaOH. Además, esta técnica requiere de la acetilación del 

carbonilo para formar la cadena alifática lateral, previa formaCión de la di-vainillma 

Esto es, con la utilización de la técnic¿a propuesta en este trabajO se eVitan la 

utilización de reactivos de dmcil manejo y un paso de la reacción de la sintesis 

química convencional. 

Ac,o 

AcONa 

Valnl!ljna ÁCldo-5,5'-dlferúlrCD 

Figura 15 Esquema de reacción para la formaCión del áCldo-55'-a:ferúilco (Yamarnoto et al, 
1998) 
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BIOTRANSFORMACIÓN DEL EUGENOL 

• 

~ ~ o () 
MeoyyoMc 

OH OH 

D. carota 

MeO 

OH 

Eugenol Bls-eugenol 

Figura 16 Blotransformaclón del eugenol a bls-eugei1ol mediante CCV 

La biotransformación del eugenol se llevó a cabo con CCV de D. carota L (en 

suspensión, Con y sin homogenizar) y de M huitzilopochtl¡ y N. tabacum (en callo, 

homogenados). Solo en el caso de los cultivos en suspensión de D. carota L. se 

encontró la formación del bis-eugenol, con un bajo rendimiento (9 %) La 

presencia del producto se monltoreó inicialmente por CCF, tal y como se realizó 

con el ácido ferúlico En este caso, se observó una banda roja con un rF = 0.64, 

menor al presentado por el eugenol (O 70). También se realizaron pruebas de 

actividad antioxidante (radical DPPH), a las cuales el producto presentó actividad 

positiva 

A pesar de tener reportado la presencia de peroxidasas en cultIVOS en suspensión 

de D. carota L (Chibbar et al, 1994), no se tienen reportes de su utilizaCión como 

fuente de peroxidasas para el acopiamiento oXldativo del eugenol Así que 

suponemos que el pobre rendimiento de la formación del bls-eugenol pudiera 

deberse a una baja concentración de la enzima en el medio de cultivo, o bien a 

una relaCión de concentraciones muy diferente entre enZima y sustrato. Ahora se 

pasará a analizar el mecanismo de reacción seguido en la blotransformaclón. 

El mecanismo por el cual ocurre el acoplamiento oxidativo del eugenol 

utilizando CCV es similar al descrito para el ácido ferúlico. Se sugiere un 

mecanismo de deslocallzaclón electrónica (formación de un radical) (figura 17), 

comenzando con la formación del radical O. del grupo hidroXilo, a partir de la 

47 



DISCUSiÓN 

acción de la perox¡dasa Esto ocasiona la dislocación electrónica que se 

"estabiliza" dentro del fenilo, provocando distintas estructuras de resonancia, Una 

de ellas (estructura B) posee un radical e. en el e5 del anillo, el cual se puede 

estabilizar al compartir el electrón libre de otra estructura tipo B, con un radical en 

el e5 , formando así el enlace 5,5' que da pie a la dimerización, 

Posteriormente, por el efecto electroatractor de los átomos de O en posición orto 

al nuevo enlace, el par electrónico de enlace del es es atraído hacia el anillo, 

formando de nueva cuenta un anillo bencénlco, Los átomos de O enlazados al e4 

del anillo vuelven a formar un grupo hidroxilo al formar un enlace con los 

hidrógenos que habían quedado como protones dentro del medio de reacción 

(figura 18) 

Ya que este trabajo presenta un objetivo pnncipalmente cualitativo, es decir, 

observar si los eev utilizados podian realizar el acoplamiento oxidativo de estos 

compuestos fenólicos, no es posible determinar con exactitud cual es el papel de 

la o las enzimas dentro del mecanismo de reacción, ya que no se trabajó en la 

identificación de estas, 

La identificación de este compuesto se dio por espectrofotometría 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 absorción para grupos -OH (3300 cm") y -aMe enlazado a 

un grupo aromático (1250 cm") 
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Figura 17 Mecanismo de formaCión del radical del eugenol (deslocallzaClón electrónica) para la 
formaclón del bls-eugeno\ 

El espectro de masas muestra claramente un Ión M· de 326 (100), lo cue refiere al 

peso molecular del dimero 

En el caso de la resonancia se pueden apreciar claramente datos de la formaCión 

del dímero propuesto: a & 676 Y 6,74 ppm se observan un par de dobletes con 

una J igual (19Hz) que integran para 2H en posición meta; además de que las 

señales de orto desaparecen, dando la posición en la que se dimerizó (S-S'), 

También se observa Un singulete en 3,93, el cual integra para 6H, lo que nos 

Indica 2 grupos eH" Otra señal, un doblete con 0= 3 38 Y que integra para 4H, nos 

muestra la presencia de dos grupos metilo en la cadena ahfática 

El que el bls-eugenol presente una mayor actIVidad antioxidante que el 

eugenol puede debeíse a la presencia de dos átomos de O por mol, además de la 

presencia de dos anillos bencénlcos, lo que vuelve a la molécula más estable en la 

dislocación del radical que genera la peroxidaclón, Estos resultados sugieren 

además, que la presencia de un grupo sustituyente grande en posición orto con 

respecto al grupo hidroxilo es importante en el mecanismo de acción como 

anltoxidante de esta molécula (Ogata et al, 2000), 
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Figura 18 Formaclon del bls-eugenol a partlr del enlace de dos radicales del eugenol. 

Con respecto a las ventajas que representa este procedimiento en la 

formación del bis-eugenol a partir del eugenol sobre un método de sintesis 

químIca clásica 

Un método de sintesis quimica tradicional (figura 19), es el propuesto por Ogata el 

al. (2000), y consiste en OXidar el eugenol (disuelto en piridlna) con una mezcla de 

HZ0 2 Y FeS04, a una temperatura de 60 oC por 24 h. El producto se extrae con 

AcOEt y se recnstaliza de etanol. Como se puede observar este proceso requiere 

de más pasos en la formaCión del dimero que le mecanismo que se propone. 

Además, requiere de condiciones de reacción mucho más fuertes, como la 

utilización de reactivos quimicos altamente tóxicos como el sulfato ferroso y la 

pindina. Mientras que en e! método que se sugiere en este trabajo no es necesario 

utilizar reactivos quimicos de esta naturaleza. El punto negativo del proceso 

propuesto es el bajo rendimiento ya que Ogata et al. reportan un rendimiento del 

35 6 %, arriba de 10 veces mayor al reportado en este trabajo Esto hace que se 

tenga la neceSidad de optimizar el proceso oara obtener un mejor rendimiento. 
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Una forma de optimizarlo sería aislar 18 enzima y üesechar el material ce!u l3r 

extra, para aumentar la relación enzima-sustrato 

Cabe resaltar que esta síntesis se realizó en el transcurso de los bioensayos para 

comparar los resultados que se obtuvieron en ellos, resultando en concordancia 

los datos de espectrometrla y de CCF entre ambos. 
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Figura 19 SíntesIs química del bls-eugenol (Oge:ta et al 2000) 

PERSPECTIVAS 

Los resultados obtenidos son alentadores por varios factores. En primer lugar la 

formación de compuestos con una alta actividad antioxidante, por un método 

menos agresIvo para el medio ambiente. También se puede presumirla presencia 

de peroxidasas en dos CCV de los cuales no se tenía reporte alguno: M. 

huilzilopochlli y P. Irinervia. Por último. la obtención de nuevas fuentes de 

peroxidasas, ya que sólo son conocidas comercialmente las de rábano o HRP 

(Moreno et al, 1990) 

A !a vez de alentadores, estos resultados promueven una mayor investigación al 

respecto. De inicio se deben aislar, pUrificar y caracterizar la o las enzimas 

presentes en cada cultivo, así como una cinética (tanto enzimática como de 

crecimiento celular) para saber el momento en que se producen más. También 

resultaría útil conocer la relación enzima-sustrato, para evitar una saturación o 
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inhibición de la enzirr~a\ como lo sería también conocer la regioselectivldad de la 

enzima 

Tomando en consideración la presencia de peroxidasas, a los cultivos de 0, carota 

L se le realizaron pruebas de actividad de peroxldasa, la cual resultó bastante 

alta, Así, seria conveniente , medir la actividad de peroxidasa en los CCV, 

principalmente exlracelular, 

En un trabajo más adelantado, desde un punto de vista de genética, se podría 

intentar sobreproduclf la enzima para obtener rendimientos mayores Otra forma 

de mejorar los rendimientos seria la de Intentar aislar las estructuras de 

resonancia útiles para la formación de los dímeros, ya que no todos los dímeros 

poseen üna mayor actividad antioxidante (Wrtliamson et al, 1999) 

De esta forma la investigación en torno al acopiamiento oxidativo de 

compuestos fenólicos mediante cultivos de células vegetales aparenta tener un 

amplio camino por recorrer, con diversas investigaciones que hacer al respecto. 
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CONCLUSIONES 

- Se probaron 4 diferentes cultIVos de células vegetales como 

biocatalizadores Daucus carota L. y. Piqueria tnnefVla Caven suspension 

(con y sin homogenizar). Plqueria Irinervia Cav., Mammlllaria huitzllopochtlr 

y Nicotiana tabacum en medio sólido (homogenizados) 

- Piqueria trinervia Cavo (callo) y Mamíllana huitzilopochtli resultaron ser los 

adecuados para la blolransformaclón del ácido lerúllco a un compuesto con 

una diferente actividad antioxidante 

- Daucus carota L. (suspensión y homogenizado) resultó ser el mejor 

blocatalizador, de los propuestos, para la blotransformación del eugenol a 

un compuesto con una diferente actividad antioxidante. 

- Los productos obtenidos en ambos casos, purificados y caracterizados. 

resultaron ser dímeros de los sustratos ongínales. 

- El producto de la biotransformación del eugenol es el bis-eugenol. 

- El producto de la biotransformación del ácido ferúlico se sugiere sea el 4-

0-5' o el 8-0-5'. 

- Los productos obtenidos en este estudio presentaron actividad 

antioxidante, ya que dieron positiva a la prueba del OPPH 
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