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Meéxico ocupa un lugar privilegiado en ¢l panorama mundial de la diversidad

biologica, con una superficie de apenas 1.5 % del area total de la masa continental, ya que
en su territorio se encuentran casi todos los biomas que existen en cl planeta, y en él viven

cerca del 10 % de 1as especies de plantas y animales terrestres que se conocen actualmente.

Su ubicacion geografica en un area de interseccion de ia region boreal y ia region
tropical, sus extensos litorales y su accidentada topografia, han dado lugar a una gran
diversidad de climas, suelos y comunidades vegetales, que conforman un mosaico de
bosques de coniferas, bosques de encinos, bosques de niebla, selvas altas siempre verdes,
matorrales, manglares, dunas costeras, y una gran cantidad de asociaciones de gran interés

biologico.

Desde su aparicion en estas tierras mexicanas, nuestros antepasados se valieron de

estas riquezas biologicas que le provio la naturaleza para satisf: sus idades mas
basicas. Partiendo del conocimiento empirico adquirido acerca de la utilidad que
representaba su entorno, detallé una serie de conocimientos que le permitieson caracterizar

y diferenciar entre 1o que Ic era benéfico y aquello que no.

El desarrollo de este conocimiento trajo consigo una serie de adelantos notables en
alimentacion, fibras, ropa, energia y salud. Sin embargo, el conocimiento sobre el uso de las
plantas dicinales se habia quedado do debido a 1a poca divulgacion del mismo.

Actualmente en materia de salud, se tiene el interés por retomar aquellos
conocimientos heredados por nuestros antepasados, sobre el empleo de plantas medicinales,
gracias a que se ha comprobado su importante utilidad, y debido a que muchas plantas
empieadas para el tratamiento de diversas patologias de aquellos tiempos, han demostrado
ser efectivas contra algunas enfermedades actuales.
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Bictransformacion de Ia ridenting v de Ia desacetilconfertifioring con hongos filamentosos. 2

Diversas investigaciones han comprobado que dentro de la inmensa diversidad de
plantas conocida por el hombre, es la familia Compositae, una de las familias mas vastas en
cuanto a especies utilizadas en la medicina tradicional y cuya caracteristica distintiva entre

estas, es la presencia de lactonas sesquiterpénicas, como parte integral de su composicion.

Las lactonas sesquiterpénicas, han sido objeto de numerosos estudios bioldgicos;
donde han destacado por su actividad antimicrobiana, antitumoral, antiparasitaria y

antifungica entre otras, debido a la presencia del grupo carbonilo a.fB-insaturado.

Recientemente ha despertado un gran interés el emplear i y microorgani >
en la obtencion y sintesis de productos quimicos importantes. con valor econdmico,
agroindustrial, y farmacologico, entre otros; ya que su estereocespecificidad, los hace una
> organico, en la ba da dec nuevas moléculas con

herramienta muy itil para el q
actividad bioldgica —muchas sustancias tras su modificacién estructural pueden modificar
su actividad biolégica—. Sin embargo, existe una descripcion limitada acerca del
comportamiento de los sistemas enzimaticos de un determinado microorganismo sobre la

estructura de estos sustratos.

El prescnte estudio va encaminado a la purificacion de la ridentina —lactona
sesquiterpénica con esqueleto de germacrano— y de la desacetilconfertiflorina —lJactona
sesquiterpénica con e¢squeleto de pseudoguayano— asi como de sus metabolitos de

bioconversion con un cultivo de 2l de horia, Llip inmovilizadasa y los
procedentes de la accién microbiana de los hongos filamentosos 4 niger, A. ochraceusy la
levadura B. bassiana, con la finalidad de ob comp >S quimi novedosos que
puedan ser factibles de ser luados biologi
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1. Familia Compositac.

1L.1. Generalidades.

De las aproximadas 250 000 tipos de plantas que existen en el mundo, sélo una
pequeila parte ha sido examinada, por lo que las especies restantes son una fuente

inimaginable de compucstos desconocidos con una probable actividad farmacoléogica;
su

> esas sust ias pueden ser objeto de modificaciones quimi que

efectividad biologica [1].

La familia Compositae constituye la mayor familia de plantas fanerégamas y abarca
unos 1000 géneros y alrededor de 20 000 especies [2]. Las compuestas se dividen en dos
subfamilias y trece tribus distribuidas como muestra la wabla I.

Tabla I. Division taxonémica de la familia Compositae.

¢ CON
tewLA DE ORIGEN

mnar

e

TRIBUS Y SUBFAMILIAS QUE CONSTITUYEN LA FAMILIA lae
SUBFAMILIA TRIBU DISTRIBUC
1. Tubulifiorae [ A ré re
Eupatork Améri
Astevreae América extratropical
inueae Cosmopolita
Holonioae M Y L]
A e QioN medit y &
cK C. lita
pas ek
a : Py ica
Cynareae Regi6 ) (E: dor)
Mutisieae Sudamérica
1. Ligulifiorae Cichorleae Hemisferio nonte
1.2. C ituy quimi de la familia Compositac.
La investigacion quimica realizada en afios reci ha incr do el interés

sobre el estudio de diversas pl perteneci a la familia Compositae, de las cuales se

han aislado sustancias tan numerosas como el niimero de especies per a ella,
las sustancias que se han aislado en esta familia se encuentran los

entre




rangformacion de In ri tinm in {11 fertiflori hony ila tonon.

acecites escenciales ——mezclas complejas constituidas de terpenos?, monoterpenos y

sesquilerpenos— y menos frecuentemente compucstos arénicos derivados del fenilpropano
algunos ¢jemplos se muestran en el esquema 1.

Estas sustancias proporcionan a los vegetales un olor caracteristico que constituye
el el o de c«

ion quimica para la polinizacion y como medio de defensa entre
otras funciones [3].

Monoterpenos Sesquiterpenos

Rel=-

1. (+)-linalool 2.limonenoc 3. a-pineno

4, B-cuparenona

Esquema 1. Componentes de algunos aceites escenciales encontrados en la familia
Compositac.

También se han encontrado lactonas sesquiterpénicas —derivadas del wrans, trans-
pirofosfato de farnesilo — en diversas tribus como br

se ra en la tabla 11 (4].

Ademas de las ias m i d se han aislad
siguientes: [4,5]

> en menor proporcion las

* Saponinas

* Carotenoides: at, B, y Y-caroteno, licopeno

= Polienos y fitomelanos %
* Alcaloides: en la tribu Anthemid betai tri lina y betonicina S:
e Flavonoides: Acacetina, Eupatina, Jaceosidina, Santina, Luteonina E .
* Acctilenos, Capileno, Capilarina, derivados del tiofeno L

.ADE ORIGEN
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‘porlauméndedosomﬁs idades de i (2-metilbutadi los
P cmin por dos y los i




* Diterpenos, triterpenos: Darutigenol, taraxasterol, gemanicol

* Cumarinas: Artelina, Artanina, Dafnetina, Ascortina

Tabla II. Lactonas sesquiterpénicas encontradas en algunas tribus de la familia Compositae.

SUBFAMILIA | TRIBU I ESPECIE | CACTONA SESQUITERPENICA | ESTRUCTURA
+ [ cr ot Nt tvalna 5
P. hysterophorus Partenina 6
A mantima 7
Healoniesa H. Autumniale 8
H tigsiovi gray -]
MHelonium mexicanum 10
Anthemidoas Achillea 11
Artemisia 12
Crysanthemum 13
Astereas A annus 14
Cichanieae Taraxacum officinale 15
S. hvalina 6. R=0H Partenina ( A /y ) &, R=H dina ( ke )
(L mwcrocepliala Nutt. ) 7.R=H Ambrosina ( A mantima) 9. R=C0-CHy Bigelovina ( # tipelovi Gray )

o

12. Estafiatina
( Actulles )  Artemnésia )

10. Mexicanina A ( Helent « )

14. Artemisinina 15. ileri
(A anrnia) ( Taraxacuen oficnate )
Esquema 2. Estructuras de {actonas sesquiterpéni radas en alg; tribus de la

familia Compositae.
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2. Ar isia ludoviciana ssp

2.1. Descripcién botinica.

En la Republica Mexicana cxisten 16 especies pertenccientes al género Artemisia’,

las cuales se¢ encuentran distribuidas principalmente en la region norte del pais como se

e e et bt R A s

indica en la tabla 11} [6). Artemisia ludoviciana ssp mexicana, conocida comanmente como

“estafiate™ es una planta nativa del pais y sc encuentra distribuida en las regiones

templadas, principalmente en el Valie de México a una altitud de 2350 a 2900 m snm.

Tabla 1Il. Especies de Artemisia que se desarrollan en México.

ESPECIES DE Arfevnisia EXISTENTES EN MEXICO
Especies Regioén

Arternisia absinthiom L. Michoacan

A isia alouwla d Coahuila

A isia o o Pursh Chitushua, Baja Califomia
Arternisia fiifoka Torr Chihushua

Arternisia frigida Wil Nuevo Ledn

Astemisia franservides Greene Chihuahua, Sonora

Artermisia graphaioides Chihuahua

Asternisia heterophiySa Nt Baja Catifomia

(Arternisia kiotzschiana Bess

Artornisia kagoviciana ssp. altxda Baja Califomia

A i A var. titoba Hidaigo
Artemisia patmeri A. Gray Baja Califomia
Asternisia redolens Geay Chihushua
Artermisia tridentata Neatt Baja Caslifornia Norte
Artermisia triderntata angustifola Gray Baja Califomia Norte s

2.2. Counstituyentes quimi islados ded gé o A isia ss.
Al final de la década de los afios B0 y con el aislami > de la ar ini

(Artemisia arnua), la cual demostrd tener una gran actividad antimalarica (8}, surgié un
gran interés por el estudio quimico y farmacologico de especies vegetales del género
Artemisia con el propodsito de poder determinar su potencialidad como una posible fuente

’Anzm:slaludowclanasumphnummﬂmd:hmlmdelhnn.cnnumasblmqmnastha H
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de agentes antimalaricos. En la tabla IV, se describen los constituyentes quimicos mas
frecuentemente aislados del género Artemisia. donde destacan los flavonoides y las lactonas

sesquiterpénicas [9].
Tabla I'V. Principales Constituy icos aislados del género Artemisia ss.
METABOLITOS AOSLADOS DEL GENERO Artornisia

Trienos conjugados
Acetilenos Eteres enol espirocetales
Derivados del tiofeno

Arométicos

Cumarinas
Flavonas
Flavonoides Flavonoles
Gl dos de los
Monoterpenos
Gemacrancias
Eudesmandlidas
i a: G S
Sesquiterpenos { Otros esqueistos
No + Lo y
cldicos
Triterpenos
L tipo
©Otros compuestos

Capilleno
(A caplaris )

NJ

18. Artemnisia cetona
( A austriaca )

i imicos aislados del géneso Artemisia ss.

TR N

O
A DE ORIGE
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CUMARINAS

23, Compuesto F-143 24, Artemetina
(A padssrs ) (A anova )
MONOTERPENOS
o]
HO'
25. (A. annua ) 26. (A auster’ )
LACTONAS SESQINTERPENICAS

E 3. (conti ion). Ce

Yy quimicos ai
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SESQUITERPENOS NO LACTONAS

OoH
LT
31. Davanona
30. (A alba ) (4 ougasins )
TERPENOS LIGNANOS TIPO SESAMINA
o\

1}
0; .f@
F
-7 o
4
N\ 33. Sesamina

(A. absinthiom )
OTROS COMPUESTOS
COOH
aH
34. (A campestrss ) 35. (A capdl’s )
Equema 3. (continuacion). Cc ituy quimicos aislados del género Artemisia ss
2.3. Usos de Ar isia Indovici, =p 7

De acuerdo a los antecedentes mostrados por las plantas de la familia Compositae y

el género Artemisia en particular se ré que esta pl nativa de México cuyo uso es
compartido y coincidente en todas las regiones donde se¢ localiza, se emp principal
para padecimientos digesti y ademis se le han atribuido con el tiempo una serie de

propiedades curativas; muchas de las cusles no han sido comprobadas, pero que su uso se
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remonta desde los Aztecas hasta nuestros dias para diversas dol y enfermedades como

se muestra en la tabla V [10].

Tabla V. Usos de Artemisia ludoviciana ssp. mexicana en México.
USOS DE Artemisia ludoviciana ssp mexicena .

DOLENCIA O ENFERMEDAD uso
no Aztecas® Colonial Modemo
SR

:
;

Fiebre acuidtica

Fiebre y exceso de flemas
Demencia

Epilepsia

Males debido 3 opresion del corazén
Gota, pardlisis y entumecimiento
Recaldas

Escupimiento de sangre

Diurético

Hinchazones y ampollas

Dolores por frio

Tos y nariz seca

Empacho y colico

Edema

Obstuccitn del rifion

Vémito

Parasitosis

Purgative

Prov ion de la

Reumatismo

Expulsion de flemaes

Susto -
Disrrea v
Paralisis mas reumatismo v
Sordecs

Disenteria

[Obstruccién del higado
Tratamiento de heridas
Dolar intestinal

Rabia

Escorbuto

finflamacién de genitales
Obstruccidn det bazo
Dolores del pecho

A odifi de Ia ser

A

LIS S W N S S O S W Y Y
Ay

3

L

1
L U O S S SN U O O O Y
1

LY

LI T T U W S O X O )

Aperitive

“*Estos usos no Licnen un origen defini if ™ engarn

_, TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Conocidas las propiedades curativas o terapéuticas de Artemisia ludoviciana ssp

mexicana y en la busqueda de los cc ituy quimicos de esta pl de la familia

2.4. Metabolitos aislados de Artemisia Iudoviciana ssp
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1 la sesquiterpénicas con esqueleto de

Compositae, se han aislado princip
eudesmano y guayano, acetilenos y monoterpenos, ademas de los metabolitos enlistados en
la tabla VI, cabe destacar, que ésta es solo una parte de los muchos metabolitos

encontrados, pues cxisten otros tantos a los que no se les ha asignado un nombre quimico

en particular.

Tabla V1. Metabolitos aislados de Ar isia ludoviciana ssp mexicana.
METABOLITOS AISLADOS DE
Arternisia ludoviciana ssp. mexicana

SUSTANCIA ESTRUCTURA REF.

LACTONAS Estafiatina a8 11-13
Ludoviciana A 37 9,12
Ludoviciana C as 16
Armexina 36 11,12
Ridentina B 40 14, 15
Rupicotina A 41 14
Rupicotina B 42 14
Rupina A 43 14
1a.3a-dihidroarbusculina 44 9, 11
Samntamarina 45 9,11
Crisartemina B 48 9, 11
Armmefolina 47 9, 1
Ridentina 48 8. 11
3a-hidroxireynosina 49 9. 11
Douglanina 50 9.1
Ludovicina B 5t 15, 18
Artemorina 52 9|
Diacetiimatricarina 53 12A
Achiltina 54 12,13
Arglanina sS 1"
Crisartemina A 58 13

MONOTERPENOS
Alcanfor 57 12|
Bomeol 58 12
Felandreno 59 12
a-pineno 60 12, 15]
FLAVONOIDES

Naringenina 61 14
Eupatilina a2 9, 11
Jaceosidina 83 9, 11

ESTEROLES .
p-sitosterot [} 11 Lo
Estigmasterol 65 11
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36. Estafiatina 37. Ludovicina A 38. Ludovicina C

39, Amexina

Esquema 4. Metabolitos



OAc

g

o]
S1. Ludoviciana B 52, Artemorina 53. Diacetiimatricarina

54. Achillina 55. Arglanina

57. Ncanfor $8. Bomeol 59. Felandreno 60. a-pineno
OCH,

OH R
HO l | ~
~ HO -
CH.
HO o oH O

61. Naringenina 62. Eupatilina (R=CH;)
-, 63. laceosidina(R=H)

HO

64. P-sitosterol
65. A =-23 Estigmasterol

TALLA DE ORIGEN

Esquema 4. (continuacion). Metabolitos aislados de 47 isia tudovici Ssp mexicana.
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3. Ambrosia confertiflora.

3.1. Descripcién botinica.

El género Ambrosia (Compositae), se localiza principalmente en Norte América —
Costa de San Diego, Riverside, Baja Califomia, y México— y es conocido por su
contribucion de polen alérgeno a 1a atmosfera; crece en forma de hierbas anuales, bienales o
perennes, con tallos erectos y ramificados en la mitad superior. Sus hojas son, pecioladas y

divididas, con flores amarillas y anteras apiculadas de base redondeada.

El periodo de floracion abarca los meses de agosto y septiembre. Los granos de
polen de Ambrosia son achatados esféroidales, y miden alrededor de 20 micrometros de

diametro [17].

3.2.C i imi islados del género Ambrosia ss.

Durante varios aiios este género ha sido tema de estudio de varios grupos de
investigacion, resaltando los estudios de Mabry y Trimmermann; quienes aislaréon diversas

sustancias de este género de pl como br te se muestra en la tabla VII [18].

Tabla VII. Metabolitos aislados del género Ambrosia ss.

METABOLITOS AISLADOS DE
ArtwOSsia ss.
Constitu; es quimicos [ Estnuctura | Referencia

A. arternisiffolia acido ambrosico [.3] 19

8-acetoxi-3-oxo-pseudoguaian-8, 12-6lido 67 20

4-hidroxi-3-oxo-pseudoguaian-g, 12-6lido 68

psilostaquina B 69 21

psilostaquina C 70 22

aceites esenciales 23
A. camphovrata costunédlido 71 24
A. confertifiora dehidrocitral 25
A. cordifioia canambrina 72 26

cordilina 73

psilostaquina B 69

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Tabla V11. (continuacién). Metabolitos aistados del género Ambrosia ss.

METABOUTOS AISLADOS DE

A Curnanonsis

A grayy nolson

A Wspide

D

triterpenos

5.4 —dihicroxd-3, 7-dimetaxifiavona

7. 8Sihidroxi-3, 5, 8, 3°, 4" -pentametoxdfiavona
574" , S-dimstadfisvona

5.7. 4" 3,6,8 dflar

5, 7-cihidraxi-3, 8, 8, 4 -tatrametcxdfiavona
neoaTdNOsing

cido dasvinico

Sci30 12-o-ent-kaur-en-19-6ico

éster de &cido danmsinico

ambrosina

sodasTesina
13-hidroxi-isodamsina

3-com-damsina

(118)-11, 13- dihirooddamsing

2, 3 2H). 2, 3-epad-amibrosinag
=]

75

76
as

8 B8

£ JNBeRARRA eBAA2BIINY

- = 74 27

2g YN

B

34

37

7813 CON

PALLA DE ORI
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Tabla V11 (continuacion). Metabolitos aislados del género Ambrosia ss.

METABOLITOS AISLADOS DE
Amtrosia ss.
Especies | Constituyentes quimicos [ _Estructura | Referencia
A. polistachya ivasperna 40
granilina
A. tenuifolia peruvina 296 40-41
acido ambrosico 68
11, 13-dihidro-psitostaquina C 97
psilostaquina C
altamisina
4cido altamisico
cumanina 28 40-42

COOH

Ry R °
66. Ac ambrdsico 67. H OAc; B-Acetox-3-oxo-pseudoguaian-6, 12-6lido  €9. Psilostaquina B 70. Psilostaquina C
68. OH H: 4-Hidroxi-3 lan-6, 12-Glido

74. genmnacrano D
)
H (s}
75. 6-Acetil-2, 2- dimetilcroman-4-ona 76. necambrosina 77. By=H Rz=H R3y=CHj3 Ra4=CH3 Rs=H
5, 4°-Dihidroxi-3, 7-Dimetoxiflavona

94. Ry=0OH Ry=CHy Ry=H R4=H Rg=OCH;
3.5,7,3° idroxi-8, 4°-dimetoxi

i v

TESIS CON

Esquema 5. Metabolitos aistados del género Ambrasia ss. FALLA DE ORIGE.




Ry
HO.

CH,0 Hy
ORy O

i R

TooH

78. Ry=0CH3 R=CH3 Ry=CH3 Re=0H
8-dil 3.6.37°, 4"

83. Ac 12.0x0- ent-kaur-en-19-oico
7, f
79. Ry=H  Rp=H Ry=H

Re=H
5.7, 4"-Trihidrox-3, 6-Dimetoxifavona

80. Ry=H  Ry=H Ry=H R =0CH
5, 7, 4"-Trihidroxi-3, 6, B-rimetoxiflavona [

81. Ry=H  Rp=CHy Ry=H R =0CH, l
5.7-Dihidrox-3, 6, 8. 4"-Tetrametoxifiavona o i

o 0
84, Ester de dcido damsinico

83, (115). 11, 13-Dihidroxdamsina

90. R= CHy(Hy; Altamisina
91. R= K Paulitina

92. (1.10) ce-epoxi-isopaviitina 93. 10a-Hidroxiisopsilostaquina C
(1.10) B-epoxi-isopaulitina

95. Ry=H Ro= OH; Himenina
Ry=0OH Re=H

Esq S. (conti i6n). M.

bolitos aislados del género Ambrosia ss.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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[o]
86. Peruvina 97. 11, 13-dihidropsilostaquina 98. Cumanina

Esquema 5. (continuacién). Metabolitos aislados del géncro Ambrosia ss.

3.3. Usos de Ambrosia confertifiora.

El género Ambrosia, ha mostrado tener propiedades biologicas; se informé que esta
planta es el principal contribuyente de polen alérgeno a la atmésfera, ya que una simple

planta de Ambrosia puede generar un millén de granos de polen al dia.

Aunque no se ha blecido atiin compl el posible papel que desempeiia la
presencia regional de Ambrosia en la polinosis estival tardia, se debe considerar su riesgo
potencial en un futuro préximo debido a que es un alérgeno muy comun. Ademas se ha
informado de una accion vascular, ya que se localiza dentro del listado de plantas con

actividad vascular de California [43].

3.4. Metabolitos aislados de 4. confertiflora

A. confertiflora, posee una gran variedad de i quiterpéni como se ha
r do previ bteniénd lactonas sesquiterpénicas de primer, segundo y tercer
paso biogenéticos como se ha descrito en la literatura {44]. Sin embargo, el anilisis
fitoquimico exhaustivo de una poblacién col da en Z revela la presencia de

nuevas moléculas dentro de esta planta, como lo es el caso del dihidrocitral, un
icos de

monoterpeno aislado de esta especie que se adiciona a la lista de constituy qui

ésta, asi como los metabolitos enlistados en la tabla VIII. TEST(-.
-t

FALLA DE ORIGEN




Tabla VIH. Metabolitos aislados de Ambrasia confertiflora.

METABOLITOS AISLADOS DE

Amibrosia confertifiora |
SUSTANCIA I ESTRUCTURA] REF.

TRITERPENO

SESQUITERPENO

Estigmasterot o8 45
1°-nor-atamisina 100 45
Psiiostaquina 101
(11R)-11, 13-dihidro-psitostaquina 102
Psilostaquina B 69
Clovandiol 103
Psilostaquina C 70
desacstilconfertifionina 104 45

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

6. Metabolitos aislados de Ambrasia confertifiora.
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4.1. Generatidades.

Con respecto a las lactonas sesquiterpénicas se¢ han escrito monografias, que
describen las caracteristicas principales de este grupo de compuestos, pero los continuos
descubrimientos de nuevos compuestos con sutiles pero importantes modificaciones

estructurales las hacen obsoletas.

Las lactonas sesquiterpéni son ias amargas, lo suficientemente polares
para ser insolubles en éter de petréleo, aunque también son insolubles en agua. El etanol o

el metanol caliente las disuelven pero son aun mas solubles en cloroformo o éter etilico;

estas propiedades son utilizadas para extraerlas y separarias de otras.

La mayoria de las lactonas sesquiterpénicas se han aislado de los vastagos de las
principal en extractos de flores o partes aéreas del grupo de plantas

pertenecientes a la familia de las compuestas, siendo lo suficientemente tipicos para tener

valor quimiotaxonémico y constituyen alrededor del 5% del peso seco de estas [46].

4.2. Clasificacién de las L q P .

Como se ioné las lact quiterpéni son derivados del frans-trans-
pirofosfato de farnesilo, su clasificacion de acuerdo a su esqueleto carbociclico se establece
en cuatro grupos principales :[47}

*  Germacranélidas (con un anillo de 10 miembros)
* Eudesmandlidas (compuestos 6/6 biciclicos)

* Guayanélidas (compuestos 5/7 biciclicos )

*  Pseudoguayanolidas (compuestos 5/7 biciclicos )

Estos cuatro grupos se pueden ciclizar para generar las lactonas cerradas hacia la
posicion del carbono 6 o del carbono 8. La distribucion de los diversos tipos de lactonas
sesquiterpénicas. varia en los diferentes grupos en que se divide la familia de las

Compuestas.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN




Una caracteristica importante es la presencia de un anillo y-lactona, el cual en
muchos casos presenta un grupo a-metileno conjugado con ¢l grupo carbonilo {48]. Las
lactonas sesquiterpénicas poseen un csqueleto fundamemal de 15 atomos de carbono que
tedricamente deriva de la union de tres fragmentos de isopreno (2-metil-1,3-butadieno)
[49]. cabeza, cola y algunos productos de transposicion (pseudoguayandélidos); parte del

esqueleto es un anillo de metilbutendlido.

Por deshidrogenacién pueden formarse derivados del naftaleno, como ocurre con
los del tipo eudesmandlido o selenandlido, germacrandélido, eremofinalénido y drimanélido,
como muestra el esquema 7, y las del tipo guayandlido (ambrosanolido) que forman

derivados del azuleno

En algunas lactonas sesquiterpénicas el oxigeno de la lactona se halla en C-3, con
grupos epoxido, acetoxi o carbonilo como parte de la molécula, contribuyendo a
incrementar los miembros de este grupo, conociéndose actualmente cerca de

doscientos [{50].

Raae

a) Eudesmandiidos c) Eremofitandlidos
]
"
——p
o]
d) Drimandlidos e) Guayandlidos f) Psanuguayanélldos
(Ambrosandlidos)

Esquema 7. Esqueletos base de lactonas sesquiterpénicas. TESIS CON
FAL

LA DE ORIGEN
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4.3. Biogénesis de las Iact 1] Pé

Algunos autores asumen que el esqueleto guayano y cud > se onigi de un

precursor en comun del tipo germacrano, que es formado a partir del acetato-mevalonato-
FPP, en donde la enzima germacrano sintasa corresponde a la ciclaciéon del grupo
sesquiterpeno, este germacrano comun es el precursor en la transformacion det esqueleto en
un grupo guayano o eudesmano, dependiendo de la posicion de la epoxidacion mediada por
la enzima. Un germacrano epoxidado en la posicion C4-Cs suele dar un esqueieto guayano,
mientras que un germacrano epoxidado en la posicion C,-Cio, suele generar un

eudesmano [S1].

Por csta razon fue postulado que a parte de la oxidacion enzimatica, dos enzimas
ciclizadoras son involucradas en la biosintesis del guayandlido o eudesmandlido. Una
enzima que lleva acabo la ciclacion del FPP a un esqueleto germacrano y una enzima

separada que cicliza el esqueleto germacrano a un esqueleto guayano o d y. De

entre los difeventes tipos de germacranos encontrados, los indicados en el esq 8, A B

y D son los principales precursores para la formacion de las | quiterpéni en las
compucstas.

Estos germacranos no sdlo son los precursores de los esqueletos eud 6lido o

bisi en

guayandlido sino que fo son de 1a mayoria de las 1 q peni y
este proceso de bioconversion resaltan cuatro cationes fundamentales en la formacion de

€st0oS COMPUEStos COmMO se muestira en el esquema 9 [52].

Germacrano A Esqueleto
Germagano eudesmano

Gerrnacrano 8 cidasa
Esqueleto
Germacrano D guayano
Esq 8. Ger >s encontrados en la familia Compasitae.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Esq 9. Biogénesis de los cati precursores de los sesquiterpenos.

Lal izacién de este alti se prod por un i de oxidacion de un
grupo metilo hasta carboxilo, la oxidacion de un carbono ady y final la
condensacion entre ambos, g ia y-1 se describe en el csquema 10 {53).

Esquema 10. Biogénesis del anillo lacténi
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Las relaciones biogenéticas propuestas para las diversas clases de lactonas
sesquiterpénicas, son las descritas ¢n el esquema 11 [54].

%mo—-@iﬁ

T e
\rz:gf —

\CQ% e

TESIS CON
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Esquema 11. Relaciones biogenéticas en las lactonas sesquiterpénicas.
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Dec acuerdo a lo descrito en la literatura se observa que la ruta biogenética para la

d

formacion de los grupos et > y hel o es la ejemplificada en el esquema 12, a

partir del trans-pirofosfato de famesilo [55].

o Ty T

-H 300 transFPP

H“’h -—
Py (;‘QY ? e

Esq 12. Biogénesis de Eudesmandlidos y Helenandlidos®.
S El grupo L = i como fuc d encl 10, 1a i ion Slida se adici al final
del del base . el grupo




e PP

como biolégi en disti [

Dos razones incrementan el interés en el estudio de este grupo de productos
naturales. Primero; las lactonas sesquiterpénicas son usadas como marcadores en

bioquimi i atica (qui onomia) en los estudios de especies importantes que
pertenecen a la familia Compositae. Segundo; recier se han aislado diferentes tipos
de factonas Juiterpéni has de las cuales tienen actividad biologica destacando fa
actividad: citotoxica, antibacteriana, imicotica, iprotozoaria, antiinflamatoria y

antiviral, como se muestra en 1a tabla IX [56].

En la actividad citotoxica se ha demostrado que reaccionan con los grupos tioles de
la cisteina, lo que licva a una pérdida de la actividad de las enzimas sulfihidrilo,
fosfofructoquinasa y glicogeno sintasa. Estos cstudios refuerzan la teoria de que las

lactonas inhib el i > de los tumores por alquilacion selectiva de las
macromoléculas regulad del crecimiento [57). Los di lizados tratando de
definir la actividad antibacteriana y imicotica en relacion a la estr ~-actividad, contra
algunas bacterias y hongos, no concluyen algo en definitivo, sin embargo, se piensa en una
posible relacion con la p ia del grupo a-metilen-y-lactona, o bien con el anillo de la
ciclc B-i do. El i de accion es probabl la i6n con el

grupo tiol de la cisteine, de la misma forma en que actiian las sustancias que poseen
actividad antitumoral.

También se ha informado la actividad antiprotozoaria —contra algunos

protozoarios patdégenos como Enmtamoeba histolbtica 'y Trich vagirali.
principal se d o que Ia ia denominada Ar isina (Qingh. ). obtenido
de Artemisia annua, posee actividad contra la mayoria de Pk i agentes

de la malaria {58], recientemente se ha demostrado que la partendlida y ja costundlida
—aisladas de Magnolia grandifiora—poseen actividad iinfl ia [59] y | i 8-

< il ina y | icrina isladas de dos ies de lechuga, Lactuca saligna 'y
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Lactuca virosa—mostraron ser resistentes al virus del mosaico del pepino y de la

160].

Tabla IX. Lactonas sesquiterpénicas de la familia Compositae.

lechuga

LACTONAS SESQUITERPENICAS AISLADAS DE LAFAMILIA Compos#ae
ACTIVIDAD

LACTONA FUENTE VEGETAL BIOLOGICA®] REF
Bakkendlida A 105 Petasis albus 1 61-62
Helenalida 108 Helenium autumnale [RIRY; 1} 61-63
Partenina 107 Parthenium hysterophorus LILVIILXE 61,64
Xantatina 108 Xanthium pemmsylvacum (I K11} 81
Mikandélida 109 Mikania monogasensis nan 61
Cnicina 110 Cinicas benedictus n 61
|Pseudovalina 111 Inula sp m 61
Partenélida 112 Tanacetum vulgare n 61
Saurina Saussuwrea sp. w 61
Sauripina Sausswrea sp. v 61
Qinghaosu 113 A. Annua v 61-65
Eremantina Erernanthus elaegnus Vi 62
Constunélida 114 E elaegnus vI.XI a2
Alantolactona 115 Inula helenium HWVILVINLIX. D, 61,64
Isoalantolactona 118 1. Helenium VINIX.b.c 61,64
a-Santonina 117 Artenisia sp. Vil Vs 61,682
Canina 118 A, cana. v 61,62
Coronopilina 119 hva xanthifolia LV x 681,64
Inulicina 120 1. Japonica IX a. 81
Amaralina 121 Helenium amarnam IxXd. 61
Enhidrina 122 Enhydra fluctuans ixXc. 61
Damsina 123 Pennisetum hysterophorus IXe 61
Ridentina B 40 Artermisia sp. v 62
Asteglasina A 124 A. douglasiana X1 a2
Vulgarina 125 vulganis ] 62,65
Ludovicina A 37 A, judoviciana L 61,62
Arbuscutina A 126 A. triderntata x a2
Achillina 54 A tridentata VX 62

A, Ludoviciana

Diacetilmatricarina 53 A, tridentata x 62
Arglanina 55 A. ludoviciana v 16
Santamarina 45 A. ludoviciana v 81,62
Armefolina 47 A. Judoviciana v 61
Estafiatina 36 A. (udoviciana v 61,65
Crisartemina B 46 A. ludoviciana v 64
I. Actividad citotéxica y antitumoral 1X. Actividad farmacolégica
1l. Actividad antibacterial IX.a. Estimulante del SNC
HI. Actividad antifangica IX.b. Expectorante
IV. Actividad antiamibiana 1X.c. Hipotensiva
V. Actividad antimalarica 1X.d. Anaigésica
V1. Actividad anti-schistosomicida 1X.e. Anticolinérgica
Vii. Actividad antiheimintica X. Efecto té6xico en plantas
Viil. Actividad insecticida Xi. Desmatitis
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105, Bakkendkda A 106. Helenakna
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108, Xantanina
(Xanttisn pennsytacam)

109. Mkandlida

110. Cnicna

115.  Alantolactona 116. iscalantolact
(hmal nederaiam) (s et
Esquema 13. Lactonas sesquiterpénicas aisladas de la familia Compositae.
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117. o-Santonina
(Arternésia ssp.)

120. Inulicina

(lnuia fapdnica)

123. Damsina
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122. Enhidra
(Entydra Ructuas )
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S. Propiedades espectroscapicas de ias lactonas sesquiterpénicas.

S.1. U.Ve LR

Las lactonas sesquiterpénicas dadas sus caracteristicas quimicas poseen la propiedad
de absorber dentro del U.V e LR, con seiiales particulares, lo que hace estas técnicas

herramientas utiles para su

identificacion y su caracterizacibn como

lo muestra la

tabla X [66].
Tabla X. Absorcion U.V. e LLR. de las lactonas sesquiterpénicas
ABSORCION DE LAS LACTONAS SESQUITERPENICAS
ESTRUCTURA ABSORCION
U.V. (nm) LR (cm")
Saturados < 200 1,770
. f-insaturados 205-225 1750*
) 214-230 1.690
p 1.820
Ciclopentanona 1,740
{metileno exo cidico 1,685, 1405
oL p-insaturada 985 y 840
“Las vari son a f trans que
it de 1,795 cm’™’
5.2. Espectroscopia de RMN'H
éni L fial

Los espectros de RMN'H de las 1

P

caracteristicas, las cuales se utilizan para elucidar la estructura molecular de la lactona

a la tabla XI.

sesquiterpénica como

a) Los grupos metileno terminales aparecen como 2
con J= 3 Hz.

dobletes entre § 6.0-6.2y 8 5.6-5.5,

b) Los grupos metilos ligados al anillo saturado aparecen como dobletes & 1.1, J=7 H=z.
c) Los metilos unidos a carbonos secundarios aparecen como dobletes 6 1.12, J=7 Hz.
d) Los metilos ligados a carbonos terciarios aparecen como singuletes 5 0.7-1.2
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Tabla XI. Sefales de RMN'H de algunos sistemas de lactonas sesquiterpénicas.

En cl sistema: Se observa:

H-6 (5 4.4-5.0, d) (J=10 Hz)

56.14(g)H 53.80 (¢)
H-7 (6 3.4, m)

e 51,14 ()

Achillina M 5266 ()

H 5 4.94-4.86 s.a
5 2.06 ( i Los protones 6 y 7 aparecen como
53,38 (do) H dobletes o multipletes
& 221 (do
Estafiatina

Los protones 7 y 8 aparecen como dobles
tripletes (54.5), Los metilos unidos a
carbonos secundarios (5 1.12, 4, =7 Hz),
y los metilos ligados a carbonos terciarios
(5 0.7-1.2, 5, J=7 Hz).

El protén vinilico aparece como un
multiplete & 5.5-5.7, si el espectro es de

baja resolucion.

Los pseudoguaianodlidos se diferencian de los Guayanolidos, debido al & quimico del
grupo CH;-15 como un singulete alrededor de 5 1.1.

Los esquemas !4 y 15 muestran algunos datos del espectro RMN'H (60 MHz,
CDCls) de dos sesquiterpenlactonas: apoludina y partenolida respectivamente. Los protones
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olefinicos del grupo metileno se observan como dobletes alrededor de & 5.5-6:3, lo que
constituye una caracteristica clave para el reconocimiento de lactonas sesquiterpénicas con

dicho grupo exo-metileno.

113 (9) 232 (m)

1.34

621
5.51

2.91(d) H o

E 14, Despl i s quimicos en el espectro RMN'H de la apoludina (60 MHz,

CDCI;) ylal 241ehndro—4a—hldroxlguayanéhda (400 MHz).

(%1} 1.72 (ad)

&1 (4
S.47 (@)

[+}

Esq 15, Despl i lecci dos del espectro RMN'H de la partenélida y la

tudovicina B (200 MHz, CDCI;)

5.3. Espectroscopia RMN"C

La espectrometria de RMN C *? es muy utilizada para identificar estas sustancias. El
esquemna 16, muestra los valores caracteristicos de desplazamientos en RMN'’C de dos

lactonas sesquiterpénicas.

1S OGN
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Esquema 16. Despl ientos quimicos en RMN'’C de dos lactonas sesquiterpénicas®.
5.4. Esp pia de M (70 eV).

Debido a la gran diversidad estructural de las uiterpent. adas, no
se tienen todavia patrones de fragr ion bien definidos como en el caso de otros

productos naturales.

Un estudio de alta resolucién para la grosmicina (esquema 17) reveld que todos los
iones de masa superior a 145 se originan por pérdidas consecutivas de fragmemos pequefios
como agua, mctilo, mondxido de carbono y etileno. Se observd también que el fragmento
m/z 136 se origina por un mecanismo probable como el mostrado en el esquema 17. La
retencion de la carga por el anillo carbociclico mis pequeiio se observa también en los
espectros de otros guayanolidos mias oxigenados; Canina, Rupina A, Rupina B como se

muestra en el esquema 18 [67].
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m/z 136

Esquema 17. M ismo de for i6n del i6n m/z 136 de la grosmicina.

Se ha encontrado que generalmentc la seilal base es el ion molecular, siendo
predomi los fragr >s AM-18 si hay hidroxilos; la presencia de grupos acetilo se
reconoce por el fragmento M-60. En la alfa santonina 120, el pico base es m/e 246 (160 %)
M-15 (30 %) (pérdida de un mectilo) y M-28 (11 %) pérdida de CO, probablemente
procedente del grupo 3-oxo. El ion m/e 173 (M-73), comrespondiente a Ci12H130° es muy
abundante en todas las santoninas (60-90 %) y corresponde a la pérdida del anillo de

lactona junto con un protén. Un patréon de fragmentacion similar se observa en la

Artemisina, desoxigeigerina y achillina.

En la geigerina predomina m/e 151, CsHnnQ;'. Otra seiial abundante (14-42 %56) es
M-101, tanto en las santoninas como en otros sistemas en que se puede perder CO y
CH;CH=C(OH)O. Los anillos con siete carbonos dan una sefial a m/e 91 (30%) tipica del
ion tropilio C;H7 .




o)
R R
o
2d _ e
\ \
o) o
R=H, Canina
R= OH, Rupina A

R= OAc, Rupina B

@0 o
®

m/z 111 (100%)

~
[

[e]

Esquema 18. Mecanismo de formacion del ion m/z 111 en los espectros de masas de la
canina y las rupinas Ay B.

5.S. Ensayos de identidad de las 1 quiterpéni
Las lactonas sesquiterpénica pueden ser caracterizadas cualitati a partir de
ensayos de identidad, entre los cuales se ran: el yo del hidrsc férrico, el

ensayo para lactonas insaturadas de Legal, el ensayo de Kedde, formacion del espejo de
plata por lactonas insaturadas con el reactivo de Tollens (AgNO3/NaOH/Amoniaco) [68].

6. Biotransformaciones .
6.1. Generalidades.

Para comprender diversos procesos naturales actualmente el quimico se vale de la

biotecnologia como herramienta, para mejorar Jlos procedimientos imicos que

antiguamente eran muy dificil o incluso imposibles de realizar.
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Las herramientas biolégicas se utilizan en la elaboracion de una amplia gama de

productos tales como: aditivos alimenticios, compuestos farmacéuticos, productos de
quimica fina, industria cervecera, industria vinicola, entre otras. Asi como en el campo de la
agricultura, bioquimica y microbiologia. Estos procesos que involucran entidades biolégicas

se denominan biotransformaciones y principalmente sc¢ llevan acabo con hongos y enzimas,

R TISPTRN

aunque tambi¢n suclen utilizarse en los procesos de bioconversion: bacterias, levaduras y

diversos tipos de cultivos celulares como se muestra ¢l esquema 19 [ 69].
BIOTECNOLOGIA QUIMICA DRGANICA
BIOTRANSFORMACIONES
MICROORGANISMOS ENZIMAS CULTIVOS CELULARES
HONGOS LEVADURAS BACTERIAS CULTIVADAS ANIMALES VEGETALES
INMOVILIZADAS

t I ! ;
1

ESTEROIDES. VITAMINAS Y PRODUCTOS NATURALES, ENTRE OTROS.

Esquema 9. Principales sistemas biolégicos empleados en los procesos de bioconversion.
El desarrollo de un proceso de bioconversion basicamente puede ser resumido por

1a ecuacion (1).
Proceso de

ingenieria
Sustrato’ + Entidad biolégica® Producte® ... Ec (1)
7 El cS la i a bi sf¢
* La entidad biolégica puedc scr: bacterias, hong etc.
*E 4 a pucde ser bi fular un ) o ias 0 un prod; 40 a

partir d¢ un sustrato



El proceso de ingenieria consiste en la manufacturacién propia del mismo, el cual

incluye el control dc variables que daran la pauta para lograr su optimizacion. Basicamente

este se formula en base a la ecuacidn anterior como se estudia en el esquema 20 [70].

Fuentes P, Ny C.
Agua
Agitacioén
Separacién de bi
[Fileracion | emmms- y cultivo liquido
[ — At prods 1 Residuo de
fer
PuriSicacion del producto | Residuo de
fer
I
Producto Dispositivo de
residusos

Esquema 20. Metodologia y controles de los procesos de bioconversion.

Para la formulacién de un medio adecuado se deben tomar en cuenta las exigencias
de la entidad biologica a emplear, basicamente el medio debe satisfacer los requerimientos

elementales para el desarrollo de la biomasa celular, y la produccién de metabolitos; ademas

debe ser un adecuado soporte de energia para la biosi is y imi > celular {71).
Para pl un microor i > como indculo en un proceso de bioconversion se

debe tener un control optimo de su crecimiento (anexo II), ya que la viabilidad de los
microorganismos, en cada fase va a depender de la optimizacion del proceso de

bioconversion.
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6.2. Enzimas

Las son protei de elevado peso molecular que tienen la funcion de

catalizar reacciones biologicas. El mecanismo mias sencillo de la accidon enzimatica, es

o de Michaelis-M el cual involucra una especie

conocido como el
reaccionante, llamada sustrato, que se une a un lugar activo de la enzima, con lo que resulta
un complcjo enzima-sustrato, el cual finalmente se disocia generando el producto y la
enzima original, es decir se establece un mecanismo de reaccion en dos etapas, las cuales
son reversibles.

Las enzimas se clasifican de acuerdo al tipo de r ion que como se

indica en la tabla XII, en la cual se proporcionan algunos ejemplos de aquellas que se han

do en prc »s de biocatalisis [72].
Tabla XII Clasificacion de las i con base en su actividad.
Clasificacion de las enzimas
Categoria enzimas usadas en sintesis

Oxireductasas

ion de con al levaduras, deshidrogenasas

con eaql etc. oxigenasas

Transtferasas

Transferencia de grupos acil, fosforil, aziucares, | §
{grupos amino, etc.

Hidrolasas
Hix isis de & . pep . o os, dridos, ﬂll
etc. jproteasas, fosfatasas
Liasas
Adicién a dobles enlaces C=C, C=N, C=0, etc. (C=0) akiolasas
(C=C) aspastasa, fumarasa
isomerasas

isomerizaciones, migracién de enlaces C=C, cis.trans i
racemizaciones, etc.

Ligasas
formacién de C-O, C-S, C-N, y enlaces fosforil i en biologi

{motecul

Entre las diferencias en el uso de enzimas en procesos de bioconversion con

P Py . P

que emp es, se puede afirmar que
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las enzimas catalizan eficientemente las reacciones aumentando su velocidad en un factor de

10%-10'? llegando a ser en ocasiones cxcedida hasta 10'? [73].

Otra diferencia de! uso de enzimas, es que el empleo de estas puede realizarse en
forma de cascada, esto es una mezcla de enzimas pucde emplearse para realizar un proceso
de bioconversiéon completo. El producto obtenido mediante el uso de una enzima puede
usarlo otra enzima contenida en la misma mezcla para desarrollar otro proceso de

bioconversién.

Las ventajas del uso de enzimas se encuentran en que actuan en diversas
condicioncs de temperatura, presion y pH, no llegando a ser cambios tan drasticos, dichas

condiciones son muy cercanas a las ambientales,

Entre las propiedades de las enzimas se encuentra que son quimioselectivas,
—actuan sobre un determinado grupo funcional sin afectar los otros grupos funcionales
presentes en la molécula a biotransformar— regioselectivas —tienen la capacidad de

distinguir entre grupos funcionales que quimi estan situados en otras regiones de la
molécula o sustrato— y ademas son enantioselectivas paces de r entre una
la racémica teniendo actividad sélo sobre una forma geométrica— [74].

Las reacciones quec s¢ efectuan con estos catalizadores biolégicos destacan las

siguientes:

o Reacciones de hidrélisis-sintesis: ésteres, amidas, lactonas, lactamas, éteres,
anhidridos, epoxidos y nitrilos.

e Reacciones de adicion-eliminacién: agua, amonio, HCN.

o Reacciones de halogenacion, alquilacién-desalquilacion, carboxilacion-
descarboxilacion e isomerizacion.

® Reacciones de oOxido reduccion: alcanos, alquenos, compuestos aromaticos,

alcoholes, aldehidos, cetonas, sulfuros, y sulfoxidos.

e Recacciones de Diels-Alder [75]. TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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Entre las enzimas empleadas para llevar acabo los procesos de bioconversion
destacan las lipasas, ya que son activas cataliticamente en solventes organicos, ademas de
que cstan implicadas en reacciones quirales, debido a su capacidad de resolver mezclas

racémicas (estereoselectividad) y catalizar reacciones de esterificacion y transesterificacion.

Las lipasas son producidas por microorganismos entre los que se incluyen bacterias,
hongos y levaduras, las fuentes tradicionales para la produccidon comercial son Rhizopus
spp. Mucor spp, Aspergillus spp y Candida rugosa siendo esta uiltima de mayor interés
comercial debido a su alto rendimiento, trabajan en un pH comprendido entre 8 y 9 a una

temperatura de 30-40 °C y sucle estimularse su actividad con la adicion de iones Ca

El uso de las enzimas inmovilizadas en quimica fina es un procedimiento sencillo,
debido a que se emplea la enzima como si esta fuese un reactivo mas en una sintesis, las
ventajas de utilizar estos reactivos biologicos es que son de facil separacion {76], trabajan a
temperaturas bajas en comparacion con las vias quimicas, los rendimientos son mas altos, y

requieren de menor namero de pasos para llegar a la ob ion de un comp o de interés.

6.3 Hongos.

El empleo de hongos en los procesos de bioconversion es destacado debido a que
estos microorganismos transforman un grupo sin afectar a otro que exista en la molécula y
por otro lado la posibilidad de acceder a posiciones de la molécula que por via quimica
resultaria al menos problemitico, el auge de la utilizacion de hongos para procesos de
bioconversion surgio tras observarse la posibilidad de estos microorganismos de
transformar los esteroides'® en compuestos de importancia biolégica {77].

TESIE COY |
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L.a meta de un proceso de biotransformacion empleando hongos es la obtencion de
un producto por medio de sus rutas metabélicas con materiales biologicos y no biologicos,
ya que se ha observado experimentalmente que dichos procesos son especificos, de alto
rendimiento, de facil separacion, y suelen llevarse acabo en condiciones menos drasticas de

reaccidén.

Para optimizar ¢l proceso de bioconversion es recomendable el control de la
biomasa a partir del calculo de la cinética de crecimiento del hongo. para asegurar el tiempo
o recolecta de la biomasa a emplear en la biotransformacion, el inoculo adecuado, el
acortamiento o inhibicién de la fasc lag, y los adecuados controles (mencionados en el

esquema 20) que se han de llevar durante el proceso [79].

6.4. Biotr £ i con i

En la literatura se ha informado que la hidrogenacion catalitica de la a-santonina
(127), genera tres compucstos hexahidroderivados 128 (62%), 129 (26%) y 130 (10%)
como se muestra en el esquema 21. De su tratamiento quimico con piridina y anhidrido
acético se obtuvieron sus respectivos derivados acetilados 131, 132, y 133 observandose
que la acetilacion selectiva de estos compuestos por via quimica no ocurre. Por lo tanto se
propuso realizar la acetilacion sclectiva por medio de lipasas inmovilizadas'’, debido a su

alta estereoselectividad.

! L as lipasas inmovilizadas son dc facil ién debido a quc el dc i i ién cs i
en solventes orginicos.
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oot estrt

HO

) (¢] Yo
128 (62%) 129 (26%)

1 Acz0/Py

131 132

Esquema 21. Acetilaciéon quimica de los productos de hidrogenacion de la a-santonina.

Utilizando lipasas inmovilizadas de Candida antdartica (CAL). Pdrncreas porcino
(LPP), y Mucor mhielei (ILMM), se realizd el estudio pertinente para la eleccion de las
condiciones 6ptimas de la reacciéon de acetilacion. Los resultados obtenidos se muestran en
1a tabla XI1I {80].
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Tabla XIII . Ensayo para la elecciéon de las condiciones de acetilacion enzimatica

Enzima | Enzima/Sustrato] Tiempo(h) | 131(%) | 132(%) [ 133 (%)
2/1 4 x x 60
PPL 3.5/ 24 x x 80
5/1 72 x x 100
211 4 x x 30
MML 3.5/1 24 x x 80
5/1 72 x x 100
271 4 x 70 60
CAL 3.5/1 24 x 95 90
6/1 24 x 100 100

x: No detectado

Ninguna lipasa logré la acetilacion del producto 128 (para dar 131), pero existid
completa acetilacion de 130 (dando 133) cuando la relaciéon enzima sustrato es 5/1 (para
MML y PPL) con un tiempo de reaccion de 72 horas. El tratamiento de 128, 129 y 130 con
CAL (6/1 por 24 horas) logra solo la acetilacién de 129 y 130, dando 132 y 133 y ef
producto 128 fue recuperado inalteradamente.

Conforme al estudio preliminar se establecié un procedimiento gencral que
di lectiva de la la con PPL o

involucra como paso detesminante la acetilacién
MML y después con CAL para aislar ¢ identificar los compuestos 128, 129 y 130, como se
muestra en el esquema 22. Los derivados acetilados resultantes fueron separados por
técnicas cromatogrificas, y sus estructuras fueron deducidas por sus propiedades
espectroscopicas observando que la acetilacién selectiva de 129 y 130 generd los
correspondientes derivados 3B-acetoxi (132 y 133) y la scparacion inalterada de la 3p-

hidroxicudesmandélida 128.

Por lo que PPL y MML en este tipo de sustrato muestran mas preferencia hacia la
acetilacion en los 3a-hidroxisesquiterpendlidas con conformacion de cis-decalina, mientras

que CAL muestra una gran selectividad hacia los productos con disposicion Ha- 5 ( frasns-

decalina) o HB-S (cis-d lina), pero siempre con una configuracion Hp—4.
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El producto 3B-hidroxi-d4a,5a,7a-11pB-4-eudesman-6a-12-olida 128, fue reducido
con LiAlH, para obtener ¢l alcohol correspondientc (134), el cual produce el derivado

triacetilado (138).

La desacetilacion enzimatica regioselectiva de 135 fue probada con diferentes
disolventes (MeOH, dioxano y acetonitrilo) obteniéndose un rendimiento mayor de 136
(95%), empleando CAL, n-butanol como nucleéfilo y acetonitrilo como disolvente, el sitio
de desacetilacién fue facilmente establecido por comparacion directa de RMN'C y H' de
los datos datos de 135 y 136 como se muestra en el esquema 23,

HO

128

H

133 (100%)
128

132 (100%)

Esquema 22. Acetilacion selectiva catalizada por lipasas de PPL, MML y CAL.

La PPL ha sido usada también, para la apertura de anillos y-sustituidos a-amind
lactonas de una manera enantioselectiva cuando se encuentran inmersas en su mezcla
racémica. La separacion del producto formado del sustrato sin hidrolizar aprovecha las
propiedades de solubilidad y pH, la lactona que no reacciona se separa por medio de

extraccion con éter de la fase acuosa a pH 7.5 como se describe en el esquema 24.



LiAIHy/THF

CHOH

w
&

AcO/Py

«— o

g

CH,OH OAc CH,0Ac
136 (95%) 135 !
Esq 23. D ilacion regioselectiva por la enzima CAL.
)
H N—COOMe
—CO0Me "
CoH
e o1 \L“ I-—C
o PPL
buffer/acetona
+ "I* H o
N—C00Me e N—coome

Esquema 24. Apertura de anillos y-sustituidos a-amino lactonas por PPL.

Hasta ¢l momento las transformaciones de lactonas sesquiterpénicas a partir de rutas

enzimaticas que involucran el uso de i inmovilizadas esta aun en comienzo debido a

que solo sc han recabad »s datos experi fles sobre este tipo de bioconversiones,
pero las principales biotransformaciones informadas de este tipo de compuestos ha sido a



partir del uso de los hongos, lo cual conlleva a un interesante y amplio tema de

investigacion a fin de clucidar los cambios estructurales y la actividad biolégica de las
lactonas sesquiterpénicas a partir de las enzimas que gencran los microorganismos en

cuestion.

6.5. Biotransformacién de terpenos y lac quitery i con 2

Las transformaciones microbianas de las lactonas sesquiterpénicas por los hongos,
se han llevado acabo principalmente con lactonas de esqueleto de cudesmano, debido a que
este tipo de esquelctos son los mas abundantes en la naturaleza, y ademas su quimica y

procesos de biotransformacioén se encuentran ampliamente detallados en la literatura (81].

La sintesis de 6f-eudesmanolidas (6B-dendroserina) por derivados t1-hidroxil se
lleva acabo por medio del hongo Rhizopus nigricans. La transformacion de 6B-
acetoxieudesmanona (137) por cultivo de R nigricans proporciona un alto rendimiento

(72%) del 11-hidroxi derivado como se muestra en el esquema 25.

138 (72%)
Rhizopus nigricans
——
3 dias fo) *
139 (15%)
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E 25. Hidroxilacion de R. nigricans sobre 6B-acetoxieudesmanona.

q
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La hidroxilacion en C-11 por R nigricans cn 137 produce 138 (72%), el
tratamiento postcrior de 138 con DMAP (4-dimetilamino piridina), gencra el producto de
deshidratacién 140 (72%), cl cual es hidroxilado eficientemente con 9-BBN (9-
borabiciclononano) para dar la mezcla de los 12-hidroxiderivados 141, 142 de acuerdo al

esquema 26.

La oxidacion con RuH(Ph;P)4 de (141-142) conlleva a la formacion del anitlo de 1a
lactona para la obtencién de las 6B-eudesmanolidas {1 1(R) y 11(S)-6-epi-dendroserina). Es
aceptable que la formacion de la lactona sesquiterpénica ocurre a través del grupo hidroxilo
en C-12, el cual es formado via epdxido o hidroperdxido. La posterior hidroxilacion
enzimitica en C-6 o C-8 seguida por la lactonizacion rinde la correspondiente

sesquiterpendlida.

138 140 (72%)
THF | 9-BBN
2
t
143 (43%) R B-Me 141 (65%) R;:OH R H
144 (41%) R: aMe 142 (18%) Ry:H Ry OH
Esquema 26. Obtencién de 6B-eudesmanolidas —dendroserina-

TESIE CON
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La estercoselectividad fue observada con los derivados 11-«(R)-12hidroxi 141 (65%)
y en 11(S)-tetrahidroxi 142 (18%) obtenidos de la biotransformacion, de la misma manera
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empleando C. funata se aisld la correspondiente 6-B, 12-olida 150 (43%6) y 151 (41%0), tras
ta reduccién con RuHx(PhsP), de los epimeros tetrahidroxi 146 y 147 obtenidos.

La incubacién de 145 (6B-acetoxi-1B,4B-dihidroxieudesmanédlida) con C. lfunalia por
12 dias, gencra una mezcla de metabolitos polares (23%), los cuales al acetilarlos
quimicamente generaron los triacetatos 146 (1B, 6B, |2-triacetoxi-4B-hydroxicudesma-
11(R)-anos, 51% de la mezcla polar) y 147 (18 ,6B , 12-triacetoxi—4B-hidroxieudesm-11(S)-
ano, 49% de la mezcla polar). La evidencia espectroscopica de los productos, indica que
las hidroxilaciones ocurren en el C-12 y C-13, por lo que dichos productos acetilados son

epimeros en C-11 como puede observarse en el esquema 27 [82].

145 146 147

Esquema 27. Biotransformaciéon de 6B-acetoxi-1,4p-dihidroxieudesmanolida por C.
lunata.

De la saponificaciéon de los compuestos triacetilados 146 y 147 se obtuvicron 148 y
149, los cuales al oxidarlos por separado con RuHx(Ph;P)s, se obtienen las lactonas 150
(43%) y 151 (41%%) como se observa en el esquema 28,

RuHz(Ph3P)4
—_——

150 (43%) ©

Esquema 28. Productos de oxidacién de la saponificacion de 146 y 147,
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saponificacion RuHz(Ph3P)4
147 ———— —_—

(9]
149 151 (41%)

Esquema 28. (continuacién). Productos de oxidacion de la saponificacion de 146 y 147.

La saponificacion de 145 genera 152 (90%%), el cual al incubarse por 12 dias con C.
Lunata, produce malos resultados ¢n comparacion con la incubacion del producto 145 sin
saponificar. El sustrato 152 fue recuperado inalterado en un 79%, y una pequeciia cantidad
de metabolitos polares (2%) de la cual se aisléo el producto 153 y posteriormente a la
acetilacion se recuperaron tres productos mas 154 (55%), 146 (24%) y 147 (21%).

El metabolito 153 mostré una nueva hidroxilacién en C-2, que de acuerdo a datos
espectroscopicos se ubicé en posicion a (ecuatorial). La incubacion de 153 produce un
limitado rendimiento del compuesto hidroxilado en C-12 , (148). Por otro lado, el producto
154, muestra un grupo hidroxilo en C-11, como se indica en el esquema 29.

La oxidacion de 145 con el reactivo de Jones generé 185, el cual fue incubado por
12 dias con C. lunata obteniendo 155 (43%), 156 (42%) y una mezcla de metabolitos mas
polares (10 2). Esta ultima mezcla fue acetilada y se recuperé 157 (1a, 12-diacetoxi-48.63~
dihidroxieudesm-11(R)-ano, 51% de la mezcla) y 158 (la,l2-diacetoxi-48,6B3-
dihidroxieudesm-11(S)-ano, 49 %). El metabolito 155 muestra un peso molecular de
acuerdo con la reducciéon del grupo carbonilo en C-1, el cuil fue confirmado
espectroscopicamente. La reduccién del grupo carbonilo por el microorganismo
normalmente da (S)-alcoholes. La reduccion del grupo carbonilo es similar en
cud slidas 'y eud >s generando (1S)-alcohol. El nuevo grupo con orientacion
a en el C-1 produce un efecto v, sin efecto en C-3 (A5—=4.83) y C-5 (Ad=-3.26). Las
reducciones producen (1S)-alcoholes, que es muy dificil obtenerlos por medios quimicos.

I
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oH
—adbs | .
HO” *- Sac <
145 HO™ ™ Gu
148
a
< <
oH oH OH
—abe — e
H -
o by L SH HO” s
152 149 151 °
\\ b
oH oAc
HO.
< ~. H
HO ~ OH HO OAc
153 154

Esquema 29. Transformaciones quimicas y biolégicas del sustrato 1522

Los acetilados 157 y 158 parecen ser resultado de la red

dar la--hidroxi derivados, como es descrito para 156, y posterior

del sustrato 1S5S para

la hidroxilacién en
C-12 para dar dos epimeros derivados en C-11. La saponificacion de 157 y 158 dan

respectivamente 159 y 160. Estos productos fueron comparados con los derivados 12-
hidroxi 147 y 148, obtenidos por incubacion de 145. Las ¢

< q

P ascop

indican que el producto 159 es el epimero en C-1 de 148, los cuales tuvieron configuracion
(11-R). Por otro lado, el producto 160 fuec el epimero en C-1 dc 149 (11S). La
configuracion en C-11 fue confirmada por la formacion de las respectivas lactonas 161

'2 a: Curvularia lunata; b: AcfO-Py; c: KOH alc; d: H,BNa; c: reactivo de Jones: f: RuH(PhyP),

50
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(63%) y 162 (63%) por oxidacion con Ruliz(Phsp)s, con la misma configuracion en C-11
P

descritas por las [actonas 150 y §151.

El mejor rendimiento en las oxidaciones de 159 y 160 puede ser debido a la pequefia
cantidad de acetona usada como aceptor de hidrogeno. Ei rendimiento obtenido de las
factonas 161 y 162 a partir de 158 (2.5% para c/u), fue duplicado al incubacién el producto
156 por 12 dias, la primera accidn del microorganismo consistié en la reduccion del grupo

carbonilo del C-1, como se describe en el esquema 30 [83].

it

—_———
145 p 155 + 156 + mezcla

Esquema 30. T, fc i imi y biolégi de los productos de oxidacién de 148.'?

'3 a: Curvularia lunata; b: Ac:O-Py: ¢: KOH alc; d: HJBNa; ¢: reactivo de Jones: f: RuH:(Ph,P), ;



De los resultados descritos se deduce que los compuestos del tipo 4p-hidroxi-

eudesmano son biotransformados mediante la hidroxilacion en C-12. Los sustratos con un
grupo cetona en C-6 son mas eficientes, aunque existe mayor selectividad en la produccion
de 12-hidroxil compuestos, con s6lo la configuracion 11-R, todos estos sustratos son utiles

para la obtencion de 6B-lactonas.

En la literatura se informa que una lactona sesquiterpénica (Plectrantona 163), con

esqueleto cis-eud 10, fue aislada de las partes acreas de Plectranthus cylindraceus,

(planta usada como desinfectante y desodorante), para determinar sus metabolitos de
biotransformacion por diversos tipos de hongos, destacando B. bassiana, por ser la cepa
que generd la mas eficiente metabolizacion de la Plectrantona 163, dando cinco metabolitos
(164-168), los metabolitos se aislaron por extraccion con disolventes y se purificaron por

cromatografia, ademas de ser identificados por sus propicdades espectroscopicas [84).

De acuerdo a los resultados, se observd que de la mezcla de metabolitos generada
por la incubacion de Plectrantona con B. bassiana, un metabolito mayoritario 168, fue
capaz de hidrolizar el ester del C-17, como se muestra en ¢l esquema 31.

COCH,

OGCOCH)!
H 164 (2.1%) H
° o
w!i) OCOCH, /
Ho oCocH, o dcocHs
165 (21.2%)
167 (2.5%) 163
COCHy Beauvvaria OH H
buassiana o
H
H OcocH,

Esquema 3 1. Metabolitos obtenidos de plectrantona con B. dassiana.




Otra lactona sesquiterpénica (+)- costunolida 169 incubada con un cultivo de C.
echinulata durante 24 h, rindié un producto de hidrogenacion identificado como (+)-

11B.13-dihidrocostunolida 170, obser d una inhibicion del crecimi o, por jo que la
1 La incubacioén del ¢ p > 171 con un cultivo de 48

transformacién no fue cc
horas de C. echinulata, generd tres productos de oxidacion, 1B8—hidroxieudesmanolida (+)-

santamarina 172, (+)-reynosina 173 y (+)-18, hidroxiarbusculina A 174. La formacion de
los compuestos 172-174, puede ser explicada por la epoxidacion de la costunolida 169 a
1B,10a-epoxicostunolida 171, seguido de la apertura electrofilica del epdxido con un
rearreglo del esqueleto de eud slida como probabl, ocurre en la biogénesis de
las plantas de 18-hidroxicudesmanolidas como se¢ muestra en el esquema 32 [85]).

C echinulata
———-
24 h

172

32. Bic for i6n de la olida con C. echinulata.
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Al incubar la (-)-dihidrocostulactona 175 con un cultivo de 24 horas de C.
echinulata, se observé una completa inhibicion del crecimiento; sin embargo al incubar este
compuesto con un cultivo de 48 horas generé un guayandlido (+)-tla, 13-

dihidrodehidrocostulactona 176.

La incubacioén de lichnopholida 177 con C. echinulata (cultivo de 24 horas) genera
(-)-16-(1-metil-1-propenil) eremantolanoclida 178. Asimismo la incubacién de (-)
dihidrocostulactona 175, con un cultivo de 24 horas de R ory=zae, gencra dos productos
(+)-118,13-dihidrodchidrocostulactona 179 y (+)-118,13-dihidro-10,14-
epoxydchidrocostulactona 180 y finaimente la transformaciéon microbiana de lichnopholida
177, generé el mismo compuesto obtenido por C. echinulata como se observa en el

esquema 33,

brivverl,

Esquema 33. Biotransformacion de lactonas .| péni por C.
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Esquema 33 (continuacién). Biotransformacion de lactonas sesquiterpénicas por C.
echinulata y R oryzae

Las reacciones de epoxidacién e hidrogenacion de el doble enlace A'"" son las
lizadas por C. hirsul y R oryzae, en donde la reaccion de

transformaciones r
hidrogenacién regioselectiva generada por estos microorganismos es considerado un
sistema de defensa a Ia actividad fungicida de estas lactonas sesquiterpénicas.

La planta Stemodia maritima conocida en J i loquial como p
para el hombre débil, contiene diversos diterpenos entre los que destacan estemodina 181,
di 182 y est ina 183, los cuales han mostrado tener especial actividad

antiviral (86].

La biotransformaciéon de estemodina 181 se llevo acabo con B. bassiana ATCC
7159, generando un producto, el cual fue acetilado por via quimica observandose dos
productos, los cuales fueron purificados por técnicas cromatogrificas, como se muesira en

: ndad. e P

el esquema 34, sus estructuras se elucidaron con base en sus prop P pi

"T 18
OAc
21,13, 18 triacetoniestemodano  2a,1B-cliacetos-

184 (30%) 185 (53%) .




De acuerdo a los resultados obtenidos en el esquema se puede concluir que 5.
bassiana hidroxilé la posicion C-18 de la estemodina 181. Por otro lado, la estemodinona
185 fuc obtenida con un alto rendimiento por medio de la oxidacion de 181 con el reactivo
de Jones, posteriormente la incubacion con B. bassiana, por 14 dias, permitio aislar a la
13,18-dihidroxistemodan-2-ona 186, la cual fue aislada de la fermentacién de 181 con

Cephalosporium aphidicola como se observa en el esquema 35.

wOH
ot
S Baneris bassiana  ATCC7159
181 reacivo
lones
181 + Cephakosporium aphidicola
13,18-dihidrogestemodan-2-ona
186
Esquema 35. Hidroxilacion de la estemodina por B. & i » C. aphidicola
La incubacion de ina 183 con B. bassiana resulté en la formacién de

diversos productos, de los cuales sblo dos fueron obtenidos en la cantidad suficiente para
poder ser caracterizados, 1B,13,19-trihidroxiestemarano 187 y el 4&cido 13-
hidroxiestemaran-19-carboxilico 188, como se observa en el esquema 36.

CH,0H
1P.13,19-trihidroxies| emarano Ac 13- Hidroxjestemaran- 19-carboxiiico
187 188
Esquema 36. Incubacion de ina con B. b Z .
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Mas recientemente en la literatura se informa de nuevas biotransformaciones

emplecando un hongo patogeno (Botrytis cinerea), para una gran variedad de plantas

comestibles (lechuga, tomates y uvas, entre otras), produciendo como principales

metabolitos sustancias con esqucleto de cariofileno (botridial); las cuales juegan un papel

importante en su patogenicidad.

Los estudios biosintéticos sugieren que la formacion de estos compuestos derivan

del famesilpirofosfato, con la formacion y ciclizacion det cation cariofileno. La

biotransformacion de 6xido de cariofileno por B. cinerea en un tiempo de cultivo de dos

dias, produce diversos productos oxigenados como se ilustra en el esquema 37.

En un segundo proceso de biotransformacion se separo la biomasa y se procedio a

utilizarla para incubar al sustrato 189 en un medio sin glucosa durante 24 horas,

obteniéndose algunos de los metabolitos del proceso anterior (191, 193-197), ademas los

metabolitos descritos en el esquema 38.

E 37. Prod »s de 1a biotransformacion de oxido de cariofileno con Botrytis
cinerea en un cultivo de 2 dias.
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Esquema 38. Productos de la biotransformacian de 6xido de cariofileno con Boirytis.
cinerea.
La mejor ruta de biotransformacién involucra la epoxidacion estereoselectiva en C-8
y C-13 y la hidroxilacion en C-7, la presencia de kobusona (199) y el aldehido (201 ) en el
dio de fer ion indica que otra ruta de biotransformacion procedi6 de Ia hidrolisis

del 8, 13-epodxido y ademds un proceso de oxidacién [87].
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III. PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA.
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Actualmente existe un gran interés econémico, agroindustrial y farmacologico por
emplear enzimas y microorganismos en la obtencion y sintesis de productos quimicos; ya
que su estercoespecificidad los hace una herramienta muy util para el quimico organico. Sin
embargo, existe una descripcion limitada acerca del comportamiento de los sistemas
no sobre la estructura de un sustrato, los

enzimaticos de un determinado microor
cuales al transformar su estructura modifican su actividad biologica.

Por otro iado, las lactonas sesquiterpénicas han sido objeto de numerosos estudios
biologicos, donde destacan por su actividad antimicrobiana, antitumoral, antiparasitaria y

antifungica entre otras, debido a la presencia del grupo carbonilo a, B-insaturado.

Por lo tanto, el presente estudio va enc inado al aislamiento y elucidacion
estructural de los productos de biotransformacion con un cultivo de células de zanahoria,
1i inmovilizadas y los proced de la accion microbiana de los hongos filamentosos:

P

Aspergillus niger y Aspergillus ochraceus ademas de la tevadura Beauveria bassiana, sobre

la ridentina y desacetilconfertiflorina con la finalidad de obt p S q

ser factibles de ser evaluados biologi

l

novedosos que p




IV. OBJETIVOS.
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Objetivo general.

Realizar las transformaciones quimicas y biolégicas de la ridentina y
desacetilconfertiflorina, lactonas sesquiterpénicas aisladas de las plantas medicinales
mexicanas, 4. /udoviciana ssp mexicana y A. confertiflora respectivamente, con la finalidad
de obtener compuestos quimicamente novedosos que puedan ser factibles de ser evaluados

biologicamente.
Objetivos especificos,

a) Realizar [a investigacion bibliografica sobre biotransformaciones enzimiticas y con
microorganismos de lactonas sesquiterpénicas.

b) Realizar la investigacion bibliografica sobre la extraccion, aislamiento,
caracterizacion y propiedades biologicas de lactonas sesquiterpénicas.

¢) Purificacion de la ridentina a partir de las fracciones del extracto etanélico y
diclorometanico de A. ludoviciana ssp mexicana (colectada en San Rafael
Tlalmanalco y Milpa Alta respectivamente).

d) Purificacion de la desacetilconfentiflorina a partir de las fracciones del extracto
diclorometanico de A. confertifiora.

e) Realizar la acetilaciéon quimica de la ridentina.

f) Realizar la acetilacion enzimatica de la ridentina con lipasas inmovilizadas .

£) Determinar el tiempo 6ptimo del proceso de bioconversion, a partir de la curva de
crecimiento del microorganismo (peso humedo) y fuentes de carbono (técnica del
DNS).

h) Realizar ia biotransformacion de la ridentina con hongos filamentosos.

i) Realizar la biotransformacion de la desacetilconfertiflorina con hongos filamentosos

j) Separar y purificar los metabolitos obtenidos en los procesos de bioconversion.

k) Aplicar las técnicas espectrométricas y espectroscopicas, en la caracterizacion e
identificacion de los productos de biotransformacion.
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V. HIPOTESIS.




Las lactonas sesquiterpénicas son un grupo de compuestos muy importantes debido
a su amplia gama de¢ propicdades bioldgicas que presentan dec acuerdo a su estructura
molecular, especificamente por el anillo a-metilen-y-lactona y su diversidad en cuanto a su

grado de funcionalidad.

Entonces, por medio de los procesos de bioconversion con hongos filamentosos,
lipasas inmovilizadas y un cultivo de células de =zanahoria se obtendran variaciones
estructurales en la ridentina —germacrandlido— y en la desacetilconfertiflorina

—pseudoguayandlido— generando productos novedosos con probable actividad biologica.




VI. PARTE EXPERIMENTAL.
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1. Material.

1.1. Material vegetal.

o Artemisia ludoviciana ssp mexicana silvestre
o Ambrosia confertifiora silvestre

1.2 Material para la extraccion, purificacion y elucidacién estructural de la ridentina y de la

desacetilconfertiflorina, asi como de sus productos de biotransformacion,

1.2.1 Material de vidrio.

Matraces Erlenmeyer de 50, 125 y 250 mL

Matraces redondos de 100, 250 y 500 mL

Matraces kitazato de 125 mL, 250 y 500 mL

Frascos viales de 5y 10 mL

Probetas graduadas de 10, S50y 100 mL

Embudos de tallo corto

Camaras de elucion para cromatofolios de diferentes tamailos
Embudo Hirsh de porcelana

Placa de toque de porcelana

Columnas cromatograficas de diferentes dimensiones

Equipo para destilacién simple, fraccionada y a presion reducida
Campanas de vacio

Sustancias.

-
N
N

Silica gel 60 GF para CCF (Merck)
Sulfato de sodio anhidro (Aldrich)
Celita 545 (Merck)

Sulfato cérico amonico (Baker)
Piridina

Acido meta-cloroperbenzoico
Anhidrido acético

Dimetilsulfoxido

Acido sulfirico (Baker)
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1.2.3 Disolventes.

Acetato de etilo, grado técnico'*

Acetona, grado técnico'* (Merck)
n-Hexano, grado técnico'* (Merck)
Etanol, , grado técnico'* (Merck)
Metano!, grado técnico'® (Merck)
Cloroformo, grado analitico (Merck)
Diclorometano, grado técnico'* (Merck)
Eter etilico,grado analitico (Merck)

Eter isopropilico, grado analitico (Merck)
Agusa destilada.

1.2.4 Material especial.

e Cromatofolios AL TLC silica gel 60 Fass (Merck)
e Cromatofolios de silica gel 60 A™

1.2.5 Equipo.

Balanza granataria OHAUS 700-800
Rotavapor Yamato RE47

Balanza semianalitica OHAUS E 400

Bal. analitica Ai orth 100 A

Bafio de agua Yamato BM-42

Lampara UV 254/366 nm mineralight

Aparato Fisher Johns

Espectrofotémietro de IR Perkin-Elmer modelo 283 y 681
Espectrofotometro Nicolet FT-IR S SX
Espectrofotometro de masas Hewlett Packard 5985 GC/MS System 70e V
Espectrofotometro de RMN Varian FT VxR-300 S

1.3 Material pama el proceso de biotransformacién.
1.3.1 Material de vidrio.

Matraces Erdenmeyer de 25, SO y 250 mL

-
e Matraces redondos de 100, 250 y 500 mL
e Probetas graduadas de 10, 50 y 100 mi.
e Camaras de elucion para cromatofolios de diferentes tamaios
e Tubos capilares
e Tubos de ensaye
—
3 .
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1.3.2 Matecrial biolégico.

Cepas de los siguientes microorganismos:

Aspergillus niger ATCC
Aspergillus Ochraceus ATCC
Beauveria Bassiana ATCC

Kit de lipasas inmovilizadas (Aldrich)

1.3.3 Sustancias.

Acetato de vinilo

Glucosa anhidra

Pcptona

Extracto de carne

Extracto de levadura

Acido dinitrosalicilico

Fenol

Tartrato de sodio y potasio (sal de Rochelle)
Nitrito de sodio

Agar PDA

1.3.4 Equipo.

Agitador rotatorio perkin-Elmer

Camp de flujo lami

Balanza semianalitica OHAUS E 400
Balanza analitica Ainsworth 100 A
Balanza granataria

Autoclave

Estufa de incubacion

Centrifuga

Espectrofotometro Nicolet FT-IR 5§ SX

1.3.5 Material especial.

Tijeras

Cutter

Gasa

Algodon

Papel de estraza




2. Metodologia.
2.1 Diagrama de flujo para la purificacion y biotransformacion de la ridentina.
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2.2 Diagrama de flujo para la purificacion y biotransformacion de la desacetilconfertiflorina

Fracciones del extracto acetonico
[n-Hex/AcOEt (60:40)] de
A. confertifiora

1) CCV/CCF
2) Recristalizacién
3) IR, RMN'H, RMN"C

104. Desacetilconfertiflorina

B. bassiana
g Ele &
S =19 S
~

l 218-222 l I 223-227 I 228-230
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3. Colecta y diferenciacién cromatogrifica de las partes acreas del material vegetal.

El material vegetal de Artemisia ludoviciana ssp mexicana, fue colectado en
septiembre de 1996, a 50 metros al norte de la carretera 1a Cruz-L.oma Bonita, San Pedro
Actopan, Milpa Alta, D.F., por el QF.B. José Luis Balderas y el M en C. Arturo Cano,
mientras que la identificacién fue realizada por el Bidlogo Oswaldo Téllez del Instituto de

Biologia de la U.N.A M.

El material vegetal de Ambrosia confertiflora, fuc colectado en septiembre de 1997,
en la carvetera Zacatecas-Durango Km 12.5 al norte de la ciudad de Zacatecas sabre la
carretera No. 45, por el M en C. Arturo Cano, e identificado por el bidlogo Esteban
Martinez del Instituto de Biologia de la U.N.A M.

3.1. Purifi i6én de la rid a

idas del dio quimico de los extractos etandlico [n-

De las fracciones ob
hex/AcOEt (80:20)] y diclorometanico [n-hex/AcOEt (60:40-40:60)] de A. ludoviciana ssp
mexicana (Milpa Alta y San Rafacl Tlalmanalco) [88], que presentaban como constituyente
a la ridentina fueron purificadas por CCV y CCF preparativa.

La ridentina obtenida, sc purifico por cristalizacion por par de disolventes
(MezCO:AcOEt, EtOH:AcOELt) (1.85 g'’>, 0.061 %), y fue caracterizada con base en sus
propiedades fisicas y constantes espectroscopicas.

pf: 235-236 °C

Soluble en Me;CO y EtOH caliente, insoluble en n-hexano.

[ & 1**p =+ 82.50 (c. 1.60; McOH)

IR v(cm™ , espectro 1; ridentina 48): 3334, 3073, 2944, 2878, 1868, 1763, 1666, 1639,
1445, 1403, 1306, 1264, 1156, 1504, 893, 813, 771, 703, 590.

!* Se parti6 de 3935.4 g dc parics acreas de La planta seca.




RMN'H (CDCl;, TMS, espectro 2; ridentina 48); 5 5.97 (1H, d. J=3 Hz, H-13b), 5 5.54
(1H, d, }=3 Hz, H-13a), § 5.28 (1H, 4, J=10 Hz, H-5), & 5.03 (1H, s.a, W12=3, H-14 b), §
4.70 (1H, s.a, Wiz=3, H-14 a), § 4.48 (1H, 1, =10 Hz, H-6), § 4.05 (1H, dd, }=9, 4 Hz, H-
1), 8 3.76 (1H, dd, 3=9, 4 Hz, H-3), 5 2.79 (1H, ddddd, }=10, 3 Hz, H-7), 5 2.38 (1H, ddd,
J=14, 9, 3Hz.H-9b).6223 (1M, ddd, J=14, 9, 3Hz. H-9 a). 5 ll89(lH,ddd‘J 14,94

RMN"c (coch, ’l'MS espectro 3 ndentma 48):5 73 64 (C-1), ”c ), 8-73.75 (-
3),'5147.26 (C-4), 8 120.46 (C-5), & 79.59 (C-6), 543 30 ( -7)! 75! (C-8), 530.45
(C-9). 5 144.86 (C-10), 6 140.08 (C-11), § 169.31 (C-12), 5 117 56 (c-13). 5'109.60 (C-
14), 5 11.2 (C-15).

EM (IE). 264 (M"; 0.10), 219(10), 175(32), 149(40), 105(48), 91(100), 79(50), 53(66),
43(60), 41(55).

3.2. Acetilacién quimica de Ia ridentina.

Se disolvieron 100 mg de 48 en 23 mL de CHCI; y se hicieron reaccionar con 3 mL
de Py y 3 mL de Ac;O a reflujo durante 28 h, el curso de la reaccién se siguié por CCF,

como se observa en el esquema 39 a .

Una vez concluida 1a reaccion (esquema 39 b) se adicioné 1 g de hielo picado, y se
procedié a la separacion de los componentcs mayoritarios, para cllo la fase organica se lavo
con HCl (10%, 3 x 10 mlL) para eliminar la Py, posteriormente se traté con una soluciéon
saturada de NaHCOs (3 x 10 ml) y finalmente se lavé con agua destilada (2 x 10 mL). La
fase organica se seco con Na,SO, anhidro y se procedié a la eliminacion del disolvente por

medio del rotavapor.

La separacion de los productos de interés se realizé por CCP [n-hex/AcOEt

(55:45)], como se muestra en el esquema 39 c.
TESIS CON
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Esquema 39. CCF [n-hex/AcOEt (55:45)] de la reaccion de acetilacion de la ridentina'”.

El compuesto mayoritario con Re= 0.66 (n-hex/AcOEt (55:45)) corresponde al
diacetato de la ridentina (205).

pf: 140-144 °C

Soluble en CH;Cl;, CHCl; y MexCO

IR v (cm’, espectro 4; diacetato de la ridentina 205): 2937, 2858, 1763, 1738, 1670, 1448,
1373, 1303, 1140, 1027, 976, 912.

RMN'H (CDCls, TMS, espectro 5; diacetato de la ridentina 205): § 6.20 (1H, 4, J=3.6 Hz,
H-13b), 8 5.52 (IH, 4, J=9.6 Hz, H-13a), & 5.47 (1H, 4, J=3 Hz, H-5), & 5.31 (IH, &,
J=2.7, 1.5 Hz, H-1), & 5.27 (1H, dd. }=4.2 Hz, H-3), § 5.1 (1H, s.a. W12=3, H-14 b), &
5.05 (1H, s.a, W12>=3, H-14 a), § 448 (1H, 1, J= 9.9 Hz, H-6), & 2.77 (\H, ddddd, 3=10, 3
Hz, H-7), 8 2.57 (1H, ddd, J=14, 9, 3 Hz, H-9b), 5 2.23 (1H, ddd, =14, 9, 3 Hz, H-9 a), 5
1.89 (1H, ddd, J=14, 9, 4 Hz, H-2a), 1.89 (1H, m J=14, 9, 3 Hz, H-8b), 5 1.82 (I1H, ddd,
J=14, 9, 4 Hz, H-2b), 8 1.52 (1H, dddd, J=14, 10, 9, 3 Hz, H-8a) & 1.58 (1H, 4, J=1.5 Hz,

CHj3-15). § 2.06 (3H, s, CH;CO), § 1.97 (3H, s, CHxCO).

TESIS CON
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RMN “C (CDCl;, TMS, espectro 6; diacetato de la ridentina 20S). § 75.4 (C-1). 8 35.8 (C-
2), 8 75.6 (C-3), & 142.7 (C-4), & 124.2 (C-5), & 79.5 (C-6). & 48.5 (C-7), & 26.1 (C-8),
8 29.6 (C-9), 8 145.9 (C-10), & 139.4 (C-11), § 169.5 (C-12), 3 110.9 (C-13), 5 114.3 (C-
14), 8 12.4 (C-15), & 21.1 (CH;CO), 8 21.9 (CHaCO).

El compuesto de menor polaridad (ACQM Re = 0.84, n-hex/AcOEt (55:45)) se

obtuvo en bajo rendimiento (2%5), por lo cual s6lo se enlistan sus datos de '[R.‘

IR v(ecm™, espectro 7; producto menos polar de la reaccién de acctilacién de la ridentina
ACQM) 3695, 2959, 2932, 2870, 2853, 1754, 1602, 1463, 1376, 1168, 1039.

3.3. Acetilacién enzimitica de la ridentina.

En cuatro matraces Erlenmeyer de 25 mL, se disolvieron 10 mg de 48 en 17 mL
CHCI; por cada matraz, posteriormente se¢ adicionaron 20, 40 y 60 mg de lipasa
inmovilizada de Candida cylindracea'® respectivamente, finalmente se vertieron 0.5 mL de
acetato de vinilo (AV) a cada matraz.

Las mezclas de reaccion se colocaron en un sistema con agitacion rotatoria a 180
rpm, y se siguid el curso de reaccién por CCF. Una vez finalizada la reaccion (76 h), se
eliminind la enzima por filtracion a vacio. De la mezcla de reaccion se separaron por CCF
preparativa 48 y el producto de acetilacion 208 (Rr =0.60 [n-hex/AcOEt (60:40)]). como se

observa en el esquema 40.

El procedimiento descrito anteriormente, s¢ seguid para las siguientes enzimas:
lipasa de¢ Pseudomona cepacca (LPC), lipasa de Candida amtdrtica (ILCA), y lipasa de
Pancreas porcino (LPP), las cuales no lograron acetilar a 48, como se observa en el

esquema 40.

'* { .as condicioncs dc reaccién con LCC sc cstablecicron de acucrdo a un previo ensayo de reaccién de csta
i con 14 menos Icjas tales como cl . el i 1, yvel asi como con

TRSIS CON
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0 0w 1s3

- - e e T R: ridentina
LCC mas ridcntina
- LPP * ridentina
LPC * ridentina
. . LMM * ridentina
::.o_'-_: B O O LRN  *ridentina
T 353 ¥3F¥ ¢ s2rz" LRA ** ridentina

a) b) <) d)

Esquema 40, Reaccion de acetilacion de ridentina con lipasas'®, mezcla de elusion

[ AcOEUn-Hex (40:60) ].

El producto de acetilacion de ridentina con la enzima LCC, se recristalizé con
CHCI; para determinar sus propiedades fisicas y debido a su bajo rendimiento (1.43 %) solo

se enlistan sus datos de IR

pf 150-152 °C.
Soluble en CH:Cl;, CHCl;, Me;CO
IR v (cm’, espectro 8; 208): 2937, 2858, 1763, 1738, 1670, 1448, 1373, 1303, 1140, 1027,

976, 912.

3.4. Epoxidacién de la ri

Se disolvieron 100 mg de 48 en la minima cantidad de CHCL; (25 mL), con
agitacion mecanica, en un matraz erlenmeyer de SO mL, a temperatura ambiente, una vez
disuelta la ridentina, se agregaron 100 mg de #&cido mera-cloroperbenzoico (AMCPB) y el
matraz de reaccion se coloco dentro de un bafo de hielo con sal (-5°C).

El curso de 1a reaccion fue seguido por medio de CCF [AcOEL! (100%)], después de
aproximadamente 48 horas de reaccion, se procedié a detener la reaccion, adicionando 1 g
de hiclo picado, al término de la fusion del hielo se colocd la mezcla de reaccién en un

L oo oON
' Lasplacasay b dcn a la p cha de la i6n de i (S;mﬂg MN

ensayo (10 mg) y 4; nlcuanocnnyodclam-caou(wmg) H s e




embudo de separacion y se realizaron extracciones con CHCI; (3 x S mL), la fase organica
para eliminar el exceso de

obtenida se lave (2 x 10 mL) con bisulfito de sodio al 10 %,
AMCPB, posteriormente se procedio a lavar la fase organica (2 x 10 mL) con bicarbonato

de sodio al 10 %.

Finaimente, la fase organica se lavo dos veces con agua, y se procedio a secarla con
liminacion del > de disolvente se realizé por destilacion a presion

Na;SO4 anhidro, la
reducida. La mezcla de productos se purificé por CCF preparativa [ AcOEt/n-Hex (70:30)

dos veces], como se observa en el esquema 41; obteniendose 206 (Ry=0.3) y 207(R= 0.63)
en muy bajo rendimiento (2.1 % y 1.32 %) por lo cual solo se enlistan sus datos de IR.

R: ridentina
i .ER1: Epoxido de ridentina, producto mas polar (206)
ER2: Epoxido de ridentina, producto menos polar (207)

H

. TN
.8

Esquema 41. Epoxidacion de ridentina, mezcla de elusion [ AcOEvVn-Hex (70:30) 1.

IR v (cm™', espectro 9; 206): 3693, 3606, 2927, 2855, 1795, 1752, 1602, 1459, 1379, 1152,

1042, 959.
IR v (cm™, espectro 10; 207): 3693, 3602, 2928, 2855, 1793, 1727, 1602, 1454, 1380,

1175, 1706, 1019, 958.

3.5. Purifi ién de la d il fertiflorina

De las fracciones obtenidas del estudio quimico del extracto MeCO de A.
confertiflora [n-hex/AcOEt (60:40)] [89], se procedié a la purificacion por técnicas
cromatograficas (CCV y CCF) de la desacetilconfertiflorina 104.

TESIS CONM
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Posteriormente, 104 fue purificada por cristalizacién con el par de disolventes
icdades fisicas, asi como

(AcOEt/n-hex) obteniendo 6 g (0.55%)*° y determinando sus prop
sus constantes espectroscopicas para poder llegar a su identificacion.

pf 209-210 °C
soluble en AcOEt, EtOH, Me>CO calicntes

IR v (cm™, espectro 11; desacetilconfertiflorina 104): 3608, 2968, 2933, 2887, 1764, 1743,
1658, 1471, 1406, 1391, 1328, 1275, 1163, 1141, 1112, 1062, 1017, 986, 965.

RMN'H (CDCl3, TMS, espectro 12; desacetilconfertiflorina 104): 5 6.35 (1H, dd, 3= 0.5, 3
Hz, H-13b), 5 5.95 (IH, dd, J=1, 2.5 Hz, H-13a), 8 4.61 (1H, d, J=8.5 Hz, H-6), 6 2.46
(1H, dddd, J=9.5, 9.3, 8.5 Hz, H-10), 6 1.16 (1H, 4, J=3.75 Hz, H-14).

RMNCY¥(CDCIls, TMS, espectro 13; desacetilconfertiflorina 104): & 46 (C-1), 8 23.9 (C-2),
& 44 (C-3), 5 218 (C-4), 5 54 (C-5), d BO (C-6), & 52 (C-7). & 66 (C-8), 5 35.4 (C-9), 532
(C-10), 5 137 (C-11), 8§ 169 (C-12), 5 124 (C-13), § 16 (C-14), 5 12 (C-15).

3.6. Proceso de biotransformacién con hongos filamentosos.

3.6.1. Preparacién de los microorganismos.

Se realizo 1a resiembra de las cepas ATCC de A. niger, A. ochraceus y B. bassiana
en tubos inclinados de agar PDA. Se incuboé a temperatura ambiente durante 48 h*' y
posteriormente se adicionaron 5 mL de agua destilada en condiciones asépticas a cada tubo

para obtener la suspension de las esporas de los microorganismos.

TESIS 07
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3.6.2. Crecimiento de los taicroorganismos.

Sc adicionaron a cuatro matraces Erlenmeyer de 250 mLl, 120 mL de medio
YEPGA (ver Anexo 1) y se esterilizaron a 15 Ib/15 min/121 °C en un autoclave, se
inocularon los matreces con t ml de la suspension de esporas en condiciones estériles y se

incubaron en un fermentador 36 °C, 169 h a 180 rpm.

3.6.3. Determinacién de 1a biomasa por peso hamedo.

De los matraces de crecimiento microbiano, se tomo | ml de medio de cultivo en
tubos de ensaye de 13x100 previamente llevados a peso constante y en condiciones
asépticas a diferentes intervalos de tiempo (0-169 h). Todos los tubos se centrifugaron a
3000 rpm durante 30 min, se decanto la fase acuosa® y por diferencia en peso se determiné
la cantidad de biomasa, finalmente se grafico el logaritmo natural de la biomasa con
respecto al tiempo (Anexo II).

3.6.4 Determi ién de 1a bi porla ifacién de azicares reductores.

Se vertiéo 1 ml de los sobr d obtenidos en la determinacion de biomasa por
peso humedo, en tubos de ensaye de 18x150. Se les adicioné 1 ml del reactivo DNS (ver
anexo 1) a cada uno de estos tubos y se colocaron todos al mismo tiempo en un bafio de
agua hirviendo durante 5 minutos, posteriormente se enfriaron al chorro de agua y se
llevaron a un volumen de 10 mb con agua destilada. Finalmente se dejaron reposar por 20
minutos y se realizé la medicion esp ofo étrica a 575 nm como se muestra en el
anexo 1, la concentraciéon de azicares reductores se determinéd a partir de la curva estandar

de glucosa.
| TESIS CON
FAII® DE ORIGEN
2t A i en este tiempo (48 h) de i 6n sc obscrvo la i i6n de csp
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3.6.5. Preparacion de 1a Curva estandar de glucosa.

De una solucion de glucosa al 10 % , se tomaron S alicuotas™ y se aforaron a 10

mL respectivamente, para obtener las concentraciones de 1.0- 0.1 % de glucosa.

De las soluciones obtenidas se tomd | mlL y sc virtieron en 5 tubos de ensaye,
posterionmente a cada tubo de ensaye se les adicioné 1| mL de reactivo de DNS y se
introducieron en un bafio de agua hirviendo?* durante 5 minutos, se enfiiaron los tubos al
chorro de agua y sc llevaron a un volumen de 10 mL., se dcjaron reposar durante 20 min y
finalmente se determiné por espectrofotométrica a 575 nm la absorbancia de cada una de las
soluciones, sc graficd en papel milimétrico la concentracion versus absorbancia como se
muestra en el anexo 11 y finalmente se realizaron las correcciones pertinentes de acuerdo a

los factores de dilucién para cada caso.

3.7. Procedimi de Ia biotr e cibn de ridemti

Se adicionaron 120 ml. de medio YEPGA (ver anexo [) a cuatro matraces
Erlenmeyer de 250 mL., se inocularon como se menciond® en la secciéon 2.9.1 y se incubaron
en un fermentador a 36 °C, 180 rpm. De acucrdo a los resuitados de la cinética de
crecimiento de los microorganismos (anexo II), s¢ interpold el tiempo optimo para la
adicion del sustrato 48 (100 mg) previamente disuelto en la mini idad de 12 (16
mL.), finalmente ¢l proceso se siguid por medio de cromatografia en capa fina por 169 h.

Este procedimi > se le6 para la biotransformacién de 48 con los

P

microorganismos: B. & i A ochr y A niger como sc¢ en el esq 42,

”usalhnnsﬁmdclo 0.7, 0.5, OJy 0.1 mL

La introduccién de los twbos al sgus hirvi iz al mi ticmp$ para seogurs ,wl,md:
reaccién fucra igual. * |§ i b {: 1
”muhamwmamhamsenmnoLd mrpl ] r & q-GRIGEN
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- R: ridentina

- B: biotransformacion con B. bassiana.
O: biotransformacion con 4. ochraceus
N: biotransformacién con A. niger.

Esquema 42, Biotransformacion de 48 con B bassiana, A niger y A ochraceus, mezclia de
elusion [Hex/AcOEt (9:1)].
Al final de los procesos (14 dias) se filtro la biomasa® por medio de un embudo
Bichner a vacio y se realizaron extracciones con cloroformo (4 x 20 mL), de la fasec acuosa,
finalmente se seco la fase organica filtrando sobre Na;SO, anhidro y se concentré en un

rotavapor.

La fase orgénica asi ob ida, se cc O por destilacion a vacio y se procedio a la

separacion de los productos de interés por técnicas cromatograficas.

3.7.1. Biotr e cién de rid con B b

La biotransformacion dc 48 sc llevé acabo como se iond en la ion 2.10,
disolviendo 100 mg de la lactona en 16 mL de ctanol, este volumen de disolucion se
distribuyé en los cuatro matraces después de un tiempo de 96 h de incubacion del
microorganismo (ver anexo ). La scparacion de los productos de interés se realizd a partir
de CCF preparativa, como se muestra en el esquema 43.

De la biotransformacion de la ridentina con B bassi se purificaron los siguientes
solidos (212, 218 y 216), de los cuales sdlo se describen sus datos de IR, debido a los bajos

rendimi. >s ob ido:

! "RSIS CON
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A: No crisualizd (1.6 %)
I~ B: RBI pf 215-218 (212, 0.8 %)
C: RB2pf 117-119 (213, 1.3 %)
D: RB3 pf113-115 (214, 1.5 %)
“ o E: RB4 pf 220-223 (2185, 1.8 %)
o O F: RB5 pf216-217 (216, 0.971 %)
C

e P

Esquema 43. Biotransformacién de ridentina con B bassiana. mezcla de elusiéon
[Hex/AcOEt (9:1)).

IR. v(cm™, espectro 15; 212): 3688, 2930, 2858, 1736, 1602, 1520, 1465, 1377, 1043.

IR. v(cm™, espectro 16; 215): 3684, 2958, 2931, 2870, 1734, 1520, 1468, 1426, 1376,
1021, 971.

IR. v(cm™, espectro 17; 216): 3686, 2928, 2856, 1737, 1601, 1522, 1463, 1107, 927.

3.7.2. Biotransformacién de ridentina con A niger.

La biotransformacion de 48 con 4. niger se llevd acabo como se describio en la
seccion 2.10, disolviendo 100 mg de la lactona en 16 mL de etanol, este volumen de
disolucién se distribuyé en los cuatro matraces después de un tiempo de 48 h de incubacion
del microorganismo (ver anexo II). Al final del proceso se realizd la separacion de los
productos de interés a partir de CCF preparativa, como se muestra en el esquema 44.

R: ridentina

1: RN1 pf 120-123 (210, 1.7 %)
2: RN2 pf 125-127 (211, 2.8 %)
3: RN3 pf 190-191

Esquema 44. Biotransformacion de ridentina con A. niger, mezcla de clusion

{Hex/AcOEt (9:1)].
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Los tres productos de biotransformacion con A. niger, fueron obtenidos con un bajo
dimiento (ver esq 44), por lo que sélo se enlistan sus datos de IR.

IR. v(cm™', espectro 18; 210): 3686, 2927, 2855, 1729, 1602, 1520, 1463, 1377, 1022, 927
IR. v(cm™, espectro 19; 211): 2926, 2855, 1733, 1523, 1462, 1376, 926.

3.7.3. Biotransformacion de ridentina con A ochraceus.

La biotransformacion de 48 con A. ochraceus se llevo acabo como se menciond en
la seccidon 2.10, disolviendo 100 mg de la lactona en 16 mL de etanol, este volumen de
disolucion se distribuyo en los cuatro matraces después de un tiempo de 72 h de incubacién
del microorganismo (ver anexo H). Al final del proceso precipitd un solido de la fase
orginica, con un bajo rendimiento (2.3 %) por o que sdlo se enlistan sus datos de IR, ¥y no

se obtuvo otro producto de bioconversion.
IR v(cm™, espectro 20; 209): 3429, 2926, 1621, 1376, 1152, 1097, 802, 500, 473.

3.8. Biotransf ién de rid ina con cultivo de células de zanshoria.

La bioconversion de 48 con un cultivo de céhilas de zanahoria (Anexo II), produjo
un producto de biotransformacion como se observa en el esquema 45. Posteriormente a la
purificacién de ésta mezcla de reaccion, se obtuvo un sélido que fue caracterizado con base

-

en sus propiedades fisi y esp oscaopica

BCZ.: biotransformacion con células de zanahoria
R: ridentina

BC: bl de células de ria

P1: producto 217 caracterizado (7 %6)

P2: aguas madres

h

T

Esquema 45. Biotransfc i6n de ridentina con células de horia, la de elusion_
[AcOEtUn-Hex (45:55)].
TEaIS CON

FALLA DE ORIGEN
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IR. v (cm’', espectro 21; de 217): 3573, 2928, 2855, 1785, 1728, 1683, 1459, 1380, 1271,
1106, 1062, 1000, 966, 925.

RMN'H (CDCl;, TMS, ecspectro 22; de 217): 8 6.62 (1H, dd, J= 10.3, H-3), 5 5.91 (IH,
ddd, 3=11.2, H-2), § 2.48 (1H, dd, J=11.4, H-5), 8 4.37 (1H, ddd, J=11.2, H-6).

RMN'C (CDCl3, TMS, espectro 23; de 217): 8 201.6 (C-1), 8 125.7 (C-2), § 151.7 (C-3),
8 70.2 (C-4), 5 55.1 (C-5), 5 78.6 (C-6), & 48.3 (C-7). 6 20.0 (C-8), & 34.2 (C-9), 5 45.8
(C-10),  37.8 (C-11), 8 178.8 (C-12), § 9.67 (C-13), § 19.7 (C-14), § 24.0 (C-15).

3.9 Procedimiento de la biotr e ién de ia d il fertiflorina.

La biotransformacion de la desacetilconfertiflorina se realizé como se describié en el
apartado 2.10 para la biotransfor ion de la ridentina. La d ilconfertiflorina 104 (100
mg), se disolvié previ en la mini idad dc etanol (10 mL ) y se distribuyo en
volumenes iguales de disolucién en los cuatro matmces de acuerdo al tiempo éptimo de
crecimiento (anexo 1I). El proceso fue seguido por CCF por 169 h. La biotransformacion de
104 con B. b i A ochr. y A niger se muestra en el csquema 46.

Ac: desacetilconfertiflorina. (a)

AQO: biotransformacion con 4. ochraceus. (a)
AN: biotransformacién con A. Niger. (a)
AB: biotransformacion con B. bassiana.(b)

Esquema 46. Biotransformacion de 104 con A. riiger, A. ochre vy B. b
de clusion [AcCOEthex (80:20)]).
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3.9.1. Biotransformacién de la desacetilcoufertifiorina con R bassiana.

La biotransformacion de la desacetilconfertiflorina s¢ realizo de la misma manera en
que se indico en el apartado 2.12. La purificacion de los productos de biotransformacion se
realizé a partir de CCF preparativa, obteniendo dos productos de bioconversién como se

observa en el esquema 47.

————————— AC: desacetilconfertiflorina
P1: DCF
P2: DCF
21 @ P3: DBI1 pf 131-133 (226, 2.3%)
P4: DB2 pf 119-121 (227,2.17 %)
Tt L PA: DB3

Esquema 47. Biotransformacion de desacetilconfertiflorina con 8. bassiarna mezcla de
elucion [AcOEvhex (80:20)).

Para los productos 226 y 227 soélo se enlistan sus datos de IR, debido a su bajo
rendimiento ( 2.3 % y 2.17 %).

IR. v(cm". espectro 24; de 226): 2927, 2855, 1765, 1519, 1464, 1383, 1021, 927.

IR. v(cm", espectro 25; de 227): 2959, 2926, 2854, 1766, 1520, 1462, 1381, 1022, 926.

3.9.2. Biotr Te ibn de la d il fertiflorina con A. ackraceus.

La biotransformacidn de la desacetilconfertiflorina se realizé como se indico en el
apartado 2.12. La purificacion de los productos de interés se realizd a partir de CCF
preparativa, obteniendo cinco productos de bioconversion 218, 219, 220, 221 y 222 como
se observa en el esquema 48, los cuales mostraron un bajo rendimiento por lo que sélo se
enlistan los datos de IR de 222 (1.5%), 221 (1.4 %) y 220 (2.4 %).
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Placa (a) Placa (b)
1: DO 1: DO6 (220, 2.4 %)
2: DO2 2: DO7 (221, 1.35%)

3: DO3 pf 141-143 (218) 3: DOS pf107-110 (222, 1.5 %)
4: DO4 pf 151-153 (219)

5: DOS

PA:punto de aplicacion

AC:Desacetilconfertiflorina

Esquema 48. Biotransformacion de la desacetilconfertiflorina con A. ochraceus, mezcla de
elusion AcOEt:hex (7:3).

IR. v(cm™, espectro 26; de 220): 3697, 3605, 2957, 2928, 2855, 1730, 1602, 1520.4, 1465,
1379, 1098.

IR. wcm™, espectro 27; de 221): 3691, 3607, 2927, 2854, 1727, 1677, 1602, 1462, 1377,
1109, 921.

IR. wcm!, espectro 28; de 222): 3374, 2957, 2928, 2855, 1728, 1663, 1603, 1465, 1380,
1145, 1078.

3.9.3. Biotr e i6n de la d il fextifiorina con 4. niger.

La biotransformacion de la desacetilconfertiflorina se realizd como se indicd en la
seccion 2.12. Los cuatro productos de interés se purificaron a partir de CCF preparativa
con bajo rendimiento por lo que sélo se enlistan sus datos de IR.

1:DN1 (223, 1.2 %)
2:DN2 (224, 1.73 %)
- 3:DN3 (225, 0.84 %)
4:DN4 (226, 1.33 %)

Esquema 49. Biotransformacion de la desacetiliconfertiflorina con A. nige, mezcla de elusion
[AcOEt:Hex (65:35)].

IsTa¥
Tente CON

22 A DE ORIGEN

Rt io o, -




nsform,

IR. v(cm™', espectro 29; de 223): 3403, 2927, 2855, 1726, 1678, 1600, 1463, 1427, 1378,

1139, 1075,

IR. w(cm™, espectro 30; de 224): 1927, 2854, 1728, 1662, 1565, 1462, 1377, 1118, 1087,

880.
IR. v(cm™, espectro 31, de 228): 3686, 3373.9, 2927.2, 2854.7, 1764.9, 1741.6,

1601, 1526, 1469, 1423, 1020.
IR. v(cm™, espectro 32; de 226): 3599, 3377, 2957, 2926, 2854, 1736, 1601, 1464,

930.
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De los extractos EtOH y CH:Clz, de 4. ludoviciara ssp mexicana se obtuvo la .
ridentina (48), que en su espectro de IR muestra las absorciones caracteristicas para el

grupo hidroxilo (3334 cm™ ) y el grupo a-metilen-y-lactona (1763 cm™).

Por otro lado, en su espectro de masas (IE) presenta un i6n molecular de m/z 264
que corresponde a una formula molecular C,sH200.4 (£2= 6), mientras gue en su espectro de
RMN'H sec observa un par de dobletes en 8 5.97 (1H, d, J= 3 Hz) y 5 5.54 (1H, d, J= 3 Hz),

que corresponden al metileno exociclico de la y-lactona,

Ademas de una seiial triple en 5 4.48 (1H, ¢, J= 10 Hz), que se asigna a H-6, ¢l cual
se acopla con el H-vinilico det C-5 en 8 5.28 (1H, d, J= 10 Hz) (en el esquema 50 se
muestra su espectro COSY), lo cual indica que exi un dobl 1 entre C4 y C-5,
siendo en ¢l C—4, donde se localiza el grupo metilo (C-15), que resuena en 5 1.52 (1H, d,
J= 1.5 Hz). En & 5.03 y §4.79 sc observan dos sefiales anchas, que corresponden at
metileno exociclico que se encuentra en el C-10, lo cual permitié proponer como hipitesis
estructural una lactona sesquiterpénica con esqueieto de germacrano.

Otras scilales adicionales que se obscrvan en el espectro de RMN'H de esta
molécula, son los hidrogenos geminales a grupos hidroxilo, la ubicacion de los grupos
hidroxilo se realizé mediante el andlisis de su espectro COSY (esquema 50), que resolvié
las seflales entre 8 2.79 ¥y 8 1.52 {90]. La seiial en § 2.79 se asigné a H-7 por su interaccién
con H-6 y H-13. La integral de la scfial entre 5 1.89 y § 1.82 en su esp o unidi -7 1
indica la presencia de 3 hidrogenos, 2 de cllos acoplandose con hidrégenos geminales a

grupo hidroxilo, por lo que la anica posibilidad de situarlos es sobre los C-1 y C-3.

Los hidrogenos restantes que se encuentran cn esta region corresponden a H-8 que
interacciona con H-9, esto puede observarse mejor con las sefiales localizadas entre 2.38 y
2.23 ppm que integra para 2-hidrogenos, tal sefal corresponde a los hidrogenos alilicos de
H-9.

o

R
TESIS CON
| FALLAI}EQRIGEN




Biotransformacion de la rideating v de la desacetjiconfertiflorina con hon filamentoson 84

_l_JJiU_J_M

F2 3 P s
@os G
3.5 - 7
M - 22 ]
2.0 o-6 °o-&
’ o3 = e
2.5 e U
W3 e -7 u-s
3.0} . .&
3.9
- . ——=
. - )
. - 403 . Wt ne2
. o Bl n..s .5 2
—_— " "te
—_— 5.0 s .
— Ol -
—_— 8, —ue$ Mzt . e wel$
nelde’
—_— ©
s 4
3 n-118 We? J

T ——T T T T T ™~ T
8.0 3.9 s.0 <8 «0 3.8 3.0 2.5 2.0 1.3 1.0
Fi wesi

Esquema 50. Espectro COSY de la ridentina.

Con base en este anilisis se corrobora que [a sustancia aislada corresponde a la
ridentina, germacranélida aislada de otras especies de Artemisia, { 91-94] en |a tabla XIV se

enlistan los despl. ientos quimicos de C** para la ridentina.
Tabla XIV. Desplazamientos quimicos de RMN'’C para la ridentina y su discetato.
[+] RIDENTINA DIACETATO DE RIDENTINA (
c-1 73.64 T75.4%
c-2 41.48 35.79
c-3 73.75 75.63°
c-4 147.26 142.75
c-5 120.48 124.15
c-8 79.59 79.52
c-7 43.2 48.49
c-8 25.75 26.13
c-9 30.45 29.668
c-10 144.16 145.93
Cc-11 140.08 139.41
c-12 169.31 169.52
Cc-13 117.58 110.9
Cc-14 109.6 11432
Cc-15 112 12.38
CH,y-CO 21.15
CH¥-CO

“Sedales Intercambiables
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Diacctato de ia ridentina ( 205 ).

Al comparar el espectro de RMN'H de 1a ridentina con su derivado, se observan dos
sciiales simples caracteristicas del grupo acetilo en & 2.6 y 8 1.99; ademas se observa que las
sciiales correspondientes a H-1 y H-3, han sufrido un desplazamiento a campo bajo debido
al cambio del grupo funcional. En la tabla X1V. Se enlistan los desplazamientos quimicos de

RMN'* C para ridentina y su derivado diacetilado.

Desacetilconfertiflorina (104).

IL.a desacetilconfertiflorina—lactona sesquiterpénica mayoritaria del extracto
acetonico de A comfertiflora— muestra en su espectro de RMN-H' las seiiales
caracteristicas del grupo lactona o, B-insaturada: 8 6.35 (IH, &, J=3, 0.5 Hz, H-13b), §
5.95 (1H, dd, 1=2.5 Hz, H-13a), el analisis de dicho espectro muestra para H-6 una seilal
dobie en § 4.61 (J=8.5 Hz), sugiriendo como esquelcto base a un ambrosandélido [95], como
se muestra en el esquema 51, donde el H-6 pama la ridentina aparece como un triplete,

debido al acomplamiento con H-5 y H-7.

Esquema 51. Estructura de la ridentina y de la desacetilconfertiflorina

Por otro lado, la sefial diddd centrada en 8 3.28 (1H, J=8.5, 6, 5.5, 2.5 Hz) se asignd
al H-7, lo cual se verifico con el espectro COSY como indica el esquema 527,

rdo al cauerma 52. RIS TON
FALLA DF ORSGEN
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La seiial en § 2.47 que aparece como un ddd (J=9.5 y 1.5 Hz), se asigné a H-10, la
sefal simple en 8 1.05 se asignd al CH;-15 y la sefial doble en 8§ 1.17 al CH;-14.

Aunado a la discucién anterior, en su espectro de RMN-C'? se¢ observan 15 seiiales,

que corresponden a cinco -metinos, cuatro metilenos, dos metilos y tres carbonos

cuaternarios, el grado de hidrogeriai:io'h de cada ‘atomo de carbono se dedujo con base a

ca DEPT (espectro.14).

dicho espectroy ala

®

-
- §ER
S’G-ll -
,EI L-- 3 )
pr
R
/=
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B ] 390 2.0 1.0

Fi1 lpem

Esquema 52, Espectro COSY de la desacetilconfertiflorina.
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E idaci6n de Ia rid

De la reaccion de epoxidacion de la ridentina con AMCPB, se obtuvieron los
productos 206 y 207, los cuales se obtuvieron en muy bajo rendimiento (2.1 y 1.32), lo cual
hace suponer que la disposicion estructural de los dobles enlaces en la ridentina, se
encuentran impedidos, tomando en cuenta ¢l mecanismo de reaccion de la epoxidaciéon de

los dobles enlaces con un peracido [96].

Tr f i6én con hougos fila

Los rendimi obtenidos de la biotransformacion de la ridentina y la

desacetilconfertiflorina con hongos filamentosos son muy bajos como se muestra en la tabla

XV, y sdlo se dan a conocer sus datos de IR como una justificacién a la obtencion de dichos

compuestos.

Por lo anterior, las biotransformaciones de estas lactonas sesquiterpénicas con estos
sistemas biologicos son factibles con la limi del bajo rendimiento, existiendo asi la
evidencia de que este tipo de productos naturales es suceptible de una modificacion
estructural por estas vias.

Tabla XV. Rendimientos de los produ de bioconversion®®.
Sustancie l % Renderierto Sustancia [ ® Renaimients J
Ridentine (48) Cr 3 Detacaticoniartierne (199) oS5w
8. bassiene. ™ B. baseiana. =™

212 o.s0n 220 2.30%

218 +.80% 227 2.47%
218 asrw

A octweceus. ™ A schraceus **

208 2.30% 220 2.40%

221 1.50%

222 1.35%

A niger. ™ A. niger. >

210 1.70% 223 1.20%

291 2.80% 224 1.73%

228 osen

22¢ 1.33%
Diacetato de ridentins™ (208) ”2%

Ephmerc de ia a-vuigsnna®™ (217) ™
208 2.10%
207 1.32%
208 143m
.
= Sc 6 dc 100 cada 3 ™ TC
parti mg para proceso. ; E eic PO}X
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Biotransformacién con cultive de células de zanahoria.

De la biotransformacién de la ridentina con cultivo de células de zanahoria, sc
obtuvo una sustancia que en su espectro de IR mucstra absorciones caracteristicas para una

lactona sesquiterpénica: en 3520 v (OH), 1775 (y-lactona) y 1665 cm™® v (Csp>-Csp?).

En su espectro de RMN'H (espectro 18), se observa un sistema AB en & 6.61 (d,
J=10.3 Hz) y 6 5.90 (4, J= 10.3 Hz) conjugado a un grupo carbonilo (Esquema 53a ), que
por su desplazamiento quimico y constante de acoplamiento no corresponde al metileno
exociclio de la y-lactona; el cual fue hidrogenado en estas condiciones, ya que en 5 1.24 se
observa una sefal d (J=7.1), que corresponde a CHai-13. Por lo tanto, el fragmento dc la

lactona a, B insaturada se ubico en el anillo A del esq » de eud © como se observa

en ¢l esquema 53.

[o]
H.
H
a)
E 53. a) Fr > de un si: AB; b) Anillo A del cudesmano.

Si se toma en consideracion el efecto de anisotropia [97] generado por el carbonilo,
resultaria que 1a sefial en § 6.61 corresponde a Ha mi as que a Hb la seiial centrada en
& 5.90. La sefial & 1.58 (s, 3H), corresponde a un metilo geminal a un grupo hidroxilo, para
generar la estructura parcial b del esquema S3.

Lo anterior esta de acuerdo con los despl ientos quimi de RMNY“C,
observados en el espectro 23, los cuales se enlistan en la tabla X V1, y se comparan con los
informados en la literatura para lactonas sesquiterpénicas con esqueleto muy similares.

s COM |
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CA 402 201.7 201.4 157.82 20161 16141 0.08 017 279
C2 259 1256 125.64 126.81 12571 99.81 011 007 11

C3 n 1518 15184 20044 151.74 1874 0.08 01 487
C4 kLX) 704 70.07 42.09 70.16 3576 0.06 0.09 28.07
Cs5 4979 546 5493 521 55.09 53 048 0.16 282

cs %04 8 ne .13 88 1.5 1.01 1.08 LX)
C7 §36 524 49.62 50.21 48.26 534 414 1.36 195
ce ns ar 4 1.2 2003 a 287 .07 12
c9 39 U n ian U2 17 01 028 3.0

¢ ) 483 *u 852 8.8 252 0.48 042 13
C1 M9 408 19148 1380 3 m PR 99.69 100.53
c12 187 178.3 169.92 17012 178.83 013 053 9.31 8N
ca3 128 123 ma "L 9.69 P PR} 107.582 107.79
c1u A4 198 1048 19.32 19.12 138 0.08 187 04
C15 88 38 an 14.04 29 15.17 047 018 9.83

* a) 3p-hidrox4a, Sat, 11p-H-eudesman-Ba, 12-0lida; b) vulgarina; c) arglanina y d) tuberiferina, 217 epimero de la vulgarina.
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La seiial triple de & 4.37 (1H, J=11.2) corresponde al hidrogeno B axial del C-6, el
cual muestra un acoplamiento trans-diaxial con Cs-H (8 2.48, d, J=11.4) y C+-H. La seiial

singulete en § 1.4 (s, 3H) corresponde al CHi-14.

La orientaciéon del grupo metilo del C-11, se establecid por el valor de la constante
de acoplamiento entre H-7 y H-11 (J=7.1). Este valor esti de¢ acuerdo para una dispocicion
cis de los hidr;')ﬁenos mencionados y por lo tanto el CH;-13 tiene una orientacién B, dicha
posiciéyn‘ es cdnﬁrqua'al considerar el efecto'*/-gauche (efecto de proteccion), que ejerce el

CH;-13 en los C-8 y C-6, como se ilustra en el esquema 54 a.

Ce

a b

Esquema 54. Efecto y-gauche mostrado por CHj;-13 en: a) Cs y Cs; b) Cs.

Si el CH;»-13 se ubica con una ori ion a, sol el efecto de proteccion se

observaria cn el Cg como se muestra en el esquema 54 b.

E’E; Gho CO}Q‘.
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El desplazamiento quimico para el CHis-13 (A3 =2.81) aparece a campo mas alto
con respecto al mostrado en la vulgarina™ [98], esta diferencia pucde ser orignada debido al

cfecto de anisotropia generado por el grupo carbonilo de la lactona.

La estereoquimica del C-4, se dedujo con base en los desplazamientos de C,
debido al efecto y-gauche que ejerce el grupo hidroxilo en los C-10 y C-6; donde la
orientacion § del grupo hidroxilo genera un efecto de proteccién sobre dichos atomos de
carbono (Esquema 56), mientras que si el grupo hidroxilo filera a-pseudoecuatorial, el
Unico carbono protegido seria el C-6. Dicho efecto, s¢ manifiesta al comparar los
desplazamientos quimicos de los C-6 y C-8 para una serie de sustancias estructuralmente

parecidas, como se indicd en la tabla XVI.

ico i cn la

¥ Nota: sc encontrd quc cxistc un crror; dobido a que el
litcratura para los C-2 y C-3 dc la vulgarina, no son consistentes en funcién del cfecto de resonancia
do en el si rbonili o, B- i do, ya quc cs ¢l C-3 ¢l quc presenta una mayor

deficicncia clectronica.
0w 0® 0@

E: 55. Estr de ia para un si a, i

Adcmis al comparar los datos de RMN'H para la sustancia (a) dc la tabla XV, sc obscrva quc
i frmi para los C-9 y C-10, C-9 5

existe una i i ia cn la asi i6n de los o

(43.3) y en C-10 5 (35.9) los cualcs cstidn invertidos.
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WP on P
OH H
«-OH B-OH
y-gauche y-gauche
¥ oH ¥ OoH /\
Cg H Cio 6
C H
CH. 3 3
Cio
a 8

Esquema 56. Efecto y-gauche en los Cs y Cio con respecto at grupo hidroxilo de C,.
Aunado a la discucion anterior en ¢l esq 57, se a una posible prop

en la formuacion del compuesto en discusion, la cual inicia con la protonacion del doble

enlace A'™"*, para generar un carbocatién terciario seguido de 1a formacién del anillo (6/6)

del eudesmano y generacién del carbocation terciario respectivo.

El carbocation en C-4, es estabilizado por el ataque nucleofilico del oxigeno del
grupo hidroxilo 8—pseudoecuatorial del C-3, para generar la estructura a.

La migracion de un hidruro y la apertura del epdxido hacia el C-4 (carbono mias
impedido) genera un carbocation secundario en C-2, el cual es estabilizado por la
sustraccién de un protén del C-3 para formar un doble enlace CC;. Finalmente la
oxidacién del C-1, conlleva a la formacion del grupo carbonilo a, B—insaturado y la
hidrogenacién en A'""? a la formacién de la sustancia 217.




Cultivo de células
de zanahoria

Esquema 57. Propuesta del mecanismo de reaccion para la obtencion de 217.
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VIII. ESPECTROS
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Espectro 2. RMN'H (300 Hz, CDCL, TMS) de la ridentina (48),
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Espectro 3. RMN"C (300 Hz, CDC}, TMS) de la ridentina (48).
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Espectro 4. IR (CHCY;) del diacetato de la ridentina (205).
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Espectro 5. RMN'H (300 Hz, CDCl,, TMS) del diacetato de a ridentina (205).
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Espectro 6, RMN"C (75 Hz, CDCl;, TMS) del diacetato de la ridentina (205).
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Espectro 7. IR (CHCIy) del producto de acetilacién menos polar de la ridentina,
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Espectro 8. IR (CHCI,) del acetilado de ridentina con LCC (208).
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Espectro 9, IR (CHCly) del producto 206,
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Espectro 10, IR (CHCl;) de 207
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Espectro 11. IR (CHCly) de |a desacetileonfertifiorina (104).
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Espectro 12, RMN'H (500 MHz, CDC), TMS) de Ia desacetilconfertifiorina (104).
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Espectro 13, RMNYC (125 MHz, CDCl;, TMS) de la desacetilconfertiflorina (104),
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Espectro 14, DEPT (125 MHz, CDCl,, TMS) de la desacetilconfertiflorina.
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Espectro 15, IR (CHCY;) de 212,
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Espectro 16, IR (CHCl;) de 215,
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Espectro 17, IR (CHCL;) de 216,
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Espectro 18. IR (CHCI;) de 210,
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Espectro 19, IR (CHC,) de 211,
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Espectro 20. IR (CHC;) de 209
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Espectro 21, IR (CHCl;) del epimero de la a-vulgarina (217),
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Espectro 22, RMN'H (300 Hz, CDCl;, TMS) del epimero de la a-vulgarina (217),
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Espectro 23, RMN"C (300 Hz, CDCls, TMS) del epimero de fa a-vulgarina (217).
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Espectro 24, IR (CHCI;) de 226,
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Espectro 26. IR (CHCl;) de 220.
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Espectro 27, IR (CHCl;) de 221.
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Espectro 28, IR (CHCL) de 222,
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Espectro 29, IR (CHC) de 223,
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Espectro 31. IR (CHCI;) de 225,
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Del presente trabajo se derivan las siguientes conclusiones:

Se asignaron todas las seiiales correspondientes a los hidrogenos y carbonos que
integran la molécula de la ridentina a partir de sus espectros de RMN'H, y RMNYC,

Se obtuvo el diacetato-de la ridentina, del cual se dan a conocer sus propicdades

2.
fisicas y espectroscdpicas.

3. De la’biotransformacion de la ridentina con el cultivo de células de zanahoria, se
obtuvo el epimero de la a-vulgarina (217), sustancia novedosa caracterizada con base
a sus propiedades fisicas y constantes espectroscopicas.

4. De los procesos de biotransformacion con hongos filamentosos de la ridentina y de fa

desacetilconfertiflorina se puede concluir que dicha transformaciéon factible, con la
limitante del bajo rendimiento (<5%) que se obtienc de cada uno de los productos

descritos en el presente trabajo.

di a los hidrogenos y carbonos que

S. Se asignaron todas las seiiales correspc
integran la molécula de la desacetilconfertiflorina a partir de sus espectros de

RMN'H, y RMN"C,

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede concluir que los objetivos planteados

para el presente trabajo fueron alcanzados en su totalidad.
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@ Biotransformacion dc ia ridentine v de la desscetilconfertifioring con how filamcntosox. 127

1. Realizar el proceso de biotransformacion de la ridentina y de la desacetilconfertiflorina
con otros hongos (Botrytis cinerea, Rhizof ssp, C. hirule R oryzac, cntre
otros).

2. Optimizar el proceso de bioconversion de la ridentina con el cultivo de células de
zanahoria.

croorganismos, determinar el consumo de

3. En la cinética de crecimiento, de los
‘ carbohidnit‘i;s por. un periodo més largo de tiempo (>'a 169 h).

4. Llevar acabo el proém de bioconversion, separando la biomasa obtenida del medio
de cultivo y adicionandola a otro medio de cultivo con el sustrato como anica fuente

de carbono.

s. Evaluar la actividad biolégica de los productos de bioconversion (propiedades

toxicas, antiticrobianas, antitumorales, antiinflamatorias, etc).

6. Medir la rclacion existente entre la biomasa empleada en la biotransformacion (antes
de la adicion del sustrato y después de la transformacion del mismo) y la cantidad de
producto bioconvertido obtenido, para duplicar la cantidad de biomasa con respecto

al sustrato.
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@ Biotransformacion de la ridentina v de 1 desacctilconfertifiorina con hon fita toson
ANEXO 1

Medio YEPGA (Yecast extract, peptone, glucose, agar).

Para la seleccion de un medio de cultivo que provea el crecimiento de biomasa se
dcben tomar en cuenta las exigencias metabdlicas en cuanto a nutrientes por el
microorganismo a emplear, ya que los nutrientes son los compuestos quimicos procedentes
del medio ambiente que son utilizados por una célula para sintetizar las moléculas necesarias

para la creacidon de nuevas células.

Todos los microorganismos requieren de una fuente de carbono (energia) para
crecer, alguna forma de nitrogeno (un constituyente de las proteinas y de los acidos
nucleicos), asi como de fésforo y de azufre. Algunos elementos traza (compuestos
inorganicos), que se requieren en cantidades pequeilas, tales como el potasio, el hierro y el

zinc (cofactores), que los microorganismos necesitan para crecer.

a estas exigencias es un medio complejo, ya

que cuenta con los requeri > i dos, el medio liquido YEPGA es un medio

complejo utilizado para el crecimiento de hongos en los procesos de biotransformacion, el

Por lo tanto la mejor eleccion que

cual permite un incremento de biomasa y se encuentra constituido por:

Medio YEPGA (pH 7)

Extracto de levadura 0.1%
Extracto de came 0.1 %
Peptona 0.1%
Glucosa 0.5%

Agua 100 mL




Biotransformacion de la _ridentina y de 1a desacctilconfertifliorina con hongos filamentosos.

ANEXO 1

Determinacion de aziicares por el método del DNS.

El reactivo del acido 3, S-dinitrosalicilico, se desarrollo para la cuantificacion de
azicares reductores y esta formado por: hidroxido de sodio 1.4 g, acido 3, 5-

dinitrosalicilico 0.75 g, sal de Rochelle (tartrato de sodio y potasio) 21.6 g, fenol 0.54 g, y
m-bisulfito de sodio 0.59 g, en 100 ml de agua destilada.

En donde la sal de Rochelle, se adiciona para prevenir la accion del oxigeno disuelto
idad del color producido, y el bisulfito

sobrg,cl reactivo; el fenol para incr ar la int
con la finalidad de estabilizarlo. El alcali se requiere para la acciéon reductora del

carbohidrato sobre el acido dinitrosalicilico.

El fundamento de reaccion es la reduccion del acido 3, S-dinitrosalicilico a acido 3-
amino-5-nitrosalicilico y 1a oxidacion del grupo aldehido a grupo carbonilo. Sin embargo,
no se ha esclarecido totalmente la relacion estequiométrica entre el acido
aminonitrosalicilico y los azicares, debido a que los diferentes tipos de azicares generan
diferentes intensidades de color; lo cual sugiere que la quimica de la reaccién puede ser

apreciablemente mas compleja [ 99 ].

Procedimiento
Tomar | mL dc Colocar en un bafio dc
mucstra y adicionario a Ag “Tv; gtsdcl agua a cbullicion por $
un tubo dc ensaye minutos®
Adicionar 8 mL. de Dcjar reposar por Enfriar rapidamente al
agua destilada y agitar 20 minutos d,o::,pdc agua
= Calcular la .
un La '.,..‘.ua; intcrpolando en la curva
il 575 nm cstandar de glucosa
previamente claborada
*Cuando son varias mucstras, todos los tubos sc deben col al mi icmp
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La curva de crecimiento permite conocer ¢l comportamiento del microorganismo en

cuatro fases como s¢ muestra en el esquema 58,

A

‘ . ' '
. . ' '
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N
v b : ;
= . N t '
= ‘ ¢ ' '
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Esquema 58. Curva de crecimiento.

La fase lag, inicia cuando las células son transferidas de un medio a otro, en esta
fase el microorganismo comienza a adaptarse a las nuevas condiciones del medio®. En la

fase log, las células estan adaptadas a las nuevas condiciones de crecimiento, el cual

P

per . ey es ind di de la concentracion de sustrato®!

En la fase estacionaria, el crecimiento comienza a cesar hasta mantenerse constante
como resultado de la escasez de sustrato, cambio de pH, falta de oxigeno y excrecion de
metabolitos toxicos, ademas algunas células comienzan a aprovechar nutrientes liberados

por !a lisis de otras células.*?

En la fase de muerte, las reservas energéticas de las células estan agotadas, la

=

cantidad de microor i »s sobrevivi comi a disminuir de manera exponencial
®La ion y cl tipo de i lo pucdc alicrar diversos paramctros como pH., aumcnto de nutricntes,
d de i hibid de i y ién de csta fasc.
3" El tipo de i cs descri itati como ta ion dc células por unidad de ticmp
cn ias y o ticacion de bi por id ‘dcucmpombongos_aosdalosg'aﬁmdos
;:zn papel il ico dan por I una linea recta.

Pr P




1. Determinacion de biomasa por peso himedo de los hongos fitamentosos A, ochraceus, 4. niger y 1a levadura B.
bassiana

PRODUCCION DE BIOVASA |
Tompoh) 0 05 1 2 3 4 5 21 2% B 45 5 11 78 0 104 1%

Muestra

Al 00 0 0 0 0 0 0 02 03 04 05 028 03 02 02 015
R 6 0 o0 0 0 0 0 01 020 03 038 04 03 03 02 04 02
81 0 0t ¢4 Ot * * 0 01 01 03 0 0 01 0 0 08 08
82 0 ot o088 0 o1 0 0 01 O 0 O 048 02 0 0 045 058
9] 0 0 0 °* 0 0001 OO 0O O 0 004 03 05 04 047 05 05
Q 0 0 0 0 0 00t 00t 002 0025 00) 0035 037 08 05 05 04 03

* Indica que les muestras fueron efimingdes del estudio

VALORES LOGARITMICOS DE LA B DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

L e}
Tempo (h 0 05 1 2 3 4 5 21 25 8 45 52 7 18 91 14 168
Muestn

Al 2076 2485 2965 2906 2416 2485 2078 207¢ 17%2
R 1388 2128 2485 2747 2773 258 2485 2078 2262 2079
81 1308 1300 1.0 0 138 130245 0 0 136 0 0 30 35
B2 1306 1674 0 1308 1.30 2028 2079 2532 280 an
9] 08 00 047 2485 2908 2845 2934 2006 2908
o7} 092 082 022 0 0182 0338 2695 3.178 2896 2.006 2773 2485

* x represenia la biomesa expresade en g.

* Indica que les muestras fusron eliminadas de! estudio.
A A riger

B: 8. bassiens

C: A ochrecous

1y2indican que of estudio fus realizado por duplicado
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Biomasa producids por los hongos filamentoso 4, niger, 4. achraceus y la levadusa B. basiana

H'—NHDIHO B VTR p

CINETICA DE CRECIMENTO
4
5 4+
3 e GRET
“| : et
2] ’ ——p
X s * 4 Cl
H H
'/ : ~-C2
08 } —+—B|
y = — ——] B2
v ] ] L] 0 120 W 1,
05 ‘.;/ -
4
45 -
TIEMPO (h)
AtA. Niger 1y 2: Indican que el estudio se realizO por duplicado.
B: B. bassiana
C: A. ochraceus

et
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EXO )

2. Curva estandar de glucosa

CURVA ESTANDAR DE GLUCOSA
CONCENTRACION
@100 mL) Al A2 Ap
01 0.011 0.014 0.0125
0.3 0.025 0.032 0.0285
[ X 0.047 0.051 0.049
0.7 0.067 0.071 0.069
1 0.107 0.103 0.105
R? 0.9885224 0.99869408 0.98471549
m= 0.10311475
b= -0.00081967

A: absorbancia
Ap: promedio de las absorbancias

licado.

1 y 2 Indican que el dio se lizd por dup

CURVA ESTANDAR DE GLUCOSA

0.15

oj;; /
/

o -
o 0.5 1 1.5

CONCENTRACION (g/100 mL)

.

ABSORBANCIA

[ Tre coN
| €., DE ORIGEN
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3. Determinacion de biomasa de los hongos filamentosos A. ochraceus, 4 niger y 1a levadura B. assiana por 2
cuantificacion de azicares reductores (DNS),

S

[wete)

L ame
podtiir i &
l‘:\; St Caw bt mad

[ CONCENTRACION DE CARBORRATOS DE ACUER0 K A CLRVAESTANDAR O Sl oo
TIEMPO () Al 0 [X] 1 2 3 4 5 21
MUESTRA
Al 0.65680 058549 062217 083919 064834 038552 034078  0.12042  0.08558
A2 0.08080 0.70685 0.7481 050259 0.45108 04148 0.16623 0.08558 0.00206
B1 0.67680 0.77520 0.76257 0.7252% 089977 0.60857 060249 0.55811 0.50871
B2 0.07680 0.743 077260 009733 003008 062454 060913 0.60161 0.50073
ct 0.68710 0.84141 005577 068200  0.5014t 048014 054878 050312 038382
€2 0.68710 0.08005 0.78443 082801 0.58700 0.49281 0.47795 0.43974 0.40007
TIEMPO (h) 25 28 45 2 i 78 87 104 169
MUESTRA
A 008541 007532 0.04482 001685 0.01181 0.01070 0.00878 0.00558 0.0010t
A DOM12  0020M 001562 00133 000912 001378 001079 000707  0.00138
Bt 0.50804 051430 047609 045830 041804 038076 019727 005016  0.03842
B2 047422 044008 042047 037016 020972 019783  0.14837  0.09511 0.08174
4] 0.370%4 03512 04743 013801 0.08811 007413  0.08341 005826 005782
C2 0.37858 0.32050 0.10842 0.00600 0.05208 0.00278 0.02181 001584 0.00170
AVL: concentracion de carbohidralos antes de inocular ] mictoorganismo.

L

1y 2 indica que !a prusba se realizé por duplicado

A: A niger
B: B bassiana
C: A ochraceus

L
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Consumo de glucosa por los hongos filamentosos 4. niger, A. ochraceus y la levadura B, bassiana,

o
s

0.60
0.70

i6n de gl (2/100 mL)
o o o o
8 353 38 8

[=d
»
(=3

0.10
0.00

CONSUMO DE GLUCOSA

U

' m—e———

'l

A:A. Niger 1y 2; Indican que el estudio se realiz$ por duplicado.
B: 8. bassiana
C: 4. ochracexs

o5
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Cultivo de células de zanahoria.

La zanahoria se lavé con agua y se removié de 2 a 3 mm del tejido vejetal raspando
horia en

con una cuchara la superficic del mismo. Se cortd tran 1 1a
rebanadas de aproximadamente 10 mm de grosor, y se colocaron inmediatamente en un
vaso con agua. Posteriormente se transfirieron los discos de zanahoria en una solucion de
hipoclorito de sodio al 5. % (v/v) por 10 min, y finalmente se colocaron en vasos de

presipitados con agua destilada®, para remover el exceso de hipoclorito de sodio.

o Los discos obtenidos del procedimiento anterior se colocaron en condiciones
asépticas sobre cajas de Petri y se cortaron discos pequeiios de 0.5 cm de diametro de la
zona circundante a el centro, posteriormente estos discos se adicionaron a un medio de
cultivo liquido preparado con sucrosa 3 %, LAA (acido indolacético) 1 % y 0.01 % de
cinetina para la induccion del crecimiento celular a 180 rpm 25 °C 120 Horas [100].

- ISCON |
¥r._.. DE ORIGEN |

?

* Los discos dc horia sc deg: por 10 mi cn un vaso de agua destilada y posteriormente
SC transvasaron a otro vaso con agua destilada limpia.
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