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7 /o Sy Quimica y Bioksgrca de b parknclida — Lactona Se incerppeiaica con kerto> de: G

Actualmente el ;mplco de enzimas, microorganismos y cultivos celulares de plantas
(transformaciones biolégicas), en la industria de alimentos, cosméticos y farmacéutica
implica un gmn avance en productividad y por lo tanto en el aspecto econémico y de salud
pablica. Dxchas herramientas permiten obtener intermediarios para moléculas de interds
farmacolégico, que en algunos casos la sintesis organica implica mayor tiempo y costo
debido a los pasos y las dificultades que involucra obtener algunos intermediarios por esta

via.

Y

En México se cuenta con una amplia gama de plantas pleadas en la

ad, s

tradicional de las cuales se derivan . principios ‘ activos ’ con. propi ales,

ias, etc.,'como es ¢l caso de las

antiparasitarias, antimicrobi Igésicas, antiinflar

B &

lactonas q péni En cc as - biolégicas como enzimas,

microorganismos y cultivos cclulares de pjantas, estos: pnnc-pib# activos pueden gencrar
otros compuestos, con ciertos grupos ﬁ.lncionzﬂcs cnivrb;osk‘:ioncs especificas probablemente
con las mismas propicdades terapéuticas;® pero quiza con propicdades quimicas mas
favorables; dichas herramientas también brbvéén modelos idéncos para investigar cl

metabolismo de algunos farmacos.

El presente estudio esta enfocado a la partendlida una lactona sesquiterpénica con
esqueleto de germacrano emplcada en el tratamiento contra la migrafla y como ageate
antitumoral (entre otros efectos bioldgicos), de Vla' cual se oblicnen derivados por sintesis
quimica (reaccién en medio dcido y bésiéd) y uﬁn#(ormacioncs biolégicas (incubacién con

hongos filamentosos y cultivo celular de zanahoria), dichos derivados son sometidos a




% fe G

- Pbioksgrca de by licd2 — Lacsona Se

ensayos biologicos. Dc este modo se observa la capacidad de 1os microorganismos y de los

cultivos cclulares de plantas para transformar Sustratos exégenos.

La nphcncnén de Ias bxolransfonnac:oncs en Ia mdustna, ya sca farmaccuuca o de

ahmenlos entre otras, conferc ‘un ampho campo dl. mvcsugacnén, con una gran proyeccion

que mvolucra el lmbaJo mlcrdlscxphnano entre Quumcos. Mlcrobnolol.oe Fnrmacéuuco:

Blologos clc.

Ing 'u>Bln.__"-
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"2 de b parrenclsia — Lacions

1. TERPENOS

Los terpenos son una familia muy diversa de compuestos cuyos esquclelos estan

compuestos de dos o mas unidades de isopreno': 2-metil-1,3-butadicno, ver rabla 1 [1].

Tabla 1. Clasificacién de los terpenos de acuerdo al namero de unidades isoprénicas [2].

GRUPO No, DE UNIDADES DE EJEMPLOS
CARBONOS ISOPRENO
Monoterpenos 10 2 Mireno, Geraniol, Nerol, Limoneno,
: Mentol.

Sesquitcrpenos 15 3 Lactonas sesquiterpénicas, Famesano,
Canofilano, Aromadendrano.

Diterpenos 20 L} Labdano, Pimarano, Abietano. Laurano.

Sesterterpenos 25 s Acido gascirido. Nitenina.

Triterpenos 30 6 Lanostano, Lupano, Ursano.

Politerpcnos n n Hule y gutapercha

Muchos monoterpenos se aislan como constiluyentes de los aceites esenciales de las
plantas, los cualcs pucden obtenerse de hojas, cortezas, flores y frutos de varias plantas, por
medio de la destilacion por armastre con vapor. Con frecuencia los aceites esenciales ticnen
sabores o aromas agradables, lo que permite que sean empleados en la industria del
perfume, alimenticia, farmacéutica, entre otras [1].

Wali q

ionados, son os ios

Los diferentes tipos de terpenoides antes r
de plantas con excepcion del prupo de los sesterpenos, ya que estas sustancias solo sc
/ tholi us (2],

encuentran en hongos y en el insecto parisito Ceroy

! bn 1887, el Qulmnco nleman Otto Wallach de I 1 I de varios terpenos, y
16 una istica estructural comin, que todos cllos estan formados por dos o mas umd-uda de

isopreno:

CHy

l

H;C=—=¢ ——CH==cH2 [




skt de Gerrnacramos —,

Transforrmacssn Quinsca v 1k

2. SESQUITERPENOS

Son productos naturales con 15 dtomos de carbono, fornmmados por ia unién de tres
unidades de isopreno. El sesquiterpeno mas sencillo y al que se le considera el precursor de
los demis sesquiterpenos es el farnesol, sustancia de olor agradable que, aunque se

encuentra en numerosas plantas, siempre esta cn pequedas cantidades (2],

Ei farmesol y su.acetato, ver figura [/, asi como muchos sesquiterpenos, tienen

inter propicdades biolégi 12}

S
= Y
R

1) Farnesol, R= OH
.2) Acctato de Famesilo, R= OAc

Figura 1. Ejemplos de sesquiterpenos

Algunos sesquiterpenos ticnen actividad citotéxica y promotora en la formacién de

raices cn cortes de plantas.que los: contiencn. Dentro de los sesquiterpenos s¢ encuentran
distribuidos en el reino

las lactonas sesquiterpénicas, metabolitos darios ampli

vegetal [2].

211 Sesq .

2.1.1 Definicién

Las I esquiterpéni son una clase de sesquitcrpenoides —esqueleto de 15
atomos de carbono— con un anillo lacténico, las cuales poscen un sabor amargo y sc
cncuentran en algunas familias de plantas empleadas en la medicina tradicional, por lo que
probablemente son los principios activos [3]; son incoloras y relativamente cstables con

sustituyentes lipofilicos {4,5].
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2.1.2 Biogénesis

Las lactonas sesquiterpénicas se forman en la planta a partir de di6éxido de carbono
atmosférico después continian ¢l camino biosintético schalado en el esquema 1 [2).
Biogenéticamente se derivan del trans-trans farnesil pirofosfato [4,5], siguiendo
iclizacién y después una oxidaciéon [4.6,7], para dar compuestos con

inicialmente una

anillos de dicz miembros a los que se les conoce como derivados del germacrano. Los
germacrandlidos o Ilactonas de primer paso biogenético se sceguiran transformando para dar

origen a los diversos esqueletos sesquiterpénicos, como se muestra en ¢l esquema 2 [2).

La mayoria de los tipos dc lactonas resultan a partir de esta ciclizacion mediada por

los siguicntes esquelctos  carbe

enzimas y se clasifican sobre la base de
germacranolidas, guayanodlidas, pseudoguayandélidas, eudesmandlidas, eremofilanolidas v

xantandlidas, ver esquema 2 [4]°.

En las lactonas sesquiterpénicas, la cadena de isopropilo ha sido oxidada a acido
carboxilico. La hidroxilaciéon en las posiciones C-6 6 C-8, scguida de una reaccién de
esterificacion intramolecular origina el anillo de la lactona; de tal modo que el anillo
lactonico se forma mediante una reaccién de esterificacion entre el grupo carboxilo del
C-11 y el grupo hidroxilo de los C-6 & C-8 {7]. Por lo tanto, las lactonas a-PB insaturadas
ciy O {rans se encuentran fusionadas en la posicion C-6 y C-7 & C-8 y C-7 del esquelecto
carbociclico. Las modificaciones estructurales del esqueleto bisico de terpeno involucran ia
incorporacion de un epoéxido, grupos hidroxilo (generalmente esterificados), y/o acido
clico [4.8]. Al lactonas sesquiterpénicas contienen atomos de

tiglico 6 acido
halégeno enlazados covalentemente [3,5].

a partir de un

Sc asume que los esqueletos de guayano y de cud > se ori
precursor de germacrano en comun, esta es la via en la que cl acctato pasa a mevalonato ¥

finalimenic a pirofosfato de farnesilo con la presencia de germacrano sintetasa y' una enzima

del grupo de las sesquiterpenciclasas.

* £l sufijo “olida™ sirve para d bir la L w,B-i da [3).

TIOTTY VT
3 THGIE 10
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Esquema 1. Biogénesis de las LLactonas Sesquiterpénicas.

ol
ul

o o o
) S S G s
SCoA SCoA b

/K/\ ./l\/\ o
orp *————— orp
H
vi v v
Vll v
1 Accul cocnzama A X
Sesquiterpenos

1 Acctoacetil cocnzima A
m l\ tudroximet) glutarato cocnzima A
[\ fato de acido
v erofosl'nw dc isopentilo
VI Puofosfato de dunetil alilo
VIl Puofosfaw de geranilo
Vil Geraniol
INX  Nerol
X Prrotosfato de ranstarnesilo
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Esquema 2. Tipos de Lactonas Sesquiterpénicas.
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Pscudoguayandlida Seco-Xantanolida
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La ruta de biogénesis de las cudesmandlidas ¥ guayanodlidas como derivados  del
germacrano, se ha comprobado mediante estudios con isétopos de C'* en donde, este s
emplecado como precursor en el metabolismo secundario de !a planta; en el proceso de
ciclizacion en ¢l cual se forma dicho intermediario, se puede formar el Gernmacrano A o el
Germacrano B [9]). A través de diferentes pasos oxidativos el germacrano A tienc la
capacidad de transformarse en una genmacranolida, la cual es un precursor en la biosintesis

de eudesmandlidas, guayanolidas y de genmacranolidas, ver esquema 3 [9,10].

Esquema 3. Ruta de biosintesis de cudesmanélidas y guayanolidas a partic del
intermediario germacrano A [9]

ciclizacién

{ Gluc | [Gluc)

Germacranélidas IGlucl

Eudcsmanélidas

Pirofostate  __A lo=t
de Famesilo —

- 10

Guayanélidas

ciclizncidn

A= (+)germacrano A sintasa
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2.1.3 Distribucidn general

Durante ¢l paso de los anos un gran nomero de lactonas sesquiterpénicas han sido
aisladas de diversas especies vegetales, principalmente de la familia Compositae 'y
ocasionalmente de otras familias de Angiospermas, ver rabla 2 [4,11]. Se ha informado que
un gran namero de lactonas sesquiterpénicas {(mas de 3000 estructuras) han sido aisladas a
Asteraceae, las cuales generalmente se encuentran en hojas, tallos y
libre y raramente como

partir de la tribu
bractaceas de las inflorescencias, principalmente en forma
glicésidos [12]. Algunas plantas de importancia medicinal como Arnica montana, Arienisa
annua y Tanacetum parthenium, contienen lactonas sesquiterpénicas como constituyentes

activos [13].

2.1.4 Aislamicnto

Debido a que la gran mayoria de las lactonas sesquiterpénicas naturales se
cncuentran en forma libre en las plantas que las poscen, ticnen las propicdades
caracteristicas de la gran mayoria de los terpenoides, por lo que son solubles ¢n disolventes
como CHCl;, CH:Cl,, benceno; EtaO y en EtOH 6 MeOH caliente; son lo suficientemente
polares para ser insolubles en éter de petrdleo, aunque también son insolubles en agua.
Estas propicdades son utilizadas para extraerlas y separarias de otros compuestos. Se puede
realizar extracciones del material vegetal seco y molido, con CHCIl;, el extracto
concentrado sc redisuelve en EtOH caliente y se afiade una solucidén acuosa de acetato de
plomo al 4%, con lo cual precipitan las sustancias mds polares, se filtra y ¢l filtrado se

concentra y se somete a cromatografia [3].

2.1.S Reacciones coloridas

Algunas reacciones coloridas que dan_ las lactonas sesquiterpénicas con ciertos
reactivos pueden ser empleadas como pruebas’ de identidad, las siguientes son algunas de

cllas:

Ensayo dc Hidroxamato férrico. Las v-lactonas foﬁnan-con facilidad los hidroximatos

férricos de color parpura. Las cumarinas, otras lactonas y ' en gencral los ésteres, dan
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positiva esta prucba. La mucstra se disuelve en ctanol se anade solucidén de clorhidrato de
hidroxilamina y KOH. La mezcla se calienta hasta que aparczca una espuma de color
rajizo. Se enfria y sc acidula con HCI. Sc anade cloruro férrico y se forma una coloracién

violeta, se basa en la formacién de un complejo entre el acido hidroxamico formado y el

cloruro férrico [3].

Tabla 2. Distribucion de diferentes clases estructurales de lactonas sesquiterpénicas en la
familia Compositae [4)

TRIBUS

No. DE No. DE ESQUELETO
GENEROS) GENEROS
Eupaotorieac q Germacrandlidas, Elecmandlidas, Guayandlidas, Ambrosandlidas,
(50) Seco-ambrosandlidas.
Vernoniecae 4 Germacranélidas, Elemanodlidas, Guayandlidas.
(50)
Astereae 1 Guayanélidas, Germacranélidas.
(100)
lnulecac s Germacranolida: El olid: Guayandlid, X 6lid.
(300) Ambr olid: Hel olid: S d 6lid Seco-
ambrosandlidas.
Helenicae 11 Germacrandlidas, El 6lidas, Guayandlid d Slid:
(60) ) Hel slidas, Seco-eud slidas. Seco-hel Slida.
Helianteac®. 24 Germacranélidas, El 5lidas, Guayanélidas, Eud 6lidas,
(250) Xantanélidas, Ambrc Slid: Hel olid: Seco-
eud slidas, Seco-ambr blidas, Scco-hel 6lidas.
Senccioneac a Germacranolidas, Eremofilanolidas, Xantandhdas,
(50) Helenanélidas, Bakenolidas.
Antemideac 10 Germacranolidas, Eudesmandlidas, Guayandlidas,
(50) Hel olid Cad olidas.

} Incluye subtnbu Ambrosunae [4]
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Ensayo de Legal. Las lactonas a.f3-insaturadas dan la prueba de Legal, producen una

coloracion rosa cuando se disuelven en piridina, se aftade nitroprusiato de sodio y un dlcali
(4 gotas de hidroxido de potasioc 2N). La prucba también la dan positiva las lactonas
B.y-insaturadas cuando no sc controla el pH, ya que sc isomerizan en medio alecalino. La

prucba también la dan positiva las metiléncctonas [3].

Ensayo de Baljet. Las lactonas sesquiterpénicas producen coloraciones naranja cuando sc
tratan con picrato de sodio y potasio. Se emplcan dos soluciones que se mezclan en iguales
volumenes antes de usarse. Solucion A. 1 g de acido picrico en 100 mL de etanol, solucion
B, 10 g de hidroxido de sodio en 100 mL de agua. Para rcalizar 1a prucba se toman de
2 a 3 mg de compuesto y se agregan de 3 a 4 gotas de reactivo, la prucba es positiva si la

solucidn se toma de anaranjada a roja oscura [3].

Espejo de plata. Las lactonas a,B-insaturadas reducen el Reactivo de Tollens (AgNO; /
NaOH/NHj;) formando un “espejo de plata™. Las lactonas B,y-insaturadas son reductores tan
fuertes que pucden reducir el reactivo de Tollens ain en ausencia de NaOH por lo cual se

pueden diferenciar de las lactonas o,B-insaturadas [3].

2.1.6 Técnicas de separacién

Las lactonas sesquiterpénicas pueden separarse y analizarse por . -técnicas -

sgrafia en col o cromatografia en capa fina, utilizando como

-
cror graficas; cr¢
adsorbentes silica gel y empleando eluyentes como cloroformo-metanol 9:1, cloroformo-

éter etilico 4:1, benceno-acetato de etilo 1:1, benceno-acetona 4:1, entre otras mezclas.
Actualmente s¢ pueden analizar y separar mezclas de lactonas sesquiterpénicas en poco
tiempo por Cromatografia de Liquido de Alta Resolucion (HPLC). .

Los reveladores mas utilizados son: dcido sulfurico y calentamiento,” vapores de
yodo, luz ultravioleta 254 nm, permanganato de potasio al 1%, vainillina al 1% en._ctanol ¥

acido fosforico al 10% en etanol [3].
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2.1.7 Propicedades espectroscépicas

Una vez que sc ha aislado una nueva lactona sesquiterpénica las técnicas para

clucidar su estructura involucra datos espectrofotométricos que se obtienen a partir de las

siguienites técnicas:

Espectroscopia de Ultravioleta {3]. La absorciéon en ¢l ultravioleta depende de los grupos

cromoforos que posea la maolécula:

> Las lactonas saturadas no absorben después de 200 nm
“intensa - banda’' terminal entre

~ Las lactonas o,B-insaturadas muestran ' una

205 y 225 nm .
~ La presencia de sistemas de ciclohexanona (i

desmanélidos) o de ciclop »na

origina maximos de absorcion entre 2 14-230 nm. o
Espectroscopia de Infrarrojo [3]. Las absorciones env' infrarrojo son * bastantes
caracteristicas: ‘ g ‘

Lactonas saturadas 1770 cm™ ) . .
> Lactonas a,f-insaturadas 1750 cm™ (las ‘variaciones sc deben a fusiones zrans que

v

originan valores hasta de 1795 cm™ ),

> Anillo de ciclopentadiona 1740 cm™!

> Ciclohexanona 1690 cm™

> Ciclopentenona 1620 em™

~ Metileno exociclico, que forma parte de la lactona a,B-insaturada, absorbe a 1665,

1405, 965 y 890 cmn™.

Espectroscopia de R in Magnética Nuclear, Pr fiales caracteristi con
muldplicidad v constantes de acoplamiento bien relacionadas, las cuales estian de acuerdo
con el tipo de esqueleto base que presentan. En el esquema + se indican los
despl ientos  quimicos de RMN-'H, para algunas lactonas ya informadas cn la

P 1

literatura [3u-3d/].
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Esquema 4, Desplazamientos quimicos de RMN-'H para algunas lactonas sesquiterpénicas.

“\:__ou

{1a-Dehidroflabelling

1S 5281 (dd, =10y 7 Ha)
16 5388(1=10Hy)
He11- 8255 (m)

113 8141 (d)=7H)

Eudesmandlidas

H2 55881, 1= 11 Ha)

3 8660(d,I= 11 Ha)
HS 52554, )11 Ha)
H6. 54124 J=12y11 Hz)
H13 8548(d =3 Ha)
435615 4d, 1=3 Ha)

114 5157(s)

o

i

Flabellina

H-5: 8291 (sq)

H6: §388()

HT: D345 (dddd, J=11,11,35 y3.0)
H-14: 5133

H-15: §5.16y5.02 (s.0)

[}

o
(-}9a-hidroxidihidropartendlida

H-1: 5405 (dd, = 12y22 Hy)
HS: §.75(n1=87Hz)

HI: 8441 (dd,J=75y3I9Hz)
H-11: 8226 (dg, J=11.4y 72 Hz)
H-13: 81.24(d, J=72Hz)

H-14: 51,68 (s)

H-15: 61.26(s)

3o 4a,10p-hidroxi-1 19H-gusi-1-en-12 Sa-olids

H2: §3.82 (sa)

Hé: 8419(dd, =105y 10.4)
HT 51.68(m)

HIyH-B §51.76(m)

H-9yH-8: & 1.58 (m)

B4 5133()

H-15: S1.18(s)

Ridentinas 0

HoL: B40S(dd,J=9y4Hy)
H3: 83.76(dd,)=9ydHy)
6. 5448(1 = 10Hz)
H13 8554(dJ=3 Hy)
H-138597(d, =3 Ha)
H14 5503479 (50)
H-15. 51.58(d =15 Ha)
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Espectrometria de masas [3]. Se ha encontrado que generalmente la seial base es cl ion

molecular, siendo predominantes los correspondientes a M-18 si hay hidroxilos y M-60
cuando hay grupos acetoxi.
2.1.8 Actividad biolégica

Las lactonas sesquiterpénicas son un grupo muy grande y estructuralmente diverso

de metabolitos de plantas con mas de 4000 estructuras informadas [13,14].

La razdn por la cual las lactonas sesquiterpénicas repr un grupo de productos
naturales importantes y objeto de numerasos estudios, ¢s por su utitidad como marcadores

en quimica sistematica (quimiotaxénomia) y por la gama de propiedades biologicas que
fi ia en el trat i de ulceras estomacales, tumores,

poseen [10]. Donde d su

migrafia, asi como cardioténicos y mds reci como
cnlistan los efectos biologicos mostrados

inhibidores de la expresion

ciclooxigenasa y aromatasa [14}*. En la tabla 3 se

por algunas lactonas sesquiterpénicas.

Estas actividades biologicas son gencral el r do de. una r
adicién de Michael entre los grupos sulfihidrilo de molcculas hloléglcns vy las cstrucluras

i6n  de

carbonilicas a-B insaturadas de las lactonas scsquxlerpémcas [15]

El grupo tiol de las enzi es - col
reacciéon y en las Iaclonas scsquncrpcmcas ha

inosinfosfato-deshidrc

d d itis al con la piel [4. 15-17]

TESIS CON
FALLA DE GRIGEN
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Figura 2. Grupo a-Metilen-y-lactona

Sus propicdades biolégicas varian desdc la antihelmintica de la santonina (6),
pasando por !a actividad reguladora del crecimiento vegetal, de la heliangina (7) v 1a

inhibidora de tumores cancerosos que posce la vernolepina (8), [2]. Se ha sugerido que su
1 que este

id

actividad citotoxica esta relacionada con el grupo exometilent dlido y
grupo modifica el crecimiento de vegetales [4]).
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Lactonas sesquiterpénicas aisladas a partir de Ywhonia diversifotia 'y Magnolia
xrandiflora se relacionan estrechamente con el factor de transcripcion NF-kB, que cs uno
de los reguladores de genes involucrados en la respuesta inmune y antiinflamatoria,
mostrando una gran actividad para inhibir la activacion este factor, que se activa por
estimulos  pro-inflamatorios como e! factor de necrosis tumoral oa(TNF-a),

lipopolisaciridos, radiacion ultravioleta y oxidantes [19-22]

Otras lactonas ticnen importancia agroquimica, ya que presentan propicdades
antifangicas o fitotoxicas [18,23]. En la agricultura se emplean las lactonas
sesquiterpénicas debido a sus propiedades antimicrobianas, citotoxicas y alergénicas para
adquirir resistencia contra virus, que atacan a algunos vegetales de importancia ccondmica,

como por ejemplo la lechuga (ampliamente utilizada en el campo alimenticio) [24].

Al mismo tiempo - las lactonas ' sesquiterpénicas también pueden estimular la
germinacion de semillas en ausencia de condiciones apropiadas, lo que resultaria en la
muerte de Ja planta. De este modo, estos productos naturales ofrecen una alternativa cuando
an en las condiciones 6ptimas para su desarrollo {25]. El efecto
estimul, de la gemmi . se ha estudiado con scmillas de Orobanche sp., 1o que se ve
la relacidon estructura actividad de las lactonas sesquiterpénicas, la

las pt no se

favorecido por
cfectividad de estos compuestos se compara al mismo tiempo con un biocnsayo estandar

para determinar el grado de estimulacion de la germi ion [26].

La helenalina es la sustancia mayoritaria en las flores de diferentes especies de
Arnica [27], 1a cual junto con sus derivados han mostrado poseer una importante actividad
antineoplistica y antiinflamatoria, entre los efectos que se han investigado sc incluye
parametros bioquimicos como la sintesis de proteinas, actividad de algunas enzimas y

niveles de glutation en higado [18].

Recicntemente se ha informado de la actividad de varias especies de plantas, donde
se han cncontrado constituyentes caracteristicos muchos de los cuales son empleados en la

medicina wadicional [28].
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Tabla 3. Efectos Biologicos de Lactonas Sesquiterpénicas.

EFECTO BIOLOGICO REFERENCIAS
Anticancerigeno 4,14,17,27,31,33-34
Antipirético 14, 21
Antiltlceroso 14
Antimigraiioso 27, 35 37
Cardioténico 14
Citotoéxico 4,27, 37
Antibiético 4, 38' :
Genotoxico 27 . .
Antiinflamatonio 21,2227
Hipoglicémico T27;31
Hipotensivo - 27
Antifungal 27,39
Fitotéxico : 27 :
Antibacterial 27, 38,40
Analgésico 22,41
Desintoxicante 34
Antimalarial L 21.31.34
Neurotoxicidad . 128

Repelente de insectos y como antidoto para el u-ummncmo de’ 31,41
mordecduras de viboras y picaduras de insectos. E

Inhibicion del factor NF-kB
Estirnulacién del proceso de germinacién de semillas

‘19, 20-22
25, 26

Las lactonas sesquiterpénicas - aislada: Jesqueletos de: guayandlidas,

“de- ellas exhiben actividad
icidad. entre otras [28]).

d Sl

germacranolidas, euc Slidas  y |
biolégica como: citotéxicidad, ncurbxéiucidad.’ fitoton

Las guayandlidas representan uno de estos- amplios grupos, y algunas de su tipo, se

ha comprobado que poseen actividad antitumoral, antihclmintica, anticonceptiva,

17
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estimulacién de la germinacion y actividad para inhibir las dlceras estomacales, entre otras
[29]). Especies de fupatorium posecn también lactonas sesquiterpénicas con propicdades
citotoxicas ¥ antitumorales [30]. Asimismo se ha informado que Newrolaena lobata, planta

medicinal empleada en América Central contra la malaria, cancer, desinteria, diabetes ¥

como repel de i )s, muestra como  constituyentes  principales, lactonas

sesquiterpénicas [31].

Se han realizado cestudios sobre la  zoofarmacognosia, farmacologia
neurotoxicologia de lactonas sesquiterpénicas, ya que algunos animales (por ejemplo, los
chimpancés) consumen plantas que las contienen, con fines curativos [13]. Las lactonas
sesquiterpénicas también han sido empleadas en estudios en los que se describe la
produccion y caracterizacion de anticuerpos policlonales contra lactonas sesquiterpénicas

obtenidas a partir de Cichorium intybus L [32]).

3. GERMACRANOLIDAS

3.1 Definicién.

mis complejas [2,42,43].

18
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En funcion de su estructura, sc pucde encontrar un gran nimero de posibilidades,

tomando cn la estercoquimica de las dobles ligaduras C-1.y C-4; lo que da’cuatro
diferentes tipos de compuestos, figura +: L

1. Germacrandlidas (ambas dobles ligaduras rrans), (9)."

2. Heliangoélidas doble ligadura C-1 (10) trans y C-4 cis, (ld).'

3. Mclampdlidas doble ligadura C-1 cis y C-4 rrans, (11). '

4. Lactonas cés-cts, (12).

e

Dado que en cada uno de los cuatro grupos se puede tener la lactona cerrada hacia C-6
6 C-8, se tienen ocho posibilidades estructurales diferentes; ademas de distintas funciones
oxigenadas cn cada uno de los 15 dtomos de carbono, por lo que su diversidad estructural

es mayor [2].

3.2 Distribucién de Germacrandlidas

La distribucién de los diversos tipos de lactonas sesquiterpénicas, varia en los
diferentes grupos en los que se divide la familia Compositae. Las genmacrandlidas son el
tipo mas numeroso de sesquiterpenlactonas ¥ pueden encontrarse en casi todas las tribus de

la familia Compositae ({fabla 2), ademas cn Magnolid y en Umbeliteras [2,27,41,44].

F.[ ‘\L LIS
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4. PARTENOLIDA

4.1 Descripeién

Lactona sesquiterpénica del tipo de las germacranolidas [46].

4.2 Propiedades Fisicas

> CisHxOn

» PM=248.32 g/mol

> C72.55%.H8.12%, O 19.33%

> Cristalizado a partir de éter isopropilico, cristales transparentes, p.f, 115-1 i6°C.
> [a]*° -81.4 (¢, 1.04 en CHCIy). ‘

0

UV max. 214 nm (log E 4.22) [46].

Lactona sesquiterpénica constituyente de 7ar parthenium,: Chr A
parthenium 'y Michelia champara. Su derivado, 1a 9a-hidroxipartendlida es constituyente

de Anvillea garcini; cristales con punto de fusion 141-143°C- [47,48 y 49].

4.3 Propicdades Biolégicas

La planta Tunacctum parthenium®, es comin en los jardines, ha sido usada por
centurias en la medicina herbolaria tradicional para el tratamiento de Ia migrana [51). En
modemos ensayos clinicos se ha verificado esta eficacia, con la reduccion de la frecuencia

* En México, esta esy se con el bre vulgar de: Santa Maria, altamiza, hierba santa, manzanilla
grande, la r yerba santa [51,52); y en Amdrica del Norte como, feverfow

(pocafiebre) {36}
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y severidad de los ataques de migrana. Esto se lleva a cabo basandosc cn la lnhlbu:lon dc Ia

agregacion plaquetaria i1 vitro y a la inhibiciéon de la liberacion :de hxdroxlmptammn

(serotonina), a partir de las plaquetas [36].

El extracto in vitro, muestra modelos que reducen la formacién de prosmnglandx'nas.
ademas de S-lipooxigenasa y ciclooxigenasa. La partendlida es considerada ¢! principal
componente activo en 7anacetum parthenium. Se encontrd que inhibe proteintirocinasas y
proteincinasas C. Esto ha servido como pauta para estudiar ¢l efecto de la partenslida sobre
el crecimiento in vitro de células tumorales, algunas proteincinasas son muy importantes en
varios aspectos de ciclo celular. En muchos trabajos sc ha considerado a la partenélida
como una sustancia citotoxica basado en un corto tiempo de exposicion (imenor a tres horas

a concentraciones relativamente altas del compuesto), ver tabla + [36].

El extracto con éter de petréleco de Magnolia grandiflora mostré  actividad
inhibitoria e¢n carcinoma epidermoide humano de tejido nasofaringeo, ¢l  examen
precliminar del extracto con éter de petroleo que contenia como componente mayoritario, a
la partendlida; mostré actividad citotéxica a una concentracién de 2.3 pg/mL, la actividad
en el cultivo celular se definié como la DEss menor o igual a una dilucién de 20 pg/mL del

extracto “crudo” de la planta Magnolia grandiflora, ver tabla 4 y 5 [35].

inhibidor del factor de lranscnpcnén NF-xB,

Ademas la partenolida, es un potente
‘l:.vl actw:dad

lo cual se comprobé en un modelo fisiolégico para - cvaluar
antiinflamatoria {50]. Asi mismo sc¢ ha demostrado que interviene también en la lnhlblcxon
del polimorfismo nuclear de leucocitos (PMNL), esto es una mucstm de:la: achwd::d

farmacologica existente en el género 7anacerum [53).
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Tabla 4. Actividad Bioloégica de la partendlida.
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ACTIVIDAD BIOLOGICA REFERENCIA
Antitumoral. 4, 35-37
Alquilacidon sclectiva de grupos nucleofilicos (grupo sulfihidrilo) cn
enzimas de control en la divisién celular.
Citotéxica 4, 36
Inhibe el crecimiento celular de manera irreversible, tnmbu:n actiia
como ¢ > dependiendo de la racién p cen

lincas celulares

Antibacterial
Inhibe el crecimiento de Afyeobacterium tuberculosis y M. avium,

Herbicida
Como agente nlelopanco. actua sobrc el cr y ger
de plantas mono y dicotiled: la ger ion de

P
como QQrvbanche ssp. El efecto mhxbnono radica cn la presencia de
un grupo nucleofilico, en la lactona.

Antimigranioso
Inhibe la agregacion plaquetaria y la liberacién de scrotonina.

Antiulcerosa
Restaura los grupos —SH de la mucosa gastrica
Antiinflamatorio

Anticonceptivo
Efecto encontrado en ratas y ratones

Antiartritico
Inhibicién de polimorfismo nuclear ¢n leucocitos

Inhibiciéon del factor NF-kDB

Este factor esta involucrado en la respucsta  inmune y
antiinflamatoria v sc activa por factores proinflamatorios como
radiacion UV, oxidantes, lipopolisacaridos, etc.

36, 38, 54,56

50, 55

13, 21,36, 53-54, 58

59

57,59

57

57

53-54

19, 20-22

g
[N]
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4.4 Fi tes de Aisla
La partendlida sc ha encontrado en combinacién con otras lactonas sesquiterpénicas

como la tamaulipin-A [52}. A partir de 4. dumosa fucron aisladas Ias lactonas

sesquiterpénicas: coronopilina, ambrosiol, psilostaquina y partenolida [60]).

‘Tabla 5. Especies vegetales de las cuales ha sido aislada la partenolida

ESPECIE VEGETAL REFERENCIA
Tanucctum partenium 22
Chrysantenium partenium 406, 60, 61
Alagmolia glandiflora 47
Ambrosia confernflora 6l
Afichelia champaca 61
61, 62

Ambrosia dumosa

5. BIOTRANSFORMACIONES

5.1 Definicién

Cada cambio catalizado por enzimas especificas en una estructura quimica en
particular, o en si por un organismo viviente como pucden ser: microorganismos y cultivos
de células de tejido vegetales o animales, es denominado como biotransformacion [63].

El desarrollo de la ingenieria bioquimica y su incursién en dreas como la sintesis
organica permiten realizar transformaciones de sustratos exdgenos, empleando sistemas
biologicos, aprovechando su habilidad para asimilarlos y convertirlos, hoy en dia la sintesis
organica no tinicamente cuenta con las transformaciones quimicas para obtener derivados o
productos de interés, sino que los sistemas biolégicos (enzimas. ya scan inmovilizadas o no
y una amplia gama de microorganismos y los cultivos de células vegetales y animales)
proporcionan una herramienta sumamente valiosa para la transformacion de una gran
diversidad de sustratos, lo que representa ventajas impresionantes con respecto a los
métodos de obtencion convencionales: con una gran proyeccion a nivel industrial, ver
esquema 4 .

23
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Esquema S, Interacciéon de la ingenieria bioquimica con el desarrollo v aplicacion de un

proceso biolégico [6-1].

. ) Producto
Investigacion Producto Nuevo Comercial

Biolégica

Ingenieria bioquimica
Empleo de herramicntas
bioldgicas.
MICTOOTRANISMOS
i

enzimas
culuvos celulares

Estas rcacciones de¢ biotransformacién involucran el metabolismo y sistema
enzimatico, tanto de microorganismos como de cultivos celulares; la eleccion del sistema
biologico empleado para dicha transformacion, involucra la estructura del sustrato, el tipo
de reaccidén que es capaz de rcalizar el sistema biolégico, su disponibilidad y costo, asi

como las propiedades que se desca conferir al sustrato con la conversion.

La transformacion de los compuestos se da por la interaccion del sustrato con las
enzimas producidas del metabolismo secundario de los microorganismos o del cultivo
empleados en las biotransformaciones a

celular ( 1 o 1). Los microorg

industrial, son modificados antes de su emplco, para convertirse en especialistas

escala
metabdlicos capaces de producir especificamente y con un alto rendimiento metabolitos,
particulares. A fin dc obtener esta especializada capacidad metabélica las cepas pueden ser
modificadas por mutacion o por recombinacion. Las cepas industriales pueden desarroliarse
satisfactoriamente bajo las condiciones muy especializadas de 1a fermentacion, pero pueden
presentar propiedades pobres de crecimiento en medios ambientes competitivos naturales.
De tal forma, el empleo de herramientas biolégicas en campos en los cuales cominmente
no se acostumbraba, involucra un trabajo interdisciplinario, para e! desarrollo de nuevas

propucstas. como se ilustra en el esquema 6.
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Esquema 6. Factores que integran ¢l desarrollo y establecimiento de un proceso bioldgico
a escala industrial {64]
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5.2 Biotransformacioncs con microorganismos.

Los microorganismos ticnen la capacidad de modificar quimicamente una amplia
varicdad de compuestos organicos. Tales cambios son denominados transformaciones
microbianas o biotransformaciones. En estas reacciones cnzimiticas ¢l sustrato pucde ser
metabolizado. Las biotransformaciones pueden emplearse en procesos industriales y suclen
preferirse por sobre las sintesis quimica debido a que se llevan a cabo con:

» Especificidad del sustrato
Especificidad de sitio (regioespecificidad)
»~ Estercoespecificidad

> Condiciones de reaccion suaves
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Las reacciones microbianas mas importantes se enlistan en la rabla 6, agrupadas

desde el punto de vista quimico y el microorganismo capaz de llevarlas a cabo [65].

‘Tabla 6. Tipos de reacciones de biotransforinacion con microorganismos|65].

TIPO DE REACCION MICROORGANISMO

A. Oxidaciones

Hidroxilacion Bacillus subrilis

Psendomonas aleovorans

Epoxidacién

Ruptum oxidativa de btituy d i S idativa, Cunningh lia blak ATCC 9245
desmetilacion)

D dacié id. de las cad ! 1 Nocardia opaca

Ruptum oxidativa de anillos aromiticos Corynebacierium nov. sp. ATCC 15570

Oxidacion de h i Strepromyces sp.

B. Reducciones

Reduccién de rboxil Sa;:-c)namm;:ces cerevisiae
Reduccion de h i Streptomyces aureafacicns
Hid! i6n de dobles enl: c-c Clostridium Lal

C. Reacciones Hidroliticas

Hid ién de dobles ent c-Cc S. aureofaciens ATCC 10762
Hidrolisis de € acidos carboxili Mpycobacterium phlei
Hidrélisis de N-derivados Brevibacterium .

D Condensacionces
Fosforilaciéon §. griseus
N-Glicosilacion E. coli ATCC’ 10798

O- Glicosilacién Sporotrichum sulfurescens ATCC 7159

N-Acilacion Kluyvera citrophila

COo¥
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Hoy e¢n dia los microorganismos son utilizados como reactivos quimicos para la
preparacion de intermediarios clave, necesarios en sintesis orginica (por ejemplo, acido
6-aminopenicilanico por desacetilaciéon microbiana de penicilinas G y V, para el uso en la
icili isintéticas) o para la produccion econémica de productos

sintesis de las
finales, especialinente hormonas csteroidales; los microorganismos Rhizopus migricans v
Aspergillus ochraceus se utilizan comercialmente para la 1 la-hidroxilacion y Curvularia
C /i I, blakesl para la  l1f3-hidroxilacion de dichos

L3 'a

lunata  y

compuestos (66},

Los microorganismos sirven como fuente de enzimas para uso en sistemas analiticos
y las transformaciones microbianas juepan un papel importante en los estudios del

metabolismo que debe acompaiar a las evaluaciones clinicas de los fiirmacos.

Los modelos microbianos son utiles para predecir, y a veces neccsarios para
preparar, los. metabolitos derivados de los finmacos administrados a los animales y al

hombre [66].

S3E lco de i en tr [ i biolégicas y sintesis orgdnica

Las enzimas son catalizadores bioloégicos de naturaleza proteica, formadas por una o
varias cadenas polipeptidicas, capaces de desempefar o catalizar una gran cantidad de
procesos metabodlicos cn los seres vivos; sin embargo sus  caracteristicas, como
especificidad y las condiciones suaves para llevar a cabo su accion, las hacen factibles de

i is de algunos productos de interés comercial (industria de

ser pleadas en la

alimentos y farmacéutica).

En la conversién microbiana de compuestos organicos pueden ser utilizados

sistemas de esporas, cultivos cn  crecimiento, células en reposo, cnzimas, células

inmovilizadas o enzimas inmovilizadas [65].




12rte 1pE e Cont esquekto de Gerrnacano —

de b2 partcoclida — Laciona

Las enzimas exhiben muchas propiedades que dificren de las mostradas por los

catalizadores en peneral. Las tres propicdades miis importantes son:

> _Alto poder catalitico
Especificidad
Capacidad para regular su actividad mediante diversos compuestos de origen

v

Y

natural

Por lo tanto las enzimas, ticnen un gran potencial para ser usados como reactivos en
sintesis quimica, puesto que catalizan reacciones estereocspecificas rapidamente en
condiciones suaves y porque transforman un amplio rango de sustratos y dan lugar a pocos
o ningin subproducto. Las enzimas son mucho mas espccificas que los reactivos quimicos
correspondientes estando limitada su accién a moléculas cstructuralmente rclacionadas,
sicndo ademids mucho mas especificas de la reaccién, sea una isomerizacion, oxidacion,
ion 1quiera que pueda tener lugar.

transferencia o reaccion de cond

Las enzimas son reactivos quirales cstrictos, como catalizadores asimétricos acordes
da, Ia pureza &éptica de los productos de las

&

rica pr

con una estructura
reacciones cnzimdticas ©s una ventaja atractiva,
produccién de materiales dpticamente puros, y cuando aumenta la' demanda de nucvos y

especialmente cuando se exige la

mas sofisticados productos, como hormonas y esteroides [67].

Los procedimientos imiticos permiten que determinados sistemas puedan

sintetizarse con buen rendimiento y alto grado de purcza, no existicndo alternativas
paralelas para su obtencidn, aunque se hayan descrito procedimicntos quimicos para la

obtencion de hidroxilaciones en carbonos secundarios y terciarios. Algunas cnzimas
presentan especificidad casi absoluta por un determinado sustrato y no actian sobre
moléculas con estructura incluso similar. Otras sin embargo, no poseen csa especificidad y

son capaces de¢ actuar sobre un gran numero de moléculas que posecn caracteristicas

comunes [68]).
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Desde ¢! punto de vista de los procesos semisintéticos de productos naturales, uno
de los cambios en la estructura, es la introduccién de un grupo hidroxilado, ya que es un
grupo funcional muy versatil que abre una seric de posibilidades de reaccién en el carbono
sobre ¢l que esta situado y sobre la zona vecina de la molécula. En este caso los sistemas

enzimiticos involucrados son monooxigenasas, particularmente el citocromo #-450 [68].

Existen una gran varicdad de enzimas disponibles comercialmente que difieren en la

fuente bioldgica, actividad, purcza, forma fisica y caracteristicas tales como pH y

temperatura éptima [67].

Desventajas en el empleo de enzimas:

Son provistas por la naturaleza solo en una forma de éhantiomero.

v

> Requieren parametros especificos para que puedan llevar a cabo su funcién.

> Tienen una gran actividad catalitica” en’ agua, por lo que ¢l empleo de

solventes orgdnicos para la r i6n, puede mermar.su actividad.

% Necesitan de cofactores naturales para poder activar su funcién caaliticay a
1ites cuando se emplean en sintesis orgdnica,

do no se 1tran pro

5.3.1 Clasificacién dc enzimas

Entre los principales grupos de enzimas empleados en sintesis quimica estan:

> Hidrolasas (incluye lipasas)
> Liasas

. Transferasas

». Oxidoreductasas

>~ lsomerasas

> Ligasas
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Lipasas. Las lipasas (glicerol ester hidrolasas), cortan las grasas (esteres del glicerol) en di
o mono glicéridos ¥ acidos grasos. Son generalmente enzimas extracelulares. Los hongos
productores de lipasas incluyen dspersillus, Mucor, Rhuzopus, Pentcillium, Geotrichum y
las levaduras 7orulopsis v Candida. Entre las bacterias productoras de lipasas se

wran:  Fscud v. Achromobacier 'y Staphylococcus. De  estos organismos

solamente se utilizan comercialmente Aspergillus, Afucor, Rhzopus y Candida. Una

ite importante de las lipasas es en la sintesis de esteres a partir de

apli ion poter
acidos y alcoholes en medios no acuosos [65].

Tabla 7. Temperatura y pH 6ptimo de varias lipasas microbianas [65].

ORGANISMO pH OPTIMO TEMPERATURA
OFTIMA
Penicillium chrysogenum 6.2-6.8 37°C
Pseudomonas frag 7.0-7.2 32°C
Rhizopus delemar 5.6 3s°C
Aspergillus niger 56 3s°C
Penicillium roqueforti 8.0 37°C
Sraphylococcus aureus 8.5 4s5°C
Geotrichum candidum 8.2 37°C
Ach b lipolyti 7.0 37°C

Liasas. Actian introduciendo dobles enlaces C=C, C=N, C=0, etc. Por cj’e"mplo;' C=0,
aldolasas; mandelonitril liasa; C=C, aspartasa, fumarasa. De 255 enzimas identificadas de

cste tipo, se encuentran disponibles comercialmente solo 35.

Transferasas. Estas enzimas sc encargan de transferir grupos ester, anhidrido, péptidos,

gliceridos, etc. Las trar i y ci per a este tipo de cnzimas; son

empleadas en sintesis organica.

Oxidoreducrasas. Son capaces de convertir cetonas en alcoholes (reduccién), dobles

enlaces en enlaces sencillos, etc. Por ¢jemplo, oxigenasas, deshidrogenasas.

Aot

Bois
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] C=C, s iones cis-trans,

V£ asas. Reali T iones de isomerizacion,

etc.; como fructuosa isomerasa y glucosa isomerasa.

Ligasas. Favorecen la formacién de enlaces C-O, C-S, C-N y enlaces P-P. Son sumamente

importantes en los procesos que involucra la biologia molécular [65].

5.3.2 Inmovilizacién de enzimas

Considerando las propiedades de las enzimas es también importante examinar las

implicaciones de cualquier modificacién hecha en la estructura enzimatica [69].

La inmovilizacion se define como el proceso por el cual ¢l movimiento de las
enzimas, células, orginulos, etc. en el espacio se ve restringido total o parcialmente, dando
lugar a una forma de cnzima insoluble en agua. Las c¢nzimas inmovilizadas son enzimas
unidas, insolubilizadas, soportadas o ligndas a una matriz. En la industria sc usan
frecuentemente cnzimas o células inmovilizadas, ya que se pueden reutilizar, las células o
enzimas libres son muy dificiles de volver a utilizar o de emplearse en continuo, puesto que
ambos son demasiado pequefios para ser filrados, y su recuperaciéon mediante
centrifugacion es muy cara [67). La inmovilizacién esta dirigida a inducir cambios en cl
medio ambiente de la enzima y por lo tanto provoca cambios en las propiedades
observadas. El tipo y la magnitud de estos cambios depende de la enzima y del método de

inmovilizaciéon empleado [69].

La unién de una enzima a otra o a un portador debe tener lugar sin cambiar la
estructura tridimensional en el sitio activo de la molécula. Ni la especificidad de sustrato ni
la especificidad de la reaccion deben perderse como resultado, del proceso de
inmovilizacion. Los grupos funcionales presentes sobre la molécula de la enzima que son
adecuados para realizar la inmovilizacién son los grupos a,B y y-carboxilo, los grupos a y
B-amino y los grupos fenilo, hidroxilo, sulfihidrilo o imidazol de los aminoacidos

correspondientes. Los grupos utilizados no deben ser criticos para la actividad de la enzima

[65].
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5.3.3 Métodos de inmovilizacién de enzimas

Los principales métodos de inmovilizacion dec e¢nzimas son: adsorcion, union

covalente, microcncapsulacion, reticulaciéon y entrecruzamicnto, ver figrura 3, [69].

Figura 5. Métodos comunes en inmovilizacion de enzimas.
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LLas enzimas pueden ser adsorbidas sobre la superficie de un soporte. Este proceso
resulta de interacciones fisicas mas que quimicas (efectos de carga ¢ interacciones

hidrofébicas) v la flexibilidad de este tipo de immovilizacion reduce al minimo las
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posibilidades de distorsién estructural de la cnzima. Sé: considera que. la adsorcién es

analoga a lo que ocurre en las cnzimas unidas a membranas “in vivo ", este ¢s un proceso

reversible [69].

La unién covalente de cnzimas solubles a un soporte insoluble es ¢l método mas
comiin para la inmowilizacidon de enzimas habiéndose - utilizado ‘una. amplia ‘gama de
técnicas y soportes para este proposito. Aunque parte ‘de la’ actividad puede . perderse

durante ¢l proccso de acoplamiento [69].

Como una alternativa a la unién de la enzima a un soporte se puede adoptar un
método de atrapamicnto. En este caso la enzima pernmanece cn un. estado sin modificar,
pero es atrapada en una gotita de disolvente dentro de ‘una matriz polimérica. Para la
encapsulacién se lleva a cabo una aproximacién mas controlada y la enzima es atrapada en

pequenas cipsulas [69].

Cuando una enzima cs inmovilizada la actividad de la preparacién es siempre
diferente a la de la forma natural. Las razones para cllo son muchas pero es posible
identificar las tres principales influencias: efectos conformacionales, de particién y
difusionales. La inmovilizacién puede perturbaciones ecstructurales en la proteina,

reduciéndola eficacia catalitica de la enzima, también se reduce ¢l acceso del reactivo al
centro activo de la enzima, ambos fenomenos se clasifican como conformacionales. Los
efectos de particion ocurren cuando las concentraciones de reactivo o de otros compuestos
relacionados con la actividad dc la enzima, pueden ser diferentes en la superficie del
soporte matriz de las observadas en el grueso de la solucidn; estos efectos pucden surgir por

interacciones clectrostaticas o hidrofobicas [69].

Los cfcctos difusidnales o de transferencia de masa pueden ser de dos tipos,
intemos o externos. La resistencia exterma proviene de la presencia de una pelicula de
liquido inmovil alrededor de la enzima inmovilizada, la resistencia interna a la transferencia

de masa surge cuando las enzimas quedan atrapadas en polimeros [69].
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5.4 Biotransformaciones con cultivos celulares de plantas

Los sistemas enzimaticos de los cullivos celulares son los que desencadenan y

llevan a cabo las biotransformaciones cuando se les adiciona un sustrato exégeno [63].

El potencial bioquimico de cultivos celulnres de plantas para producir metabolitos

secundarios como farmacos, flavonoides, plgmcmos Y agroqulmu:os es de gran interés en

conjunto con otras técnicas biotccnolégicas [70]

Esto se evidencia por la habilidad de Iransf‘ormar sustnuos e é;,cnos cspccﬂ'cos

administrados a cultivos celulares; en donde el cultlvo es cmplcado como un bio aclor. La

investigacion sobre estos cultivos csta enfocada’a’ su hablhdad de: biotransformar. sustmlos

exdgenos [70]).

producto de procesos de transformacién calabohcos

biosintético de una célula [63].

El tipo de reaccidn, estereospecifi ctdad
involucra la biotransformacién con cul(wos celularcsv

tipos de reacciones [70].

> Hidroxilacién

> Oxido-reduccién de alcoholes y cctonas
> Reduccién de dobles enlaces C=C -

> Conjugacion de glucdsidos

Hidrélisis

La introduccién regio y estcrcdsclcctiva de funciones oxigenadas 'én varias
posiciones de la molécula es una de las categorias mas importantes de‘!as reacciones de
biotransformacion de sustratos exdgenos [70). ya que es una herramienta de gran utilidad
para la sintesis de determinados compuestos hidroxilados que por via quimica involuera
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lo que representa una gencralidad de las

mas pasos o simplemente resulta mas dificil;

reacciones de biotransformacion con respecto a la sintesis organica.

Otro caso es ¢l de las reacciones de hidrélisis, este tipo de reacciones es importante
ion de las racémi de >s. Muchos

por que puede ser empleada para ta resol
otros tipos de biotransformacion han sido informados como es ¢l caso de las reacciones de

isomerizacion, cpoxidacion, degradacion y deshidrogenacion. [70].

Los tipos de reaccion y la estercoquimica en la biotransformacién dependen de los

grupos funcionales del sustrato adicionado y de Ia estructura en la cercania del grupo

funcional.

En este tipo de reacciones de biotransformacion la concentracion del producto final
es comunmente el resultado de la actividad sintética y metabdlica de la célula asi como det
grado de diferenciacién y de la edad del cultivo celular. Por cjemplo, en un cultivo de
suspension de Nicotiana sylvetris, la maxima actividad de glicosil-transferasa ocurre varias

horas después del punto miximo de sintesis de proteina [63].

5.4.1 Cultivos de células de pl i ilizados [70]

Los cultivos ‘de células también pueden emplearse inmovilizados,. lo quc provee

ventajas para la biotransformacién de sustratos exdgenos, ya que:

> Las células favorccen la resistencia por lo que se disminuyen el dafio.por

inmovilizacion,

> Las células inmovilizadas pueden ser usadas varias veces por un pcnodo
prolongado. -

> Se consiguen altas concentraciones de biomasa, por lo tanto sc' obticnen

altos rendimientos en la conversion de sustratos.
% El método facilita ¢l recobro de la masa celutar y de los productos.

» Es posible un tratamicnto quimico secuencial.

TESIS CO




Tabla 8. Reacciones de biotransformacién realizadas por cultivos celulares de plantas

SUSTRATO PRODUCTO TIPODEREACCION ~ ESPECIEDEPLANTA CULTIVO  REF.
CELULAR
(3R)-Linalo! (3R)-8-hidroxilinalol Hidroxilacién Nicotiana tabacum SCe 70
Digitoxig 5-p-hidroxidigitoxigenina Hidroxilacién Daucus carota aQ 63,70
Ciclopentanol Ciclop Redox Nicotiana tabacum 5Ce b
I-feniletanol Acetofenona Oxidacién de OH Spirodela oligorthiza SC 0
Geraniol Gerianal Oxidacién de OH Glycine max SCe 63,70
Codeinona = -~ Codelma~ <+ 7 Reduccibnde C=0 Papaver somniferum e )
w Beﬁmldehido -+ Alcohol beneilico o Reduccién de C=0 Lavandula angustifolia sc 63,70
: Pulegona o : N@mﬁtbl s o Reduccidn deC=CyC=0  Menthasp (40 63,70
Geraniol " ; Acemfo de?éﬁnil " Estenficacion Citrus sp. SCe 63,70
Quercetin "Qﬁeréﬁihpd-:o- glgwsidoE: : 'Glim'ibdac'i‘én - Cannabis sativa sc 6,70
Geraniol Nerol ' Isomerizacién Glycine max SCe 63,70
8-aceloxi-p-ment-l-eno 8-acetoxi-2-epoxi4-p-mentano  Epoxidacion Nicotiana Tabacum sC¢ 70
Dafnetina(?8-0H-  7-0H,8-metoxi cumarina Metitacién Nicotiana iabacum sc* 63,70
cumarina)

*5C denota que se empleo una suspension de células para la biotransformacién y 1 célules inmovilizadas.
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5.4.2 Proyeccién de las biotransformaciones con cultivos celulares de plantas

Algunas biotransfonmaciones in vitro ya esta aplicandose a escala industrial; por
cjemplo |a papaina aislada principalmente de Carica papaya. es inmovilizada sobre cuentas
de vidrio poroso en un compartimiento celular de litex, y se emplea en ¢l proceso de
clarificacion de cerveza. Otras enzimas aisladas de especies vegcetales sc enlistan en la
1abla 9 [63].

‘Tabla 9. Ejemplos de enzimas aisladas de diferentes plantas, empleadas en biotecnologia o
en transformaciones biologicas i1 vitro.

ENZ.IMA PLANTA EMPLEO
Papaina Carica papayva Eliminar la turbidez en la cerveza
Bromelina Ananas comosus Se une a amidas y esteres de leucina y glicina como sustituto
Ficina Ficus lami-folia para la pepsina y tnpsina: agente ablandador de came,; empleada
Ficus glabrata contra la tromboflebitis
B-amilasa Glvcine max Producciéon de maltosa pura para infusiones, soluciones y uso
comestible

Las células de plantas tienen un crecimiento lento comparado con el de los
microorganismo (por cjemplo, las bacterias); sin embargo sc ha encontrado que son
igualmente ecficientes para transformar moléculas, y capaces de cmplear los sustratos
exégenos que les son adicionados, dependiendo de la estructura de dicha sustancia: asi
como de la especie empleada en ¢l cultivo celular. La especie Nicotiana tabacum (1abaco)
es capaz de llevar a cabo una gran gama de transformaciones entre las cuales se encuentran:

reacciones de hidroxilacion, glicosilacion, oxido-reduccion y metilacion [70].

Sc¢ considera que las biotransformaciones con cultivos celulares de plantas
a importantc para la modificacion estructural de compuestos,

repr una herra
para obtener moléculas con propiedades qtiles, va sea de aplicacion en el drea
farmaccéutica, agroquimica, de alimentos o simplemente como intermediarios en sintesis

organica [70].
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5.S Biotransformacién en Lactonas Sesquiterpénicas

En la literatura sc han descrito transformaciones quimi enzi ylo

microbianas sobre lactonas sesquiterpénicas. Las lactonas sesquitérpenicas se forman por la
oxidaciéon de la ‘“cabeza™ del grupo metilo del famesol hasta acido carboxilico y por
hidroxitacién enzimatica en los carbonos C-6 y C-8, resultando finalmente en la formacion

de la lactona mediaate una reaccion de sustitucion nucleofilica en C sp?, para generar las

sesquiterpenlactonas cerradas en el C-6 y C-8 [71].

Para llevar a cabo la transformacion quimica, enzimaitica y rm'crobio!égica de la
a-santonina hacia analogos de la sivandlida y yomogina, mediante _transformaciones
quimicas, enzimaticas y microbiologicas [72-74], se realizé la hidrogenacién catalitica de la
a-santonina (6) obteniendo una mezcla de hexahidro derivados 13 (62%), 14 (26%) y 15
(10%), los cuales fueron aislados de manera secuencial como los correspondientes
derivados acetilados, obtenidos de la transformacién cnzimdtica sclectiva por medio de
lipasas® [72]. En el esquema 7, se muestra el principio de transformacion de esterhidrolasas.

Esquema 7. Principio de transformacidn de las esterhidrolasas

o -R OH %4 +Nu-H 2
+ engma-H —— —— /u\
YROH “Ru-11 R Nu

R OR K enzima

enzima-H

El tratamiento de 13, 14 y 15 con PPL o MML (5/1) por 72 horas produjo la
acetilacion completa de 1S, Mieatras que la recuperacion de 13 y 14 por métodos
cromatograficos, seguido del wratamiento con CAL cn acetato de vinilo, después de
24 horas, produjo ¢l compuesto 17, La dificultad experimental que se encontré para separar

y purificar los hexahidroderivados y sus acetilados correspondientes, por métodos

® Los tres tipos de enzimas (upasas) empleadas fueron: CAL, MML, PPL.
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cromatograficos, llevé a proponer una acetilacion sclectiva por medio del empleo de
enzimas, esquema 8,

Observindose que las enzimas PPL y MML cn este tipo de sustrato muestran una
preferencia hacia la acetilacion en las 3-hidroxi-sesquiterpendlidas con conformacion de la
cis-decalina, mientras que CAL muestra una gran sclectividad hacia los productos con
disposicion H,-5  (trans-decalina) o Hp-5 (cis-decalina). pero  siempre con  una
configuracion Hp-4 [72].

Esquema 8. Hidrogenacion catalitica de (6) y transformacion sclectiva con lipasas

H/PUC
4 atm eenett
[s]
6 13) R= p-OH. Ry= a-H. Rs= B-CH,
14) R= p.OH, R;= a-H. Ry~ a-CH,
15) R= a-OH, Ry~ B-H, Ry~ a-CH,
CAL (6/1) 134+ 16+ 17
PPL 6 MML (5/1) . : 4 .
72 homs i} =
: J' : “ CAL (6/1)
13+ 14
24 horas

Acor” -
o

16 (100%)
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La 3B-hidroxi-da-Sa-7a-11B-H-cudesman-6a-12-plida (13), fue tratada con
LiAlIH,, para obtener el triol (18), que despuds se acetild mediante Ac:O/Py para obtener ¢l
derivado triacetilado (19). La desacetilacion enzimadtica regioselectiva fue probada en
diferentes disolventes (MeOH, acetonitrilo, dioxano) obteniéndose un mayor rendimiento
(95%) del 3,6 diacetoxi derivado (20) empleando CAL como cnzima, n-butanol como

nucledfilo y acetonitrilo como disolvente, como se muestra en el esquema 9 [72].

Esquema 9. Transformaciones quimi yd ilacién enzimatica de (19) con CAL

LIAIM/TUHE

o™~

—
T

o

«4—SCAL/n-BuOH

CHLCN

La i bacion de Rhizof nigricans con el sustrato, [3B.6a-diacetoxi-12-hidroxi-

da,5a,7a,1 13-H-eudesmano (20)], por 11 dias generd los productos 21 (15%), 22 (20%),
23 (15%) y 24 (20%3), y el producto de partida (20%). En ¢l esquema 10 sc ilustra dicha
transformacion, donde s¢ observa que la accion de este microorganismo consistié cn la

hidroxilacion de los C-3, C-8 y C-9; asi como la desaccetilacién del C-3 [72]).

TESIS CON
FALLA DE GRIGEN
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Con la incubacion del 33,6ax-diacetoxi-12-hidroxi-da, 5, 7a,1 1 3-H-cudesmano (20)
con Gliocadium roseum por 11 dias, se obtuvo el triol 18 (19), 25 y 85% del producto de
partida, como se ilustra en el esquema 11 esto indica que este hongo dirige la accion hacia

1a desacetilacion en C-3 (28), 6 en C-3 y C-6, producto 18.

Esquema 10, Biotransformacion de (20) con R. migricans

Por otro lado, la incubacién de 3B,12-diacetoxi-cis-6-decalona con Rhizopus
mgricans y Gliocadium rosceum dio bajo rendimientos en productos. Por lo tanto se puede
concluir que los 5B3-H-eudesmanos no son sustratos apropiados pam ser incubados con este

tipo de hongos {72].

El producto 38.6a-diacctoxi-8c,l2-dihidroxi-4a,5ce, 7,1 | B3-H-eudesmano  (24)
obtenido de la hidroxilacion con Rhizopus nigricans del 3B,6a~diacctoxi-12-hidroxi-4a-
Sa-7a,11B-H  cudesmano  (20); fue oxidado <con TPAP/NMO para obtener

3p.6a-~diacetoxi-4x,Sa, 70,1 1 B-H-eudesman-8a,12-0lida  (26). como resultado de la
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oxidacion del grupo hidroxilo del C-12 y el cierre del anillo mediante una lactonizacion

hacia C-8, esquema 12 (72].

Esquema 11. Biotransformacion de (20) con (G, roseum

Aci

La estructura 26 es analoga de las 8,12-cudesmandlidas naturales, como la
vomogina aislada de Arenusia y la sivasindlida a panir de 7anacewim. De aqui la
necesidad de preparar nuevos sustratos que puedan ser hidroxilados en ¢l C-8 por Rhizopus

nigricans e incrementar el rendimiento de 1a hidroxilacién en dicho atomo de carbono {72].
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En el esquema /3, muestran los productos obtecnidos de la incubacion del
6f3-acetoxi-1f,4B-dihidroxicudesmano (27) con Rhizopus migricans por 7 dias, de donde se
aisldo una mezcla de productos (57 %), de la cual se obtuvo (28) (70% dec la mezcla), (29)
(30% dc la mezcla) ¥ el material de partida (27) (21%). Observandose que Rhizopus

migricans oxida el C-1 ¢ hidroxila la posicion C-11.

Esquema 13, Biotransformacion de (27) con K. mugricans

7 dias/ 28°C
150 rpm

CrOvH,SO,

R nigricans
7 dias/ 28°C
150 rpm

OAc

30

La presencia del grupo acetoxi en el C-6, aparentemente ¢s un requisito necesario
para que Rlucopus mgricans actué en este tipo de sustancias, ya que el derivado no
acctilado del compuesto (27), fue recuperado después de siete dias de incubacion con dicho

hongo [75].
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Para incrementar ¢l rendimiento del compuesto (28) hidroxilado en el C-11, se
incubd el producto (30) con Riuzopus nigricans, después de tres dias se aislaron los
compuestos (28), (72%) y el compuesto (31), este ultimo muestra hidroxilacion en el C-S,
dicho compuesto pucde ser usado como sustrato de partida para la sintesis de lactonas

cerradas en C-8 {75].

El cpimero en C-4 (32) del compuesto 27, fue biotransformado con buen resultado
después de sicte dias de incubacién con R. nigricans para dar ¢l derivado hidroxilado 33, en

cl C-11 (18%), ver esquema 14 (75].

Esquema 14, Biotransformacion de (32) con K. niggricans

OH o

R. nigricans
—»
7 dias/ 28°C / 150 tpm

& 5 o
HO OAc HO OAc

32 33

La incubacion de (34), con Rhizopus nigricans por tres dias, produjo una cantidad
minima del producto de partida (17%), y tres productos adicionales (35) (55%). (36) (5%)
15, se an las transformaciones

¥ (37) (14%), que fueron aislados. En el q
quimicas y bioldgicas para el 6B-acctoxi-13.4B-dihidroxieudesmano (27).

De este esquema, se puede concluir que la accidn de Rhizopus nigricans sobre este

tipo de compuestos, resulta en: desacctilacion en C-1 en Jos compuestos 35, 36 v 37, ¢

hidroxilacion en C-7 y C-11, ver compuestos 36 y 37 [75].
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Esquema 15, Transformaciones quimicas y biologicas de (27)

ol

ne? “reon
1) KOHNeOL/H 0

40
") CrO/H R migricans

ng o o

on
!

1) KOH/MeOH/MH,0O

e

o

OAc a1 39

37

e’ oH

l.a incubacion del compuesto (38) [1,6-diceto derivado] con R. mgzricans durante
4 dias, produjo el compuesto (39) (32%), hidroxilado en C-11

; ademas ¢l compucsto (40)
(83%) hidroxilado en el C-11 y reducido en el C-

para dar el alcohol con configumcion
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absoluta (8). Para transformar los derivados 11-hidroxilados en 12-hidroxilados. se cmplco
¢! sustrato (28), ¢l cual fue deshidratado con DMAP/MsCI para dar el compuesto (42), cl
cual mediante una hidroboracidn con 9-BBN/THF, seguido de una oxidacion, permitio la
abtencién de los 6p-cudesmandlidas {75). Este tipo de lactonas son escasas en la
naturaleza. de ahi que se ha informmado de algunos métodos parciales de sintesis, como las
que se describen en ¢l esquema 16, para la 11-R-6-¢pi-dendroserina (43) y la 11-8-6-¢pi-

dendroscrina ($4) {75].

Esquema 16. Métodos parciales de sintesis para (43) y (44)

o

DMAP/MsCI
AT -

1) 9-BBN/THF
2) RuH(Ph,P),

28

!

En cl ¢squema 17, se muestran las conclusiones obtenidas por Garcia Granados
bienid

{75]. donde las 6B,12-cudesmandlidas son cfici e a través de la

biotransformacion con R. migricans a partir de los 11-hidroxiderivados, que por la

hidroxilacién del C-12 con C. lunata. Este procedimiento constituye un método viable para

obtencr 6f3,12-sesquiterpendlidas de sesquiterpenos hidroxilados en el C-6.
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Esquema 17, Obtencion de 6B,12-cudesmandlidas por medio de ransformaciones

quimicas y bioldgicas

ol
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Por otro lado, se ha informado de Ila biotransformacion de cudesmanos
1.6-difuncionalizados en cultivos de C. Junata para obtener 1I{R) y 11(8)-68,12~
hidroxieudesmandlidas, las cuales fueron oxidadas con RuH(PhaP); para dar 11(R) y
11(S)-6b-eudesmandlidas. Para lo cual se incubd el 6B-acetoxi-13,4B-dihidroxieudesmano
(27) con Curvilaria lunara por 12 dias. obteniéndose una mezcla de metabolitos polares
(23%). los cuales fueron acetilados, separados por cromatografia ¢ hidrolizados, como se
indica en el esquema 18. La oxidacién selectiva con RuH2(PhiP)s produjo la lactona 49

(43%) y S0 (41%), respectivamente de (47) y (48) [76].

Esqucema (8. Transfonmaciones quimicas y bioldgicas de (27)

(e 1}

HO

OAc
27

1) Curvularia lunata
2) Ac20/Py
3) KOH/McOH
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El producto S1, que fue incubado con Curvularia lunata por 12 dias, para obtener
79% del compucesto 51 y (2%) de un metabolito mas polar §2, el cual muestra una nueva
hidroxilacion en ¢l C-2; asi como también una mezcla de productos, que después de acetilar
se separaron en 53 (55%), 54 (24%) y S5 (21%), dichos compuestos son producto de la

hidroxilacién en ¢l C-11 y C-12 por pante de C. lunata, ver esquema 19 [76].

El producto 56 se incubd por 12 dias con Curvularia lunara, de donde se aislo §6
(43%) y 57 (429%) y una mezcla de compuestos muy polares (10%). De la acetilacién de la
misma mezcla se obtuvo 58 (51%) y 59 (49%) [76].

Esquema 19. Biotransformacion de (5§1) con C. lunata

HO OH [———

Curvulara lunata
12 dias

o

V) C. lunata
2) Ac;O/Py.

no - OH

49
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La reduccion microbiana de un grupo carbonilo normalmente produce alcoholes con
configuracion (&) [764]; asi también la reduccidon de un grupo ccto similar presente cn
eudesmanolidas y eudesmanos genera alcoholes con configuracion (&), los cuales son

dificiles de obtener por via quimica [76, 765h].

Esquema 20, Transfonnacion quimica y biologica de (27) por (. funata

o

uo OAc

Reactivo de Jones

L) C. lunata
2) AczO/Py

A
l 3) ROTUMcOH

Ycu,o,\c

HO : Ot

l.a saponificacion de §8 y 59 da 60 y 61 respectivamente, ver fitura 6. Estas

sustancias (59 y 60) tucron comparadas con los 12-hidroxiderivados (47 y 48) obtcnidos de
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la incubacidén de (27), encontrandose que 60 es un epimero de 47 y 61 de 48, la
configuracion en el C-11 s (R) para 47 y (S) para 48, ver figura 6, dicha determinacion fue
confimmada por la formacion de las lactonas respectivas por medio de la oxidacién con

RuH2(PhyP), [76].

CH0H

Figura 6

Por otro lado, la incubacion del sustrato 62, por 4 dias con Curvularia lunata,
produjo 63 (1a,4p-dihidroxicudesman-6-ona, 28%), 64 (4B,12-dihidroxicudesman-11(R)-
ano-1.6-ona, 32%) y 65 ( la,12-diacetoxi-4B-hidroxicudesman-1 1(&)-ano-6-ona, 11%). El
compuesto 63 fue cl resultado de la reduccion regio y estercoselectiva del grupo ceto en
C-1 del substrato 62, esq 21, mi as el compuesto 64 fue el resultado de la

hidroxilacion en el C-12 del substrato 62; 65 sc aisldé después de la reaccién de acetilacién

(76].

Los d4a-hidroxi andlogos fueron incubados con Curvularia lunata; encontrandose
que este microorganismo es capaz de hidroxilar ¢l C-12; después la incubacién del sustrato

66 con Curvularia lunata por 14 dias, permitio recuperar a la materia prima intacta [76].

En el esquema 22, se muestra la transformacién quimica de 66 y la transformacion
microbiolégica del sustrato 67, con Curvularia lunata por 5 dias, para dar ¢l producto 68
(64%%). El resultado mas importante de’ este’ proceso fue que ¢l metabolito 68 (64%)

presento un grupo hidroxilo en el C-1 con configuracion (S) [76]).
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Esquema 2 1. Biotransformacion de (62) con (. lunata

a;: Curvularia tunata/4 dias

Esquema 22, Transformacién quimica y biologica de (67)

o
l)LlAlHﬂ‘HF
- Z¥Reachivo de Jones ™ R
o HO™
o

66 67

Curvulana lunata + S dias

OH

HO"
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En general se encontré que los substratos 4B-hidroxilados fueron transformados a
los 12-hidroxiderivados. Los substratos con un sustituyente ceto en ¢l C-6 fueron mas
eficientes, aunque mas sclectivos en la obtencién de los compuestos 12-hidroxilados con 1a
configuracion 1 1-2. Entonces, de todos esos substratos (62), ¢s posible obtener 6B-lactonas
ya que presenta dos grupos ccto, cn el C-1 y C-6, siendo ¢l sustrato mds optimo para

biotransformar [76].

6. ENSAYOS BIOLOGICOS

6.1 Definicion

En algunos casos cuando se esta estudiando una especic vegetal, para facilitar la
localizacién de alguna actividad bioldgica, ¢l estudio se hace biodirigido’ [77.78]. Los
meétodos de seguimicnto incluyen ensayos bioldgicos puesto que se busca una determinada
respuesta frente a diversos organismos de prucba, ver tabla 10, 1o que puede dar indicios de
una actividad especifica que sc investigara posteriormente. Es recomendable que estos

métodos sean ripidos, seguros, baratos y convenientes (77-79}.

‘Tabla 10. Ensayos bioldgicos empleados en la investigacion biodinigida.

ENSAYOS BIOLOGICOS

ACTIVIDAD BLANCO
Antibacterial Bacterias o (Sraphyl aurcus, IZscherichia coli)
Antifungica Hongos y I d patod (Candid. 1bi
Aspergillus ssp.)
Toxicidad Artemia salina L. (camarén de mar)
Antitumonrl Células de papa (Solanum tuberostim)
(Ensayo con discos de papa)
Insecticida Sprod ssp. (] fi Epitach warivesns
jo de haba )
Larvicida Aedes expvptii (mosquito vector de la ficbre amarilla)
Moluscocida Caracol transmisor de In esquistosomiasis

(Bromphalaria glabrara)

7 Un estudio biedingido tiene como fin segwir la actividad biolégica d el i i de
La acuvidad biologica a través de un ensayo permite la i ion o ia de un
matertal vugetal o sustancia puma de acuerdo con la dosis empleada (77)
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6.1.1 Determinacién de Ia actividad antimicrobiana (Ensayo microbiolégico)

Los métodos para determinar la actividad antimicrobiana son varios y s¢ emplcan
de acuerdo a su sensibilidad, Ia facilidad y rapidez que involucran. Los métodos empleados
para determinar la actividad antimicrobiana de extractos o productos puros aislados de

plantas son:

» Maétodo de difusion

> Método de dilucion

> Método autobiografico
Método de difusion. En este método se puede determinar la actividad antimicrobiana
empleando dos diferentes ensayos de difusion, uno que involucra cilindros llenos con una
solucidn de concentracién conocida de la sustancia problema, colocados sobre la superficie
de agar (solidificado) en la cual se incorporo previamente una suspension de
microorganismos (antes de que el agar solidifique, teniendo la precaucién de afiadir dicha
suspensién a una temperatura no extremosa para evitar que el microorganismo muera por
este motivo) determinando después del tiempo de incubacion, €l diametro de los halos de
inhibicién del crecimiento microbiano, para determinar la Concentracién Minima
Inhibitoria (MIC).

El otro método sc realiza con discos de papel impregnados de la solucién de la
sustancia problema de concentracién conocida, de la misma forma que en el ensayo anterior
sc mide ¢l diametro de los halos de inhibicion; el agar en el cual se colocan los discos sc
prepara de la misma forma que para el ensayo de cilindros [80,81). Ambos métodos se
fundamentan en la ley de difusion de Fick. Se recomienda su empleo cuando la sustancia
problema e¢s muy soluble en agua, por lo que no es aceptable en casos de aceites esenciales

o extractos no polares [82].

Método de dilucién. El método de dilucion es mas. exacto que el de difusidon, para
determinar la prueba de susceptibilidad a antibiéticos, sin embargo el procedimiento ¢s

54




Lransornacssn utnnca 3 Bokigica de ba partenclida — Iactor Jusstesppenina con exyqucketo de CCormacning —.

tedioso, por lo que es menos usado que el anterior {83]. La técnica de dilucién incluye un
medio liquido y un medio sélido, ambos se basan en la dispersion homogénca de la muestra
en un medio de cultivo [82]. Este método cs el mas recomendado para la determinacion de
la Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC) de una muestra pura y la Concentracion
Minima Bactericida (MCB). En cste método la turbidez es tomada como un indicador del
crecimiento bacteriano [B4]. Se sugicre su empleo cuando la sustancia a probar no difunde
facilmente en el agar por lo que puede ser incorporada directamente al medio de cultivo. La
ventajn de este método es que se pucden sembrar hasta seis microorganismos diferentes en

una misma caja [82].

Método bioautobiogrifico. Se basa en los efectos biologicos de las sustancias, que se
detectan en  cromatogramas. Las sustancias mds comunmente detectadas .por. la
bioautografia son los antibidticos [85). Con este mdétodo se han detectado substancias
toxicas a partir de hongos [86], asi como de Erwinia carotovora y . herbicola [87].

En estc método se localiza la actividad antibacteriana en un cromatograma. Casi
todos los métodos se basan en cl proceso de difusion en agar, en el cual los compuestos
antibacteriales difunden de la superficie de la capa cromatogrifica, hacia la superficie -del
agar previamente inoculado, después se visualizan las zonas de inhibicién [88].
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Actualmente existe en la literatura especializada una descripcién muy limitada
acerca del conocimiento sobre ¢l comportamiento de los sistemas biologicos —enzimas,
microorganismos, cultivos de tejido celular— en funcién de la cstructuravdcl sustrato.
Ademas, el conocimicnto que sc tiche sobre la biotransformacién de las lactonas

scsquiterpénicas —terpenoides— con hongos filamentosos ¢s. muy c¢scaso, a pesar de

existir di iada infor iébn con respecto a su

islamiento, caracterizacién y en algunos

casos a sus propicdades biolégicas. Con basec en lo anterior, el presente proyecto tiene

como finalidad obtener y caracterizar los derivados quimicos de la partenélida por medio

de transformaciones quimicas y bioldgicas, para poder luar su pc ial como ag

antimicrobianos y antitumorales.
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1. OBJETIVO GENERAL
Obtencisn y vaitincidn biolééica —actividad antimicrobiana y antitumoral— de la

partendlida’y ‘de su ‘p'i'bldu’c’lbs de’ transformacion quimica y biologica (Aspergillus niger,

Aspergillus bcliraceuk‘Bauvurlb bassiana y cultivo de tejido de zanahoria).

1.1 Objctivos Especificos

1.1.1 Realizar la mvesm,acnén bibliografica sobre blotransformacloncs enznmallcas ¥ con
microorganismos de Lactonas Sesquiterpénicas. .. :

1.1.2 Realizar la investigacién bibliogrifica .. sobre la cxtraccion, — aislamiento  y
caracterizacion de la partenélida.

1.1.3 Reali la investig: bibliografica sobre la determinacion de las propiedades
bioloégicas de la partendlida.

1.1.4 Realizar las biotransformaciones de la partcnollda con _hongos filamentosos,
(Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus.y b‘auverla bacs-tana) y.cultivo de tejido
de zanahoria

1.1.5 Aislar, caracterizar ¢ identificar los productos obtcmdos dc la bxotransformacxén de
la partendlida.

1.1.6 Obtencidn de algunos derivados de Ia partcnéhda por mcdlo de transfonnacnones

quimicas. : .

1.1.7 Aislar, caracterizar e ldcnufcar los productos obtcmdos dc la Lmnsformncnén
quimica de la partendlida. g

1.1.8 Evaluacién de la Actividad Anumlcrobmna de los dcnvndos ma)onlnrlos obtenidos
enelpunto1.1.4 y 1.1.6 .

1.1.9 Evaluacién de la Actividad Anutumoml" de los dcnvados mayoritarios obtenidos cn
elpunto 1.1.4 y 1.1.6 g

1.1.10 Discusion de los resultados obtenidos de dicho proyecto.

t io L.-324 de Biologia Celular y Molecular det

* La Actividad Anti 1 fue d inada en el L
Cancer. FES Zaragoza, Caiupus Il UNAM.
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Las lactonas sesquiterpénicas representan un grupo de productos naturales muy
importantes debido a su amplia gama de propicdades biologicas que presentan, las cuales

estan relacionadas con su estructura molecular.

Entonces, ¢l presente proyecto se proponc obtener y caracterizar los productos
quimicos derivados de la transformacion quimica y bioldgica de la partendlida (Aspergillus
niger, Aspergillus ochraceus Bauveria bassiana y cultivo de tejido de zanahoria); con la

finalidad de evaluar su potencial como posibles agentes antimicrobianos y antitumorales.
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1. Material para las Transformaciones con Microorganismos

Material de vidrio

Probeta 100, 1000 mL

Pipetas graduadas 5, 10, 20 mL.

Tubos de ensaye con tapon de rosca 13x100, 18x150
Cajas Petri

Varilla de vidrio

Pipetas Pasteur

Sustancias

Partendélida

Medio de cultivo Agar Soya Tripticaseina (AST)
Mediode cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA)
Medio de cultivo Caldo Soya Tripticaseina (CST)

Material biolégico
Aspersallus miger A71CC 16404
Riuzopus migricans ATCC
Bauveria basstana ATCC
Cultivo de tejido de zanahoria

Disolventes
Clorofonno grado analitico (Merck)
Etanol®, grado técnico (Merck)

Equipo

Rotavapor (Buchi B-481)

Balanza Analitica (Ainsworth 100 A)

Balaza semianalitica (OHAUSE 400)

Autoclave (Hirayama)

Fermentador (Orbital shaker, Forma Scientific, modelo 4518)

2. Material para la transformacioén con el cultivo dec zanahoria

Material de vidrio

Probeta 100, 1000 il

Pipetas graduadas 5, 10, 20 mL
Pipctas graduadas 5, 10, 20 mL
Probeta 10 mL

Mortero con pistilo

di destilacion f d

“ El disolvente fue purificado
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Sustancias
Partendlida

Matcrial biolégico
Cultivo de tejido de zanahoria

Disolventes
Cloroformo, grado analitico (Merck)
Agua destilada

Equipo

Rotavapor (Buchi B-481)

Balanza Analitica (Ainsworth 100 A)
Balaza semianalitica (OHAUSE 400)
Autoclave (Hirayama)

Fermentador (Orbital Shaker, Forma Scientific, modelo 4518)

3. Material para Transformacién Quimica de la partenolida

Apertura de cpéxido cn medio acido con HClO4/acctona, APTS/AcOEt y cn medio

basico KOH/McOH-1H:0

Material de vidrio
Matraz Erlenmeyer (25, 50 mL)

Matraz bola con boca esmerilada 24/40 (100, 250 mL.)

Vaso de precipitado (50, 100, 250 mL)
Embudo de separacion (125 mL, 250 mL)
Pipeta graduada (5,10 mlL)

Probeta (100 mL)

Termémetro (-10-100°C)

Embudo de talle corto

Varilla de agitacion

Sustancias
Partendlida

Reactivos

KOH al 5% / MeOH-H:0 al 75%
Na;SO, anhidro

HCIO,

Acido p-toluensulfénico

MgSO,
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Disolventes
Metanol, grado analitico (Merck)
Cloroformo, grado analitico (Merck)
Acetona®, grado técnico (Merck)
Acetato de ctilo®, grado técnico (Merck)

Equipo

Rotavapor (Buchi B-481)

Balanza Analitica (Ainsworth 100 A)
Balaza semianalitica (OHAUSE 400)
Placa dc agitacién

Instrumentos
Espectrofotometro de IR Perkin-Elmer modclo 283 y 681

Espectrofotometro de RMN Varian FT VxR-300 S

4. Materinl para Ensayo Microbioldégico (Determi ion de Actividad
Aatimicrobiana)

Material de vidrio

Cajas de Petri

Frascos viales (10mL) cstériles

Matraz erlenmeyer 25 mL

Matraz erlenmeyer 50 mL

Matraz bola boca esmerilada 24/40 100 mL.
Pipeta 5 mL

Pipeta 10 mi.

Probeta 10 mL

Varilla de agitacién

Sustancias

Partendlida

Tween 80

Cloruro de sodio (NaCl)

Equipo

Autoclave

Incubadora

Balanza Analitica (Ainsworth 100 A)
Balanza semianalitica (OHAUSE 400)

e
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1. TRANSFORMACIONES QUIMICAS DE LA I’ARTENOLIDA
1.1 Transformacién de la partenélida en medio dcido (p-’l'sOll/AcOEl).

Se pesaron 100 mg de partendlida (69) y se disolvieron en 1S ml de AcOEt, en un bailo
de hiclo a —4°C, a continuacién se adicionaron 100 mg de p-TsOH, ver esquema 23, la
reaccion fue monitoreada por CCF. Después de 5 h de reaccion, se adicionaron 5 mL de
H,O. Para scparar cada uno de los componentes s¢ procedio a realizar extracciones con
CH:CL: (3 x 15 mL). El exceso de p-TsOH fue eliminado mediante lavados con NaHCOa
al 10% (4 x 5 mL), seguido de dos lavados con agua de 5 mL., para finalmentce sccar la fase
organica con Na:SQ, anhidro, el disolvente fue removido a vacio, para obtener 73 mg de
una mezcla de dos productos, los cuales se separaron por CCPP, emplecando como sistema de
elusion: [Hexano-AcOEt (6:4)]. obteniéndose 33 mpg (33%) de un solido blanco de
p.f. 138-140°C que fue identificado como la miquenolida (70), lactona sesquiterpénica
aislada previamente de Aichelia compressa. La sustancia minoritaria (12 mg, 12%)

corresponde a la 1 1BH.13-dehidrocompresanolida (71) la cual presenta un p.f. 145-147°C.

p-TsOH/AcOE!L
-°C,s5h

Esquema 23. Transformacion de la partendlida (69) con iacido p-toluensulfénico.

‘Tabla 11. Datos de IR de los productos de transformacion de partenélida con p-TsOH.

COMPUESTO v (cm)

3588, 2977,2931, 2859, 1765, 1674, 1440, 1379, 1307, 1139, 1112, 1088,
986, 944, 843

Miquenoélida  (70)
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1.2 Transformacién quimica de la partendlida en medio acido (1 IC10/acetona)'®.

Se disolvicron 100 mg de (69) en 1 mL de acetona, la solucién resultante s¢ coloco
en una mezcla frigorifica a —4°C, adicionando lentamente 10 mL de HCIO,, ver esquema
24. El curso de la reaccion se siguié por CCF, después de transcurridas 2.5 h, sc
adicionaron 40 mL NHJ.OH para neutralizar. Una vez coucluida la reaccién, se procedié a
recuperar los productos por medio de extracciones con CHCIlz (4 x 15 mL). finalmente ia
fase organica sc¢ secd con Nax:SQ, anhidro v se concentrd a baja presion. La purificacion de
los productos se Hevo a cabo por medio de CCF preparaliva, obteniéndose tres productos,
A (2.5 mpg, 2.5%). B (3 mg, 3.0%) y (72) 13 mg (132%), la recristalizacion de (72). por par
de disolventes |AcOEt-PrOH  (1:1)] permitid obtener un sélido blanco. Los datos

espectroscopicos de [R para dichos compuestos se muestran en a tabla 12,

HC10,/(CH1).CO
-1°C,25h

7

[¢]
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Esquema 24. Reacceion de la partendlida en medio dcido con HCIO,

‘Tabla 12. Datos de IR de los productos de transformacion en medio acido
HCIOW/(CH3):CO.

COMPUESTO v (cm™)
(72) 3388, 2927,2854. 1601, 1529,1476, 1324, 1020, 924.
A 3610,3529,2929, 2856, 1725, 1460, 1378, 1179, 1028, 917.
B 2930, 2872, 1764, 1439_ 1380, 1169, 920.
1 Se prop que el prod btenido bajo cstas dici se ob por la p ia de tenla

acetona, Ya que sc uulizo acetona grado téenico
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1.3 Transformacién quimica de la partenélida en medio bidsico (KOIVMcOH-H0).

Sc disolvieron 100 mg de partenolida en | mL de CHCI: y se adicionaron 30 mL de
una soluciéon de KOH/MeOH-H,O al 5%'' a -4°C, ver esxquema 25. El curso de la reaccion
se siguio por CCF: una vez que la reaccion finalizé (3.5 h) se realizaron extracciones con
CHCl; (4x10 mlL), la fase orginica sc secé con NaSQ, anhidro y se concentré cen el

rotavapor. Finalmente por CC via himeda sc obtuvicron 20 mg (20%) de un sélido  blanco

cristalino (72) de p.f. 146-148°C.

KOH/MeOII1-1{;0
-4°C,35h

P

[e]
72

Esquema 25. Reaccién de la partendlida en medio basico con KOH/MeOH-H 0.

2. TRANSFORMACION BIOLOGICA DE LA PARTENOLIDA.
2.1. Transformacién Biolégica con Hongos Filamentosos.

Il medio de cultivo empleado para determinar la cinética de crecimiento estaba
constituido de peptona (0.196), extracto de levadura (0.1%), extracto de came (0.1%) vy
glucosa (0.5%) en agua a pH 7. A 12 matraces Erlenmeyer de 250 L, sc¢ les adiciono
120 mL de medio de cultivo, para posteriornmente esterilizarlos en el autoclave (120°C/1.5
Ib/15 min) ¢ inocularlos con una suspension densa de Aspergillus niger. Aspergillus
ochraceus y Beauveria bassiana (cuatro matraces para cada microorganismo). Los medios
de cultivo se incubaron en agitacién a 150 rpm y 30°C, hasta abtener cultivos de 48 b de

' Se preparé una solucién al 70% de McOH-H;O y con la solucién resuliante se realizo la solucion de KOH
al 5%

64



)i de bt partepolnda — Lactona SesquoteIPonsca con esguekto de (Geitnacians —

T ransliviiacsses Cuinca 3° B

crecimiento para A. niger, 72 h de crecimiento para A. ochraceus y 96 h de crecimiento

para B. b Z (ver Apcndice).

2.2. Transformacién biolégica de la partendlida con Beauveria bassiana.

Se distribuycron 100 mg de partendlida disuelta en 10 ml de EtOH, en cuatro
matraces erlenmeyer de 250 ml. con un cultivo de /. bassiana de 96 h de crecimicnto (de
acuerdo a la cinética de crecimiento, (ver Apéndice), los cuales fueron incubados en
agitacion a 150 rpm y 30°C, siguiendo ¢l curso de la biotransformacién por CCF'3,
Después de 14 dias, se procedié a filtrar los medios de cultivo, se reunié ¢l filtrado y se
lavo con agua, el sobrenadante se saturo con NaCl y se realizaron extracciones con CHa2Cl,
(4 x 20 mL). La fase organica se seco con NaaSO, anhidro y se concentro a baja presion, de
dénde se obtuvo una mezcla de productos, ver figura 7, los cuales se purificaron por CCP,
para obtener finalmente cuatro productos: La 11pH.13-dihidropartenédlida (42 mg (42%)
con p.f. 134-136°C (73), la 1,10-cpoxi-11BH,13-dihidropartendlida (20 mg (20%) de
p.f. 146-148°C (74), de los dos productos minoritarios restantes se obtuvieron 4.5 mg
{4.5%) (C) y 3.5 mg (3.5%) (D), razén por la cual no pudieron ser caracterizados. En Ia
tabla 13, se cnlistan los datos de IR para las sustancia (73), (74) y (C) respectivamente.

B.1 deln on
8. Bassiana,
I Producto (73) de la omanstomucian de

partenolida con A.Hasuand

RLEN ) (74)de de
con 8. Baxsiara.
C: Prtucto de 5 con B. b
&

con 11, by

D

St: Emandar de partenalida.
Mezcla de etusian. Hen-ACOIL (3. 7)
Revelador sullisto ofnion de mnon

Figura 7. CCF de la transformacion biolégica de la partendlida con Beauveria bassiana.

2 Durantc el periodo de incubacion (cada 12 h) se tomd una alicuota de | ml. de medio de cultivo, de dicha
alicuota sc realizaron extracciones con CH:Cl; y se siguio el curso de la biotransformacion par CCF.
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Tabla 13. Datos de IR para los productos de transformacion biologica con 8. Bassiana.

COMPUESTO v (cm™)
(13) 2980, 2932, 1774, 1456, 1385, 1168, 1004, 9S1.
(74) 3686, 2972, 2932, 1780, 1602, 1460, 1388, 1173, 1018, 988.
() 3606, 3514, 2930, 2858, 1776, 1459, 1384, 1138, 1001, 980.

2.3. Transformacién biolégica de la partenélida con Aspergillus ochraceus.

A cuatro matraces Erlenmeyer de 250 mL con cultivo de A. ochraceus de 72 h de
crecimiento, ‘'s¢ adicionaron 100 mg de partenélida disucltos en 10 mL ‘de EtOH, y se
incubaron durante 14 dfas a 150 rpm y 30°C, siguicndo el curso de la transformacién por
CCF (como sec indica para 8. Bassiana). Una vez concluida, se procedié a retirar los pellets
por filtracion de los medios de cultivo, ver figura 8. El filtrado se saturé con NaCl y se
realizaron extracciones con CHCl; (4 x 20 mL), la fase cloroférmica resultante se secod
empleando Na>SO, anhidro y se concentré a baja presion. Los productos de transformacién
se purificaron por CCP, de donde sc obtuviecron 20 mg (20%) de 1la
11BH,13-dihidropartendlida (73) y 3.0 mg (3%) de un polvo blanco muy fino. de

p.f. 142-145°C que fue identificado como el producto (75).

BAc: & o A, ach .
Act: Producto de biotsnstormacion (731 de 1
partendlida con A.oc i S
Actl: Producto de biotrmansformacion (75 ) de s
. - hida con A. achraceus.
Mezcls de clusion: Hex-AcOLT (8.2) 4 vooos
Revelador: Sulfato cirico de amonio

BAc Acl  Acll

Figura 8. CCF de la transfonmacion biolégica dc la partendlida con Aspergilius ochraceus.
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‘Tabla 14. Datos de IR para los productos de transfonmacion con 4. ochraceus.

COMPUESTO u (cm’’)
73) 2081, 2932, 1775, 1443, 1385, 1060, 1004, 982,
75) 3686, 3601, 2928, 1729, 1602, 1522, 1424, 1332, 1018, 928.
2.4.Tr T i6n biolégica de la partendlida con Aspergillus niger,

Se distribuyeron 100 mg de (69) disuclta en 10 mlL de EtOH, cn matraces
Erlenmeyer de 250 mbL con cultivo de Aspergilius niger de 48 h de crecimicento, se
incubaron durante 14 dias a 150 rpm y 30°C. El curso dec la transformacion se llevo a cabo
por CCF, ver figura 9. Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedié a filtrar los
pellets, se lavaron con agua y el filtrado se saturo con NaCl para realizar extracciones con

CHCl; (4 x 20 mL), final la fase orgdnica se secé con Na:SO, anhidro para después

concentrarse a baja presion. La mezcla de productos fue purificada por CCP.

Ban:t on de ls con A. iger
- e Producto | de biotmnsformacion con A.niger
e e : (76) de bi con A niger
- - 0 Producto Il de bivtmnafonmacion con A.mige?
. wv: 1V de con 4. misger
- - v:  Producto V de biotmnsformacion eon .4 ruger
Vi Pr Vvid on A.ner

- . Mexcta de etusion: uo.-/\cou a3
Revelador: Sulfaio oérico de amonio

BAn 111 W1 IV V VI |

Figura 9. CCF de la transformacién biologica de la partenolida con Aspergilius niger.

3. TRANSI«ORMAC[ON BIOLOGICA CON CULTIVO CELULAR DE
. LANAIIORIA

Después de . tener’cl culuvo celu]a.r de’ zanahoria con una cantidad dec biomasa
considerable, nproxlmadamcmc a 30 dias dc haber hecho 1a incubacién, se adicionaron

50 mg de partendlida disueltos en 5 ml de acetona, y se incubo por seis dias a 28°C y

il t b4
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150 rpm. Al mismo tiempo y bajo las mismas condiciones se realizd un blanco del cultivo
celular de zanahoria, al cual no se le adiciono partenolida para descartar cualquier producto
que no fuera de transformacion. Para la obtencion de los productos, todos los matraces se
filtraron y ¢l sobrenadante se saturd con NaCl, las células filtradas se maceraron en un
mortero ¥y se hicicron lavados con acetona (3 x 5 mL), dichos lavados se reunicron con ¢l
filtrado y se¢ les realizaron extracciones con CHCly (4 x 20 ml), a continuacidn se¢ seco la
fase orgdnica con Na>SO, anhidro y se concentré a baja presion. La separacion de los
productos sc realizé por CCP, de donde se obtuvieron 4 mg (4%) dec un polvo blanco muy
fino dec p.f. 142-145°C. Encontrindose que dicho producto presenta el mismo Re y su
espectro de IR es similar al producto (75), ver figura 10, obtenido de la biotransformacion

de la partendlida con A. ochraceus.

®o 1

on de s
con culavo cclulsr de zanahona
PAc. Prducto (75) de hiotmasfonmacion
deln  pancnolida con A.
ochroceus
PBz: Producto de biotrmnafirmacion de la
panenslida con cuttivo eclular de

. z X
- < hd Mezcta de clushas: Hex-AcOES (7:3)
3 vooes

Bz - Pac- - PBz

Figura 10. CCF dc la biotransformacion de la partenélida con cultivo de zanahoria y con

A. ochraceus:

Tabla 15. Datos de IR para los productos de transformacion con cultivo celular de
zanahoria.

COMPUESTO v f{em)

(75 3686, 3605, 2958, 2958, 1728, 1602, 1520, 1425, 1334, 1020, 928
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4. EN‘SA\"O MICROBIOLOGICO (DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA) [90]

4.1. Preparacion de la muestra.

Se pesaron 4 mg de partendlida (69), los cuales se disolvicron en 0.2 mL de tween
80 y 18 mL dc solucion salina estéril al 0.8%. Una vez disuclta, se adiciond asépticamente
al matraz Erlenmecyer que contenia 38 mi. del medio AST previamente estéril y a 50°C,
para obtener una concentracién de 1 mg/ml. El medio de cultivo con (69) se adiciono en
partes iguales en dos cajas de Petri estériles, posteriormente se incubo a 37°C durante 24 h
con la finalidad de realizar la prueba de esterilidad'®. Sc prepararon con el mismo
procedimiento las cajas de los solidos (70), (72)-(74) y (76) y cstreptomicina (blnnco).

ademas de los controles positivo y negmi\'n"’ para cl ensayo.

4.2 Preparaciéon de los microorganismos.

Los microorganismos se mantuvieron en el medio de cultivo AST, para el'bioehsayé
se preparé medio CST, el cual se colocod en tubos de ensaye con tapon de bakeli!i’d§sp'l_t'és
de scr esterilizados con ¢l medio CST sec inocularon (del tubo . de cultivq;»cfn AS

incubaron durante 24 h a 37°C; excepto Micrococcus luteus, cl cual 's¢’incubd’ durante

48 hr. Después de la incubacion, se tomoé una alicuota de 0.1 mL'de medi
diluyé con 9.9 mL de solucién salina estéril para alcanzar una dnluctén l'nal

misma que se utilizé para el ensayo.

4.3 Bioensayo.

Después de la prueba de esterilidad, las cajas de Petri que contenian los medios de

cultivo y la partenélida, se indcularon con los diferentes microorganismos; para cllo se

* L.a prueba i en i bar las cajas das con la ia a probar, durante 24 h, para verificar
que no hubo P i6n al de prc;unrias por lo que no debe crecer ninguna colonia en dichas
cajas, si crece alguna la caja se eli def ensayo,

' El control positivo, es una caja que se abre cuando se hace 1a sicmbm de las cepas en las cajas. ¢l control

negativo se mantienc cerrado.
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dividio 1a caja en 7 sectores iguales como s¢ muestra en ia figura /1, cl sembrado de los

7 microorganismos se llevo a cabo por medio de la técnica de estria.

s +

Figura 11, Divisién y forma de sembrado de los diferentes microorganismos

Las cajas dc Petri se incubaron durante 24 h, tiempo en ¢l cual se determino su
inhibicion del . crecimi > de. los

actividad . antimicrobiana, por medio .de. Ila .
microorganismos.- La: lista de microorganismo que s¢ emplearon para el bioensayo es la

siguiente:

1. Staphylococcus aureus ATCCG6538p
2, Micrococcus luteus AT6C934I

3. Salmonella typhy ATCCG6539

4. Bacillus subtillis ATCC6633

S. Escherichia coli ATCCS536

6. Candida albicans ATCC10231

7. Blanco, no se¢ siembra ninguna cepa

Los resultados de este ensayo sc muestran en la rabla 16.
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Tabla 16. Resultados de a Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana (Método de Mitcher [89] de los productos
de transformacion quimica y bioldgica e la partendlida.

MICROORGANISMOS DE PRUEBA

PRODLCTO Bs Ca Ec Pa M Sa st St
{70} . + - . + . .
- + - - + .
(1) - + . . + . . .
. + . . + . . .
) . . . . . . . .
(15 - . - - . . .
(] - . - - . . - .
Estreptomicina + + + + + + +
+ + + + + +

+ INHIBICION DEL CRECIMIENTO
« CRECIMIENTO

MICROORGANISMOS DE PRUEBA
Ca; Candida abicans SK: Streptococcus fecalis

E: Escherichia colt Su: Salmonella nphy
MI: Micrococeus luteus By Bucillus subtils
Sa: Staphylococeus aureus

WET - PN MBI SUTL ],
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S. AC’TI\’ID,\D AN TUX\IORA‘I“ EN LINEA CELULAR HeLa.

La actividad antitumoral se considera como - la disminucion de la proliferacion

pr da por las células cstimuladas por los compuestos quimicos, en comparacion con la

proliferacion presentada por las células en condiciones de control.

5.1 Incubacién de la linea celular HeLa's,

En una placa de 96 pozos que contiecne RPMI al 10% de suero fetal bovino, se
sembraron'5 x 10® células HeLa por pozo, incubiandose a 37°C, en una atmosfera de 5% de
CO:z y una humedad a punto de rocio, con la finalidad de que las células sc adhicran al plato

de cultivo.
5.2 Biocnsayo.

Una wvez que las células estian adheridas, se retira ¢l medio de cultivo.
Posterior las células son inducidas con las st ias a probar: (69), (70)-(72) y (75).

de la siguiente manera; sc preparan cuatro concentraciones diferentes: 0.1, 1, 10, 25 pg/mlL

cn RPMI al 10% de suero fetal bovino y se colocan en un minimo de tres pozos por
condicién y se incuban por 48 h bajo las mismas condiciones establecidas previamente.

Al mismo tiempo se realiza un control con etanol, que es considerado como el 100%
de crecimiento celular. Transcurrido el periodo de incubacion las células se lavan tres veces
con solucion salina buffer de fosfatos (SBF) y son fijadas con una solucién de
glutaraldehido al 1.1% por 15 minutos, ¢l exceso es retirado mediante lavados con SBF,
finalmente se dejan secar al aire libre. Una vez sccas, las células son teilidas con cl
colorante cristal violeta durante 20 minutos, el exceso es retirado con lavados de agua
desionizada y se deja secar a temperatura ambiente. Posterionmente el colorante retenido es
solubilizado con una solucién de acido acético al 10% y sc mide la absorbancia a una

longitud de onda de 590 nim.

'* L.a line celular Hel.a, es una linea de cétul les de carcin~ma cérvico-uterino
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5.3 Determinacion del namero celular.

La medicion del efecto de proliferacion se realizé por espectrofotometria, usando la
técnica de cristal violeta. Utilizando placas de 96 pozos se rcalizé una curva estandar
(nimero celular vs absorbancia) sembrando una cantidad conocida de células por pozo,
manteniéndose el tiempo necesario para que las células se adhieran al piso, después se
procedid a realizar una tincion con cristal violeta, finalmente se midié la absorbancia a una
longitud dec onda de 590 nm. La dcterminacion del nimero celular asi como su desviacion
estandar de los cultivos evaluados se realizé con base a la ecuaciéon de la curva estindar.
Los datos obtenidos de los estimulos de cada compuesto se compararon con las mediciones
de las controles (100% de proliferacion). El namero celular y la desviacién estandar son
manera la actividad antitumoral obtenida por la
Itados obtenidos

convertidos a porcentajes de esta
disminucién de la proliferacion se expresa en porcentaje celular. Los r
en cste ensayo, ver grdfico /. para los productos de transformacion quimica y bioldgica de

la partendlida se encuentran descritos en la tabla 17.

Grifico 1. Determinacion de Actividad Antitumoral sobre linea celular HeLa.

Ensayo sobre linea celular HelLa
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‘Fabla 17. Actividad ~Antitumoral ‘de - los derivados ‘de. 1a" parntendlida * obtenidos por

transformacion quimica y biolégica.

CONCENTRACION ~PROLIFERACION v INMIBICION DE

COMPUESTO (he/mL) CELULAR PROLIFERACION
CFRII.AR

69 . o1 69.71 £ 27.78 30.29

1 3.54 + 038 96.46

10 532 * 068 94.68

25 977 = 0.8) 90.23

— 50 . 8.85 % 073 91.15 .

70 4091 = }4.84 59.09

4741 = 8.47 52.59

$399 = 1.71 46.01

86.78 * 894 13.22

e o489 % 062 . (L

72 0.1 163.12 = 9.51 -
1 293.18 * 16.18 -

10 79.17 * 15.40 20.83

25 70.11 * 2438 29.89

50 468 * 073 9532
73 o.1 162.04 * 3.42 -
1 33596 = 3.46 -
10 229,78 =+ 5.13 -
25 166.66 + 35.76 -

59 e BBS4 * 1767 11.46
76 0.1 119.78 *  6.09 -
! 246.59 = 0.38 -
10 113.80 + 23.28 -

25 1551 * 568 84.49

— 50 . ._..2395 % 1620 7605

Countrol 0.01% 100.00 * 3.23 -
0.10% 100,00 £ 31.21 -
1.00% 100.00 = 3.76 -
2.50% 100.00 = 3.25 -
5 00% 100.00 * 45.66 -
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Las lactonas sesquiterpénicas constituyen un grupo importante de sustancias,
denominadas productos naturales —alrededor de 5000 estructuras conocidas— las cuales

islad; de la familia Compositae. Ademas, poscen un amplio

princip

han sido
cspectro de actividad biologica, y se cree que son un mecanismo de defensa para la planta

que las conticne y fueron descritas en los tratados antiguos de Materia Médica bajo el

nombre evocador de *“*principio amargo™.

El interés cn ¢l estudio de las lactonas sesquiterpénicas por diversos grupos de
investigadores de todo el mundo, se basa principalmente en sus propicdades quimicas y
biologicas, debido a su notable reactividad por la presencia del anillo a-metilen-y-lactona y
a owro tipo de funcionalidades que puede presentar, como epoéxidos, grupos carbonilo
a,B insaturados, grupos hidroxilo, grupos endo-peroxidos, entre otros. Como ¢jemplo se
puedc citar a la panendlida —germacrandlida— aislada de Afagnolia grandifiora 'y
Tanacetum partenium, de esta Gltima es considerada el principio activo; su uso popular esta
dirigido al tratamiento de la migraila, ya que inhibe la agregacion plaquetaria, actuando
sobre los receptores de serotonina 5-HT [48,49] y como antipirético [58], de ahi deriva su

nombre popular de “feverfew" (poca ficbre).

La partendlida posee una amplia gamma de propicdades biolégicas, entre las que
destacan: antiulcerosa y  antitumoral (36],. antiinflamatorio - [50), antimigrafiosa y
antibacterial [54]. entre otras; ademas pertenece al primer grupo de lactonas
trans.trans-pivofosfato de farnesilo,
las 1 estan

sesquiterpénicas que se¢ forma por la ciclizacion del
para posteriormente generar sustancias cada vez mds complejas,

relacionadas con la evolucion de la propia especie que las contiene.

La partenolida (69), materia prima empleada en las biotransformaciones quimicas y
bioldgicas, se obtuvo a partir de AldrichChem, su nimero de registro en el Chemical
Abseracts es [20554-84-1]. CsH200: PM=248.32 g/mol, p.f. 115-116°C. [x]¥= -84°
(c=0.25, CH:Cl;), pureza del! 97%. la panendlida muestra en su cspectro de IR

(Espectro 1), una banda intensa en 1767 em™, que corresponde a la lactona a,B-insaturada.
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La vibracion v(H-C,2), se observa arriba de los 3000 cm™ y la presencia del grupo

oxirano esta confirmada por las bandas en 1289 y 1141 em™.

En su espectro de RMN-'H (Zspectro 2), se observan las sefiales caracteristicas de
una lactona sesquiterpénica: el sistema AB en 8 6.33 (d, J=3.6 Hz) y 5.22 (d, J=3.3 Hz) que
corresponden a los hidrogenos del metileno exociclico conjugado con la y- lactona y un
triplete en 8 3.86 (1, J=8.7 Hz, 1H) del hidrégeno del C-6 con una disposicion 3-axial,
donde sc cierra el anillo de la lactona. En su espectro COSY (Esquema 26) sc observa el
acoplamiento de H-6 con las sefales superpuestas del H-7 (sefial maltiple) y» H-5, este
ultimo base del oxirano y cuya multiplicidad corrcsponde a una scilal doble (J= 8.5),

ver tabla 18.

La sehal ddd en 8 5.21 (J=12.0 y 2.4 Hz) sc asignd al hidrogeno vinilico del C-1, ¢l
cual se acopla con la seital en 8 1.72 (C-14) ¥ con las seiales complejas centradas en
52.44-2.34 y § 2.21-2.13 que corresponden a los hidrogenos del C-2 [93]'® y finalmente al

CH3 en la posicion 15, se le asigno la sefal en & 1.31. Por lo anterior, se confirma la

estructura 69 para la sustancia objeto del presente estudio.




l Esquema 26, Espectro COSY (300 Hz, CDCl,) de la partendlida (69).
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1. TRANSFORMACION DE LA PARTENOLIDA CATALIZADA EN MEDIO
ACIDO

Del tratamiento quimico de la partenélida con p-TsOH, se obtuvieron dos productos
(70, 33%) y (71, 12%). El compuesto menos polar, (ver figura /2), muestra en su espectro
de RMN-'H (Espectro 6), un sistema AB en & 6.22 (J=3.0 Hz) y 8 5.50 (J=3.3 Hz) que
corresponden a los H-13p y H-13, respectivamente y un triplete en & 3.82 (J=10.2 Hz) del

H-6; las cuales son seales caracteristicas del sistema de la a-metilen-y-Iactona.

St 71 70

Figura 12. CCF de los productos de reaccidn de (69) con p-TsOH. :

Al comparar el espectto de RMN-'H de la partendlida con el de sustz#mc‘ia en
discusién (70), se observa (rabla 18), 1a ausencia de la seflal dden 3 5.1 (J=12'y 2.4 Hz),
que corresponde al hidrégeno vinilico del C-1 (69), 1o cual sugiere que sé trata de una doble
ligadura retra sustituida y que se comprueba por RMN-!>C. Las sefiales sirﬁples en & 1.59

(3H) ¥ 5 1.31 (3H), se asignaron al CH;-14 y CH;-15 respectivamente.

En su espectro de RMN-'*C de 70, (Espectro 7), se observa la presencia ‘de: 15
atomos de carbono, 1a naturaleza del grupo funcional y el grado de hidrogenacion de estos
atomos se dedujo con base cn su desplazamicnio quimico y por la naturaleza de los atomos
de carbono mostrada en ¢l espectro de RMN-''C, aplicando la técnica DEPT (&speciro 8). .

Al comparar los desplazamientos quimicos de la sustancia (69) y (70) ver tabla’19,
se observan diferencias notables en el C-1 (A83=-6.7) y C-4 (A5=-18.8), debido a Ila

formacion del esqueleto de guayano (5/7) y por el cambio en el grupo funcional. Con base
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en la discusion anterior se pudo _concluir que se trataba de la miquendlida (70), sustancia

aislada como producto natural de AMichelia compressa [92].

a0)

Tabla 18. Datos de RMN-'H dc Ia partenolida v sus derivados quimicos de la reaccion con

p-TsOH .
PROTON PARTENOLIDA MIQUENOLIDA {93] 1 |,:3-0uuonocgmpm;s,\souo,\‘
4
(69) (70) {71)
H-1 5.21(dd, 11.6,7.9) - - - 3.04 (ddcd, 13, 8.7, 8.4).
H-2 2.48-2.35 2.21 (m) 1.88-1.77
H-2* 2.24-2.11 2.39 (ddd, 15.9, 8.5, 8.5) 1.88-1.77
H-3 1.25 1,82 (m) 1.86-1.76
H-3* 2.24-2.11 1.77 (m) 1.89 (mo)
H4 - o N
H-S' 2.78 (d, 8.5) 2.73 (d, 10.3) 237 (dd, 11.9, 11.9)
H-6 3.86 (dd, 9.2, 85) 3.82(, 10.2). 4.06 (dd, 11.4,9).
H-7 2.78 (mo) 2.65 (m) 2.76 (dddldd, 11.3,8.6, 3.2, 3.2, 3)
H-8 1.74 (m) 2.09 (dddd, 13.6,10,39,2.3)  1.38 (m)
H-8* 2.24.2.11 1.35 (m) 2.29 (ddddd, 13.1,12.11.7,3.9).
H-9 2.24-2.11 2.25 (m) 1.93
H-9* 2.35-2.48- 2.25 (m1) 2.70 (+. 9, 3.6).
H-13 6.34 (4. 3.7) 6.22(d, 3.3). 6.20 (4, 3.9).
H-13 5.62(d.3.1) 5.50 (d, 3.0). 5.54 (4, 3.0)
H-14 1.72 (s.a.) 1.68 (s.a.) 5 (s5.a.) 4.988 (s.a.).
H-15 1.31 (s) 1.30 (s) 1.32 (s).

El producto minoritario (71) corresponde a la sustancia mas polar, la cual muestra

en su espectro de RMN-"H el sistema AB [6 5.54 (J=3) ¥y & 6.2 (J=3.9)] del metileno

I
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exociclico ‘de la y-lactona y‘lz‘l" seial triplete cn & 1.06 (J=10.2) comrespondiente al H-6,

donde se cierra el anillo de la y-lactona.

“abla ‘19. Datos de RMN-"C de la partenélida y sus derivados quimicos de la reaccion con

p-TsOH.

CARBONO PARTENOLIDA DEPT MIQUENOLIDA DEPT F.¥.3 11.13-DEHIDRO- DEPT A8
e v (U
an
Cc-1 125.3 cH 1320 .. ' C .16.70 4a3.6 CcH 81.7
c-2 24 cu; 258 CH; /7. <10.9 25.8 CH:  -1.7
Cc-3 36.4 cH, 35.0 CUCHR LS 39.6 CH; 32
c-4 61.5 c 80.3 Cc. -18.8 79.2 c -17.7
C-5 66.4 CH 58.7 CcH 7.7 55.3 CH n.a
c-6 82.4 CH 84.s CH 2.1 83.5 CHI .11
c-7 a7.6 CH 496 . .° CH -2.0 46.7 CH 0.9
Cc-8 30.6 CH; 30.1 CH: 4.8 309 CH: = -03
c-9 412 CH: 38.3 CH:.. .. 11.1 393 CH::. 1.9
c-10 134.6 CH 130.9 c 3.7 147.7 C.. .. -13a
c-11 139.2 c 138.9 c 03 138.4 c o8l
c-12 169.2 c 1697 ~ . C 0 -08 169.4 C T2
c-13 121.2 CH; 119.4 CH: 1.8 120.0 CHa2_ . 1.2
c-14 165 CH; 227 CH;, -5.8 121 CH; 952
C-15 17.3 CH, 23.9 CH; -6.6 23.4 CHyi 6.1

De acucrdo con la rabla 18, el compuesto (71) presenta a diferencia:de los: .
compuestos (69) y (70), una secilal en & 3.02 (dd, J=12.1, 8.7), esto se pucde comprobz.\r‘ry,on
base en los resultados de la rabla 19, donde se observa que el grildo dc hidrogenacién Vpam
los dtomos de C-5, C-6 y C-7 corresponden a tres metinos, ver especiro 11, para las tres

ias. Sin bargo el compuesto 69, muestra un metino adicional (8 125.3). que

corresponde al C-1, similar situacion se presenta para cl compucsto (71),. pero
observandose un cambio en el tipo de hibridacién para el C-1 (sp® a sp®), ya que dicho
metino presenta un 8 43.6, esto sugicre que la doble ligadura det C-1 y C-10, presente en la
miquenolida puede situarse en los C-10 y C-14, para generar 1a
11BH,13-dechidrocompresandlida (71). sustancia previamentc aislada como producto

natural de AL, compressa [92)
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Una posible explicacion en la formacion de la  miquendlida (70) &
11,13-dehidrocompresandlida (71) se describe cn el esquema 27, donde la transformacion
de la partendlida, inicia con la protonacién del oxirano, ¢l cual es atacado nucleofilicamente’

por la doble ligadura AT, para formar el esqueleto de guayano (5/7), y generar un
carbocation terciario, ¢l cual es estabilizado mediante dos formas: a) la pérdida del
hidrégeno del C-1 que conlleva a la formacion de la doble ligadura uudncic’lica. para la

obtencion del compuesto (70) y b) la formacién del compuesto (71) debido a la sustraccién
de un hidrégeno del C-14 [94].

Esquema 27. Mecanismo propuesto para la formacion de los productos de transformacion
quimica de Ia partenélida con dcido p-TsOH.

- H-1

p-TsOH

-H-14
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2. REACCION DE LA PARTENOLIDA CON HCIO, EN ACETONA.

Del tratamiento de (69) con HCIO,; en acctona, se obtuvieron tres productos. El
producto mayoritario (72) fue caracterizado con base en sus propicdades espectroscapicas,
mientras que de los productos restantes solo se enlistan sus nimeros de onda debido al bajo
rendimiecnto obtenido. El producto (72) muestra ¢n su espectro de RMN-'H (Espectro 12)
una sefal triple cn 8 3.87 (J=9 Hz) caracteristica del H-6 con una disposicion B-axial, el
cual se acopla con la seiial doble en § 2.74 (J=9 Hz) que se asigna a H-5, mientras que [a
seial doble (J=9.9 Hz) en 8 5.21, corresponder al hidrégeno vinilico del C-1. Lo anterior
sugiere que el esqueleto de germacrano no fue transformado bajo estas condiciones.La
presencia de un quintuplere en 8 2.58 (J=1.8) fuc asignada al H-7, lo cual resulta una
diferencia notable en comparacion con el cspectro de la partendlida, esta variacién sugicre
que ha sido ¢l metileno exociclico la parte reactiva de dicha molécula; lo anterior se puede
justificar en funcion del espectro de RMN-'2C aplicando la técnica DEPT  (Espectro 1)

de la sustancia 72, donde se observa la presencia de 16 atomos de carbono, ver tabla 20.

Tabla 20. Datos de RMN-'*C para el derivado de Ia partenélida obtenido con HCIO, .

CARBONO PARTENOLIDA  13-METOXIPARTENOLIDA AB
{69) {72) {69-72)

C-1 1253 1239 1.4
c-2 241 23.1 1.0
C-3 364 386 2.2
c-a 61.5 60.4 1.1
c-s 66.4 65.3 1.3
c-6 824 81.0 1.4
c-7 176 47.6 00
c-8 306 28.7 1.9
C-9 21.2 40.1 i
c-10 1346 1336 1

c-1 139.2 442 95
c-12 169 2 1741 4.9
c-13 1212 67.1 s4.1
c-14 169 i59 )

c-15 173 16.3 1

c-16 - s83 -
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Sin embargo se puede afirmar con base en la multiplicidad y desplazamientos
quimicos observados que fue el metileno exaciclico de la y-lactona, el grupo funcional que
reacciond mediante una adicion de Michael con el ion metoxilo. La sedal en
8 2.49 (ddr, J= 11.7, 7.3, 3.3 Hz) se asigno al hidréogeno del C-11; los hidrégenos del C-13
aparccen como dos seflales doble de doble en 83.74 (J=99y33)yend3.62 (J=6.0y 3.3)
respectivamente. Lo anterior se puede comprobar con basc en su espectro de RMN-3C, ver
Espectro 13, en donde se observa como diferencias notables los desplazamientos para cl
C-11 (metino), C-13 (mctileno), los cuales aparecen en & 42.5 (Ad= 96.7), y
3 67.1 (A8= 107.8) respectivamente, ademas de la scial cn 8 58.3 que corresponde al
metilo del grupo metoxilo. De tal fonna se explica la presencia de un datomo de carbono
adicional; el cual resulté de la adicién detl ion ( TOCHa) a la doble ligadura o,B-insaturada

de la y-lactona. Por lo que se concluyé que se trata de la | 3-metoxipartenélida (72).

CH,OCH;

72

En la literatura s¢ ha informado de la reaccién de aminas secundarias en el grupo
a-metileno de germacrandlidas [95]. asi como también de la reaccion de aminas derivadas
del germacrano (Paramichelia baillonii) [96]. Desde ¢l punto de vista de la actividad
biologica del grupo a-metilen-y-lactona, es un lugar reactivo- para: los  nucleéfilos
biolégicos, como los grupos tioles y aminicos de las enzimas [96—99], de ahi su amplio

espectro sobre sus actividades biologicas descritas sobre este grupo de sustancias.
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3. TRANSFORMACION QUIMICA DE (69) CON KOH/McOH-H O
Decl tratamicnto de la partendlida (69) con McOH en medio basico, se obtuvo un
solido blanco de p.f. 146-148°C, que fue caracterizado con base en su espectro de RMN-'H
(Espectro 17) y de RMN-'*C (Espectro 18). En la  figura 13 y 14, se enlistan los
desplazamientos quimicos de RMN-'H y '*C respectivamente, para ¢l compuesto obtenido

de la reaccion de (69) con KOH/MeOH-H:0.

13
CHLOCH;

H-1 54.62 (dd, J= 12 y J= 2.34)
H-5 52.35(4.J=9.1.1 H)

H-6 53.33(.3=91,1 H)
CHy-16 53.09(s.3 1)

H-13a 53.58 (dd. J= 98y 4.4)
H-13b 5338 (dd.)=98y32)

Figura 13. Desplazamientos quimicos para el compuesto (72)

58.7

CHOCH
68.8

Figura 14. Desplazamientos quimicos de RMN-''C del compuesto (72)
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De acucrdo con los datos espectroscopicos para este compuesto (Espectros 17-19),
se observa que son valores similares a los obtenidos para (72) producto de la reaccion de

(69) con HCIO,, por lo que se sugicre que la estructura de este compucsto es también (72).

4. TRANSFORMACION MICROBIOLOGICA DE (69) CON Bauveria. bassiana

De la transformacion biolégica de (69) con B. bassiana. se obtuvieron cuatro

productos, dos de los cuales se encuentran en bajo rendimiento C (4.5 mg) y D (3.5 mg) ver

Sigura 7.

Los productos mayoritarios 73 (42 mg) y 74 (20 mg) fucron caracterizados con basc
en sus propicdades espectroscopicas. El producto menos polar (73), ver figura 7, muestra
en su espectro de RMN-'H, (Lspectro 21) un triplete en 8 3.82 (J=8.9 Hz) que comresponde
al H-6.donde sc cierra el anillo de la y-lactona. La ausencia del sistema AB [(8 6.33, 4, 1H)
¥ (8 5.22, d,1H)] correspondientc al metileno exociclico, de la lactona o.B-insaturada,
sugicre que cl grado de hidrogenacion en los C-11 y C-13 fue modificado por la acciéon de
B. bassiana. Sin embargo se observa una nueva scial doble que integra para tres protones y
ia cual es atribuida al metileno del C-11, confirmando que cl grado de hidrogenacién en los

C-13 y C-11 fue modificado por la acciéon de B. bassiana.

Lo anterior fue confirmado por de RMN-'’C (#spectro 22), donde se observa 15

1 > de los

atomos de carbono, ademads de una diferencia notable cn el desp
C-11 A8= 96.7 y C-13 AS= 107.8 (rabla 20), con respecto a la partendlida (69) debido al
cambio de hidrogenacion para dichos carbonos, Espectro 23. Las propiedades fisicas y
espectroscopicas del compuesto (73) son similares a los informados. previamente en’la
11pH,13-dihidropartenélida [94]. Por lo tanto, de acuerdo con- la

llego a la conclusién de que ‘la sustancia’ obtenida es: la

literatura para la
discusiéon anterior sec

11BH,13-dihidropartenélida (73) [94].

~—
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74
Tabla 21. Datos de RMN-'H para los derivados de la partenélida obtenidos con 8. b
; 1B, 13- 1,10-EPOXI-
. DIHIDRO- 1EfH,13-
CARBONO . PARTENOLIDA o pronolipa 48 DROPARTE- 45
(69) o (69-73) NOLIDA 169-73)
{74)
ca ] 1253 125.2 0.1 638 61.5
c-2 24.1 24.7 00 23.8 0.3
Cc-3 36.4 36.7 -0.3 352 1.2
c-4 61.5 61.4 0.1 60.5 1.0
c-s 66.4 66.4 0.0 6.5 1.9
c-6 82.4 82.2 (3] 81.4 1.0
c-7 476 519 -3 51.8 4.2
c-8 . 306 298 o8 255 53
c-9 412 412 0.0 40.1 11
c-10 : 1346 : 1344 : 02 60.4 742
c-11 . 139.2 ) . 425 .96.7 e 42,7, 96.5
c-12 169.2 177.3 N 176.8 7.6
C-13 121.2 13.3 <1078 12,9 1083 -
C-14 16.9 16.9 0.0 K 169 P X
C-15 17.3 17.2 00 0.1 " 174 BRI

Para ¢l compucsto (74) en su espectro de  RMN-'H (£spectro 25), se observan
seitales similares al compuesto (73). El espectro de RMN-'3C (Espectro 26), indica la
presencia de 15 atomos de carbono, ver rabla 21, de los cuales al realizar una comparaciéon
con los desplazamicntos quimicos de (69), se observa que hay diferencias significativas en
C-1 (A8= 61.4), C-10 (A8=74.2), C-11 (A8=96.5) y C-13 (A5=108.3), los cuales

corresponden a los atomos de carbono que forman parte de las dobles ligaduras.
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Conforme a los. datos informados en la literatura [96,100-101}, la diferencia de
desplazamientos quimicos para los C-1 y C-10 de (74) con (69) sc debe a que la
transformacion bioldgica con B. bassiana, ademas de hidrogenar la doble ligadura

exociclica de la y-lactona realizo la epoxidacion del doble enlace A''?, ya que de acuerdo a

los despl icntos quimicos en la tabla 2/, el C-1 se¢ encuentra en 5638 y
C-10 en 8 60.4, micntras que los desplazamientos quimicos son similares en los
te se er ra el epodxido en (69), el cual

C-4 (6 61.5) y C-5 (5 66.4), en donde origi
esta acordc con lo informado cn Ja bibliografia [96,101] sobre los desplazamicntos

quimicos para dtomos de carbono base de oxiranos (66.6-60.6 ppm).

aislada es la

Tomando en cuenta la discusién anterior, se pl que la

1,10-cpoxi-118,13-dehidroparntendlida, (74).

74

4. BIOTRANSFORMACION CON A. ochreceus.

De la biotransformacion de (69) con A. ochraceus se obtuvieron dos compuestos: el
producto mayoritario [20 mg, 20%] que corresponde a la 11pH,13:dihidropartenélida (73),
el cual fue identificado y caracterizado con base cn sus propicdades fisicas y constantes
espectroscopicas y ¢l producto minontario (75) como un sélido blanco de pf. 142-145°C, el
cual muestra la presencia cn 3686 y 3601 v(OH) del grupo hidroxilo y en 1729 v (C=0) de
un grupo cctona. Por otro lado, en su espectro de RMN-'3C (espectro 29) se observan un

TESIS CON 87
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total de IS atomos de carbono, los cuales corresponden a tres metinos, cuatro metilenos,

tres metilos v tres carbonos cuaternarios.

En la region de 200-100 ppm, se observa unicamente en aproximadamente 8 177.1
la secfial correspondiente a un carbono carbonilico, esto sugiere la ausencia del metileno
exociclico de la y-lactona. Lo anterior es confirmado en su espectro de RMN-'H
(£Espectro 32) donde se observa la sedal de H-6 en & 3.53 (1H, dd, J= 12 y 9.9 Hz), la cual
muestra acoplamiento con la seial doble en 8 1.94 (1H, d, J= 11.4 Hz) y la scilal compleja
entre 1.09-0.98 ppm, que corresponde a los hidrogenos de la posicion C-5 y C-7
respectivamente; ademis de las sefiales simples para el CHiz-14 (5, &, 3H) ¥y

CH3z-15 (8, s, 3H).

De la discusion anterior, se puede concluir que la accion de A. ochraccus es sobre
ias dobles ligaduras de la partenélida, ya que al comparar los espectros de la sustancia (69),
con cl de la sustancia en discusiéon se observa claramente la ausencia del hidrégeno vinilico
del C-1 y como ya sc indico la ausencia del sistema AB de la doble ligadura del metileno
exociclico de la y-lactona. Observandose una nueva seital doble, que presenta un
desplazamiento quimico en 0.93 (3H, d, J= 7.1 Hz), la cual 'se acopla con el doble de

quentetos (1H, J= 123 y 7.6 Hz) que corresponde a H-11.

La estercoquimica del metilo en el C-11 sc¢ establecid por la magnitud de la

constante de acoplamiento entre H-7 e H-11 que es de aproximadamente de 11.3 Hz, lo

cual esta de acuerdo para lactonas con esqueleto de guayano estructural
como la 3a,4a,10B-trihidroxi-1 13 H-guai-1-en-12,6ax-olida [102], con base en
mencionado anteriornmente, se propone la formula parcial A; 1a cual presenta cuatro grados

de insaturacién y una formula C;3:H100;, los fragmentos restantes involucrarian 2 carbonos,

lo

8 hidrogenos y 2 oxigenos.
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Figura 14. Formula parcial A dcl producto de biotransformacion con A. ochraceus

De acuerdo con la tmansformacion quimica de la partendlida con p-TsOH, se
establecié que la protonacion del epoxido seguido del ataque nucleofilico de la doble
ligadura, gencraba un carbocarion terciario. ¢l cual representa un receptor nucleofilico, que

puede estar involucrado en la accidon biologica de estos compuestos.

En la literatura, se ha descrito que la acciéon de muchos hongos es hidroxilar cicrtas
partes dc las moléculas, como en los diterpenos [68] y triterpenos {104, 109].'Situaci6n‘
observada con 4. ochraceus en la obtencion del compuesto en discusién, razén pér ‘la cual
se propuso como hipotesis la esuuctura (75), que fue comprobada con base en su's"
desplazamientos de RMN-'*C (DEPT), y por comparacién con los dcsplazumcnlos
j co ycndo quc el

quimicos de lactonas sesquiterpénicas estructural
producto de biotransformacion de (69) por A or:hraceu\' es  la
4, 10a-dihidroxi-11H-guai-12,6x-olida (75). : ’
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5. TRANSFORMACION BIOLOGICA DE LA PARTENOLIDA (69) CON
CULTIVO CELULAR DE ZANAHORIA

Dc la biotransformacion de (69) con cultivo celular de zanahoria, se obtuvoe un
sélido blanco de p.f. 142-145 °C que fue identificado con base en sus propiedades fisicas y
espectroscopicas como la 4a,10a-dihidroxi-1 1 BH-guai-12,6ax-olida (78). sustancia aislada

de 1a biotransformacion de A. ochraceus. ver figura 13.

1. Prod P

¥ de bi
con A. ochraceus (75).
1. Prod de bi fc
- - con Cultivo de células de
zanahoria (75).

yy

1 T

Figura 13. CCF del producto de biotransformacion obtenido con 4.  ochraceus y el cultivo

celular de zanahoria

6. TRASFORMACION BIOLOGICA DE (69) CON Aspergillus niger.

De la transformacién biologica de. (69) con 4. niger, se¢ obtuvo la

18, 4a-dihidroxieudesmanolida (76) [105]. En su espectro de RMN-'H (Espectro 32), se
observan las sedales caracteristicas de una lactona o.B-insaturada; ya que ¢en 3 3.54 se
observa una seilal doble de doble (1H, J= 9 y 7.6 Hz) que corresponde a H-6, cl cual se
acopla con las sefiales doble (d, J= 9.0) que pcrl‘cnccc a H-5 y una seilal mualtiple centrada
en 2.44 ppm que se asigna a H-7. ademas de un sistema AB que corresponde al metileno

exociclico de 1a y-lactona en 6.13 (d, J=3Hz) y 4;96 (d,J=2.9 Hz).

Lo anterior esta de acucrdo con lo que se mueswa en su espectro de RMN-'*C
(Espectro 33), donde los desplazamicntos quimicos asignados a dicha parte de la molécula
TN\
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se encuentran en la formula parcial B, la naturaleza de cada atomo de carbono se obtuvo a
partir del espectro de RMN-'*C, (Espectro 34) (DEPT).

La asi i6n de desplazami quimicos adicionales de RMN-'>C, se hicicron

fmi de i estructural te

por comparacién con los despla H s q

semcjantes informados previamente en la literatura [106], con base en lo anterior, se

hicicron las asignaciones como se muestra en la_formula parcial C.

Figura 1S, Formula parcial B, desplazamicntos quimicos de RMN-'*C.

Figura 16, Formula parcial C, desplazamientos quimicos de RMN-'*C.

La formacion del compuesto (76), puede ser explicado por la apertura nucleofilica

del anillo del oxirano seguido de la ciclizacion para dar el anillo de eudesmano v la

21
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formacién ‘de un . carbocation secundario para posteriormente hidroxilarse en ¢ C-1. Lo
anterior esta  de acuerdo; con-lo que se ba propuesto que puede ocurrir en la planta

{108,109].

76
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» Sec realizé la transformacion quimica de la partenélida en medio acido con p-TsOH,
de donde se obtuvieron dos préduclos mayoritarios:
- miquendlida (70)
- 118,13-dchidrocompresandlida (71)
> De la transformacion quimica de la partenélida con HClOJ/acetona, se obtuvo:
. 13-metoxiparienélida (72)
g
b
> De la transformacién”biolégica” con”A4 : ochraceus, ‘se’obuivieron ' los’ siguientes
derivados: B s AR B ’
. 11, 13-dihidropartenélida (73)
. ‘4a, 10a-dihidroxi-11BH-guai-1-cn-12a-olida (75)
» De la biotransformacion con_s. siger s¢ ob_fu?o. S
. 1B—hidroxi-4ce-h 'dnjpxlqu smanolida (76)
> Dec la transfomacién con cultivo celular de la ﬁlxzﬂml’_iﬂ; se aislé:

- 4, 10a-dihidroxi-11 BH;gllai- l-en-12a-olida (75)
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o mis efici (de los tres

Se encontré que 8. Bassiana fue el microorg:
cmpleados) para biotransfonmar la partendlida, ya que ¢l rendimiento de: los

derivados biolégicos fuec ¢l mas alto.

Se determind la actividad antimicrobiana de la partendlida y - de' su.s dcnvados,
quimicos y biolégicos, en donde se observé que los compuestos (69), (70) y (72)

inhiben el crecimiento de C. althicans y A, luteus,

Al realizar Ia determinacion de la actividad antitumoral de la partenélida y‘ de sus
derivados quimicos y biologicos se encontré que los compuestos (6?) ¥ (70),
presentan actividad antitumoral frente a la linea celular - de : carcinoma
cérvico-uterino en concentraciones de 0.1-50 pg/mlL.. De igual manera ¢l compuesto

(72) presenta dicha actividad solo en concentraciones de 50 pg/mL

24
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ESPECTRO 1. IR (CHCI;) DE LA PARTENOLIDA (69).
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ESPECTRO 2. RMN-'H (300 Hz, CDCl;, TMS) DE LA PARTENOLIDA (69).
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ESPECTRO 3. RMN-"C (300 Hz, CDCly, TMS) DE LA PARTENOLIDA (69).
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ESPECTRO 4. DEPT (300 Hz, CDCly, TMS) DE LA PARTENOLIDA (69).
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ESPECTRO 5. IR (CHCl;) DE LA MIQUENOLIDA (70).
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ESPECTRO 6. RMN-'H (300 Hz, CDCL, TMS) DE LA MIQUENOLIDA (70).
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ESPECTRO 7. RMN-"C (300 Hz, CDCl, TMS) DE LA MIQUENGLIDA (T0).
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ESPECTRO 8. DEPT (300 Hz, CDCl;, TMS) DE LA MIQUENOLIDA (70).
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ESPECTRO 9. RMN-'H (300 Hz, CDC, TMS) DE LA | IBH,13-DEHIDROCOMPRESANOLIDA (71).

300 iy .
AlsulventeiCoci)ionso

—_—  sm

&.306
61wy

R

“ I u‘a, jllﬁ(

T ) \/ll
4,12 pom / i

5.00 ppm

100 opm
. - / « J
| AW
[ U ML A |‘ |"r~|‘~~ry~1'|"“|' [N et L R e | PO U Vo
q 7 [1 ‘5“ -4 k) 2 1 <0 prm

dep op enidopong £ espupndy ugrscuuojsuesy

71— "PYS

femnrrrrrorrrre ey ey ey rET T



ESPECTRO 10, RMN-"C {300 Hz, CDCl;, TMS) DELA | lBH,I3'DEHIDROCOMPRESANOLIDA (.
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ESPECTRO 11. DEPT (300 Hz, CDCl, TMS) DE LA 11pH, 13-DEHIDROCOMPRESANOLIDA (71
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ESPECTRO 12. RMN-'H (300 Hz, CDCl,, TMS) DE LA 13-METOXIPARTENOLIDA (72),
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* Obtenido de la transformacién quimica en medio Acido (HCIO/ acetona).
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ESPECTRO 13, RMN-"C (300 Hz, CDCl;, TMS) DE LA 13-METOXIPARTENOLIDA (7).
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ESPECTRO 14. DEPT (300 Hz, CDCly, TMS) DE LA 13-METOXIPARTENOLIDA (72)’.
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ESPECTRO 15. IR (CHCly) DEL PRODUCTO A.
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ESPECTRO 16. IR (CHCl;) DEL PRODUCTO B.
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ESPECTRO 17. RMN-'H (300 Hz, C,D,, TMS) DE LA 13-METOXIPARTENOLIDA (72)".
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ESPECTRO 18. RMN-"C (300 Hz, C4D;, TMS) DE LA 13-METOXIPARTENOLIDA (12"
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ESPECTRO 19. DEPT (300 Hz, CDCl,, TMS) DE LA 13-METOXIPARTENOLIDA (T
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* Obtenido de la transformacién quimica en medio bisico (KOH/MeOH-H,0).



ESPECTRO 20. IR (CHCl;) DE LA 11pH,13-DIHIDROPARTENOLIDA 7).
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ESPECTRO21.

RMN-'H (300 Hz, CDCH, TMS) DE LA 11BH, 13-DIHIDROPARTENOLIDA (73),
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ESPECTRO 22, RMN-"C (300 Hz, CDCly, TMS) DELA | l[}H,IZ-DIHIDROPARTENOLIDA (73).
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ESPECTRO 23. DEPT (300 Hz, CDCl;, TMS) DE LA | 18H,13-DIHIDROPARTENOLIDA (73).
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ESPECTRO 24. 1R (CHCly) DE LA 1,10-EPOXI-1 l[}H,l3-DlHIDROPARTENOLlDA {14).
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ESPECTRO 25. RMN-'H (300 Hz, CDCl, TMS) DE LA 1,10-EPOXI-113H,13-DIHIDROPARTENOLIDA (74).
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ESPECTRO 26, RMN-C (300 Hz, CDCl, T™S) DE LA 1,10-EPOXI-1 1 BH, 13-DIHIDROPARTENOLIDA ().
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ESPECTRO 27. DEPT (300 Hz, CDCl;, TMS) DE LA 1,10-EPOXI-113H,13-DIHIDROPARTENOLIDA (73).

3 Metilos

e R N
- T

T Y u il T T
e L1 Toe “we

§ Metinos

n1.4204
- ee.ax6s
a3nev1
51730
42,706

ppm

Te7 op eowlpjong 4 easundd upseungsues]

T ouwnrusaa) op aradrss 110 £,



ESPECTRO 28, IR (CHCl,) DE LA 4u,100-DIHIDROXI-1 1BH-GUAL-12,60-OLIDA (75)
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ESPECTRO 29. RMN-'H (300 Hz, CDCh, TMS) DE LA 4u,l0a-DlHlDROXl-llBH-GUAl-lZ,&—OLlDA ().
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ESPECTRO 30, RMN-C (300 Hz, CDCl;, TMS) DELA 4u,l0n-DlHlDROXl-1lﬁH-(}UAl-12,6u-(')LlDA (5).
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ESPECTRO 31, DEPT (300 Hz, CDCl, TMS) DELA 4a; 10a-DIHIDROXI-11BH-GUAI- 12,60-OLIDA (75).
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ESPECTRO 32. RMN-H (300 Hz, CDCh, TMS) DELA 1-HIDROXI-4a- HIDROXIEUDESMANOLIDA (76).
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ESPECTRO 33. RMN-"C (300 Hz, CDCl,, TMS) DE LA 1B-HIDROXI-4a-HIDROXIEUDESMANOLIDA (76).
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ESPECTRO 34. DEPT (300 Hz, CDCl;, TMS) DE LA 1-HIDROXI-4a-HIDROXIEUDESMANOLIDA (76).
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Trans/osnaciin Quirnsca y Bioksevca de & partendtida — Lactona Scsqusterpenica con esqueketo de Centuaciano —

3 > de la biotransformacion de la partenolida con B.bassiana,

- Reali: [
A. ochraceus, A. niger y cultivo celular de zanahoria.

- Realizar la biotransformacién, separando la biomasa oblcnida del medio de cultivo

de crecimiento, para adicionarla en medio de cultivo fresco con cl sustrato a blotransformar

como tinica fuente de carbono,

> Determinar. la actividad’ cl(oléxH:a (CLso) de los produclos mayoritarios de la
biotransfc ion de la part Slida. ) -
> Rcahmr la bnotransformacnén dc la: pnncnéhda con otros hongos filamentosos,

como R. n:gncans yC. Iunala

> Determinar la. actividad  biolégica antimicrobiana, citotéxica y antitumoral de los
productos mayoritarios de la: biotransformacion de la parlcnéhda obtenidos con. otros

hongos filamentosos.
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Iransliariacsin Quimisca 3 inkserca de & partenciids — I actons Sesquitcsponica con esqueckelo de Gertnacrano ~

1. CRECIMIENTO MICROBIANO.

Los medios utilizados en el cultivo de microorganismos contienen todos los
d da para la si is del material celular y para la produccién

elementos en una forma
de productos metabdlicos. Un medio de cultivo éptimamente equilibrado es obligatorio

para conscguir la maxima produccion.

En un medio de apoyo para c¢l crecimiento adecuado los microorganismos
unicelulares aumentan de tamaio y por Gltimo se dividen en dos por un proceso de fisién
binaria o gemacidn. Las células microbianas requieren un alto grado de adaptabilidad para

responder a cambios tanto en el medio fisico como en el quimico.

Los organismos unicelulares responden a cambios en ¢l medio al exhibir un
conjunto diferente de actividades metabélicas. Asi, un microbio facultativoe inducira las
enzimas necesarias para el metabolismo oxidativo (respiratorio) cuando el oxigeno se ha
suministrado a un medio anaerobio. Los organismos unicelulares son capaces de existir en

una variedad de estados fisioldgicos y pueden cambiar rapid. de un do a otro.

El crecimiento s¢ puede considerar como ¢l aumento ordenado de todos los
constituyentes quimicos de un organismo, lo cual, para los organismos unicclulares,
conduce a un aumento en el numero de individuos en la poblacién. Se pucde considerar el
crecimiento a nivel de individuos dentro de una poblacién (ciclo celular) o el crecimiento

de poblaciones celulares (ciclo de crecimiento), este iltimo en sistemas cerrados (cultivo

intermitente) y en sistemas abiertos (cultivo alimentado por lotes y cultivo continuo).

Para medir el crecimiento es necesario realizar medicioncs cuantitativas y en
poblaciones microbianas pucde medirse en términos de masa celular o nameros de células,

entre estos métodos se encuentran:

> Peso seco celular

v

Meétodos espectrofotométricos, absorcion

Peso humedo

v
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Transdocmacicin Qimica v soksgica de la partendlida — Iscson sgestbeaenics oo esqueketo de Gennacrano —

Volumen de células empacadas

v

%> Numero de células
» Masa de un componentc celular

Mediciones fisicas, como la produccién de calor durante €l proceso de fermentacion

El cultivo por lotes o intermitente representa el crecimicnto en un sistema cerrado,
puesto que no se aflade medio nuevo al cultivo. Cuando un medio de crecimiento adecuado
se inocula con células, tiene lugar una secuencia de eventos caracteristicos Hlamada ciclo de

crecimiento, el cual se puede describir por medio de una grifica de peso seco celular (X),

(e L") contra el periodo de incubacion ¢n horas (h).

A

£

In X

\f,

Tiempo

Figura 1. Ciclo de crecimicnto. Fases de crecimiento: 1, fase lag; 2, acelcracion; 3, fase

exponencial; 4, desaceleracion: S, fase estacionaria; 6, declinacion; X, peso seco celular.
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2. DETERMINACION DEL CRECIMIENTO MICROBIANO PARA
Aspergillus niger ATCC16404, Beauveria bassiana 'y Aspergillus ochraceus.

Resiembra de hongos filamentosos'”.

Se prepararon 25 mL de Agar Papa Dextrosa (APD) y se distribuyeron en tres
matraces Erlemeyer de 50 mL, (aproximadamente 8 mL por cada matraz) y se c.slcnhmron

a 121°C/1 1Ib/15 min., se dejé solidificar el medio dc culuvo para proceder a sembmr los™
‘lura ;xmblcyl;c hasta’ su

hongos empleados en este trabajo. Se lncubaron a: tcmpc

esporulacion’®

Preparacién de la suspensiéon de esporas

Una vez que los hongos esporularon, sc¢ adicioné a'cada matraz 10 mL_de agua

destilada estéril para obtencr una suspension de esporas de cada uno de los hoﬁgos.

Preparacion del medio de cultive

El medio de cultivo cmpleado para la biotransformacion fuc el YEPGA. Se

prepararon 720 mL de medio, y se distribuyeron 120 mL de este, en scis matraces
ba por duplicado). El medio de

Erlenmeyer de 250 mL (cada microor ismo se i
fermentacién se compuso de los siguientes nutrientes: 0.1% de peptona, 0.1% de extracto
de levadura, 0.1% de extracto de carne y 0.5% de glucosa, cn agua destilada a un pH de
7. Los matraces con €l medio YEPGA se esterilizaron a 121°C/1 I1b/15 min. y se inocularon
con 2 mL de la suspension de csporas de cada hongo (dos matraces para cada hongo
filamentoso) en una campana de flujo laminar. Los matraces se incubaron en agitacion a

150 rpm y 30°C, durante 196 h.

'? Los microorganismos Aspergillus niger, Aspergillus b se obtuwvi del
cepario de la Faculiad de Quimica, UNAM y se mantuvieron en el mcduo de cultivo YEPGA.

fue: 4. niger 12 b, A. ochraceus 96 hy

** El tiempo nccesario de bacion, para la produccion de
B. bassiana 120 h
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Transfowriacisn Quisnica - Heodksgica de b partenclida — 1acsona Sesquiterpainics con esqucko de Germnscrang —

2.1 Determi i6n del crecimiento microbiano por el método de Peso Ha

Se tomaron muestras de 2 mL, de cada uno de los scis matraces, a diferentes
intervalos de ticmpo'®. Todas las muestras tomadas durante ¢stos ticmpos de muestrco, se
colocaron en tubos de ensaye de 13 x 100 y s¢ centrifugaron a 3000 rpm durante cinco
minutos, después se retiro el sobrenadante y se coloco en tubos de ensaye de 18 x 150 (para
ser empleado en la prueba de DNS, determinacién del consumo de sustrato), una vez que sc
eliminé todo el sobrenadante se pesé cada tubo y por diferencia se determiné la cantidad de
biomasa presente a cada tiempo de muestreo; con los valores obtenidos se construyd la
curva de crecimiento, grdfico 2, tiempo versus In de la biomasa. El punto maximo de
producciéon de biomasa para cada hongo filamentoso fue: Aspergillus miger 48 h,

Aspergillus ochraceus 72 h y Beauveria bassiana 96 h, ver tabla 22, 23.

1 Tiempo cero, 0.5 h, 1 h.2h, 3h. 4h, Sh, 21 i, 25 h,

28h.45h, S2h, 71 h. 78,97 h, 104 h, 169hycl
respectivo Llanco del medio antes de lar con lus h fil .
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Tabla 22, Determinacion de Ia cinética de crecimiento por el Método de Peso Himedo.

PRODUCCION DE BIOMASA (g)
TIEMPO 0h 05h 1h 2h 3h 4h 5h  21h 25h 28h 45h 52h 7th 78h 97h 104h 169h

MUESTRA

A 006 0 0 0 0 0 O 02 03 040 05 028 03 02 020 015
A2 00 0 0 0 0 0 0t 021 03 039 04 033 03 02 024 02
81 0 04 01 O +» o« 0 O1 0% 03 O O 01t O 0O 062 08
B2 0 018 0 01 0 0 01 0O 0O 0 019 02 0 032 045 056
1 00 0 o 0 001 001 O ©C 0O 004 03 05 043 047 050 050
C2 00 0 0 0 001 001 002 0025 003 0035 037 06 05 05 040 030

« Indica qua |as muestras fueron eliminadas de! estudio”.

Tabla 23. Valores logaritmicos para la determinacién de la cinética de crecimiento microbiano, por el Método de peso Himedo,

In(x)*
TIEMPO  0h 05h 1h 2h 3h 4h 5h 21h 25h 28h 45h 52h 71h 78h O7h 104h 169h

AL . . . . - 2079 2485 2.955 2.9% 2416 2485 2079 2078 1792
A2 . . . - 1386 2128 2485 2747 2773 258 2485 2079 2262 2019

Bl . 1385 1386 1386 . - 1386 1385 2485 - - 138 - - 3210 3500
B2 . 1386 1974 . 1386 - - 136 - . - 2028 2078 - 2532 2890 3110
a . . - . - D82 Q%2 - . - 0470 2485 2995 2845 2934 29% 29%
€ . . - .- 08 08 02 036 0182 0335 2695 3178 29% 29% 2773 2465

* Donde (x) es la produccion de biomasa expresada en (g).
* Indica que las muestras fuseron eliminadas det estudio.

DTS P O 1Des R ENUMIr MINIOS FUHIE] —

™ Las muestras se eliminaban del estudio, bajo el criterio de perdida de algiin volumen de la misma, durante su tratamiento



Grifico 2, Curvas de cinética de crecimiento microbiano para tres hongos filamentosos por el Método de Peso Himedo.

CURVAS DE CINETICA DE CRECIMIENTO

EXEL 1 ENTITTNS HOLRRGRYSUELL

2 . A2
1.5 3o - ‘

g e e
- 5 1= - e —@=C2"
v 05 - j e i =B
NV I —p
sl B @ e w0 w0 0 1w
— SRl

TIEMPO )

A Aspergillus niger
B Beanveria bassiana

C Aspergilus ochraceus

OISy ap Olfartle o) NI MbDSOgT i e — rpyeirsiasl e op e

1y 2 indican que el ensayo se realizé por duplicado.




A1 0585485103 062276547 063919022 064834225 0.38551566 0.34077922 0.12641711 0.08557678 0.08540671
A2 0.706646295 073460657 0.59256976 0.45185639 041347594 0.18623377 0.08557678 0.06296057 0.04111616
Bt 0775263561 076256684 0.72528048 060977082 06065699 066249045 055810542 0.50870804 050684492
B2 (774331551 0.77267657 0.6973262 0.63068389 062453832 060913321 0.60190985 0.59072574 0.47422461
C1 0641405653 0.85576776 068206264 0.58140565 0.48913675 0.54876533 0.50311688 0.38381971 0.37093937
C2 0660045836 0.76443086 062600611 0.58899771 048261268 047795264 043974026 040007447 037657844

Tabla 24, Datos de Consumo de glucosa de tres hongos filamentosos (Método de DNS). E
g

H

]

CONCENTRACION DE GLUCOSA (g/100 mL) o

TIEMPQ Oh 05h 1h 2h 3h 4h S5h 21h 25h 13
WUESTRA §
&

]

TIEMPO___ 28h 45h 52h 71h 78h oTh __ 104h__ 169h
z MUESTRA

Al 0.07532468 004491979 0.01694578 0.01191281 0.0107013 000678686 0.00557525 0.00100841
A2 002033613 0.01592055 0.01331092 0.00911688 0.01377633 0.0107945 0.00706646 0.00138121
BY 051430009 0.47608862 0.45833044 0.41864018 0.38976318 0.11726509 0.05016043 0.03642475
~— B2 044006035 042646634 0.37915966 0.26972243 0.19763178 0.14636968 0.09510759 0.081709%6
C1 035772345 0.17436211 0.13801375 006811306 0.07413203 0.06341482 005828677 0.05782277
C2 032956638 0.10847976 0.06600458 005295646 0.08278075 0.02160581 0.01564095 0.00169595

NITleoy Etrce [ — EpIfISand €] op

FTvd

s ':\’,-7 A: Aspergillus niger p
Bz B: Beauveria bassiana ;
CoN C: Aspergillus ochracens §
) 1 v Zindican que la prueba se realizé por duplicado. :
¢ = :
b=y
S %




Grifico 3. Consumo de glucosa para tres hongos filamentosos.

CONSUMO DE GLUCOSA DE TRES HONGOS FILAMENTOSOS
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TIEMP»O {h)

A: Aspergillus niger

B: Beauveria bassiana

C: Aspergillus ochraceus

1y 2indican que Ja prueba se realizé por duplicado
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2.2 Determi i6on de de gl por ¢l Método de DNS

Fundamento

En solucién alcalina caliente 1a glucosa reduce el acido dinitrosalicilico a acido 3-
amino-5-nitrosalicilico de color anaranjado rojo. La densidad éptica del color producido es
directamente proporcional a la cantidad de cuerpo reducido y a Ia cantidad de glucosa en

solucion [103].

El acido dinitrosalicilico [Summer y col.] es utilizado para la determinacién de
azucares reductores y esta formado por dcido dinitrosalicilico, Sal de Rochelle (Tartrato de
sodio y potasio), fenol, bisulfito de sodio ¢ hidroxido de sodio. De acuerdo con Summer, la
sal de Rochelle se adiciona con el fin de prevenir la accién del oxigeno sobre el reactivo; el
fenol y el bisulfito sirven para incrementar la intensidad y estabilidad del color de la
solucion obtenida durante la reaccién. El hidroxido de sodio es necesario para la accion

reductora de la glucosa sobre el acido dinitrosalicilico [104].

Preparacién del reactivo de DNS

Disolver las siguientes cantidades por cada 100 mL y en el orden en que se
mencionan: 1.4 g de hidréxido de sodio, 0.75 g de Acido 3,5-dinitrosalicilico, 21.6 g de la
Sal de Rochelle, 0.54 g de fenol y 0.59 g de bisulfito de sodio [104]. Se mezcla hasta la
disolucion completa y se guarda en un frasco hermético de cristal ambar protegido de la

luz.

Mectodologia

El sobrenadante obtenido al determinar el peso hiimedo, se¢ empleco en csta prueba,
se coloco 1 mL de cada muestra en.tubos de ensaye de 18 x 150 y se adiciond a cada uno,
1 mL de reactivo de DNS, después se colocaron en agua a ebullicién durante 5 minutos,
todos al mismo tiecmpo, incluyendo el blanco. que estaba constituido por I mL de agua
destilada y 1 mL de reactivo de DNS y el blanco de! medio (muestra tomada antes de
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inocular). Posteriormente todas las muestras sc colocaron (al mismo tiempo) en un bafo de
agua con hiclo durante cinco minutos, se adicionaron 8 mL de agua destilada y se ley6 cada
una de 1as muestras en un espectrofotometro a 558 nm, sc hicieron diluciones de las
muestras cuando la absorbancia fue mayor a 1. Se construyé un griafico (grdfico 3) de
concentracion (%) versus tiempo, para determinar el tiempo en el que el sustrato ha sido

consumido casi en su totalidad por el microorganismo, ver tahla 23.

Curva estindar de glucosa.

Para la determinaciéon de consumo de sustrato (glucosa), se realizd una curva
estandar de glucosa con las siguientes concentraciones: 0.1%, 0.3%, 0.5%, 0.7%, 1% (P/V),
1a determinacion se realizd por triplicado, se calculé ¢l coeficiente de correlacion (rz) ya
partir de esta curva se interpolaron los datos obtecnidos en DNS para determinar la
concentraciéon y consumo de glucosa, con respecto a los tiempos de muestreo. La curva

patrén (grdfico 3) se construye al graficar tiempo versus concentracion, ver tabla 24.

Tabla 24. Datos de la Curva estandar de glucosa para la determinacion de consumo de
sustrato (Método de DNS).

CONCENTRACION (%) ABSORBANCIA

0.0125
0.0285
0.049
0.069
0.105

ooco

Sk e

=  0.99471549, m= 0.10311475, b= .0.00081967
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Griafico 4. Curva cstandar de glucosa para la determinacidon de consumo de sustrato

{Método de DNS).

ABSORBANCIA

CURVA ESTANDAR DE GLUCOSA

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
CONCENTRACION (g/100 mL)
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