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Abreviaturas

HPLC Cromatografia de liquidos de alta eficiencia
kPa kilo Pascales

MS Medio de Murashige y Skoog (1962)

Pd-C Paladio-Carbono

C.Ccv Cultivo de Células Vegetales

g gramos

L litro

mL mililitro

uL microlitro

A longitud de onda

tr tiempo de retencion

h hora

M molar

mM milimolar

mM/L milimolar sobre litro

mg/L miligramos sobre litro

HEm?s™ Microeinstein por metro cuadrado sobre segundo

(unidad de intensidad luminica)

pm Revoluciones por minuto
Rf Frente de referencia
pH potencial de hidrégeno

por ejemplo




°C
cm
mm
CCF

kglcm?

min

pm

DPPH

grados Celsius
centimetro
milimetro

Cromatografia en capa fina

kilogramo sobre centimetro cuadrado

minuto

punto isoeléctrico
micrometro
2,2-difenil-1-picril-hidrazil

volumen




1. Resumen

Las biotransformaciones con cultivos de células vegetales para producir
compuestos de interés industrial se han presentado como una alternativa a los
meétodos tradicionales de sintesis de diversos compuestos, a partir de materias
primas de bajo costo. Las reacciones involucradas en las transformaciones de
compuestos organicos por el cultivo de células vegetales incluyen principalmente
la oxidacién, hidroxilacién, glicosilacion, reduccién, etc. Existen diversos métodos
para realizar ensayos de biotransformacién con CCV, siendo uno de los mas
importantes la adicion de un compuesto (ya sea de origen natural o sintético) que
pueda servir de sustrato a las enzimas contenidas en los CCV.

El  eugenol (2-metoxi-4-(2)-propenilfencl) e isoeu‘genol (2-metoxi-4-(1)-
propenilfenol) son componentes naturales que se obtienen del aceite esencial de
clavo (Caryophilliflos), el cual es cominmente utilizado como aditive en la
industria de alimentos y como segmentante por odontélogos. El isoeugenol es
producto de la isomerizacién del doble enlace C-C del eugenol; por otro lado, el a-
diisoeugenol y el dehidrodiisoeugenol (dimeros de isoeugenol); son compuestos
que presentan una actividad bioldgica antioxidante y anti-inflamatoria benéfica.

La formacién de los dimeros es importante en el campo de los antioxidantes, ya
que se tiene reportado que el poder antioxidante del dimero es mayor que el del
mondmero; la preparacion de los dimeros se hace mediante una reaccién de
acoplamiento oxidativo mediado por agentes oxidantes. Se sabe que las
peroxidasas son enzimas que se caracterizan por catalizar el acoplamiento orto-

oxidativo (dimerizacion/polimerizacion) de compuestos fenélicos.




El presente trabajo evalué la transformacion de isoeugenol a su respectivo dimero
con el cultivo de células vegetales de Bouvardia ternifolia, en callo, suspension y
estrés nutritivo (Fig.1). Para lograr lo anterior se obtuvo la linea celular de
Bouvardia temifolia, en callo, suspension y con/sin estrés nutritivo. Se realizé la
cinética de crecimiento de la linea celular, con la finalidad de identificar el tiempo
(dias) de mayor produccién de biomasa.

La transformacion del isoeugenol a su respectivo dimero se realizé por medio del
CCV de Bouvardia terifolia, en callo, suspension y con/sin estrés nutritivo y
extractos crudos enzimaticos, en presencia y ausencia de perdxido de hidrégeno.

El curso de la reaccién de biotransformacion fue seguido por Cromatografia en
capa fina (CCF). Los resultados’ obtenidos en cromatografia de capa fina
mostraron la presencia de los dimeros del isoeugenol como producto principal y la
posible formacién de vainillina como producto secundario.

Se logré la implementacion de un método de analisis del producto principal de la
transformacion por Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC). La
diferencia entre las condiciones utilizadas consistié en la cantidad de productos
formados; asi como el efecto del peréxido de hidrégeno en el rendimiento de la

biotransformacion.

v
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Fig.1 Biotransformacion de isoeugenol




Introduccion

Los derivados quimicos producidos por los organismos vivos (desde
microorganismos hasta organismos superiores, como las plantas), han sido de
gran importancia para la humanidad. Productos diversos tales como
medicamentos, insecticidas, saborizantes, colorantes, fragancias y alimentos
son obtenidos a partir de ellos.

Los productos derivados de las plantas dependen directamente de la
disponibilidad que se tenga de éstas; lo que a su vez, se ve limitada por varios
factores como: la distribucion geogréfica, variaciones ambientales, o que se
traten de especies protegidas y de comercializacién entre otros, afectando asi
la obtencion de los compuestos que resultan de interés. Es aqui donde surgen
como opcion las biotransformaciones; aprovechando la maquinaria enzimatica
de las células, para mejorar los rendimientos. Otro de los factores a considerar,
es la ventaja de trabajar en condiciones de temperatura y pH fisioldgicos, con
respecto a la sintesis quimica tradicional, en la cual se requieren de
condiciones extremas, por ejemplo de presién o temperatura y ademas con
bajos rendimientos.

La creciente tendencia hacia el consumo de ingredientes naturales (esencias,
saborizantes, antioxidantes) de los alimentos ha traido como consecuencia una
sobreexplotacién de los recursos naturales. Es por ello que el cultivo de tejidos
vegetales es una alternativa biotecnoldgica en la produccién de este tipo de
sustancias, utilizadas en la industria de la quimica y en particular en la
produccion de aditivos de alimentos de interés comercial.

Es importante sefalar que algunas reacciones que ocurren en las células

vegetales son complejas. Para producir esas reacciones, las células vegetales,



el cultivo de d6rganos y las enzimas de las plantas son los catalizadores
adecuados. Debido a esto, las enzimas presentes en las células vegetales son
de suma importancia, para lograr la biotransformacion de los compuestos
organicos presentes en las células vegetales, a productos recuperables y utiles.
Las biotransformaciones a partir de sustratos exdégenos en células en
suspension, es un medio econdmico que permite el amplio uso de sustratos
con la finalidad de convertir materias primas de bajo costo en compuestos de
mayor uso; frecuentemente se prefieren a los procesos quimicos cuando se
requiere alta especificidad, para atacar un sitio especifico sobre el substrato, y
para preparar un unico isomero del producto. La biotransformacion de
compuestos organicos se ha convertido en una herramienta dentro de la
quimica sintética, principalmente debido a que se realizan transformaciones
quimicas de manera regio, quimio y estereoselectiva y, por lo regular se llevan
a cabo a temperatura y pH fisiolégicos.

Una ventaja que presentan las biotransformaciones, es el obtener compuestos
gue no se encuentran de manera natural en las plantas, gracias a los diversos
grupos de enzimas presentes en ellas.

Las peroxidasas son un grupo de enzimas que se han estudiado dentro del
campo de las biotransformaciones. Una de las caracteristicas mas importantes
que posee este grupo de enzimas, es catalizar el acoplamiento orto-oxidativo
(dimerizacién) de compuestos fendlicos y aminas aromaticas; entre los que
estan los flavonoides y los fenilpropanoides, los cuales son antioxidantes
naturales. Estos compuestos son oxidados por peroxidasas en presencia de
peréxido de hidrégeno, para formar productos diméricos, oligoméricos o

poliméricos.



Resumen

Las biotransformaciones con cultivos de células vegetales para producir
compuestos de interés industrial se han presentado como una alternativa a los
métodos tradicionales de sintesis de diversos compuestos, a partir de materias
primas de bajo costo. Las reacciones involucradas en las transformaciones de
compuestos organicos por el cultivo de células vegetales incluyen
principalmente la oxidacion, hidroxilacion, glicosilacion, reduccion, etc. Existen
diversos métodos para realizar ensayos de biotransformaciéon con CCV, siendo
uno de los mas importantes la adicion de un compuesto (ya sea de origen
natural o sintético) que pueda servir de sustrato a las enzimas contenidas en
los CCV.

El eugenol (2-metoxi-4-(2)-propenilfenol) e isoeugenol (2-metoxi-4-(1)-
propenilfenol) son componentes naturales que se obtienen del aceite esencial
de clavo (Caryophilliflos), el cual es comunmente utilizado como aditivo en la
industria de alimentos y como segmentante por odontélogos. El isoeugenol es
producto de la isomerizacion del doble enlace C-C del eugenol; por otro lado, el
a-diisoeugenol y el dehidrodiisoeugenol (dimeros de isoeugenol); son
compuestos que presentan una actividad biolégica antioxidante y anti-
inflamatoria benéfica.

La formacién de los dimeros es importante en el campo de los antioxidantes, ya
que se tiene reportado que el poder antioxidante del dimero es mayor que el
del mondmero; la preparacion de los dimeros se hace mediante una reaccién
de acoplamiento oxidativo mediado por agentes oxidantes. Se sabe que las
peroxidasas son enzimas que se caracterizan por catalizar el acoplamiento

orto-oxidativo (dimerizacion/polimerizacion) de compuestos fendlicos.



El presente trabajo evalu6 la transformacion de isoeugenol a su respectivo
dimero con el cultivo de células vegetales de Bouvardia ternifolia, en callo,
suspension y estrés nutritivo (Fig.1). Para lograr lo anterior se obtuvo la linea
celular de Bouvardia ternifolia, en callo, suspensidén y con/sin estrés nutritivo.
Se realizd la cinética de crecimiento de la linea celular, con la finalidad de
identificar el tiempo (dias) de mayor produccién de biomasa.

La transformacion del isoeugenol a su respectivo dimero se realizdé por medio
del CCV de Bouvardia ternifolia, en callo, suspensién y con/sin estrés nutritivo
y extractos crudos enzimaticos, en presencia y ausencia de peroxido de
hidrégeno.

El curso de la reaccion de biotransformacion fue seguido por Cromatografia en
capa fina (CCF). Los resultados obtenidos en cromatografia de capa fina
mostraron la presencia de los dimeros del isoeugenol como producto principal y
la posible formacion de vainillina como producto secundario.

Se logro la implementacién de un método de analisis del producto principal de
la transformacion por Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). La
diferencia entre las condiciones utilizadas consistid en la cantidad de productos
formados; asi como el efecto del peréxido de hidrégeno en el rendimiento de la

biotransformacion.
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Fig.1 Biotransformacion de isoeugenol






Objetivos

Objetivo general

» Evaluar la biotransformacion de isoeugenol a dimero de isoeugenol y
vainillina con el cultivo de células vegetales de Bouvardia ternifolia, en
callo, suspension y estrés nutritivo, con la finalidad de identificar si el

cultivo presenta la maquinaria enzimatica para la transformacion.

Objetivos particulares

> Verificar que se realiza la biotransformacion de isoeugenol con hojas de

Bouvardia ternifolia.

» Obtener la linea celular de Bouvardia ternifolia, tanto en callo como en

suspension.

» Elaborar una cinética de crecimiento de la linea celular en suspension de
Bouvardia ternifolia.

» Obtencién de los extractos crudos enzimaticos en callo, células en
suspension con y sin estrés nutritivo.

» Transformar el isoeugenol con cultivos de callo y células en suspensién
de Bouvardia, bajo condiciones de estrés nutritivo asi como, en
presencia y ausencia de peroxido de hidrégeno, evaluando los extractos
enzimaticos para verificar la conversion de isoeugenol a dimero de
isoeugenol y vainillina.

» Evaluar la formacion del dimero de isoeugenol y vainillina como

productos principales de la transformacion.



» Analizar y cuantificar por un método de HPLC, tanto sustratos como
productos de la transformacion (dimero de isoeugenol, vainillina e

isoeugenol residual).



Antecedentes

4.1. Biotransformaciones

El término biotransformacion o también llamado bioconversion se aplica al
proceso en donde un compuesto organico es transformado a un producto
diferente, mediante una serie de reacciones quimicamente definidas,
catalizadas por enzimas contenidas en organelos de las células.

Esta técnica conjuga la sintesis quimica con el uso de organismos vivos. Ya
sea que se empleen materiales celulares completos o que se aislen de Estos
las enzimas, los catalizadores naturales ofrecen grandes ventajas para la
produccion de sustancias tradicionales o nuevas.

Algunas de las caracteristicas por las que se opta por las biotransformaciones
sobre la quimica tradicional, son: éstas poseen una alta especificidad (en
términos de regio, quimio y estereoespecificidad) con respecto a los sustratos
sobre los que actuan; los procesos en los que son empleadas suelen ser mas
rapidos; trabajan en condiciones fisiolégicas, por lo que no demandan
condiciones extremas de reaccion; pueden dar altos rendimientos en productos
enantioméricamente puros; debido a su especificidad sobre el sustrato, no
forman subproductos; y son capaces de producir compuestos nuevos a partir
de sustratos distintos a los que suelen transformar a nivel celular (Loughlin,
2000; Roberts, 1999; Tuner, 1994).

Las biotransformaciones frecuentemente se prefieren a los procesos quimicos
cuando se requiere alta especificidad, para atacar un sitio especifico sobre el
sustrato, y para preparar un unico isomero del producto. Se llevan a cabo a

temperatura (20-40° C) y presién ambiente (0-34 kPa) (Flores, 2004).



Métodos de biotransformacion

Para Leuengerger (1984), una biotransformacién se puede llevar a cabo por

cualquiera de los siguientes métodos:

X/
L X4

X/

Mediante el uso de células en crecimiento. En este caso el precursor del
aroma, se incorpora al medio de cultivo desde la inoculacién o bien
durante el transcurso de etapas posteriores en donde el crecimiento
celular aun no ha terminado.

Mediante el uso de células cosechadas. La primera etapa de este
método consiste en permitir un crecimiento celular abundante en un
medio de cultivo especial, llamado de crecimiento. Después estas
células se separan por centrifugacion o filtracién para incorporarlas a un
segundo medio; el de bioconversion, que contiene el precursor.
Mediante el uso de células inmovilizadas. Aqui es necesario producir las
células en un medio apropiado, para después separarlas e
inmovilizarlas.

Mediante el uso de enzimas purificadas. En algunos casos es necesario
emplear enzimas con un alto nivel de purificacion, esto se debe a que: o
bien hay una difusion apropiada de los precursores a través de la
membrana microbiana, o bien que el producto de la transformacion no
se difunda una vez producido.

Mediante el uso de sistemas multifase. Se recomienda trabajar en dos
fases, una acuosa que contiene la enzima o los microorganismos y un

solvente no miscible en agua.



+ Mediante el uso de sistemas de multiconversion. Para el caso en que la
bioconversion requiera de dos o mas pasos secuenciales (Garcia et al.,
1993).

Las biotransformaciones pueden ser llevadas a cabo por distintos sistemas
entre los cuales se encuentran: células microbianas, de plantas o de animales,
asi como organelos que pueden suministrar las enzimas para la transformacion
(Hurtado y Merino, 1994). Los microorganismos superan a las células de las
plantas y de los animales en varios aspectos. Su alta relacién superficie-
volumen les confiere un crecimiento rapido y altas velocidades de metabolismo,
que conducen a la eficiente transformacion de los substratos que se les afiaden
(Byong, 1996).

Como ejemplo de estos sistemas de biotransformacion se tiene: la
biotransformacion de isoeugenol a vainillina por Bacillus fusiformis. Este
sistema de biotransformacion es un sistema por medio de células microbianas,
en donde el aceite esencial del eugenol e isoeugenol es mejor y mas
economico para la produccién de vainillina por bioconversion; por tanto la
bioconversion de isoeugenol a vainillina se vuelve mas atractiva.
Recientemente algunas investigaciones han llevado a cabo conversiones
microbianas y enzimaticas de isoeugenol a vainillina (Shimoni et al., 2000;
Washisu et al., 1993); sin embargo, en estos sistemas los rendimientos del
proceso de bioconversion de eugenol e isoeugenol, hacia la produccién de
vainillina fueron relativamente bajos.

Algunas cepas conocidas para convertir eugenol e isoeugenol a vainillina

incluye a Bacillus, Pseudomonas putida, A. niger; Corynebacterium



glutamicum, Corynrbacterium, Arthrobacter globiformis, Pseudomonas sp. y
Serratia marcescens (Priefert et al., 2001).

Los ensayos de biotransformacion con CCV que se han realizado utilizando el
eugenol (1) e isoeugenol (2) como precursor (Fig. 2 y 3) , han sido orientados a

glicosidarlos en el grupo hidroxilo (Orihara et al., 1992).
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Fig.2. Glicosidaciéon de isoeugenol mediante CCV de Eucalyptus perriniana
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Fig.3. Glicosidacion de eugenol mediante CCV de Eucalyptus perriniana



4.2. Biotransformaciones con cultivo de tejidos vegetales

Las plantas son fuente de diversos compuestos que se utilizan en la industria
alimentaria. Sirven como fuente de saborizantes, antioxidantes, colorantes vy
aromatizantes, entre otros. A pesar de que se han logrado grandes avances en
la produccion de muchos de estos aditivos a partir de fermentaciones
microbianas, no se puede dejar a un lado el incremento en la demanda de
productos de origen natural (Sahai, 1994; Scragg, 1994).

Las células de las plantas poseen un repertorio de enzimas para
transformacién y pueden incluso sobrepasar a los microorganismos en la
consecucion de ciertas reacciones, como las hidroxilaciones y glicosidaciones.
Las biotransformaciones con cultivo de células vegetales son consideradas
como un método importante para convertir compuestos organicos abundantes y
de bajo costo, en compuestos recuperables y utiles, de acuerdo a la capacidad
de los cultivos de células vegetales (Suga & Hirata, 1990). Ademas sirven
como herramientas utilizadas en la modificacion estructural de moléculas, para
dar compuestos que poseen propiedades benéficas. Los tipos de reacciones
regioselectivas y estereoespecificas, en la biotransformacién de compuestos
exdgenos, es esencial en el desarrollo de la biotecnologia, para el uso de
células de plantas superiores (Ishihara et al., 2003).

Las reacciones involucradas en las biotransformaciones de compuestos
organicos, por medio del cultivo de células vegetales incluye: oxidacion,
reduccion, hidroxilacién, esterificacion, metilacién, isomerizacion, hidrélisis y

glicosilacion (Ishihara et al., 2003).



En la Fig.4, se plantea el método general para la biotransformacion de un

sustrato con CCV.

Toma de muestra
(Brote, tallo, raiz)

Siembra en medio sdlido
(Callo)

Siembra en medio liquido
(Suspension)

Subcultivo

Homogenado Suspension

Agregar sustrato

Incubar

Extraer productos

Purificar

Evaluar y Caracterizar

Fig.4. Metodologia general para la biotransformacién de un sustrato con CCV.



4.3. Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo in vitro de células, tejidos, y 6érganos de vegetales es una de las areas
de crecimiento de la biotecnologia, debido a su potencial para rendir productos
de alto valor afnadido, y para conseguir cultivos y plantas ornamentales
mejoradas. Los cultivos de células vegetales (CCV) actualmente constituyen
una alternativa para sintetizar sustancias cuya produccion comercial se ve
limitada por factores externos (problemas con la disponibilidad de las plantas),
0 porque la sintesis convencional resulta econdmicamente inviable (Navarro y
Vera, 1994).

El cultivo de tejidos vegetales es el proceso mediante el cual pequefios
fragmentos de un tejido vivo (explante) se aislan de un organismo y se cultivan
asépticamente durante un periodo indefinido de tiempo en un medio nutritivo.
Los términos intercambiables cultivos de tejidos vegetales y cultivos celulares
designan todas las formas de cultivos vegetales crecidas in vitro, que van
desde células sueltas y proliferaciones celulares indiferenciadas hasta masas
multicelulares y cultivos de 6rganos. El cultivo de células y tejidos vegetales in
vitro, que consiste en la propagacién de células vegetales en un medio estéril,
ofrece grandes posibilidades de produccion de sustancias quimicas de alto

valor e ingredientes alimentarios naturales (Byoung, 2000).



Uso de los cultivos de células vegetales

En la actualidad la técnica de cultivos de células vegetales se utiliza en cuatro
vertientes esencialmente: 1) propagacion de plantas in vitro (micropropagacion)
en horticultura y silvicultura, principalmente; 2) produccién de metabolitos
secundarios a partir de cultivos en masa de células vegetales, 3) la utilizacién
de técnicas de DNA recombinante para la modificacion genética de plantas y 4)
en la preservacion de germoplasma agronémico y silvestre (Hernandez, 1991).
Estas técnicas se caracterizan porque:

1. Ocurren a microescala p.e. sobre una superficie relativamente pequefia.

2. Se optimizan las condiciones ambientales, en lo que se refiere a los
factores fisicos, nutricionales y hormonales.

3. Se excluyen todos los microorganismos (hongos, bacterias y virus), asi
como también las plagas de las plantas superiores (insectos y
nematodos).

4. Generalmente no se reproduce el patron normal de desarrollo de una
planta, permitiendo que un tejido aislado puede dar origen a un callo, o
puede desarrollarse de otras formas poco usuales (por ejemplo,
formacion de érganos, embriogénesis somatica).

5. La capacidad de cultivar protoplastos o células individuales permite

manipulaciones que antes eran imposibles. (Pierik, 1990).



Tipos de cultivos

Una planta se compone de diferentes érganos, cada uno de los cuales contiene

diferentes tejidos, los cuales a su vez estan constituidos por células

individuales. Hay muchos tipos diferentes de cultivo in vitro, de la misma forma

que se encuentran materiales diferentes en la constituciéon de las plantas

(George y Sherrington, 1984).

Estos tipos de cultivo son:

1.

Cultivo de plantas intactas: Se siembra la semilla in vitro, obteniéndose
primero una plantula y finalmente una planta.

Cultivo de embriones: Se cultiva el embrién aislado después de retirar el
resto de los tejidos de la semilla.

Se cultiva in vitro un érgano aislado. Se pueden distinguir distintos tipos
p.e. cultivo de meristemos, cultivo de apices del vastago, cultivo de
raices, cultivo de anteras, etc. Generalmente una porcion (de tejido, o un
organo), aislada de una planta, se denomina explante, y a su cultivo,
cultivo de explante.

Cultivo de callo: Se llama asi, cuando una porcion de tejido se
desdiferencia in vitro, originando un callo.

Cultivo de células aisladas: Es el crecimiento de células individuales,
obtenidas de un tejido, callo o cultivo en suspension, con la ayuda de
enzimas o mecanicamente.

Cultivo de protoplastos: Se obtiene a partir de células, por digestidon

enzimatica de la pared celular.



De Fossard (1977) distinguia tres tipos de cultivo in vitro en las plantas
superiores:

1. Organizado: Se refiere al cultivo de plantas completas o casi completas
(embriones, semillas), o al cultivo de 6rganos, donde se mantiene la
estructura caracteristica del érgano o de la planta. Se parece mucho a la
propagacion vegetativa in vivo, por esqueje, divisidn, estolones y yemas
o vastagos axilares. Si la estructura organica no se destruye, la
descendencia obtenida es idéntica al material vegetal original.

2. No organizado: Si las células y/o los tejidos se aislan de una porcion
organizada de una planta, se desdiferencian y cultivan, se obtiene un
crecimiento no organizado (en forma de callo). Si el callo se disgrega, se
originan grupos de células (agregados), y/o células aisladas (cultivo en
suspension). El crecimiento no organizado se induce fundamentalmente
por el uso de altas concentraciones de auxina y/o citocinina en el medio
nutritivo. La estabilidad genética de los cultivos no organizados es
frecuentemente baja.

3. No organizado/Organizado: Se trata de un intermedio entre los dos
anteriores. Las células de un o6rgano o tejido aislado, primero se
desdiferencian, para posteriormente formar tejidos o una capa de tejido
calloso. A partir de estos se desarrollan rapidamente 6rganos (p. e.
raices y/o vastagos), o incluso individuos completos (pro-embriones o
embriones). Se debe tener en cuenta que las estructuras organizadas se
pueden desarrollar a partir de cultivos no organizados espontaneamente
o por medio de técnicas especiales. En todos estos casos la
descendencia no es completamente idéntica con respecto al material

original.



En la Fig.5 se explica de manera general como se establece una linea de CCV:

Explante

Esterilizacion

superficial
Cultivo
en callo
m— m— E——
1 2 3 4
.|

I:I Medio sdlido

I:I Medin liguido

Cultivo
BN SUSpeNnsIan

Fig.5. Desarrollo de cultivo de células vegetales

En el tubo1 se ha producido el aislamiento de un explante, sobre un medio sélido, para
obtener un tejido calloso sobre las superficies lesionadas. Esto ultimo se consigue en el tubo
2. En el tubo 3 se realiza un subcultivo del callo sobre un medio sdlido: para ello, el callo
formado en el tubo 2 es separado en pequefos fragmentos y sembrado en el tubo 3:
consiguiéndose un gran desarrollo en el tubo 4. El desarrollo posterior al del tubo 4 puede
tener lugar sobre un medio sélido, pero también se puede desarrollar en el seno de un medio
liquido. En el matraz 4a se han sembrado algunos agregados de células del callo que han
sido capaces de multiplicarse en el transcurso de unas semanas (matraz 5a).




Induccion de callos y cultivo de callos

Un callo es basicamente un tejido tumoral, mas o menos organizado, que
generalmente surge sobre heridas de 6rganos y tejidos diferenciados. Se llama
induccién del callo al inicio de su formacién. Es posible la formacion de callos
con muchas especies diferentes, posteriormente los callos se cultivan en un
medio diferente, y nos referimos a ellos como subcultivos de callo. En
condiciones excepcionales, y a veces de forma espontanea, se puede producir
la regeneracion de 6rganos adventicios y/o embriones, a partir de callos. En un
medio liquido, un callo puede formar agregados (masas de células), o células
individuales. Se pueden regenerar plantas completas incluso a partir de células

individuales.

Induccion de callo

Si en el explante aislado solo existen células diferenciadas, es necesario
producir una desdiferenciacién, antes de que tenga lugar la division celular,
siendo las células parenquematicas las que generalmente pueden sufrir este
proceso. Si un explante contiene tejido meristematico en el momento de su
aislamiento, este puede dividir de forma inmediata, sin necesidad de que se
produzca una desdiferenciacion. La desdiferenciacion juega un papel muy
importante, ya que permite, a las células maduras de un explante, de una
planta adulta, presentar una redefinicion. En este proceso, las células adultas
son capaces, de forma temporal, de pasar desde su forma adulta a su forma
juvenil (rejuvenecimiento). Este rejuvenecimiento puede tener consecuencias
muy importantes: Las células son inducidas a dividirse de forma intensiva; las

células rejuvenecidas, si se comparan con las células adultas, presentan un



mayor crecimiento y potencial de divisién; las células rejuvenecidas son

capaces, en circunstancias especiales, de regenerar érganos y/o embriones.

Después de la desdiferenciacion, las células pueden empezar a dividirse de
forma intensiva, bajo la influencia de algunos factores como los reguladores de
crecimiento que puedan existir en el medio; asi se forma un tumor que recibe el
nombre de callo. Un callo es en principio un tejido no organizado y poco
diferenciado; sin embargo se pueden encontrar tejidos diferenciados en
agregados grandes de tejido calloso. Cuando se examina de forma critica un
tejido de callo, puede verse que esta lejos de ser algo homogéneo, ya que
generalmente esta constituido por dos tipos de tejidos: Uno diferenciado y otro
no diferenciado.

Cualquier tipo de 6rgano (raiz, tallo, hoja, flor, etc.) o tejido puede ser utilizado
como material inicial para la induccién de callo. Si ésta resulta dificil o se
precisa un callo juvenil, se utilizan embriones (inmaduros) o fragmentos de
plantulas. Debe tenerse en cuenta, que tanto el material inicial (adulto o
juvenil), como la posicion del explante sobre la planta (que refleja el nivel de
hormonas endogenas), pueden tener una gran influencia en procesos como la
divisién celular y formacion de érganos y embriones.

Para iniciar la formacion de callos a partir de un explante, se recomienda el
suministro de reguladores exdgenos. Las exigencias de regulador exégeno
(tipo de regulador, concentracién, proporcion auxina/citocinina), dependen en
gran medida del genotipo y de su contenido en hormonas enddgenas. Estas

necesidades en principio pueden dividirse en tres categorias:



1. Sdlo se necesitan auxinas (especialmente monocotiledéneas).

2. No se requieren mas que citocininas.

3. Se precisan tanto auxinas como citocininas.
Antes del descubrimiento de las citocininas, ya se habia observado la
extremada eficacia para inducir la formacién de callo, de una combinacion de la
auxina 2,4-D con la leche de coco. Después del descubrimiento de la citocinina,
se pudo ver que, en la mayor parte de los casos, aunque no en todos, la leche
de coco podia ser reemplazada por la citocinina. La auxina y la citocinina son
esenciales para la formacion de callo. También son importantes para la
formacion de callo muchos otros factores y reguladores, como por ejemplo: el
genotipo, la composicidn del medio nutritivo, factores fisicos del crecimiento
(luz, temperatura,etc.). Como medio mineral se suele utilizar el de Murashige y
Skoog (1962), o algunas otras formulaciones (Bs, Ns, White, etc.). Como fuente
de azucar se suele usar sacarosa o glucosa al 2-4%. Si no se conocen las
exigencias nutritivas exactas, para la formacion de callo, se pueden afadir al
medio, otros compuestos como: Hidrolizado de caseina, extracto de malta,
extracto de levaduras. El efecto de la irradiancia sobre la formacién de callo
depende de la especie vegetal; en algunos casos es necesaria la presencia de
luz mientras que en otros se precisa oscuridad. Para la formacién de callo
resulta generalmente ventajosa la temperatura elevada (22-28°C). (George y

Sherrington, 1984).



Cultivo de callos

Después de conseguida la induccidn, el callo se cultiva sobre un medio nuevo.
El primer subcultivo suele llevarse a cabo sobre un medio sdlido, aunque en
algunos casos es posible empezar directamente sobre un medio liquido. Si el
callo presenta un crecimiento pobre en el primer subcultivo, puede ser
necesario subcultivar también una porcion del explante. Las condiciones de
crecimiento (medio nutritivo, factores fisicos del crecimiento) son generalmente
semejantes a las que se utilizan para la induccion del callo, solo las
concentraciones de auxina y citocinina son normalmente mas bajas. Si el
crecimiento del callo se detiene después del subcultivo, indica que el medio de
subcultivo no resulta adecuado.

El tejido calloso procedente de diferentes especies vegetales, puede presentar
diferencias en estructura y habito de crecimiento; puede ser: Blanco o
coloreado, libre (que se separa facilmente) o fijo, blando (acuoso) o duro, facil o
dificil para dividirse en células o agregados en medio liquido. El crecimiento de
un callo dentro de una misma especie vegetal puede depender también de
factores como la posicion original del explante sobre la planta, y las
condiciones de crecimiento. Por otro lado, a veces se pueden ver diferencias
en color y estructura en un callo, que no pueden ser atribuidas a los factores
anteriores, debiéndose considerar en estos casos la posibilidad de que se
hayan producido algunas mutaciones.

La habituacién puede jugar un papel en el cultivo de callos; los callos pueden
perder sus exigencias en auxina y/o citocinina, después de subcultivos
sucesivos; de esta manera el callo se hace autétrofo con respecto a los

reguladores.



Existe gran controversia en la bibliografia para definir qué proporcién de este
cambio se debe a las mutaciones y qué proporcion se debe al ambiente.

Si se van a utilizar los callos como medio para la multiplicacion vegetativa de
las plantas, aquéllos deben reunir los siguientes requisitos:

1. El potencial regenerativo no se debe perder después de sucesivos
subcultivos, ya que puede desaparecer el potencial de un callo, para
formar 6rganos y embriones (Thomas y Street, 1970), en particular
este hecho ha sido demostrado en zanahoria (Syono, 1965a, 1965b,
1965c).

2. Estabilidad genética: El material obtenido debe ser idéntico al inicial.

Esto, claramente, no siempre es posible.

Sobre medios soélidos
En las referencias bibliograficas antiguas, el cultivo de callos estaba casi
siempre descrito, sobre medio sdélido, ya que los medios liquidos no se habian
desarrollado. El cultivo de los callos es generalmente mucho mas lento sobre
un medio solido, que sobre un medio liquido que puede ser agitado. Las
razones para que existan estas diferencias son:
1. La porcion de callo presenta solo un contacto limitado con el medio
sélido y, por lo tanto, puede absorber menos compuestos del medio.
2. El suministro de oxigeno es mejor sobre medios liquidos.
3. Los callos pueden fragmentarse cuando se encuentran en medio
liquido, incrementando asi su superficie, y, por lo tanto, la de absorcién

de materiales del medio.



4. En los medios solidos se producen gradientes, que pueden ser causa

de diferenciaciones tempranas, y por consiguiente, de la inhibicién del

crecimiento del callo.

En medios liquidos

Los matraces Erlenmeyer colocados sobre un agitador rotatorio se han

convertido en un medio muy usual para la proliferacion de callos.

Reglas generales para el cultivo de callos en medio liquido:

1.

Normalmente se utilizan agitadores rotativos, para impedir la pérdida del
medio de crecimiento liquido, cuando los matraces alcanzan altas
velocidades.

Los matraces nunca se deben llenar mas de un 20-30% de su capacidad
total.

La cantidad de medio en el matraz se puede reducir, siempre que se
siembren menos células o agregados celulares.

En general se considera que la velocidad de giro debe situarse entre 80
y 100 rpm, aunque a veces se utilizan velocidades mas bajas (40) o mas
altas (120).

El crecimiento de las células, callos, etc., generalmente se produce de la
siguiente forma: Inicialmente (fase de latencia) no existe practicamente
crecimiento. Después éste aumenta de forma exponencial, para hacerse
después lineal, y caer posteriormente hasta detenerse (Street, 1973).

La produccidon rapida de células en los cultivos en suspension es

proporcional a la densidad celular, en el momento de inicio del cultivo.

El cultivo en medio liquido puede ser un cultivo en suspension (mezcla de

células separadas y agregados celulares) o un cultivo de porciones de callo. El



que sea de uno u otro tipo, depende en gran manera de la especie vegetal y
del tipo de células que se consideren.

Técnicas de cultivos en suspension

Los cultivos en suspension se inician con la adicion de trozos de callo no
diferenciado a un medio liquido el cual es agitado durante la incubacion. El
éxito de un cultivo en suspension depende del callo empleado (de preferencia
debe ser friable; es decir que los agregados celulares son débiles). Para
conseguir un callo friable es indispensable el uso de fitohormonas en el medio.
Durante el primer periodo de incubacién en el medio liquido algunas células
son liberadas del explante y son multiplicadas. Para subcultivo se emplea una
pipeta Pasteur o jeringa lo suficientemente fina como para evitar la entrada de
particulas grandes derivados de una fragmentacion parcial del trozo inicial.

La suspension transferida en subcultivo debe de consistir de células libres de
agregados pequefios. El medio de cultivo empleado debe de ser aquel que
permita un crecimiento adecuado del callo, es posible que se requiera de una
modificacion en cuanto al contenido de fitohormonas para asi lograr un
crecimiento alto y una separacion celular en el medio liquido (Sanchez de
Jiménez, 1985).

Generalmente se emplean agitadores orbitales para la iniciacion y propagacion
en serie de cultivos celulares en suspension. Deben de tener un control de
velocidad (30-150 rpm) y el movimiento orbital debe de ser 2-4 cm. El agitador
debe de estar en un cuarto con aire acondicionado (con un buen control de
temperatura que oscile entre 24-30°C) o la plataforma debe estar en el interior

de una incubadora. La plataforma debe de llevar soportes que sostengan los



recipientes donde se tenga el cultivo. Se le puede poner luz fluorescente o bien
cubrirlos con papel aluminio si es que requiere de crecer en obscuridad.

Los recipientes usados generalmente son matraces Erlenmeyer de boca ancha.
Estos matraces son sellados con papel aluminio. El volumen de medio
empleado debe de ser el apropiado. Por ejemplo 20 mL para 100 mL y 70 mL
para 250 mL.

En la Fig.6., se observa el establecimiento del cultivo de células en suspension

(Street, 1988)

a) Explante de hoia. b) Callo in vitro

Fig.6. Establecimiento del cultivo de células en suspension

Estos cultivos en lote o “batch” aumentan su biomasa mediante division y
crecimiento celular hasta que un factor en el medio de cultivo sea limitante
(nutrientes u oxigeno). Las células entran en una fase estacionaria durante la
cual el peso seco disminuye. La estabilidad de las células en la fase
estacionaria depende de la especie y en la naturaleza del factor que limita su

crecimiento. Cuando estas células son subcultivadas en fase estacionaria



pasan por una fase lag, una fase exponencial corta y una fase de declinacién
de crecimiento para volver a entrar en una fase estacionaria.

“Al iniciarse un cultivo en suspension el comportamiento que presentan las
células en crecimiento es tipicamente sigmoide” (Hurtado y Merino, 1994).
Como se puede apreciar en la Fig.7., existen 5 fases: reposo, exponencial,

lineal, disminucién progresiva o desaceleracion y estacionaria.

Ndmero * d e Fases
de células
a) Reposo
b) Exponencial
c c) Lineal
d) Disminucidn
progresiva
b e) Estacionaria

Tiempo

Fig.7. Curva de crecimiento de las células en un cultivo en suspension

Durante la fase de reposo el in6culo no presenta ninguna sefal de division
celular, ya que unicamente se estda adaptando a las nuevas condiciones
nutricionales para, posteriormente, iniciar e incrementar la velocidad de la
divisidon celular durante las fases exponencial y lineal. La velocidad de divisién
va disminuyendo gradualmente hasta dar inicio a la fase estacionaria, que sera
en el momento en que se hayan agotado los nutrientes, o al menos alguno de
ellos. Durante esta fase las células han alcanzado su maxima densidad celular
permaneciendo viables pero sin division (Hurtado y Merino, 1994). La mayoria

de los cultivos en suspension alcanza su maxima densidad celular entre los 18



y 25 dias, aunque pueden existir cultivos extremadamente activos, que la
alcanzan entre 6 y 9 dias.
Es recomendable determinar la densidad celular antes de subcultivar las
células.
El crecimiento de las células puede expresarse cualitativamente, pues
conforme las células se multiplican se observara un aumento en la turbidez del
medio de cultivo. Sin embargo, el crecimiento también se expresa
cuantitativamente mediante la determinacién periddica de parametros
especificos de crecimiento, como son:
1. El peso fresco y peso seco de las células cultivadas.
2. El numero de células por unidad de volumen, cuantificadas con ayuda
de un hematocitometro.
3. El volumen total ocupado por las células en una alicuota del cultivo. Las
células se compactan mediante centrifugaciéon y el volumen de estas se
expresa como un porcentaje del volumen de la alicuota (Hurtado y

Merino, 1994).

Los cultivos de células en suspension generalmente son heterogéneos, con
células aisladas y pequefos agregados celulares. La proporcién entre ambos,
asi como su tamano, depende de la especie vegetal de la cual se ha derivado
el cultivo, de la edad del tejido en cultivo, de la composicion del medio y de las
condiciones ambientales. En la mayoria de los cultivos, el 60 % de las células
pueden estar aisladas o formar racimos de dos células; es muy comun
encontrar racimos celulares de mas de 2 mm de diametro (Hurtado y Merino,

1994).



Una vez establecida la linea celular de CCV, se realiza la biotransformacion.
De manera general, esta puede ser de dos formas: adicionando un metabolito
secundario, que se encuentre en pequefas cantidades en la ruta biosintética,
beneficiando la sobreproduccion de algun compuesto conocido de la planta;
adicionando un compuesto llamado “elicitor”, el cual produce una respuesta de
las células y en donde por lo regular se aumenta la concentracién del
metabolito; o adicionando un sustrato que mediante la maquinaria enzimatica
de las células produzca un compuesto que no esté presente o se presente en
concentraciones bajas de manera normal en la naturaleza. Esto gracias a que
las enzimas presentes en las células de las plantas son capaces de catalizar
reacciones de tipo regio y estereoespecificas (Villa et al., 1998).

Se debe resaltar que la simple adicion de un precursor no es sindbnimo de que
la biotransformacion sea realizada. Diversos factores deben ser tomados en
cuenta, por ejemplo: la capacidad del precursor (en caso de que sea un
compuesto quimico sintético) de penetrar la célula; los efectos toxicos o de
retroalimentacion en la acumulacion del producto; la disponibilidad de las
enzimas de entrar en contacto con el precursor (ya sea porque las enzimas no
estan siendo producidas, o tanto las enzimas como el precursor se encuentran
en compartimientos distintos) (Chin y Pederson, 1992). Este ultimo punto
puede ser resuelto homogeneizando las células (esto es realizar una lisis
mecanica, preferentemente con un aparato con cuchillas de acero inoxidable),
dejando asi los complejos enzimaticos libres en el medio de reaccion para que

entre en contacto con el precursor.



4.4. Monoterpenos
Los monoterpenos son compuestos volatiles que confieren a las plantas una
gran parte de su fragancia. Han sido utilizados desde la antigiedad como
medicinas y fragancias, parte fundamental de los aceites esenciales, poco
solubles o insolubles en agua; la manera mas comun de obtenerlos es por una
extraccion directa de la planta. El nombre terpeno deriva de los compuestos
aislados de la tremetina, un liquido volatil obtenido de algunas coniferas.
Con una ocurrencia natural en la mayoria de las plantas, considerados por
algunos autores como parte de los componentes fendlicos de la planta
(Bowers, 1992), este tipo de compuestos también estan asociados al color y al
sabor de diversas frutas (p. e. manzanas, cerezas, y peras).
Los compuestos derivados de los monoterpenos, que poseen un grupo fenilo
unido a una cadena alifatica de 3 carbonos son conocidos como
fenilpropanoides. Estos se encuentran ampliamente distribuidos dentro del
reino vegetal y son utilizados, entre otras cosas, como aditivos alimentarios.
Siendo la caracteristica mas importante de este tipo de compuestos el poder
antioxidante.
Se cree que los antioxidantes de tipo fendlico funcionan donando un hidrégeno
del grupo hidroxilo a un radical peroxido, de acuerdo al siguiente esquema,
evitando asi que se inicie o propague la oxidacion:

LOOe + HArOH — LOOH + HArOe
Donde LOOQOe representa un lipido en el proceso inicial de oxidacion, mientras
que HArOH es el compuesto fendlico. La efectividad de los diferentes
antioxidantes fendlicos depende del tipo y posicidn de los grupos asociados al

anillo bencénico y a la factibilidad para donar el hidrogeno. (Alatorre, 2001).



4.5. Eugenol e Isoeugenol

En la mayoria de los aceites esenciales estan presentes compuestos como
thymol, carvacrol, y eugenol, los cuales provienen de hierbas y especias; tales
como el tomillo (Thymus vulgaris), orégano (Origanum syriacum), y el clavo
(Caryophilliflos) (Cimanga et al., 2002). Estos compuestos son producidos por
las plantas como un mecanismo de defensa en contra de microorganismos
fitopatdogenos (Vazquez et al., 2001). Por consiguiente estos tres compuestos
han atraido gran atencidén en la industria alimenticia. Han sido utilizados en
alimentos tales como quesos para prevenir el crecimiento de hongos como un
conservador natural (Juven et al., 1994; Vazquez et al., 2001; Venturini et al.,
2002). Por otro lado, como medicamentos ya que tienen actividades fisiologicas
especificas como antiséptico, antiespasmadico, ténico. Sin tener en cuenta sus
actividades biolégicas y fisiologicas, presentan un uso limitado como
conservadores naturales de alimentos y medicamentos, ya que son insolubles
en agua, presentan sublimacion y descomposiciéon por la luz. (Mastelic et al.,
2004).

Los o-metoxifenoles tal como el eugenol (2-metoxi-4-(2)propenilfenol) y el
isoeugenol (2-metoxi -4-(1)propenilfenol) son componentes del aceite esencial
de clavo, los cuales son comunmente utilizados como agentes saborizantes en
cosmeéticos y productos alimentarios. Ademas se sabe que estos compuestos
tienen propiedades benéficas, antioxidantes y antinflamatorias; altas
concentraciones de estos compuestos tienen efectos adversos causando
inflamacion y reacciones alérgicas, causadas por intermediarios de quinona. La

actividad biolégica antioxidante que poseen los metoxifenoles; tal como el



eugenol e isoeugenol puede ser util para evitar o disminuir los efectos adversos
de estos compuestos (Murakami et al., 2005).

El eugenol es isomerizado a su correspondiente alquenil alcoxi benceno,
(isoeugenol) en donde el doble enlace del grupo alqueno migra hacia una
posicidn conjugada del anillo bencénico como se muestra en la Fig.8.

El producto encontrado presenta una gran aplicacion en productos
farmacéuticos y en una amplia variedad de componentes de flores en
fragancias.

La isomerizacion del eugenol generalmente se lleva a cabo en un medio
homogéneo usando una solucion de KOH alcohdlica, a altas temperaturas

(Fig.8.) (Kishore y Kannan, 2004).

OH oH
OH

H,CO H,CO
HsCO.

N N

Eugenol trans-isoeugenol cis-isoeugenol
2-metoxi-4-(2)propenil fenol

Fig.8. Isomerizacién de eugenol a isoeugenol



Actividad antioxidante del eugenol e isoeugenol

La capacidad oxidante de los compuestos fendlicos, depende de la estructura
quimica, en particular de la deslocalizacién de electrones en el anillo aromatico
(Ogata et al., 2000).

El estrés oxidativo es producido cuando el balance entre la estimulacion
oxidativa y varios sistemas antioxidantes son dafiados (Sies, 1991). A pesar de
que el eugenol e isoeugenol son usados a bajos niveles, estos compuestos
fueron reportados previamente de tener capacidad de sensibilizar la piel
(Barratt y Basketter, 1992) y de causar reacciones alérgicas (Frosh et al.,
1995), probablemente debido al estrés oxidativo.

Los orto-metoxifenoles tal como el eugenol e isoeugenol poseen una buena
actividad prooxidativa como antioxidante (Ogata et al., 2000) bajo ciertas
circunstancias.

En general, bajas concentraciones de eugenol muestran su accion
antioxidante, con efectos anti-inflamatorios benéficos; puesto que altas
concentraciones actuan como prooxidantes, dirigido al dafio del tejido como
resultado de la formacion de radicales fenoxilo téxicos (Suzuki et al., 1985;
Decker, 1997).

Sin  embargo los mecanismos que determinan la  actividad
antioxidante/prooxidante del eugenol e isoeugenol son pobremente entendidos

(Fig.9.) (Atsumi et al., 2005).
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Fig.9. Mecanismos que determinan la actividad antioxidante/prooxidante del
eugenol e isoeugenol

Nagababu et al., 1992, revelaron que el eugenol podria inhibir la peroxidacion
de lipidos en el estado de iniciacion, propagacion o ambos, varios intentos por
la elucidacion del mecanismo de reaccidn de la actividad antioxidante del
eugenol se han llevado a cabo. Sin embargo los detalles del mecanismo son
todavia desconocidos.

Se sintetizaron algunos compuestos como el dieugenol, el cual es un
compuesto derivado de la oxidacion del eugenol, dihidroeugenol vy
tetrahidrodieugenol, los cuales son sintetizados con la finalidad de entender el

efecto antioxidante del grupo alquil (Fig.10) (Ogata et al., 2000).
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H2/Pd-C en MeOH H2/Pd-C en MeOH
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Dihidreugenol
Tetrahidrodieugenol

Fig.10. Mecanismo del efecto antioxidante del grupo alquil del eugenol

Aunque las actividades del eugenol en la peroxidacion de lipidos por si mismas
son menores que las del a-tocoferol in vitro; es conocido que tiene un efecto
protector comparado con el a-tocoferol, en organismos afectados por varios
estrés oxidativos, por un mecanismo de inhibicion entre el mondémero y el

dimero (Fig.11) (Ogata et al., 2000).

OH OH OH
L' LO,LOOLH,  LOH,LOOH

H,CO. OCHj
O O > i Compuestos no identificados

-OH H20

H,CO.

Eugenol

Fig.11. Mecanismo de inhibicién entre el monémero y el dimero de
eugenol, en la peroxidacion de lipidos



4.5.1. Métodos quimicos usados para la sintesis de diferentes dimeros de
eugenol e isoeugenol.

Sintesis del eugenol
Es obtenido por medio de una disolucion de 4-alil-anisol en diclorometano,
adicionada con un complejo BBrs-Dimetilsulfoxido. Después la mezcla de
reaccion es sometida por 1h bajo una atmaésfera de nitrégeno. La fase acuosa
es separada y extraida con dicloroetano. La fase organica es secada con
Sulfato de Sodio y concentrada a presion reducida. Después separada por
cromatografia en columna (Tzeng y Liu, 2004).

Sintesis del dehidrodiisoeugenol
Este compuesto se sintetiza quimicamente, desde mondémeros de isoeugenol
por una reaccion de acoplamiento catalizada por FeCls (Murakami et al., 2005).

Sintesis del a-Diisoeugenol
Es sintetizado desde mondmeros de isoeugenol, por una reaccion de
acoplamiento a-configuracional, catalizada con acido trifluoroacético (Murakami
et al., 2005).

Sintesis del bis-Eugenol
Este compuesto puede ser sintetizado desde mondémeros de eugenol, por una
reaccion de orto acoplamiento, catalizada por CuCIl(OH) (Murakami et al.,
2005).
Otra forma en la que puede ser sintetizado, es a partir de: eugenol disuelto en
piridina y mezclado con Sulfato de fierro (FeSO4) y 31% de H,O, a 60°C
durante 24 hrs, el producto de la reaccion fue extraido con Acetato de Etilo y
concentrado por destilacién al vapor. Los residuos fueron recristalizados a

partir de etanol para dar dieugenol como un sdlido blanco (Ogata et al, 2000).



Sintesis de dihidroeugenol
Se llevd a cabo a partir de eugenol, el cual se disuelve en etanol y es
hidrogenado al 10% de Pd-C a temperatura ambiente durante 5 hrs. Después
se filtré la mezcla de reaccién, se evaporo y secé al vacio.
Los residuos fueron concentrados por destilacion al vapor para dar
dihidroeugenol como un aceite amarillo (Ogata et al, 2000).

Sintesis de tetrahidrodieugenol
Fue sintetizado a partir de dieugenol, los cuales fueron disueltos en etanol e
hidrogenados al 10% de Pd-C a temperatura ambiente por 5 hrs. Después de la
filtracién la mezcla de reaccion fue evaporada al vacio. Los residuos fueron
recristalizados desde etanol para dar tetrahidrodieugenol, como un sdlido

blanco (Ogata et al, 2000). (Fig.12)
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OH HsCO OH
HO.
H3CO.
N - OCHs
H3;CO HsC
Isoeugenol

2-metoxi-4-(1)propenil fenol CHj Diisoeugenol

CH,
o
HO
H3CO

Eugenol
2-metoxi-4-(2)propenil fenol

OH OH

F

Dehidrodiisoeugenol

bis-Eugenol

Fig.12. Estructuras de algunos dimeros de eugenol e isoeugenol
sintetizados quimicamente

Acoplamiento oxidativo del 4-alil-fenol, en presencia de FeCls (Fig.13)



Una solucién de magnolol en 95% de EtOH, adicionada con una solucién
acuosa de FeCls. La mezcla de reaccidn se mantiene en agitacién constante

durante 48 h y es acidificada con Et,O (Sy, Brown, 1998).

Acoplamiento oxidativo de 4-alil-fenol, en presencia de de KzFe(CN)g
Una solucion de Ki;Fe(CN)s, adicionada después de 30 min de agitacion una
solucion acuosa de magnolol Na,CO3; a 0°C. La mezcla de reaccion se

mantiene en agitacion constante, es acidificada y extraida con Et,O (Sy, Brown,

1998).
Magnolol Dunnianol
4-alil-fenol

Fig.13. Acoplamiento oxidativo del 4-alil-fenol, en presencia de FeCl;



4.6. Desventajas de los métodos quimicos sobre los métodos

biotecnoldgicos.

1. Son poco especificos en cuanto al tipo de reaccion que catalizan, para
las estructuras del sustrato y producto formado.

2. Requieren de condiciones extremas; altas temperaturas y tiempos de
reaccion prolongados.

3. Los reactivos utilizados son téxicos y dificiles de obtener, generando
desechos que requieren de un tratamiento previo antes de eliminarlos.

4. Se obtienen bajos rendimientos.

5. Requieren mayor aporte energético.

6. Generan problemas ambientales o toxicologicos.

7. Mayor costo y menos seguros.



4.7. Peroxidasas

Las peroxidasas son enzimas ampliamente distribuidas en plantas y
microorganismos (Gaspar et al.,, 1982). En las plantas, estas enzimas
participan en diversos procesos: regulacion hormonal, mecanismos de defensa,
control de la elongacion, biosintesis de lignina, entrecruzamiento de
polisacaridos de la pared celular (Vitali et al., 1998). Debido a que estas
enzimas tienen un intervalo amplio de pl que va desde 3.5 hasta 9.5 (Pomar et
al., 1997), se pueden clasificar en dos grupos como acidas y alcalinas. Por otro
lado son interesantes catalizadores; para realizar oxidaciones selectivas
usando oxidantes. Catalizan transformaciones oxidativas de sustratos
organicos, con peroxido, usualmente peréxido de hidrogeno (Van Deurzen et
al., 1997).

Entre las peroxidasas que contienen un grupo hemo; presentes en eucariotas y
procariotas, las peroxidasas de las plantas se agrupan en una superfamilia de
peroxidasas fungicas y bacterianas, de las cuales han sido definidas tres clases
diferentes. La clase | se compone de la citocromo ¢ peroxidasa mitocondrial,
cloroplasto y citosol, ascorbato peroxidasas de plantas superiores, vy
peroxidasas bacterianas. Clase |l agrupa todas las peroxidasas fungicidas
secretoras (del manganeso), mientras que la clase lll contiene todas las
peroxidasas secretoras de plantas, que demuestran caracteristicas distintas de
otras peroxidasas de plantas, tales como las peroxidasas del ascorbato antes

mencionadas (Ros Barcelé y Pomar, 2002).



Aplicaciones comerciales de las peroxidasas

Las peroxidasas tienen aplicaciones comerciales en diversas areas. El campo
de desarrollo para su uso comercial, estd en el diagndstico analitico, por
ejemplo en biosensores e inmuno-analisis. Por otra parte, las peroxidasas se
estan estudiando ampliamente como inductor del blanqueo, por ejemplo: como
detergente y en las industrias de pulpas, en aplicaciones anti-microbianas,
como catalizador para el acoplamiento orto-oxidativo. Recientemente se ha
puesto atencion sobre el uso de las peroxidasas como catalizadores de
oxigenaciones selectivas y como catalizadores de polimerizaciones.

Aunque las peroxidasas tienen potencial para una gran variedad de usos
comerciales, se tienen técnicas disponibles para producirlas comercialmente a
gran escala, usandolas en procesos comerciales, como catalizadores en la
sintesis organica todavia son limitadas. La limitada disponibilidad y estabilidad
comercial y la baja productividad (espacio-tiempo, rendimiento) son las
caracteristicas que afectan el uso comercial de las peroxidasas (Van Deurzen

et al., 1997).



4.7.1. Versatilidad quimica de las reacciones catalizadas por peroxidasas
La clase |ll de peroxidasas de plantas, catalizan numerosas oxidaciones, de los
sustratos ricos en electrones, algunos de los cuales estan presentes en células
de plantas y otros no (sustancias extrafias o xenobiéticos) (Barcelé y Mufoz,
2000). Estas reacciones incluyen la dimerizacion/polimerizacion de fenoles, el
oxi-funcionamiento de fenoles y aminas aromaticas, la epoxidacion vy
halogenacién de olefinas, la oxigenacién de heteroatomos y la reduccién
enantio-selectiva de los hidroperoxidos racémicos (Adam et al., 1999).
Muchas peroxidasas contienen un grupo prostético hemo (iron(lll)
protoporphyrin IX), aunque algunas peroxidasas tienen diferentes centros
cataliticos.
Las reacciones de las peroxidasas pueden ser divididas en cuatro categorias
(Van Deurzen et al., 1997):

1. Deshidrogenacion oxidativa

2SH + H,O, —— 2S° + H-,O

N

Halogenacion oxidativa

SH + Hy,0p + H' + X° ——> 28" + H,0

w

Desproporcionalizacion de H,0-
2H,0, — 2H,0 + SX

4. Reacciones de transferencia de Oxigeno

R+H,O, —— RO + H,O

Una reaccion tipica de peroxidasa es con sustratos organicos ricos en
electrones, tales como los fenoles (guaiacol, p-cresol, o-resorcina) o aminas

aromaticas (anilina, bencidina, o-fenildiamina, o-dianicidina), asi como NADPH



y NADH que son oxidados por el H,O, o hidroperoxidasas, a través de la
transferencia de un electron. Las peroxidasas en particular las catalasas
también descomponen hidroperoxidos y peracidos, en ausencia de un donador
de electron. La actividad de catalasa realiza la desproporcionalizacion del H,O»,
en oxigeno y agua (Faber, 2000).

Otra de las reacciones que catalizan es la oxidacion de compuestos aromaticos
(Williamson et al., 1999), la cual da la pauta para la dimerizacién de este tipo
de compuestos y que es conocido como acoplamiento oxidativo.

El acoplamiento oxidativo es de gran importancia en la quimica de los
productos naturales (McDonald et al., 1973). Diversos compuestos
heterociclicos, como lo son: alcaloides, glicopéptidos o ciclopéptidos (Dhingra
et al., 1982); asi como la dimerizacion de compuestos como flavonoides e
hidroxicinamatos (Williamson, 1999), son biosintetizados gracias a la formacion
de enlaces C-C 6 C-O que catalizan este tipo de enzimas.

Las peroxidasas de la lignina catalizan la degradacion oxidativa de la lignina.
Aunque el papel exacto de las haloperoxidasas (peroxidasas que puedan
almacenar sustratos organicos) no esta todavia claro, los halometabolitos
probablemente juegan un papel importante en el sistema de defensa de

organismos.



4.7.2. Peroxidasas de plantas

Las peroxidasas de las plantas son enzimas oxido-reductivas, poseen una
amplia variedad de especificidad del sustrato y pueden oxidar una gran
variedad de compuestos aromaticos en presencia de H,O,. Debido a esta
caracteristica, las peroxidasas de las plantas han sido utilizadas ampliamente
en la oxidacion catalitica de contaminantes fendlicos y otros aromaticos en
aguas residuales industriales por H.O>; para formar radicales aromaticos libres,
que posteriormente contindan formando productos de alto peso molecular, los
cuales precipitan en solucion debido a su baja solubilidad.

La peroxidasa de la soya, es una de las peroxidasas de plantas, la cual; es un
subproducto econémico de la semilla de soya. Puede ser detectada en la raiz,
en la hoja y en la semilla de la soya. La peroxidasa es obtenida de la semilla
contiene la actividad mas alta, en comparacion con la peroxidasa obtenida de

otras partes de la planta de soya (Geng et al., 2001).

Peroxidasas como catalizadores en la sintesis de compuestos fendlicos
bioactivos naturales de plantas

Acido elagico

El acido elagico (Fig.14) se encuentra en plantas dicotiledoneas del género
castanea, eucalyptus, Eugenia, euphoria, gerinimum, magnifera, platycarya,
quercus, rhus y terminalia.

Es importante su particular abundancia en algunas frutas y vegetales, tal como
uvas, fresas, mangos, té verde, etc. Se ha encontrado que este compuesto
presenta cierta actividad farmacolégica como antioxidante, antimutagénico y

agente anticarcinogénico.



El acido elagico es la dilactona del dimero del acido galico. La biosintesis del
acido elagico en plantas ocurre via oxidacién de un electrén del acido galico,
seguido de una dimerizacién de radicales del acido galico y luego procede la
estabilizacién de los dimeros del acido galico via lactonizacion. De tal manera
que la oxidacion monoelectronica puede ser catalizada por peroxidasas de
plantas de la clase Ill (Ros Barcelé y Pomar, 2002).

(0]

HO O

" O O >

(0] OH

(0]

Fig.14. Estructura del acido elagico

Acido fertlico

El acido ferulico (Fig.15) es un compuesto que se encuentra en la mayoria de
las plantas (pricipalmente monocotiledéneas), formando parte de la pared
celular y constituyendo puente de unidén entre polisacaridos (conjugados
glicosidicos) y raramente se encuentra de manera libre. Se encuentra como un
eéster ligado a polisacaridos de la pared celular primaria de las gramineas (Ros
Barcelé y Pomar, 2002). Desarrolla un papel muy importante en la defensa de
la planta y es precursor de compuestos antimicrobianos y antimicoéticos.
También se le ha asociado con actividad antihepatdxica, antitumoral,
antiestrogénica, antimicética y colesterolémica; inhibidor de sabores amargos.
Es un potente anticarcinbgeno que bloquea la formacion de nitrosaminas en el
fluido gastrico.

La dimerizacion del acido ferulico se lleva a cabo en la pared celular por

peroxidasas formando varios neoligandos, y es la reaccién de acoplamiento



orto-oxidativo mas estudiada. Sin embargo la reaccion que hasta el momento
ha sido poco estudiada es el acoplamiento oxidativo del acido ferulico por
medio de CCV. Esta reaccion es importante ya que la dimerizacién de
compuestos del tipo del acido ferulico (p.e. Diferulatos) afecta la capacidad
antioxidante siendo esta dependiente de la posiciéon del enlace entre los
monomeros (Williamson, 1999).

Asi la actividad antioxidante que se presenta al formarse el dimero dependera
de la terminacion de la cadena alifatica, el numero total de grupos hidroxilo
fendlicos y del numero de sitios disponibles en los que se puede acomodar un

electron desapareado (Yamamoto et al., 1999).

COOH

/
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Fig.15. Acido ferulico
Ligninas

Las ligninas son compuestos fendlicos heteropoliméricos asociados con
polisacaridos y proteinas. Su formacion resulta desde la polimerizacion
oxidativa de tres alcoholes cinamilicos; alcohol p-coumarilico (1), alcohol
coniferilico (2) y alcohol sinapilico (3), en una reaccion catalizada por

peroxidasas de plantas de tipo Il (Fig.16).

CH,OH CH,OH CH,OH
H5CO H,CO OCH;g
OH OH OH
1 2 3

Fig.16. Alcoholes cinamilicos



Los alcoholes cinamilicos son dimerizados en la pared celular por peroxidasas,
mediante una reaccion catalizada con H;0O,. El principal producto de la
dimerizaciéon de los alcoholes coniferilicos son los neoligandos, pironesinol,
alcohol dehydroconiferilico y un éter alcohol guaiacylglicerol-B-O-coniferilico

(Ros Barceld y Pomar, 2002).

4.7.3. Acoplamiento orto-oxidativo de peroxidasas y uso de CCV

Las peroxidasas (donador: peroxido de hidrégeno oxidoreductasa), han sido
utilizadas para catalizar el acoplamiento oxidativo de los fenoles y las aminas
aromaticas. Estos compuestos son oxidados por peroxidasas en presencia de
peréxido de hidrégeno, para formar productos diméricos, oligoméricos o
poliméricos.

Recientemente, el acoplamiento oxidativo catalizado por peroxidasas ha sido
usado completamente para sintetizar dimeros derivados de naftol, tirosina,
hidroxifenilglicina, eugenol y alcoholes coniferilicos con rendimentos
satisfactorios (Tzeng y Liu., 2004).

El acoplamiento orto-oxidativo es de gran importancia en la quimica de
productos naturales (McDonald et al., 1973). Diversos compuestos
heterociclicos, como lo son: alcaloides, glicopéptidos o ciclo-péptidos (Dhingra
et al., 1982); asi como la dimerizacion de compuestos como flavonoides e
hidroxicinamatos (aumentando asi la actividad antioxidante de estos)
(Williamson, 1999), son biosintetizados gracias a la formacién de enlaces C-C o
C-O que catalizan este tipo de enzimas. Diversos ensayos se han realizado en

este campo utilizando CCV, por ejemplo la dimerizacion de la quercetina por



medio de la enzima peroxidasa aislada de cultivos de células vegetales de

Senna angustifolia (Fig.17.)

HO. O.

OH

OH o

Fig.17. Dimerizacion de quercetina a 2°, 6”-biquercetina, mediante una
peroxidasa aislada de CCV de S. angustifolia en presencia de H,0..

La peroxidasa del rabano, se encuentra comercialmente disponible y ha sido
establecida como un eficaz biocatalizador para las reacciones organicas e
inorganicas usando el peréxido de hidrégeno o los hidroperdxidos organicos.
Kutney et al. Divulgaron la formacion de peroxidasa de rabano, por el enlace C-
C con sistemas fenolicos. Desde este punto de vista se ha investigado el cultivo
de células, en donde la pared celular de las peroxidasas metabolizan
rapidamente una cantidad enorme de sustratos exdgenos producidos por la
adicion de H,O, (Takemoto et al., 2002).

Recientemente, se ha encontrado que el cultivo de células de Camellia
sinensis es una fuente muy eficiente de peroxidasas. Se han establecido
sistemas de cultivo de células de Camellia sinensis, con alta actividad de
peroxidasas, aplicados al acoplamiento oxidativo de dibencilbutanolidos con

buenos rendimientos cuantitativos. Algunos ejemplos del acoplamiento orto-



oxidativo generado con el cultivo de células de Camellia sinensis son (Fig.18 y

Fig.19):

OH
OH

Cultivo de células de C. sinensis

pH 5.4 OH

2-naftol
(R)-1,1"-binaftil-2,2"-diol

Fig.18. Acoplamiento orto-oxidativo del 2-naftol, en presencia de H,O-

R, R4
R, R4
R3 OH
Cultivo de células de C. sinensis
on pH 5.4 R3 OH
Rs
2-naftol
R; R4

R1=Br, R1=OMe, R3=COOMe

Fig.19. Acoplamiento orto-oxidativo de diferentes derivados del 2-naftol,
en presencia de H,0O,

Los resultados cuantitativos de los acoplamientos oxidativos anteriores,
catalizados por el cultivo de células de Camellia sinensis (Takemoto et al.,
2002), mostraron que al agregar altas concentraciones de peréxido al cultivo de
células para la transformacién, ocasiona que las células del cultivo sean
sometidas a un estrés excesivo; lo que origina que disminuyan los rendimientos
del producto. Por tanto lo anterior indica que la concentracion de perdxido
necesaria para lograr un mayor estrés en las células sin llegar a ser excesivo y
asi obtener un mayor rendimiento del producto, debe ser probada con la
finalidad de identificar la cantidad de peroxido necesaria y lograr asi un mayor

rendimiento del producto de la reaccion.



4.8. Acoplamiento oxidativo de eugenol e isoeugenol mediado por
enzimas

Un acoplamiento enzimatico de compuestos de fenol ha sido reconocido como
una posible ruta para la sintesis de cierta clase de alcaloides. Se crey6 que la
lactona macrociclica o parte del éster de alcaloides de Lythraceae puede
llevarse a cabo desde precursores de fenol. Sin embargo estos acoplamientos
por métodos quimicos, en algunos casos da bajos rendimientos o
completamente nulos. Por otro lado los derivados de fenolpropanoides han sido
estudiados previamente con la finalidad de entender la biogénesis de ligninas.
Por estas dos razones, el acoplamiento oxidativo enzimatico es necesario
utilizar sustratos apropiados con estructura general de fenol con una cadena de

carbono de diferente funcionalidad (Fig.20) (Krawczyk et al., 1991).

| L cece

Z

OH

Fig.20. Estructura general de fenol

Se ha examinado el acoplamiento de fenol-ésteres, en la reaccion catalizada
por peroxidasas de rabano (HRPO) dirigida por una sintesis enzimatica de
alcaloides bifenil, de la familia Lythraceae.

Por otro lado se ha estudiado que el acoplamiento oxidativo del eugenol e
isoeugenol a través de peroxidasas de rabano da como resultado la obtencion
de productos diméricos. Por ejemplo, Krawczyk et al, 1991 obtuvieron el 22%
de dimero de eugenol y el 19% de dimero de isoeugenol (Fig.21), usando las
siguientes condiciones:

Una mezcla de: Buffer a pH 6, 1g de eugenol, 140ml de metanol, 0.3mg de

HRPO y 0.5 mmol de HyO, durante 25hrs a temperatura ambiente.



Transcurrido el tiempo se obtuvo un precipitado crudo (300mg), el cual fue
filtrado secado y cristalizado con benceno:hexano, obteniendo 220mg del
producto. En resumen la reaccion se llevé a cabo por un acoplamiento orto-orto
(Fig.21), el cual es un producto comun del acoplamiento oxidativo de sustratos

fenolicos.

HRPO, H202

OCH, HyCO OCH,

OH OH OH

Fig.21. Reaccion de acoplamiento oxidativo de eugenol a partir de
peroxidasa de rabano

La oxidacion del isoeugenol fue realizada en las mismas condiciones después
de una purificacion cromatografica. La estructura del producto de la reaccion
(dehidrodi-isoeugenol Fig.22) se obtuvo por analisis elemental vy
espectroscopia; el resultado de lo anterior fue un dimero producto de un
acoplamiento del grupo fenol y el carbono orto de un compuesto con cadena
lateral propenil, de la segunda molécula del sustrato.

En un estudio previo, Sarkanen et al., 1973, realizé la oxidacion del isoeugenol
por medio de peroxidasas de rabano. A partir de 5g de isoeugenol el cual fue
previamente disuelto en una mezcla de acetona agua (5:8), que contenia la
peroxidasa de rabano y 5ml de H,O- el cual se fue adicionando lentamente a la
mezcla, se mantuvo en agitacion constante durante 45min a 20°C. Después de
transcurrido el tiempo se observé un color amarillo debido a la presencia de un

radical quinona; seguido de la formacion de un precipitado producto de la



reaccion de acoplamiento. Este ultimo se filtré y lavdé con acetona, obteniendo

asi cristales blancos del dehidrodi-isoeugenol (Fig.22).

/7

HRPO, H202

OCH;,

OH

OCH4

Fig.22. Reaccion de acoplamiento oxidativo de isoeugenol a partir de
peroxidasa de rabano



4.9. Polifenol oxidasas

Las polifenol oxidasas son enzimas que catalizan la oxidacion del fenol, con la
reduccion del oxigeno. Se subdividen en tirosinasas y lacasas. Las tirosinasas
contienen un sitio activo binuclear de cobre. Catalizan la orto-hidroxilacion de
mono fenoles, la oxidacion de dos electrones de o-difenoles a las o-quinonas
(actividad del o-difenoloxidasa o de la catecolasa) (Mayer & Staples, 2002).

Las lacasas (oxidasa del p-difenol) pertenecen a un pequefio grupo de enzimas
llamado cobre azul. Contienen por lo menos cuatro sitios activos vecinos de
cobre (Solomon, Sundaram, & Machonkin, 1996). Los sustratos tipicos de las
lacasas son: aminas (alifaticas y aromaticas) y fenoles.

Estas enzimas pueden oxidar a mono, orto, y para-difenoles, metoxi-fenoles,
polifenoles, poliaminas, ligninas y aril diaminas (Thurston, 1994). Las lacasas
difieren de las tirosinasas, en que catalizan la oxidaciéon de un electron del
sustrato, para formar un radical libre de semi-quinona (Mustafa et al., 2005).

El acoplamiento de fenoles catalizado por lacasas (no limita a las hidrolasas),
para influenciar el funcionamiento enzimatico. Las lacasas catalizan la
dimerizacion y polimerizaciéon del naftii o derivados 5,6,7,8-tetrahidronaftil,

proporcionando asi acceso a nuevos ligandos Fig.23 y 24 (Intra et al., 2005).

@i} Lacasa
5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol

Derivados diméricos

Oligémeros y Polimeros

Fig.23. Dimerizacion de 5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol catalizada por lacasas



OH

HO

17-B-estradiol

0

C-O dimeros, oligomeros y polimeros

Fig.24. Dimerizacion de 17B-estradiol catalizada por lacasas



Materiales y Métodos

El presente trabajo se realizé en dos etapas: Obtencion de las lineas celulares;
la cual se desarrollé en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del
departamento de Bioquimica y la etapa Il correspondiente a la transformacion a
partir de isoeugenol; la cual se llevd a cabo en el laboratorio 321 del
departamento de Alimentos.

Diagrama general del proceso

Etapa | Etapa Il A Etapa
B
Obtencion de la linea Biotransformacion a | Analisis y
celular partir de isoeugenol cuantificacion

|

Siembra del explante

Extracto
Extracto Total enzimatico
v (sobrenadante)
Formacion de callo
A 4
rd .7 "
Células en suspension En presencia y
ausencia de HyO,
A 4
Cinética de crecimiento v
Adicion de isoeugenol
(sustrato)

\ 4

Recuperacion y analisis del

producto




5.1. Material y Equipo

Material biol6gico
El material biolégico utilizado en este experimento consistié de hojas y flores de
Bouvardia ternifolia, mejor conocida como trompetilla, obtenidas en diferentes
zonas dentro de las instalaciones de Ciudad Universitaria.

Medio de cultivo
El medio de cultivo utilizado para la siembra de los explantes estuvo compuesto
por sales inorganicas, vitaminas, del medio MS (Murashige y Skoog 1962),
reguladores de crecimiento y sacarosa al 3% como fuente de carbono. En el

anexo se muestra a detalle la composicion del medio MS.

Tabla1. Composicidon del medio de cultivo utilizado en
el cultivo in vitro de Bouvardia ternifolia.

Compuesto Cantidad agregada para
preparar 1L de medio

Sales inorganicas de
medio MS
Vitaminas MS

Glicina
2,4-D (Acido 2,4- 1mg
Diclorofenoxiacético)

Aci,do ascorbico y 50mg de cada uno
Acido Citrico
Cinetina 0.05mg
Azucar 3049
Gellan 25¢g
pH 5.7+0.1
Cefotaxime 250mg

+ Presencia. Descritas en anexo



Los recipientes utilizados para el medio de cultivo, en la primera etapa de
crecimiento del callo fueron frascos de alimento infantil con tapas de plastico y
se agregaron 30 mL del medio de cultivo. Una vez que se obtuvo el callo limpio
(sin restos de explante) se utilizaron frascos de vidrio de mayor tamaro
(aproximadamente de 500 mL) agregando 60 mL de medio de cultivo.
Para las células en suspension, asi como en la cinética de crecimiento se
utilizaron matraces Erlenmeyer de 250mL, con 60 mL de medio de cultivo en
ambos casos.
Todo el material de cristaleria, asi como pinzas y bisturi se esteriliz6 en
autoclave vertical a una temperatura de 121° y 1.2 kg/cm? de presién durante
30 min.

Amortiguador de Fosfatos
Se prepard un amortiguador de Fosfatos 0.1M a pH 6.
Para su preparacion se utilizaron dos soluciones de sales de fosfato, las cuales
fueron:
Solucién A: NaH,PO4+ H,0 (0.066M) Para 100 mL de
amortiguador a pH 6 se

utilizaron 88.9 mL de la solucién A

Solucién B: Na;HPO4 (0.066M) y el resto fue de la solucion B.

Isoeugenol purificado
El isoeugenol utilizado para cada prueba de transformacion fue purificado en
una columna de gel de silice con una mezcla de disolventes
(diclorometano:hexano) (1:1). Tomando 10 fracciones de 25 mL
aproximadamente y concentrando las fracciones en un rotavapor Buchi modelo

V-800, equipado con un controlador de vacio, un bafo de calentamiento de la



marca Buchi modelo B-400, un controlador de temperatura digital marca Poly
Science.

Peréxido de Hidrégeno (H205)
El peréxido de hidrogeno utilizado fue un reactivo analitico al 30%.

Placas de silica
En la cromatografia en capa fina se utilizaron placas de silica ALUGRAM® SIL
G/UV3s4, 0.2 mm de grosor, con identificador de fluorescencia UVys4, de la
marca Macherey-Nagel (catalogo Art.-Nr. 818 133).

Disolventes
En esta etapa los disolventes utilizados fueron:
Acetato de Etilo reactivo Meyer 99.7% de pureza, Metanol al 99.5% de pureza,
Diclorometano reactivo Baker 99.8% de pureza, Hexano grado QP, Cloroformo
al 99% de pureza.
La transformacién se realiz6 en matraces Erlenmeyer de 250 mL; durante el
proceso de transformacion se utilizé una agitadora orbital con control de tiempo
y temperatura, de la marca Lab-Line.
Para la implementacion de un método de analisis se utilizé6 un cromatografo de
liquidos de alta eficiencia (HPLC), de la marca Waters modelo 1525, equipado
con una bomba binaria, y un detector UV de la marca Waters modelo 2487, con
detector de longitud de onda dual. La columna utilizada para el HPLC fue una
columna Simmetry® C4g Spm, 3.9*150mm de la marca Waters (catalogo WATO
469080), el cual se utilizé en la identificacion, cuantificacion y analisis de los

productos principales, formados durante la transformacion.



La fase movil se preparé con Acetonitrilo grado HPLC de la marca Burdick &
Jackson, y una solucion de Acido férmico al 0.1%. El Acido férmico utilizado fue
reactivo analitico al 91.3% de pureza de marca J.T. Baker.

Las muestras se prepararon con metanol grado HPLC de la marca Burdick &

Jackson.



5.2. Métodos

5.2.1. Etapa l. Obtencion de la linea celular
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Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado se prepard a partir de soluciones concentradas
100X, el medio estuvo compuesto por sales inorganicas y vitaminas del medio
MS (Murashige y Skoog 1962), asi como reguladores de crecimiento y
sacarosa comercial en una proporcion del 3% como fuente de carbono. Los
medios se solidificaron con un polimero llamado gellan a razén de 2.5g L™. Se
ajusto el pH a 5.7 con NaOH o HCI 1 N segun fue necesario. El medio se
esterilizé en una autoclave vertical a 120° C durante 18 minutos. Una vez
esterilizado el medio, se le agregé 250 mg de Cefotaxime; se envasé en
frascos de alimento infantil a razén de 30 mL.

Esterilizacion del material vegetal

Se disectaron las hojas mas jévenes de la planta, asi como algunas
inflorescencias (flor), se lavaron con agua de la llave y jabon comun, para
eliminar piedras y polvo, una vez realizado el lavado se elimin6 el agua. En
campana de flujo laminar, se les adicioné alcohol al 70% durante un minuto y
se enjuagaron con agua desionizada estéril. Posteriormente, se les agrego una
solucion de hipoclorito de sodio comercial (con 6% de ingrediente activo) al 20
% junto con un bactericida comercial (Microdin®) y un detergente suave
(Tween-20) en agitacion constante durante 20 min y se enjuagaron con agua
desionizada estéril dos veces. Se les agregd un funguicida comercial
(PROMIL® 2g/250mL) permitiéndole actuar durante 30 min en agitacidon
constante. Transcurrido el tiempo, se enjuagaron con agua desionizada estéril
tres veces, y se les adiciond una solucibn de un bactericida comercial

(AGRIMICIN® 19/250mL) en agitacion durante 20 min enjuagandose cuatro



veces con agua desionizada estéril para eliminar adecuadamente los restos del
bactericida.

Siembra del explante, Induccion y Proliferacion del callo

Se colocaron tanto las hojas como las inflorescencias en una solucion de
antioxidante (100 mg de acido ascoérbico + 100 mg de acido citrico por L). Las
hojas se cortaron en segmentos de aproximadamente 1 cm? (explante) y se
colocaron 8 segmentos de hoja en cada frasco con medio de cultivo (ver
preparacion de medio de cultivo) con el haz hacia abajo y el envés hacia arriba.
A las inflorescencias se les realizé un corte transversal y uno longitudinal,
obteniéndose cuatro segmentos; éstos se colocaron en el mismo medio de
cultivo empleado para las hojas con cuatro o seis explantes por frasco.

El cultivo se mantuvo bajo un ambiente controlado en una camara de
incubacién, con una temperatura promedio de 25+ 2° C con un foto-periodo de
16h luz / 8h oscuridad, con una intensidad luminica de 29 uEm? s™, para inducir
la formacion y proliferacion de callo.

En el primer subcultivo el callo se separé del tejido madre, y para el
mantenimiento y proliferacion se realizaron subcultivos de tres a cuatro
semanas retirando material muerto y/u oxidado.

Células en suspension

A partir de callo de Bouvardia ternifolia se establecieron los cultivos madre,
inoculando tres matraces E.M. de 250 mL con 10.350 g (aproximadamente) de
callo por matraz, en 60 mL de medio de cultivo liquido (MS), eliminando los
grumos del callo antes de agregarlo al matraz, procurando diseminar las
células; y se colocaron en agitacion a 100 rpm durante nueve dias en

condiciones de incubacidn antes descritas. Posteriormente, se filtraron las



células con una gasa lavandolas con medio de cultivo liquido. Las células se
vertieron en seis matraces (de 250 mL) agregando 60 mL de células en
suspension a cada matraz.

Cinética de crecimiento

A partir de las células madre se realizé la cinética de crecimiento, la cual se
inicié en el dia cero, tomando una alicuota homogénea de 1 mL de cada matraz
y se depositd respectivamente en tres tubos eppendorf (previamente pesados).
Los tubos eppendorf se centrifugaron por 10 min a 13,000 rpm; con una pipeta
Pasteur se eliminé el sobrenadante y se registro el peso de cada tubo lo que
constituy6 el peso fresco de las células. En el caso del peso seco, éste se
obtuvo dejando secar las células dentro de los tubos.

Para el registro de peso fresco y peso seco, se tomaron alicuotas de las

muestras, cada dos dias durante dos semanas.



5.2.2. Etapa Il A. Biotransformacion a partir de isoeugenol
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5.2.2.1. Ensayos cualitativos por cromatografia en capa fina (CCF)
Ensayo 1: Biotransformacién con el extracto crudo de hojas de Bouvardia
ternifolia

Se pesaron 100 g de hojas de Bouvardia, se homogenizaron en una licuadora
comun con 400 mL de amortiguador de fosfatos 0.1M a pH 6; de esta mezcla,
se verti6 100 mL en seis matraces Erlenmeyer de 250 mL (aproximadamente
16.6 g de extracto crudo en cada matraz). Se agregd 50 mg de isoeugenol
previamente disueltos en 1 mL de acetona por matraz, excepto al control. Se
colocaron los matraces en agitacion constante (180 rpm) a 25° C durante 48 h.

Posteriormente se realiz6 la extraccidn y recuperacion del producto.

Ensayo 2: Biotransformacion de isoeugenol a partir de callo de hoja e
inflorescencia de Bouvardia ternifolia

Se realiz6 el primer ensayo de biotransformacion de isoeugenol por triplicado y
un control, con el callo de hoja e influorescencia de Bouvardia ternifolia.

Para cada callo (hoja e inflorescencia) se pesd aproximadamente 20 g de callo
por matraz, se mezclé con 100 mL de amortiguador de fosfatos 0.1M a pH 6, se
homogeneizd, agregando a cada matraz 25 mg de isoeugenol previamente
disueltos en 0.5 mL de acetona, excepto a cada control. Se colocaron los
matraces en agitacién continua (180 rpm) a 25° C durante 48 h. Posteriormente

se realizd la extraccion y recuperacion del producto de la transformacion.



Ensayo 3: Biotransformacién de isoeugenol a partir de callo de hoja de
Bouvardia ternifolia, en presencia de H,O,

Este ensayo se realiz6é siguiendo el mismo procedimiento que en el ensayo 2.

La diferencia fue que el callo utilizado para esta transformacién fue unicamente

de hoja. La biotransformacion se realizé por triplicado y dos controles como se

muestra en la tabla 2; en donde se tiene la composicion de cada matraz.

Tabla 2. Composicion de los tratamientos realizados para la transformacién de
isoeugenol a partir de callo de hoja de Bouvardia ternifolia.

Tratamientos | Repeticiones}| Callo (g PO, (mL mg

3 20 100 25 34.3
Control 1 1 20 100 0 34.3
control 2 1 0 100 25 0

Control 1: Corresponde sin isoeugenol
Control 2: Corresponde sin callo y sin H,O,

Posteriormente se realizd la extraccion y recuperacion del producto de la

transformacion.

5.2.2.2. Ensayos cuantitativos por Cromatografia de Liquidos de Alta
Eficiencia (HPLC)

Una vez realizados los tres ensayos anteriores se decidid cuantificar los
productos de la transformacion realizando nuevos ensayos de acuerdo a la
siguiente metodologia. Previo a la cuantificacién se determiné cualitativamente
la presencia de los productos de la transformacién en CCF con el fin de que
fuera reproducible, que los productos se mantuvieran estables y con el mismo

valor de Rf.



Ensayo 4: Biotransformacién de isoeugenol a partir de callo de Bouvardia
ternifolia; con extracto total y extracto enzimatico, en presencia y
ausencia de H,0;

Para este ensayo, las transformaciones se efectuaron como en los ensayos

anteriores (extracto total) y sobrenadante (extracto enzimatico). En la tabla 3 se

muestran las series de transformaciones realizadas a partir de 20 g de callo

fresco de siete semanas de crecimiento, mismos que se homogenizaron en 100

mL de amortiguador de fosfatos 0.1M pH 6.

Tabla 3. Composicién de los tratamientos realizados para la transformacién de
isoeugenol a partir de callo de Bouvardia ternifolia; con extracto total
y extracto enzimatico, en presencia y ausencia de H;O»

Extracto
enzimatico

Tratamientos

4
Control 1
Control 2
Control 3
Control 4
Control 5
Control 6

Alalalalalalwlw wlw

(+) Presencia

(-) Ausencia

(+*) Se partié de 20 g de callo fresco por matraz, el cual fue filtrado para obtener el extracto enzimatico
(sobrenadante)

En los dos primeros tratamientos (1 y 2) se realizaron con el extracto total mas
25 mg de isoeugenol previamente disuelto en 0.5 mL de acetona. Para los
tratamientos 3 y 4, la transformacién se realizé con el filtrado o sobrenadante
(extracto enzimatico), de las células del callo, mas 25 mg de isoeugenol

previamente disuelto en 0.5ml de acetona. Los matraces se colocaron en



agitacion (180 rpm) a 25° C durante 48 h. Posteriormente se realizé la
extraccion y recuperacion del producto de la transformacion; asi como su
cuantificacion por medio de la implementacion de un método de analisis

(HPLC).

Ensayo 5: Pruebas de estrés nutritivo
Con la finalidad de generar un estrés nutritivo en las células en suspension, se
preparé medio de cultivo liquido con los componentes del cultivo original (tabla

1), pero modificando el porcentaje de nitratos del medio.

Tabla 4. Porcentajes de Nitratos utilizados en las primeras pruebas de estrés
nutritivo

Medio de cultivo
MS % de Nitratos

Nota: El medio al 100% de nitratos es el medio normal.

En ocho matraces Erlenmeyer de 250 mL; previamente esterilizados en
autoclave vertical a 120° C durante 18 min y rotulados con el tipo de medio, se
colocaron 60 mL de medio de cultivo por matraz correspondiente a cada
porcentaje de nitratos.

Con la finalidad de inducir la proliferacidon de células en suspension del callo de
Bouvardia, bajo los diferentes tratamientos de estrés nutritivo, se sembraron
aproximadamente 8 g de callo por matraz previamente diseminado (procurando

eliminar los cumulos celulares). Todo lo anterior realizado bajo condiciones de



esterilidad, posteriormente se incubaron los matraces durante 15 dias en
agitacion constante (125 rpm), bajo un ambiente controlado en una camara de
incubacién, con una temperatura promedio de 25£2° C con un foto-periodo de
16 h luz/8 h oscuridad, con una intensidad luminica de 29 pEm? s™'. Finalmente,
se inici6 la transformacion de los extractos totales de las células en

suspension; utilizando todo el paquete celular, como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Series de tratamientos realizados para las primeras pruebas de
transformacion en estrés nutritivo

% de Nitratos Callo fresco (g Isoeugenol (25 mg

23 +
32 +
29 +
Control 1 23 -
Control 2 32 -
Control 3 29 -

(+) Presencia
(-) Ausencia

Para realizar la transformacion se filtraron las células en suspension
producidas; esto con la finalidad de pesarlas y ajustar los pesos para cada
tratamiento como se muestra en la tabla anterior. Por tanto para la tratamiento
al 100% de nitratos se pesé aproximadamente 23 g de células por matraz; asi
como para los tratamientos de 50% y 25% de nitratos, se pes6é 32 gy 29 g
respectivamente. Estas células se resuspendieron con 100ml de amortiguador
de fosfatos 0.1M a pH 6, hasta homogenizacién. Posteriormente se agregé 25
mg de isoeugenol previamente disuelto en 0.5 mL de acetona; utilizando asi el
extracto total de las células en suspension para la transformacién. Se colocaron

los matraces en agitacién (180 rpm) a 25° C durante 48 h. Posteriormente se



realizd la extraccion y recuperacion del producto de la transformacion; asi como
su cuantificacion por medio de la implementacion de un método de analisis

(HPLC).

Ensayo 6: Pruebas de estrés nutritivo con y sin H,O;

Para este ensayo las transformaciones se realizaron siguiendo el mismo
procedimiento que en el ensayo anterior (ensayo 5). Nuevamente fue necesario
preparar medios de cultivo liquidos, con una modificacion en la composicion del
medio como se explica en el ensayo anterior, s6lo se prepararon dos medios
de cultivo diferentes uno al 100% de Nitratos y el otro al 25%. Debido a que en
el ensayo 5 se obtuvo un mejor estrés con el medio al 25% de Nitratos.

La diferencia consistio en que, después de los 15 dias de incubacion de las
células en suspension, se filtraron y se pesaron 20 g de las células en
suspension producidas ajustando asi los pesos en cada matraz; ademas al
resuspender y homogeneizar las células en el amortiguador de fosfatos, se
realizd nuevamente una filtracion de las células ya resuspendidas utilizando
para la transformacion unicamente el sobrenadante de ésta filtracidon teniendo
asi el extracto enzimatico de las células en suspension, el cual se utilizé para
las transformaciones, adicionando a este extracto 25 mg de isoeugenol
previamente disuelto en 0.5 mL de acetona y 34.3 yL de H,O,. Se colocaron
los matraces en agitacion (180 rpm) a 25° C durante 48 h.

Se realizaron las siguientes series de transformaciones (Tabla 6).



Tabla 6. Series de tratamientos realizados para las pruebas de transformacion
en estrés nutritivo con y sin H,O»

Extracto
% de enzimatico
Nitratos (100 ml)

100 +*

100 +*

25 +*

25 +*

+*

Control 1

+*

Control 2

+*

Control 3

+l+[+[+[+]+]|+]|+

+*

Control 4

(+) Presencia

(-) Ausencia

(+*) Se parti6 de 20 g de células en suspension, las cuales fueron filtradas para obtener el extracto enzimatico
(sobrenadante)

Posteriormente se realizé la extraccidn y recuperacion del producto de la
transformacion; asi como su cuantificacion por medio de la implementacion de

un método de analisis (HPLC).

Recuperacion y andlisis del producto

Extraccion: Una vez concluido el tiempo de biotransformacion, los matraces se
retiraban de la incubacion y se filtraban con vacio en un embudo Buchner con
papel filtro de porosidad grande. El filtrado (extracto) se colocdé en un embudo
de separacion de 500ml. Se le adicion6 50mL de acetato de etilo para realizar
la extraccion por disolvente. Se separaron ambas fracciones. La fraccion que
se recupero fue la organica; se secaba de humedad mediante Na,SO,4 anhidro.
Se concentrd en rotavapor (35°C), se trasvaso a un frasco bial y se confirmé la

presencia del producto mediante cromatografia en capa fina (CCF). Esta se



realizd con una mezcla de disolventes Cloroformo:Metanol (95:5) o con la
mezcla agregando como revelador DPPH o Sulfato cérico y aplicacion de calor,
teniendo el sustrato original como referencia.

Para confirmar que el compuesto fuera producido como resultado de la
biotransformacion del sustrato, se colocé un blanco. Este blanco consistia de
un matraz con biocatalizador, sin sustrato, incubado a las mismas condiciones.
El proceso de extraccion y monitoreo fue el mismo que se le realizé a los

demas.

Purificacion: Segun la cantidad de producto obtenido, se trabajaron dos
procedimientos analogos: cromatografia en columna o cromatografia en placa
preparativa. Esto dependia de la cantidad de producto esperado. En los casos
en que se esperaba poco producto, se utilizd la cromatografia en placa
preparativa.

En el primer caso se purifico el isoeugenol (sustrato) utilizado en la
biotransformacion. A continuacion se describe el proceso: al isoeugenol
concentrado se le agrego silica gel hasta formar una “pasta” para facilitar su
adicién a la columna. La columna se preparo adicionando silica gel a razén de
20 partes de silica por cada parte de sustrato, con una mezcla eluyente
Diclorometano:Hexano (1:1); ya lista la columna, se agrega la “pasta”; las
fracciones se colectaron en tubos de ensaye (25ml por fraccién). Las fracciones
eran monitoreadas por CCF y en las que se encontraba contenido el producto
se juntaron y concentraron.

Para el producto purificado con placa preparativa (producto de Ia

biotransformacion del isoeugenol con Bouvardia ternifolia), el proceso fue el



siguiente: en una camara de elusion se agregd la mezcla de eluyentes
Hexano:Metanol:Acetato (3.5:0.5:1.0), tapando la camara para permitir la
saturacion de disolventes de la misma; con ayuda de un tubo capilar se colocé
toda la fraccion concentrada en rotavapor en la superficie de la placa
preparativa (de manera horizontal a como avanzaria el disolvente); se colocé la
placa en la camara de elusién y se dejé migrar hasta 1cm antes del borde.

Una vez que se evaporo la mezcla de disolventes, mediante una camara de luz
UV se observo la migracién y se marcé la banda en donde se encontraba el
producto (lo cual se sabia mediante la CCF); la banda se cort6 y toda la silica
gel que contenia el producto se colocé en un matraz Erlenmeyer. Ahi, se
extrajo el producto con Acetato de etilo y se concentrd en rotavapor.

En el producto obtenido (dimero de isoeugenol) de la extraccion por
cromatografia preparativa de la biotransformacion del isoeugenol. Se realizé
estudios de espectroscopia resonancia (RMN) para identificar la estructura
correcta del dimero obtenido. En el anexo se muestran los espectros realizados

para el dimero de isoeugenol obtenido.



5.2.3. Etapa Il B. Analisis y cuantificaciéon

Curso de la reaccion

\ 4
Analisis y cuantificacion
por un método de
HPLC

El curso de la reaccion se realizé por medio de cromatografia en capa fina, la
cual se explicé en la Etapa Il A.
Para implementar el método de analisis de los productos formados después de
la transformacion, se utiliz6 un método para el HPLC (Ramachandra y
Ravishankar, 1999). Este método consistié de las siguientes condiciones: A=
280nm, teorriga= 12 min, flujo= 1 mL/min, T= ambiente, Vol. inyeccién= 10uL
Gradiente:

A: Acetonitrilo

B: Acido férmico 0.1%

Tabla 7. Gradiente de concentracion utilizado en el HPLC

80
20
20
80
80

10
12



6. Resultados
6.1. Etapa |. Obtencion de Ia linea celular
Los primeros cambios observables de desdiferenciacién de explantes de hoja y
flor hacia la formacién de callo, ocurrieron alrededor de las héridas, después de
dos a tres semanas de la siembra e incubacién del tejido, se obtuvo un cultivo
viable con caracteristicas fisiolégicas, bioquimicas y 'morfolégicas favorables para
la transformacion del isoeugenol. Dentro de estas caracteristicas destacan:

* No contiene compuestos susceptibles a la oxidacion.

e Es un cultivo friable (los agregados celulares son débiles).

s Presenta un desarrollo abundante en un periodo de incubacion

relativamente corto.

A las ocho semanas de crecimiento y dos subcultivos, en el tejido se observd la
desdiferenciacion de los explantes ya que se generé tejido de coloracion blanca
que correspondié al callo espumosa (callo) y los restos de explante mantuvo un

color verde (Fig. 25 ay b).

En las figuras 25 a y b se observa la formacién del callo de hoja con los restos del
explante. Las figuras 25 ¢ y d muestran la formacién del callo de flor con las
mismas caracteristicas que el callo de hoja (Fig. 25 a y b), a diferencia que en
éste, los brotes del callo se distinguen con mayor claridad.

Las figuras 25 e y f muestran los callos de hoja y de flor respectivamente a diez
semanas de crecimiento y tres subcultivos. En esta etapa el tejido se desdiferencio

en su totalidad. Sin embargo, el callo procedente de inflorescencias presentd una
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coloracién més oscura con respecto al callo de hoja, probablemente producto de la

oxidacion, del tejido de las inflorescencias.

Fig.25. Obtencién de la linea celular

Fig.25 a y b. Callo de hoja

Fig.25 c y d. Callo de inflorescencia
Fig.25 e. Callo de hoja

Fig.25 f. Callo de flor
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Cinética de crecimiento

Con la finalidad de establecer el tiempo en el que se obtuvo la cantidad de
biomasa necesaria para la biotransformaci6n se dej6 crecer el callo en un medio
liquido con agitacién constante durante quince dias. Los resuitados mostraron que
las células en suspension crecieron de forma exponencial, sin presentarse la fase
estacionaria o de agotamiento de los nutrimentos debido a que el crecimiento fue
demasiado rapido formandose agregados y cimulos celulares. En el caso de
peso seco y en el peso fresco, se present6 una disminucion no significativa a los
10 dias, seguido nuevamente de una fase logaritmica.

En las Fig. 26 a y b se observan los pesos seco y fresco, con respecto al tiempo.

Curvas de crecimiento para callo de Bouvardia termifolia
en peso secoy peso fresco

0.026

0 2 4 8 8 10 12 14
Tiempo (dias)

° T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Fig. 26. Curvas de crecimiento para callo de Bouvardia termifolia;

a. Peso seco; b. Peso fresco. 38



Una vez establecida la linea celular de CCV, de Bouvardia ternifolia se realiz6 la

biotransformacién, concluyendo asi esta etapa del proceso.

6.2. Etapa Il A. Biotransformaci6n a partir de isoeugenol

Ensayos cualitativos por cromatografia en capa fina (CCF)

Ensayo 1: Biotransformaciéon con el extracto crudo de hojas de Bouvardia
ternifolia.

La transformaci_én se realiz6 con el extracto de hojas en amortiguador de fosfatos
e isoeugenol en condiciones de agitacién constante a 25°C durante 48 hrs. En la
Fig.27 se muestra la cromatoplaca en la que puede observarse la formacién de
productos, entre ellos los posibles dimeros del isoeugenol; asi como, {a posible
presencia de vainillina; debido a que se observa un producto al mismo Ry que el
estandar. Cabe mencionar que también se detect6 la presencia del sustrato

(isoeugenol) sin transformar, indicando que la transformacién no fue al 100%.

»

= 0

,

12 3 4
Fig.27. Biotransformacion con el extracto crudo de Bouvardia ternifolia.

Orden de las muestras: 1,2) Transformacion con las hojas, 3) Vainillina, 4) Estédndar Bouvardia CCV.
Sistema: Hexano:Acetato de Etilo (3:7). revelada con Sulfato Cérico.
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Los ensayos de la biotransformacion del isoeugencl con el CCV de Bouvardia se
probaron con tres materiales celulares: en callo, en suspension, en suspension
con estrés nutritivo.

En el caso de los ensayos realizados en callo‘, la metodologia general para la
biotransformacion se describe a continuacion: se pes6 20g de callo y se agregé
100ml de amortiguador de fosfatos (pH 6), se homogeneizé y en algunos casos se
filtraron los restos celulares después de la homogenizacidon, separando el
sobrenadante (extracto enzimatico) el cual también fue utilizado; por tanto se
utilizd extractos totales y extractos enzimaticos. Asi para llevar a cabo la
biotransformacién, a los extractos totales y extractos enzimaticos, se les adicion6
25mg de isoeugenoi previamente disuelto en 1ml de acetona (en matraces
Erlenmeyer de 250ml).

En el caso de los ensayos realizados en suspension y en suspension con estrés
nutritivo, la metodologia general fue la misma que se describe para los ensayos
realizados en callo. La diferencia de estas condiciones consisti6 en que se
utilizaron cultivos de células en suspension con y sin estrés nutritivo.
Posteriormente los matraces se colocaron en incubacién a temperatufa ambiente y
180rpm durante 48h. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, el producto se
recuperé mediante extracciones con acetato de etilo. Mediante CCF (con una
mezcla eluyente de Hexano:Metanol:Acetato (3.5:0.5:1.0), se observaron los
posibles productos y se purificaron por cromatografia en capa preparativa y se
caracterizaron por sus datos espectroscopicos (RMN). Obteniendo el siguiente
producto de la reaccion de biotransformacion del isoeugenol con el CCV de

Bouvardia (Fig.28):
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Fig.28 Estructura dimero de isoeugenol

A continuacién se mencionan los resultados obtenidos para cada ensayo de
biotransformacion a diferentes condiciones. Todos los ensayos se realizaron

siguiendo la metodologia general ya descrita (pag. 86).

Ensayo 2: Biotransformacién de isoeugenol a partir de callo de hoja e

inflorescencia de Bouvardia temifolia.

Se realizé el primer ensayo (Fig.29) de biotransformacién de isoeugenol con el |
;
callo de Bouvardia temifolia proveniente tanto de hoja como de influorescencia; se 1

realiz6 por triplicado y se tom6 un control para cada tipo de callo.

,,.*.‘ . ®

+ +

'O b

1 2 3 456 7 8 910

Fig.28. Primera biotransformacién con el callo obtenido de Bouvardia ternifolia.

Orden de las muestras:1) Callo de hoja control, 2,3,4) Callo de hoja con isoeugenol (triplicado), 5) Callo
de flor control, 6,7,8) Callo de flor (triplicado), 9) Estandar de Vainillina, 10) Esténdar de isoeugenol
Sistema: Cloroformo:Metanol (95:5), revelada con Sulfato Cérico
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Los resultados obtenidos mostraron que, la transformacion en callo de hoja como
en el de flor hubo productos formados. Sin embargo, ain puede observarse la
presencia del sustrato (isoeugenol) el cual no se transformé en su totalidad y la de
los dimeros del isoeugenol; lo cual indicé que el callo utilizado tiene la maquinaria
enzimatica para llevar a cabo la transformacion.

Por otro lado, a la altura de la vainillina no se observa ninguna mancha, por lo que
se decidi6é concentrar més los extractos. En la Fig.30, se muestra la cromatoplaca
con los extractos concentrados, los resultados obtenidos demostraron que la
vainillina no se obtuvo en la transformacion; o no fue posible detectarla debido a

que se encuentra en bajas concentraciones.

1234 56 78910

Fig.30. Biotransformacion con el callo de Bouvardia ternifolia.

Orden de las muestras: 1) Callo de hoja control, 2,7,8) Callo de hoja con isoeugenol (triplicado), 5) Callo
de flor control, 3,4,6) Calio de flor con isoeugenol (triplicado), 9) Estdndar de Vainillina, 10) Estdndar de
Isoeugenol.

Sistema Cloroformo:Metanol (95:5), revelada con Sulfato Cérico.

92



D

Ar Ensayo 3: Biotransformacién de isoeugenol a partir de callo de hoja de Bouvardia
ternifolia, en presencia de H;0;,

La transformacién se realizé sélo con callo de hoja, debido a que los resultados
anteriores fueron similares usando callo de flor. A diferencia de la primera
transformacion (ensayo 2), la segunda (ensayo3) consisti6 en agregar H.O. (un
oxidante fuerte). Se agregé el doble de moles de H,O. en funcién de la cantidad
de moles de isoeugenol presentes (1.52*10“moles en-25mg de isoeugenol). Por
tanto la cantidad de H,O, agregada por matraz fue de 3.04*10* moles; lo que
equivale en volumen a 34.3L..

Al realizar la extraccion y recuperacién del producto se obtuvo la siguiente

cromatoplaca (Fig.31).
W

1 2 3 4 5 6 7

Fig.31. Esta placa fue de la transformacién de Bouvardia temifolia
agregando H20x.

\
i i i A A . i A
I

Orden de las muestras: 1) Control: Callo de hoja + H202, 2,3,4) Callo de hoja con isceugenol +
Hz0:2 (triplicado), 5) Estandar de Isoeugenol, 6) isoeugenol + Buffer, 7) Estandar de Vainillina.
Sistema: Cloroformo:Metanol (95:5), revelada con Sulfato Cérico.

La tabla 8 y fig.31, muestran los resultados cualitativos obtenidos de la

transformacion; asi como los valores de R:.

93



Tabla 8. Resultados cualitativos de la transformacién de isoeugenol a partir de
callo de hoja, en presencia de H,0,

Control
(Callo sin
isoeugenol)
Callo con

isoeugenol
Estandar de
isoeugenol
Control
(Isoeugenol sin
callo)
Estandar de
vainillina

(:);rrres;enrcia ‘
(-) Ausencia
En la fig.31 se observa la transformacion del isoeugenol con la formacion de
productos y en la tabla 8 se describen los resultados obtenidos para esta
transformacion.

En los carriles 2,3,4 se observa la presencia del sustrato (isoeugenol) en bajas
concentraciones, lo que indica que la transformacién se llevé a cabo casi por
completo. Por otro lado, los dimeros del isoeugenol pudieron observarse con baja
resolucion lo que indica que se formé el dimero a bajas concentraciones. También
puede observarse la posible presencia de vainillina a la misma distancia que el
estandar, por lo que se sugiere que la formacion de vainillina probablemente
ocurrié en la biotransformacion. Los carriles 1 y 6 corresponden a controles y los

carriles 5y 7 corresponden a estandares.
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6.3. Etapa Il B. Implementacion de un método de analisis

Ensayos cuantitativos por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(HPLC)

Los siguientes ensayos se realizaron con la finalidad de reproducir y cuantificar los
productos de la transformacién (dimero del isoeugenol, la vainillina, asi como el
isoeugenol residual).

Ensayo 4: Biotransformaciéh de isoeugenol. a partir de callo de Bouvardia
ternifolia; con el extracto total y enzimatico, en presencia y ausencia de H>O»,

En la tabla 9 se describen los resultados cualitativos de las transformaciones que
se muestran en la siguiente cromatoplaca (Fig.32), indicando la presencia o

ausencia de los productos principales de la transformacion.

Tabla 9. Resuitados cualitativos de la biotransformacion de isoeugenol con el
extracto total y enzimatico de Bouvardia, en presencia y ausencia de H,O..

ransformacio
Control: Callo + H,0,

Callo + isoeugenol + H,0,

Control. Callo sin isoeugenol I

Callo + isoeugenol

| Control: Extracto enzimatico de
i callo fresco + H,O,

Extracto enzimatico de callo
fresco + H,0, + isoeugenol

. Control: Extracto enzimatico de
callo fresco

fresco + isoeugenol

Extracto enzimatico de callo |

Control: Buffer + isoeugenol

Control: Buffer + isoeugenol +
H.0,

Estandar de isoeugenol

(+) Presencia
(-) Ausencia
(ND) No detectado
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Se realiz6 una CCF de esta biotransformacién obteniendo la siguiente

cromatoplaca

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fig.32. Biotransformacion de isoeugenol a partir de callo de Bouvardia temifolia; con
el extracto total y el extracto enzimético, agregando H202.

Orden de las muestras:

1) Control; Calio + HO2 7) Control: Extracto enzimdtico de callo fresco
2) Callo + isoeugenol + H202 8) Extracto enzimdtico de callo fresco + isoseugenol
3) Control: Callo sin isoeugenol 9) Control: Buffer + isoeugenol

4) Callo + isoeugenol 10) Control: Buffer + isoeugenol + H20:

5) Control: Extracto enzimético de callo fresco + Hz02 11) Estandar de isceugenol

8) Extracto enzimético de callo fresco + H20z + isoeugenol 12) Esténdar dimero de isoeugenol

Sistema: Hexano:Metanol:Acetato (3.5:0.5:1.0), revelada con DPPH

En la cromatoplaca anterior (Fig.32) se muestra que en los carriles 1,3,5y 7 no
hay productos de la transformacién, debido a que, en estos carriles las muestras
son controles y no presentaron sustrato (isoeugenol) al inicio de la transformacion
por tanto no se observan manchas significativas en estos carriles. En los carriles
2, 4, 6 y 8 se observa la formacion de productos de la transformacién, debido a
que estas muestras si presentaron sustrato (isoeugenol). Los carriles 9 y 10
corresponden a controles y los carriles 11 y 12 son estandares.

En la tabla 10 se presentan los resultados cuantitativos de los productos de la

transformacién para este ensayo, indicando las cantidades exactas de éstos
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izaron con base en las curvas

después de la transformacion. Los calculos se real

patron que se encuentran en el anexo.
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Tabla10. Resultados cuantitativos de la biotransformacion de isoeugenol a partir de callo de Bouvardia, con el extracto
total y enzimatico, en presencia y ausencia de H20».

1 BCPC* 2.2 8.72 | 0.00072 | 2.22E-06 2.9 7. 2E-04 1E-06 0.8 i 3.82] 9.72E-06 | 6.40E-08 ]
‘ ‘ ; 14 veces §
: ! : mas que
2 BCP* 22.5 8,73 | 0.00318 | 9.78E-06 12.9 7.53 1E-03 6E-06 3.9 § 383 7.55E-05 | 4.97E-07 | e) controi }
I 3 B S/PC* 1.1 8.72 | 0.00083 | 2.56E-06 3.4 7.53 0 0 0 3.82| 1.28E-06 | 8.40E-09 i
B 7370
! veces mas
! que el
4 BS/P* 17.8 8.72| 0.01113 | 3.42E-05 45 '7.51 0.006 4E-05 24.2 3.82 | 0.0001559 | 1.03E-06 | control
I B E.enz C/P }
5 c* 1.2 8.73{ 0.00034 | 1.05E-06 1.4 7.51 4E-04 2E-06 1.4 3.82| 4.52E-06 [ 2.97E-08
15 veces
i mas que
6 B E.enz C/P* 10.1 '8.72 | 0.01083 | 3.32E-05 43.7 [7.55 5E-04 3E-06 1.9 §3.82) 2.13E-05 1.40E-07 | el contol
B E.enzS/P ]' | ;
7 c* 15 QM872| 4E-05 1.24E-07 0.2 7.52 5E-05 3E-07 0.2 [§3.82| 2.70E-06 | 1.78E-08
i E 73 veces
i ! mas que
8 B E.enz S/P* 18.4 8.72 | 0.01085 | 3.33E-05 43.8 [ 7.51 0.005 3E-05 20.5 '3.81 | 0.0001602 | 1.05E-06 | el control
Buffer . ;
l * ? |
9 Isoeugenol 18.4 [{8.75] 0.00495 | 1.52E-05 20 7.51 0.006 3E-05 22.1 [ 3.86 | 0.0003671 | 2.42E-06
Buffer i i :
+ 5
Isoeugenol '
* i :
10 H.0, 19 B 8.75| 0.00660 | 2.03E-05 26.6 ; 7.51 6E-06 4E-08 0.02 R 3.86 | 0.0004542 | 2 99E-06

*Vertabla 9 ts= tiempo de retencion
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Ensayo 5: Pruebas de estrés nutritivo

En la tabla 11, se muestran los resultados cualitativos de las biotransformaciones
que se muestran en la cromatoplaca de la fig.33, indicando la presencia o
ausencia de los productos principales de la transformacion.

Tabla 11. Resultados cualitativos de la biotransformacion del isoeugenol con
células en suspension en estrés nutritivo de Bouvardia.

Control: Callo al 100% de
Nitratos sin isoeugenol B 100% C
| Callo al 100% de Nitratos +
isoeugenol B 100%
Control: Callo al 50% de
Nitratos sin isoeugenol B 50% C
Callo al 50% de Nitratos +
isoeugenol B 50%
Control: Callo al 25% de
Nitratos sin isoeugenol B 25% C
Callo al 25% de Nitratos +
isoeugenol B 25%
Estandar de isoeugenol
Estandar dimero de
isoeugenol

{(+) Presencia. (-} Ausencia. (ND} No detectado



Se realiz6 una CCF del ensayo anterior obteniendo la siguiente cromatoplaca

Fig.33. Transformaciones de las primeras pruebas de estrés nutritivo

Orden de las muestras:

1) Control: Callo al 100% de Nitratos sin isoeugenol 5) Control: Callo al 25% de Nitratos sin isoeugenol
2) Callo al 100% de Nitratos + isoeugenol 6) Callo al 25% de Nitratos + isoeugenol

3) Control: Callo al 50% de Nitratos sin isoeugenol 7) Esténdar de isoeugenol

4) Callo al 50% de Nitratos + isoeugenol 8) Esténdar dimero de isoeugenol

Sistema: Hexano:Metanol:Acetato (3.5:0.5:1.0), revelada con DPPH

En los carriles 2,4 y 6 (Fig.33) se observa la formacién de productos de la
transformacion, el ensayo se realiz6 en presencia de isoeugenol y los productos
pudieron ser detectados en la cromatoplaca. Los carriles 1,3 y 5 son controles y
los carriles 7 y 8 son estandares. En los tres tratamientos probados se detect6 la
presencia del dimero de isoeugenol, a excepcion de los controles.

En la tabla 12 se presentan los resultados cuantitativos de los productos de la
transformacioén obtenidos por HPLC. Los célculos se realizaron con base en las

curvas patr6n que se encuentran en el anexo.
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Tabla 12. Resultados cuantitativos de la biotransformacion del isoeugenol con células en suspension en estrés nutritivo

muestra

moles:

de Bouvardia.

de

sogugenol:

B 100% C*

0.000043

1.32E-07

0.000013

0.000007

4.71E-08

B 100%*

0.001234

3.78E-06

0.002263

0.000129

8.49E-07

37 veces
mas que
el control

B 50% C*

0.000127

3.89E-07

0.000025

0.000003

1.87E-08

B 50%"

0.001560

4.79E-06

0.000684

4.17E-06

0.000110

53 veces
mas que
el control §

B 25% C*

0.000166

5.08E-07

0.000021

1.30E-07

0.000004

B 25%*

“Ver tabla 11 tz= tiempo de retencién

0.001716

5.26E-06

0.001241

0.000054

10 veces §
mas que
el control §
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Ensayo 6: Pruebas de estrés nutritivo con y sin H>0,

A continuacién en la tabla 13 se muestran los resultados cualitativos, de las
biotransformaciones realizadas para este ensayo, los cuales se muestran en la
cromatoplaca (Fig.34), indicando la presencia o ausencia de los productos de la

transformacioén.

Tabla 13. Resultados cualitativos de la biotransformacion del isoeugenol con
células en suspension en estrés nutritivo de Bouvardia con y sin H20,

ransy

Control: Extracto enzimatico de |
callo fresco al 100% de Nitratos +
H,0, sin isoeugenol

Extracto enzimatico de callo
fresco al 100% de Nitratos +
isoeugenol + H,0O,

. Controk: Extracto enzimatico de
. callo fresco al 100% de Nitratos
‘ sin isoeugenol

Extracto enzimatico de callo
fresco al 100% de Nitratos +
isoeugenol

Control: Extracto enzimatico de
- callo fresco al 25% de Nitratos +
H,0, sin isoeugenol Control §

Extracto enzimatico de callo
| fresco al 25% de Nitratos + H,0, | BE2m
‘ + isoeugenol

L Control: Extracto enzimatico de
callo fresco al 25% de Nitratos sin
isoeugenol Control

Extracto enzimatico de callo
fresco al 25% de Nitratos +
isoeugenol

B E.enz

Estandar de Isoeugenol

. Estandar dimero de isoeugenol

(+) Presencia, {-) Ausencia, (ND) No detectado
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Se realiz6 una CCF del ensayo anterior obteniendo la siguiente cromatoplaca

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fig.34. Esta cromatoplaca muestra las biotransformaciones de las
pruebas de estrés nutritivo con y sin H.02

Orden de las muestras:
1) Control: Extracto enzimético de callo fresco al 100% de Nitratos + H,O, sin isoeugenol
2) Exracto enzimético de callo fresco al 100% de Nitratos + isoeugenol + H;O,
3) Control: Extracto enzimético de callo fresco al 100% de Nitratos sin isoeugenol
4) Extracto enzimético de callo fresco al 100% de Nitratos + isoeugenol
5) Control: Extracto enzimatico de callo fresco al 25% de Nitratos + H,0 sin isoeugenol
, 6) Extracto enzimético de callo fresco al 25% de Nitratos + HzO, + isoeugenol
| 7) Control: Extracto enzimatico de callo fresco al 25% de Nitratos sin isoeugenol
\ 8) Extracto enzimatico de calio fresco al 25% de Nitratos + isoseugenol
' 9) Estandar de Isoeugencl
10) Estandar dimero de isoeugenol

Sistemna: Hexano:Metanol:Aceteto (3.5:0.5:1.0), revelada con DPPH

En la Fig.34 se muestra la cromatoplaca de las pruebas de estrés nutritivo con y
sin H,O, descrita en la tabla 13.

En los carriles 1, 3, 5 y 7 se observa la ausencia de productos de la
transformaci6n, debido a que, en estos carriles las muestras son controles, (sin

isoeugenol). En los carriles 2, 4, 6y 8 se observa la formacién de productos de la

transformacion, debido a que estas muestras si presentaron isoeugenol (sustrato).
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Los carriles 9 y 10 corresponden a estandares de isoeugenol y dimero de
isoeugenol respectivamente.

En la tabla 14 se presentan los resultados cuantitativos de los productos de la

" transformacién para este ensayd, indicando las cantidades exactas de éstos

después de la transformacién. Los calculos se realizaron con base en las curvas

patron que se encuentran en el anexo.
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Tabla.14 Resultados cuantitativos de la biotransformacion del isoeugenol con células en suspensioén en estrés nutritivo de
Bouvardia con y sin H20:.

trangformaciénjl:
BE.enz l
100% C/P | i
1 Contro!* 2.1 i 8.7 0.000460 | 1.41E-06 1.85 7.52 0.000018 | 1.11E-07 0.07 1 3.8 1.64E-06 | 1.08E-08 j
8 veces !
BE.enz mas que el;
2 100% C/P* 10.2 8.7 0.000104 | 3.18E-07 0.42 7.53 0.000206 | 1.25E-06 0.82 3.8 1.44E-05 [ 9.46E-08 | control
BE.enz
100% S/P
3 Control* 2.2 8.7 0.000994 [ 3.05E-06 4.01 7.51 0.000159 | 8.70E-07 0.63 3.8 5.19E-06 | 3.42E-08
7 veces |
BE.enz : mas que el}
4 100% S/P* 14.6 8.7 0.018197] 5.58E-05 73 7.5 0.002344 | 1.43E-05 9.4 | 3.8 6.32E-05| 4.16E-07] control
B E.enz ) ; i
25% C/IP i
5 Control” 3.4 - 8.7 0.000851| 2.61E-06 3.44 ﬂ 7.52 0.000033 | 2.00E-07 013 R 38 3.64E-06 | 2.39E-08 i
: 11 veces |
BE.enz mas que el!
6 25% CIP* 10.5 8.7 0.011359] 3.48E-05 45.8 7.5 0.000760 | 4.63E-06 305 038 1.95E-05| 1.28E-07 | control
B E.enz i
25% S/P :
7 Control* 17.4 8.7 0.001954 | 5.99E-06 7.89 7.51 0.000133 | 8.13E-07 053 B 38 3.21E-06 | 2.11E-08
| i '
: ! 6 veces ||
BE.enz | R mas que el|
8 25% S/P* 168 § 87 0.019170! 5.88E-05 77.4 '7.51 0.002764 | 1.69E-05 11.1 3.8 2.28E-05| 1.50E-07 | control !

*Ver tabla 13 {z= tiempo de retencion
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7. Discusién

Etapa |. Obtencion de la linea celular

En esta etapa fue importante la eliminacion de patégenos del material vegetal; la
desinfeccion quimica llevada a cabo con diferentes sustancias resulté ser sencilla,
y efectiva ya que se logro la eliminacion de bacterias y hongos de las hojas e
inflorescencias de la planta; se lograron resultados satisfactorios desde la primera
siembra de explantes. Asi mismo se demostré que la concentracién y tiempo de
exposicion a los agentes quimicos come etanol, cloro, Tween 20, Microdyn®, la
utilizacién de un bactericida y un fungicida, asi como la adicién de un antibiotico al
medio de cultivo, fue la adecuada permitiendo la formacién de callo bajo
condiciones asépticas.

Lo anterior se debe a factores fisicos y quimicos tales como la agitacién, adicion
de agentes desinfectantes y antibi6ticos, tanto en el proceso de desinfeccion como
en el medio de cultivo, tienen efectos determinantes e intensos en todas las
actividades de los microorganismos.

A este respecto, Alvarado (1998) hace notgr que los contaminantes mas
frecuentes en el cultivo in vitro son hongos filamentosos y bacterias.

George y Sherrington (1984) y Pierik (1990) recomiendan que antes de la
esterilizacion, se debe realizar un lavado con agua, eliminar la capa mas externa
en este caso las cubiertas de los cotiledones, para facilitar la entrada de las
soluciones quimicas.

Se utilizé hipoclorito de sodio comercial (NaClO, con 6% de ingrediente activo) al

20%, como agente desinfectante y oxidativo ya que actua sobre proteinas y acidos
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nucleicos, eliminando hongos, bacterias y esporas; al cloro se le adicion6 plata
coloidal Microdyn® (10 gotas en 25ml de agua), el cual contiene particulas que
permanecen suspendidas, que al reaccionar con los grupos SH de las proteinas
funcionales y estructurales de las células bagterianas, inhiben la respiracion,
logrando asi matar a las bacterias presentes en la superficie de las hojas e
inflorescencias. Asi mismo se agregoé el Tween 20 (agente surfactante), con una
concentracion de 20 gotas en 250ml de agua, el cual actud en la disminucion de la
tension superficial, permitiendo la penetracion de las otras sustancias
desinfectantes, eliminando las ceras de las plantas, (George y Sherringtdn 1984,
Pierik, 1990 y Uribe, 1998).

Para lograr la asepsia total estos mismos autores recomienda el empieo de
bactericidas y fungicidas, en tiempos prolongados. George y Sherrington (1984)
emplean desinfectantes Utiles en la eliminacion de patégenos, elaborados a base
de bactericidas, como es el caso de Agri-mycin 500®, el cual esta compuesto por
antibioticos como sulfato de estreptomicina, clorhidrato de oxitetraciclina y sulfato
tribasico de cobre monohidratado, siendo muy importantes para la eliminacion de
dichas bacterias; en este trabajo se utilizd una concentracion de 1g/250ml, durante
20min, la cual fue adecuada debido a que ya no aparecieron bacterias por el
efecto del Agrimicin 500®. El fungicida utilizado para eliminar los hongos
presentes fue Promil®, en un inici6 se prob6 una concentracién de 1g/250ml
durante 15min y no fue suficiente debido a que se presentd contaminacioén; por tal
motivo se aumentd la concentracién y el tiempo a 2g/250ml, durante 30min
logrando asi la eliminacion de hongos. El fungicida es sistémico, de amplio

espectro, no toxico para plantas, que actia sobre una gran variedad de hongos,
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como: ascomycetos, deuteromycetos y basidiomycetos.

Alvarado (1988) reporta que la esterilizacion superficial produce la destruccion de
organismos saprofitos y esporas superficiales en las capas mas externas del
material vegetal, pero que no elimina infecciones dentro de los tejidos, los cuales
son llamados infecciones sistémicas. Por lo que estos microorganismos estan
asociados a los tejidos de las plantas, muchos son capaces de permanecer
latentes en el interior de las células, en los espacios intercelulares o en los haces
conductores y quedan protegidos de los agentes quimicos como lo explican;
generalmente no se eliminan con procedimientos de desinfeccion superficial ya
que requieren de medidas adicionales como la incorporacién de uno o mas
antibiéticos, ya sea en el proceso de desinfeccion o en los medios de cultivo,
quimioterapia y/o termoterapia.

En este trabajo se recurrid a un antibidtico con un ingrediente activo llamado
cefotaxime, con nombre comercial de claforan, el cual fue de gran utilidad en la
eliminacién de microorganismos bacterianos. Este antibidtico pertenece al grupo
de las cefalosporinas, bactericida de amplio espectro, su forma de accién es
inhibiendo la biosintesis de péptidos de la pared celular bacteriana, rompiéndola
en pedazos a la célula y causando la muerte de bacterias gram-positivas y gram-
negativas (www.micro.magnet.fsu.edu, www.healthtoch.com, www.rxlist.com).

El éxito de la eliminacion de organismos patégenos se logré al 100% debido a la
eficacia del método de esterilizacién.

Con respecto a la induccién y proliferacion de callo se puede decir que el

crecimiento celular es un proceso controlado por reguladores, los cuales juegan un

papel importante, no sélo dentro de las plantas, sino también a nivel de organo,
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tejido y célula (Esau, 1985), es por ello que los explantes de Borvardia trabajados
respondieron favorablemente al formar callo esta produccion de células es la
manifestacion de las interacciones que se establecen entre los medios nutritivos,
suplementados con reguladores de crecimiento, con las condiciones fisiolégicas y
bioquimicas endogenas de los explantes.

Todos los tejidos probados (hoja e inflorescencia) de Bouvardia, indujeron callo, el
cual proliferé y logré la formacién de agregados de callo, la respuesta celular a la
formacion de callo depende de muchos factores, como son el origen del tejido, las
condiciones fisiologicas y bioquimicas de los tejidos, la composicion de los medios
de cultivo y las condiciones ambientales, entre otras (Alvarez, 1994).

En este ensayo se probd que tanto el explante de hoja como el de flor indujeron
callo en un medio MS, en la Fig.25 se aprecia una produccion de callo muy similar.
Los cultivos de hojas e inflorescencia de Bouvardia son 6rganos diferenciados que
permitieron la obtencion de callo mediante la desdiferenciacion acelerada de sus
células.

En este trabajo se observd que la desdiferenciacion de las células de los

explantes tiene mucho que ver con la composicion anatémica de éstos, por lo

que, la composicion celular de cada explante fue tomada en cuenta,

principalmente a nivel meristematico. En el caso de Bouvardia se observé que los

dos explantes utilizados tienen la capacidad de formar callo, debido a que poseen

zonas meristematicas capaces de diferenciarse. El explante de hoja utilizado

presentan un tipo de meristemo foliar, con un funcionamiento simultaneo o

secuencial, permite la morfogénesis de la hoja. Funcionamiento limitado en

tiempo y cesa cuando la hoja ha alcanzado su forma y dimensiones definidas.
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Otros factores que influyen en la formacién de callo como son: los micro y
macroelementos del medio de cultivo, las vitaminas, los feguladores de
crecimiento, las condiciones de cultivo, los explantes involucrados, etc., todos los
elementos interactiian, para modular la expresion genética, es por ello que la
respuesta morfogenética no recae en un solo factor, sino que es el resultado de
interacciones, adn cuando uno de ellos tenga mayor efecto.

Otro factor importante para la induccion y proliferacién de los callos ademas de la
anatomia, son los medios de cultivo. El medio de cultivo utilizado en este caso fue
el medio MS como ya se menciond, este medio ha demostrado una accion
estimulante sobre la organogénesis (formacién de yemas). El medio MS esta
caracterizado por un contenido fuerte de nitrégeno (60 meq/l) del cual 1/3 esta
aportado en forma reducida (NH4") y por una concentracién iguaimente elevada de
potasio (Ramos, 2006).

Debido a lo anterior, el callo de Bouvardia se proliferd de forma acelerada, muy
similar tanto en el explante de hoja como el de flor en un medio de cultivo MS, el
cual mostré un bajo porcentaje de oxidacion en el callo producido, logrando una
cantidad de biomasa considerable para las pruebas de biotransformacion
necesarias.

Con respecto a la coloracién del callo obtenido Alvarez (1994) sefiala que la
coloracion de! tejido de callo varia, aun derivando de la misma especie, se pueden
presentar callo que carecen de pigmentacion, mientras otros pueden ser de
diferentes tonos de verde, amarillo, café o rojo. El tipo y grado de pigmentacion
esta influenciado por factores nutricionales y ambientales, se manifiesta por la

presencia de clorofila, carotenos, antocianinas. El callo de Bouvardia Fig.18.
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presentd una coloracién amarillenta formando un tejido esponjoso en donde hay

una gran cantidad de espacios intercelulares.

La cinética de crecimiento del cultivo de callo de Bouvardia se asemeja a una
curva sigmoidal (Fig.26a y 26b), que presenta una linea recta con una tendencia
totalmente ascendente, presentando dos fases: la fase lag y la exponencial o
lineat, donde la tasa de crecimiento muestra una aceleracién constante, como 1o
reporté Razdan, 2003. Una vez que la division celular ha sido inducida, la fase
exponencial se presenta rapidamente, elevando el nimero de células de callo
debido a un proceso mitético aumentando la actividad respiratoria, medida a
través del consumo de 0, y niveles de ARN, como mencionan Lindsey y Jones,
1989. En la llamada fase /ag o de reposo, reportada por George y Sherrington,
1984, el inéculo si presenta sefal de division celular, donde Gnicamente se esta
adaptando a las nuevas condiciones de nutricién, si se observa en la cinética de
crecimiento de Bouvardia., aunque a pesar de que si se tuvo una fase de reposo,
fue de pocos dias por tanto el callo no presenta dificultad para adaptarse al medio
donde se cultivé. Es por ello que durante los primeros 5 dias de crecimiento se
establecio la fase de reposo y a partir del sexto dia se pudo observar un
crecimiento exponencial hasta el Gitimo dia de la cinética (dia quince); por tanto no
se logré determinar la fase estacionaria ni de muerte; ya que durante los 15 dias el
crecimiento se mantuvo constante de forma exponencial. Por otro lado, la toma de
muestras se dificulté debido a que la cantidad de biomasa se incrementd
considerablemente en agregados o cimulos celulares.

La actividad fisioldgica de las plantas estd mediada por reguladores de
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crecimiento, que ejercen efectos en el desarrollo y diferenciacion. La totipotencia
celular hace posible que los tejidos vegetales cultivados in vitro tengan la
capacidad para formar callo, diferenciarse en meristemos adventicios, lo que
permitio la division celular.

Cabe destacar que el callo de Bouvardia presenta un crecimiento acelerado
debido a que las células del cultivo consumen de forma acelerada los reguladores
de crecimiento contenidos en el medio de cultivo, teniendo como resultado un
incremento notable en la proliferacion de las células del callq. Lo que sugiere que
en 15 dias es un tiempo corto para determinar la cinética complet'a; o la cantidad
de inéculo inicial fue demasiada para el tiempo de la cinética. Lo que indicé que el
callo de Bouvardia ternifolia se prolifera con gran velocidad confirmando que es un
cultivo viable ya que la obtencion de biomasa necesaria para las
biotransformaciones puede obtenerse después de quince dias de incubacion de

las células.
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Etapa Il A. Biotransformacion a partir de isoeugenol

Ensayos cualitativos por cromatografia en capa fina (CCF)

Ensayo 1: Biotransformacion con el extracto crudo de Bouvardia ternifolia

Con el objetivo de comprobar que Bouvardia terifolia lleva a cabo la
biotransformacioén del isoeugenol, se realizé un ensayo con extracto crudo de
hojas maduras de Bouvardia, los resultados obtenidos mostraron (Fig.27) la
formacion de productos que sugieren la formacion dF dimeros asi como la
presencia de vainillina. Con base en estos resultados se decidio generar una linea
celular por medio de cultivo de tejidos dado que el uso del tejido directo de la
planta podria resultar en posible contaminacién del medio de transformacion. Por
otro lado, por medio del cultivo celular se obtiene biomasa suficiente para los
ensayos requeridos y las células se encuentran en la misma etapa de crecimiento.
Los resultados dé la transformacién fueron de gran relevancia para este trabajo ya
que se ha reportado que los compuestos fendlicos estan relacionados con la
actividad antioxidante como el eugenol e isoeugenol, cuyos dimeros presentan
una mayor actividad antioxidante que los monémeros (Ogata et al, 2000;

Williamson et al., 1999).

Ensayo 2: Biotransformacion de isoeugenol a partir de callo de hoja e
inflorescencia de Bouvardia ternifolia

Una vez que se demostré que el extracto de hoja fue capaz de formar dimeros y
posible vainillina, se usé callo obtenido de hoja e inflorescencia de Bouvardia
ternifolia con fin de probar si tejidos diferentes de la planta poseian la capacidad

de desdiferenciarse en callo y realizar actividad de biosintesis; ya que aigunos
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autores han demostrado que células en suspension o callos, los cuales estan en
una divisién constante, poseen, al igual que una planta completa, la capacidad de
producir metabolitos secundarios (Hurtado y Merino, 1994), lo cual quedé
demostrado que las células de Bouvardia ternifolia tienen esa capacidad.

Los resultados obtenidos en ambos tejidos mostraron que poseian la misma
capacidad enzimatica para llevar a cabo la biotransformacion del isoeugenol lo
que se confirmé por CCF (Fig.30). Posiblemente porque la preséncia de la

]

maquinaria enzimatica no depende del tipo de tejido y por ello los dos tipos de
callo realizaron la transformacion.

Los carriles 2,3 y 4 corresponden a la transformacion del isoeugenol con callo de
hoja y en los carriles 6,7 y 8 la transformacion del isoeugeno! con callo de flor, en
donde cualitativamente se pudo observar la formacion de los mismos productos,
los cuales se compararon con un estandar de vainillina (carril 9) y un estandar de
isoeugenol (carril 10). Con base en la comparacién con estos estandares se pudo
comprobar que la formacion de vainilina no se lievod a cabo debido a que las
células de Bouvardia no producen el metabolito, sin embargo las condiciones en
las que se encontraban no eran las adecuadas para la formacién de éste, a pesar
de que fueron las adecuadas para la formacion del dimero de isoeugenol (Orihara

et al, 1992).

Ensayo 3: Biotransforracion de isoeugenol a partir de callo de hoja de Bouvardia
ternifolia, en presencia de H;0;
Con el fin de favorecer la formacién del dimero de isoeugenol, se decidié agregar

peréxido de hidrégeno ya que es el cofactor de las peroxidasas, con esto se
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asegura la cantidad de peroxido para la cantidad de enzima presente en los
extractos logrando un mayor rendimiento de transformacién. Las condiciones se
realizaron como en los ensayos anteriores y la concentracion del perdxido se
determiné anadiendo lo equivalente al doble de moles de isoeugenol, ya que se
sabe que la reaccion es (2:1) es decir que por cada 2 moles de isoeugenol se
obtiene 1 mol de dimero (Murakami et al, 2005).

La Fig.31 muestra que la adicion del H,O; a las muestras gener6 un aumento en la
formacién de productos; los productos de interés se mantuvieron como productos
principales de la transformacion.

En los carriles 2,3 y 4 se tiene la transformacion del isoeugenol con callo de hoja
en presencia de peroxido de hidrégeno. En estos carriles se obtuvo el dimero de
isoeugenol a con un valor de Rf de 1.52, el isoeugenol residual con un Rf de 1.26
en lo que se refiere a la vainillina no se observé con claridad la mancha que
revelara su presencia, por lo que el valor de Rf no se pudo determinar (Fig.31). Sin
embargo, en los carriles antes mencionados se observé un producto a la altura del
estandar de la vainillina por tanto no se descart‘a su presencia, debido a que la
CCF es un método poco sensible para detectar concentraciones muy pequefias
(alrededor de nanogramos). En los controles realizados para esta transformacion
(Fig.31), se observo que en el control 1 (carril 1) no se llevé a cabo la formacion de
productos de interés, debido a que la biotransformacién es especifica para la
presencia del sustrato (isoeugenol o con compuestos similares); en el control 2
(carril 6), se obtuvo el dimero de isoeugenol con un valor de Rf de 1.52, el
isoeugenol residual con un Rf 1.26 y la posible presencia de vainillina; esto debido

a que este control presento sustrato.

115



7.3. Etapa |l B. Implementacion de un método de analisis

Ensayos cuantitativos por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(HPLC)

Ensayo 4: Biotransformacion de isoeugenol a partir de callo de Bouvardia
ternifolia; con el extracto total y el extracto enzimatico, en presencia y ausencia de
H202

Con el fin de investigar la capacidad de transformacion de isoeugenol en células
de suspensién de Bouvardia ternifolia en extracto totales y de extracto enzimaticos
con y sin peroxido, se realizé un ensayo donde se analizé por medio de una CCF
los productos de la biotransformacion en estas condiciones.

La tabla 9 y Fig.32 muestran los resultados cualitativos donde se determiné la
presencia de isoeugenol, asi como la del dimero con un valor de Rf.1.83 que
corresponde a los valores de Rf de los estandares. En los carriles 1,35y 7 se
muestra a los controles que corresponden a ensayos realizados sin sustrato
(isoeugenol); por lo que en los resultados no se observa producto alguno de la
biotransformacion. Los carriles 2 y 4 muestran la biotransformacion del isoeugenol
con el extracto total, en presencia y ausencia de H,O, respectivamente. En el carril
2 se detectd el dimero de isoeugenol con un valor de Rf de 1.76, de forma
interesante no se observé el isoeugenol residual lo que indicé probablemente se
transformo por completo, lo anterior puede explicarse debido a que el peroxido es
el cofactor de las peroxidasas como ya se menciond; por tanto al estar presente
ocasiona que las peroxidasas presenten en las células de Bouvardia reaccionen
con mayor facilidad transformando el sustrato casi en su totalidad; aunque no al

100% hacia la formacién del dimero del isoeugenol.
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En el carril 4 se detecté el dimero de isoeugenol con un Rf de 1.83, isoeugenol
residual con un Rf de 1.51 y como se observo en ensayos anteriores la vainillina
no fue detectada en ambas condiciones.

Los carriles 6 y 8 muestran la transformacion del isoeugenol con el extracto
enzimatico de Bouvardia en presencia y ausencia de H20> respectivamente.

En el carril 6 (con peréxido de hidrogeno) se detect6 el dimero de isoeugenol con
un valor de Rf de 1.83, el isoeugenol residual se detecté en baja cantidad, lo que
sugiere que la transformacion se llevé a cabo casi por completo, es decir, pudo
transformarse en otros compuestos, debido a que la proporcion del isoeugenol y la
del dimero no es uno a uno. El carril 8 (sin peréoxido de hidrégeno) se detecto el
dimero de isoeugenol con un Rf de 1.83, por otro lado, no se observo la presencia
de isoeugenol residual lo que indicé que se transformé casi por completo. Al igual
que en otros ensayos la vainillina no fue detectada.

Los carriles 9 y 10 muestran controles realizados con Ia finalidad de determinar si
el sustrato por si solo puede transformarse de forma espontanea con el
amortiguador de fosfatos en ausencia de las células en suspension. Estos
ensayos se realizaron en ausencia y presencia de Hz0: respectivamente con el fin
de verificar si podria participar en este proceso. En ambos casos se muestra la
presencia del dimero de isoeugenol con un Rf de 1.83, el isoeugenol! residual fue
detectado con un Rf de 1.51. Al igual que ensayos anteriores la vainillina no fue
detectada en ninguno de estos carriles.

En los carriles 11 y 12 se tienen los estandares de isoeugenol y dimero de

isoeugenol respectivamente con un valor de Rf de 1.51y 1.76 respectivamente.
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La tabla 10 muestra los resultados cuantitativos de los productos, en la
transformacion (ensayo 4), obtenidos a partir de un método de analisis por HPLC.
Los resultados obtenidos a partir de las muestras con sustrato (isoeugenol), que
corresponden a los carriles 2, 4, 6 y 8, muestran un porcentaje de transformacion,
con respecto al dimero del isoeugenol de 12.9, 45, 43.7, 43.8, respectivamente.
Con respecto al porcentaje de isoeugenol residual después de la transformacion
fue de 3.9, 24.3, 1.9, 20.53, respectivamente, y con respecto a la-vainilina no fue
posible determinar el porcentaje de transformacion a vainillina ya que los valores
obtenidos eran muy bajos (alrededor de 10® y 107), por tanto se determiné la
cantidad de veces producida referida al control: 14, 7370, 15, 73, respectivamente.
Los carriles 2 y 4 corresponden a muestras de extracto total con y sin peroxido de
hidrégeno, los resultados muestran que en ausencia del agente oxidante favorece
la transformacion del isoeugenol al dimero de éste, lo cual no era lo esperado,
debido a que el peroxido es el cofactor de las peroxidasas (Barcelé y Pomar,
2002) y el cultivo de Bouvardia presenta actividad de estas enzimas esperando se
favoreciera la formacion del dimero del isoeugenol; lo cual no ocurrio, debido a
que probablemente se agregé un exceso de peroxido de hidrégeno a los
extractos, lo que ocasioné que la enzima inhibiera su actividad catalitica como lo
explican Takemoto et al 2002, en donde ellos sefalan qu'e la cantidad de perdxido
agregada debe ser en concentraciones que permitan una catalisis eficiente sin
llegar a un exceso ya que esto se ve afectado en el rendimiento de la formacién
del dimero.

El porcentaje de isoeugenol residual (3.9%) es menor en presencia de peréxido de

hidrégeno, lo que sugiere que se favorecio la transformacion del isoeugenol; pero
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no propiamente hacia la formacién del dimero ya que sin perdxido el porcentaje
es mayor (24.3%); lo que indica que en presencia del peréxido la transformacion
se llevd a cabo casi por completo favoreciendo la formacion de otros compuestos
como posibles polimeros de éste. A diferencia de lo que se habia determinado en
CCF, la formacion de vainillina se pudo detectar aunque en bajas concentraciones
y con un ligero aumento en ausencia de peroxido de hidrégeno, lo anterior pudo
ser debido a que la concentracion de las muestras aplicadas en la CCF fue mayor.
Los carriles 6 y 8 corresponden a muestras de extracto enzimatico con y sin
peréxido de hidrégeno, los resultados indicaron que los porcentajes de isoeugenol
residual es menor en presencia de peroxido de hidrégeno, favoreciendo la
transformacion del isoeugenol al dimero. Al igual que el caso anterior la formacion
de vainillina es mayor en ausencia de peroxido de hidrégeno.

Los resultados obtenidos a partir de los controles sin sustrato (isoeugenol),
corresponden a los carriles 1, 3, 5, 7, muestran un porcentaje de transformacion,
con respecto al dimero de isoeugenol de 2.9, 3.4, 1.4, 0.2, respectivamente. Con
respecto al porcentaje de isoeugenol residual después de la transformacion fue de
0.8, 0, 1.4, 0.2, respectivamente.

Los carriles 1 y 3 corresponden a muestras control de extracto total con y sin
peroxido de hidrégeno, indicando que la ausencia del compuesto oxidante
favorece la transformacién del isoeugenol al dimero de éste; por tanto el
porcentaje de isoeugenol residual es menor en ausencia de peroxido de
hidrégeno, favoreciendo la transformacion del isoeugenol.

Los carriles 5y 7 corresponden a muestras control de extracto enzimatico con y

sin peréxido de hidrégeno, indicando que la presencia del compuesto oxidante
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favorece la formacion del isoeugenol;, por tanto el porcentaje de isoeugenol
residual es menor en ausencia de perdxido de hidrégeno.

En resumen, los resultados de las biotransformaciones realizadas para este
ensayo indican que, con perdxido la cantidad del dimero fue mayor en el extracto
enzimatico con respecto al extracto total como se muestra en la tabla 10. Por otro
lado, en ausencia de perdxido la cantidad de dimero es mayor en el extracto total
con respecto al extracto enzimatico lo que indica que la actividad enzimatica en
este ensayo se ve favorecida al no separarse el tejido. Lo anterior indica que las
peroxidasas (enzimas responsables de la biotransformacion) se encuentran en
mejores condiciones para reconocer al sustrato.

Sin embargo la condicién del carril 4 (Tabla 10) la cual fue un extracto total en
ausencia de peroxido, fue la mejor condicion de biotransformacion ya que
presentd el mayor porcentaje de dimero de isoeugenol, ademas de mayor
cantidad de vainillina producida en comparacion con todas las condiciones
probadas. Los resultados obtenidos en los extractos en presencia de peroxido
indicaron que el peréxido no mostro algun efecto, lo que indica que probablemente
no era necesario agregarlo para la transformacion, ya que se esperaba que los

rendimientos del dimero fueran mayores.

Ensayo 5: Pruebas de estrés nutritivo

Con la finalidad de investigar el efecto de la biotransformaciéon sobre el estrés
nutritivo de nitratos en extracto total y determinar la mayor actividad enzimatica en
células en suspensién del cultivo de Bouvardia ternifolia, se redujo la cantidad de

nitratos a un 25 y 50%.
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La tabla 11 muestra los resultados cualitativos de las biotransformaciones
realizadas bajo ciertas condiciones de estrés nutritivo (descritas en la tabla) donde
se determiné el rendimiento de la biotransformacién en presencia ¢ ausencia del
isoeugeno!, asi como la del dimero con su respectivo valor de Rf. Los carriles 1,3y
5 corresponden a controles respectivamente como se indica en la tabla 11, estos
controles no presentaron sustrato (isoeugenol); por lo que como era de esperarse
no se observo productos de la transformacion. Otro control que se incluyé fue el
del carril 2 con el porcentaje de nitratos al 100%, en el que se obtuvo el dimero de
isoeugenol con un valor de Rf de 1.76 y al igual que en otros ensayos la vainillina
no fue detectada. Es importante mencionar que no se observé la presencia de
isoeugenol residual lo que indicé que probablemente se transformd por completo
(Fig.33). Los carriles 4 y 6 muestran la transformacién del isceugenol con el
extracto total de células en suspension sometidas al 50% y 25% de nitratos
respectivamente. E!l carril 4 fue el estrés al 50% en presencia del isoeugenol, en
los resultados se observa al dimero de isceugenol con un Rf de 1.83, de igual
forma la vainillina no fue detectada y no hay presencia de isoeugenol residual lo
que indica que se transformé por completo (Fig.33).

El carril 6 fue el estrés al 25% de nitratos en presencia del sustrato (isoeugenol),
los resultados mostraron la presencia del dimero del isoeugenol con un Rf de 1.83,
vainillina ausente y como en el caso anterior tampoco se observa la presencia de
isoeugenol residual.

Los carriles 7 y 8 muestran los estandares de isoeugeno! y dimero de isoeugenol

respectivamente con un valor de Rf de 1.51 y 1.83 respectivamente.

121




La tabla 12 muestra los resultados cuantitativos de los productos en las
biotransformaciones del ensayo 5 obtenidos a partir de un método de analisis por
HPLC. Estos resultados fueron obtenidos a partir de muestrés con sustrato
(isoeugenol), que corresponden a los carriles 2, 4 y 6 muestran un porcentaje de
transformacion con respecto al dimero del isoeugenol de 5.0, 6.3 vy 6.3,
respectivamente, lo que confirma que se lievo a cabo la transformacion debido a
que el eugenol residual disminuyé obteniéndose valores de porcentaje de 9.1, 2.7
y 5.0 respectivamente, lo anterior sugiere que el isoeugenol no solo se transformé
al dimero, sino en productos poliméricos.

Con respecto a la vainilina no fue posible determinar el porcentaje de
transformacion a vainillina ya que los valores obtenidos eran muy bajos (alrededor
de 10%y 107), por tanto se determiné la cantidad de veces producida referida al
control: 37, 53y 10.

Los carriles 1, 3 y 5 corresponden a muestras control de extracto total de células
en suspension bajo las condiciones de estrés ya descritas con anterioridad (tabla
11), a diferencia que estas muestras no presentaron el sustrato para la
transformacion. Por tanto las cantidades del dimero de isoeugenol asi como la
cantidad de isoeugenol y vainillina son muy bajas ya que no hay biocatalizador
que actle con el sustrato y la biotransformacion practicamente no se llevd a cabo.

En resumen los resultados de las biotransformaciones realizadas para este
ensayo indican que, para un estrés nutritivo al 50% y 25% de nitrétos en un
extracto total de células en suspension de Bouvardia ternifolia, la cantidad del
dimero fue igual para los dos casos, con respecto a la cantidad de isoeugenol

residual en los dos casos fueron valores pequefios, lo que indica que el isoeugenol
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se transformé casi por completo aunque no, hacia la formaciéon del dimero como
puede observarse en la tabla 12, sino hacia la formacién de otros productos,
posiblemente polimeros. Por ultimo, con respecto a la formacién de vainillina si
hay diferencia entre el estrés al 50% y al 25%, ya que es mayor la cantidad de
vainillina al 50% en comparacion con el estrés al 25% extracto enzimatico con
respecto al extracto total como se muestra en la tabla 10, esto pudo deberse a que
posiblemente el estrés al 25% fue un estrés un poco fuerte para las células y esto
generd que se inhibiera la enzima, aunque las cantidades siguen siendo
demasiado bajas.

Sin embargo, la condicion del carril 4 (Tabla 12), fue la mejor condicion de estrés
nutritivo para la biotransformacion ya que a pesar de que presentd el mismo
porcentaje de dimero de isoeugenol que la condicion del carril 6, al 50% de
nitratos se obtuvo menor cantidad de isoeugenol y mayor cantidad de vainillina, lo

que indica: si hay menos isoeugenol residual, una mayor cantidad de isoeugenol

inicial fue transformado a otros productos.

Ensayo 6: Pruebas de estrés nutritivo con y sin H20;

Este ultimo ensayo fue realizado con la finalidad de investigar el efecto de la
biotransformacion sobre el estrés nutritivo al 25% de nitratos en células en
suspension del extracto enzimatico, en presencia y ausencia de perdxido de
hidrogeno. Este ensayo se realizé debido a que los resultados cualitativos del
ensayo 5 se obtuvo un mejor rendimiento de transformacion del isoeugenol con un
estrés del 25% de nitratos como se observa en el carril de la cromatoplaca

(Fig.33).
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La tabla 13 muestra los resultados cualitativos de las biotransformaciones
realizadas bajo ciertas condiciones de estrés nutritivo, al 25% de nitratos
(condiciones descritas en la tabla) donde se determind la presencia o ausencia del
isoeugenol, asi como la del dimero con su respectivo valor de Rf.

Como se indica en la tabla 13, los carriles 1,3,5 y 7 corresponden a controles,
éstos no presentaron sustrato (isoeugenol); como se esperaba no se observo
productos de la transformacion (Fig 34). Los carriles 6 y 8 muestran la
transformacion del isoeugenol con el extracto enzimatico de células en suspension
sometidas a un estrés del 25% con y sin perdxido respectivamente, en éstos se
obtuvo la presencia del dimero de isoeugenol con un Rf de 1.7. Los carriles 2y 4
muestran la transformacion del isoeugenol a partir del extracto enzimatico de
células en suspensién sin estrés nutritivo, es decir al 100% de nitratos, con y sin
perdxido, en el carril 2 se obtuvo el dimero de isoeugenol con un valor de Rf de
1.70, en este ensayo la vainillina no fue detectada y en el carril 4 se detecto la
presencia de isoceugenol residual con un Rf de 1.71, e isoeugenol residual con un
Rf de 1.54 lo que indicé probablemente no se transformé por completo el
isoeugenol agregado inicialmente (Fig. 34).

En los carriles 9 y 10 corresponden a esténdares de isoeugenol asi como de su
dimero con un valor de Rf de 1.54 y 1.7 respectivamente.

En la Fig.34 donde se tienen los ensayos cualitativos ya descritos, puede
observarse que comparando los carriles 2 y 4, los cuales son la misma muestra a
diferencia que en el muestra del carril Z se agregd peroxido. El resultado de ésto
ocasiond que entre estas dos muestras la mejor fue en la que no se agregd

perdxido (carril 4) ya que se pueden observar con mayor claridad la presencia del
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isoeugenol residual, lo que indica que una parte del isoeugenol inicial no se

transformo.

Entre las muestras del carril 6 y 8, en las que presentan la mismas condiciones
que el ensayo anterior a diferencia que en la muestra del carril 6 se agrego
peréxido, lo que dio como resultado que entre estas dos muestras el resultado fue
mejor con la muestra del carril 8 (sin peréxido) ya que los productos formados se
observan con mayor claridad, ademas de que la presencia de isoeugenol residual
es baja debido a que la mancha es pequefia, esto indica que el isoeugenol

agregado inicialmente se transformo casi por completo.

La tabla 14 muestra los resultados cuantitativos de los prqductos en las
biotransformaciones de! ensayo 5 obtenidos a partir de un método de analisis por
HPLC. Estos resultados se obtuvieron a partir de muestras de extractos
enzimaticos de células en suspensién sometidos a un estrés del 25% de nitratos
en presencia y ausencia de peroéxido.

En los carriles 2 y 4 son muestras que no presentaron estrés de nitratos y
Unicamente la muestra 2 se agregd peroxido en donde puede observarse que el
porcentaje de transformacion para estas muestras fue de 042 y 73
respectivamente, lo que indica que se obtuvo un mejor rendimiento en un 72.6%
con respecto al carril 2, es decir que fue mejor el tratamiento de la muestra ya que
en ausencia de perdxido hay un mejor rendimiento y lo que se esperaba era que al
adicionar perdxido éste, al ser e! cofactor de las peroxidasas favoreciera la
formacion del dimero lo cual no sucedié y esto puede explicarse debido a que

posiblemente la cantidad de peroxido agregada fue excesiva lo que ocasioné que
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se inhibiera la enzima y la transformacién fue casi nula ya que se tiene reportado
que a altas concentraciones de isoeugenol disminuyen los rendimientos de la
transformacién (Takemoto et el, 2002). La cantidad de isoeugenol residual fue en
los dos casos pequenia lo que indica que en los dos casos se transformé casi por
completo el isoeugenol que se agregd inicialmente, por tanto para la muestra del
carril 2 en donde si fue adicionado perdxido el isoeugenol de esta muestra
posiblemente se transformé hacia la formacién de otros compuestos poliméricos.
Sin embargo, la cantidad de vainillina producida para las muestras anteriores fue
muy similar a la que indican estas muestras, que la cantidad producida no es
significativa respecto a los controles.

En las muestras de los carriles 6 y 8 se tienen extractos enzimaticos de células en
suspension sometidas a un estrés nutritivo al 25% de nitratos en presencia y
ausencia de peroxido respectivamente. La muestra del carril 6 fue en la que se
adicioné perdxido, en donde puede observarse que el porcentaje de
transformacion para estas muestras fue de 45.8%, mientras que en ausencia de
peréxido fue de 77.4%, lo que corresponde a un 31.6 % de rendimiento. Esta
diferencia se puede observar en el tratamiento de! carril 8 (tabla 14). Lo que se
esperaba era que al adicionar peroxido éste, al ser el cofactor de las peroxidasas
favoreciera la formacién del dimero lo cual no sucedio y esto puede explicarse
debido a que posiblemente la cantidad de peréxido agregada fue excesiva lo que
ocasiond que se inhibiera la enzima y la transformacion fue casi nula, como se
mencioné anteriormente (Takemoto et el, 2002). La cantidad de isoeugenol
residual fue mas pequefa para la muestra en presencia de peroxido (3%), y fue

mayor para la muestra en ausencia de perdxido (11%), lo que indica que en la
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muestra con peroxido se transformo el isoeugenol casi por completo y
posiblemente una parte se llevé hacia la formacion de otros compuestos de
polimerizacién y para la muestra con peréxido la mayor parte del isoeugenol se
transformé hacia el dimero del isoeugenol. La cantidad de vainillina producida para
las muestras anteriores fue muy similar lo que indica que en estas muestras, la
cantidad producida no es significativa respecto a los controles.

En resumen los resultados de las biotransformaciones realizadas para este
ensayo indican que, la condicion utilizada para el carril 8 (Tabla 14) la cual es un
estrés nutritivo al 25% de nitratos de un extracto enzimatico de células en
suspension de Bouvardia ternifolia, la cantidad del dimero fue’ mayor para el

extracto en ausencia de peroxido.



8.

Conclusiones

Se establecit la linea celular de Bouvardia ternifolia en callo y suspension, a
partir de explantes de hojas jévenes e inflorescencias, sembrados en un
medio MS, con 3% de sacarosa; como reguladores de crecimiento el 2,4-D
y Cinetina.

Se obtuvo un cultivo viable con diferentes caracteristicas, entre ellas; que es
un cultivo friable, con actividad de peroxidasas, ademas de un gran
desarrollo en cuanto a su crecimiento y proliferacion.

La cinética de crecimiento que se realiz6 mostrO un comportamiento
exponencial, obteniendo el doble de biomasa con respecto a la cantidad
inicial conservando las caracteristicas deseables del callo para la
transformacion

Se confirmd por CCF que en los ensayos cualitativos con el cultivo de
células de Bouvardia, se llevd a cabo la biotransformacion hacia la
formacion de productos.

Se demostro que el cultivo de células de Bouvardia ternifolia, contiene las
enzimas necesarias para la transformacion; las cuales poseen la capacidad
de producir el dimero del isoeugenol como producto principal de la
transformacion.

Se obtuvieron extractos totales y extractos enzimaticos en callo, suspension
y esta ultima con y sin estrés nutritivo.

Se logré6 que el cultivo de células de Bouvardia llevara a cabo la
transformacion del isoeugenol a su dimero en extractos totales y extractos

enzimaticos con y sin peroxido de hidrégeno.



Se analiz6 y cuantific6 el dimero de isoeugenol, vainillina e isoeugenol
residual, obteniendo como producto mayoritario de la transformacion al
dimero del isoeugenol (dehidrodiisoeugenol).

Se determiné la estructura del dimero de isoeugenol por espectroscopia de
RMN, obteniendo el dehidrodiisoeugenol.

En los extractos enzimaticos, los rendimientos de la transformacion son
mayores en comparacion con los extractos totales.

Los extractos enzimaticos de las células en suspension fueron aun mejores,
en cuanto al rendimiento de la transformacion

El estrés nutritivo al 25% de nitratos favorecid la transformacion del
isoeugenol en los extractos enziméticos de células en suspension,
incrementando el rendimiento del dimero con respecto al control.

El mejor rendimiento del dimero fue de 77.4% en el extracto enzimatico de
células en suspensién, en condiciones de estrés nutritivo al 25% de nitratos,

sin peroxido.



Anexos

Medio Basico (Murashige & Skoog 1962)

Pu(g)
MACRONUTRIENTES

KNO;

NH4NO;

CaCl;-2H,0

MgSO4 - 7H20

KH,PO,

MnSQO,-H,0O 16.9§ 169.01 0.1
ZnSQO,-7H,0 8.6 287.3 0.029
H;BO; 6.2 61.86 0.1
Kl 0.83)§ 166.01j§ 4.90E-03
CuSQO,-5H,0 0.025) 249.68) 1.00E-04
Na,MoQ, - 2H,0 0.25§ 241.95§ 1.00E-03
CoCl,-6H,0 0.0258 237.93§ 1.05E-04
FeSO,-7H,0 27.8) 237.93 0.1
Na,EDTA-2H,0 37.3 372.3 0.1

Regulador Férmula PM (g) pMIL
2,4-D CHeCl,O5 221 1) 4.52
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Abreviaturas

HPLC Cromatografia de liquidos de alta eficiencia
kPa kilo Pascales

MS Medio de Murashige y Skoog (1962)

Pd-C Paladio-Carbono

C.CV Cultivo de Células Vegetales

g gramos

L litro

mL mililitro

ML microlitro

A longitud de onda

tr tiempo de retencién

h hora

M molar

mM milimolar

mM/L milimolar sobre litro

mg/L miligramos sobre litro

HEm?s™ Microeinstein por metro cuadrado sobre segundo

(unidad de intensidad luminica)

rpm Revoluciones por minuto
Rf Frente de referencia

pH potencial de hidrogeno
p.e. por ejemplo

°C grados Celsius

cm centimetro



mm
CCF
2

kg/cm

min

Mm
DPPH

Vol

milimetro

Cromatografia en capa fina
kilogramo sobre centimetro cuadrado
minuto

punto isoeléctrico

micrometro

2,2-difenil-1-picril-hidrazil

volumen
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