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RESUMEN

El oxido de cariofileno (1) es un sesquiterpeno triciclico presente en diversas especies de
plantas, el cual posee diferentes actividades bioldgicas y una alta reactividad quimica. Su
estructura base permite obtener diferentes esqueletos quimicos, los cuales se encuentran
restringidos en la naturaleza y pueden ser obtenidos por medio de diferentes

transformaciones quimicas y biologicas.

En el presente proyecto se dan a conocer los resultados de la evaluacion de la toxicidad de
1 contra tres microrganismos —Saccharomyces cerevisiae, Cunninghamella echinulata y
Beauveria bassiana— por el método de concentracion minima inhibitoria (CMI) evaluado
por las técnicas de dilucion en agar, halo de inhibicion y picadura respectivamente. Asi
como los productos mayoritarios de la biotransformacion cuantitativa del 6xido de
cariofileno (1) con C. echinulata y B. bassiana; y derivados de la reaccion de epoxidacion

de 1 con AMCPB.

Los productos obtenidos de la biotransformacion con C. echinulata fueron el 8B-diepoxido
del cariofileno (35), (7R)-4,5-epoxi-cariofil-8(13)-en-7-ol (16) y el 4,5-epoxi-cariofil-8(13)-
en-15-ol (2), mientras que con B. bassiana se obtuvieron el compuesto 2 y el §8,13-
dihidroxi-4,5-epoxi-cariofil-8(13)-eno (19). De la reaccion de epoxidacion de 1 con
AMCPB, se obtuvo el diepoxido del cariofileno como mezcla de diasteroisomeros (35 y

36).
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1. INTRODUCCION

En la biotecnologia un componente importante es el bioproceso, el cual surgio hace miles de
afios (6000 a.C.), con el uso de microrganismos para la produccion de alimentos y bebidas,
desde entonces varios eventos historicos han impulsado el desarrollo de esta tecnologia.
Cabe citar los descubrimientos cientificos de Louis Pasteur, la primera guerra mundial y la
estructura del ADN por Watson y Crick [1, 2]. Ademas la hidroxilacion del C-11 de la
progesterona por Rhizopus arrhizus en 1957, marcaron el desarrollo de las
biotransformaciones mediante su incorporaciéon a los procesos de sintesis de varios
esteroides, trayendo como consecuencia el desarrollo de la industria farmacéutica de los
esteroides [3]. A partir de la década de los afios noventa, la importancia de las
biotransformaciones ha ido en aumento tanto en el campo cientifico, como en el industrial;
debido a la posibilidad de obtener sustancias con un alto valor agregado, ya sea como
precursores sintéticos o moléculas bioactivas, las cuales se derivan de sustratos econémicos y
abundantes; como es el caso de muchos monoterpenos, sustancias que tiene una gran
aplicacion en la industria de los alimentos y saborizantes. Ademas, las condiciones en las que
se lleva a cabo una biotransformacion resulta ser muy compatible con el ambiente, ya que se
realizan principalmente en medios acuosos y los subproductos son biodegradables. En la
actualidad se realizan estudios con objeto de conocer las rutas metabdlicas que conducen a
nuevos productos importantes por su uso [4], al aislamiento y mejoras de las enzimas
involucradas [5], a la prediccion de modelos en el metabolismo de los xenobidticos [6, 7] y
finalmente, la determinacion de las actividades bioldgicas de los productos. Estas
caracteristicas hacen de las biotransformaciones un éarea de gran desarrollo en donde
convergen varias ciencias, como: la Quimica, Biotecnologia, Genética, Ingenieria

Metabolica, Microbiologia, entre otras.

En el presente informe se dan a conocer los resultados obtenidos de la biotransformacion del
oxido de cariofileno (1) con tres diferentes microorganismos —Saccharomyces cerevisiae,
Cunninghamella echinulata y Beauveria bassiana—, para determinar la posibilidad de

obtencion de nuevos productos de bioconversion



2. MARCO TEORICO

2.1. GENERALIDADES DE LAS BIOTRANSFORMACIONES.

Para la biotecnologia blanca (biotecnologia industrial) el uso de biocatalizadores (enzimas
y microorganismos), son claves en la industria de la transformacion —farmacéutica,

alimenticia, agroalimentaria, aromatizantes, saborizantes, quimica fina, entre otras— [8].

La biotecnologia blanca y la quimica organica se ocupan del desarrollo de nuevos procesos
para la obtencion de compuestos Opticamente puros, cuya demanda es cada vez mas
importante [9]. En este campo, las biotransformaciones han adquirido una mayor
importancia en la produccion de bloques quirales de construccion para la sintesis de
farmacos y compuestos bioldgicamente activos [10]; los cuales se obtienen debido a que
dichas transformaciones quimicas se ven favorecidas por la alta quimio, regio y
enantioselectividad con que actuan los diferentes catalizadores biologicos. De esta manera
se ha evitado la necesidad de etapas de activacidon de una materia prima, de la proteccion y
desproteccion de los diferentes grupos funcionales presentes en la materia prima,
metodologias muy presentes en la sintesis quimica convencional [9]. Una
biotransformacion generalmente se realiza en condiciones “suaves” de reaccion
—temperatura ambiente, presion atmosférica, pH fisiologico y H,O— evitando el uso de
condiciones mas extremas que podrian causar problemas como la isomerizacion,
racemizacion, epimerizacion y reordenamiento [11]. Por lo tanto, dos caracteristicas
importantes de los procesos de bioconversion son su sostenibilidad y bajo impacto

ambiental [9, 12].

En los ultimos anos la industria quimica ha estado bajo una creciente presion para que la
produccidn quimica sea mas ecologica e independiente de los recursos fosiles; el desarrollo
de los procesos industriales basados en microorganismos puede ayudar a disminuir el uso o
generacion de sustancias peligrosas y apoyar a la transicion de la dependencia de los

recursos fosiles hacia procesos industriales sostenibles basados en la quimica verde [13].



Se estima que alrededor de 150 procesos biocataliticos se aplican actualmente en la
industria quimica [14]. Por supuesto, mover un proceso de laboratorio a escala industrial es
sumamente complicado y debe ser perfectamente optimizado; ademas, se requiere de un
conocimiento de las interacciones entre el biocatalizador, el sustrato y el medio fisico en el

reactor [9, 15].

De acuerdo a lo anterior una biotransformacion se define como: la modificacion quimica de
un sustrato organico exogeno por medio de microorganismos o enzimas aisladas, para
obtener productos quimicamente diferentes, los cuales estin determinados por la naturaleza

del sustrato, el microorganismo y las interacciones con el medio.
2.2. OXIDO DE CARIOFILENO (1).

El 6xido de cariofileno (1) es un sesquiterpeno triciclico, del 12

grupo con esqueleto de cariofileno, mismo que se forma a

. ., . . et 1 A
partir de la condensacion de tres unidades de isopreno para ) | &

dar el difosfato de farnesilo (PPF), el cual sufre dos
ciclaciones posteriores para dar el ion cariofileno [16], este
compuesto finalmente sufre una reaccion de epoxidacion de 13 1

la ligadura endociclica para dar 1. Las caracteristicas estructurales de 1 lo hacen sumamente
interesantes y reactivo; debido a un anillo muy tensionado de cuatro atomos de carbono, un
anillo muy oblongo de nueve miembros, un grupo epéxido y un doble enlace exociclico. Se
conocen alrededor de 50 sesquiterpenos con el esqueleto de cariofileno, el cual es
considerado como precursor de algunos sesquiterpenos triciclicos biologicamente activos
cuya sintesis organica de laboratorio es sumamente dificil, por lo que se busca su

produccion a partir de transformaciones bioldgicas.
2.2.1. APLICACIONES DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1).

El 6xido de cariofileno (1) es usado como fragancia no téxica [17], se ha descrito que posee
multiples actividades biologicas donde se incluyen; antinflamatorio y analgésico [18],
insecticida [19, 20], antibacterial [21], antifingico [22] contra importantes hongos

fitopatogenos —Fusarium oxiporum, Rhizoctonia solani, Pestalotiopsis funerea,

3



Colletotrichum gloeosporioides y Ganoderma australe— 'y actividad anticancerigena contra

cancer de mama y prostata [23].
2.2.2. FUENTES NATURALES DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1).

El 6xido de cariofileno se puede obtener de manera natural en el aceite esencial de una gran
diversidad de plantas de las familias Lauraceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Piperaceae,
Cannabaceae, Zinziberazeae, Rutaceae, Asteraceae, entre otras, las cuales son reconocidas

por ser plantas medicinales y aromaticas, ver tabla 1.

Tabla 1. Especies de plantas que contienen 6xido de cariofileno (1).

Familia Especie Referencia
Lauraceae Cinnamomum osmophloeum [19]
Lamiaceae Origanum vulgare [24]
Salvia elegans [25]
S. leucantha
S. officinalis
Lavandula bipinnata [26]
Eugenia dysenterica [27]
Eugenia calycina [21]
Thymus vulgaris [28]
Piperaceae Piper aleyreanum [29]
P. anonifolium
P. hispidum
Cannabaceae | Cannabis sativa [30]
Sapindaceae | Serjania yucatanensis [31]
Zinziberaceae | Zingiber nimmonii [32]
Alpinia zerumbert [33]
Zingiber officinale var. rubrum [34]
Rutaceae Ruta montana [35]
Zanthoxylum heitzii [20]
Asteraceae Baccharis dracunculifolia [36]
Senecio salignus [37]
Artemisia indica [38]
Annonacea Annona squamosa [18]
Araucariaceae | Araucaria cunninghamii [39]
Araucaria heterophylla




2.3. BIOTRANSFORMACIONES DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1).

En la literatura se han descrito diversas biotransformaciones del 6xido de cariofileno (1)
con diferentes hongos, principalmente fitopatogenos, de las cuales se han obtenido
diferentes derivados (aproximadamente 51), estos hongos producen un amplio rearreglo de
los anillos, resultado de ataques intramoleculares al doble enlace, apertura del epoxido,
epoxidaciones estereoespecificas del C-8 y C-13, oxidaciones e hidroxilaciones
especialmente del C-7 y C-15, entre otras. Los productos obtenidos tienen la caracteristica
de ser novedosos y se enlistan en la tabla 2. Otros son precursores de compuestos
bioactivos como el 4,5-epoxi-cariofil-8(13)-en-14-ol (37), sustancia que demostré una

importante actividad en el tratamiento del Alzheimer, ver figura 1 [40].

Tabla 2. Hongos utilizados en la biotransformacién del 6xido de cariofileno (1).

Microorganismo Productos Referencia
Diplodia gossypina 2-14 [41]
Chaetomium cochliodes 2,6,10, 11, 15-34 [42]
Botrytis cinerea 2,16, 18, 20, 21, 35-45 [43]
Macrophomina phaseolina 2,37 [40]
Cephalosporium aphidicola 30, 46 [40]
Aspergillus niger1 47 [40]
Fusarium lini 48 [40]
Rhizopus stoloniferum 44, 49 [40]
Gibberella fujikuroi 50 [40]
A. niger’ 2,51,52 [44]
Colletotrichum gloesporoides 2,19 [45]

' La cepa de 4. niger no esta especificada en esta referencia [40)].

% La cepa de 4. niger es TBUYN-2 en esta referencia [44].



Figura 1. Productos de biotransformacion del 6xido de cariofileno (1)
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Figura 1. Productos de biotransformacion del 6xido de cariofileno (1) (continuacion).
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2.4. LOS HONGOS COMO BIOCATALIZADORES.

La bioconversion de un sustrato puede lograrse mediante la accion de microorganismos,
hongos, plantas, animales, cultivos de tejidos, enzimas libres o enzimas inmovilizadas,
dentro de los biocatalizadores, los hongos son mas promisorios, ya que varios géneros de
hongos fitopatogenos son reconocidos por su habilidad para modificar compuestos

organicos de origen exdgeno [46].

Para la aplicacion eficiente de los biocatalizadores se requiere de la disponibilidad de
enzimas adecuadas con alta actividad y estabilidad bajo las condiciones del proceso,
selectividad sobre el sustrato y alta emantioselectividad [47]. Asi, las enzimas tienen
caracteristicas que las hacen moléculas vitales, de hecho, la alta especificidad del sustrato
asociado a la disposicion Optima del sitio catalitico es el resultado de siglos de

evolucion [13].

El uso de enzimas libres como biocatalizadores es una herramienta quimica, ampliamente
reconocida y validada en la preparacion de compuestos quirales. Por otro lado, el uso de
células completas de los organismos se ha limitado a aplicaciones comerciales, donde el
biocatalizador se utiliza en una etapa determinada del proceso, debido principalmente al
sistema enzimatico tan complejo que poseen, mientras que en las fermentaciones, la célula
es un productor natural de compuestos quimicos, por ejemplo el etanol o algin producto
natural complejo [12]. En la actualidad en algunos procesos industriales se emplean células
enteras como biocatalizadores, gracias a los grandes avances en la ingenieria metabdlica,
genomica, metabolémica, protedmica, evolucion dirigida, entre otros, que en los tltimos
afios ha abierto la posibilidad de crear organismos y enzimas “a la medida” para cada

proceso industrial [11, 12, 14, 48].

En algunos casos es preferible utilizar células microbianas enteras en lugar de enzimas
aisladas como biocatalizadores, principalmente en biotransformaciones o6xido/reduccion
(redox), donde la regeneracion del cofactor estd ligada a la membrana celular o la enzima

no es estable fuera de la célula. Las células enteras también se utilizan cuando se prevén



reacciones de varios pasos, dada la presencia de un conjunto multi-enzimatico junto a los

mecanismos celulares para la regeneracion del cofactor [49].

Una ventaja particular de los hongos como biocatalizadores, es su alta tasa de crecimiento,
ademas de ser generalmente mas aptos industrialmente y menos susceptibles a la
contaminacion con otros organismos (en comparacion con cultivos de células vegetales).
Por otro lado, también son capaces de expresar complejos enzimaticos como el citocromo
P450, cuya importancia en los mecanismos de biotransformacion es bien conocida, mismos
que no pueden ser expresados por organismos procariontes [50]. Actualmente, cientos de
enzimas se utilizan industrialmente, mas de la mitad son derivadas de hongos, mas de un

tercio son de las bacterias, y el resto procedente de animales y de plantas [47].

Por otra parte, las bioconversiones con células enteras presentan algunos inconvenientes,
como son: la permeabilidad del sustrato o del producto, tiempos de incubacién largos,
inhibicion del crecimiento celular por el sustrato y/o producto, degradacion del sustrato y/o
producto por el metabolismo celular, dificultades de aislamiento y purificacion a partir de la

mezcla de reaccion [49].
2.5. GENERALIDADES Y APLICACIONES DE Cunninghamella echinulata.

Clasificacion taxonomica

Reino: Fungi

Filo: Zygomycota

Orden: Mucorales

Familia: Cunninghamellaceae
Género: Cunninghamella

Especie: Cunninghamella echinulata
(Thaxt.) Thaxt. ex Blakeslee.

Cunninghamella es un hongo filamentoso que se encuentra ,
en el material del suelo y como parasito de algunas plantas,  Figura 2. Cunninghamella
. o . echinulata

especialmente en zonas mediterraneas y subtropicales.
Tiene un crecimiento rapido (4 dias) en forma algodonosa

blanquecina.



Recientemente se ha corroborado el potencial de C. echinulata para la produccion de
biodiesel a partir de melaza de cana, donde contribuye a la acumulacion de altas cantidades
de lipidos aprovechables [51]. Ademas, especies del género Cunninghamella tienen la
capacidad para imitar el metabolismo de los mamiferos, ya que pueden expresar la mayoria
de las enzimas del CYP P450 del higado humano, por lo que Cunninghamella puede ser
utilizado como un sistema in vitro fiable para los modelos de prediccion del metabolismo
de farmacos [52]. Finalmente C. echinulata, es reconocida por su habilidad de hidroxilar

muchos esteroides [53] y modificar muchas otras sustancias relacionadas [54, 55].
2.5.1. EJEMPLO DE BIOTRANSFORMACION CON Cunninghamella echinulata.

El 4cido ilicico (sesquiterpeno, 53) fue hidroxilado por C. echinulata (NRRL 3655) para
dar dos productos el acido 2-hidroxi-ilicico (54) y acido 3-hidroxi-ilicico (55) [56], como

se ilustra en la figura 3.

Figura 3. Productos de biotransformacion del 4cido ilicico (53) con Cunninghamella

echinulata.

OH

C. echinulata (NRRL-3655)

6 dias, 180 rpm, 28°C
COOH

Clasificacion taxonomica

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Hemiascomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Saccharomyces Figura 4. Saccharomyces
Especie: Saccharomyces cerevisiae (Meyen ex E. C. Hansen) cerevisiae
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Saccharomyces cerevisiae comunmente conocido como "hongo panadero" o “levadura de
cerveza" se utiliza en la industria alimentaria en la produccion de diversos productos; vinos,
cervezas y pan, gracias a su capacidad de generar diéxido de carbono y etanol durante el
proceso de fermentacion. Desde el punto de vista cientifico, este microorganismo se ha
empleado como modelo simple de la célula eucariota, proporcionando un punto de partida
para el andlisis de organismos eucariotas mas complejos. Esto se debe a una serie de
ventajas como su facilidad de cultivo, su velocidad de division celular y actualmente se
conoce la secuencia completa de su genoma. Por estas razones, se ha convertido en una

importante herramienta de analisis de gendmico.

Entre otras aplicaciones de S. cerevisiae se encuentra la produccion de biodiesel a gran
escala [57], el estudio del mecanismo de accion y resistencia a fingicos, su uso para la
sintesis de intermediarios quirales de sesquiterpenos [58] y para la sintesis de productos

naturales de alto valor a partir de la modificacidon de su genoma [50].

2.6.1. EJEMPLO DE BIOTRANSFORMACION CON Saccharomyces cerevisiae.

En la literatura quimica se han descrito diversas biotransformaciones utilizando S.
cerevisiae como biocatalizador de mono- y sesquiterpenos [59, 60]. Un ejemplo es la
biotransformacion del geraniol (56), cuyos productos son derivados de reacciones de
isomerizacion, oxidacion, ciclacion e hidroxilacion, dichos productos son acido gerdnico
(57) citronelol (58), acido citronélico (59), linalol (60), nerol (61), a-terpineol (62) [61], ver
figura S.

Figura S. Productos de biotransformacion del geraniol (56) con Saccharomyces cerevisiae.
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2.7. GENERALIDADES Y APLICACIONES DE Beauveria bassiana.

Clasificacion taxonomica

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Euascomycetes

Orden: Clavicipitales

Familia: Clavicipitaceae

Género: Beauveria

Especie: Beauveria bassiana Vuillemin.

Figura 6. Beauveria bassiana

Hongo filamentoso hialino reconocido por ser un organismo entomopatogeno ' . Es
ampliamente utilizado como bioregulador de plagas” alrededor del mundo; asi como en el

sector salud’ [62].

Dentro de los biocatalizadores mas empleados en los procesos de biotransformacion se
encuentran A. niger y B. bassiana, los cuales han sido ampliamente usados en la
biotransformacion de diversas sustancias, por medio de reacciones de hidroxilacion en
Csp® y Csp® con gran especificidad; ademés de reacciones de sulfoxidacién, O y N-
desalquilaciones, glucosidaciones, N-acetilaciones, apertura de epoxido, oxidaciones de

Baeyer—Villiger, reduccion de dobles enlaces conjugados e hidrolisis de ésteres [63].
2.7.1. EJEMPLOS DE BIOTRANSFORMACIONES CON Beauveria bassiana.

La tsugicolina A (63, sesquiterpeno) con Beauveria bassiana (ATCC 7159) sufrié un

rearreglo de anillos para generar esterpurano (64, 45%) [64], ver figura 7.

1 Contra insectos de los 6rdenes Coleoptera, Lepidotera, Homoptera y Arthropoda.
2 Insectos herbivoros como la cucaracha de la papa, termitas, hormigas, broca del maiz, entre muchos otros.
* En contra de vectores de transmision de enfermedades como: Leishmaniasis, Chagas, y Malaria.
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Figura 7. Biotransformacion de tsugicolina A con Beauveria bassiana (63)
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Por otro lado, la biotransformacion del sesquiterpeno 65 (cadina-4,10(15)-dien-3-ona) con
B. bassiana (ATCC 7159) produjo la reduccion especifica del doble enlace endo-ciclico;
ademas de las hidroxilaciones en C-12 y C-13 y la reduccion del C-3 para dar los productos

66-74 [65], como se muestra en la figura 8.

Figura 8. Biotransformacion de cadina-4,10(15)-dien-3-ona (65) con Beauveria bassiana.

66 67) 6a,, R=CH, R’
68) 6B, R=CHj 69) 60, R=CHj, R'=H

B. bassiana (ATCC 7159) 70) 6p. R=CH R1=0H
, R=LH3, R'=

14 dias
200 rpm
27°C

R
72) R=R'=H
73) R=OH, R'=H
74) R=H, R'=0OH

De la biotransformacion de la cetona sesquiterpénica (1S)-1,4,4-
trimetiltriciclo[5.4.0.0°*Jundec-7-en-9-ona (75) con B. bassiana (ATCC 7159) se obtuvo
76 (80%), la accion de dicho hongo fue la hidroxilacion en C-12 [63], ver figura 9.
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Figura 9. Biotransformacion de 1,4,4-trimetiltriciclo[5.4.0.0°*Jundec-7-en-9-ona (76) con

Beauveria bassiana.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente existe en la literatura quimica especializada una descripciéon muy limitada
acerca del comportamiento de los sistemas bioldgicos —microorganismos, enzimas y
cultivos celulares de tejidos— en funcién de la estructura del sustrato. Ademas, el
conocimiento que se tiene sobre las transformaciones bioldgicas en sesquiterpenos, su
aislamiento y elucidacion estructural es muy escaso, a pesar de existir una vasta cantidad de
informacion de sus importantes y muy variadas actividades farmacologicas —antihelmintica,
antibidtica, antiepiléptica, antinflamatoria, anticancerigena, organoléptica, sedante y

espasmodica—.

Con base en lo anterior, el presente proyecto tiene como finalidad la obtencion de derivados
quimicos novedosos a partir del 6xido de cariofileno (1), por medio de su bioconversion
con tres diferentes microorganismos —Saccharomyces cerevisiae, Cunninghamella

echinulata y Beauveria bassiana—.
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4. JUSTIFICACION

Los procesos de biotransformacion son una herramienta quimica, que han tenido una
importante relevancia en la sintesis de diversos productos dentro de la industria
farmacéutica (esteroides) y de transformacion (agroquimicos, fragancias, saborizantes,

entre otras), por su bajo costo e impacto ambiental.

En particular la biotransformacion de productos naturales constituye un area de gran interés
debido a que es posible potencializar la actividad biologica de una sustancia en condiciones

suaves de reaccion, con alta regio, quimio y estero-selectividad.

Por otra parte el 6xido de cariofileno (1) es un sustrato abundante en la naturaleza que
presenta caracteristicas estructurales sumamente interesantes, como es un anillo de cuatro
miembros muy tensionado, un anillo de nueve miembros muy oblongo y grupo epoxido que
en suma le otorgan una alta reactividad, lo que permite obtener diferentes tipos de
esqueletos, los cuales se encuentran muy restringidos en la naturaleza. Por tanto 1 es

precursor de nuevos esqueletos quimicos.

Con base en lo anterior resulta importante realizar la biotransformacion del 6xido de
cariofileno (1) con diferentes microorganismos, para la obtencion de sustancias
quimicamente novedosas, las cuales dependeran de la naturaleza de cada biocatalizador,

composicion y pH del medio.

Ademas la informacion obtenida puede ser utilizada para generar modelos predictivos que

permitan concluir acerca de la quimio-selectividad en el 6xido de cariofileno (1).
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5. HIPOTESIS

La biotransformacion por medio de hongos es una herramienta quimica para funcionalizar
sustratos exogenos por medio de diferentes transformaciones quimicas —hidroxilacion,
oxidacion, apertura del oxirano, reduccion, epoxidacion, entre otras=, las cuales utilizan
sistemas enzimaticos que presentan una alta regio, quimio y estereo—selectividad con

respecto al sustrato.

Entonces por medio de la accion Saccharomyces cerevisiae, Cunninghamella echinulata y
Beauveria bassiana sobre el Oxido de cariofileno (1), se esperan obtener derivados
quimicos de 1, los cuales podrian ser similares a los ya descritos en la literatura, o bien
sustancias estructuralmente novedosas determinadas por la naturaleza del microorganismo,

la composicion y el pH del medio de cultivo.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Realizar la biotransformacion del oxido de cariofileno (1) con tres diferentes
microorganismos —Saccharomyces cerevisiae, Cunninghamella echinulata y Beauveria
bassiana—, para determinar la posibilidad de obtencion de nuevos productos de

bioconversion.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

6.2.1. Purificar al 6xido de cariofileno (1) empleando diferentes técnicas cromatograficas —
CCF, CCP, y C-Flash-.

6.2.2. Identificar al oxido de cariofileno (1) con base en sus propiedades fisicas y
espectroscopicas —IR, RMN'H y RMN"C-.

6.2.3. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del 6xido de cariofileno (1)
frente a los microorganismos propuestos —S. cerevisiae, C. echinulata y B.
bassiana— por el método de dilucion en agar, halo de inhibicion y picadura
respectivamente.

6.2.4. Realizar la factibilidad de la biotransformacion del 6xido de cariofileno (1) con los
diferentes biocatalizadores —S. cerevisiae, B. bassiana 'y C. echinulata— en el medio
de cultivo YEPGA o Medio B segun corresponda.

6.2.5. Realizar la biotransformacion cuantitativa del 6xido de cariofileno (1) con los
diferentes biocatalizadores —S. cerevisiae, B. bassiana 'y C. echinulata— en el medio
de cultivo YEPGA o Medio B segin corresponda.

6.2.6. Realizar la reaccion de epoxidacion del oxido de cariofileno (1) con acido m-
cloroperoxibenzoico (AMCPB).

6.2.7. Realizar la reaccion de epoxidacion del 6xido de cariofileno (1) con AMCPB/HCI.

6.2.8. Aislar, caracterizar e identificar los productos de bioconversion mayoritarios de las
diferentes biotransformaciones cuantitativas del 6xido de cariofileno (1), con los tres

microorganismos, asi como los productos de reaccion mayoritarios.
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7. METODOS

7.1. PROCESO DE PURIFICACION CROMATOGRAFICA Y DETERMINACION DE LAS

PROPIEDADES FiSICAS, ESPECTROSCOPICAS Y ESPECTROMETRICAS.

La separacion y purificacion de las materias primas y productos de biotransformacién se
realizd mediante técnicas cromatograficas usuales: cromatografia en columna flash (CC-
Flash) y cromatografia en capa preparativa (CCP). En los procesos de purificacion
cromatografica se empled como fase estacionaria silica gel (SiO;), marca Macherey-Nager®
con tamafio de malla 70/230 y 230/400 ASTM. Los disolventes utilizados como fase movil
fueron: éter de petréleo, CH,Cl,, AcOEt, acetona y MeOH en diferentes proporciones. El
analisis por CCP, se efectud en cromatofolios de silica gel de marca Merck®™ (20 x 20 cm y
2 mm de espesor, UV;s4), y como revelador: Sulfato cérico amoniacal [(NH4)Ce(SO4)4] al
1% en H,SO4 2N. Las cromatografias en capa fina se realizaron en cromatoplacas de la
marca Merck®. Los puntos de fusion se determinaron con un aparato Fisher-Johns y no
estan corregidos. Los espectros de IR se obtuvieron en un equipo F7-IR Broker tensor 750.
Los espectros UV fueron obtenidos en un espectrofotometro Shimadzu UVI160U. Los
espectros de masas se obtuvieron en un espectrofotometro de Jeol JMS-AX1024 para la
técnica de bombardeo rapido de atomos (FAB™). Los espectros de RMN'H y "°C fueron
realizados en los espectrofotometros Varian Inova 500 (500/125 MHz), Bruker (400/100
MHz), Varian xr-300 (300/75 MHz) y Bruker ARX300 (300/75 MHz). Los espectros fueron
obtenidos en CDCl; y CsDsN como disolvente, utilizando TMS como referencia interna.

Los valores de desplazamiento quimico se encuentran en ppm.

7.1.1. PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA EN CAPA PREPARATIVA (CCP) DEL

OXIDO DE CARIOFILENO® (1).

Para la purificacion de 1 (200 mg) por CCP, se utilizaron 200 mL de una mezcla de

elucion: n-hex/AcOEt (95:5), tres veces. El producto de interés se obtuvo mediante

* Oxido de cariofileno obtenido de los laboratorios Sigma-Aldrich, con una pureza del 90%.
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extracciones con AcOEt (5 x 200 mL) y se concentrd a baja presion, obteniéndose 118.2

mg de 1 (59.1 %), como se describe en el diagrama 1.

Diagrama 1. Purificacion del 6xido de cariofileno (1) por CCP.

Cromatoplaca de SiO, gel Purificacidn de 1
(20 xp20x0 2 cm)Zg E
: (200 mg)

Mezcla de elucién
hex/AcOEt (95:5)

[Elucion 3 veces]

(NH4)CB(SO4)4 'Hz SO4/H20

|

v
Extraccidn sol-lig AcOEt s Concentraccion del
(5x 200 mL) residuo a baja presién

118 mg (59.1%) de 1

7.1.2. PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA FLASH DEL OXIDO DE

CARIOFILENO (1).

Para la purificacion de 1 (1.953 g) se utiliz6 una columna
con SiO, para CC-Flash’ , utilizando éter de petroleo
(100%) como eluyente [66], donde se obtuvieron 1.643 g
(84.1%) del oxido de cariofileno (1), como se ilustra la
figura 10. Las propiedades fisicas de 1 fueron: pf: de 59°C
y R¢ 0.32 [n-hex/CH,Cl, (4:6)] y 0.34 [n-hex/AcOEt
(95:5)].

Figura 10. Purificacion del 6xido de cariofileno (1) por

CC-Flash.
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IR v, (espectro 1): 3069, 3013, 2964, 2935, 2862, 1629, 1455, 1369, 1279 y 1232 cm™.

RMN'H (espectro 2, 400 MHz, CsNDs): § 4.97 (1H, d, J=1.5 Hz, 1H, H-13,), 4.86 (1H, d,
J=1.5 Hz, 1H, H-13y), 2.86 (1H, dd, J=12, 4 Hz, H-5), 2.58 (1H, m, H-9), 2.21 (1H, m, H-
6), 2.02 (1H, m, H-3), 1.75 (1H, m, H-1), 1.62 (1H, m, H-10), 1.49 (1H, ddd, J=16, 8, 4,
Hz, H-2), 1.33 (1H, m, H-6y), 1.20 (3H, 5, CHs-12), 0.94 (3H, 5, CHs-14), 0.94 (3H, 5, CHs-
15).

RMN"C (espectro 3, 100 MHz, CsNDs): § 49.7 (C-1), 27.8 (C-2), 39.9 (C-3), 59.7 (C-4),
63.7 (C-5), 31.2 (C-6), 30.4 (C-7), 152.7 (C-8), 51.3 (C-9), 40.3 (C-10), 34.4 (C-11), 17.7
(C-12), 113.2 (C-13), 22.1 (C-14) y 30.2 (C-15).

7.2. RESIEMBRA DE LOS MICROORGANISMOS PARA LA TECNICA DE EVALUACION
DE TOXICIDAD —Cunninghamella echinulata, Saccharomyces cerevisiae y

. . 6
Beauveria bassiana —.

Para cada microorganismo se disolvieron 1.17 g de medio APD en 30 mL de H,O destilada,
los cuales se distribuyeron en 3 matraces Erlenmeyer (50 mL) y se esterilizaron a 120 °C/
1.5 Ib, 15 min. Una vez solidificado el medio se procedié a la inoculacion con los tres

microorganismos.
7.2.1. PREPARACION DE LA SOLUCION DENSA DE ESPORAS Y SOLUCION CELULAR.

Para la obtencion de la solucion de esporas se agregaron 10 mL de H,O destilada estéril a
los diferentes matraces (3 matraces con medio APD) inoculados con C. echinulata (72 h de
esporulacion) y B. bassiana (120 h) y se agitaron. Para la preparacion de la solucion celular
de S. cerevisiae, se adicionaron 10 mL de H,O destilada estéril a los cultivos previos con 96

h de crecimiento en APD.

® Las cepas de referencias fueron adquiridas en la Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares.
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7.3. DETERMINACION DE LA CMI DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1).

7.3.1. PREPARACION DE DISOLUCIONES DE OXIDO DE CARIOFILENO (1).

Se disolvi6 1 (44.2 mg) en 2 mL de disolvente’ para obtener una disoluciéon de
concentracién 1x10"M. Las soluciones 1x107 y 1x10” M se prepararon por dilucién a

partir de la solucion 1x10'M, se agregé un blanco del disolvente al 10% en H,O destilada.

7.3.2. DETERMINACION DE CMI DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1) FRENTE A4

Cunninghamella echinulata POR EL METODO DE DILUCION EN AGAR.

Para la determinacién del CMI por el método de dilucidon en agar se usaron cinco cajas Petri
(90 x 15 mm). A partir de la solucion 1x10™" M de 1, se tomaron 0.8 mL y se colocaron en
una caja Petri y posteriormente se adicionaron 15 mL de APD. El procedimiento descrito se

repitié para las concentraciones 1x10”M, 1x10°M y el blanco del disolvente.

Una vez solidificado se procedid a inocular las diferentes cajas con 0.8 mL de la solucion
densa de esporas y se incubaron a 29°C. El crecimiento flingico se comprobo, después de

24 y 48 horas. Los experimentos se realizaron por triplicado, ver diagrama 2, [67].

Diagrama 2. Proceso de la evaluacion de toxicidad (CMI) por el método de dilucion en

agar.

Preparacion de
soluciones de 1 Mezcla de medio APD + 5 caias de Petri
1x107, 1x102, 1x10% | =>| (0.8 mL)las diferentes > cajas de retr
M, DMSO (10%) disoluciones (90 x 15 mm)

Solidificacion

\l/ 24 h

Solucién densa de Incubacién a 29°C Evaluacién
> ncubacién a —>
esporas (0.8 mL) (24 48 h)

" Disolvente vehiculo: DMSO (dimetilsulfoxido) para C. echinulata y S. cerevisiae. Acetona para B. bassiana.
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7.3.3. DETERMINACION DE CMI DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1) FRENTE A

Saccharomyces cerevisiae POR EL METODO DE HALO DE INHIBICION.

Tres cajas Petri con APD se inocularon con 0.8 mL de solucion celular. Una vez
sedimentada la solucion se colocaron cuatro circulos equidistantes de papel filtro (d = 7
mm) impregnados con las diferentes soluciones de 1 y el blanco del disolvente, como lo

sugiere la figura 11.

El crecimiento fingico se comprobo después de 24, 48 y 72 horas, se midié el halo de
inhibicion por medio de un vernier por cuatro costados diferentes del circulo de papel para

obtener valores numéricos. El experimento se realizo por triplicado [68-69].

Figura 11. Modelo empleado en la caja Petri para evaluar el método de halo de inhibicion.

O

1x10-M

O

DMSO (10%) 1x102M

1x10-°M

7.3.4. DETERMINACION DE CMI DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1) FRENTE A Beauveria

bassiana POR EL METODO DE PICADURA.

El medio se prepar6 de acuerdo a lo descrito en el punto 6.3.2. Sin embargo, la inoculacion
consistié en una ligera picadura, por medio de un asa bacterioldgica, en tres diferentes
puntos equidistantes. El crecimiento fingico se comprobd, después de 72, 96 y 120 h, se
midié el didmetro de crecimiento por dos extremos diferentes para obtener el didmetro

promedio. El experimento se realizo por triplicado [22], ver diagrama 3.
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Diagrama 3. Proceso de la evaluacion de toxicidad (CMI) por el método de picadura.

Preparacién de soluciones )
de 1 Mezcla de medio
APD + (0.8 mL) las 5 cajas de Petri
1x107, 1x10?,110° M, > diferentes | > O
DMSO (10%) disoluciones (90x15 mm)

Solidificacion

¢ 24 h

Picadura en tres y . Evaluacion
untos —=>| Incubaciéna29°C ——>
i (72,96 y 120 h)

7.4. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

Medio YEPGA: Se mezcld en un matraz Erlenmeyer (1 L), extracto de levadura (1 g),
peptona (1 g), extracto de carne (1 g) y glucosa (5 g) por litro de H,O destilada, el pH el pH

registrado fue de 6.9. Posteriormente se esteriliz6 a 120°C/ 1.5 Ib/ 15 min.

Medio de cultivo B: Se mezcld en un matraz Erlenmeyer (1 L), extracto de levadura (5 g),
peptona (5 g), KH,PO,4 (5 g), NaCl (5 g) y glucosa (10 g) por litro de H,O destilada y se
fij6 el pH en 7 con 55 mL de una solucion de KOH (1 M). Posteriormente se esterilizé a

120°C/ 1.5 1b/ 15 min.
7.5. BIOTRANSFORMACION DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1).

7.5.1. RESIEMBRA DE LOS TRES MICROORGANISMOS —Cunninghamella echinulata,

Saccharomyces cerevisiae y Beauveria bassiana— EN APD.

En los procesos de factibilidad de biotransformacion la resiembra de los microorganismos

se llevo a cabo de acuerdo a lo descrito en el punto 7.2. [45].

24



7.5.2. PREPARACION DE LA SOLUCION DENSA DE ESPORAS Y SOLUCION CELULAR.

Para C. echinulata y B. bassiana se siguio el procedimiento descrito en el punto 7.2.1. Por
otra parte S. cerevisiae requirid de un cultivo previo de 120 h de crecimiento, del cual se
obtuvieron diferentes porciones de agar (sacabocados) y se adicionaron a dos matraces
Erlenmeyer (250 mL) con 150 mL de medio YEPGA estéril y se incubaron a 28°C y 130

rpm durante 72 horas.
7.5.3. FACTIBILIDAD DE BIOTRANSFORMACION.

La factibilidad de biotransformacion se plante6 de acuerdo a los resultados obtenidos de la
evaluacion de la toxicidad de 1 sobre los diferentes microorganismos. Procediendo de la
siguiente manera: cuatro matraces Erlenmeyer de 250 mL (100 mL del medio
correspondiente®) se inocularon con el microorganismo y se incubaron en un orbital a
28°C/130 rpm. Después de 72 h de incubacién se procedid a adicionar 1 (10 a 15 mg) a los
cuatro matraces. Ademads, se incluyeron seis matraces como blancos —hongo (2), sustancia
(2) y del medio (2)— con la finalidad de poder descartar aquellos productos que no

corresponden a la biotransformacion de 1.

Para determinar la factibilidad de biotransformacion se tomaron alicuotas de los diferentes
matraces de biotransformacion y de los diferentes blancos cada 72 h. A cada alicuota se le
realizd una extraccion lig-lig con CH,Cl,, la fase organica se seco con Na,SO, anhidro. Los
diferentes residuos obtenidos después de catorce dias de biotransformacion, se aplicaron en
CCF para determinar el avance de la biotransformacion, ver figuras 12-14. Al término del
periodo de incubacion se procedié a detener el proceso de biotransformacion, mediante
filtracion a vacio. A la fase liquida se le realizaron extracciones lig-liq discontinuas con
CH,Cl, (5 x 30 mL), la biomasa fue extraida (s6l-liq) con AcOEt. El proceso de

biotransformacion cualitativa se ilustra en el diagrama 4.

8 Medio YEPGA para S. cerevisiae y B. bassiana. Medio C para C. echinulata.
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Diagrama 4. Proceso general para la biotransformacion cualitativa.

Preparacién del

10 Erlenmeyer (100
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Figura 12. CCF de los productos de biotransformacion del 6xido de cariofileno (1) con

Cunninghamella echinulata.

1

2

- -
& -
3 4 5

Elucion con [n-hex/AcOEt (7:3)]
1: Blanco de 1.

2: Blanco del medio.

3: Fase liquida de biotransformacion'.
4: Biomasa de biotransformacion®.

5: Blanco de C. echinulata’.

'Residuo organico de la extraccion del medio de cultivo o fase liquida.

*Residuo de la extraccion de la biomasa del microorganismo.
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Figura 13. CCF de los productos de biotransformacion del 6xido de cariofileno (1) con
Saccharomyces cerevisiae.

Elucién con [n-hex/AcOEt (6:4), 2 veces]
1: Blanco de 1.

2: Blanco del medio.

3: Biomasa de biotransformacién'.

4: Biomasa de S. cerevisiae'.

5: Fase liquida de biotransformacion®.

. L9
6: Fase liquida S. cerevisiae”.

Al
1 2 3 4 5 6

'Residuo de la extraccion de la biomasa del microorganismo.

*Residuo organico de la extraccion del medio de cultivo o fase liquida.

Figura 14. CCF de los productos de biotransformacion del 6xido de cariofileno (1) con

Beauveria bassiana.

’ e
-
Elucion con [n-hex/AcOEt (1:1), 2 veces]
1: Blanco de 1
b 2: Fase liquida de biotransformacion'.
. 3. Biomasa de biotransformacion’.

4: Fase liquida de B. bassiana’
5: Biomasa de B. bassiana’.

6: Blanco del medio.

1 2 3 4 5 6

! Residuo orgénico de la extraccion del medio de cultivo o fase liquida.

2n . . . .
Residuo de la extraccion de la biomasa del microorganismo.

7.5.4. BIOTRANSFORMACION CUANTITATIVA DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1) CON

Cunninghamella echinulata.

De acuerdo con los resultados de la biotransformacion cualitativa de 1 con C. echinulata, se

procedi6 de la siguiente manera. Para realizar la biotransformacion cuantitativa de 1 se
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utilizaron 38 matraces con 100 mL de medio B inoculados con 2 mL de una solucion densa
de esporas (2 x 10° esporas) de C. echinulata. Transcurridos 3 dias de incubacion se agregd
el oxido de cariofileno (380 mg/38 mL de DMSO), el proceso de biotransformacion se
siguio durante 14 dias por CCF [n-hex/AcOEt, (7:3)], Al término del proceso de
biotransformacion se realizd una filtracion a vacio. A la fase liquida se le realizaron
extracciones discontinuas lig-lig con CH,Cl, (5 x 30 mL), obteniéndose un residuo café de
consistencia aceitosa (1.321 g, 347 %). La biomasa se extrajo (sol-liq) con AcOEt, de
donde se obtuvo un residuo café de consistencia aceitosa (402.5 mg, 105.9 %), ver

diagrama 5.

Diagrama 5. Proceso general para la biotransformacion cuantitativa.

Preparacion del . Adicion de 1 Seguimiento por
medio ——>| Inoculacion —> (72 h) —> CCE
Extraccion de la Extraccion del Secar con
Filtracion ——>| biomasa Sél-liq —> medio Lig-liq ——> N2.SO
(AcOEt) (CH,CL,) 22Y1anh.
Copcentrgf a Observacién por Sepa.\racprj Y
baja presion CCF purificacién

De la separacion cromatografica del residuo de la fase liquida se aislaron tres compuestos

mayoritarios.

De las fracciones 30-35 obtenidas con n-hex/AcOEt (95:5), se obtuvieron 14.4 mg (3.7 %)
de una mezcla de compuestos de aspecto aceitoso, soluble en n-hex, AcOEt y CH,Cl, a
temperatura ambiente. Con base en sus propiedades fisicas y espectroscopicas se determind

que el producto mayoritario de dicha mezcla de epimeros es el 8f3-diepdxido del cariofileno

(35).
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Ry 0.73 [CH>Clo/AcOEt (95:5)] y 0.54 [n-hex/AcOEt (8:2)].

IR v (espectro 4): 3692, 3522, 3009, 2932, 2861, 1711, 1602, 1459, 1385, 1237, 1066 y
857 cm™.

RMN'H (espectro 5, 400 MHz, CsNDs): 6 3.20 (1H, dd, J=12, 4 Hz, H-5), 2.62 (1H, m, H-
13.), 2.51 (1H, m, H-13}), 2.04 (1H, m, H-3,), 1.80 (1H, ¢, J=8, 8 Hz, H-1), 1.64 (1H, m, H-
3y), 1.26 (3H, s, CH3-12), 0.88 (3H, s, CH3-14), 0.84 (3H, s, CH;-15).

RMN"C (espectro 6, 100 MHz, CsNDs): & 47.1 (C-1), 27.8 (C-2), 40.4 (C-3), 59.6 (C-4),
62.2 (C-5), 26.0 (C-6), 30.8 (C-7), 58.9 (C-8), 48.3 (C-9), 35.7 (C-10), 33.9 (C-11), 16.9
(C-12), 56.7 (C-13), 22.0 (C-14) y 29.8 (C-15).

De las fracciones 70-81 obtenidas con n-hexano/AcOEt (90:10), se obtuvieron 21.6 mg
(5.54%) de un soélido cristalino de pf. 69°C, soluble en n-hex, AcOEt y CH)Cl, a
temperatura ambiente. Con base en sus propiedades fisicas y espectroscopicas se determind

que dicho compuesto es el (7R)-4,5-epoxi-cariofil-8(13)-en-7-ol (16).
R¢ 0.28 [CH,Cl,/AcOEt (95:5)] y 0.26 [n-hex/AcOEt (8:2)].

IR vy (espectro 7): 3692, 3604, 3512, 3009, 2931, 2863, 1712, 1460, 1237, 1197, 1106, y
1070 cm’™.

RMN'H (espectro 8, 400 MHz, CsNDs): 6 5.90 (1H, dd, J=8, 8 Hz, H-7), 4.35 (1H, dd,
J=8, 4 Hz, H-5), 3.14 (1H, m, H-1), 2.83 (3H, s, CH3-12), 2.49 (3H, s, CH3-14), 2.43 (3H, s,
CH;3-15).

RMN"C (espectro 9, 100 MHz, CsNDs): & 57.8 (C-1), 29.7 (C-2), 40.7 (C-3), 60.9 (C-4),
61.7 (C-5), 42.2 (C-6), 75.1 (C-7), 161.3 (C-8), 47.1 (C-9), 41.6 (C-10), 34.7 (C-11), 18.7
(C-12), 113.0 (C-13), 24.5 (C-14) y 31.9 (C-15).

De las fracciones 83-101 obtenidas con n-hex/AcOEt (9:1), se obtuvieron 42 mg (10.8%)

de un aceite, soluble en n-hex, AcOEt, acetona y CH,Cl, a temperatura ambiente. Con base
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en sus propiedades fisicas, espectroscopicas y espectrométricas se determind que dicho

compuesto es el 4,5- epoxi-cariofilen-8(13)-en-15-ol (2).
Rt.0.47 [n-hex/AcOEt (4:6)] y 0.48 [CH,Cl,/AcOEt (1:1)].

IR vy (espectro 10): 3692, 3626, 3515, 2933, 2864, 1714, 1237, 1197, 1129, 1039, 899 y
862 cm’.

RMN'H (espectro 11, 400 MHz, CsNDs): 6 5.11 (1H, dd, J=1.8, 0.7 Hz, H-13,), 4.87 (1H,
d, J=8 Hz, H-13,), 3.56 (2H, d, J=12 Hz, H-15), 2.92 (1H, dd, J=11, 4 Hz, H-5), 2.18 (1H,
m, H-10,), 2.08 (1H, m, H-1), 1.62 (1H, ddd, J=8.8, 8.4. 0.4 Hz, H-10), 1.21 (3H, s, CH3-
12), 1.07 (3H, s, CH3-14).

RMN"C (espectro 12, 100 MHz, CsNDs): § 45.1 (C-1), 27.8 (C-2), 30.9 (C-3), 59.7 (C-4),
63.7 (C-5), 30.1 (C-6), 31,1 (C-7), 151.7 (C-8), 48.2 (C-9), 34.9 (C-10), 38.6 (C-11), 17.0
(C-12), 113.1 (C-13), 17.8 (C-14) y 70.8 (C-15).

EM (IE) m/z (% rel.): 256 (1), 250 (9), 221 (4), 205 (11), 202 (10), 161 (20), 147 (29), 121
(38), 79 (84), 67 (40), 43 (41), 93 (100).

7.5.5. BIOTRANSFORMACION CUANTITATIVA DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1) CON

Saccharomyces cerevisiae.

A veinticuatro matraces con 100 mL de medio YEPGA se les adicionaron 10 mL de una
solucion celular de S. cerevisiae, la cual se habia hecho crecer durante 96 h en medio
YEPGA. Después de 72 h de incubacion se procedio a adicionar 1 (500.9 mg/ 24 mL de
acetona). El curso de la biotransformacion se siguid cada 72 h por CCF [n-hex/AcOEt
(6:4)]. Transcurridos los 14 dias de incubacion, se procedid a detener el proceso de
biotransformacion, mediante filtracion a vacio utilizando celita como coadyuvante de
filtracion. El residuo obtenido de la fase liquida fue de color café y consistencia aceitosa
(127.2 mg, 25.4 %). De la biomasa se obtuvo un residuo café de consistencia aceitosa

(350.6 mg, 70 %), ver diagrama S.
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De la separacion cromatografica del residuo obtenido de la fase liquida se aislé un

compuesto mayoritario:

De las fracciones 92-99 obtenidas con n-hex/AcOEt (6:4) se obtuvieron 3.7 mg (0.7 %) de
un aceite, soluble en AcOEt y acetona a temperatura ambiente. Con base en su analisis
espectroscopico se pudo identificar que dicho compuesto no corresponde a un producto de

biotransformacion del 6xido de cariofileno.
R¢=0.37 [AcOEt (100%)] y 0.30 [CH,Cl,/AcOEt/acetona (25:75:5)].
IR viax (espectro 13): 3614, 3524, 2955, 2933, 1719, 1462, 1367, 1229, 1069 y 1039 cm’.

7.5.6. BIOTRANSFORMACION CUANTITATIVA DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1) CON

Beauveria bassiana.

A dieciocho matraces Erlenmeyer con 100 mL de medio YEPGA se adicionaron 2 mL de
una solucion densa de esporas (2x10° esporas) de B. bassiana para incubarse por 72 h a 120
rpm, después de las mismas se agregd 1 (400 mg) disuelto en acetona (20 mL) El proceso
de biotransformacion se sigui6 por medio de CCF durante 9 dias, al final de los mismos se
procedié a detener el proceso de biotransformacion. Obteniéndose un residuo café¢ de
consistencia aceitosa (309.4 mg, 77.3%). De la biomasa se obtuvo un residuo café¢ de

consistencia aceitosa (380.4 mg, 95.1%), ver diagrama 5.

De la separacion cromatografica del residuo obtenido de la fase liquida se aislaron y

purificaron dos compuestos mayoritarios.

De las fracciones 62-81 obtenidas con n-hex/AcOEt (9:1), se obtuvieron 6.3 mg (1.6 %) de
un aceite, soluble en n-hex, AcOEt, acetona y CH,Cl, a temperatura ambiente. Con base en
sus propiedades fisicas, andlisis espectroscopico y espectrométrico (espectros 10 al 12) se

identifico a dicho compuesto como el 4,5- epoxi-cariofilen-8(13)-en-15-0l (2).

De las fracciones 89-90 obtenidas con n-hex/AcOEFEt (8:2), se obtuvieron 6.1 mg (1.5 %) de
un solido de pf 115-117°C, soluble en AcOEt, acetona y CH,Cl,, a temperatura ambiente.
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Con base en sus propiedades fisicas y espectroscopicas se identifico que se trataba del

compuesto 8,13-dihidroxi-4,5-epoxi-cariofil-8(13)-eno (19).
R¢ 0.48 [CH,Cl,/MeOH (9:1)] y 0.64 [AcOEt/acetona (8:2)].
IR Vi (espectro 14): 3557, 3481, 3449, 3381, 3286, 2927, 1455,1383, 1034 y 854 cm ™.

RMN'H (espectro 15, 400 MHz, CsNDs): 63.76 (1H, m, H-5), 3.72 (1H, d, J=10 Hz, H-
13,), 3.64 (1H, d, J=10 Hz, H-13}), 2.59 (1H, m, H-6,), 2.59 (1H, m, H-7,), 2.25 (1H, m, H-
1), 2.26 (1H, m, H-9), 2.09 (1H, m, H-3y), 2.09 (1H, m, H-10,), 1.69 (1H, m, H-7y), 1.69
(1H, m, H-10y), 1.60 (1H, m, H-2,), 1.47 (1H, m, H-2,), 1.47 (1H, m, H-6y), 1.35 (1H, s,
CH;-12), 1.16 (1H, ddd, J=12,0, 12.0, 4.0 Hz, H-3,), 0.97 (1H, m, CH;-14), 0.94 (1H, s,
CHj3-15).

RMN"C (espectro 16, 100 MHz, CsNDs): & 46.2 (C-1), 28.6 (C-2), 41.3 (C-3), 58.9 (C-4),
61.3 (C-5), 25.7 (C-6), 33.7 (C-7), 74.0 (C-8), 49.8 (C-9), 35.6 (C-10), 33.2 (C-11), 16.5
(C-12), 69.8 (C-13),22.7 (C-14) y 29.5 (C-15).

EM (IE) m/z (% rel.): 250 (2), 237 (7), 223 (69), 205 (37), 187 (32), 167 (26), 149 (59),
135 (81), 111 (64), 95 (93), 107 (100).

7.6. REACCION DE EPOXIDACION DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1) cON AMCPB.

Se disolvieron 100.2 mg de 6xido de cariofileno (1) en 15 mL de CH,Cl, en agitacion
constante, la mezcla se introdujo en un bafio de hielo para posteriormente adicionarle 150
mg de AMCPB lentamente. El curso de la reaccion se siguio por CCF [n-hex/AcOEt (8:2)].
Transcurridas 7.43 h, se procedid a dar por concluida la reaccion adicionando 5 mL de una
solucion saturada de Na,SO; para transformar el exceso de AMCPB a acido m-
clorobenzoico. La fase organica se tratd6 de manera selectiva con una solucion saturada de
Na,S0O; (5 x 5 mL), seguido de una solucion sobresaturada de NaHCO; (5 x 5 mL),
finalmente se lavo con H,O (3 x 5 mL). La fase CH,Cl, se secé sobre Na,SO4anhidro y se

concentro a baja presion, obteniéndose 107.7 mg de un residuo café. De la purificacion del
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producto de reaccion por medio de CC-Flash se obtuvo 80.6 mg (74.8 %) de la mezcla de

epimeros del diepdxido del cariofileno (35 y 36), ver figura 15.

Figura 15. Reaccion de epoxidacion del 6xido de cariofileno (1) con AMCPB.
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AMCPB / CH,Cl, +
0°C,7.43h y
1 0 35 0 36

IR v, (espectro 17): 2956, 2863, 1457, 1384, 1369, 1225, 1204, 1066, 947 y 893 cm’".
RMN'H (espectro 18, 400 MHz, CsNDs): mezcla de epimeros.

RMN"C (espectro 19, 400 MHz, CsNDs): §47.1 (C-1), 27.8 (C-2), 40.4 (C-3), 58.9 (C-4),
62.6 (C-5), 25.9 (C-6), 30.8 (C-7), 59.2 (C-8), 47.6 (C-9), 35.7 (C-10), 33.9 (C-11), 16.8
(C-12), 49.9 (C-13), 22.0 (C-14) y 29.8 (C-15).

EM (IE) m/z (% rel.): 473 (17.9), 455 (23.6), 443 (10), 238 (15.7), 237 (100), 219 (63.7),
201 (25.7).

7.7. REACCION DE EPOXIDACION DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1) EN MEDIO

ACIDO.

Se disolvieron 150.6 mg de 6xido de cariofileno (1) en 1 mL de CH,Cl, en agitacién
constante, la mezcla se introdujo en un bafio de hielo y se le adicionaron 2 ml de CH,Cl,
acidulado con dos gotas de HCI (conc.). Posteriormente, se agregd lentamente el AMCPB
(253 mg) en la minima cantidad de CH,Cl,. El curso de la reaccién se siguié por CCF [n-
hex/AcOEt (8:2)]. Transcurridas 3.10 h, se procedié a detener el curso de la reaccion de

acuerdo a lo descrito en el punto 7.6. Obteniéndose un residuo café de (104.5 mg, 69.6%).
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De las fracciones 100-104 obtenidas con n-hex/AcOEt (8:2), de la separacion
cromatografica del residuo de la reaccion, se obtuvieron 7 mg (4.6 %) de una sustancia de
consistencia aceitosa, soluble en AcOEt y acetona a temperatura ambiente. Con base en sus
espectros de RMN'H RMN'C se llegé a la conclusion que se trataba de una mezcla de
productos, la cual por el rendimiento obtenido no pudo ser separada, ni purificada por las

técnicas convencionales de laboratorio.

Finalmente, en la figura 16 se muestran los diferentes derivados de biotransformacion y

productos de reaccion del 6xido de cariofileno (1).

Figura 16. CCF de los diferentes productos obtenidos de las biotransformaciones y de la

reaccion quimica del 6xido de cariofileno (1)

Elucién con [n-hex/ AcOEt (7:3), 3 veces]

1: Mezcla de epimeros del diep6xido del cariofileno (35 y 36).
2: 8B-diepoxido del cariofileno (35).

3. 4,5-epoxi-cariofil-8(13)-en-7-o0l (16).

4: 4,5-epoxi-cariofil-8(13)-en-15-0l (2).

5: mezcla de productos de la reaccion de AMCPB/HCL

6: 8,13-dihidroxi-4.5-epoxi-cariofil-8(13)-eno (19).

1 2 3 4 5 6
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8. RESULTADOS Y DISCUSION.

8.1. PURIFICACION E IDENTIFICACION DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1).

Se logré purificar 1.761 g (81.8 %) de 6xido de cariofileno (1) por CC-Flash y CCP. La
identificacion de 1 se realizé por su punto de fusion 59°C y con valores de R¢ 0.32 en [n-
hex/CH,Cl, (4:6)] y 0.34 [n-hex/AcoEt (95:5)]. En su espectro de IR se observan las bandas
caracteristicas de los carbonos C sz [V(3069 y3013)]yC Sp3 [ (2954)], ver espectro 1.

En su espectro de RMN"C y por desacoplamiento total se observan 15 sefiales que
corresponden a los diferentes carbonos presentes en el esqueleto de 1. En la figura 17, se
dan a conocer los desplazamientos quimicos de los carbonos funcionalizados en dicho

esqueleto. La multiplicidad mostrada por los diferentes carbonos, se hizo con base en su
espectro DEPT, ver espectro 2, donde se observan 3 CHj, 6 CH, y 3 CH. El 8¢ 152.7 el de
Oc 59.7 y el d¢ 34.4 corresponden a los carbonos C-8, C-4 y C-11 respectivamente, ver
tabla 3, la sefial en O¢ 63.7 corresponde al C-5 y el d¢ 59.7 se asigna al C-4, los cuales
forman parte del anillo del oxirano. Las senales en d¢ 30.2, 8¢ 22.1 y 8¢ 17.7, corresponden

a los CH3-15, CH3-14 y CH3-12 respectivamente.

Figura 17. Desplazamientos quimicos de RMN'H y "°C de 6xido de cariofileno (1).

iz ‘ 3y 1.75 8120 8¢ 177
15 S o094 oy 5 8¢ 302 5
2 3N g H
4 0 (0] 5c59.7 (0]
Wl 1 S e S e 549.7 S
3y 0.94 3¢ 22.1
109 H 55127 8¢ 63.7
6 & 81 2.89
: 7 3y 2.58 H /
H
13 1 3y 4.86 1 8¢ 1132 1
H
8y 4.97
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Tabla 3. Desplazamientos quimicos (8) de RMN'*C (100 MHz, CsDsN, TMS) para el

oxido de cariofileno (1).

c| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
8 49.7 | 27.8 | 39.9 | 59.7 | 63.7 | 31.15 | 30.4 | 152.7 | 51.27 | 40.29 | 34.4 | 17.7 | 113.2 | 22.1 | 30.2
DEPT | CH |CH, | CH, | C CH | CH, | CH, C CH CH, C | CH; | CH, | CH; | CH;

8.2. DETERMINACION DE CMI DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1) FRENTE A

Cunninghamella echinulata, Saccharomyces cerevisiae y Beauveria bassiana.

En la determinacion de la CMI 1 frente a C. echinulata, €l cual se establecié mediante el

método de dilucioén en agar a 24 y 48 h, como se ilustra en la tabla 4, se observo que a

partir de la concentracion de 1 x107M, existe inhibicion en el crecimiento de dicho hongo.

Tabla 4. Determinacion de la concentracidon minima inhibitoria (CMI) por el método de

dilucion en agar con Cunninghamella echinulata.

Concentracion

C. echinulata

(Blanco)

1x10°M

1x10°M

DMSO (Blanco)

En la evaluacion de la CMI con S. cerevisiae no se observo inhibicion en el crecimiento de

dicha levadura en ninguna de las concentraciones ensayadas (1 x10™" a 1 x10° M) por el

método de halo de inhibicidon, como se muestra en la figura 18.
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Figura 18. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) por el método de

halo de inhibicidn del 6xido de cariofileno (1) para Saccharomyces cerevisiae.

1x10™M

DMSO 1 x102M
10%

1x10°M

Con respecto a la determinacion del CMI de 1 en B. bassiana, se observd que a
concentracion de 1 XlO'lM, hubo inhibicién en el crecimiento de B. bassiana mediante el

método de picadura a 120 h, como se ilustra en la tabla 5.

Tabla 5. Determinacién de la concentracidon minima inhibitoria (CMI) por el método de

picadura con Beauveria bassiana.

B. bassiana . 5 3 Acetona
1 x10° M 1 x10° M 1 x10°M
(Blanco) (Blanco)

&.3. DETERMINACION DE LA FACTIBILIDAD DE BIOTRANSFORMACION DEL OXIDO

DE CARIOFILENO (1) CON DIFERENTES MICRORGANISMOS.

Para determinar la factibilidad de biotransformacion del compuesto 1 con los diferentes
hongos ensayados, se emplearon de 10 a 15 mg de 1 disueltos en la minima cantidad de

DMSO o acetona, dicha solucion se agregd después de haber alcanzado la maxima cantidad
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de biomasa, la cual depende del microorganismo en particular. El curso de la reaccion se
siguié por CCF, empleando como mezcla de eluyentes n-hex/AcOEt de polaridad creciente.
Asimismo se emplearon como referencia los blancos correspondientes — al medio de

cultivo, al microorganismo y al 6xido de cariofileno—.

En la tabla 6 se muestran los resultados de factibilidad con los diferentes microorganismos,
sugiriendo que la biotransformacion de 1 es posible con todos los microorganismos
ensayados. En la figuras 19 a 21, se muestran las CCF que indican de manera cualitativa

que es posible la biotransformacién de 1 con los tres microorganismos propuestos.

Tabla 6. Factibilidad de biotransformacién del 6xido de cariofileno (1) con diferentes

microorganismos.
Microorganismo Medio Crecimiento (h) | Factibilidad
Aspergillus niger (ATCC 1604)* YEPGA' 48 +++°
Curvullaria lunata (CDBB-H-261)* YEPGA' 72 e
Colletotrichum gloeosporioides* YEPGA' 72 +4+?
Cunningamella echinulata (CDBB-H-255) | Medio B? 72 +++3
Saccharomyces cerevisiae (CDBB-L-838) | YEPGA' 72 +t?
Beauveria bassiana (CDBB-H-987) YEPGA' 72 +4 45

"YEPGA: Extracto de levadura, extracto de carne, peptona, glucosa, en 1L de H,O, pH=6.9.

*Medio B: Extracto de levadura, peptona, KH.POy,, glucosa, NaCl, en 1L de H,O, pH= 7.
3Biotransformacion cualitativa, al menos dos productos diferentes al 6xido de cariofileno se observaron.
*Los resultados de factibilidad de biotransformacion se derivan de proyectos anteriores.

Figura 19. CCF de los productos de biotransformacion del 6xido de cariofileno (1) con

Cunninghamella echinulata.

- - - Elucion con [n-hex/AcOEt (7:3)]

1: Blanco de 1.

2: Blanco del medio.

3: Fase liquida de biotransformacion'.
4: Biomasa de biotransformacion®.

5: Blanco de C. echinulata’.
1 2 3 4 5

'Residuo organico de la extraccion del medio de cultivo o fase liquida.

2 . ., . . .
Residuo de la extraccion de la biomasa del microorganismo.
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Figura 20. CCF de los productos de biotransformacion del 6xido de cariofileno (1) con
Saccharomyces cerevisiae.

-

Elucién con [n-hex/AcOEt (6:4) 2 veces]
1: Blanco de 1.

2: Blanco del medio.

3: Biomasa de biotransformacién'.

4: Biomasa de S. cerevisiae'.

5: Fase liquida de biotransformacion®.

6: Fase liquida S. cerevisiae®.

Al
1 2 3 < 5 6

1 . ., . . .
Residuo de la extraccion de la biomasa del microorganismo.
2 . S .y . . . .
Residuo organico de la extraccion del medio de cultivo o fase liquida.

Figura 21. CCF de los productos de biotransformacion del 6xido de cariofileno (1) con

Beauveria bassiana.

’ e
-
Elucion con [n-hex/ AcOEt (1:1) 2 veces]
1: Blanco de 1
by 2: Fase liquida de biotransformacion'.
. 3. Biomasa de biotransformacion’.

4: Fase liquida de B. bassiana’
5: Biomasa de B. bassiana’.

6: Blanco del medio.

i 2 3 4 5 &

1 . I .y . . . .
Residuo organico de la extraccion del medio de cultivo o fase liquida.
? Residuo de la extraccion de la biomasa del microorganismo.

8.4. BIOTRANSFORMACION CUANTITATIVA DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1) CON
Cunninghamella echinulata.
De la biotransformaciéon de 1 con C. echinulata se aislaron tres productos de

biotransformacion.
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De las fracciones 30-35 [n-hex/AcOEt (95:5)], se obtuvo una mezcla amarilla aceitosa
conformada por dos compuestos. Al comparar los espectros de IR (espectro 4) de la mezcla
en discusion con el espectro del 6xido de cariofileno (1) se observa la ausencia de la banda
correspondiente a la V(Cspz-H). En su espectro de RMN"’C en desacoplamiento total, ver

813 file funcionalizada en el

figura 22b, se confirma que la doble ligadura exociclica A
proceso de biotransformacién con C. echinulata. En su espectro DEPT-135 se observan 12
carbonos unidos a hidrogeno —3CHj;, 6CH, y 3CH- figura 23b, mientras que en el
desacoplamiento total (espectro 6) se observan 15 &4tomos de carbono, los cuales
corresponden a los carbonos cuaternarios restantes —C-4, C-11 y C-8—. Asimismo, se
observan los cambios de hibridacion —sp” a sp’— de los C-8 (8¢ 58.9) y C-13 (8¢ 56.7), ver

figura 22a y 22b y tabla 7.

Figura 22. Espectro de RMN'’C (desacoplamiento total) del 6xido de cariofileno (1) y el

a) RMNC de 1 8B-diepodxido de cariofileno (35).
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Figura 23. Espectros de RMN'*C (DEPT 135) del 6xido de cariofileno (1) y el 8f-
diepoxido de cariofileno (35).
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Con base en la técnica HSQC se correlacionaron los atomos de carbono e hidrogeno para el
compuesto 35: C-5 (8¢ 62.6) con H-5 (6 3.20), C-13 (8¢ 56.7) con H-13, (dy2.62) y H-13,
(0 2.51), C-1 (8¢47.1) con H-1 (6y 1.80), C-3 (6c40.4) H-3, (85 2.05) y H-3;, (815 1.05), C-
14 (8¢ 29.8) con H-14 (8 0.86), C-15 (8¢ 22.0) con H-15 (815 0.88), C-12 (d¢ 16.8) con H-
12 (0 1.26), como se observa en la figura 24. Con base en lo anterior y de acuerdo a los
desplazamientos quimicos observados en el espectro de RMN"C en desacoplamiento total,

se sugirio la epoxidacion en la doble ligadura exociclica de 1 con C. echinulata.
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Figura 24. Experimento HSQC del 83-diepdxido del cariofileno (35).
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Tabla 7. Datos de desplazamientos quimicos en RMN'*C para los epimeros del diepdxido

de cariofileno (35 y 36) [43].
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dc
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40.3
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25.5
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-36 (CDCls)

DEPT 8  DEPT 8
CH 493 CH 48.3
CH, 273  CH, 27.8
CH, 395  CH, 40.4

C 58.9 C 59.6
CH 62.6 CH 62.6
CH, 248  CH, 26.0
CH, 313  CH, 30.8

C 59.8 C 58.9
CH 47.1 CH 47.1
CH, 355  CH, 35.7

C 33.4 C 33.9
CH; 162  CHs 16.8
CH, 50.1  CH, 56.7
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CH; 299  CH, 29.8

B-35 (CsDsN)

DEPT
CH
CH,
CH,
C
CH
CH,
CH,
C
CH
CH,
C
CH;
CH,
CH;
CH;

42



De acuerdo a lo anterior se lleg6 a la conclusion que la mezcla obtenida estaba conformada
por la mezcla de epimeros el B-diepdxido de cariofileno (35) y del a-diepdxido de
cariofileno (36) en una proporcion 6:1, indicando una selectividad hacia el epimero . En el
espectro de RMN'H, aplicando la técnica del NOESY, se observan las interacciones
espaciales del H-13, (8y 2.62) con el Hp-10 (6n 1.43), del H-13y, (8u 2.51) con el Hg-7
(0y1.98) y la interaccion de H-1 (0y 1.80) y el H-5 (0 3.20), ver figura 25. Al determinar
los conférmeros de menor energia para el epimero B (136.45 kcal/mol)’, ver figura 26a, y
el a (136.45 kcal/mol), ver figura 26b. Se observan en ambos conférmeros las
interacciones del H-13, con H-10, mientras que la interaccion de H-13, con Hp-7 y la
interaccion de H-1 con H-5 so6lo se observa en el epimero B, lo cual esta de acuerdo con los
resultados obtenidos por la técnica del NOESY. La ausencia de tales interacciones en
epimero a, es debido al alejamiento que hay entre dichos protones como consecuencia de la

conformacién adoptada por el conférmero a.

Figura 25. Experimento de NOESY para el 83-diepoxido de cariofileno (35).
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Figura 26. Interacciones espaciales en los epimeros del diepoxido de cariofileno (35 y36).

De las fracciones 70-81 [n-hexano/AcOEt (90:10)], se aislo un so6lido cristalino de pf.
69°C. En su espectro de IR (espectro 7) se observan las bandas correspondientes a la {OH)
3512 cm™ y la UC-H) en 3009 y 2931, las cuales pueden asociarse con las vibraciones
Cspz-H y Csp3-H respectivamente. Con base en su espectro de RMN'’C (espectro 9) por
desacoplamiento total se observa que el solido aislado de la biotransformacion de 1 con C.
echinulata es una mezcla de compuestos en proporcion 4:1. EI componente mayoritario fue
identificado como el (7R)-4,5-epoxi-cariofil-8(13)-en-7-ol (16), a dicho compuesto le

corresponde una formula molecular de C;5H,40, con un peso molecular de 236.18 g/mol.

En su espectro de RMN'’C (espectro 9) por desacoplamiento total se observan las sefiales
de los atomos de carbono del 6xido de cariofileno (1): C-8 (8¢ 161.3), C-13 (6¢ 113.0), C-5
(0¢c 61.7), C-4 (8¢ 60.9), C-15 (6¢ 31.9), C-14 (5¢ 24.5), C-12 (5¢ 18.7). Al comparar los
espectros de RMN'*C por la técnica del DEPT 90, para la sustancia 1 y 16, se observa que
un metileno (CH,) se transform6 a un metino (CH), como se muestra en la figura 27a y
27b, lo cual sugiere que probablemente uno de los atomos de carbono de las posiciones: C-

2, C-3, C-6 o C-7 fue funcionalizado por C. echinulata.

Figura 27. Espectros de RMN'*C (DEPT 90) del 6xido de cariofileno (1) y el 4,5-epoxi-
cariofil-8(13)-en-7-ol (16).
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Posteriormente, comparando los espectros de RMN'"C por la técnica del DEPT 135 para la
sustancia 1 y 16, como se muestra en la figura 28a y 28b, donde los desplazamientos
quimicos para los C-6 y C-7 son los unicos afectados respecto a los desplazamientos del
oxido de cariofileno, finalmente en el espectro de RMN'H una sefial con una multiplicidad
de dd y un 6y 5.90 (H-7), caracteristico de hidrogenos vinilicos, se puede afirmar que C.

echinulata realizd una hidroxilaciéon en el C-7 (8¢ 74.4).

Figura 28. Espectros de RMN"’C (DEPT 135) del 6xido de cariofileno (1) y del 4,5-epoxi-
cariofil-8(13)-en-7-ol (16).
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En la figura 29 se muestra el experimento HSQC que sugiere la correlacion inmediata C-H,
donde el C-7 (8¢ 74.4) correlaciona con H-7 (85 5.90), C-5 (8¢ 60.9) con H-5 (65 4.35), C-1
(8¢ 57.1) con H-1 (615 3.14) y C-9 (8¢ 46.4) con H-9 (81 3.97).

Figura 29. Experimento HSQC del 4,5-epoxi-cariofil-8(13)-en-7-ol (16).
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Con base en lo anteriormente descrito, la literatura quimica especializada [42, 43] y de
acuerdo a las correlaciones espaciales mostradas en el espectro del NOESY, ver figura 30,
donde se observan las interacciones del H-7 (dy 5.90) con H-9 (o 3.99) y el H-12 (o
2.83); se puede afirmar que la sustancia aislada es el (7R)-4,5-epoxi-cariofil-8(13)-en-7-ol

(16) cuya conformacién mas estable (86.9 kcal/mol) es la mostrada en la figura 31.
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Figura 30. Experimento NOESY del 4,5-epoxi-cariofil-8(13)-en-7-ol (16).
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ppm

Figura 31. Orientacion relativa del H-7 en los compuestos (7R)-4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-

en-7-ol (16) y (75)-4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-7-o0l (77).

De las fracciones 83-101 [n-hex/AcOEt (9:1)], se aislo un aceite de color amarillo en cuyo
espectro de IR (espectro 10) se observan las bandas correspondientes a la {OH) 3515 cm™
y las MC-H) en 3067 y 2933 correspondientes a CSPZ-H y Csp3-H respectivamente. En su

espectro de RMN"C (espectro 12), se observan dos sefiales correspondientes a carbonos
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con hibridacion Csp2 d¢ 153.3 (C-8) y 113.4 (C-13), lo cual sugiere que la doble ligadura
exociclica A*" presente en el compuesto 1 no fue funcionalizada por dicho hongo, ver
figura 32. Por lo tanto, los desplazamientos quimicos en oy 5.02 (1H, m) y 654.89 (1H, dd,
J=1.5, 0.7 Hz) corresponden a los hidrogenos vinilico H-13, y H-13; respectivamente, los
cuales correlacionan con la sefial del C-13 (&¢ 113.4), de acuerdo a lo mostrado en su

experimento de HSQC, ver figura 33. En la tabla 8, se enlistan los desplazamientos

quimicos de RMN'H (espectro 11) y RMN"C para 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-15-ol (2).

Figura 32. Espectros de RMN"*C (DEPT 135) del 6xido de cariofileno (1) y el 4,5-epoxi-
cariofil-8(13)-en-15-ol (2).
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Figura 33. Experimento HSQC del 4,5-epoxi-cariofil-8(13)-en-15-0l (2).
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Tabla 8. Desplazamientos quimicos RMN'H y RMN"’C para el 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-
en-15-ol (2).
1 208 m 45.1 CH
2 27.8 CH,
3 39.0 CH,
4 59.7 C
5 292 dd 11.0,40 637 CH
6 30.1 CH»
7 31.1 CH,
8 151.7 C
9 482 CH
2,18 m 10.6
10162 dad 88,8404 1 CHh
11 38.6 C
12 121 s 17.0 CH;j
511 dd 1.8,0.7
13 487 4 2 113.1 CH;
14 1.07 s 17.8  CH;j
15 356 d 12.0 70.8  CH,
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Con base en los desplazamientos quimicos descritos en la literatura quimica especializada,
se ha informado del aislamiento y caracterizacion del 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-14-ol
(37) [40, 43] y el 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-15-ol (2) [40-45]. La configuracion relativa
del C-11, para el compuesto en discusion, fue determinada con base en el espectro del
NOESY del compuesto 2, ver figura 34, donde se observa la interaccion de H-1 (8 2.08)
con el metileno ubicado en C-15 (84 3.35), como lo confirma su modelo de energia minima

calculada (88.7 kcal/mol), ver la figura 35.

Figura 34. Experimento NOESY del 4,5-epoxi-cariofil-8(13)-en-15-0l (2).
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Figura 35. Orientacion relativa del C-15 en el 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-15-0l (2) y
4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-14-ol (37).
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En la figura 36 se observan las diferencias en el desplazamiento quimico del C-15 para el
oxido de cariofileno (1) y la molécula en discusion (2). Dicha diferencia se debe a la
presencia del grupo hidroxilo, el cual ejerce un efecto de desproteccion sobre C-15. Cabe
sefialar que el compuesto 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-15-0l (2) se identific6 como
producto de biotransformacion de 1 con Colletotrichum gloesporoides, Beauveria bassiana

y C. echinulata.

Figura 36. Desplazamientos quimicos RMN'"’C y RMN'H para H-15 para el 6xido de
cariofileno (1) y las sustancia 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-15-ol (2).
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8.5. BIOTRANSFORMACION CUANTITATIVA DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1) CON
Saccharomyces cerevisiae.

De la biotransformacion de 1 con S. cerevisiae se obtuvieron mezclas complejas de
productos, las cuales no fueron separadas por medio de las técnicas convencionales de

laboratorio —CC-Flash y CCP—.

8.6. BIOTRANSFORMACION CUANTITATIVA DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1) CON
Beauveria bassiana.

De la biotransformacion de 1 con B. bassiana se aislaron dos productos de

biotransformacion que se describen a continuacion.

De las fracciones 62-81 [n-hex/AcOEt (8:2)], se aislé un aceite de color amarillo con
valores de R.0.47 [n-hex/AcOEt (4:6)] y 0.48 [CH,Cl,/AcOEt (1:1)], el cual corresponde al
compuesto 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-15-ol (2) aislado en la biotransformacion de 1 con

C. echinulata.
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El siguiente compuesto obtenido de las fracciones 89-90 [n-hex/AcOEt (8:2)], es un sélido
blanco de pf 115-117°C. En su espectro de IR (espectro 14) se observan las bandas
correspondientes a la OH) 3481-3449 cm™ y la W(C-H) en 2927 para C5p3—H. Al analizar
el espectro de RMN'*C para las sustancias 1 y 19, ver figura 37, se observa que las sefiales
correspondientes a los carbonos con hibridacion Csp2 O¢c 152.7 (C-8) y d¢ 113.2 (C-13) del
compuesto 1 no estan presentes en el espectro de la sustancia en discusion (19), lo cual
sugiere que la doble ligadura exociclica A*" fue modificada durante el proceso de
biotransformacion. Con base en su espectro de RMN"C por desacoplamiento total, se
observan 15 sefiales entre 74.0-15.0 ppm; mientras que en su espectro DEPT se observan
tres metilos (CH3), seis metilenos (CH,), tres metinos (CH) y tres carbonos cuaternarios
(C). En su espectro de masas por impacto electronico se observa un ion molecular de m/z de

254 uma que corresponde a una férmula molecular C,sH,503 (Q2=3).

Figura 37. Espectros de RMN'*C (desacoplamiento total) del 6xido de cariofileno (1) y
8,13-dihidroxi-4,5-epoxi-cariofil-8(13)-eno (19).
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En su espectro de RMN'H (espectro 15) se observan tres sefiales simples en 8y 0.94 (8¢

29.4), 6110.96 (0¢22.3) y 0y 1.35 (8¢ 16.2) que corresponden a los metilos en C-14, C-15 y

C-12 respectivamente, lo que sugiere que los metilos no han sido modificados con alguna

hidroxilacion. En la tabla 9, se enlistan los desplazamientos quimicos de RMN'H y

1 . .
RMN"C, mismos que fueron correlacionados en base a su espectro de HSQC, ver figura

38, para la sustancia en discusion que finalmente fue identificado como el 8,13-dihidroxi-

4,5-epoxi-cariofil-8(13)-eno (19).

Figura 38. Experimento HSQC del 8,13-dihidroxi-4,5-epoxi-cariofil-8(13)-eno (19).
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos de RMN'H y RMN"C para el 8,13-dihidroxi-4,5-
epoxi-cariofil-8(13)-eno (19).

C Su J 8¢ DEPT

1 2.25 m 462 CH
1.60 m

2 147 o 286 CH,
1.16 ddd 12.0,12.0

3 2.09 m 4.0 413 CH,

4 58.9 C

5 3.76 8.0,40 613 CH
2.59 m

6 |47 o 257 CH,
2.59 m

7 160 o 337 CH,

74.0 C

9 2.25 m 498 CH
2.09 m

10 169 o 356 CH,

11 33.2 C

12 1.35 s 16.5 CH;
3.72 d 10

13 364 J 10 68.8 CH,

14 0.97 s 227 CH,

15 0.94 s 29.5 CH,

La configuracion relativa del grupo hidroxilo en el C-8 fue determinada con base en su
espectro NOESY, donde se observan las interacciones de H-13a con H-9, ver figura 40, lo
cual sugiere que el grupo hidroxilo tiene una orientacioén 3, cuya minima energia calculada
es 93.5 kcal/mol, ver figura 41. Dicha sustancia ya habia sido reportada por otros autores,
quienes sugieren que dicho diol (19) es precursor de los compuestos 17 y 18, aislados de las
biotransformacion del 6xido de cariofileno con Chaetomium cochlioides, ver figura 39

[42].

Figura 39.Propuesta biosintética de los compuestos 17 y 18 a partir de 19.
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Figura 40. Experimento NOESY de la sustancia en discusion 8,13-dihidroxi-4,5-epoxi-

cariofil-8(13)-eno (19).
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8. 7. REACCION DE EPOXIDACION DEL OXIDO DE CARIOFILENO (1) cON AMCPB.

A partir de la reaccion de epdxidacion de 1 con AMCPB, ver figura 42, se obtuvo una
mezcla de productos que mostraron las mismas propiedades fisicas —solubilidad y R¢—. Sin
embargo, el andlisis de sus datos espectroscopicos de RMN"C en desacoplamiento total,
muestra 30 atomos de carbono, lo cual sugiere que la mezcla estd constituida por los

epimeros del diepoxido de cariofileno (35 y 36), descritos previamente en la literatura [43].

,,///,///

Figura 42. Reaccion de epoxidacion del 6xido de cariofileno (1) con AMCPB.
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Con base en el espectro de RMN'’C por desacoplamiento total (espectro 19), se comprueba
la epoxidacion de doble la ligadura exociclica, al observar la ausencia de las sefales
correspondientes a los C-8 y C-13 con d¢ 152.7 y dc¢ 113.2 respectivamente. En la figura
43, se muestran los desplazamientos quimicos para dichos carbonos de la mezcla de
epimeros. Los desplazamientos quimicos observados para el B-diepoxido de cariofileno [C-
8 (0c 59.2) y C-13 (8¢ 56.7)] y a-diepoxido de cariofileno [C-8 (¢ 59.6) y C-13 (&¢ 49.9)],
se indican en la figura 43. De acuerdo con reportes anteriores, las conformaciones mas

estables para 35 y 36, corresponden a los conforméros aa y Pa respectivamente [70] como

se muestra en la figura 44.
Figura 43. Desplazamientos quimicos de RMN'*C para el diepoxido del cariofileno

(mezcla de epimeros).
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Figura 44. Conformaciones propuestas para el diepoxido de cariofileno (35 y 36).

35 Ba

Finalmente, en la tabla 10 se muestra los rendimientos obtenidos de los productos de las

diferentes biotransformaciones y de la reaccion de epoxidacion del 6xido de cariofileno (1).

Tabla 10. Porcentaje de los productos de biotransformacion y de reaccion del 6xido de
cariofileno (1).
Productos
Microorganismo 1 35y 36 16 2 19
C. echinulata® 18.2 % (69 mg) 37%(14mg) 55%(22mg) 10.8 % (42 mg)

S. cerevisiae' 26.7 % (134 mg)
B. bassiana' 33.6 % (131 mg) 1.6 % (6 mg) 1.5 % (6 mg)

R.de 74.8 % (80.6 mg)
epoxidacion
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9. CONCLUSIONES

9.1. Se purifico e identific6 al 6xido de cariofileno (1, 1.761 g), con base en sus

propiedades fisicas y constantes espectroscopicas.

9.2. Se determino la CMI del 6xido de cariofileno (1) sobre Cunninghamella echinulata (1
x10? M) y Beauveria bassiana (1 x10" M). Saccharomyces cerevisiae no fue

inhibido por el 6xido de cariofileno (1) a ninguna de las concentraciones ensayadas.

9.3. Se determind que el 6xido de cariofileno (1) es factible de ser biotransformado con los
diferentes microorganismos ensayados —Cunninghamella echinulata, Saccharomyces
cerevisiae, Beauveria bassiana, Aspergillus niger, Curvullaria lunata 'y

Colletotrichum gloeosporioides—.

9.4. Se encontrd que C. echinulata (CDBB-H-255) hidroxil6 y epoxido el esqueleto de 1
para producir los compuestos: (7R)-4,5-epoxi-cariofil-8(13)-en-7-ol (16), 4,5-epoxi-
cariofil-8(13)-en-15-0l (2) y 8B-diepoxido del cariofileno (35).

9.5 De la biotransformacion del 6xido de cariofileno (1) con B. bassiana (CDBB-H-987) se
obtuvieron los productos de “biohidroxilacion”: 4,5-epoxi-cariofil-8(13)-en-15-0l (2)

y el 8,13-dihidroxi-4,5-epoxi-cariofil-8(13)-eno (19).

9. 6. Se logré obtener el diepoxido del cariofileno como mezcla de epimeros por medio de

la reaccion del 6xido de cariofileno (1) con AMCPB.
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10. SUGERENCIAS

Evaluacion de la toxicidad.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria de Cunninghamella echinulata se
. . . 3 2

recomienda ensayar concentraciones en el intervalo de 1 x10” M a 1 x10™ M, para

especificar la concentracion del o6xido de cariofileno (1) que inhibe a dicho

microorganismo.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria de Beauveria bassiana se recomienda
la evaluacién en el intervalo de concentraciones de 1 x102 M a 1 x10™"'M, para especificar

la concentracion del 6xido de cariofileno (1) que inhibe a dicho microorganismo.

Para la concentracion minima inhibitoria de Saccharomyces cerevisiae deben de evaluarse

concentraciones mayores de 1 x10™" M del 6xido de cariofileno (1).
Separacion y purificacion de los productos de biotransformacion.

En la separacion y purificacion de las mezclas de productos de biotransformacion del 6xido
de cariofileno (1) se sugiere el uso de técnicas mas precisas y rdpidas —-CLAR y CG/EM—
para evitar la posible degradacion y transformacion quimica del 6xido de cariofileno (1);

asi como de sus productos de biotransformacion.

Se sugiere utilizar un detector de indice de refraccion para la separacion del 6xido de
cariofileno y de sus productos de biotransformacion por medio de CLAR. Debido a la
ausencia de grupos cromoéforos en el 6xido de cariofileno resulta inadecuado el uso de un

detector de fotodiodos.
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10. ESPECTROS.
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Espectro 2. RMN 'H (400 MHz, CsDsN, TMS) del 6xido de cariofileno (1).
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Espectro 3. RMN *C (100 MHz, CsDsN, TMS) del 6xido de cariofileno (1)
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Espectro 4. IR (CHCls) del diepoxido de cariofileno (35)
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Espectro 5. RMN 'H (400 MHz, CsDsN, TMS) del diepoxido de cariofileno (35).
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Espectro 6. RMN Be (100 MHz, CsDsN, TMS) del diepdxido de cariofileno (35).
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Espectro 7. IR (CHCls) del 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-7-o0l (10).
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H-7

Espectro 8. RMN 'H (400 MHz, CsDsN, TMS) del 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-7-ol (10).
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Espectro 9. RMN °C (100 MHz, CsDsN, TMS) del 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-15-ol (10).
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Espectro 10. IR (CHCIs) del 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-15-ol (2).
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Espectro 11. RMN "H (400 MHz, CsDsN, TMS) del 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-15-ol (2).
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Espectro 12. RMN C (100 MHz, CsDsN, TMS) del 4,5-epoxi-cariofilen-8(13)-en-15-ol (2).
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Espectro 13. IR (CHCI;) de la mezcla de compuestos derivados de la biotransformacion con S. cerevisiae
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Espectro 14. IR (CHCI;) del 8,13-dihidroxi-4,5-epoxi-cariofileno (19).
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Espectro 15. RMN 'H (400 MHz, CsDsN, TMS) del 8,13-dihidroxi-4,5-epoxi-cariofileno (19).
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Espectro 16. RMN *C (100 MHz, CsDsN, TMS) del 8,13-dihidroxi-4,5-epoxi-cariofileno (19).
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Espectro 17. IR (CHCIl;) de la mezcla de diepoxidos (35, 36) de cariofileno.
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Espectro 18. RMN 'H (400 MHz, CsDsN, TMS) de la mezcla de diepoxidos (35, 36) del cariofileno.
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Espectro 19. RMN BC (400 MHz, CsDsN, TMS) de la mezcla de diepoxidos (35, 36) del cariofileno.
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