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RESUMEN

En este estudio se evaluaron las biotrans-
formaciones realizadas por el hongo fito-
patégeno Colletotrichum acutatum, sobre
los sustratos 2-feniletanol 1 y acetofenona
2; los procesos se realizaron en el medio
de cultivo liquido Czapeck-Dox a tempe-
ratura promedio de 24 °C, humedad rela-
tiva entre 45 y 60%, y agitaciéon a 150
rpm en un agitador orbital tipo shaker. En
la biotransformacion a partir del sustrato
1 se obtuvieron los productos metabdlicos
1-fenil-1,2-etanodiol 3, (2-metoxietil)
benceno 4 y acetato de 2-feniletilo 5, y
desde el sustrato 2 los compuestos
1-fenil-1,2-etanodiol 3, 1-feniletanol 6 y
2-feniletanol 1. Los productos de la trans-

formacion microbiana se identificaron
mediante cromatografia de gases acopla-
da a espectrometria de masas (CG-EM),
y resonancia magnética nuclear de protén
y carbono (RMN 'H y "C). Se observo
una tendencia marcada del patégeno a
producir hidroxilaciones sobre el sustitu-
yente del anillo aromaético; igualmente,
tiene la capacidad de reducir el grupo car-
bonilo y esterificar los grupos hidroxilo
de alcoholes primarios. Se discute una
posible ruta metabdlica para la transfor-
macién de los sustratos.

Palabras clave: hidroxilaciones enzi-
maticas, reduccion enzimatica de cetonas
aromaticas, esterificacion enzimatica de
alcoholes.
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ABSTRACT

The microbial transformation of 2-pheni-
lethanol 1 and acetophenone 2 was inves-
tigated using the plant pathogenic fungus
Colletotrichum acutatum; the process
was carried out in liquid media culture
Czapeck-Dox at an average temperature
of 24 °C, a relative humidity between
45% and 60 % and with agitation in a sha-
ker at 150 rpm. The biotransformation of
the substrate 1 produced the metabolic
products 1-phenyl-1,2-ethanediol 3, (2-
methoxyethyl)benzen 4 and 2-pheny-
lethyl acetate 5, and from substrate 2
were obtained the compounds 1-phenyl-
1,2-ethanediol 3, 1-phenylethanol 6 and
2-phenylethanol 1. The structures of me-
tabolic products were determined by gas
chromatography coupled with mass spec-
trometry (GC-MS) and nuclear magnetic
resonance of proton and of carbon ('H
and *C NMR). The process has a strong
tendency of the pathogen to produce
hydroxylations on the substituents atta-
ched to the aromatic ring. Additionally,
C. acutatum was effective to reduce the
carbonyl group and produce esterifica-
tion reactions in the hydroxyl groups
from primary alcohols. The metabolic
pathway of both substrates is discussed..

Key words: Enzymatic hydroxyla-
tions, enzymatic reduction of aromatic
ketone, enzymatic esterification of al-
cohols.

RESUMO

Neste estudo foi analisada as biotransfor-
macoes feitas pelo fungos fitopatogénico
Colletotrichum acutatum, nos substratos
2-feniletanol 1 e acetofenona 2; os pro-
cessos forem feitos no meio de cultura

Czapeck-Dox a uma temperatura média
de 24 °C, umidade relativa entre 45 e
60% e agitagao 150 rpm em um agitador
orbital tipo shaker. Na biotransformacao
do substrato 1 ¢ obtido os produtos meta-
bdlicos 1-fenil-1,2-etanodiol 3, (2-meto-
xietil)benceno 4 e acetato de 2-feniletilo
5, e do substrato 2 os compostos 1-fe-
nil-1,2-etanodiol 3, 1-feniletanol 6 e 2-
feniletanol 1. Os produtos da transfor-
magdo microbial forem identificados por
meio do cromatografia de gas acoplada ao
espectrometria da massas (CG-EM) e
ressonancia magnética nuclear de hi-
drogénio e de carbono (RMN 'H e *C).
Uma tendéncia marcada do patdgeno é
observada para produzir hidroxilagoes na
cadeia lateral do anel aromatico; também
tem a capacidade de reduzir ao grupo car-
bonilo e esterificar dos grupos hidroxilo
da fun¢ao alcool priméria. Uma rota me-
tabdlica possivel para a transformacgao
das substratos é discutida.

Palavras-chave: Hidroxilagoes enzi-
matica, reducdo enzimatica da cetona
aromatica, esterificacoe enzimatica do
alcool.

INTRODUCCION

La necesidad de la industria farmacéutica
de obtener moléculas quirales cada vez
més complejas ha propiciado el desarro-
llo de nuevos procesos de biocatélisis o
biotransformacion combinados con nue-
vas tecnologias de ingenieria bioquimica
(1, 2). Las enzimas son excelentes catali-
zadores en las reacciones regio- y
estéreo-selectivas en condiciones suaves
(3, 4). Ademas, pueden aceptar como
sustratos muchos compuestos artificiales.
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Por biotransformacién o biocatalisis
se entiende todo proceso por el que una
sustancia se transforma en otra mediante
una reacciéon o conjunto de reacciones
bioquimicas (5). Aunque la principal
aplicacion de las biotransformaciones en
sintesis organica esta en la preparacion de
compuestos enantiopuros, éstas también
se usan para efectuar transformaciones de
grupos funcionales aquirales, ya que las
biotransformaciones se llevan a cabo ge-
neralmente a temperatura ambiente y pre-
sién atmosférica, evitandose con ello el
uso de condiciones de reaccidn extremas,
las cuales pudieran causar isomerizacio-
nes, racemizaciones, epimerizaciones o
transposiciones (6).

Los hongos fitopatégenos del género
Colletotrichum se han reconocido por su
habilidad para transformar diferentes sus-
tratos organicos (7-10), algunas veces
con la finalidad de hacer frente a los me-
canismos de defensa del hospedero. C.
acutatum es uno de los principales hongos
patégenos en la agricultura, y responsa-
ble de importantes pérdidas econdmicas
en frutales en areas tanto de climas tem-
plados como subtropicales y tropicales
(11-13); en Colombia, este microorganis-
mo afecta principalmente el cultivo de to-
mate de arbol Solanum betaceum (cav.)
sinénimo Cyphomandra betacea (cav.)
(Sendt) (14). Debido a estos factores, la
mayor parte de los estudios llevados a
cabo sobre C. acutatum se han encamina-
do a conocer aspectos relevantes de su
epidemiologia y control, desconociéndo-
se su potencialidad para obtener sustan-
cias quimicas con valor agregado
mediante la biotransformacion de sustra-
tos organicos. En el presente trabajo se
evalu6 la capacidad del hongo fitopa-
tégeno C. acutatum, de transformar los

compuestos 2-feniletanol y acetofenona.
Adicionalmente, se discuten algunas ru-
tas metabllicas empleadas por el
patégeno para la transformacion de tales
sustratos.

MATERIALES Y METODOS

Procedimiento general. La cromatografia
de capa fina (CCF) se realiz6 en cromato-
placas (silica gel 60 F,s,, 0,25 mm,
Merck). Los sistemas de solventes fueron
hexano/acetato de etilo [sistema de sol-
vente 1 (S1), 1:1 (v/v); sistema de solven-
te 2 (S2), 4:6 (v/v)]. Los compuestos se
visualizaron mediante luz UV (254 nm,
310 nm) y vapores de yodo sublimado, o
mediante aspersion con FeCl; al 5%, y
posteriormente la mezcla 4cido acético-
H,SO,-agua (7:1.5:1.5, v/v), seguida por
un calentamiento suave. La cromatogra-
fia de gases (CG) se realiz6 en un croma-
tografo acoplado a espectrometria de ma-
sas, Agilent Technologies modelo 6890
N equipado con una columna de naturale-
za no polar HP-5, 30 m x 0,25 mm d.i.,
0,25 mm de espesor de pelicula. Las con-
diciones del anélisis cromatografico fue-
ron las siguientes: temperatura inicial de
la columna, 50 °C; temperatura del in-
yector, 230 °C; temperatura del detector,
280 °C; programa de temperatura para el
horno: rampa de calentamiento a razén de
10 °C/min hasta 250 °C, y conservada
durante 6 min; tiempo de corrido del
analisis 30 minutos. Como gas de arrastre
se empled N, calidad analitica a un flujo
de 1 mL.min". Las determinaciones de
espectrometria de masas por ionizacion
electrénica (EM-IE) se obtuvieron usan-
do cromatografia de gases- espectrome-
tria de masas (CG-EM), empleando las
condiciones citadas previamente. Los es-
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pectros infrarrojo (IR) se llevaron a cabo
con un espectrometro con transformada
de Fourier Perkin Elmer Paragon 1000
empleando como solvente cloroformo.
Los espectros de resonancia magnética
nuclear (RMN) de protén y carbono-13 se
determinaron usando deuterocloroformo
como solvente en un espectrometro Bru-
ker AMX 300 con 300,12 MHz para el
ndcleo de 'H-y 75,42 MHz para el nicleo
C. Las multiplicidades se establecieron
mediante la secuencia de pulsos *C
JMOD. Los desplazamientos quimicos
estan expresados como valores de o
(ppm) y las constantes de acoplamiento J
en Hertz (Hz). Las biotransformaciones
se realizaron en un agitador orbital tipo
shaker, marca Centricol serie 0239 con
camara de incubacion; los aislamientos e
inoculaciones se realizaron en una
camara de flujo laminar clase 2, tipo A,
de la compafiia de Control de Contamina-
cién Colombiana, modelo CSB-180 A. El

de la placa perforada para la cual se utili-
zaron los frotis del microorganismo
realizados sobre PDA e incubados duran-
te 72 horas, después de lo cual se retira-
ron con un sacabocados de 6 mm de
didmetro los correspondientes cilindros,
que se utilizaron para inocular nuevas ca-
jas que contenian el medio de cultivo y el
sustrato de interés a diferentes concentra-
ciones. El in6culo se coloc en estas cajas
dentro de las perforaciones que se habian
realizado previamente con un sacaboca-
dos de didmetro idéntico. La actividad
antifingica se determiné midiendo los
didmetros de crecimiento micelial cada
24 horas y durante un tiempo de 15 dias.
Las evaluaciones se realizaron por tripli-
cado y se repitieron en el tiempo para ob-
servar la reproducibilidad; los ensayos se
respaldaron con los correspondientes tes-
tigos (blanco absoluto y blanco de solven-
tes). Los porcentajes de inhibiciéon se
calcularon utilizando la expresion:

Diametro promedio del testigo— Didametro promedio del ensayo

% inhibicion=

x100%

Diametro promedio del testigo

patdgeno se obtuvo de frutos comerciales
de tomate de arbol (Solanum betaceum)
infectados con antracnosis, y la identifi-
cacion se realizd mediante caracteriza-
cién morfoldgica y molecular en el labo-
ratorio de fitopatologia de la Universidad
Nacional de Colombia sede Medellin.
Las cepas se mantuvieron en medio de
cultivo solido PDA, a temperatura pro-
medio de 24 °C y humedad relativa de 45
a60%.

Evaluacién de la actividad antifiin-
gica de los sustratos 2-feniletanol 1 y
acetofenona 2. Las evaluaciones se lle-
varon a cabo empleando la metodologia
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Para los sustratos se construyeron las
correspondientes curvas de toxicidad
contra el patdégeno, y para el proceso de
biotransformacion se selecciond la con-
centraciéon que produjo un porcentaje de
inhibicion entre 50 y 60%.

Procesos de biotransformacion. En
el proceso de biotransformacion se utili-
zaron 3 L de medio de cultivo liquido
Czapeck-Dox, preparado con los siguien-
tes componentes: Fuente de carbono y
nitrégeno, disolucion A: 5% de glucosa y
0,1% de extracto de levadura, en agua
destilada (hasta completar 1000 mL);
Micronutrientes, disolucion B: 0,5% de
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K,HPO,, 0,2% de NaNO;, 0,05% de
MgSO,-7H,0y 0,001 % de FeSO, - 7H,0,
en agua destilada (1000 mL). La glucosa
fue sustituida de la formulacion original
por sacarosa en la misma proporcion.
Para la preparacion del medio de cultivo
se esterilizaron por separado las disolu-
ciones A 'y B con el fin de evitar la degra-
dacién de los componentes; la mezcla se
realiz6 antes de su utilizacién, combinan-
do partes iguales en volumen de la disolu-
cién A, By agua estéril. El proceso de
biotransformacion se realizé en erlenme-
yers de base ancha de 1,0 L conteniendo
500 mL de medio. La inoculacién se rea-
liz6 con trozos de siembra en placa por
extendido provenientes de cajas con edad
de 20 dias; se utiliz6 una caja de cultivo
por litro de medio. Los erlenmeyers se
cerraron con tarugos de algodén estéril, y
se realiz6 una preincubacién del hongo
antes del proceso de biotransformacion;
se emplearon las colonias de un aislado
monospérico de C. acutatum cultivadas
durante 7 dias como maximo, en un agita-
dor orbital tipo shaker a 170 rpm. Termi-
nado el periodo de preincubacidn se retird
asépticamente la biomasa, mediante fil-
tracién con un lienzo de nylon estéril, y se
transfirid a un nuevo medio de cultivo
fresco; sobre este material se adicion6
cada uno de los sustratos a las concentra-
ciones que producen inhibiciones del
crecimiento micelial entre 50 y 60%.

El proceso de biotransformacion se
extendi6 por un periodo de tiempo de 14
dias; en este rango de tiempo se espera
que el hongo transforme la mayor parte
posible del sustrato de partida, y en los
medios de cultivo se obtenga una gama
amplia de compuestos, incluyendo inter-
mediarios y productos de biotransfor-
macion mas avanzados.

Estudios en el curso del tiempo. Los
estudios en el curso del tiempo para la
biotransformacién de ambos sustratos se
iniciaron a partir del séptimo dia. Los
muestreos se realizaron cada 48 horas,
retirandose a través de una sonda estéril
50,0 mL de medio de cultivo e incluyendo
parte de micelio; este material se mezclo
con 50,0 mL de etanol al 95% con la fina-
lidad de inhibir el proceso enzimatico y
detener la biotransformacién. Cada una
de las muestras se satur con cloruro de
sodio y se extrajo con tres porciones de
50,0 mL de acetato de etilo. Los extractos
se mezclaron y secaron con sulfato de so-
dio anhidro, y posteriormente se filtraron
y destilaron a presion reducida mediante
un rotaevaporador con una temperatura
inferior a 45 °C. Las muestras fueron
posteriormente pasadas por una columna
de Sephadex LH-20 eluida inicialmente
con una mezcla de éter de petréleo (40-60
°C)-CH,Cl,-MeOH, 2:1:2 v/v, para eli-
minar el material lipidico, y finalmente
metanol. La fraccion obtenida por elusion
con metanol se concentrd a sequedad en
un rotoevaporador, se redisolvi6 con 5,0
mL de cloroformo grado analisis, se filtr6
a través de un microfiltro Whatman (0,45
um), y se almaceno a 4 °C hasta su anili-
sis por CCF y CG-EM. La relacion entre
el sustrato y los productos metabélicos se
determiné con base en el drea de los picos
en CG.

Extraccion y purificaciéon de los pro-
ductos de biotransformaciéon. Finaliza-
da la biotransformacion de cada uno de
los sustratos, los medios de cultivo obte-
nidos se filtraron sobre una malla de
nylon para retirar la mayor parte de la
biomasa (micelio); el filtrado se saturd
con cloruro de sodio y acetato de etilo, y
se sometié nuevamente a un proceso de
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filtracion sobre tierra de diatomeas (celi-
ta). El filtrado se reunid y se extrajo tres
veces con acetato de etilo, empleando en
cada extraccion un tercio de su volumen;
el extracto obtenido se denomind fraccion
neutra. La fase acuosa se llevé aun pH de
2 con solucién de HClal 10%, y se some-
tidé a una nueva extraccion utilizando las
mismas proporciones anteriores de aceta-
to de etilo; el extracto obtenido se deno-
mind fraccion dcida. El micelio se saturd
con cloruro de sodio, se adicion acetona
hasta cubrirlo completamente, y se dejo
en reposo durante una hora. La masa re-
sultante se extrajo tres veces con acetona
y la fase orgénica obtenida se reunid, fil-
trd y destil6 a presion reducida hasta reti-
rar la acetona. El extracto acuoso resul-
tante se saturd con NaCl, y se extrajo con
acetato de etilo tres veces; el extracto ob-
tenido se denomind fraccion micelio.

Mediante analisis comparativo realiza-
do por cromatografia de capa fina se ob-
servo que la fraccion dcida y neutra pro-
venientes de la biotransformacion del
2-feniletanol y la acetofenona, presentan
similitud en su composicion cualitativa,
por ello se reunieron en una sola fraccion y
se denominaron “2FAN”, a la obtenida de
la combinacion de las fracciones dcida y
neutra provenientes del 2-feniletanol, y
“AAN” ala que resulta de la mezcla de las
mismas fracciones pero a partir de la ace-
tofenona. Las fracciones micelio, proce-
dentes de la biotransformacion de los dos
sustratos, no presentaron una composicion
cualitativa (CCF) promisoria por estar
constituidas fundamentalmente por mate-
rial lipidico, y no fueron consideradas en
este anilisis. Los componentes presentes
en las fracciones “2FAN” y “AAN” fue-
ron sometidos a procesos de purificacion
cromatografica, utilizando columnas suce-
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sivas de silica gel 60 y Sephadex LH-20.
La cromatografia de adsorcidn sobre silice
empleaba como sistema de elusién gra-
dientes de polaridad creciente de éter de
petréleo (40-60 °C) y acetato de etilo,
mientras que la cromatografia por exclu-
sibn molecular utilizaba inicialmente el
sistema éter de petrdleo-diclorometano-
metanol en proporcién en volumen 2:1:1y
finalmente metanol.

Aislamiento de los productos de bio-
transformaciéon 3, 4 y 5. La fraccién
“2FAN”, obtenida a partir del 2-fenileta-
nol, se someti6 a CC empleando como
fase estacionaria silica gel 60, y como
fase movil mezclas de polaridad creciente
de éter de petrdleo-acetato de etilo. Las
subfracciones obtenidas se refinaron nue-
vamente mediante cromatografia de per-
meacion en gel empleando Sephadex
LH-20, y como eluente la mezcla éter de
petréleo-CH,C1,-MeOH, 2:1:1 (v/v),
para obtener los productos metabdlicos 3
(36 mg) y 5 (18 mg). Un andlisis por
CG-EM de una fraccion refinada también
reveld la presencia de 4, cuya estructura
se determind mediante comparacion de su
EM-IE con el reportado en la base de da-
tos NIST (19).

Compuesto 3: se aisl6 como un mate-
rial semisolido a temperatura ambiente.
Mediante andlisis CG-EM presentd un
tiempo de retencion, 7z de 10,57 min.
EM-IE, m/z (% intensidad relativa): 138
M]* (8), 120 [M-H,OI" (5), 107
[M-CH;0]* (100), 77 [CeHs]* (48). IR
Vmax (CHClL;) cm™: 3350 (OH), 3100,
2980, 1493, 1454, 1212, 1150. RMN 'H
(300 MHz, CDCl;): 6 7,26 (SH, m); 4,81
(1H, d, H-1); 3,75-3,60 2H, m, H-2 y
2’). RMN BC (75 MHz, CDCL): §
140,98 (C-17), 128,93 (C-3" y 57),
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128,36 (C47), 126,51 (C-2’y 6°), 75,13
(C-2), 68,48 (C-1). El analisis de los es-
pectros de RMN 'H y C revel6 que la es-
tructura del compuesto coincide con la
del 1-fenil-1,2-etanodiol.

Compuesto 4: en el andlisis por
CG-EM present6 un #z de 9,85 min.
EM-IE, m/z (% int. rel.): 136 [M]* (52),
104 [M-CH;0H]* (25), 91 [C;H,]T (100),
77 [CeHst (22), 65 [CsHs]* (32), 51 (28),
45 (44). Este producto de transformacién
se identific6 como el éter metilico del
2-feniletanol, el (2-metoxietil)benceno.

Compuesto 5: se aislé como un liquido
incoloro, viscoso y de olor agradable. En
el analisis CG-EM present6 #z de 10,69
min. EM-IE, m/z (% int. rel.): 104
[M-CH;CO,H]* (100), 91 [C;H,]" (23).
IR vy (CHCL3) cm: 3060, 2950, 1750
(C=0), 1660 (C=C aromaitico), 1490,
1370, 1240. RMN 'H (300 MHz,
CDCly): 6 7,64-7,02 (5H, m), 4,60 (2H,
t,J = 17,0, H-1), 3,01 QH, t, J = 7,0,
H-2), 2,10 3H, s). RMN "*C (75 MHz,
CDCl3): 6 171,46 (C=0), 138,28 (C-17),
129,34 (C2’ y 6°), 128,95 (C3’ y 5),
127,02 (C-4’), 65,38 (C-1), 35,55 (C-2),
21,40 (CHj). El compuesto S presento
una foérmula molecular C,(H,O, de
acuerdo con el EM-IE. A partir de otros
datos espectroscOpicos, S posee un grupo
acetil (0y 2,10; ¢ 171,46, 21,40; vy
1759, 1240 cm™). Las propiedades cro-
matograficas y espectroscopicas de S son
totalmente concordantes con las de una
muestra auténtica de acetato de
2-feniletilo obtenida por acetilacion del
2-feniletanol.

Aislamiento de los productos de bio-
transformacion 1, 3 y 6. La fraccién
“AAN”, obtenida a partir de la acetofe-

nona, se sometié a cromatografia de co-
lumna empleando como fase estacionaria
silica gel 60, y como eluente éter de pe-
tr6leo, mezclas de éter de petrd-
leo-acetato de etilo de polaridad crecien-
te, acetato de etilo puro, y finalmente con
metanol. Las subfracciones obtenidas se
sometieron posteriormente a sucesivas
CC empleando Sephadex LH-20 como
fase estacionaria y la mezcla éter de pe-
tr6leo- CH,Cl,-MeOH, 2:1:1, y final-
mente metanol. Se obtuvieron los pro-
ductos de transformacién microbiana 1 (8
mg), 3 (22 mg) y 6 (19 mg).

Compuesto 1: se aislé como un liquido
incoloro y viscoso. Mediante analisis
CG-EM presentd un tiempo de retencion
tr de 7,88 min. EM-IE, m/z (% int. rel.):
122 [M]* (30), 104 [M-H,0]* (5), 91
[C;H;]" (100). IR v, (CHCL) cm™:
3400 (-OH), 3030, 2950, 1600 (C=C
aromatico), 1493, 1454, 1050. RMN 'H
(300 MHz, CDCl,): 67,27-7,07 (SH, m),
3,69 2H,t,J =7,0,H-2),2,76 2H, t, J
= 7,0, H-1). RMN “C (75 MHz,
CDCl,): 6 134,86 (C-17), 125,09 (C-2’ y
6’), 124,49 (C-3’ y 5°), 122,34 (C-4’),
59,40 (C-1), 35,19 (C-2). Los espectros
de RMN 'H y “C corresponden con los
del 2-feniletanol; adicionalmente, las ca-
racteristicas espectroscopicas (EM-IE,
RMN 'Hy "*C), y el comportamiento cro-
matografico (fz) se compararon con las de
una muestra auténtica de 2-feniletanol
(Merck) coincidiendo perfectamente.

Compuesto 6: se aislo como un liquido
de color amarillo, viscoso. En CG-EM
mostré un tr de 7,15 min. EM-IE, m/z (%
int. rel.): 122 [M]" (20), 107 [M-CH;]*
(100), 77 [CsHs]t (42). IR vpa (CHCLy)
cm': 3386 (-OH), 3040, 2975, 1675
(C=C aromatico), 1492, 1451, 1217.
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RMN 'H (300 MHz, CDCly): §7,38-7,25
(5H,m), 4,88 (1H, c,J = 6,5,H-1), 1,50
(3H, d, J = 6,5). RMN "C (75 MHz,
CDClL): 3 146,51 (C-17), 129,20 (C 2’y
6’), 128,16 (C 4°), 126,10 (C3’ y 5’),
71,09 (C-1), 25,85 (CH3). El producto de
transformacion 6 se identifico como el
1-feniletanol.

RESULTADOS Y DISCUSION

Toxicidad de los sustratos hacia C. acu-
tatum. Previo al proceso de biotransfor-
macion se evalud la toxicidad de los sus-
tratos sobre el microorganismo en medio
s6lido (PDA), a diferentes concentracio-
nes durante un periodo de 14 dias. Los sus-
tratos 2-feniletanol y acetofenona presen-
tan una moderada actividad antifiingica
contra C. acutatum (Figuras 1y 2). A una
concentracién de 1000 mg/L la acetofeno-
na inhibi6 casi completamente el creci-
miento radial del hongo fitopatégeno du-

rante los quince dias de la evaluacién,
mientras que el 2-feniletanol sélo lo hizo
en aproximadamente un 60%. De las Fi-
guras 1y 2 se determind que para una inhi-
bicién del crecimiento radial entre el 50 y
60% después de 14 dias de incubacion, se
requiere de una concentracion de acetofe-
nona de 1000 mg/L y de 2-feniletanol de
750 mg/L. Con estas concentraciones se
llevé a cabo el procedimiento de biotrans-
formacion de los sustratos, a fin de garan-
tizar una adecuada actividad enzimatica y
conversion del sustrato por parte del mi-
croorganismo.

Experimentos en el curso del tiem-
po. La abundancia relativa en el curso del
tiempo para los metabolitos se observo
cualitativamente por CCF y se midi6
cuantitativamente mediante GC (Figuras
3y 4). Eneste sistema, el sustrato de par-
tida 2-feniletanol 1 se transformd princi-
palmentea3dy 5,y tansoloel 20% de 1 se
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Figura 1. Actividad antifingica del 2-feniletanol 1 contra el hongo C. acutatum durante

los 15 dias.
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Figura 2. Actividad antifingica de la acetofenona 2 contra el hongo C. acutatum durante
los 15 dias.
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Figura 3. Experimento en el curso del tiempo de la biotransformacioén de 2-feniletanol 1
por el hongo fitopatégeno C. acutatum: () 2-feniletanol, 1; (®) 1-fenil-1,2-etanodiol,
3; (A) acetato de 2-feniletilo, 5; (O) (2-metoxietil)benceno, 4.
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Figura 4. Experimento en el curso del tiempo de la biotransformacién de acetofenona 2
por el hongo fitopatégeno C. acutatum: ([1) acetofenona, 2; (@) 1-feniletanol, 6; (A)
1-fenil-1,2-etanodiol, 3; (O) 2-feniletanol, 1.

consumi6 durante los 14 dias. El metabo-
lito mayoritario 3 alcanz6 cerca del 12%
de la abundancia relativa pasados los 14
dias, mientras que S present6 en este mis-
mo lapso de tiempo un 9%. Por otra par-
te, a partir de la acetofenona 2, se genera-
ron como productos mayoritarios 3 y 6.
Este ultimo alcanza su mixima concen-
tracién en el décimo dia de biotransfor-
macién. Por su parte, el producto meta-
bdlico 3 se comienza a formar, a expensas
de un declive en la concentracién de ace-
tofenona, luego del octavo dia de bio-
transformacion, y alcanza su concentra-
cion mayoritaria (30% de la abundancia
relativa) pasados 10 dias. Igualmente, el
producto 1 sélo se empieza a producir a
partir del dia 10, a la par con la reduccién
en los niveles de 6 y 2. A diferencia del
sustrato 1, la conversion del sustrato 2
por parte de C. acutatum fue mayor, y

16

cerca de un 90 % del sustrato se metaboli-
z6 pasados los 14 dias del proceso. Estos
metabolitos no fueron detectados por
analisis mediante CCF y CG a partir de
un cultivo de C. acutatum carente de los
sustratos.

A partir de las estructuras de los pro-
ductos obtenidos y los experimentos en el
curso del tiempo, se plantearon las posi-
bles rutas metabdlicas para la biotransfor-
macion de 1 (Figura 5) y 2 (Figura 6) por
el hongo fitopatogénico C. acutatum. En
la transformacion de 1 se manifiesta la ca-
pacidad del microorganismo para efec-
tuar reacciones de esterificacion (acetila-
cién) y formacion de éteres metilicos a
partir de alcoholes primarios, para la pro-
duccion de 5 y 4, respectivamente. Adi-
cionalmente, se aprecia la formacion del
producto de oxidacion 3 (glicol), prove-
niente del proceso oxidativo en el carbo-
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Figura 5. Proceso de biotransformacion del sustrato 2-feniletanol 1 mediante el hongo

C. acutatum.

no bencilico (monohidroxilacién) del
2-feniletanol.

De otro lado, en la biotransformacion
del sustrato 2, el producto 1 se considera
proveniente de laruta 2 =+ 6 = 3 = 1).
En esta secuencia, la acetofenona 2 es ini-
cialmente reducida para formar el alcohol
secundario 1-feniletanol 6; el cual es pos-

Figura 6. Proceso de biotransformacion del sustrato acetofenona 2 mediante el hongo

C. acutatum.

|

teriormente hidréxilado en el carbono
metilico para la produccion del glicol 3.
La dltima etapa implica la conversion del
1,2-diol 3, para la obtencion del 2-fenile-
tanol 1, la cual puede proceder posible-
mente de acuerdo con una secuencia de
deshidratacion selectiva-reduccion (véa-
se Figura 7).

[ td
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Figura 7. Ruta propuesta para la formacion de los productos de la biotransformacién de
acetofenona con el hongo fitopatégeno C. acutatum.

CONCLUSIONES

De la biotransformacion del sustrato
2-feniletanol 1 con el hongo C. acutatum,
se identificaron mediante una combinacién
de RMN 'Hy *C, EM-IE, y por compara-
cioén con los datos cromatograficos y espec-
trales obtenidos para muestras auténticas y
reportados en la literatura, los metabolitos
1-fenil-1,2-etanodiol 3, acetato de 2-fenile-
tilo 5y el éter metilico del 2-feniletanol, y a
partir de la acetofenona 2, se elucidaron los
compuestos 1-feniletanol 6, 2-feniletanol 1
y 1-fenil-1,2-etanodiol 3.

Los resultados sugieren que el hongo
fitopatégeno C. acutatum tiene la capaci-
dad de convertir diferentes sustratos me-
diante reacciones de reducciéon (2 — 6)
y oxidacion (1 — 3) sobre el sustituyente
del anillo aromético. Esta versatilidad
puede ser aprovechada en la sintesis orga-
nica para la obtencion de productos mas
especializados. Adicionalmente, C. acu-

18

tatum produce reacciones metabélicas de
esterificacion (acetilacion) y formacion
de éteres metilicos sobre los sustratos del
tipo alcohol primario, permitiendo desde
el sustrato 1 la obtencidn de los compues-
tos, acetato de 2-feniletilo, 5 y (2-meto-
xietil)benceno, 4.

Los resultados sugieren la posibilidad
de efectuar reacciones de hidroxilacion
en la posicion bencilica, reduccion de
grupos carbonilo y acilaciones sobre al-
coholes primarios empleando el hongo fi-
topatogeno C. acutatum.
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