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RESUMEN GRAFICO

La biotransformacion de los sustratos organicos aromaticos alquil sustituidos,
trans-cinamaldehido y el acido (#)-2,4-isobutilfenilpropandico (ibuprofeno),
mediante el hongo fitopatégeno Colletotrichum acutatum, se realizé empleando
la concentracion minima a la cual estos compuestos presentan una inhibicion en
el crecimiento micelar del 50% (MICsp); los valores obtenidos corresponden a 200
mg/L para el trans-cinamaldehido y 250 mg/L para el ibuprofeno. A partir del
trans-cinamaldehido (A) se obtuvieron los metabolitos alcohol cinamilico (B), 3
fenil-1-propanol (C), y el 3-fenil-1,3-propanodiol (D) y desde el ibuprofeno (F) el

acido-2-[4-(-hidroxi-2-metilpropil)fenil]propandico (G

w Sag @M d“

Productos obtenidos en la biotransformacion del trans-cinamaldehido (A) y el

ibuprofeno (F) con C. acutatum

El seguimiento del proceso de biotransformacion se realizd mediante
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas CG-EM; con la
informacion obtenida se construyeron las correspondientes curvas del progreso
de la reaccion. Se establecio que el ibuprofeno fue metabolizado
mayoritariamente hasta el acido-2-[4-(-hidroxi-2-metilpropil)fenil]propandico y

para el trans-cinamaldehido se determin6 que el metabolito mayoritario fue el 3-
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fenil-1-propanol; en este trabajo se propone una posible ruta metabolica para la

formacion de este compuesto.

Con este estudio se determind la capacidad del hongo fitopatogeno para reducir
el grupo carbonilo y el doble enlace asi como también para realizar

hidroxilaciones sobre el sustituyente alquilico unido al anillo aromatico.

PALABRAS CLAVE

Arilpropanoides, aceites esenciales, acido 2-fenilpropionico, biotecnologia,

productos naturales.
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GRAPHICAL ABSTRACT

The biotransformation of alkyl substituted aromatic substrates, such as trans-
cinnamaldehyde and (x)-2,4-isobutylphenylpropanoic acid (ibuprofen) by the
phytopathogen fungus Colletotrichum acutatum was performed by using the
minimum concentration at which these compounds inhibit the mycelial growth on
50% (MICsp); the values obtained were 200 mg/L for trans-cinnamaldehyde and
250 mg/L for ibuprofen. From trans-cinnamaldehyde (A) were obtained after
biotransformation cinnamyl alcohol (B), 3-phenyl-1-propanol (C) and 3-phenyl-
1,3-propanediol (D); while, from ibuprofen (F) was isolated 2-[4-(-hydroxy-2-
methyl propyl)phenyl] propanoic acid (G).

0]

OH
AN X oH OH o
H B — + +
A B C D
@)Y O
)
—_—
OH
OH
HO
F

Products obtained by the biotransformation of the trans-cinnamaldehyde (A) and

the ibuprofen (F) with C. acutatum

The biotransformation process was monitored by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS), and with the data obtained were constructed curves
to followed the progress of these reactions. It was found that trans-
cinnamaldehyde and ibuprofen were mainly biotransformed to 3-phenyl-1-
propanol and 2-[4-(hydroxy-2-methyl propyl)phenyl] propanoic acid, respectively.
In addition, in this paper it was hypothesized a possible metabolic route for the

biotransformation of this compound.
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With this study we determined the capability of this phytopathogenic fungus to
reduce the carbonyl group and the double bond C=C, as well as the hydroxylation

of the alkyl substituent attached to the aromatic ring.

KEY WORDS: Arylpropanoids, bioconvertion, essentials oils, 2-phenylpropionic
acid, natural products.
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1. INTRODUCCION

En las Ultimas décadas, las biotransformaciones se han estudiado extensivamente
porque son consideradas importantes para modificar compuestos organicos de
bajo costo y obtener productos con alto valor agregado, los cuales en muchos
casos son dificiles de obtener de fuentes naturales o por medios sintéticos.
Mediante el empleo de esta técnica, se ha logrado introducir y optimizar un gran
nimero de reacciones para ser empleadas en la sintesis de moléculas quirales de
importancia en la industria farmacéutica (Luna, 2004; Sharma et al., 2005), de
cosméticos (Veit, 2004), agroquimicos y de materiales especializados, entre otras
(Liu et al., 2004).

Las biotransformaciones se caracterizan por la versatilidad, la eficiencia, la
regioselectividad, la quimioselectividad y la enantioselectividad de los procesos
enzimaticos implicados (Shaw et al., 2003); ademas, el metabolismo de los
sustratos sometidos a biotransformacion, ocurre bajo condiciones suaves y con
bajo consumo de energia; los reactivos y solventes que se utilizan regularmente
en estos procesos poseen baja toxicidad, y por ello son considerados amigables
con el ambiente y se pueden ubicar en el campo de la biotecnologia blanca o la

quimica verde (Davies, 2007).

Entre la gran diversidad de organismos que son empleados en
biotransformaciones, los hongos fitopatdgenos constituyen una agrupacion
interesante debido al gran numero de géneros y especies que la conformany a la
variedad de procesos enzimaticos que es posible alcanzar en ellos. A nivel
internacional se han utilizado pocas especies del género Colletotrichum (hongo
causante de la antracnosis) para realizar biotransformaciones, estos estudios
indican que las reacciones metabdlicas mas frecuentes de estos hongos son las

reducciones de dobles enlaces C-C, de compuestos carbonilos, asi como las
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hidroxilaciones; estos procesos son en la gran mayoria de los casos

estereoselectivos (Garcia et al., 2003).

En Colombia las especies de estos patogenos se han estudiado desde el punto de
vista fitosanitario en la busqueda de estrategias de control en los cultivos donde
ellos son hospederos; desconociendo su potencialidad para efectuar

biotransformaciones.

Estudios preliminares llevados a cabo por el Grupo de Productos Naturales y los
Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin, han
demostrado que Colletotrichum acutatum vy Colletotrichum gloesporioides
poseen capacidad alta para modificar sistemas aromaticos y/o sus sustituyentes
alquilicos (Aristizabal et al., 2008). Estas reacciones pueden ser aprovechadas
con el fin de obtener productos con actividad bioldgica potenciada o precursores

sintéticos con alto valor agregado.

Los sustratos organicos aromaticos trans-cinamaldehido (A) y el acido (z)-2,4-
isobutilfenilpropandico (ibuprofeno) (F) (figura 1), son compuestos de bajo costo
comercial, con alta disponibilidad y con similitud estructural (moléculas alquil
sustituidas), las cuales no son entidades importantes desde el punto de vista
sintético, con las cuales se logro ampliar el conocimiento de las modificaciones
estructurales llevadas a cabo por C. acutatum sobre compuestos del tipo arenos,
permitiendo acumular informacion del poder biotransformador de este
fitopatogeno, que ayudara en la mejor implementacidon de este sistema para la
busqueda de productos con potencial comercial en diferentes campos de la

industria.

Los compuestos mayoritarios se aislaron mediante técnicas cromatograficas y se
caracterizaron mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos (IR, RMN
'Hy 3C, MS), en este estudio también se determiné la variacion porcentual de

los sustratos y los productos formados mayoritariamente en el tiempo.
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2.1

2.2

7
°e

2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Realizar las biotransformaciones de los sustratos trans-cinamaldehido y del
acido (x)-2,4-isobutilfenilpropandico (ibuprofeno) mediante el hongo

filamentoso Colletotrichum acutatum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar y purificar mediante el empleo de diferentes técnicas
cromatograficas, los productos mayoritarios de las biotransformaciones de
los sustratos acido (*)-2,4-isobutilfenilpropandico (ibuprofeno) y trans-

cinamaldehido.

Identificar los productos de las biotransformaciones de los sustratos
ibuprofeno y trans-cinamaldehido realizadas por el hongo filamentoso
fitopatogeno C. acutatum, utilizando las técnicas modernas de

espectroscopia y espectrometria.

Realizar un acercamiento al estudio de la cinética del proceso de
biotransformacion de los sustratos trans-cinamaldehido e ibuprofeno
empleando las técnicas de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

o de gases-espectrometria de masas (GC-EM).

21



3. MARCO CONCEPTUAL

3.1 ASPECTOS GENERALES DEL PROCESO DE BIOTRANSFORMACION

La dinamica enzimatica de los sistemas biologicos ha sido explotada por los seres
humanos desde épocas muy remotas para la obtencion de compuestos o
materiales importantes, la Biblia hace alusion a la elaboracion del vino y el
vinagre y aunque no describe detalladamente el proceso de su obtencion, si hace
referencia tacita a las metodologias de su elaboracion; igualmente la aplicacion
de levaduras para la elaboracion de pan y quesos fermentados provienen de
épocas muy antiguas. En las Ultimas décadas los desarrollos industriales y la
necesidad de nuevos materiales con aplicaciones novedosas han potencializado el
resurgimiento de algunas técnicas biotecnoldgicas ya conocidas y el desarrollo de
otras mas elaboradas que son consideradas como alternativas importantes de
investigacion, ya que posibilitan la obtencion de un gran numero de materiales

especializados (Davies, 2007; Serra et al., 2005; Boaventura et al., 2004).

Los procesos de biotransformacion se definen como la utilizacion de sistemas
biolégicos completos (organismos superiores, microorganismos, plantas, algas
etc.) o sus partes (6rganos, enzimas o células) para realizar modificaciones
estructurales sobre compuestos exogenos (Borges et al., 2008). En todos los
casos, las reacciones son llevadas a cabo por enzimas (Bastos, 2005); sin
embargo, las enzimas puras son escasas y tienen un alto valor econdémico, por lo
cual se presenta una gran preferencia por los sistemas biologicos completos con
lo que se favorece el crecimiento rapido y la formacion de sistemas

multienzimaticos (Borges et al., 2008).

Segun Hanson (1995), los procesos de biotransformacion al ser comparados con
los métodos clasicos de la quimica presentan varias ventajas frente entre las que

se destacan:

22



% Las reacciones no solo son regio y estereoespecificas, sino que también se
pueden obtener productos quirales enantioespecificos a partir de mezclas

racémicas.

% Las condiciones de trabajo en los procesos de biotransformacion son

moderadas.

% En la mayoria de los casos no se requiere la proteccion de grupos

funcionales especificos del sustrato.

« Las razones que gobiernan la regiospecificidad difieren de las que
controlan los procesos quimicos, por ello, se pueden obtener

biotransformaciones sobre centros quimicamente no reactivos.

% Algunos procesos son mas econdémicos y los productos se obtienen de

manera mas directa que en los procesos quimicos analogos.

« Las reacciones generalmente ocurren bajo condiciones menos

contaminantes para el ambiente.

La aplicacion mas inmediata de las biotrasformaciones radica en la obtencién de
compuestos quirales y sintones aplicables a la sintesis asimétrica de moléculas de
interés comercial tales como: medicamentos, intermediarios farmacéuticos,
aditivos para alimentos, agroquimicos, entre otros (Schmid et al., 2001; Burton
et al., 2002; Schoemaker et al., 2003).

La principal desventaja de las biotransformaciones que utilizan sistemas
completos radica en que el proceso puede ser impredecible debido a la
participacion simultanea de la mezcla heterogénea de enzimas que pueden
encontrarse, ademas muchos procesos de biotransformacion no estan
completamente esclarecidos (Verrall y Warr, 1998) y aunque en los Ultimos 15
anos se ha acumulado una gran cantidad de informacion respecto a las

posibilidades tecnologicas que ofrecen muchos organismos no se ha logrado
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racionalizar adecuadamente el comportamiento a nivel del género.
Adicionalmente, existen muchas reacciones quimicas para las cuales no existe, o
se desconoce una biotransformacion equivalente. Sin embargo, con el
conocimiento de las modificaciones generales que un organismo puede realizar
frente a un sustrato determinado, es posible predecir el tipo de reaccion que se
llevara a cabo en compuestos que posean similitud estructural (Verrall y Warr,
1998).

3.2 GENERALIDADES DEL trans-CINAMALDEHIDO

El cinamaldehido (figura 1) es el mayor constituyente del aceite esencial de la
canela obtenida de la corteza de los arboles del género Cinnamomun, familia
Lauraceae (Cheng et al., 2008; Yen and Chang, 2008). Este aldehido es un
compuesto aromatico clasificado dentro de los arilpropanoides, ampliamente
usado en perfumeria, en las industrias alimenticia y farmacéutica (Singh et al.,
2007).

Figura 1. Estructura del cinamaldehido

Los aceites esenciales obtenidos de las especies del género Cinnamomun y los
metabolitos puros presentan actividades biologicas; para el cinamaldehido se ha
reportado actividad antibacterial (Singh et al., 2007), antifingica (Yen and
Chang, 2008; Singh et al., 2007; Tung et al., 2007; Cheng et al., 2006; Wang et
al., 2005), antioxidante (Singh et al., 2007), y tiene efecto hipoglicémico e
hipolipidémico (Babu et al., 2007; Lee, 2002), entre otras.

La baja toxicidad relativa para los mamiferos y las propiedades multiples de los

aceites esenciales, han permitido que muchos de estos metabolitos sean
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aceptados para su uso en comestibles; en Estados Unidos el cinamaldehido esta
aprobado por la Food Drug Administration (FDA) como un saborizante seguro.
También esta incluido en la lista Council Europa de sustancias que pueden ser
empleadas como alimentos (Council of Europa, 2000) y la junta internacional
FAO/WHO (Joint Expert Committee on Food Additives JECFA, 2000) reportaron
que este material no tienen riesgos al ser consumido como saborizante en

alimentos.

Rodriguez et al., (2007), reportaron la potencialidad de este sustrato al ser
impregnado sobre el papel utilizado en el empaquetamiento de frutos, para
inhibir el crecimiento de hongos y bacterias, que actian como patdgenos en los
procesos de poscosecha de frutas; en los ensayos realizados se observo la
inhibicion completa del crecimiento de Candida albicans, Aspergillus flavus y
Eurotium repens y disminucion de Penicillium nalgiovense vy Penicillium
roqueforti; también es activo frente a las bacterias Gram-negativas Salmonella
cholerasuis, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica y Pseudomonas aeruginosa.
En Sri Lanka fue sugerido como un compuesto que puede ser impregnado en el
papel utilizado para empacar Rambutan, una fruta tropical de este pais, y
controlar el crecimiento de Botryodiplodia theobromae, Colletotrichum
gloeosporioides y Gliocephalotrichum microchlamydosporum, hongos que causan
la pérdida en post-cosecha de este producto (Sivakumar et al., 2002); también
inhibié el crecimiento de Pseudomonas putida en camarones precocidos al ser
usado en simultaneidad con rayos gamma (Ouattara et al., 2001), y presentd una
alta efectividad al ser fumigado en aire caliente a 50°C para el control de seis

serotipos de Salmonella en semillas de alfafa (Weissinger et al., 2001).

En términos generales, los arilpropanoides presentan una gran demanda
industrial debido a sus comportamientos biologicos y a las posibilidades
tecnolégicas que ofrecen sus derivados obtenidos mediante modificaciones
estructurales; en el contexto comercial los productos obtenidos mediante

transformaciones microbiologicas son considerados naturales (Xu et al., 2007) y
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este calificativo es un factor importante en el caso de los arilpropanoides,
debido a que pueden ser modificados por via metabolica o enzimatica sin perder
dicha categoria, esto hace que esta tecnologia bioldgica se presente como una
ruta importante para la produccién a gran escala de derivados de estas
moléculas. En la tabla 1, se presentan algunas biotransformaciones de

arilpropanoides, realizadas por microorganismos o cultivos celulares de plantas.

Tabla 1. Biotransformaciones de arilpropanoides con diferentes organismos

i Productos de Ila|Tipo de
Sustrato Organismo . . P .. Referencia
empleado biotransformacion | reaccion
(0] OH
AN " N
i Reduccion Machado et
. Manihot al., (2006)
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hido Manihot Alcohol cinamilico
dulcis
o OH
©/\/LH AN
Peganum . Asghari t
3 Reduccion sghan €
. harmala al., (2004)
Cinamalde-
hido Alcohol cinamilico
COOH COOH
. é@@
Paecilomyces I (ll) (I Oxidacion, Sachan et
. s descarbo-
variotii p-hidroxibenzaldehido(l), | yilacion al., (2006)
. acido p-
Acido p- hidroxibenzdico(ll), y
cUmarico acido protocatéico (Ill)
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Continuacion tabla 1.

Organismo Productos de la|Tipo de .
Sustrato . .. .. Referencia
empleado biotransformacion | reaccion
OH
O .
Manihot X
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3-fenil-2- dulcis 3-fenil-2-metil-
metil- propenol
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/ O H
N COOH
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Streptomyces S Ghosh et
°™ | sannanensis xilacion al., (2007)
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pumilus r xilacion
Vainillina ~ Acido Acido
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Continuacion tabla 1.

Organismo Productos de la|Tipo de .
Sustrato . - .. Referencia
empleado biotransformacion | reaccion
H
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Z E s
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3.3 GENERALIDADES DEL ACIDO ()-2,4-ISOBUTILFENILPROPANOICO
(IBUPROFENO)

Los acidos 2-fenilpropionicos (2-APAs) representan un subgrupo importante
dentro de los medicamentos antiinflamatorios no esteroidales, el ibuprofeno,
(nombre IUPAC, acido (+)-2,4-isobutilfenilpropandico, (figura 3) es un derivado
del acido propionico que posee un centro quiral, y si bien ambos enatiémeros son
efectivos como analgésicos, solo el enantiomero (S) es el anti-inflamatorio
(Clayden et al., 2001).

Segun Cann y Connelly, (2000), la compaiia Boots PLC, patentd la sintesis de
este compuesto en 1961 (U.S Patente 3.385.886), y fue empleada durante
muchos anos por la industria farmacéutica. Sin embargo, debido a que este
proceso producia una alta cantidad de desechos y a la expiracion de la patente,
en 1991 se obtuvieron dos nuevos procesos patentados con mejores rendimientos
y alta reduccion en los desechos (U.S. Pat. 4.981.995 y U.S. Pat. 5.068.448).

El ibuprofeno se comercializa como medicamento bajo la forma de una mezcla
racémica y es particularmente interesante la inversion metabdlica que sufre el
isomero (R) en los mamiferos y en los humanos, que conduce a la formacion del
enantiomero activo (S) (figura 2). El modo de accion de este medicamento se da
como resultado de la inhibicion de la sintesis de la prostaglandina sintetasa
(Rhys-Williams et al., 1998).

H

X T

(R)-ibuprofeno (enantiomero Enol aquiral (S)-jbuprofeno (Enantiomero
inactivo) activo)

Figura 2. Enolizacion del (R)-ibuprofeno y obtencion del (S)-ibuprofeno (Clayden
et al., 2001)
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Chen and Rosazza (1994), reportaron la biotransformacion del ibuprofeno con
especies de Nocardia sp., el 50% del sustrato fue convertido en ibuprofenol y
acetato de ibuprofenol (figura 3). El ibuprofeno recuperado fue el isbmero S (+)
con un exceso enantiomérico del 47.9%. Los investigadores sugirieron que la cepa
de Nocardia sp. empleada, contiene la enzima acido carboxilico reductasa la cual

es R-(-)-selectiva y actlia sobre la mezcla racémica del (z)-ibuprofeno.

H,

wCOOH

/ S-(+)-Ibuprofeno
o 0o
OH
X COOH \<
—

Acetato de ibuprofenol
(¢)-Ibuprofeno \ (¢)-1buprofenol

H

S-(-)-Ibuprofenol

Figura 3. Ibuprofeno y los metabolitos aislados productos de la biotransformacion

con Nocardia sp (Chen and Rosazza, 1994)

Muchas investigaciones han sido desarrolladas con el fin de obtener el
enantiomero activo del ibuprofeno. En este sentido, los procedimientos
enzimaticos han surgido como tecnologias atractivas y prometedoras que
presentan una excelente estereoselectividad bajo condiciones moderadas de
reaccion. Las lipasas obtenidas de diferentes microorganismos como Candida sp
(Liu et al., 2009), Candida antarctica (Contesini et al., 2006; Ducret et al., 1998;
Arroyo and Sinisterra, 1994), Rhizomucor miehei (Contesini et al., 2006; Sanchez
et al., 2000; Lopez-Belmonte et al., 1997), Candida rugosa (Contesini et al.,

2006; Cardenas et al., 2001), Thermomyces lanuginosa, Aspergillus niger y
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Aspergillus terreus (Contesini et al., 2006), Candida cylindracea (Kim and Lee,
1996; Lee et al., 1995), Achremonium murorum, Monascus mucoroides, Monascus
sp., Arthroderma ciferri, Fusarium poae, Fusarium solani, Fusarium oxysporum,
Penicillium chrysogenum, Ovadendron sulphureo-ochraceum, y Rhodotorula
araucariae (Cardenas et al., 2001), entre otras, han sido empleadas con este fin
y se ha encontrado que estas catalizan la esterificacion del (R,S)-ibuprofeno con
alcoholes lograndose obtener los esteres correspondientes, segun el medio de
reaccion utilizado; en la figura 4 se presenta la reaccion general empleando

como solvente propanol.

O
(o)

COOH/ (R)-ibuprofenato de propilo
" .

\ S O\/\
(+)-lbuprofeno

o

(S)-ibuprofenato de propilo

Figura 4. Resolucion de una mezcla racémica de ibuprofeno mediante el empleo

de lipasas (Cardenas et al., 2001)

3.4 CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS ESPECIES DE Colletotrichum

Los hongos filamentosos del género Colletotrichum y su teleomorfo Glomerella
son los causantes de danos importantes en las cosechas de las regiones tropicales
y subtropicales alrededor del mundo. Los cereales, las legumbres, los vegetales,
las plantas ornamentales y los arboles frutales son seriamente afectados por este
patogeno (Waller, 1992), igualmente las especies de Colletotrichum se
encuentran atacando una variedad amplia de especies silvestres y maderables
(Garcia, 2001).
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La enfermedad producida por Colletotrichum es conocida como antracnosis, y se
observa tanto en plantas en desarrollo como en adultas; cuando la infeccion se
presenta en los cultivos jovenes las pérdidas pueden alcanzar hasta el 100%
(Fernandez et al., 2000). Este fitopatogeno ataca preferencialmente las partes
aéreas de las plantas; sin embargo, los tejidos inferiores, tales como, raices y
tubérculos también pueden ser afectados (Freeman et al., 1998). El ataque se
puede dar tanto a frutos en formacion (pre-cosecha), como a los ya maduros
almacenados (post-cosecha). La habilidad del hongo para causar infecciones
latentes o quiescentes hacen de este hongo el patogeno mas importante en post-

cosecha (Cannon et al., 2000).

La diversidad genética de las especies de Colletotrichum, su alta variabilidad
bajo condiciones de cultivo y la facilidad para adaptarse a un hospedero, hacen
dificil la clasificacion de los especimenes aislados; sin embargo, una
sistematizacion satisfactoria se puede obtener si se tienen en cuenta criterios
tales como: morfologia, temperatura optima de crecimiento, compatibilidad
vegetativa, sensibilidad al benomil y descripcion molecular (Freeman et al.,
1998, 2000).

De manera general, los micélogos y fitopatologos aceptan que el gran nimero de
especies pueden ser limitado a un numero racional de especies o especies mas
complejas, dentro de las que se pueden incluir Colletotrichum gloeosporioides,
Colletotrichum dematium, Colletotrichum lindemuthianum y Colletotrichum
acutatum, las cuales se consideran especies acumulativas compuestas por
diversas subpoblaciones (Freeman et al., 1998; Vinnere et al., 2002). En la figura
5 se presenta la variacion en el color y la morfologia en un cultivo de C.

acutatum sensu Simmonds.

En Colombia las especies de Colletotrichum son muy diversas y se encuentran
afectando a un gran numero de plantas; en algunos cultivos econémicamente
importantes el patogeno alcanza la categoria de limitante de la produccién, para

32



lograr un mejor control de las poblaciones es de gran importancia la
caracterizacion adecuada de las especies involucradas y los estudios se han
extendido a los cultivos de guanabana (Annona muricata), tamarillo (Solanum
betacea cav. Sendt), mango (Mangiffera indica) y varias especies de passifloras.
Los resultados mostraron que de los 54 aislamientos obtenidos de guanabana, el
89.3% correspondieron a la especie C. gloeosporioides, el 8.9% a C. acutatum y el
1.7% a una especie no identificada (Alvarez, et al., 2004). Ademas, Afanador-
Kafuri et al., (2003) reportaron que la especie predominante en tamarillo fue C.

acutatum mientras que en mango y passifloras fue C. gloeosporioides.

2000
R X
2900

Fig. 5. Fotografia de cultivos de C. acutatum sensu Simmonds (Peres et al., 2005)

A pesar de que las pérdidas economicas producidas por la actividad fingica de
estos patogenos a nivel mundial son enormes, el conocimiento adquirido sobre su
especificidad y nivel de dano a especies vegetales particulares, ha permitido su
utilizacion en el control de especies vegetales arbenses, este es el caso de C.
gloeosporioides f. sp. malvae (Penz.) Penz. & Sacc. utilizado como el primer

mico-herbicida registrado en Canada con el nombre de BioMal® (Makowski y
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Mortensen,1992). En una forma paralela la exploracion de sus posibilidades
enzimaticas puede viabilizar el disefno de un control racional del patogeno u
obtener las bases sobre su potencialidad en procesos de biotransformacion de
sustratos organicos; en este sentido actualmente, varias especies de

Colletotrichum son empleadas en procesos de biotransformacion.

3.5 BIOTRANSFORMACIONES CON ESPECIES DEL HONGO FILAMENTOSO
FITOPATOGENO Colletotrichum

En la literatura cientifica se encuentran publicados un buen nimero de trabajos
de biotransformacion desarrollados con hongos fitopatégenos que causan dafos
en cultivos de importancia comercial; en algunos casos, los sustratos utilizados
son compuestos antifungicos y en los estudios se pretende elucidar los
mecanismos de detoxificacion empleados por el patogeno, con el fin de
esclarecer su dinamica enzimatica y fundamentados en ella desarrollar
antimicéticos potencialmente mas activos (Daoubi et al., 2005a; 2005b; Bustillo
et al., 2003). En otras ocasiones, los compuestos utilizados como sustratos tienen
alguna similitud estructural con los metabolitos producidos por el hongo; en
muchos casos estos compuestos tienen importancia econémica y se pretende
aumentar su produccion por parte del organismo (Ortiz et al., 2006; Collado et
al., 1998). El mayor nimero de sustratos empleados en biotransformaciones no
tienen ninguna relacion con el patdgeno y son evaluados por sus caracteristicas
estructurales con la finalidad de modificarlos y obtener productos con mayor
valor agregado (Ghoumari et al., 2006; Garcia et al., 2004; Boaventura et al.,
2004).

Varias especies del género Colletotrichum han sido utilizadas en procesos de
biotransformacion, con la finalidad de estudiar las caracteristicas de las
reacciones que estos microorganismos pueden realizar sobre diferentes sustratos,

y sus posibles aplicaciones sintéticas e industriales. La especie C. gloeosporioides
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(Penz.) Penz & Sacc. (teleomorfo Glomerella cingulata) ha sido la mas empleada
(Garcia et al., 2003).

Las modificaciones microbioldgicas de esteroides son un método ampliamente
usado para la preparacion de hidroxiesteroides importantes, empleados como
intermediarios en quimica farmaceltica. Los compuestos 3B-hidroxi-5-
androsteno-17-ona (1) y 15B-163-metilen-dehidroepiandrosterona (2), fueron
biotransformados mediante Colletotrichum lini obteniéndose 3B,7a-dihidroxi-5-
androsten-17-ona (3), 38,7a,15a-trihidroxi-5-androsten-17-ona (4) y 7a-hidroxi-
15B3-16[3-metilen-dehidroepiandrosterona (5), como se observa en la figura 6. Los
metabolitos obtenidos son intermediarios importantes utilizados en la sintesis de
esteroides farmacologicamente activos (Romano et al., 2006), igualmente estos
autores reportan la modificacion de varios parametros del proceso hasta lograr
las condiciones optimas de la biotransformacion de (1) y (2) las cuales fueron: 30
°C, concentracion del micelio = 10 g/L, concentracién del sustrato = 1g/L (en un
buffer fosfato a pH 6.4), emple6 de dimetilformamida (2%, v/v) como co-
solvente y reutilizacion del micelio luego de estabilizarlo empleando glucosa

como co-sustrato.

HO' 5
2

Figura 6. Hidroxilaciones de 3B-hidroxi-5-androsteno-17-ona (1) y 1583,16p-

metilen-deidroepiandrosterona (2) por C. lini (Romano et al., 2006)
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El acido betulinico (6) y el acido betulonico (7) son triterpenos encontrados en
varias especies de plantas, estos materiales tienen importancia farmacoldgica
por sus propiedades biologicas tales como anti-cancer y anti VIH. Estos dos
metabolitos fueron biotransfomados con Colletotrichum obteniéndose el acido 3-
oxo-15a-hidroxilup-20 (29)-en-28-oico (8) a partir tanto de (6) como de (7);
mientras que el acido 3-oxo-7,15a-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico (9) se obtuvo
a partir de (6)(figura 7). Los derivados obtenidos provienen de oxidaciones
enzimaticas muy similares a las que ocurren normalmente en el metabolismo de
los mamiferos; lo cual le brinda a este proceso la potencialidad de ser utilizado
en el estudio de la asimilacion de estos compuestos por mamiferos (Bastos et al.,
2007).

8 R'=OH, R=R"=R"= H
9 R=R'= OH, R"=R"=H

Figura 7. Biotransformacion de el acido betulinico (6) y el acido betulonico (7)

por G. gloeosporioides (Bastos et al., 2007)

En la busqueda de moléculas con potencial antitumoral, Akihisa et al., (2006),
biotransformaron los triterpenos, cicloartenol (10), 24-metilenecicloartanol (11)
y cicloartenona (12) utilizando el hongo Glomerella fusarioides; en la
bioconversion se obtuvo, a partir de (10), cicloartenona (12), cicloart-25-en-
38,24-diol (13), y cicloartano-38,24,25-triol (14). A partir de (11) se obtuvo,
cicloeucalenol (15), 24-metilcicloartano-38,24,24'-triol (16), y 24'-metoxi-24-
metilcicloartano-38,24-diol (17) y a partir de (12) 4R,4B,14R-trimetil-98,19-
ciclopregnano-3,20-diona (18), cicloartano-3,24-diona (19), 24-hidroxicicloart-25-
en-3-ona (20), (23E)-25-hidroxicicloart-23-en-3-ona (21), 24,25-
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dihidroxicicloartan-3-ona (22), y 25-hidroxi-24-metoxicicloartan-3-ona (23)

(figura 8).
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Figura 8. Biotransformacion de cicloartenol (10), 24-metilencicloartanol (11), y

cicloartenona (12) por G. fusarioides (Akihisa et al., 2006)

Como se observa en la figura 8, en la biotransformacion de los tres cicloartanos

se formaron metabolitos con diversas modificaciones estructurales, tales como:
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oxidacion del grupo hidroxi del carbono C-3 (12), hidroxilaciones de las cadenas
laterales (13, 14, 16, 17, 20-23) y rompimiento de la cadena carbonada (18),
demetilacion en C-4 (15), hidroxilaciones en C-24 (13, 14, 16, 17, 20y 22) y
metoxilaciones en este mismo carbono (23). Los productos con modificaciones en
C-24 estan constituidos por mezclas de los esteroisomeros en igual proporcion.
La transformacion de (12) en (23) constituyd el primer reporte de una
modificacion estructural de un compuesto tipo cicloartano, en uno con cadena

lateral tipo pregnano (Akihisa et al., 2006).

C. gloeosporioides también ha sido empleado en la biotransformacion de (+)-1-
(4’-clorofenil)-2-feniletanol (24), como productos de la reaccion se obtuvieron
cuatro compuestos:  (1RS,2SR)-1-(4’-clorofenil)-2-feniletano-1,2-diol  (25),
(1S,25)-1-(4’-clorofenil)-2-feniletano-1,2-diol (26), (R)-2-hidroxi-2-(4’-clorofenil)
acetofenona (27) y bencil-4’-clorofenil cetona (28) (figura 9). Asi mismo, la
acetilacién con anhidrido acético en piridina de la fraccion polar permitié la
obtencion de tres compuestos adicionales: (1R)-2-(2’-acetoxifenil)-1-(4’-
clorofenil) etil acetato (29), (1R)-2-(3’-acetoxifenil)-1-(4’-clorofenil) etil acetato
(30) y (#)-2-(4’-acetoxifenil)-1-(4’-clorofenil) etil acetato (31). Ademas, los
investigadores concluyeron que el hongo tuvo preferencia por el enantiomero
(1R)-(+)-1-(4’-clorofenil)-2-feniletanol; adicionalmente, la hidroxilacion en C-2
de 24 indica que la transformacién muy seguramente es realizada por la accion
de monooxigenasas, y que la biotransformacién de 25 en 28, se debe a la
presencia de dehidrogenasas, lo cual se confirma con el aislamiento de 27
(Bustillo et al., 2003).
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Figura 9. Biotransformacion de (+)-1-(4’-clorofenil)-2-feniletanol (24) por G.

gloeosporioides (Bustillo et al., 2003)

Widrol (32) es un compuesto al cual se le ha reportado actividad antifungica, fue
biotransformado por C. gloeosporioides obteniéndose productos oxidados con
alta regioselectividad en el carbono C-10 asi: 10-oxowidrol (33), 10B-
hidroxiwidrol (34), 10a-hidroxiwidrol (35), y 14a-hidroxiwidrol (36), (figura 10).
Estos compuestos fueron inactivos a 100 mg/L contra Botrytis cinerea (Ortiz et
al., 2006).

32 R=R'=H

34 R=BOH, R'=H
35 R=0aOH, R'=H
36 R=H, R'=OH

Figura 10. Biotransformacion de widrol por C. gloeosporioides (Ortiz et al., 2006)

El isosteviol (IUPAC: acido ent-16-cetobeyerano-19-oico) (37), es un diterpeno
tetraciclico que presenta actividades biolégicas (Bracht et al., 1985;
Yamamoto, et al., 1985; Ishii, et al., 1987), ha sido biotransformado con el fin
de potenciar su bioactividad. Como se observa en la figura 11, la transformacion
microbioldgica con G. cingulata dio como Unico producto el 17-hidroxi-isosteviol
(38; IUPAC: acido ent-17-hidroxi-16-oxobeyerano-19-oico), el cual presento
actividad de inhibicion significativa en un ensayo preliminar de

quimiopreventivos (Akihisa et al., 2004).
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Figura 11. Biotransformacion de isosteviol (37) por G. cingulata (Akihisa et al.,
2004)

Miyazawa y Sakata, (2007) biotransformaron con G. cingulata el alcohol
sesquiterpénico (+)-cicloisolongifolol (39), obteniendo el producto mayoritario
deshidratado (+)-dehidrocicloisolongifolena (40) y otros productos minoritarios
(figura 12). El metabolito (40) también fue obtenido mediante sintésis a partir de
(39) con un rendimiento del 34%; mientras que en la biotransformacion el

rendimiento alcanzado fue del 74%.

Figura 12. Biotransformacion de (+)-cicloisolongifolol (39) por G. cingulata
(Miyazawa y Sakata 2007)

Las isoflavonas son productos naturales a los que se les reportan multiples
actividades biologicas. Mediante la biotransformacion de este tipo de moléculas
se pueden obtener isoflavonas con mayor actividad bioldgica; igualmente en el
estudio se logré elucidar la ruta metabolica del proceso. Asi, el compuesto
ditiglato de daidzeina (41) fue biotransformado con G. cingulata y se observo la
hidrolisis de los carbonos 7 y 4 dando origen a daidzeina (42) la cual es una

isoflavona con actividad antioxidante (figura 13), en el proceso la bioconversion
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alcanzo el 50% de (41) y el mismo porcentaje de formacion de (42) en siete dias
(Miyazawa et al., 2006).

Figura 13. Biotransformacion de ditiglato de daidzeina (41) por G.cingulata

(Miyazawa et al., 2006)

El (+)-a-Bulnesena (43), es un sesquiterpeno con actividad insecticida, que fue
bitransformado con G. cingulata obteniéndose mayoritariamente (4S,5S,7R)-
1(10)-guaien-11,13,15-triol (44). En la figura 14 se observan las oxidaciones del
grupo isoprenilo en los carbonos 11 y 13 y en el carbono metilico 15. El
metabolito (44) tuvo una abundancia relativa del 25% después de 10 dias de
iniciado el proceso; mientras que el sustrato de partida se consumio en un 40% en

el mismo periodo de tiempo (Miyazawa y Sugawara, 2005).

43 44

Figura 14. Biotransformacion de (+)-a-Bulnesena (43) por G.cingulata (Miyazawa

y Sugawara, 2005)

Krishna et al., (2004) bitransformaron con C. capsici la cumarina (45) y la 6-
metilcumarina (46), las cuales son sustancias ampliamente usadas como

saborizantes y fragancias en la industria; en el proceso se obtuvieron los
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productos metabolicos reducidos: 2-(3’-hidroxipropil)fenol (47) y 2-(3’-
hidroxipropil)-4-metilfenol (48) (figura 15).

R R
oL — or
o o OH

45 R=H 47 R=H
46 R=Me 48 R= Me

Figura 15. Biotransformacion de la cumarina (45) y la 6-metilcumarina (46) por C.
capsici (Krishna et al., 2004)

En la biotransformacion del 2-feniletanol (49) con C. acutatum se obtuvieron los
productos: éter metilico del 2-feniletanol (50), 1-fenil-1,2-etanodiol (51), y el
acetato de 2-feniletanol (52) (figura 16) (Aristizabal et al., 2008).

49

%W

Figura 16. Biotransformacion del 2-feniletanol (49) con C. acutatum

La biotransformacion de la acetofenona (53) con esta especie produjo los
compuestos 1-feniletanol (54), 2-feniletanol (55) y 1-fenil-1,2-etanodiol (56)
(figura 17) (Aristizabal et al., 2008).
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Figura 17. Biotransformacion de la acetofenona (53) C. acutatum (Aristizabal et
al., 2008)

Los metabolitos obtenidos en la biotransformacion del 2-feniletanol (49) y de la
acetofenona (53), demuestran la capacidad que tiene C. acutatum para realizar
oxidaciones y reducciones en el sustituyente alquilico del grupo aromatico; asi
como también metilaciones y acetilaciones del hidroxilo (Aristizabal et al.,
2008).

Las biotransformaciones efectuadas por microorganismos son una alternativa muy
atractiva para la evaluacidon in vitro de medicamentos, debido a que las
conversiones se llevan a cabo de manera similar a las reacciones metabolicas de
la fase | de los mamiferos (Eap et al., 1995). El compuesto tioridazina (57) (THD,
mezcla racémica) es un medicamento empleado para el tratamiento de
desordenes psiquicos; fue biotransformado con G. cingulata obteniéndose los
productos mayoritarios del metabolismo humano: tioridazina-2-sulféxido (58) y
tioridazina-5-sulfoxido (59) (figura 18); ademas, los investigadores reportaron
que G. cingulata presentd preferencia por el isomeros (R)-THD (Borges et al.,
2008), lo cual tiene importancia si se tiene en cuenta que el efecto anti-psicotico

esta asociado principalmente con este isomero (Eap et al., 1995).
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Figura 18. Biotransformacion de THD (57) por G. cingulata (Borges et al., 2008)

Por todo lo expuesto anteriormente, se puede concluir que las transformaciones
microbioldgicas de compuestos tienen un valor potencial en diferentes campos
tanto de la industria, como en la quimica fina; ademas, se evidencia que las
diferentes especies del género Colletotrichum pueden realizar diversas
modificaciones estructurales tales como: oxidaciones, degradacion de cadenas
laterales, demetilaciones, hidroxilaciones y metoxilaciones en diferentes
posiciones de los sustratos, lo que convierte a las diferentes especies de este

microorganismo, en biocatalizadores potenciales con multiples aplicaciones.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 ESPECIFICACIONES GENERALES DE LOS MATERIALES Y LOS EQUIPOS

En los procesos de extraccion, cromatografia de columna y de placa se
emplearon solventes comerciales previamente bidestilados. La fase estacionaria
utilizada para la cromatografia de columna fue silica gel 60 (0.063-0.200 um,
Merck), y el seguimiento y deteccion de los metabolitos se realizd sobre
cromatofolios de aluminio Kiesegel 60 Fy54 (0.25 mm, Merck). Los medios de

cultivo fueron preparados con sales comerciales y agar microbiologico (Oxoid).

El trans-cinamaldehido empleado en la biotransformacion fue grado analitico
(Sigma), y el acido (%)-2,4-isobutilfenilpropandico (ibuprofeno comercial) fue
obtenido mediante extraccion y purificacion del principio activo contenido en las

presentaciones farmacéuticas comerciales de 600 mg.

Todos los procesos que involucraron microorganismos se realizaron bajo
condiciones asépticas y todos los materiales empleados con ellos (vidrieria y
medios de cultivo) se esterilizaron en un autoclave horizontal (All American), los
procedimientos de repique e inoculacion del patogeno se realizaron en una
cabina de flujo laminar (Control de Contaminacién) y las biotransformaciones
fueron llevadas a cabo en un agitador orbital (Centricol-serie 0239), con camara

de incubacion.

El analisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) se
realizd en un cromatografo de gases 6890 Agilent, con un detector selectivo de
masas (MSD) 5973 Agilent, equipado con un sistema de datos HP-MS Chemstation
(version B 0100), los espectros de masas fueron comparados con la base de datos
NIST 02 (National Institute of Standards and Technology).
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Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) fueron tomados en un
espectrometro Bruker AMX 300 de 7.4 Teslas.

Los espectros infrarrojo (IR) se realizaron en un equipo Perkin Elmer Paragon

1000 empleando como solvente cloroformo.
4.2 MICROORGANISMO

Se trabajo con una cepa de C. acutatum aislada de frutos de tamarillo (Solanum
betacea) comerciales, los aislamientos fueron caracterizados morfoldgica y
molecularmente (Afanador-Kafuri et al., 2003), por el Laboratorio de

Fitopatologia de la Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin.
4.3 PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Se prepararon dos tipos de medios: agar-papa-dextrosa (PDA) y medio de cultivo

liquido Czapeck-Dox.

La composicién del medio sélido (PDA) fue la siguiente: sacarosa (20 g/L),
extracto de papa (200 g/L) y agar (20 g/L). Posterior a su preparacion, el medio
fue esterilizado en autoclave durante 20 minutos a 121 °C y 15 psi. Para prevenir
la solidificacion y la contaminacion, el medio se sirvid a una temperatura

aproximada de 60°C en cajas Petri en una cabina de flujo laminar.

El medio de cultivo liquido estandar Czapeck-Dox, tuvo la siguiente composicion:
glucosa (5%), extracto de levadura (0.1%), K;HPO4 (0.5%), NaNO; (0.2%),
MgS0,4.7H,0 (0.05%), FeS04.7H,0 (0.001%). EL medio se esterilizd en autoclave y
se sirvieron 500 mL en erlenmeyers de 1L, los cuales se taparon con tarugos de

algodon esterilizados.
4.4 CRECIMIENTO DEL HONGO EN PDA
El hongo fue subcultivado ascépticamente a partir de cepas stock de C. acutatum
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en cajas de Petri de 90 mm conteniendo 15 ml de PDA. Las cajas fueron selladas
con vinipel® y mantenidas a una temperatura de 25 °C + 3 y una humedad
relativa de 50 - 60%.

4.5 BIOENSAYO DE TOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS trans-CINAMALDEHIDO
E IBUPROFENO FRENTE AL HONGO FILAMENTOSO FITOPATOGENO C.

acutatum

Con la finalidad de conocer la cantidad maxima de sustrato que se debe
suministrar en el proceso de biotransformacion, sin afectar en mucha extension
el proceso normal del desarrollo del hongo (inhibicion entre el 40 al 50 % del
crecimiento del micelio), se construyeron las curvas de toxicidad de los sustratos
siguiendo la metodologia descrita por Ortiz et al., (2006) y Daoubi, et al.,
(2005a). Se preparo el agar PDA, y 15 mL de este se sirvieron mezclados con 30
uL de la solucion del sustrato a evaluar en cajas Petri de 9 cm de diametro.
Después que el agar gelificd, se perforo un pozo de 7 mm en el centro del agar y
se coloco en él un segmento cilindrico del hongo obtenido con un sacabocados
del mismo diametro de la perforacion, proveniente de un frotis realizado 48
horas previas al bioensayo. El trans-cinamaldehido fue evalaudo a 1500, 1250, 1000,

750, 500, 400, 250, 200, 150 y 50 mg/L en etanol; mientras que se prepararon soluciones
a 1500, 1250, 1000, 750, 500, 250 y 100 mg/L de ibuprofeno en acetato de etilo.

Como referencia para cada una de las evaluaciones se utilizaron los
correspondientes testigos, consistentes en cajas que no tenian el compuesto
evaluado y en su lugar se adiciono el solvente empleado para solubilizar el
sustrato (blanco de solvente) y otras que solo tenian PDA (blanco absoluto);

todos los bioensayos se realizaron por triplicado.

El didmetro del crecimiento del micelio del hongo se midid6 con una regla
milimetrada cada 24 horas; cada concetracion fue evaluada por triplicado y se

determind la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de las mediciones
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obtenidas.

Con las medidas calculadas, se construyeron las curvas respectivas de
crecimiento del hongo en el tiempo y se determind el porcentaje de inhibicion
ocacionado por cada uno de los sustratos evaluados; para este fin, se empleo la

siguiente ecuacion:
% Inhibicion = (Da - Dc / Da) x 100

Donde:

Da= Promedio del diametro del micelio del hongo en el blanco absoluto o en el
blanco de solvente

Dc= Promedio del diametro del micelio del hongo en cada una de las

concentraciones evaludas.

Finalmente se determiné el 1Csy de los sustratos mediante la regresion lineal del
porcentaje de inhibicion del hongo frente al logaritmo de la concentracion de los

compuestos en estudio. El ICs5q se reporta como el promedio de tres réplicas.
4.6 PROCESO DE BIOTRANSFORMACION

Las biotransformaciones se llevaron a cabo siguiendo el procedimiento general
descrito en la literatura por Ortiz et al., (2006); Daoubi et al., (2005b); Bustillo
et al., (2003); Miyazawa et al., (1996), entre otros.

4.6.1 Obtencion del inoculo

El indculo necesario para la biotransformacion, se obtuvo a partir de un
precultivo del hongo; para ello se adicioné a cada erlenmeyer que contenia 500
mL de medio liquido Czapeck-Dox a temperatura ambiente, trozos pequefnos de
micelio (de aproximadamente 5 mm?) y medio de cultivo sélido procedentes de
los cultivos esporulados de C. acutatum crecidos en PDA durante 20 dias

(Aristizabal et al., 2008). El precultivo se colocd en un agitador orbital a una
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velocidad de 150 rpm durante 10 dias, tiempo suficiente para lograr aumentar

significativamente la biomasa.
4.6.2 Biotransformacion

La biomasa obtenida en el cultivo durante 10 dias, se transfirio a un nuevo medio
liquido fresco Czapeck-Dox que contenia el sustrato a evaluar a la concentracion
definida de acuerdo a las curvas de toxicidad. Los erlenmeyers se colocaron en
un agitador orbital a una velocidad de 150 rpm durante el tiempo necesario para

llevar a cabo la biotransformacion.
4.7 OBTENCION DE LOS METABOLITOS

La extraccion de los productos de la biotransformacion se realizd siguiendo la
metodologia general descrita por Lamm et al., (2006); Garcia et al., (2004);
Miyazawa et al., (2000), entre otros. Después de transcurrido el tiempo de
fermentacion, el micelio se separd del medio de cultivo mediante filtracion con
una malla de Nylon fina, la biomasa resultante se mezclé con cloruro de sodio y
se extrajo cuatro veces con 50 mL de acetona; los extractos de acetona
combinados se destilaron a presion reducida mediante un rotavapor hasta
eliminar el solvente organico, la solucion acuosa remanente se satur6 con cloruro
de sodio y se extrajé nuevamente por 3 veces con porciones de 50 mL de acetato
de etilo. Los extractos de acetato de etilo combinados se secaron con sulfato de
sodio anhidro y se concentraron nuevamente en un rotavapor; el concentrado se
transfirié a un vial adecuadamente marcado y se almacend en el congelador a -

20°C para su posterior procesamiento.

El filtrado obtenido se saturd con cloruro de sodio y acetato de etilo, se dejé con
agitacion magnética durante 10 minutos y se filtré sobre un lecho compacto de
tierra de diatomeas (Celita 545 ®); posteriormente, el filtrado se extrajo 4 veces
con 400 mL de acetato de etilo, el extracto organico obtenido se deshidrato con

sulfato de sodio anhidro, se concentré a presion reducida en un rotavapor, se
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transfirié a un vial marcado adecuadamente y se almacend en el congelador a -
20°C para su posterior purificacion. La fase acuosa resultante se destilo a presion
reducida mediante un rotavapor, obteniéndose un solido constituido
fundamentalmente por cloruro de sodio, este se extrajo con acetona, y el
extracto resultante se deshidratd con sulfato de sodio anhidro, antes de
rotaevaporarlo a presion reducida; finalmente se transfirio a un vial
adecuadamente marcado y se almacen6é en el congelador a -20°C para su

posterior procesamiento.

4.8 PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS MAYORITARIOS DE LA
BIOTRANSFORMACION

La separacién y purificacion de los metabolitos se realiz6 mediante
cromatografia en capa fina preparativa (CCFP) y cromatografia en columna (CC)
empleando columnas de vidrio de diferentes diametros y longitudes para trabajo
a presion atmosférica y diferentes soportes tales como: silica gel en fase normal
y Sephadex LH-20. Asi mismo, Se emplearon mezclas adecuadas de solventes

dependiendo del tipo de fase estacionaria utilizada.

Las fracciones obtenidas en las CC fueron monitoreadas mediante cromatografia
en capa fina (CCF) empleando cromatofolios de silica gel 60 Fzs4 con un espesor
de 0.25 mm; la deteccidn se realizd mediante fluorescencia utilizando lamparas
UV con longitudes de onda de 254 y 360 nm; ademas, se utilizdé H,S04 al 10% en

etanol como revelador quimico universal.
4.9 IDENTIFICACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS OBTENIDOS

La identificacidon estructural de los diferentes compuestos aislados se realizo
mediante la aplicacion de las técnicas de Espectroscopia de Infrarrojo (IR), y
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) mediante las técnicas mono y
bidimensionales homo y hetero nucleares y de Cromatografia de Gases acoplado

a un detector de Espectrometria de Masas (CG-EM).
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Las condiciones experimentales empleadas en el CG-EM para el analisis de las
muestras fueron las siguientes: columna capilar de silica fundida, con fase
estacionaria entrecruzada, HP-5 MS (Agilent Technologies) 30 m, 0.25 mm d.i.,
recubierta con 5% de fenilmetil siloxano (0.25 um). Como gas de arrastre se
empleo Helio grado 5 (AGA Fano S.A., UAP 99.999%). Se trabajoé iniciando a 70 °C
(2 min) y se finalizé a 250 °C (7 °C/min) (2 min). Se inyect6 1 pL de la muestra
por el modo de splitless, a una temperatura de 150°C, una presion de 8.62 psi y

un flujo de 1 mL/min.

La temperatura del detector fue 300 °C, la fragmentacion se logro mediante IE a
70 eV. Los espectros de masas y las corrientes idnicas totales (cromatogramas
reconstruidos), se registraron por medio del barrido automatico de
radiofrecuencia en el intervalo de masas m/z 30-700 u.m.a. El tiempo total del

analisis fue de 30 minutos.

Las muestras analizadas por RMN fueron disueltas en cloroformo deuterado
(CDCL3). Los desplazamientos quimicos estan expresados en la escala delta (d) en
ppm y las constantes de acoplamiento (j) en Hertzios (Hz); los valores se
referenciaron con respecto a la senales residuales del solvente no deuterado,
presente en el disolvente deuterado; asi: para el CDCl; se utilizaron los valores

de 7.25 ppm en los espectros 'H y de 77.0 ppm para los de "*C.
4.10 SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE BIOTRANSFORMACION

El progreso de la biotransformacion, (dinamica de la transformacion del sustrato
y de algunos de los productos en el proceso) se realizé haciendo muestreos cada
48 horas. Para este fin, se retiraron asépticamente 50 mL del medio de cultivo
que incluia parte del micelio. Este material se mezclé con 50 mL de etanol al 95
%y se congeld a -10°C con la finalidad de inhibir el proceso enzimatico y detener
la biotransformacion; posteriormente las muestras se destilaron a presion

reducida en un rotavapor hasta eliminar todo el etanol; La fase acuosa
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remanente se satur6 con cloruro de sodio y se extrajo con tres porciones de 50
mL de acetato de etilo. Los extractos se combinaron y se secaron con sulfato de
sodio anhidro, se filtraron y se destilaron a presion reducida en un
rotoevaporador (Nankai et al., 1998; Miyazawa et al., 2000). Los extractos
obtenidos se redisolvieron en una mezcla de cloroformo-metanol (8:2) grado
analitico, se filtraron a través de un microfiltro Whatman (0.45 pm) y se
analizaron por CCF y CG-EM. La composicion relativa se determind con base en

el area de los picos en los cromatogramas.

Cuando las muestras lo requirieron fueron derivatizadas mediante silanizacion
empleando el reactivo bis-trimetilsilil trifluoroacetamida (BSTFA) vy
trimetilclorosilano al 1% (TMCS) (Supelco), siguiendo la metodologia propuesta
por El Haj et al., (1999). Para este efecto, se solubilizaron 5 mg de la muestra
con 50 pL de metanol y se hicieron reaccionar con 100 pL de BSTFA + TMCS en un
bano de aceite a 60°C durante 20 minutos. Al finalizar la reaccion, se obtuvieron

los productos sililados, los cuales se sometieron a CG-EM.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ASPECTOS GENERALES

La cepa de C. acutatum utilizada crecidé satisfactoriamente en el medio de
cultivo sélido PDA a una temperatura de 25 °C y una humedad relativa del 70%;
asi mismo, se observo el desarrollo adecuado del hongo en el medio liquido

Czapeck-Dox, bajo agitacion constante a una velocidad de 150 rpm en las

condiciones de temperatura y humedad descritas anteriormente (figura 19).

Figura 19. a) Fotografia de una colonia de C. acutatum en crecimiento sobre PDA
y b) sub-cultivo del hongo en el medio liquido Czapeck-Dox

5.2 EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS SUSTRATOS

En las figuras 20 y 21 se presentan los comportamientos de C. acutatum al ser
sometido a las diferentes concentraciones de los sustratos, las barras de error
graficadas en cada una de las curvas, evidencian que el ensayo tuvo valores de
desviacion estandar bajos en todos los casos, los cuales oscilan entre 0 y 3. Asi
mismo, dado que el coeficiente de variacion fue inferior al 15% se puede decir

que los ensayos fueron homogéneos (anexo).
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Figura 20. Diagrama de actividad antifungica in-vitro del trans-cinamaldehido
sobre el crecimiento de C. acutatum
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Figura 21. Diagrama de actividad antifungica in-vitro del ibuprofeno (F) sobre el
crecimiento de C. acutatum
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Las figuras 20 y 21 permiten deducir que ni el etanol ni el acetato de etilo
empleados para disolver los sustratos evaluados intervinieron en el crecimiento
del hongo; esto confirma reportes previos de Garcia, (2001) quien concluyé que
el crecimiento de C. gloeosporioides no es afectado significativamente por
concentraciones de etanol de 2 y 3 pL/mL en el medio de cultivo. Por otra parte,
Miyazawa et al., (1997a, 1997b) reportaron que este solvente no inhibe el
crecimiento de G. cingulata cuando se utiliza en proporciones similares a las
utilizadas en este estudio. Asi mismo, Meneses, (2006) determino que el acetato
de etilo no afectaba el crecimiento de C. gloeosporioides a concentraciones
inferiores a 8mL/L. También, se pudo observar que el trans-cinamaldehido no
permitié el crecimiento del hongo a concentraciones superiores a 500 mg/L,
mientras que el ibuprofeno (F) presenté este mismo efecto por encima de 750

mg/L.

Estudios previos han demostrado que el trans-cinamaldehido es un buen
antifingico frente a varios hongos. Fue asi como Sivakumar et al., (2002),
determinaron que este compuesto a 30 mg/L, inhibi6 completamente el
crecimiento del micelio y previno la germinacién de los conidios de B.
theobromae, C. gloeosporioides y G. microchlamydosporum; Yen y Chang (2008),
demostraron que el trans-cinamaldehido a 100 mg/L inhibié completamente el
crecimiento de los hongos Lenzites betulina y Laetiporus sulphureus que
intervienen en la pudricidon de la madera; y Singh et al., (2007) reportaron que el
trans-cinamaldehido presentd una inhibicion superior al 70% en el crecimiento
del micelio de los hongos Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus
ochraceus, Aspergillus terreus, Fusarium moniliforme, Fusarium graminearum,

Penicillium citrinum y Penicillium viridicatu, entre otros.

Asi mismo, Pina-Vaz et al., (2000) reportaron que el ibuprofeno (F) presento
actividad contra 12 cepas diferente de la levadura Candida, en un intervalo de

concentraciones entre 1000-3000 mg/mL; Sanyal et al., (1993), reportaron
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acitividad de este medicamento contra los hongos dermatofitos Trichophyton
rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton tonsurans, Microsporum
fulva y Epiderrnophyton floccosum, evaluado en un intervalo de concentracion
entre 5 - 40 mg/L.

En las figuras 22 y 23 se presentan los porcentajes de inhibicion de cada uno de
los sustratos en el tiempo. En la figura 22 se puede observar que la concentracion
maxima de trans-cinamaldehido que inhibié hasta un 50% del crecimiento del
hongo fue 200 mg/L; mientras que en ibuprofeno (F) fue 250 mg/L. También se
observo, que el porcentaje de inhibicion de los compuestos disminuy6é con el
tiempo, por lo cual se puede considerar que el hongo posee un mecanismo de

detoxificacion.
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Figura 22. Porcentaje de inhibicion en el crecimiento del micelio de C. acutatum
causado por el trans-cinamaldehido
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Figura 23. Porcentaje de inhibicion en el crecimiento del micelio de C. acutatum
causado por el ibuprofeno (F)

Asi mismo, el promedio del ICsq calculado para los dias 3, 4y 5 del bioensayo fue
de 200 mg/L para el trans-cinamaldehido y de 250 mg/L para el ibuprofeno (F).
Por tal razén, los procesos de biotransformacion fueron desarrollados utilizando

estas concentraciones.

5.3 BIOTRANSFORMACION DE LOS SUSTRATOS trans-CINAMALDEHIDO (A) E
IBUPROFENO (F)

El proceso de biotransformacion se realizd en 6 erlermeyers de 1L de capacidad,
cada uno de los cuales contenia 500 mL de medio de cultivo liquido. El proceso
de biotransformacion con ibuprofeno (F) a 250 mg/L se mantuvo durante 16 dias,

mientras que con trans-cinamaldehido (A) a 200 mg/L se realiz6 por 14 dias.
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5.4

EXTRACCION DE METABOLITOS PRODUCTO DE LA BIOTRANSFORMACION

En la tabla 2 se presenta la masa (mg) de los extractos obtenidos después de las

extracciones liquido-liquido de las biotransformaciones realizadas.

Tabla 2. Peso de los extractos obtenidos en las biotransformaciones

Sustrato Extracto’ Masa (mg)
Trans- C-AcOEt-1 | 1400 (aceite)
cinamaldehido | C-AcOEt-2 | 326

(A) C-Me,CO 1624.7 (aceite)

Ibuprofeno (F) | AcOEt-1 943
AcOEt-2 612
Me,CO 568

'AcOEt-1=Extracto en acetato de etilo de la fase acuosa; AcOEt-2= Extracto en

acetato de etilo del micelio; Me,CO= Extracto en acetona de la fase acuosa.
5.5 PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS MAYORITARIOS DE LA
BIOTRANSFORMACION DEL trans-CINAMALDEHIDO (A)

Se procesaron 1400 mg del extracto de C-AcOEt-1 los cuales fueron sometidos a
separacion a través de cromatografia de columna (CC) con silica gel o

cromatografia de capa fina preparativa (CCFP) como se presenta en la figura 24.
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C-AcOEt-1 (1400 mg)

CC EP-AcOEt (90:10; 85:15; 80:20; 50:50 v/v)

L 4 v ¥ - Y v v v
CE-1 CE-2 CE-3 CE-4 CE-5 CE-6 CE-7 CE-8
63 mg 44 mg 350 mg
CC EP-ACOEt (3:1] v/v) CC CHCI3-AcOEt (80:20 v/v) CC EP-AcOEt (85:15; 80:20; 75:25 v/v)
v \ 4
v v v ¥ v v
C-E-5-1 C-E-5-2 cE61 || cE62 C-E-6-3 C-E-6-4 C-E-6.5
8mg 95 mg

CCFP EP-ACOE (6:4 v/v) CC EP-ACOET (90:10 v/v)
\ 4

v 3 v
C-E-6-3-1 C-E-6-3-2 C-E-6-3-3
52 mg
Anélisis CCFP EP-Me,CO (95:5 v/v)

espectral C-E-6-3-2-1
16 mg

Andlisis

Andlisis

espectral

espectral

Figura 24. Diagrama de purificacion del extracto C-AcOEt-1 para la obtencion de

los productos de la biotransformacion del trans-cinamaldehido (A)

5.6 ANALISIS ESPECTROSCOPICOS DE LOS METABOLITOS OBTENIDOS EN LA
BIOTRANSFORMACION DEL trans-CINAMALDEHIDO (A)

Como se observa en la figura 24, se aislaron tres productos de la
biotransformacion: C-E-2-2, C-E-5-2-1 y C-E-6-3-2-1.

Compuesto C-E-2-2

Aspecto fisico: Liquido amarillo.

IR Vimax (CHCl3) cm™: 3300 (O-H), 3100-3050 (C-H aromatico), 2950 y 2800 (C-H,
CH; o CH3), 1800-1950 (sobretonos del benceno), 1620 y 1500 (C=C), 1450 (CH; o

CHs), 1200 (O-H), 1050 (C-0), 900 (benceno mono-sustituido) (anexo).
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Los desplazamientos quimicos de los espectros de RMN 'H y C de este

compuesto se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Desplazamiento quimico (6 ppm), multiplicidad (m) y constantes de
acoplamiento (J Hz) de RMN 'Hy 3¢C del producto de la biotransformacion C-E-2-
2

Carbono* | Desplazamientos Quimicos & (ppm)
1H 13C
1 3.60 59.9
(t, 2H, J = 6.13 Hz)
2 1.80 32.1
(dt, 2H, J = 6.66, 6.82
Hz)
3 2.62 30.1
(t, 2H, J = 7.57 Hz)

4 139.9

5 7.22-7.26 126.3
(m, 5H)

6 7.22-7.26 126.3
(m, 5H)

7 7.22-7.26 123.8
(m, 5H)

8 7.22-7.26 126.3
(m, 5H)

9 7.22-7.26 126.3
(m, 5H)

* Figura 25

Mediante analisis en CG-EM presento un tiempo de retencion (tg)= 11.657 min.
EM-IE, m/z (% intensidad relativa): 136 [M'] (20), 118 [M-H,0]" (54), 117 [M-H,0-
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H]" (100), 103 [CsH7]" (20), 92 [C7Hs]" (34), 91 [C7H7]" (90), 77 [CeHs]™ (27), 65
[CsHs]™ (20) (Anexo).

El espectro de J-mod mostré la presencia de tres grupos CH; de una cadena
propilo a 8=32.30, 34.50 y 62.40 ppm, dos senales de CH aromaticos a 5=123.8 y
126.3 ppm y un carbono cuaternario a 6=139.9 ppm. Los tres grupos CH; se
observaron en el espectro de RMN 'H a 3=1.80, 2.62 y 3.60 ppm, los protones
aromaticos se observaron a d=7.22-7.26 ppm. En el espectro de IR se observo la
banda caracteristica del grupo hidroxilo y el espectro de masas mostro un pico a
m/z 136.

Mediante comparacién de los datos espectroscopicos (IR, RMN 'H Y C) y
espectrométricos (EM) experimentales, con los reportados en la literatura se
sugiere que la estructura del compuesto C-E-2-2 es concordante con la del 3-
fenilpropanol (C) (figura 25), lo cual también fue propuesto con la comparacion
del espectro de masas y la la base de datos NIST 0.2.

3\2/1\

VA

~

N——0

b
7
Figura 25. Estructura del 3-fenilpropanol (C)

Compuesto C-E-5-2-1

Aspecto fisico: semi-sélido blanco.

IR Vmax (CHCl3) cm™: 3300 (O-H), 3100-3000 (C-H aromatico), 2850 (C-H, CH, o
CHs), 1950-1800 (sobretonos del benceno), 1500 (C=C), 1450 (CH; o CH3),1220 (O-
H), 1100 y 1000 (C-0), 660 (C=C aromatico), 750 (C-H aromatico) (anexo).

Los desplazamientos quimicos de los espectros de RMN 'H y C de este

compuesto se presentan en la tabla 4.
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Tabla 4. Desplazamiento quimico (6 ppm), multiplicidad (m) y constantes de

acoplamiento (J Hz) de RMN 'Hy 3¢ del producto de biotransformacion C-E-5-2-1

Desplazamientos Quimicos & (ppm)
Carbono*
1H 13C
1 4.25 61.6
(d, 2H, J =5.46
Hz);
2 6.25 125.6
dt, 1H, J =5.69,
16.0 Hz)
3 6.50 129.0
(d, 1H, J = 15.91 Hz)
4 134.6
5 7.12-7.30 124.3
(m, 5H)
6 7.12-7.30 126.4
(m, 5H)
7 7.12-7.30 126.5
(m, 5H)
8 7.12-7.30 126.4
(m, 5H)
9 7.12-7.30 124.3
(m, 5H)

*Figura 26

Mediante analisis en CG-EM este compuesto presentd un tiempo de retencion
(tr)= 13.462 min. EM-IE, m/z (% intensidad relativa): 134 [M'] (82), 115 [M-H,O-
H]"(85), 105 [C;/Hs0]" (83), 103 [CsH71" (70), 92 [C;Hs]™ (100), 91 [C/H/1" (95), 79
[CeH71™ (81), 78 [CeHe]" (91), 77 [CeHs]™ (90), 51[C4H3]" (80) (anexo).

El espectro de 'H RMN del compuesto C-E-5-2-1 (anexo), presenta dos sefiales a
0:6.25 y 6.50 ppm que indican la presencia de un grupo vinilo en la molécula y en

el espectro J-mod se observan dos senales de CH correspondientes a carbonos de
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doble enlace (3:125.6 y 129.0 ppm). En la regién aromatica del espectro 'H RMN
se evidencian sefales que integran para 5 protones aromaticos (3:7.12-730 ppm),
del mismo modo que en el espectro J-mod también se muestran senales
correspondientes a 5 CH aromaticos (8:124.3 y 126.4 ppm) y un carbono
cuaternario &:134.6 ppm. En el espectro de IR se observé la banda caracteristica

del grupo hidroxilo y el espectro de masas mostré un pico a m/z 134.

Mediante comparacion de los datos espectroscopicos (IR, RMN 'H Y 3C) y
espectrométricos (EM) experimentales con los reportados en la literatura, se
sugiere que el compuesto C-E-5-2-1 es concordante con la estructura del alcohol
cinamilico (B) (figura 26), lo cual también fue propuesto por la comparacion del

espectro de masas y la base de datos NIST 0.2.
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Figura 26. Estructura del alcohol cinamilico (B)

El alcohol cinamilico es un producto ampliamente usado en quimica fina,
principalmente en la industria de perfumes, de saborizantes (Liu et al., 1999;
Bickers, et al., 2005) y como intermediario farmacéutico (Li et al., 2008).
Bickers, et al., (2005) reportaron que se usan de 100-1000 toneladas métricas de
este alcohol por ano, y debido a la baja toxicidad de este compuesto y algunos
de sus esteres (Bickers et al., 2005; Belsito et al., 2008), estos metabolitos se

usan cada vez mas en la industria.

Compuesto C-E-6-3-2-1

Aspecto fisico: Liquido amarillo.

IR Vinax (CHCl3) cm™: 3350 (O-H), 2990-2950 (C-H aromatico), 2865, 2840 (C-H,

CH, o CH3), 1090 (0-H), 1050 (C-0) (anexo).
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Los desplazamientos quimicos de los espectros de RMN 'H y C de este

compuesto se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Desplazamiento quimico (6 ppm), multiplicidad (m) y constantes de
acoplamiento (J Hz) de RMN 'H'y 3C del producto de biotransformacién C-E-6-3-
2-1

Carbono* |Desplazamientos Quimicos & (ppm)
1H 13C
1 3.82 62.0
(t, 2H, J = 6.0 Hz)
2 1.90-2.05 411
(m, 2H, J =4.7,
4.98, 8.56 Hz)
3 4.95 74.9
(dd, 1H, J = 3.96,
7.89 Hz)

4 145.0
5 7.30-7.34 126.3
(m, 5H)

6 7.30-7.34 129.2
(m, 5H)

7 7.30-7.34 128.2
(m, 5H)

8 7.30-7.34 129.2
(m, 5H)

9 7.30-7.34 126.3
(m, 5H)

*Figura 27
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Mediante analisis en CG-EM este compuesto presentd un tiempo de retencion
(tr)= 16.683 min. EM-IE, m/z (intensidad relativa.) 152 [M'] (43), 107 [C;H;0]"
(100), 105 [C;Hs0]" (38), 79 [CeH7]" (92), 78 [CeHe]™ (24), 77 [CeHs]™ (68) (anexo).

El espectro de J-mod del compuesto C-E-6-3-2-1 (anexo), mostré la presencia de
dos grupos CH; a d=41.2 y 74.9 ppm, cuatro CH, tres de los cuales estan en la
region aromatica (8:126.3, 128.2 y 129.2 ppm) y el otro a 62.0 ppm, y un carbono
cuaternario a 6:145.0 ppm. Los dos grupos CH; se observaron en el espectro de
RMN "H a 8:1.90 y 3.82 ppm, los protones aromaticos se presentaron a 5:7.30-
7.34 ppm y el otro protdon del CH a 4.95. En el espectro de IR se observo la banda
caracteristica del grupo hidroxilo y el espectro de masas mostré un pico a m/z
152.

Mediante comparacién de los datos espectroscopicos (IR, RMN 'H Y '3C) y
espectrométricos (EM) experimentales con los reportados en la literatura, se
sugiere que el compuesto C-E-6-3-2-1 es concordante con la estructura del 3-
fenil-1,3-propandiol (E) (figura 27), lo cual también fue propuesto por la
comparacion del espectro de masas y la base de datos NIST 0.2.
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Figura 27. Estructura del 3-fenil-1,3-propanodiol (E)

Segun Kira et al., (2009), los alcoholes quirales son precursores importantes en la
industria farmacéutica; entre este grupo de moléculas se encuentra el (S)-3-
fenil-1,3-propanodiol, el cual es un intermediario usado en la sintesis de agentes
terapéuticos tales como la fluoxetina (Prozac®), sustancia empleada en el
tratamiento de desordenes siquiatricos y problemas metabodlicos (Romeiro, et
al., 2003).
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El (S)-3-fenil-1,3-propanodiol ha sido sintetizado empleando diversos agentes
quimicos (Fatima et al., 2005; Roush et al., 1999; Kiyooka et al., 1991; Gao y
Sharpless, 1988); sin embargo, dada la dificultad para la obtencion de productos
opticamente puros por vias sintéticas y teniendo en cuenta las grandes ventajas
que proporcionan los microorganismos en este campo, esta molécula también ha
sido producida empleando estos biocatalizadores; Fronza et al., (1991)
obtuvieron el mismo diol, empleando levaduras; Kira et al., (2009) evaluaron
321 bacterias, 233 levaduras y 274 hongos, quienes encontraron que 2 cepas de
Williopsis saturnus var. mrakii y 5 cepas de Cryptococcus albidus produjeron esta
molécula con porcentaje de rendimiento alto (90%) y elevada enantioselectividad

(exceso enantiomerico [e.e.] > 99%).

5.7 SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE BIOTRANSFORMACION DEL trans-
CINAMALDEHIDO (A)

En la figura 28 se presenta la imagen de un cromatograma obtenido con los
extractos de los muestreos de la biotransformacion del trans-cinamaldehido (A).
En esta se observa que al segundo dia de iniciado el proceso (primer muestreo),
ya hay evidencia de la formacién de diferentes metabolitos. Asi mismo, se puede
deducir que durante los 14 dias en los que se llevo a cabo el proceso de

biotransformacion la composicion de los extractos no vario considerablemente.
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Muestreos de: [=2° dia, lI=4° dia, IlI=6° dia, IV=8° dia, V=10° dia, VI=12° dia,
VII=14° dia

Figura 28. Cromatograma de los muestreos de la biotransformacion del trans-
cinamaldehido (A), con C. acutatum. Visualizada con a) luz U.V 365 nm y b)
H,S04/EtOH 10%

Al comparar los Rf de los productos obtenidos de la biotransformacion de (A): 3-
fenilpropanol (C), alcohol cinamilico (B) y 3-fenil-1,3-fenilpropanol (E) (figura 29)
con los de las manchas presentes en los cromatogramas de los muestreos, se
puede deducir que B y C estan presentes durante todo el proceso, mientras que E

solo se observa a partir del sexto dia de la biotransformacion.
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1= 3-Fenilpropanol (C), 2= Alcohol cinamilico (B), 3= 3-Fenil-1,3-propanodiol (E),
4= trans-cinamaldehido (A)

Figura 29. Cromatograma de los metabolitos aislados de la biotransformacion con
C. acutatum del trans-cinamaldehido (A). Visualizada con a) luz U.V 365 nm y b)

revelador universal

Mediante CG-EM y por comparacion de los espectros de masas con la base de
datos NIST 02; se pudo determinar que el sustrato (A) es transformado rapida y
eficientemente por C. acutatum. Como se ilustra en la figura 30, a los dos dias
de iniciado el proceso se evidenciaron dos metabolitos mayoritarios productos de
la biotransformacion (B y C). Con el avance del proceso de biotransformacion, al
dia décimo, también se observaron los productos minoritarios 3-

feniloxirametanol (D) y el 3-fenil-1,3-propanodiol (E), (figura 31).

Los cromatogramas de gases (CG) de los 7 muestreos permitieron obtener la
composicion porcentual del trans-cinnamaldehido (A) y de los productos de la
biotransformacion (B, C, y E). En la figura 32 se presenta el grafico que resume el

avance del proceso al transcurrir el tiempo.
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Figura 30. Cromatograma de gases (CG) del muestreo del segundo dia de la

biotransformacion del trans-cinamaldehido (A) con C. acutatum
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Figura 31. Cromatograma de gases (CG) del muestreo del décimo dia de la

biotransformacion del trans-cinamaldehido (A) con C. acutatum

De la figura 32 se puede inferir que el trans-cinamaldehido (A) es modificado por
C. acutatum dando origen a dos metabolitos mayoritarios (B) y (C) y uno
minoritario (E). Ademas, debido a que el 90% del sustrato de partida (A) se
consumio durante los tres primeros dias del proceso, se puede deducir que la
biotransformacion fue rapida y eficiente. Asi mismo, se observd que el
metabolito (C) alcanz6 su mayor produccion nueve dias después de iniciado el
proceso, mientras que (B) aumento su concentracion a los cuatro dias de iniciada
la biotransformacion, después decrecié su abundancia relativa, posiblemente

para dar origen al metabolito (E).
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Figura 32. Avance de la biotransformacion del trans-cinamaldehido (A) por C.

acutatum en el tiempo

Con la informacién proporcionada por los experimentos en el curso del tiempo y
teniendo en cuenta las estructuras de los productos obtenidos, se plante6 una
ruta metabolica hipotética para la biotransformacién del trans-cinamaldehido (A)

por el hongo fitopatogénico C. acutatum (figura 33).
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Figura 33. Ruta metabdlica hipotética planteada para la biotransformacion del

trans-cinamaldehido (A) por C. acutatum

En la ruta metabdlica propuesta se observa que para la formacion de (B), el
sustrato (A) debe sufrir la reduccion del grupo carbonilo sin afectar el doble
enlace C-C; esto se sugiere basados en la ausencia del compuesto 3-
fenilpropanal; lo cual constituye un hallazgo de importancia dado que en sintesis
quimica convencional la hidrogenacion selectiva de aldehidos a-B-insaturados
para la obtencion de los respectivos alcoholes alilicos es de gran relevancia,
tanto en el campo académico como en el industrial, debido a la posicion
destacada de estos compuestos en la quimica fina y en la industria farmacéutica
(Maki-Arvela et al., 2005; Liu et al., 1999; Gallezot and Richard, 1998).

El 3-feniloxiranometano (D), al parecer se origina desde el metabolito (B)
mediante una epoxidacion; este compuesto se detect6 en bajas concentraciones,
con valores cercanos al (2%) por CG-EM (figura 12, tg=14.626min). Se considerd
que este compuesto es un intermediario metabdlico que mediante la apertura
reductiva del anillo oxirano da origen al 3-fenil-1,3-propanodiol (E). El diol
formado proviene de la hidroxilacion exclusiva de la posicion bencilica, con lo

cual se sugiere que esta reaccion es estereoselectiva.
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De acuerdo con Maki-Arvela et al., (2005), las reducciones selectivas han sido
extensamente estudiadas, empleando diversos agentes reductores. La reduccion
del doble enlace C-C es termodinamicamente mas favorable que la del grupo
carbonilo (Liu et al., 1999; Chatterjee et al., 2002) y por este motivo no se
facilita la reduccion selectiva de aldehidos a-B-insaturados en condiciones de
sintesis clasica. En este tipo de estudios el cinamaldehido ha sido ampliamente
utilizado como molécula modelo, logrando la obtencion del alcohol cinamilico
con porcentajes variados de selectividad y conversion (Hajek et al., 2005;
Lashdaf et al., 2003; Chatterjee et al., 2002; Liu et al., 1999); de manera
general y a pesar de las multiples variables controlables y modificables en los
procesos que emplean catalizadores inorganicos, estas reacciones son poco
amigables con el ambiente y son dificiles de llevar acabo, por lo cual se

contintan haciendo estudios en esta area.

Esta reduccion selectiva no habia sido obtenida previamente en
biotransformaciones con C. acutatum, pero si habia sido reportada en plantas.
Machado et al., (2006), obtuvieron el alcohol cinamilico mediante la
biotransformacion del cinamaldehido en cultivos celulares de Manihot esculenta
y Manihot dulcis con una bioconversion superior al 90% en tres dias; ademas,
Asghari et al., (2004) obtuvieron en cultivos celulares de Peganum harmala

(Nitrariaceae) el alcohol cinamilico con un 80% de rendimiento en 12 horas.

5.8 PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS MAYORITARIOS DE LA
BIOTRANSFORMACION DEL IBUPROFENO

Se procesaron 900 mg del extracto de AcOEt-1 los cuales fueron sometidos a CC

con silica gel, Sephadex LH-20 como se presenta en la figura 34.
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EtOAc-1 (900 mg)

CC EP-EtOAc (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; AcOEt; MeOH v/v)

4 ! ¥
11-1 11-2 11-3
133 mg 402 mg 167 mg

CC CHCL,
y ¥ y
11-2-1 11-2-2 11-2-3
3mg 8 mg 205 mg
¥ ¥
11-2-3-1 11-2-3-2
4 mg 8 mg

CC Sephadex LH-20
EP-CH,Cl;-MeOH (2:2:1 v/v)
Analisis
espectral

CH,Cl,= Diclorometano; MeOH= Metanol

Figura 34. Diagrama de purificacion de los productos de la biotransformacion del
ibuprofeno (F)

5.9 ANALISIS ESPECTROSCOPICOS DEL METABOLITO OBTENIDO EN LA
BIOTRANSFORMACION DEL IBUPROFENO (F)

A partir del extracto AcOEt-1 de este sustrato, se logro aislar el compuesto 1I-2-

3-3 el cual presenté las siguientes caracteristicas:
Solido clanco cuyo punto de fusion fue 124°C.

IR Vmax (CHCl3) em™: 3350 (O-H), 2975-2890 (C-H aromatico, sobrepuestos con C-
H, CH; o CH3), 1675 (C=0), 1380 (CH; o CH3), 1090 (C-O), 880 (C-H), 680 (C=C

aromatico) (anexo).
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Para su analisis por CG-EM el compuesto aislado fue tratado con el reactivo
BSTFA+TMCS (Supelco) para obtener el derivado sililado el cual mediante analisis
en CG-EM presenté un tiempo de retencion (tr)= 21.707 min. EM-IE, m/z (%
intensidad relativa): 351 [M-CHs]" (10), 308 [(C17H2405Si]" (25), 159 [C12Hi5]" (15),
131 [C1oH14]" (100), 117 [CoHo]" (12), 75 [C5H;0,]" (34), 73 [C5Hs50,]" (96) (anexo).

Los desplazamientos quimicos de las sefiales en los espectros de RMN 'H'y °C de

este compuesto se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Desplazamiento quimico (dppm) multiplicidad (m) y constantes de

acoplamiento (j Hz) de RMN 'Hy "C del producto de biotransformacion 11-2-3-3

Carbono | Desplazamientos Quimicos & (ppm)
1H 13C

1

2 3.6
(c, 1H, J =7.17 Hz)

3 1.35 16.049
(d, 3H, J =7.17 Hz)

4 136.002

5 7.15 125.197
(m, 2H, J = 6.33 Hz)

6 7.05 128.635
(m, 2H, J = 8.08 Hz)

7 134.668

8 7.05 128.635
(m, 2H, J = 8.08 Hz)

9 7.15 125.197
(m, 2H, J = 6.33 Hz)

10 2.6 47.121

(s, 2H)
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Carbono | Desplazamientos Quimicos & (ppm)
11 68.780
12 1.1 27.013
(s, 6H)
13 1.1 27.013
(s, 6H)

* Figura 35

El compuesto 11-2-3-3, Unicamente se diferencia del ibuprofeno por la
desaparicion del CH del isobutilo. Las sefales a 6: 1,1y 1,35 ppm en el espectro
de RMN de 'H, indican la existencia de tres grupos metilos geminales en la
molécula, los cuales se evidencian en el espectro J-mod a 6 27,01 y 16,04 ppm.
En la regién aromatica del espectro de RMN de 'H aparecen sefiales que integran
para 4 protones aromaticos (3: 7,05 y 7,15 ppm), del mismo modo que en el
espectro de RMN J-mod se muestran sefales correspondientes a 4 CH aromaticos
(6: 125.197 y 128.635 ppm) y senales a &: 136.002 y 134.668 ppm atribuidas a
carbonos cuaternarios aromaticos. En el espectro de RMN de 'H tambien se
evidencia un grupo CH; a 6: 2.6 pmm y un CH a 8: 3.6 ppm. En el espectro de IR

se evidenciaron sefnales caracteristicas del grupo O-H y del grupo C=0.

Mediante comparacion de los datos espectroscopicos (IR, RMN 'H Y 3C) y
espectrométricos (EM) experimentales, con los reportados en la literatura, se
sugiere que la estructura del compuesto 11-2-3-3 corresponde al acido-2-[4-(-
hidroxi-2-metilpropil)fenil]propandico (G) (figura 35), lo cual fue reafirmado por
comparacion del espectro de masas (anexo) con el espectro reportado por
Bennet et al., (1992).
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Figura 35. Estructura del acido-2-[4-(-hidroxi-2-metilpropil)fenil]propanéico (G)

5.10 AVANCE DE LA BIOTRANSFORMACION DEL IBUPROFENO (F)

En la figura 36 se muestra la imagen del cromatograma de los 8 muestreos
obtenidos en la biotransformacion del ibuprofeno (F), el metabolito aislado (G) y
el sustrato biotransformado (F). En esta se observa que el ibuprofeno (F) no se
detecto desde el cuarto dia del proceso, y que los posibles metabolitos productos
de la biotransformacion se mantuvieron constantes a través el tiempo. Ademas,
se observa que de todos los compuestos visualizados con el revelador universal
tan solo dos (Rf=0 y Rf=0.25) presentaron la misma coloracion a la del ibuprofeno
(F) y del acido-2-[4-(-hidroxi-2-metilpropil)fenil]propandico (G) a A 365 nm

(mancha roja).

Mediante CG-EM y por comparacion con los espectros de masas con la base de
datos NIST 02; se pudo apreciar que el sustrato (F) fue consumido en su totalidad
antes del cuarto dia de iniciado el proceso de biotransformacién. Como se ilustra
en las figuras 37 y 38, el ibuprofeno (F) esta presente en el muestreo del segundo
dia, pero en el del cuarto dia solo se visualizé el metabolito producto de la
biotransformacion (G). Por lo tanto, se puede inferir que C. acutatum transformo

rapida y eficientemente el ibuprofeno (F).
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Muestreos de: [=2° dia, l1=4° dia, llI=6° dia, IV=8° dia, V=10° dia, VI=12° dia,
VII=14° dia, VII=16° dia, IX=16° dia, X= acido-2-[4-(-hidroxi-2-
metilpropil)fenil]propandico (G), Xl=lbuprofeno (F)

Figura 36. Cromatograma de los muestreos de la biotransformacion del
ibuprofeno (F) con C. acutatum. Revelada con a) luz U.V 365 nm y b) revelador
universal

Abundance [67195] TIC
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75
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25
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Figura 37. Cromatograma de gases del muestreo del dia 2 de la
biotransformacion del ibuprofeno (F) con C. acutatum
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Figura 38. Cromatograma de gases del muestreo del dia 16 de la
biotransformacion del ibuprofeno (F) con C. acutatum

Los CG de los 8 muestreos permitieron obtener la composicion porcentual del
ibuprofeno (F) y el acido-2-[4-(-hidroxi-2-metilpropil)fenil]propandico (G). En la
figura 39 se presenta el grafico que resume el avance del progreso de la

biotransformacion.

El acido-2-[4-(-hidroxi-2-metilpropil)fenil]propandico (G), Unico producto de la
biotransformacion del ibuprofeno (F) con C. acutatum, no habia sido reportado
previamente en trabajos con lipasas (Contesini et al., 2006; Cardenas et al.,
2001; Sanchez et al., 2000; Ducret et al., 1998; Lopez-Belmonte et al., 1997;
Kim and Lee, 1996; Lee et al., 1995; Arroyo and Sinisterra, 1994), ni en la
biotransformacion con Nocardia sp. (Chen and Rossana, 1994). Este metabolito
ha sido obtenido como uno de los productos mayoritarios del metabolisimo del
ibuprofeno en humanos (Clayton et al., 1998; Bennetta et al., 1992; Rudy et al.,
1990; Chai, et al., 1988; Nicoll-Griffith et al., 1988).
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Figura 39. Avance de la biotransformacion del ibuprofeno (F) por C. acutatum en

el tiempo

Es conocido que mediante biotransformaciones con microorganismos se ponen a
prueba medicamentos con el fin de obtener los metabolitos productos del
metabolismo en cantidades apropiadas para facilitar la elucidacion estructural y
determinar la toxicologia de ellos. Esto se logra dado que el sistema del
biotransformacion microbiano es muy similar a las reacciones metabolicas de la
fase | en mamiferos (Borges et al., 2008). El producto obtenido en la
biotransformacion de ibuprofeno con C. acutatum sugiere que este fitopatdgeno
podria tener un sistema metabdlico similar al de mamiferos y por tal razon

podria ser empleado en el estudio de medicamentos.
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6. CONCLUSIONES

De la biotransformacion del trans-cinamaldehido (A) con el hongo fitopatogeno
Colletotrichum acutatum fueron obtenidos tres productos, las cuales fueron
identificadas como: 3-fenilpropanol (C), alcohol cinamilico (B) y 3-fenil-1,3-
propanodiol (D), a partir de esta Ultima molécula se puede deducir que la
hidroxilacion realizada por el hongo sobre el doble enlace C-C, se dio Unicamente
en la posicion bencilica, con lo cual se propone que la reaccion fue regioselectiva
(figura 40). Ademas, con la obtencién del alcohol cinamilico, se puede concluir,
que la maquinaria enzimatica del hongo realizd la reduccion selectiva del trans-
cinamaldehido (figura 40), lo cual demuestra el potencial y la importancia de C.
acutatum para realizar este tipo de reacciones, con las que se pueden obtener

compuestos dificiles de producir mediante sintesis convencional y que pueden

/ ©/\CAOH
wH —

Figura 40. Productos obtenidos en la biotransformacion del trans-cinamaldehido

tener alto valor comercial.

con C. acutatum

Asi mismo, tanto el acido-2-[4-(-hidroxi-2-metilpropil)fenil]propandico, producto
obtenido en la biotransformacion del ibuprofeno, como los productos obtenidos
de la biotransformacion del trans-cinamaldehido, sugieren que el hongo

fitopatdgeno C. acutatum tiene la capacidad de hidroxilar cadenas alquilicas en
80



arenos y reducir tanto el grupo carbonilo como el doble enlace C-C, resultados
que concuerdan con los reportes realizados por Aristizabal et al., (2008), quienes
con este mismo hongo fitopatogeno, obtuvieron moléculas modificadas en el

sistema aromatico y en los sustituyentes alquilicos.

A pesar de que las enzimas que catalizan la biotransformacion del trans-
cinamaldehido y del ibuprofeno, no estan identificadas, se puede hipotizar que
en estas bioconversiones podrian estar implicadas las monooxigenasas y las
epoxido hidrolasas. Una epoxidacion y una hidrdlisis similar de un doble enlace C-
C en la cadena lateral de un propenilbenceno, fue reportada en la
transformacion del isoegunol (Hua et al., 2007) y en la del trans-anetol (Ryu et
al., 2005). Asi mismo, es de resaltar que el producto obtenido en la
biotransformacion del ibuprofeno fue hidrolizado en la posicion B de la cadena
alquilica lateral del benceno, y no en la a (figura 41), la cual, segin estudios
llevados a cabo con monooxigenasas son oxidadas en mayor proporcion (Adam et
al., 2000).

OH
OH

HO

Figura 41. Productos obtenidos en la biotransformacion del ibuprofeno con C.

acutatum
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Tabla de resultados del bioensayo de toxicidad del trans-cinamaldehido frente al hongo filamentoso fitopatogeno
C. acutatum

Tiempo de evaluacion

(h) 24 48 72 96 144
Concentracion MD |DE |CV |[MD |DE |CV |[MD |DE |CV |[MD |DE |CV |MD |DE |CV
Blanco absoluto 7,7/0,6/7,5/19,0/0,0/0,0(29,3|0,6| 2,0|35,7/0,6/1,6|39,7/0,6|1,5
Blanco etanol 8,0/0,0/0,0|18,3/0,6|3,1(28,3|0,6| 2,0/35,0/0,0/0,0|41,3{1,5|3,7
50 ppm 8,0/0,0/0,0|16,7/0,6|3,5(26,0/0,0| 0,0|31,3/0,6/1,8|37,7/0,6|1,5
150 ppm 7,710,6/7,5/12,0/0,0/0,0(18,0/0,0| 0,0|22,3/0,6|2,6|29,0(0,0|0,0
200 ppm 7,7/0,6/7,5| 9,0/0,0/0,0(14,7|0,6| 3,9/17,3]0,6|3,3|23,0(1,0|4,3
250 ppm 7,3/10,6/7,9| 8,3/0,6/6,9(12,3/0,6| 4,7|15,3]0,6|3,8|18,7/0,6]3,1
400 ppm 7,7/0,6/7,5| 7,0/0,0/0,0f 7,0/0,0| 0,0| 7,0/0,0/0,0] 7,0/0,0{0,0
500 ppm 7,0/0,0/0,0| 7,0/0,0/0,0f 7,0/0,0| 0O,0] 7,0/0,0/0,0] 7,0/0,0{0,0

MD= Media del diametro de la colonia (mm)
DE= Desviacion estandar
CV= Coeficiente de variacion



Continuacion

Tiempo de evaluacién (h) | 168 192 216 240
Concentracion MD |DE |CV |MD |[DE |CV |[MD |DE |CV |MD |DE |CV
Blanco absoluto 51,3/3,5| 6,8/58,3|4,0(/6,9|64,7|4,0| 6,2|72,0(5,2| 7,2
Blanco etanol 49,7/1,5| 3,1/55,7/0,6(1,0(63,0{1,0| 1,6(69,0/1,0| 1,4
50 ppm 45,7/0,6| 1,3/53,7/1,5/2,8/60,3|2,1| 3,5|66,0(3,5| 5,2
150 ppm 35,3/0,6| 1,6|47,0/2,6/5,6/50,0/1,0| 2,0/57,3{0,6| 1,0
200 ppm 30,0(1,0| 3,3(37,0/1,0|2,7|43,7|0,6| 1,3/50,3/0,6| 1,1
250 ppm 26,0/0,0| 0,0/32,7/0,6(1,8/40,7(2,1| 5,1|46,3|0,6| 1,2
400 ppm 9,3/1,2|12,4/12,0(1,0|8,3|14,3|2,3|16,1|18,3|3,2|17,5
500 ppm 7,0/0,0/ 0,0/ 8,0/0,0(/0,0| 9,0/0,0| 0,0/11,0/0,0| 0,0

MD= Media del diametro de la colonia (mm)

DE= Desviacion estandar
CV= Coeficiente de variacion
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Continuacion

Tiempo de evaluaciéon (h) | 264 288
Concentracion MD |DE |[CV |MD |DE |CV
Blanco absoluto 77,015,2| 6,7/82,0/5,2| 6,3
Blanco etanol 75,3|0,6| 0,877,0|3,6| 4,7
50 ppm 72,0(4,4| 6,1/76,0(6,9| 9,1
150 ppm 62,7/0,6| 0,9/69,7/0,6| 0,8
200 ppm 56,3|1,5| 2,7|61,7|3,5| 5,7
250 ppm 51,312,1| 4,1|56,3|4,7| 8,4
400 ppm 24,0(5,3|22,0/30,3/5,8(19,0
500 ppm 12,0/0,0| 0,0/13,0/0,0| 0,0

MD= Media del diametro de la colonia (mm)

DE= Desviacion estandar
CV= Coeficiente de variacion
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Tabla de resultados del bioensayo de toxicidad del ibuprofeno frente al hongo filamentoso fitopatégeno C.
acutatum

Tiempo de evaluacion

(h) 46 70 94 144 168
Concentracion ME |DE |CV |ME |DE |CV |ME |DE |CV |[ME |DE |CV |ME |DE |CV
Blanco absoluto 17,3/ 0,61 3,3/22,0/0,0| 0,0|30,0/1,0|3,3|37,5| 2,9| 7,7|45,0/4,6/10,2
Blanco EtOAc 15,7/1,5/9,8|22,0|3,6|16,4/29,0/1,7|6,0|38,0| 2,6 7,0|45,3|5,0|11,1
100 ppm 11,5/ 0,7|6,1(16,0/1,4| 8,8/20,0/0,0/0,0/24,0| 0,0| 0,0|30,0(0,0| 0,0
250 ppm 10,0/ 0,0|0,0|11,3|0,6| 5,1|15,3/1,2|7,5|22,3| 0,6| 2,6|26,0|2,0| 7,7
500 ppm 7,7/0,6/7,5| 9,7/0,6|/ 6,0/12,0/0,0/0,0|13,7| 0,6| 4,2/16,0/1,0| 6,3
750 ppm 7,0/0,0/0,0| 7,0/0,0| 0,0/ 7,0/0,0/0,0|/10,0| 0,0| 0,0{11,0|1,0| 9,1
1000 ppm 7,0/0,0/0,0| 7,0/0,0| 0,0/ 7,0/0,0/0,0| 7,0/ 0,0 0,0| 7,0/0,0| 0,0
1250 ppm 7,0/0,0/0,0| 7,0/0,0| 0,0/ 7,0/0,0/0,0| 7,0/ 0,0 0,0| 7,0/0,0| 0,0
1500 ppm 7,0/0,0/0,0| 7,0/0,0| 0,0/ 7,0/0,0/0,0| 7,0/ 0,0 0,0| 7,0/0,0| 0,0

MD= Media del diametro de la colonia (mm)
DE= Desviacion estandar
CV= Coeficiente de variacion
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Continuacion

Tiempo de

evaluacion (h) | 192 237 288
Concentracion|[ME |DE |[CV |ME |DE |CV |ME |DE |CV
Blanco

absoluto 54,5|8,2(15,0|61,0|7,5|12,3|76,5/4,9| 6,5
Blanco EtOAc |52,3|4,7| 9,0(64,3|4,7| 7,3|75,0/7,1| 9,4
100 ppm 34,0/0,0| 0,0/44,5/0,7| 1,6(54,0/2,8| 5,2
250 ppm 31,3/3,8(12,1(39,0|4,4| 11,2|48,0|5,3|11,0
500 ppm 19,0/0,0| 0,0|27,0/2,0| 7,4|36,7|5,0|13,7
750 ppm 11,7/0,6| 4,9(12,7|0,6| 4,6(14,0/1,0| 7,1
1000 ppm 7,0/0,0| 0,0/ 7,0/0,0| 0,0, 7,0/0,0| 0,0
1250 ppm 7,0/0,0 0,0/ 7,0/0,0| 0,0, 7,0/0,0| 0,0
1500 ppm 7,0/0,0| 0,0/ 7,0/0,0| 0,0, 7,0/0,0| 0,0

MD= Media del diametro de la colonia (mm)
DE= Desviacion estandar
CV= Coeficiente de variacion
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