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Resumen

La esclaredlida (1) se biotransformé con Aspergillus niger (ATCC 20107) en tres medios de cultivos diferentes, obteniéndose
cuatro productos de oxidacion en los C-1 y C-3 de la esclaredlida (1): 3-cetoesclaredlida (2), 13-hidroxiesclaredlida (3), 3
B-hidroxiesclaredlida (4) y 1-cetoesclaredlida (17). El rendimiento y diversidad de los productos obtenidos, al parecer estan
determinados por la composicién quimica del medio de cultivo.

Abstract

The sclareolide (1) was incubated with Aspergillus niger (ATCC 20107) in three different culture medium. As a result of this,
four oxidation products obtained in C-1 and C-3 of the sclareolide (1): A 3-ketosclareolide (2), 1B-hidroxiesclaredlida (3), 3
B-hydroxysclareolide (4) and 1-ketosclareolide (17). Yield and diversity of the products obtained seem to be determined
by the chemical composition of the culture medium.
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I ntroduccion

L as Biotransformaciones son una herramienta Gtil e interesante
para la obtencién de una diversidad de compuestos quimicos,
los cuales tienen diferentes aplicaciones en la industria
farmacéutica, de agroquimicos, alimenticia, bioldgica, quimica,
entre otras.1# La utilidad actual de los microrganismos, y en
especia de los hongos como biocatalizadores ha despertado un
interés muy particular, por su habilidad para producir grandes
cantidades de biomasa y una amplia variedad de enzimas en un
corto tiempo. Ademas, muchos microrganismos pueden crecer
bajo condicionesdiversasy en unaampliavariedad de sustratos.
Esta flexibilidad metabdlica permite que los microrganismos
posean la capacidad de producir una diversidad de enzimas que
pueden biotransformar una serie de compuestos quimicos,
mediante reacciones de hidrolisis, de Oxido-reduccion,
formacién de enlaces C-C, de adicion-eliminacién, entre otras,
asi como, en sustratos naturales y no naturales con estructuras
guimicas complgjas. La preparacion de compuestos
semisintéticos a partir de productos naturales por medio de la
introduccion de un grupo hidroxilo, es de gran utilidad debido a
sus variadas posibilidades de reaccién en el carbono sobre €
gue esta situado y sobre la zona vecina de la molécula. En este
caso, los sistemas enziméticos involucrados  son
mono-oxigenasas, particularmente del Citocromo P450.58 Las
“biohidroxilaciones’ ha tenido un gran desarrollo,
principalmente en el campo de los esteroides’ y terpenoides?
debido ala gran demanda industrial de sus productos finales.?
Un gemplo clasico de la hidroxilacion de un metileno no
activado, es la hidroxilacion del C-11 de la progesterona por
Rhizopus arrhizus en 1952,10 biotransformacion que procedio
con una altaregio- y estereo-selectividad.

En la literatura quimica especidlizada se ha descrito la
oxidacién microbiologica de la esclaredlida (1), componente
minoritario de Arnica angustifolia y Sderitis nutans, para dar
diferentes productos de mono- y bi- hidroxilacién; ademés, de
los productos correspondientes de oxidacién. En lafigura l, se
muestran los productos obtenidos de la biotransformacion de 1,
mediante € empleo de diferentes hongos como
biocatalizadores, donde los productos mas frecuentes son:
3-cetoesclaredlida  (2), 1f-hidroxiesclaredlida (3) y 3
B-hidroxiesclaredlida  (4).118  El  compuesto  3a.,6
B-dihidroxiesclaredlida  (5) fue  obtenida de la
biotransformacion de 1 por Cephalosporium aphidicola.l?
Atta-ur-Rahman, et a.13 describe la transformacion
microbioldgicade 1 con Curvularia lunata y Aspergillus niger,
para obtener las sustancias 2-4 y dos compuestos de
biohidroxilacién en las posiciones C-1 (la,3
[-dihidroxiesclaredlida, 6) y C-3 (1f,3p-dihidroxiesclaredlida,
7). Otros productos minoritarios descritos en laliteratura son los

obtenidos de la biotransformacion de 1 con Cunninghamella
elegans, como 2a-hidroxiesclaredlida (8), 20,3
[B-dihidroxiesclaredlida (9) y 3p-hidroxi-8-epiesclaredlida
(10).* De la biotransformacion 1 con Cunninghamella.
blakesleeana se obtuvieron tres nuevos productos:
Og-esclaredlida (11), 3f,6a-dihidroxiesclaredlida (12) y la
9-hidroxiesclaredlida (13), y los productos ya conocidos (2, 4y
7), mientras de la transformacion microbiolégica de 1 con
Cunninghamella. echinulata (ATCC 9424) se aidaron a la 5
B-hidroxiesclaredlida (14) y 7B-hidroxiesclaredlida (15),
ademés de los productos 4 y 7.5 Recientemente, se ha
informado la transformacién microbiol dgica de la esclaredlida
por diferentes hongos filamentosos en medios de cultivos con
diferente composicion.’® En la biotransformacién del
compuesto 1 con A. niger en medio Y EPGA (glucosa, extracto
de levadura, extracto de carne y peptona) se obtuvieron los
compuestos 2 y 4, compuestos comunes en todas las
biotransformaciones microbiolégicas de 1 con diferentes
hongos, mientras que en un medio de cultivo diferente con A.
niger se obtuvieron los productos 16-19, donde 18
(15-hidroxi-3-cetoesclaredlida) y 19 3
[,15-dihidroxiesclaredlida) resultaron ser productos novedosos
con hidroxilacion en e CH315.16 Los productos 3a.6
[-dihidroxiesclaredlida (16) y 1-cetoesclaredlida (17) son
productos también de la biotransformacién de 1 con
Cunninghamella blackesleeana en el mismo medio. Por otro
lado, Curvularia lunata produjo 2, 4 y 17, mientras Beauveria
bassiana generd 4 como Unico producto. El compuesto 16 fue
un producto comin en la biotranformacion de 1 con R
nigricans y Fusarium moliniforme.16 Con base en lo anterior y
por e interés de generar conocimientos sobre la
biotransformacién de productos naturales con hongos
filamentosos,1” en e presente trabajo se dan a conocer los
resultados obtenidos de la biotransformacion de la esclaredlida
(1) en tres medios de cultivos diferentes, para determinar su
influencia en la diversidad estructural y rendimiento de los
productos de biotransformacion.

Material y métodos

Laseparacion y purificacion delas materias primasy productos
de Dbiotransformacion se redizd mediante técnicas
cromatogréficas usuales. cromatografia en columna a presion
reducida (CCV), cromatografia de placa preparativa (CCP). En
los procesos de purificacion cromatograficos se empled como
fase estacionaria Silica gel (SiO,), marca Macherey-Nagel®
con tamafio de malla 70/230 y 230/400 ASTM. Los disolventes
utilizados como fase movil fueron: éter de petroleo, CH,Cl,,
AcOEt, acetona, MeOH, benceno y tolueno en diferentes
proporciones. El andlisis por Cromatografia en Capa Fina
(CCF), se efectu6 en cromatofolios de silica gel de lamarca
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Merck® 60F,s, (0.20 mm de espesor) y como reveladores:
sulfato cérico amoniacal [(NH4)4Ce(S0,), a 1 % en H,SO,
2N. Las cromatografias en CCP se redlizaron en placas
preparativas Merck® (20 x 20 cm y 2 mm de espesor). Los
puntos de fusion se determinaron en un aparato Fischer-Johnsy
no fueron corregidos. Los espectros de infrarrojo (IR) se
obtuvieron en un equipo FT-IR Broker Tensor 750. La
determinacion de larotacion Optica se realizo en un polarimetro
Perkin-Elmer 341. Los espectros de espectrometria de masas
(EM) se obtuvieron en un espectrofotdmetro Jeol
JMS-AX505HA utilizando la técnica de impacto el ectrénico con
un potencial de 70 eV y un espectrometro Jeol JMX-SX102A
para la técnica de bombardeo répido de &omos (FAB*). Los
espectros de resonancia magnética nuclear de hidrogeno
(RMNIH) y carbono-13 (RMN 13C) fueron redlizados en los
espectrofotdmetros Varian Inova 500 (500/125 MHz), Bruker
(400/100 MHz), Varian XR-300 (300/75 MHz) y Bruker
ARX300 (300/75 MHZz). Los espectros fueron obtenidos en
CDCl; y DMSO como disolvente, utilizando TMS como
referenciainterna. Los valores de desplazamientos quimicos se
encuentran en ppm.
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Figura 1. Productos de Biotransformacion de la esclaredlida (1).
Microorganismo, medio y condiciones de cultivo
Aspergillus niger (ATCC 20107) fue proporcionado por la

Maestra Dora A. Pérez del Laboratorio de Microbiologia
Farmacéutica de la FES-Zaragoza, UNAM.
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Preparacion de los medios

Medio A (YEPGA): peptona (1 g), extracto de levadura (1 g),
extractodecarne (1 g) y glucosa(5g) apH 7, se esteriliz6 a120
°Cy 1.5 Ib durante 15 min. Medio B: glucosa (10 g), glicerol
(10 g), peptona (5 g), extracto de levadura (5 g), KH,PO, (5 g),
NaCl (5g) apH 7, seesteriliz6a120 °Cy 1.5 Ib durante 15 min.
Medio C (Czapek-Dox): sacarosa (30 g), NaNOs (3 g), MgSO,
(0.259), KCI (0.25 g), FeSO, (0.01 g), KH,PO, (1 g) apH 7, se
esterilizaron a120°Cy 1.5 Ib de presion durante 15 min.

Preparacion de la solucion densa de esporas.

A partir de la resiembra de A. niger (ATCC 20107) en APD y
después de cinco dias de esporulacion a temperatura ambiente,
se realizd la preparacion de una solucion densa de esporas;
mediante la adicién de H,O destilada estéril (15 mL).

Factibilidad de biotransformacion de la esclaredlida (1) en
tres medios de cultivo diferente.

Para determinar la factibilidad de biotransformacion de la
esclaredlida (1) con A. niger; se procedié a inocular a los
diferentes matraces (125 mL) que contienen medio Y EPGA (75
mL), mediante la adicién de 2 mL de una solucion densa de
esporas (excepto a blanco del medio) y se incubaron en un
orbital rotatorio a 28 °C y 150 rpm. Después de 48 horas de
incubacion, se procedio a disolver la esclaredlida (5-10 mg) en
laminima cantidad de acetonay se distribuyé en cadauno delos
matraces (excepto en el blanco del hongo y blanco del medio).
El curso de la biotransformacién se siguid por medio de CCF;
para lo cual, se tomé una aicuota de 2-3 mL del sistema de
biotransformacién, del blanco del medio, del blanco del hongo
y del blanco de la sustancia, durante 14 dias. A cadafraccion se
le realizd una extraccion liquido-liquido con CH,Cl,; la fase
orgénica se secd con NaSO, anhidro. La fiabilidad de las
pruebas de biotransformacion de manera cuditativa y
cuantitativa requirié de diferentes controles (medio, sustrato y
del hongo), para poder eliminar la posibilidad de que los
productos aislados fueran metabolitos secundarios del hongo
y/o producto de descomposicion del medio y/o de la materia
prima.16

Obtencién de la mezcla de productos de biotransformacién.

Después de 14 dias, €l sistema de cultivo se filtré a vacio para
separar la biomasa del medio liquido. A la fase acuosa se le
determind e pH y fue saturada con NaCl. Para recuperar la
mezcla de biotransformacion, se realizd una extraccion



liquido-liquido con CH,Cl, (5 x 20 mL), la fase organica
resultante se secod con Na,SO, anhidro y se concentré a baja
presion.16

A labiomasasele agregé AcOEt y se agitd durante un intervalo
de tiempo determinado hasta la extraccion de los productos
retenidos en la biomasa, esto se determind por medio de CCF.
El procedimiento experimental antes descrito serealiz6 deigua
manera para los procesos de biotransformacién de forma cuali-
y cuantitativamente.16

L os residuos obtenidos de lafase liquiday de la biomasa de los
procesos de biotransformacién cuantitativos, fueron separados
y purificados por medio de CCV y CCF preparativa. Asimismo,
lafase liquida de cada uno de los controles se traté con CH,Cl,
para la obtencion del residuo orgénico. Los residuos sirvieron
como referencia paraidentificar y descartar aguellos productos
gue no corresponden ala biotransformacién de 1.16

Biotransformacion Cuantitativa de la Esclaredlida (1).

Biotransformacion de la esclaredlida (1) con A. niger en €
medio A.

La biotransformacion de 1 (204.3 mg disueltos en 10 mL de
acetona) en el medio A (YEPGA) con A. niger procedi6 durante
14 diasdeincubacion. Al término de este periodo, el sistemafue
procesado como se indica arriba para obtener un residuo
aceitoso (194.3mg) de color amarillo. De la separacion
cromatogréfica (CCV)!8 con mezclas de éter de petrdleo/AcOEt
de polaridad creciente, se obtuvieron la 3-cetoesclaredlida (2,
44.2 mg, 22.7 %), 3p-hidroxiesclaredlida (4, 72.7 mg, 37.4 %)
sustancias previamente descritas en la literatura16 y se
recuperaron 12.6 mg (6.5 %) de esclaredlida (1).

Biotransformacion de la esclaredlida (1) con A. niger en €
medio B.

El sustrato 1 (210 mg disueltos en 10 mL de acetona) fue
distribuido en 20 matraces Erlenmeyer (125 mL) conteniendo
medio B y 48 h previas de inoculacion con A. niger. La
biotransformacion procedié durante 14 dias y el sistema de
biotransformacion fue tratado como seindicé anteriormente. De
la separacion y purificacion de la mezcla de biotransformacion
se obtuvieron: 1 (6 mg 2.8 %), 2 (24.5 mg, 11.7 %), 4 (58.2 mg,
27.7 %), l-cetoesclaredlida (17, 6.8 mg, 3.4 %) y 1
[-hidroxiesclaredlida (3, 21.2 mg, 10.1 %).

1B-hidroxiesclaredlida (3); pf. 180-182 °C. IR vy (CHCIy):
3618, 3000, 2966, 1756, 1232 cml. RMN 'H (500 MHz,
CDCl3, COSY, NOESY): ver tabla1l. RMN 13C (125 MHz,

CDCly): ver tabla 1. EM (IE) m/z: [M*+1, 267], [M*, 266],
233(45.3 %), 140(60 %), 136(70.5 %), 121(56.3 %), 109(42.2
%), 93(50 %), 81(60.2 %), 55(55.5 %), 41(50.8 %) y 28(42.9
%).

Biotransformacion de la esclaredlida (1) con A. niger en €l
medio C (Czapek-Dox).

El sustrato 1 (210 mg disueltos en 10 mL de acetona) fue
distribuido en 20 matraces Erlenmeyer (125 mL) con medio C
(Czapek-Dox) y 48 h previas de inoculacion con A. niger. La
biotransformacién procedié durante 14 dias y el sistema de
biotransformacion fue tratado como se describi6 anteriormente.
En la mezcla de biotransformacion se identificaron por medio
de CCF empleando muestras auténticas de la esclaredlida (1),
3-cetoesclaredlida  (2), 1P-hidroxiesclaredlida  (3), 3
B-hidroxiesclaredlida (4) y 1-cetoesclaredlida (17).16

Resultadosy discusion

Delabiotransformacion de 1 con A. niger en medio Y EPGA se
obtuvieron 3-cetoesclaredlida (2) y 3p-hidroxiesclaredlida (4),
ambas sustancias fueron identificadas con base en sus
propiedades fisicas y constantes espectroscopicas (RMN 1H y
RMN 13C).16

En e medio de cultivo B se aislaron e identificaron los
compuestos 3-cetoesclaredlida (2), 3p-hidroxiesclaredlida (4),
5 y 17 descritos en la literatura como productos de
bioconversién de 1 con A. niger (ATCC 20107). Sin embargo,
resultados previos obtenidos en la biotransformacion de 1 con
A. niger (ATCC 16404)16 por nuestro grupo de investigacion,
describi6 la obtencion de los compuestos 16, 18 y 19, los cuaes
no fueron identificados en esta ocasion.

Adicionalmente, se obtuvo un sdlido blanco cristalino de pf.
180-182 °C. El espectro EM (IE) sugiere unaformulamolecular
Ci6H2603 por su ion molecular de m/z 266. Su espectro de
RMN13C en desacoplamiento total corrobor6 la presencia de
dieciséis atomos de C y con base en el experimento DEPT, se
establecié lamultiplicidad de cada &omo de carbono, donde se
observan cuatro metilos, cinco metilenos, tres metinosy cuatro
carbonos cuaternarios. En su espectro de RMN H (tabla 1) se
observan cuatro sefiales simples en &y 1.34, 0 0.92, 6, 0.88y
0y 0.84, los cuales fueron asignados a CH3-13, CH5-14, CH3-15
y CH3-16 respectivamente. Ademés de una sefial doble de doble
(dd) en &y 3.32 (1H, J= 10.8, 4.8) que corresponde a un
hidrégeno con orientacion o-axial. La localizacién del grupo
hidroxilo en C-1 se determiné con base en los experimentos de
HMBC, en particular por las correlaciones de H-1 (6 3.32) con
C-10 (0c 41.4),C-5 (8¢ 54.9), C-14 (8¢ 11.0) y C-9 (8¢ 86.1),
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ver figura 2. La orientacion del grupo hidroxilo 3-ecuatorial fue
confirmada con €l experimento NOESY, a observarse las
correlaciones entre H-1 (0 3.32) con H-5 (04 1.02), H-9 (&4
1.99) y H-3 (0y 1.47), ver figura 3. Los experimentos HSQC,
HMBC, COSY y NOESY permitieron asignar los
desplazamientos quimicos para los diferentes carbonos e
hidrégenos presentes en la molécula y confirmar la estructura
del 1B-hidroxiesclaredlida (3), sustancia ya descrita en la
literatural® pero aislada e identificada por primera vez en la
biotransformacién de 1 con A. niger (ATCC 20107) en los
medios de cultivo By C.

Tabla 1. DatosRMN 3C y *H (500 y 125 MHz, CDCl,), la
constantes de acoplamiento (J en Hz) para el compuesto 3.

3
Posicion dc (ppm) Oy (ppm)

1 792 O 3.32dd
(10.8,4.8)

2 20.5 -

3 403 Qg 147 m
Bec 1.32 m

4 327 -

5 549 Ogy 1.02

(13,3)

6 28.2 Ogy 1.67 m
Pax 1.60 m

7 385 Qg 1.66 m
Bec 2.09 ddd

(J=12.0,3.6.32)
8 86.1 -
9 579 Ogy 1.99 dd
(J=140y72)
10 414 -
11 319 Oleg 2.56 dd
J=17.0,74)
Pax 2.63 dd
=170y 14.0)

12 177.5 -

13 21.6 1.34 (3H, s)

14 11.0 0.92 (3H, s)

15 326 0.88 (3H, )

16 20.8 0.84 (3H, s)

S EARMACEUTICAS

Figura 2. Correlaciones selectas de H-1 con C-5, C-10 y C-15
(HMBC), quecorroboran la posicion del grupo hidroxilo en C-1.

14 13CH3

Figura 3. Interacciones de H-1 con H-3, H-5y H-9 (NOESY), que
corroboran la orientacion del grupo hidroxilo en C-1.

Los compuestos 2, 4, 5 y 17 fueron identificados por CCF
empleando muestras auténticas como productos de
bioconversién de 1 con A. niger (ATCC 20107) en el medio C
(Czapek-Dox).!6

Conclusiones

De la biotransformacién de 1 con A. niger (ATCC 20107) se
obtuvieron los productos de hidroxilacién en C-1 (3) y C-3 (4)
y los derivados ceto en C-1 (17) y C-3 (2), lo cua esta de
acuerdo con la literatura. Por otro lado, se observé que hay una
mayor diversidad de compuestos en los medios de cultivo By C
(2, 3,4y 17) con respecto al medio A (2 y 4). Estos resultados
sugieren que la composicion del medio es determinante en la
diversidad y rendimiento de los diferentes productos. Los
compuestos 1pB-hidroxiesclaredlida (3) y 3p-hidroxiesclaredlida
(4) son los compuestos mayoritarios en el medio de cultivo B,
mientras que en el medio de cultivo A es el compuesto 4.
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