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RESUMEN

Los hongos fitopatogenos de los géneros Colletotrichum y Botryodiplodia han sido
reconocidos por poseer la habilidad natural de transformar compuestos presentes en las
plantas, tanto en su proceso de colonizacién como para hacer frente a los mecanismos de
defensa del huésped (destoxificacion de fitoalexinas). Asimismo, han demostrado su
versatilidad para metabolizar algunas sustancias xenobidticas. Actualmente, esta clase de
microorganismos poseen aplicacion potencial en procesos de biotransformacion para la
sintesis organica de moléculas pequenas, las cuales nutren la industria quimica, farmacéutica,
yagricola. Entre las ventajas que presenta el empleo de los sistemas bioldgicos para la sintesis
organica, se encuentra el hecho de que son procesos frecuentemente mas regio-, quimio- y
estereoselectivos que los métodos de sintesis clasica y ademas, se llevan a cabo bajo
condiciones suaves y amigables con el ambiente. Esta revision describe algunos de los
articulos recientes mas relevantes relacionados con la biotransformacion de sustratos
aromaticos sustituidos y también algunas de las aproximaciones que hemos realizado en
nuestro grupo de investigacion, empleando los hongos fitopatégenos de los géneros
Colletotrichum y Botryodiplodia como biocatalizadores en la quimica orgénica sintética.

Palabras clave: Rutas metabdlicas, precursores sintéticos, hidroxilacion,
Colletotrichum gloeosporioides, C. acutatum, Botryodiplodia theobromae.

BIOTRANSFORMATION OF COMPOUNDS AROMATIC
SUBSTITUTED BY FILAMENTOUS PHYTOPATOGENIC FUNGUS
OF THE GENERA Botryodiplodia and Colletotrichum

ABSTRACT
Phytopathogenic fungi of genus Colletotrichum and Botryodiplodia have been recognized for
their natural ability to transform natural compounds from plants, as in their processes of
colonization as to counteract to the defenses mechanisms from the host (detoxification of
phytoalexins). Likewise, they have shown versatility for metabolize some xenobiotics
substances. Nowadays, these classes of microorganisms have potential application in
biotransformation processes for the organic synthesis of small molecules, which feed the
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chemical, pharmaceutics and agricultural industries. Inside the advantages of the employ of
the biological systems for the organic synthesis is in fact that they are processes frequently
more regio-, chemo- and stereoselectives than the methods of classic synthesis, besides they
are carry out under mild and soft conditions with the environment. This review describe some
of the more relevant recent articles related with the biotransformation of substrates aromatic
substituted and also some approximations which we have developed in our research group,
employed the phytopatogenic fungi of the genus Colletotrichum and Botryodiplodia like
biocatalyst in the synthetic organic chemistry.

Key word: Metabolic pathway, synthetic intermediates, hydroxylation, Colletotrichum
gloeosporioides, C. acutatum, Botryodiplodia theobromae.

INTRODUCCION

La bioconversion es el proceso por el cual se produce la transformacion de un compuesto
quimico en otro mediante el uso de un sistema bioldgico, que puede ser un organismo
completo, o una enzima o sistema enzimatico. Si la conversidén quimica de la sustancia se
lleva a cabo con la ayuda de una enzima libre o inmovilizada, se emplea el término
biocatalisis. Por su parte, si se lleva a cabo con la ayuda de una célula completa (usualmente)
conteniendo la enzima necesaria, se habla de biotransformacion'. Debido a que esta clase de
procesos biotecnoldgicos, son una alternativa limpia y econdémica para la obtencion de
productos quimicos, se han catapultado al interior del sector quimico especializado, donde el
escenario de trabajo y las caracteristicas de sus productos exigen Optimas condiciones de
operacion.

En la ultima década, las biotransformaciones han recibido un interés creciente y actualmente,
se han constituido en una de las areas mas promisorias de investigacion cientifica, debido a su
posible aplicacion en la obtencion de materias primas y productos utiles en diferentes
procesos industriales y en sectores tan trascendentes como el farmacéutico, el quimico, el de
los alimentos y el agricola; de ahi que en el mundo se destinen altas inversiones para su
desarrollo™. Se considera que de los 134 procesos industriales reconocidos que utilizaron
este tipo de procesos en el afio 2002, mas de la mitad aparecieron en los Gltimos 10 afios, y la
tendencia aument6 notoriamente en el pasado trienio’. De estos procesos, la mayor parte
corresponden al sector farmacéutico, con un 55%, y tienen como finalidad obtener farmacos
quirales enantioméricamente puros. En esta industria la modificacion estructural de
compuestos esteroidales también es una prioridad.

Las ventajas que los procedimientos de biotransformacion tienen sobre los métodos quimicos,
se basan en que las reacciones catalizadas por enzimas son frecuentemente mas regio-,
quimio- y estercoselectivas™. Muchas biotransformaciones no sélo son regio- y
estereoespecificas sino también enantiespecificas, permitiendo la produccion de productos
quirales a partir de mezclas racémicas’"". Las condiciones para las biotransformaciones en la
mayoria de los casos no requieren de la proteccion de otros grupos funcionales”. Ademas, las
caracteristicas que gobiernan su regioespecificidad difieren de aquellas que controlan la
especificidad quimica, ya que la caracteristica dominante en una biotransformacion es la
relacion topoldgica entre el sustrato y el sitio activo de la enzima. De esta manera, las
biotransformaciones encuentran especial aplicacion en la preparacion de algunos compuestos
en los que la transformacion quimica es, hasta ahora, imposible*”. Por ejemplo, es posible
realizar biotransformaciones en centros que son no reactivos quimicamente, como la
oxidacion de enlaces C-H de hidrocarburos para la obtenciéon de compuestos
oxifuncionalizados'". Desde el punto de vista comercial, algunas biotransformaciones
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pueden ser mas econdmicas y directas que sus andlogas quimicas, y adicionalmente, las
transformaciones proceden bajo condiciones que son normalmente reconocidas como
amigables con el ambiente, ya que tienen lugar principalmente en agua y los subproductos son
biodegradables o reutilizables, lo que constituye una contribucion a la generacion de una
"quimica verde", de bajo impacto ambiental’. Adicionalmente, cuando el biocatalizador,
microorganismo o enzimas aisladas, estan inmovilizados se pueden reciclar varias veces sin
pérdida significativa de sus propiedades cataliticas’.

Aunque la principal aplicacion de las biotransformaciones en sintesis organica esta en la
preparaciéon de compuestos enantiopuros, éstas también se usan para efectuar
transformaciones de grupos funcionales aquirales; ya que las biotransformaciones se llevan a
cabo, generalmente, a temperatura ambiente y presion atmosférica, evitandose con ello el uso
de condiciones de reaccion extremas, las cuales pudieran causar isomerizaciones,
racemizaciones, epimerizaciones o transposiciones’. Estas ventajas significativas resultan
mas importantes aun si consideramos que los productos obtenidos tendran aplicacion en la
vida humana ya sea directamente en el uso de medicamentos o indirectamente, en el caso de
los agroquimicos, a través de los alimentos ingeridos".

EL BIOCATALIZADOR

En las bioconversiones, el agente bioldgico que activa o acelera la reaccion quimica
(biocatalizador) puede ser una enzima o sistema enzimatico aislado, o bien el organulo, célula
o tejido completo en el que este sistema se encuentra”. El procedimiento mas cominmente
empleado en procesos de bioconversion involucra el uso de células completas, en donde toda
la maquinaria enzimatica estd disponible. De otro lado, las preparaciones enzimaticas
incluyen extractos enzimaticos de microorganismos, plantas, protozoarios, insectos, entre
otros; muchas de estas preparaciones se encuentran actualmente disponibles o son
relativamente faciles de aislar, al menos, en forma bruta”. Se pueden emplear, ademas,
enzimas puras, aisladas de microorganismos, muchas de las cuales estan disponibles
comercialmente™. No obstante, cada aproximacion presenta sus ventajas y desventajas. Asi el
procedimiento de emplear células completas es frecuentemente mas econémico de usar que
los sistemas enzimaticos aislados, aunque se tiende a generar mas de un producto, lo cual
puede o no ser una ventaja’. El uso de células completas, en crecimiento o células en reposo
(resting cells), sinembargo, puede verse afectado cuando se dificulta el paso de los sustratos y
productos desde la disolucion a través de las membranas y paredes celulares. Las enzimas
puras pueden ser estables y faciles de usar, conduciendo frecuentemente a la obtencion de
productos unicos y con buen grado de pureza. Para muchas reacciones hidroliticas, no es
necesario el empleo de cofactores. Sinembargo, para reacciones rédox, en las cuales se usan
cofactores, la necesidad de regenerar este cofactor puede presentar una complicacion
adicional®.

El uso de microorganismos (por ejemplo, bacterias y hongos) como biocatalizadores ha
despertado un interés particular, en parte como consecuencia de su habilidad para producir
grandes cantidades de biomasa y una amplia variedad de enzimas diferentes en corto tiempo.
Ademas, muchos microorganismos pueden crecer bajo condiciones diversas y en una amplia
variedad de sustratos. Esta flexibilidad metabdlica exige que los microorganismos posean la
capacidad de producir enzimas diferentes para toda clase de reacciones™. Adicionalmente,
diversas enzimas, requeridas para llevar a cabo la transformacion requerida, pueden estar
presentes en las células completas de un microorganismo y actuar simultdneamente sin
generar interferencias entre ellas’.
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En el caso de las enzimas (biocatalisis) pueden usarse de varias maneras: pueden ser de tipo
salvaje, recombinadas, o genéticamente modificadas para incrementar su actividad o
especificidad. Alternativamente, las enzimas pueden estar en solucion, en un reactor de
membrana, como suspension, “cross-linked” o inmovilizadas* * *. El medio de reaccion
puede ser acuoso, organico o en dos fases® ***. Ademas, con los avances en la modificacion
estructural de las enzimas se posibilita la creacion de nuevas moléculas proteicas con
actividades cataliticas hechas a la medida de las necesidades; por ejemplo, la preparacion de
enzimas termoestables o estables a cierto pH, por medio de la mutagénesis aleatoria o
dirigida®™*.

INMOVILIZACION DEL BIOCATALIZADOR

En los procesos de inmovilizacion, las células completas o las enzimas son confinadas en una
porcién de espacio con retencion de sus actividades cataliticas, las cuales pueden ser usadas
repetida y continuamente”. Esta definicién se ha ampliado al proceso por el cual se
restringen, completa o parcialmente, los grados de libertad de movimiento de enzimas,
organulos, células, etc., por suunioén a un soporte”. La inmovilizacion puede extender la vida
del biocatalizador, facilitar su recuperacion y reutilizacion. Cuando las células son usadas
como los agentes biocataliticos, el sistema permite velocidades adecuadas de penetracion y
difusion de los reactivos y productos al interior de la célula; mientras que en las reacciones con
enzimas la formacion de subproductos indeseables o la degradacion de los productos
deseados, son inhibidos o minimizados™. Se ha demostrado que la inmovilizacién de las
enzimas y en especial de aquéllas insolubles en agua, aumenta su estabilidad
considerablemente, ademas de permitir la separacion de la enzima de los productos y sustratos
con un menor costo al requerido mediante técnicas de separacion, y con su posterior
reutilizacion, o bien, estableciéndose un proceso continuo con el que se obtienen mejoras
evidentes. Adicionalmente, el uso de células o enzimas inmovilizadas es mas ventajoso,
puesto que permite en uso de concentraciones mayores de compuestos que, normalmente les
son toxicos, aunado a que la densidad celular es superior, lo que implica una mayor proporcion
de bioconversion y se evita la pérdida de biocatalizadores en el caldo de extraccion™ *. Es de
anotar, sinembargo, que la naturaleza heterogénea del catalizador, como es el caso de las
enzimas, impone limitaciones de difusion que reducen y afectan su actividad; la alteracion de
la conformacion de la enzima de su estado nativo conlleva una pérdida de la actividad durante
el proceso de inmovilizacion. Ademas, la enzima inmovilizada presenta un costo superior con
respecto a la forma nativa de la enzima.

En los procesos de inmovilizacidn, la retencion puede ser por via fisica o quimica,
dependiendo del tipo de interaccion presente en la inmovilizacién. Diferentes revisiones
enfocadas en los procesos de inmovilizacion de biocatalizadores pueden encontrarse en la
literatura reciente™ ™.

INGENIERIA GENETICA

Las perspectivas de la biotransformacion son tedricamente buenas; el numero de tecnologias
disponibles actualmente y la ingenieria genética aceleraran el impacto de las
biotransformaciones en la sintesis organica. Con los avances en la ingenieria genética, las
enzimas pueden sobreexpresarse en los organismos (por ejemplo, los microorganismos),
haciendo los procesos de biotransformacién mas econdémicos y eficientes. Asi, una vez una
enzima ha sido encontrada y su secuencia de aminodcidos (o la secuencia de acidos nucleicos
que codifica la proteina) analizada, se puede hacer uso de la precision quirurgica de la
ingenieria genética o el clonado de genes.
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Cuando la ingenieria genética se aplica a la modificacion de las proteinas se utiliza el término
de ingenieria de proteinas. De la misma manera, cuando de lo que se trata es de modificar un
proceso metabolico se emplea el término de ingenieria metabolica®. Las herramientas de la
ingenieria de proteinas y de la metabolica se han desarrollado no sélo para ampliar el
conocimiento de la bioquimica, sino que hoy en dia, mediante estas herramientas, se
optimizan muchos procesos biocataliticos para producir compuestos de interés quimico y
sobre todo farmacéutico. Junto con estas herramientas se han desarrollado nuevos conceptos
y metodologias, como la evolucion dirigida o la genética combinatorial en sus distintas
versiones, que pretenden conseguir nuevas formas de proteinas o de sistemas metabdlicos
mediante la inclusion al azar en un organismo de distintos genes o librerias génicas (biblioteca
o conjunto de genes clonados en un vector). La posterior seleccion del organismo
recombinante mediante el empleo de sistemas robotizados de cribado masivo de muestras
(high-throughput screening) permite obtener en poco tiempo la proteina o el organismo
deseado”.

BIOTRANSFORMACION DE SUSTRATOS AROMATICOS SUSTITUIDOS
Los compuestos aromaticos alquilsustituidos han sido empleados como sustratos en
diferentes procesos de biotransformacion, con el objeto de obtener productos con valor
agregado a partir de sustratos econdmicos y disponibles comercialmente™ *. La
biotransformacion de compuestos ha permitido la obtencion de moléculas pequefias mediante
procesos economicos de bajo impacto ambiental, tales como los alcoholes secundarios
enantioméricamente puros, los cuales han sido utilizados como precursores en la industria
quimica, farmacéutica y para la obtencion de sabores, fragancias y cristales liquidos™ *
Frecuentemente, la aplicacion de estos procesos pretende aprovechar el alto grado de
selectividad, e incluso especificidad, que poseen los sistemas enzimaticos para la obtencion de
materiales especializados, como los ciclohexadieno-cis-dioles; sintones quirales valiosos en
la sintesis de una amplia variedad de productos naturales y moléculas de interés biologico®.
Asimismo, se ha empleado la biorresolucion en diversos sustratos aromaticos sustituidos,
para la obtencion de sintones 6pticamente activos a partir de mezclas racémicas, con el objeto
de obtener productos de sintesis final con caracteristicas espaciales determinadas; lo anterior
con el animo de evitar la formacion de productos con alguna actividad biologica indeseable, o
potenciar las caracteristicas del producto de interés. Este tipo de aplicacion ha recibido un
interés particular para la preparacion de aromatizantes y saborizantes* *. En la tabla 1, se
mencionan algunas de las biotransformaciones que se han llevado a cabo en los tltimos afios
empleando algunos sustratos aromaticos sustituidos; un amplio nimero de estos trabajos
emplean como biocatalizador células completas de hongos y levaduras. Otros trabajos han
sido reportados empleando células vegetales™ * y algas rojas” para efectuar modificaciones
sobre este tipo de sustratos Entre los compuestos mas utilizados en las modificaciones
biocataliticas se encuentran la acetofenona y el benzaldehido. El primer sustrato permite,
mediante biorreduccion asimétrica, la obtencion de un sinton quiral de amplio uso en la
sintesis de firmacos, aromas y productos naturales®. La biotransformacion del benzaldehido,
por su parte, conduce a la formacion de fenilacetilcarbinol, un intermedio quiral en la
produccion de compuestos farmacéuticos como la efedrina y pseudoefedrina.
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Tabla 1. Biotransformacion de sustratos aromaticos sustituidos

SUSTRATO

PRODUCTOS

ORGANISMO

REFERENCIA

Acetofenona

Acetofenona

Alcohol R-y §-
feniletilico

Alcohol S-feniletilico

binol

S-fenilacetilcarbinol

Acido p-
coumarico

Acido p-

Acido cafeico
Acido p-
hidroxibenzoico
Acido
protocatechuico

Acido

hidroxi
Acido caféico
Acido p-
coumarico

Acido cind

Acido
protocatechuico

Acido cafeico

Esteres con

Acido caféico,
Acido ferilico,
Acido p-
coumérico, Acido
p-hidroxibenzdico,
Acido p-hidroxi-
fenilacético

Dietil de 2-ox0-2-
feniletilfosfonato

Alcohol p-2-
hidroxibencilico
(HBA)

Acido vanilico

Oxido de trans-1-
fenilpropano,

(2,3 —epoxi-
propil)-benceno

alifaticos (1-octanol)

Derivados de 2-
hidroxi-2-
feniletilfosfonato o-
fosforilados

o-fosforilados dietil
hidroxifosfonato

Gastrodin

Metoxihidroquinona,
Alcohol vanilico,
Vainillina
trans-1-fenilpropan-
1,2-diol

3-fenilpropan-1,2-
diol

Levadura
Saccharomyces cerivisiae

Células vegetales

Raices de zanahorias
(Daucus carota)
modificadas naturalmente
mediante Agrobacterium
rhizogenes

Hongos

Rhizopus javanicus,
Rhizopus oryzae,
Aspergillus oryzae,
Aspergillus tamarii,
Neurospora crassa,
Polyporus eucalyptorum,
Fusarium lateritium,
Fusarium sp., Monilia
sitophila, Paecilomyces
lilacinus y Mucor rouxii

Levaduras
Candida utilis y
Saccharomyces cerevisiae

Levadura

Piruvato descarboxilasa
(PDC) en forma de
Candida utilis

Hongo

Piruvato descarboxilasa
(PDC) de Rhizopus
Jjavanicus

Levadura
Saccharomyces cerevisiae

Bacteria
Streptomyces caeruleus

Bacteria
Streptomyces caeruleus

Bacteria
Streptomyces caeruleus

Hongo
Pycnoporus cinnabarinus

Hongos

Lipasas inmovilizadas de
Candida antartica 'y
Rhizomucor miehei

Hongos

Beauveria bassiana
Rhodotorula rubra
Rhodotorula glutinis
Geotrichum candidum
Penicillium oxalicum
Cladosporium sp.

Hongos

Armillaria luteo-virens
Sacc

Aspergillus foetidus
Penicinium cyclopium
Aspergillus niger
Trichoderma viride
Trichoderma sp.
Penicillium notatum
Mucor sp.

Hongo
Phanerochaete
chrysosporium

Levaduras
Rodothorula sp.
Trichosporon sp.

Levaduras
Rodothorula sp.
Trichosporon sp

48

49

49

50,51

52,53

54

41

41

41

39

56

57

38

58

58
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BIOTRANSFORMACIONES CON HONGOS FITOPATOGENOS

Entre los organismos que mas se han explorado por su capacidad transformadora, se destacan
por su eficiencia los hongos fitopatégenos. Estos, ademas de poseer la habilidad natural de
modificar compuestos presentes en las plantas (por ejemplo, terpenos, coumarinas,
estilbenos, fenilpropanos y flavonoides) en su proceso de colonizacidon, y en algunas
ocasiones para hacer frente a los mecanismos de defensa del huésped (destoxicacion de
fitoalexinas); también pueden metabolizar algunas sustancias xenobidticas, tales como
pesticidas y colorantes, entre otros™ *'. Las células completas de los hongos fitopatogenos se
emplean frecuentemente debido a su habilidad para mediar en muchas reacciones diferentes,
incluyendo transformaciones oxidativas, reductivas, e hidroliticas sobre un amplio rango de
sustratos”. Debido a lo anterior, las biotransformaciones con esta clase de microorganismos
permiten generar diversidad estructural en los productos metabolicos, de manera que puedan
llevarse a cabo evaluaciones de estructura-actividad biologica sobre una quimioteca
particular.

Los hongos en medio liquido pueden crecer, como micelio libre en una forma filamentosa, o
permanecer en forma agregada como “bolitas” (pellet/floc). Estos patrones morfologicos
regulan fuertemente la producciéon de metabolitos; sinembargo, los efectos que dichas
variaciones morfoldgicas fungicas pueden tener sobre las biotransformaciones contintian
siendo oscuras.

BIOTRANSFORMACIONES MEDIANTE ESPECIES DEL GENERO
Botryodiplodia

Las especies de este género de hongos filamentosos fitopatdgenos han sido poco
explotadas en cuanto a su capacidad biotecnoldogica®; los estudios realizados comprenden la
obtencion de metabolitos propios del patdogeno, que como en el caso del acido jasmonico y sus
derivados, poseen potencial aplicacion como reguladores del crecimiento de especies
vegetales”. Desde este punto de vista, la especie B. theobromae, mas conocida como
Lasiodiplodia theobromae, ha demostrado una alta capacidad para elaborar esta clase de
sustancias, catalogdndose como fuente promisoria para la produccion a escala industrial.
Esta especie se clasifica como un organismo eucariota; en sus condiciones naturales se
encuentra en los estados imperfecto (anamorfo) con el nombre de Botryodiplodia y perfecto o
teleomorfo con el de Botryosphaeria. Son minimos los reportes en los cuales se consideran
estos microorganismos o sus sistemas enzimaticos para la conversion de sustratos orgdnicos,
dentro de los cuales se reporta la tendencia del fitopatdogeno a producir hidroxilaciones
alquilicas, las cuales pueden ser efectuadas sobre las cadenas de algunos esteroides™®. Este
hecho hace que la dinamica de transformar este tipo de metabolitos secundarios mediante
especies del género Botryodiplodia sea atractiva. Del mismo modo, se ha publicado la
biotransformacion de la sesquiterpenlactona zaluzanin-D, sustancia reconocida por sus
actividades antifingicas, antitumorales y de regulacion del crecimiento de insectos™ .
Debido a la facilidad de manipulacion de este género en cultivos artificiales, rapido
crecimiento e importancia que ha venido adquiriendo como patégeno en los procesos de
poscosecha de frutas y verduras, entre otros, amerita que se estudiec mas detalladamente su
dinamica metabolica. En la tabla 2 se compilan algunos trabajos que se encuentran en la
literatura cientifica sobre biotransformaciones con especies del género Botryodiplodia.

Rev Soc Quim Peru. 75 (1) 2009



Biotransformacién de compuestos aromaticos sustituidos mediante hongos filamentosos fitopatégenos ... 101

Tabla 2. Biotransformacion de sustratos empleando especies del género Botryodiplodia

SUSTRATO PRODUCTOS ESPECIE REFERENCIA
Derivados del acido R-2,4-dihidroxi-6-(6- L. theobromae 69
B-resorcilico hidroxiheptil)-benzoato de

etilo, R-2,4-dihidroxi-6-(6-
hidroxiheptil)-benzoato de
isobutilo, Acido R-2,4-
dihidroxi-6-(6-hidroxiheptil)-
benzoico, R-2,4-dimetoxi-6-(6-
hidroxiheptil)-benzoato de
etilo, R-2,4-dimetoxi-6-(6-
hidroxiheptil)-benzoato de

isobutilo, Acido R-2,4-
dimetoxi-6-(6-hidroxiheptil)-
benzoico.
2-metilquinoxalina Acido 2- Diplodia 70
quinoxalinacarboxilico gossypina *
ATCC No.
20575
zaluzanin-D 11,13-dihidrozaluzanina-C B. theobromae 68
"Acetato [1-°C] de (18, 2R, 58, 6R)-3-metil-7-oxa- L. theobromae 71

sodio, acetato [2-"°C]  biciclo[4.1.0]-3-hepteno-2,5-
de sodio, acetato [1,2- diol; (1S, 4R, 5S, 6R)-7,9-
13Cz] de sodio, acetato  dioxa-3-metil-8-oxobiciclo
[2-*H;,2-"*C] de sodio  [4.3.0]-2-nonene-4,5-diol

* D. gossypina, sindn. L. theobromae reportado por Cooke.
" Marcacion isotépica del sustrato para seguimiento por espectroscopia.

BIOTRANSFORMACIONES DE SUSTRATOS AROMATICOS

SUSTITUIDOS CON Botryodiplodia theobromae
En investigaciones preliminares realizadas en nuestro grupo de investigacion, exploramos la
dinamica de las reacciones enzimaticas que produce la especie B. theobromae, con el objeto de
determinar su viabilidad en la reduccion de grupos carbonilo, y las posibles preferencias para
la hidroxilaciéon de cadenas alquilicas o sistemas aromaticos en sustratos aromaticos
sustituidos”. En los procesos se utiliza medio de cultivo liquido Czapeck-Dox, sustituyendo
sacarosa por glucosa en la formulacion original y conservando la misma proporcion por litro
del medio. El proceso se realizd en un ambiente aerdbico en erlenmeyers de 1,0 litros
taponados con tarugos de algodén conteniendo 500 ml del medio. La inoculacién se realizod
con trozos de cultivos con edad no superior a 10 dias. El proceso de biotransformacion se
extendio por un periodo maximo de 7 dias, procurando biotransformar la mayor parte del
sustrato de partida, y la obtencion de una gama amplia de compuestos de biotransformacion,
que incluyeran metabolitos de oxidacion iniciales y los provenientes de procesos de
oxidaciones mas avanzadas.
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Biotransformacion del sustrato 2-feniletanol (A)

A partir de este sustrato se logro aislar e identificar los metabolitos: acetato de 2-feniletanol
(B), feniletanodiol (C), acido 2-fenilacético (D) y fenilacetato de 2-feniletanol (E). En la
figura 1 se plantea el posible origen de cada uno de los compuestos formados. Se observa que
el metabolismo de B. theobromae tiene la capacidad de hidroxilar la cadena alquilica en la
posicion bencilica, dando lugar a la formacion del metabolito (C). La oxidacion de la cadena
alquilica en la posicion 1 del sustrato de partida, permite formar el compuesto (D), el cual se
consider6 como el precursor del éster del 2-feniletanol, compuesto (E); finalmente, se observo
la tendencia del microorganismo a esterificar mediante acetilacion para producir el
compuesto (B)".

En estudios realizados modificando las condiciones del proceso de biotransformacion del
sustrato 2-feniletanol, tales como el pH, el tiempo y la oxigenacién, con la especie B.
theobromae, se concluye que la eficiencia del proceso es dependiente de las condiciones del
mismo. Asi, uno de los factores que mas influyé en la eficiencia del proceso fue el pH. Los
estudios revelaron una marcada tendencia del hongo fitopatogeno a reducir el pH durante la
conversion biocatalitica; el empleo de soluciones tamponadas condujo a la formacion en
mayor concentracion de los productos metabélicos™.
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T

OH
OH OH o
- 1y @N \ﬂ/\©
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© @ =)
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Figura 1. Proceso de biotransformacion del sustrato 2-feniletanol (A) mediante el
hongo B. theobromae

Biotransformacion del sustrato acetofenona (F)

A partir del proceso de biotransformacion de la acetofenona (F) se logro aislar e identificar los
metabolitos: 2-feniletanol (A), 1-feniletanol (G), acetato de 1-feniletanol (H), 2-feniletanal
(D), y acido 2-fenilacético (J). En la figura 2 se presenta una posible ruta metabdlica de la
acetofenona. Se aprecia que B. theobromae tiene la capacidad de reducir el grupo carbonilo,
para generar el correspondiente alcohol secundario (G); no se logré determinar la
estereoquimica de esta reduccion, por lo tanto no se obtuvieron datos que permitieran
esclarecer la estereoselectividad del proceso. De manera similar que la biotransformacion del
sustrato (A), se observo la tendencia de B. theobromae para acetilar el alcohol secundario,
dando lugar a la formacién del compuesto (H)".
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Figura 2. Proceso de biotransformacion del sustrato acetofenona (F) mediante el
hongo B. theobromae

Curiosamente, en esta biotransformacion se logré obtener el metabolito (A), el cual proviene
de un posible reagrupamiento del sustrato de partida, a través de un proceso de tautomerismo
ceto-enol; posterior hidratacion de la insaturacion endlica y deshidratacion-hidrogenacion
enzimatica (figura 3). En los productos de biotransformacion no se logro observar la presencia
de los enoles (K) y (L), muy posiblemente debido a la baja estabilidad de estas especies
precursoras o su rapida conversion en el medio de cultivo. La presencia del aldehido (I) y el
acido 2-fenilacético (J), confirman la formacion del compuesto (A) y descartan la posibilidad
de que se trate de un contaminante. La formacién de estos dos ultimos metabolitos es muy
probable que se origine desde el sustrato (A), a través de un proceso de oxidacion secuencial:

alcohol-aldehido-acido carboxilico™”

o OH OH
H,0 OH
— —_—
Hidrat.
Ceto (F) Enol (K) (€)
-H0
Deshidrat.
OH H XN OH
Oxid.
o < (o]
) Ceto (l) Enol (L)

TOxid.
@/\/OH
(A)

Figura 3. Posible origen de formacion de los metabolitos 2-feniletanol (A), 2-feniletanal
(D) y acido 2-fenilacético (J) mediante el hongo B. theobromae
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BIOTRANSFORMACIONES MEDIANTE ESPECIES

DEL GENERO Colletotrichum
Este es un género de hongos filamentosos fitopatdogenos que tienen gran incidencia economica
sobre la produccion agricola de los paises tropicales y en las zonas templadas. Normalmente
se encuentra como saprofito en residuos de cultivos y sus ataques se ven favorecidos por las
condiciones de alta humedad y temperatura, las cuales prevalecen en los tropicos durante gran
parte del afio y en la mayoria de las zonas de produccion”. Las enfermedades que ocasionan se
conocen comunmente con el nombre de antracnosis y se presentan tanto en los cultivos como
en las labores de poscosecha; los ataques se observan en mayor proporcion en las partes aéreas
de las plantas y ocasionan la caida prematura de hojas, flores y frutos, y en muchas ocasiones
pueden causar su muerte. Las especies de Colletotrichum pueden causar infecciones latentes,
en las cuales el hongo contamina la fruta verde en el campo y permanece inactivo hasta que la
fruta madura, en cuyo caso reanuda su crecimiento pudiendo infectar a las demas que estén
alrededor durante el almacenamiento™ ”’. En la literatura cientifica se encuentran un buen
numero de trabajos de investigacion relacionados con las biotransformaciones realizadas por
el hongo Colletotrichum gloeosporioides (Glomerella cingulata); la mayor parte de los
estudios se compilan en la revision bibliogréfica presentada por Garcia y otros™. En la tabla 3,
se citan algunos de los trabajos mas recientes sobre biotransformaciones con especies del
género Colletotrichum.

Tabla 3. Biotransformaciones realizadas con hongos filamentosos del
género Colletotrichum

SUSTRATO PRODUCTOS ESPECIES REFERENCIA
zaluzanin-D 11,13-dihidrodeaceti-  C. lindemuthianum 68
latedzaluzanin-D
(dihidrozaluzanin-C).

(-)-2-(3°,4’- (2R(S), 3R(S), 4S(R))- C. gloesporioides 79

diacetoxifenil)- 2-(3°,4’-

3,4-diacetoxi- dihidroxifenil)tetrahi-

tetrahidrofurano drofuran- 3,4-diol

cicloartenol 24,25- C. fusarioides 80
dihidroxicicloartan-3-
ona

Widdrol 14R-hidroxiwiddrol C. gloeosporioides 81

BIOTRANSFORMACIONES DE SUSTRATOS AROMATICOS SUSTITUIDOS
CON Colletotrichum gloeosporioides y C. acutatum

Biotransformacion del sustrato 1-(4-clorofenil)-2-feniletanol (M)

Estudios de biotransformacion efectuados empleando la cepa de C. gloeosporioides, 20122
CECT (Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo) de origen canadiense y proveniente de
aislamientos de fresa, sobre el sustrato 1-(4-clorofenil)-2-feniletanol (M) en el medio de
cultivo liquido Czapeck-Dox modificado con relacién a la fuente de carbono, condujo al
aislamiento de los metabolitos presentados en la figura 4%
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Figura 4. Productos de la biotransformacion del sustrato 1-(4-clorofenil)-2-feniletanol (M)
mediante la cepa 20122 CECT de C. gloeosporioides

Biotransformacion del sustrato 2-feniletanol (A)

En los trabajos de biotransformacion que se realizan actualmente en el grupo de Quimica de
los Productos Naturales y los Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia (Medellin),
se ha encontrado que la especie C. gloeosporioides aislada de frutos de Carica papaya
(papaya) y C. acutatum aislada de Solanun betaceae (tomate de arbol), biotransforman el
sustrato 2-feniletanol (A) hacia los siguientes metabolitos: acetato de 2-feniletanol (B),
feniletanodiol (C), y 2-feniletilmetiléter (U)™™ (figura 5).

o

(C)]

OH
OH OH
@/\/
(A) (€)

oY
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Figura 5. Proceso de biotransformacion del sustrato 2-feniletanol (A) mediante
los hongos C. gloeosporioides 'y C. acutatum
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Figura 6. Proceso de biotransformacion del sustrato acetofenona (F) mediante los
hongos C. gloeosporioides y C. acutatum.

Biotransformacion del sustrato acetofenona (F)
A partir del sustrato acetofenona (F) se obtuvieron los metabolitos 1-feniletanol (G),
feniletanodiol (C), y 2-feniletanol (A)™™.

CONCLUSIONES

Con base en larevision presentada y los trabajos realizados en el grupo de investigacion sobre
biotransformacion con hongos fitopatdgenos de los géneros Colletotrichum y Botryodiplodia,
se concluye que dichos microorganismos presentan una marcada tendencia hacia la
introduccion de grupos hidroxilo sobre las cadenas sustituyentes; igualmente, se aprecia la
tendencia hacia la reduccion de grupos carbonilo de cetonas y aldehidos, ademas de
reacciones de acetilacion sobre grupos hidroxilo. Lo anteriormente expuesto, puede
considerarse como una alternativa adecuada para la obtencion de alcoholes y ésteres de tipo
acetato con estructuras novedosas.
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