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RESUMEN

En este estudio se evaltan las biotransformaciones realizadas por el hongo filamentoso fitopatégeno
Botryodiplodia theobromae sobre los sustratos 2-feniletanol 1y acetofenona 2; los procesos se realizan en
el medio de cultivo liquido Czapeck-Dox a temperatura promedio de 24 °C, humedad relativa entre
45 %y 60 %y agitacion a 150 rpm en un agitador orbital tipo shaker. El patdbgeno es obtenido a partir
de frutos comerciales de aguacate infectado con la enfermedad, adquiridos en los centros de mercadeo
de la ciudad de Medellin (Antioquia-Colombia) y es caracterizado morfolégicamente en el Laboratorio
de Fitopatologia de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin. En la biotransformacion a
partir del sustrato 1 se obtienen los metabolitos feniletanodiol 3, acido 2-fenilacético 4, fenilacetato de
2-feniletanol 5, acetato de 2-feniletanol 6; y desde el sustrato 2, los metabolitos 1-feniletanol 7, acido
2-fenilacético 4, 2-feniletanol 1, 2-feniletanal 8, o-hidroxiacetofenona 9 y acetato de 1-feniletanol 10.
Los productos de la transformacion microbiana se identifican mediante cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (CG-EM) y resonancia magnética nuclear de protén y carbono (RMN 1H y
13C). Se observa una tendencia marcada del patégeno a producir hidroxilaciones sobre la cadena alquilica
y parcialmente sobre la cadena aromatica; igualmente tiene la capacidad de reducir el grupo carboniloy
esterificar los grupos hidroxilo.

Palabras clave: Hidroxilaciones enzimaticas, reduccion enzimatica de cetonas aromaticas, esterificacion
enzimatica de alcoholes.

ABSTRACT

In this study, biotransformations of the substrates 2-phenilethanol 1 and acetophenone 2 achieve by
the phylamentous phytopatogenicfungus Botryodiplodia theobromae, are evaluated; the processis carried
out in liquid media culture Czapeck-Dox to an average temperature 24 °C, relative humidity between
45 % to 60 % and with agitation in shaker 150 rpm. The pathogen is obtained from infected commercial
fruits of avocado, acquired at the centers of trade in the city of Medellin (Antioquia-Colombia) and it is
characterized morphologically in the Phytopathology Laboratory of the University National Colombia,
Medellin. The biotransformation of the substrate 1 produces the metabolites phenylethanodiol 3, 2-
phenylacetic acid 4, phenylacetate 2-phenylethyl 5, acetate of 2-phenylethanol 6, and from substrate 2
are obtained the metabolites 1-phenylethanol 7, 2-phenilacetic acid 6, 2-phenylethanol 1, 2-phenylethanal 8,
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o-hydroxiacetophenone 9 and acetate of 1-phenylethanol 10. The structures of metabolic products are
determined by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) and nuclear magnetic
resonance of proton and carbon (TH and 13C NMR). The process is marked by tendency of the pathogen
to produce hydroxylations on the alkylic chain and some on the aromatic chain. Additionally, it has the
capability to reduce to the carbonyl group and produce esterification reaction in the hydroxyl groups.

Keywords: Enzymatic hydroxylations, enzymatic reduction of aromatic ketone, enzymatic esterification

of alcohols.

INTRODUCCION

Los procesos de biotransformacion han sido
utilizados con gran éxito en la obtencién de nuevas
moléculas y en la modificacién estructural de sus-
tratos organicos, con lafinalidad de incrementar su
valor comercial o cientifico. Las ventajas de su apli-
cacion en la sintesis orgdanica estan principalmente
relacionadas con la preparacién de compuestos
Opticamenteactivosconelevadaestereoselectividad
bajo condiciones suavesyamigables conelambiente
(1-3). Las aplicaciones mas importantes de las trans-
formaciones bioldgicas han sido adoptadas parala
produccidn de aditivos alimenticios, farmacéuticos,
agroquimicos y materiales especializados, ya que
gran parte de sus materias primas y productos
deben ser obtenidos mediante procesos de sintesis
asimétrica (4-6).

En este trabajo se explora la dindmica de las
biotransformaciones que puede efectuar el hongo
filamentosofitopatégenoBotryodiplodiatheobromae,
el cual se encuentra frecuentemente en zonas
tropicales y subtropicales donde ocasiona pérdi-
das econdmicas significativas en los procesos de
poscosecha de frutas, verduras, flores y madera-
bles (7-9). En Colombia, este microorganismo es
considerado como un patégeno de consideracion
para la agricultura (10). La mayor parte de los es-
tudios que se encuentran en la literatura sobre este
microorganismo se refieren a su fisiologia, y han
sido realizados con el fin de conocer la dindmica de
los procesos infectivos en plantas y frutos (11-14).
Debido a estas circunstancias de indole econdémica,
B.theobromae hasido estigmatizado por su caracter
nocivoy considerado Unicamente desde la perspec-
tiva de su control, desconociéndose y subvalorando
su potencialidad para la realizacién de procesos de
biotransformacién (15-18).

Con el objetivo de conocer la selectividad del siste-
ma enzimdtico de este patdgeno para modificaralgu-
nos grupos funcionales aquirales y anillos aromaticos
sustituidos, se sometieron a biotransformacion los

sustratos 2-feniletanol y acetofenona. En este articulo
sereportan los productos metabolicos resultantes del
procesoy sediscutela posible secuencia de formacion
de los metabolitos.

MATERIALES Y METODOS

Métodos y equipos de uso general

Los sustratos empleados de calidad grado analiti-
coy los medios nutritivos de calidad microbioldgica
se obtuvieron de las casas comerciales Aldrich y
Merck. Todos los solventes empleados se bidesti-
laron antes de su utilizacién. La cromatografia de
columna (CC) se llevé a cabo empleando como fase
estacionaria Sephadex LH-20 (Pharmacia) o Silica
gel 60 (0.040 mm - 0.063 mm; Merck). La croma-
tografia de capa fina (CCF) se realizd en croma-
toplacas de silica gel 60F254 (0.25 mm 0 0.50 mm
de espesor, Merck) y los compuestos se visualizaron
mediante luz UV (254 nm, 310 nm) y vapores de
yodo sublimado, o mediante aspersion con FeCl,
al 5 % y mezcla H,SO,-Ac. Acético-Agua, seguido
por un calentamiento suave. La cromatografia de
gases (CG) se efectud en un cromatégrafo acoplado
a espectrometria de masas, Agilent Technologies
modelo 6890 N, equipado con una columna HP-5
de naturaleza no polar, 30 m x 0.25 mm i.d., 0.25
mm de espesor de pelicula. Las condiciones del
analisis cromatografico fueron las siguientes: tem-
peratura inicial de la columna, 50° C; temperatura
delinyector, 230° C; temperatura del detector, 280°
G programa de temperatura para el horno: rampa
de calentamiento a razén de 10° C/min hasta 250° C
y conservada durante 6 minutos; tiempo de corrido
del andlisis 30 minutos. El flujo de la columna fue
de 1T ml.min-1 con N2 calidad analitica como gas
de arrastre. Los espectros de masas por ionizacion
electrénica (EM-IE) se realizaron usando cromato-
grafia de gases-espectrometria de masas (CG-EM)
y los compuestos se identificaron por comparacion
de los espectros de masas e indices de retencion,
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disponibles en la literatura y la base de datos NIST
(National Institute of Standards and Technology),
(19) y con compuestos de referencia. Los espectros
infrarrojo (IR) se registraron en un espectrofoto-
metro Bruker (modelo IFS 28/55), en el rango de
frecuencias 4000 cm-1-400 cm-1. Los espectros de
resonancia magnética nuclear de protény carbono
se determinaron usando cloroformo deuterado en
un espectrémetro Bruker AMX 300 con 300.12
MHz para el nucleo de 1H-y 75.42 MHz para el
nucleo 13C. Las multiplicidades se establecieron
mediante la secuencia de pulsos 13C JMOD. Los
desplazamientos quimicos estan expresados como
valores de 6 (ppm)y las constantes de acoplamiento
J en Hertz (Hz). Las biotransformaciones se rea-
lizaron en un agitador orbital tipo shaker, marca
Centricol, serie 0239, con cdmara de incubacion; los
aislamientos e inoculaciones se realizaron en una
camara de flujo laminar clase 2, tipo A, de la com-
paiia de Control de Contaminacién Colombiana,
modelo CSB-180 A. El patdgeno se obtuvo de frutos
comercialesdeaguacate(Perseaamericana)infectados
y laidentificacién se realizé mediante caracteristicas
morfoldgicas en los Laboratorios de Fitopatologia
de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Medellin. Las cepas se mantuvieron en medio de

% inhibicion =

Diametro promedio del testigo-Diametro promedio del ensayo

cultivo sélido PDA, atemperatura promedio de 240
Cy humedad relativa del 45 % a 60 %.

Evaluacién de la actividad fungicida o fun-
gistatica de los sustratos 2-feniletanol 1y
acetofenona 2

Las evaluaciones se llevaron a cabo empleando
la metodologia de la placa perforada, parala cual se
utilizaron los frotis del microorganismo realizados
sobre PDA e incubados durante 48 horas, después
delo cual seretiraron con un sacabocados de 6 mm
de diametro los correspondientes cilindros, que se
utilizaron para inocular nuevas cajas que contenian el
medio de cultivoy el sustrato de interés a diferentes
concentraciones. El inéculo se coloco en estas cajas
dentro de las perforaciones que se habian realizado
previamente con un sacabocados de diametro idén-
tico. La actividad antifungica se determiné midiendo
los didmetros de crecimiento micelial, con unaregla
milimetrada, cada 24 horasy durante untiempoentre
3y 5 dias. Cada una de las evaluaciones se realizd
por triplicado y se repitié en el tiempo para mirar su
reproducibilidad; cada uno delos ensayos se respaldd
conlos correspondientes testigos (blanco absolutoy
blanco de solventes). Los porcentajes de inhibicién
se calcularon utilizando la expresién:

x 100

Diametro promedio del testigo

Para los sustratos, se construyeron las correspon-
dientes curvas de toxicidad contra el patégeno, y se
selecciond la concentracion que produjo un porcen-
taje de inhibicién que oscilé entre 50% y 60 %.

Procesos de biotransformacion

En los procesos de biotransformacion se utilizé
el medio de cultivo liquido Czapeck-Dox, y se
sustituyo la glucosa de la formulacién original por
sacarosa en la misma proporcion. El proceso se rea-
lizé en erlenmeyers de 1,0 litro (4) con 500 ml de
medio. La inoculacién se realizé con el micelio pro-
veniente de trozos de cultivos con edad no superior
a 10dias; los erlenmeyers inoculados se taponaron
con tarugos de algodén estéril y se preincubaron
durante 4 a 5 dias en un shaker a 150 rpm; una vez
terminado el periodo de preincubacion, seretiré la
biomasa mediante filtracion con un lienzo de nylon
estéril y se transfirié a un nuevo medio de cultivo
fresco. Sobre este material se adiciond cada uno de

los sustratos disueltos en etanol a la concentracién
del 50 % v/v. La biotransformacién se extendié por
un periodo maximo de 7 dias, procurando que
el hongo convierta la mayor parte del sustrato de
partida y en los medios de cultivo se obtenga una
gama amplia de productos metabdlicos.

Extraccion y purificacion de los productos
de biotransformacién

Finalizada la biotransformacién de cada uno
de los sustratos, los medios de cultivo obtenidos
se filtraron sobre una malla de nylon para retirar
la mayor parte de la biomasa (micelio); el filtrado
se saturd con cloruro de sodio y acetato de etilo, y
se sometid nuevamente a un proceso de filtracion
sobre tierra de diatomeas (celita). El filtrado se
reunio y se extrajo tres veces con acetato de etilo,
empleando en cada extraccion 1/3 de su volumen;
elextracto obtenido sedenominéfraccién neutra.La



46

fase acuosa se llevé a un pH de 2 con solucion de
HCl al 10 %, y se sometié a una nueva extraccion,
utilizando las mismas proporciones anteriores de
acetato de etilo; el extracto obtenido se denominé
fraccion acida. El micelio se saturd con cloruro de
sodio, se adicioné acetona hasta cubrirlo comple-
tamente y se dejo en reposo durante una hora. La
masa resultante se extrajo tres veces con acetonay
la fase organica obtenida se reunid, filtré y destilé a
presion reducida hasta retirar la acetona. El extracto
acuoso resultante se saturd con NaCl y se extrajo
con acetato de etilo tres veces; el extracto obtenido
se denominé fraccion micelio.

Mediante andlisis comparativo, realizado por
cromatografia de capa fina, se observé que las frac-
ciones aciday neutra provenientes de la biotransfor-
macién del 2-feniletanol y la acetofenona, presentan
similitud en su composicién cualitativay porello se
reunieron en una sola fraccién denominadas “F12”
la obtenida dela combinacidn delasfraccioneséacida
y neutra provenientes del 2-feniletanol, y “A12" la
que resulta de la mezcla de las mismas fracciones
peroapartirdelaacetofenona.Lasfracciones micelio,
procedentes de la biotransformacion de los dos
sustratos, no presentaron una composicion cua-
litativa (CCF) promisoria, por estar constituidas
fundamentalmente por material lipidicoy no fueron
consideradas en este andlisis. Las fracciones “F12"y
“A12" fueron sometidas a procesos de purificacion
cromatografica, utilizando columnas de adsorcion
sobre silica Gel 60 y geles de Sephadex LH-20.

Aislamiento de los productos de
biotransformacion 3 - 6

La fraccion “F12”, obtenida a partir del 2-
feniletanol, se sometié a CC empleando como
fase estacionaria silica gel 60, y como fase movil
mezclas de éter de petréleo-acetato de etilo de
polaridad creciente, AcOEt y finalmente metanol.
Las subfracciones obtenidas se cromatografiaron
nuevamente mediante permeacién en gel de se-
phadex LH-20, empleando como eluente la mezcla
éter de petréleo-CH,Cl,-MeOH, 2:1:1 (v/v), para
obtener los productos metabdlicos 3 (18 mg), 4 (10
mg) y 6 (23 mg). Un analisis por CG-EM de una
fraccion refinada también revelé la presencia de 5,
cuya estructura se determiné mediante compara-
cién de su EM-IE con el reportado en la base de
datos NIST (19).

Compuesto 3: Material semisélido atemperatura
ambiente. Mediante andlisis CG-EM, presenté
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un tiempo de retencién, tR de 10.57 min. EM-IE,
m/z (% Intensidad relativa): 138 (8) [M+], 120 (5)
[M-H,O]+, 107 (100) [M-CH,OH]+, 77 (48)
[C6H5]+. IR vmax (CHCI,) cm-1: 3350 (OH),
3100, 2980, 1493, 1454, 1212, 1150. RMN 1H (300
MHz, CDCl,): 6 7.26 (5H, m); 4.81 (1H, d, J =
7.5, H-1); 3.75-3.60 (2H, m, H-2 y 2'). RMN 13C
(75 MHz, CDCI3): 6 140.98 (C-1"), 128.93 (C-3' y
57), 128.36 (C-4"), 126.51 (C-2" y 6'), 75.13 (C-2),
68.48 (C-1).

Compuesto 4: Mediante analisis CG-EM, presen-
té un tR de 7.99 min. EM-IE, m/z (% Intensidad
relativa): 136 (57) [M+], 118 (10) [M-H,Q]+, 91
(100) [M- HCOOH]+. IR vmax (CHCI,) cm-1:
3500-2500, 1680 (C=0), 1615, 1508, 1468, 1420,
1238. RMN 1H (300 MHz, CDCL,): 6 12.10 (1H,
s); 3.45 (2H, s); 7.14 (5H, m). RMN 13C (75 MHz,
CDCL,): 6 178.03 (C=0), 135.00 (C-1"), 129.90
(G2'y 6'), 128.85 (C3" y 5'), 127.30 (C-4'), 43.82
(C2).

Compuesto 5: Mediante el analisis CG-EM,
mostré un tiempo de retencién, tR de 19.53 min.
EM-IE, m/z (% Intensidad relativa): 104 (100)
[M-C,H,CH,CO,HI+, 91 (58) [C,H I+, 77 (9)
[CH. ]+

Compuesto 6: Liquido incoloro, viscoso, de olor
agradable. En el analisis CG-EM present6 tR de
10.69 min. EM-IE, m/z (% Intensidad relativa):
104 (100) [M-CH,CO,H]+, 91 (23) [C,H,]I+. IR
vmax (CHCL,) cm-1: 3060, 2950, 1750 (C=0),
1660 (C=C aromatico), 1490, 1370, 1240. RMN
TH (300 MHz, CDCL,): & 7.64-7.02 (5H, m), 4.60
(2H, t, J = 7.0, H-1), 3.01 (2H, t, J = 7.0, H-2), 2.10
(3H, s). RMN 13C (75 MHz, CDCl,): § 171.46
(C=0), 138.28 (C-1"), 129.34 (C2' y 6), 128.95
(C3"y 5'), 127.02 (C-4'), 65.38 (C-1), 35.55 (C-2),
21.40 (CH,).

Aislamiento de los productos de
biotransformacién 1,4y del 7 - 10

La fraccion “A12", obtenida a partir de la aceto-
fenona, se cromatografié por columna, empleando
como fase estacionaria silica gel 60,y como eluente
éterde petréleo, mezclas de éter de petrédleo-acetato
de etilo de polaridad creciente, acetato de etilo puro
y finalmente metanol. Las subfracciones obtenidas
se sometieron a sucesivas CC empleando sephadex
LH-20 como fase estacionaria y la mezcla éter de
petréleo-CH,Cl-MeOH, 2:1:1 y finalmente meta-
nol. Se obtuvieron los productos de transformacién
microbiana 1 (17 mg), 4 (6 mg), 7 (22 mg), 8 (10 mq)
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y 10 (5 mg). El producto de biotransformacién 9 se
determiné mediante analisis cromatografico (CG-
EM) y se identificé por comparacion de su EM-IE
con el reportado en la base de datos NIST.

Compuesto 1:Liquidoincoloro, viscoso. Mediante
analisis CG-EM, presentd un tiempo de retencion,
tR de 7.88 min. EM-IE, m/z (% Intensidad relati-
va): 122 (30) [M+], 104 (5) [M-H201+, 91 (100)
[C,H,]+. IR vmax (CHCI,) cm-1: 3400 (-OH),
3030, 2950, 1600 (C=C aromatico), 1493, 1454,
1050. RMN 1H (300 MHz, CDCl,): §7.27-7.07
(5H, m), 3.69 (2H, t, J = 7.0, H-2), 2.76 (2H, t, J
= 7, H-1). RMN 13C (75 MHz, CDCl,): 6 134.86
(C-1), 125.09 (C-2" y 6'), 124.49 (C-3'y 5'), 122.34
(G-4'), 59.40 (C-1), 35.19 (C-2).

Compuesto 7: Se aislé como liquido de color
amarillo, viscoso. En CG-EM mostré un tR de
7.15 min. EM-IE, m/z (% Intensidad relativa): 122
(20) [M+], 107 (100) [M-CH3]+, 77 (42) [C,H,]+.
IR vmax (CHCI,) cm-1: 3386 (-OH), 3040, 2975,
1675 (C=C aromatico), 1492, 1451, 1217. RMN 1H
(300 MHz, CDCl,): 6 7.38-7.25 (5H, m), 4.88 (1H,
¢, J = 6.5, H-1), 1.50 (3H, d, J = 6.5). RMN 13C
(75 MHz, CDCI3): 8 146.51 (C-1'), 129.20 (C 2’
y 6'), 128.16 (C 4'), 126.10 (C3' y 5'), 71.09 (C-1),
25.85 (CH,).

Compuesto 8: De acuerdo con el andlisis CG-
EM, mostré un tiempo de retencién, tR de 8.43
min. EM-IE, m/z (% Intensidad relativa): 120 (28)
(IM+], 92 (32) [M-CQO]+, 91 (100)[M-HCO]+, 65
(32) [C,H.]+. IR vmax (CHCI,) cm-1: 2970, 2850,
2760, 2660, 1690 (C=0), 1570, (C=C aromatico),
1475, 1430. RMN 1H (300 MHz, CDCl,): 5 9.72
(1H, s); 7.30 (5H, m); 3.66 (2H, s). RMN 13C (75
MHz, CDCl,): § 199.40 (C=0), 131.75 (C-1'),
129.54 (C-2' y 6'), 128.90 (C-3' y 5'), 127.32 (C-4'),
50.50 (C-2).

Compuesto 9: Mediante analisis CG-EM, presen-
to un tiempo de retencién, tR de 12.60 min. EM-IE,
m/z (% Intensidad relativa): 136 (44) [M+], 121
(100) [M-CH,]+, 93 (23) [M-CH,CO]+, 65 (35)
[C,H ]+ IR vmax (CHCI,) cm-1: 3300 (OH), 1650
(C=0 conjugado), 1620 (C=C aromatico), 1580,
1480, 1450, 1300, 1250, 1210. RMN 1H (300 MHz,
CDCl,): 6 12.25 (OH fendlico quelado), 7.70 (1H,
dd, J = 8.0, H-6"), 7.40 (1H, td, J = 8.0, J = 2.0,
H-4'), 6.80-7.00 (2H, m, H-3'y 5), 2.60 (3H, s).

Compuesto 10: Presenté en el analisis por
CG-EM un tR de 13.96 min. EM-IE, m/z (%
Intensidad relativa): 122 (87)[M-CH,CO]+, 104

(100) [M-CH,CO,HI+, 77 (41) [C,H,]+, 43 (76)
[CH,COl+

RESULTADOS

Toxicidad de los sustratos hacia B. theobromae

Previamente a las biotransformacion de los
sustratos 1y 2, se evalud la toxicidad de cada uno
de ellos sobre el microorganismo en medio sélido
(PDA), a diferentes concentraciones, durante un
periodo de 2 dias, obteniéndose de este modo un
porcentaje de inhibicidn del crecimiento radial entre
50% y 60%, para concentraciones de 1000 mg/L
para acetofenona y 3500 mg/L para 2-feniletanol;
estas concentraciones se seleccionaron para el pro-
ceso de biotransformacion.

Propiedades fisicas y datos espectroscopicos
de los productos de biotransformacién

La férmula molecular del compuesto 1 corres-
ponde al C;H, O, que se determind con base en su
espectrode masas. Otros datos espectralesindicanla
presencia de un grupo hidroxilo primario (6C 59.40;
vmax 3400, 1050 cm-1). Los espectros de RMN
1H y 13C corresponden con los del 2-feniletanol;
adicionalmente, las caracteristicas espectroscdpicas
(EM-IE, RMN 1H y 13C) y el comportamiento
cromatografico (tR) se compararon con las de una
muestra auténtica de 2-feniletanol (Merck), coin-
cidiendo perfectamente.

El espectro de masas indicd que el compuesto
3 posee una férmula molecular CH, O,. A partir
de los datos espectroscépicos, 3 posee un grupo
hidroxilo primario (6H 3.75-3.60; 6C 68.48; vmax
3400, 1150 cm-1) y un grupo hidroxilo secundario
(6H 4.81; 6C 75.13; vmax 3400, 1212 cm-1). El
analisis de los espectros de RMN 1H y 13C revel6
que la estructura del compuesto coincide con la del
feniletanodiol.

El compuesto 4 present6 una férmula C,H,0,
con base en su EM-IE. Los datos espectrométricos
indican la presencia de un grupo acido carboxilico
[M-HCO,H]+. La estructura se confirmé por
comparacion del tRy el espectro de masas con los
de una muestra auténtica de acido fenilacético.

El espectro de masas indicd una férmula mole-
cular C,;H,,O, para el compuesto 5. La estructura
del compuesto se determiné por comparacion del

espectro de masasy el tR, con los reportados en la
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base de datos NIST, correspondiendo al fenilacetato
de 2-feniletanol.

El compuesto 6 presenté una férmula molecu-
lar C,,H,,0,, de acuerdo con el EM-IE. A partir
de otros datos espectroscépicos, 6 posee un grupo
acetil (6H 2.10; 6C 171.46, 21.40; vmax 1759, 1240
c¢m-1).Las propiedades cromatograficas y espectros-
copicas de 6 son totalmente concordantes con las
de una muestra auténtica obtenida por acetilacion
(CH,COCl, Pyr) del 2-feniletanol.

La férmula molecular del compuesto 7 se de-
terminé a partir del EM-IE como C,H, O. Sus
datos espectroscopicos indican la presencia de un
grupo hidroxilo secundario (6H 4.88; 6C 71.09). El
producto de transformacion 7 se identificé como
el 1-feniletanol.

El espectro de masas indicé que el compuesto 8
posee una férmula molecular C,H,O. El compuesto
posee un grupo formil (m/z: 91 [M-HCQO]+; dH
9.72; 5C 199.40). Los datos cromatograficos y los
espectros de masas RMN 1H y 13C son totalmente
concordantes con los de una muestra genuina de
fenilacetaldehido (Aldrich).

El compuesto 9 presenté una férmula molecular
C,H,0,, de acuerdo con el EM-IE. Los espectros de
masas IR y RMN 1H coincidieron completamente
con aquellos de la 2-hidroxiacetofenona.

El espectro de masas indicé una formula mole-
cular C, |H,,0, para el compuesto 10. La estructura
del compuesto se determind por comparacion del
espectro de masasy el tR, con los reportados en la
base de datos NIST, correspondiendo con el acetato
de 1-feniletanol.

DISCUSION

A partir de las estructuras de los productos ob-
tenidos, se plantearon posibles rutas metabélicas
para la biotransformacién de 1 (véase figura 1)
y 2 (véase figura 2) por el hongo fitopatogénico
B.theobromae. En la transformacién de 1 se aprecia
la capacidad del microorganismo paraefectuar reac-
ciones de esterificacion (acetilacién y benzoilacién),
paralaformacionde5y 6. Este ultimo es resultante
de la condensacion del acido fenilacético (4) y el
2-feniletanol (1). Adicionalmente se visualiza la
formacion de los productos de oxidacion 3y 4,
provenientes de procesos oxidativos en el carbono
bencilico (monohidroxilacién) y en el carbono
carbindlico del 2-feniletanol.
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Figura 1. Proceso de biotransformacién del sustrato
2-feniletanol 1 mediante el hongo B. theobromae.
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Figura 2. Proceso de biotransformacion del sustrato
acetofenona 2 mediante el hongo B. theobromae.

En la biotransformacién del sustrato 2, el producto

10 se considera proveniente de laruta (2 — 7 — 10).

En esta secuencia, la acetofenona 2 es inicialmente
reducida para formar el alcohol secundario 1-fenile-
tanol 7, el cual es posteriormente acetilado. A dife-
rencia de los productos de esterificacion provenientes
de la biotransformacién del 2-feniletanol, 5 y 6, el
compuesto 10 resulta de la acilaciéon de un alcohol
secundario. Por su parte, el producto 4 resulta de la
ruta metabdlica 2 - 1 — 8 — 4). En esta secuencia
se presenta una primera conversion que permite la
obtencién del 2-feniletanol 1, la cual puede proceder,
posiblemente, de acuerdo con dos secuencias (véa-
se figura 3). Debido a que en esta transformacion
microbiana no se detecté el producto 3, es posible
que dicha conversién se presente de acuerdo conla
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ruta B, que noinvolucra laformacién de este glicol. Después de la formacién de 1, una secuencia de procesos

de oxidacion enzimatica conduce a la formacion de 4.
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Figura 3. Ruta propuesta para la formacion de los productos de la biotransformacién de acetofenona con el
hongo fitopatégeno B. theobromae.

El compuesto 9 resulta de la hidroxilacién selec-
tiva del anillo aromatico en posicién orto. En este
estudio no se detectaron los compuestos hidroxila-
dos enelanilloaromdtico en posiciones meta o para;
lo anterior demuestra la posible regioselectividad
de las transformaciones efectuadas sobre el anillo
aromatico por parte del hongo B. theobromae.

CONCLUSIONES

De la biotransformacién del sustrato 2-fenile-
tanol 1 con el hongo B.theobromae, se identificaron
mediante una combinacién de RMN 1H y 13C,
EM-IE y comparacién de datos cromatogréficos y
espectrales con bases de datos, los metabolitos feni-
letanodiol 3, acido 2-fenilacético 4, fenilacetato de
2-feniletanol 5 y acetato de 2-feniletanol 6; y a partir
de la acetofenona 2, se elucidaron los compuestos
1-feniletanol 7, acido 2-fenilacético 4, 2-feniletanol
1, 2-feniletanal 8, o-hidroxiacetofenona 9y acetato
de 1-feniletanol 10.

Los resultados sugieren que el hongo fitopato-
geno B.theobromae tiene la capacidad de convertir
diferentes sustratos mediante reacciones de reduc-
cién (2 — 7) y oxidacién, las cuales pueden ser
llevadas a cabo sobre el anillo aromatico 2 —9) o el
sustituyente (1 — 3; 1 — 4). Esta versatilidad puede
seraprovechadaen lasintesis organica de productos
mas elaborados. B. theobromae, ademas, produce
reacciones metabdlicas de esterificacion (acetilacion
y benzoilacién) sobre los sustratos de tipo alcohol,
primarios 6 secundarios, permitiendo la obtenciéon
de los compuestos fenilacetato de 2-feniletanol 5 y
acetato de 2-feniletanol 6 desde el sustrato 1; y el
acetato de 1-feniletanol 10, proveniente de la bio-
transformacioén del sustrato 2.

Adicionalmente, este hongo fitopatdgeno pre-
senta cierto grado de selectividad en las hidroxila-
ciones que realiza sobre el anillo aromatico, obser-
vandose que en la biotransformacion del sustrato
2 hay una preferencia hacia la posicién orto, para la
formacion de la 2'-hidroxiacetofenona.
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Losresultados sugieren la posibilidad de efectuar
reacciones de hidroxilacion en la posicién bencilica,
reduccion de grupos carbonilo y acilaciones sobre
alcoholes primarios y secundarios empleando el
hongo fitopatégeno B. theobromae.
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