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Presentaclon

PRESENTACION

El presente trabajo esta dividido en 9 capitulos y uno mas de anexos. Inicialmente se
presenta una introduccion donde se da informacion sobre la importancia y el impacto
que representan los hongos entomopatdgenos, en general, en la industria agricola y
la capacidad que tienen para producir compuestos con actividades biologicas

importantes (la actividad antibiotica, por ejemplo la ciclosporina y la afidicolina).

En la revision bibliografica se presentan datos que evidencian la capacidad de estos
organismos de producir compuestos, principalmente de interés agricola y en menor
medida compuestos antimicrobianos. Esto es un antecedente importante para
nuestro estudio, justificando de esta manera la posibilidad de obtener compuestos de
este tipo a partir de algunos hongos entomopatdégenos y aprovechando la gran

biodiversidad existente en nuestro pais.

Asimismo, se plantea un objetivo general y tres particulares que engloban el trabajo
realizado. Para cumplir con los mismos se presenta el material y metodologia

empleada en este estudio.

Finalmente, se presentan los resultados obtenidos, en donde se selecciond una cepa
de Lecanicillium lecanii (antes Verticillium lecanii) de entre 10 cepas estudiadas,
empleando la técnica de microdilucion en caldo y siguiendo el criterio de mayor
actividad bacteriostatica y bactericida contra cultivos bacterianos de importancia en

salud humana y en agricultura.

La cepa seleccionada se cultivd en un fermentador de 7 L, en un medio reportado
para producir antibiéticos. Después de realizar diferentes etapas de extraccion y
purificacion, obtencidn y caracterizacion estructural, se aislaron dos sustancias con

actividad antibiotica contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Erwinia
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carotovora. El compuesto 1 fue el mas bioactivo contra estas bacterias, con una
concentracion minima inhibitoria y bactericida de 53 pg/mL, encontrandose en

estudio para su elucidacion completa. El segundo compuesto, denominado por
nosotros LECANINA, result6 ser un derivado del acido cinamico.
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Resumen

RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad producir y caracterizar sustancias
bioldgicamente activas a partir del hongo entomopatégeno Lecanicillium lecanii cepa
EH457, determinando su actividad bacteriostatica y bactericida en contra de algunas
bacterias empleando los métodos de susceptibilidad por microdilucién en caldo y la

técnica de dilucién en agar.

Se estudiaron cinco cepas de Beauveria bassiana (Bb.PM1, Bb.APH2, Bb.GC35,
Bb.D4 y Bb.PCH) y cinco de Lecanicillium lecanii (EH348, EH457, EH458, EH460 y
EH2460). Las diez cepas se cultivaron por separado en medio solido y
posteriormente se les realizaron extracciones acuosas y metandlicas, las cuales se
probaron contra 3 bacterias de interés clinico (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa) y 4 de importancia agricola (Erwinia carotovora,
Erwinia carotovora vs. atroseptica, Agrobacterium tumefaciens y Xhantomonas
campestris vs. vescicatoria), para seleccionar la cepa mas bioactiva. La cepa EH457
de Lecanicillium lecanii presenté mayor actividad que las otras cepas de hongos
probadas, tanto en el caso de bacterias de interés clinico (principalmente contra
Pseudomonas aeruginosa) como para las de interés agricola y fue la empleada para

estudios posteriores en cultivo liquido.

Se llevo a cabo el cultivo liquido de Lecanicillium lecanii cepa EH457 en Caldo Papa
Dextrosa (CPD) y en medio complejo de fermentaciéon (MCF), ambos en fermentador,
y se determiné actividad bacteriostatica y bactericida a lo largo del cultivo. Con el
medio de cultivo CPD se tuvo una menor actividad bioldgica (sélo contra E. coli y
Erwinia carotovora pv. atroseptica), en comparacion con el cultivo en MCF, en el cual
Lecanicillium lecanii EH457 presentd actividad biolégica a partir del 6° y 7° dia de

cultivo para la mayoria de las bacterias (excepto para E. coli). La actividad bioldgica
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Resumen

de L. lecanii EH457 cultivado en MCF fue mas evidente contra las bacterias
fitopatdgenas empleadas, en comparacién con el cultivo en CPD. Los resultados
obtenidos mostraron que la bioactividad es dependiente del tipo de cultivo empleado,

ya sea agar o caldo.

Una vez terminado el cultivo liquido en MCF y realizado las pruebas de
susceptibilidad para determinar la actividad bacteriostatica y bactericida de la cepa
en estudio, se procedié a la extraccion, purificacion y caracterizacion estructural de
los compuestos involucrados en dicha actividad. Se obtuvieron dos compuestos,
nombrados como compuesto 1 y compuesto 2, de los cuales se obtuvieron 24.7 mg
y 25 mg, respectivamente y se sometieron a resonancia magnética nuclear y
espectrometria de masas para su elucidacion estructural. Una vez caracterizados se
llevaron a cabo nuevamente las pruebas de susceptibilidad corroborando su

actividad bacteriostatica y bactericida.

Lecanicillium lecanii cepa EH457 fue capaz de producir dos compuestos nuevos, los
cuales presentaron actividad antibidtica contra E. coli, S. aureus y E. carotovora. El
compuesto 1 inhibié el crecimiento de éstas bacterias a una concentracion minima
inhibitoria (CMI) de 53 pg/mL, comparable con el antibidético amoxicilina, el cual
presenta una CMI| de 32 pg/mL, mientras que los resultados obtenidos en este
estudio contra Staphylococcus aureus con el compuesto 1 se pueden comparar con
los reportados para el antibiotico Penicilina G el cual presenta una CMI de 50 ug/mL
para esta bacteria. Este compuesto posee mayor bioactividad contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Erwinia carotovora que el segundo compuesto y su
estructura completa se encuentra en estudio. En cuanto al segundo compuesto,
denominado por nosotros como lecanina, se llevé a cabo su elucidacion estructural
mediante técnicas de resonancia magnética nuclear ('H, '*C, COSY, HMBC, HSQC)

arrojando la siguiente estructura quimica:
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Resumen

Al parecer los compuestos obtenidos provienen de la ruta del acido shikimico. El
compuesto 2 es un probable antibidtico nuevo, aislado a partir del cultivo liquido en
MCF de Lecanicillium lecanii cepa EH457.
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1. INTRODUCCION

La industria de los bioinsecticidas incluye organismos entomopatogenos vy
entoméfagos, ademas de compuestos con actividad insecticida derivados de plantas,

actinomicetos y organismos y plantas transgénicas (Baum et al., 1999).

En lo que se refiere a comercializaciéon de productos entomopatdégenos, el mayor
mercado mundial lo ocupan los elaborados a partir de bacterias (principalmente
Bacillus thuringiensis, Bt), hongos (Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces) y virus,

principalmente baculovirus (Tamez et al., 2001).

En la actualidad, la industria de biopesticidas representa una fraccion muy pequefa
del mercado mundial de pesticidas, presentandose en el mercado nacional un
incremento de los mismos lento pero continuo (Baum et al., 1999), aunque inferior al
mercado de la agrobiotecnologia. Con respecto a hongos entomopatdégenos, la
produccion de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces
fumosoroseous y Lecanicillium lecanii (antes Verticillium lecanii) se viene realizando
en los estados de Colima, Guanajuato, Oaxaca y Sinaloa, para el control de plagas

en cultivos de hortalizas, gramineas y leguminosas (Rodriguez y Arredondo, 1999).

Algunos de estos microorganismos, ademas de poseer actividades como las
referidas, tienen la capacidad de producir otros tipos de compuestos, como los
antibidticos. No obstante, se tienen pocos estudios enfocados a la producciéon y

obtencion de dichos compuestos por microorganismos entomopatdgenos.

La produccién de antibiéticos es una de las actividades industriales mas relevantes a
nivel mundial y en ella se desarrollan muchos principios activos de los cultivos
microbianos. De los productos de origen microbiano que se fabrican comercialmente,

probablemente los antibidticos son los mas importantes. Son sustancias quimicas
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producidas por estos, que matan o inhiben el crecimiento de otros microorganismos
(Madigan et al., 2004).

Los antibidticos son metabolitos secundarios que incluyen una gran cantidad de
compuestos pertenecientes a diferentes familias quimicas y son producidos en la
mayoria de los casos después de la fase de crecimiento rapido

(http://www.science.oas.org).

Los microorganismos responsables de la fermentacién en la industria de los
antibidticos pertenecen a tres grupos taxondmicos: los mohos, las bacterias no
filamentosas y los actinomicetos o bacterias filamentosas. Asi, seis géneros de
hongos producen casi 1000 antibidticos: entre estos, se pueden destacar algunas
especies de Penicilllum, productoras de penicilinas y griseofulvinas, y de
Cephalosporium (Emericellopsis, en su fase sexual), que sintetizan cefalosporinas.
Sin embargo, el mayor numero de sustancias antibidticas tiene su fuente en los
actinomicetos donde tres géneros, principalmente Streptomyces, elaboran hasta
3000 antibidticos diferentes (Herrera y Ulloa, 1990).

Debido a la gran cantidad de investigacion desarrollada sobre microorganismos
convencionales productores de antibioticos, y tomando en cuenta la gran
biodiversidad existente en nuestro pais, resulta interesante la busqueda y obtencion
de metabolitos nuevos con actividad antimicrobiana (de forma que se abra el
espectro en cuanto a produccion y obtencidén de los mismos), enfocandonos también

en microorganismos nuevos como los hongos entomopatdgenos.
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2.  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. IMPORTANCIA DE LOS HONGOS

Los hongos son productores de metabolitos secundarios estructuralmente diferentes
y biolégicamente activos (Wagenaar et al., 2002). Presentan una significativa
contribucion a la quimioterapia antimicrobiana, siendo una fuente muy importante en
el aislamiento de antibiéticos. Se han descubierto un gran numero de sustancias de
estructuras complejas simplemente probando extractos crudos procedentes de

hongos contra bacterias patégenas (Dax, 1997).

Los hongos filamentosos comprenden wuna coleccidn de microorganismos
industrialmente importantes, ya que algunos de ellos son usados para la produccion
de una gran variedad de metabolitos primarios o secundarios y otros mas para

enzimas de interés industrial, como las proteasas y lipasas (Pazouki y Panda, 2002).

Los antibiéticos son metabolitos secundarios que se acumulan durante la fase
estacionaria del hongo, y que poseen propiedades especificas contra bacterias u
otros organismos (Alexopoulos y MIims, 1985, Arora et al., 1992). Son sustancias que
se obtienen de sélo ciertos géneros de hongos (incluido Penicillium y la levadura
Streptomyces) y que en bajas concentraciones matan o inhiben el crecimiento de

algunos microorganismos (Herrera y Ulloa, 1990).

Dentro de los hongos filamentosos aunque fuera de los convencionalmente
considerados como productores de antibiéticos, se encuentran los denominados
hongos entomopatdgenos, los cuales contribuyen de manera significativa en la

industria agricola (http://infoagro.com/formacién/cursos/cursos.ht), y que por sus

caracteristicas, como se sefialara en la siguiente seccion, son potenciales

productores de sustancias biolégicamente activas.
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2.2. HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Los hongos entomopatégenos se encuentran en la naturaleza en rastrojos de
cultivos, estiércol, en el suelo, las plantas, etc. Logran un buen desarrollo en lugares
frescos, humedos y con poco sol. Estos organismos constituyen el grupo de mayor

importancia en el control biolégico de plagas de insectos.

Practicamente todos los insectos son susceptibles a alguna de las enfermedades
causadas por estos hongos. Se conocen aproximadamente 100 géneros y 700
especies de hongos entomopatdégenos; entre los mas importantes estan:
Metarhizium, Beauveria, Aschersonia, Entomophtora, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis,
Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Paecilomyces y Lecanicillium
(Monzén, 2001). Los hongos entomopatégenos se clasifican dentro de la division
Eumycota y en las siguientes subdivisiones: Mastigomycotina, Zigomycotina,
Ascomycotina, Basidiomycotina y Deuteromycotina (Alexopoulos y Mims, 1985,
Tanada y Kaya, 1993).

El desarrollo de las micosis causadas por hongos entomopatdégenos puede ser

separado en tres etapas (Monzon, 2001):

= Adhesion y germinacion de la espora en la cuticula del insecto.
» Penetracion a la hemolinfa.

= Desarrollo de los hongos.

Los hongos entomopatégenos usualmente causan mortalidad del insecto por una o

mas de las siguientes causas (http://www.SANINET hongos entomopatdégenos.htm):

= Deficiencia nutricional,

» Invasion y destruccion de tejidos,
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= Liberacion de toxinas.

El proceso inicia cuando la espora o conidia se adhiere a la cuticula del insecto, la
cual es la principal barrera contra la infeccion (compuesta principalmente de proteina,
quitina y lipidos). Posteriormente se produce un tubo germinativo y un apresorio, con
éste el hongo se fija en la cuticula y con el tubo germinativo o haustorio (hifa de
penetracion) se da la penetracion al interior del cuerpo del insecto. En la penetracion
participa un mecanismo fisico y uno quimico, el primero consiste en la presion
ejercida por la estructura de penetraciéon, la cual rompe las areas esclerosadas y
membranosas de la cuticula. EI mecanismo quimico consiste en la accidn
enzimatica, principalmente de proteasas, lipasas y quitinasas, que degradan los
componentes quimicos de la cuticula, facilitando la penetracion fisica. (Charnley,
1997). Después de la penetracion, la hifa se ensancha y ramifica dentro del tejido del
insecto, colonizando completamente la cavidad del cuerpo, formandose pequenas
colonias y estructuras del hongo. Aunque la patogenecidad es un proceso
multifactorial, la produccion de enzimas degradadoras de la cuticula puede ayudar en
los procesos de infeccion. (Leger, 1993). Una vez que el huésped muere, los hongos
emergen de su cuerpo para producir esporas las cuales, llevadas por el viento, lluvia
0 por insectos, pueden expandir la infecciéon. Algunos hongos son patogenos
obligados y asi completan su ciclo vital, no pudiéndose llevar a cabo en un cultivo

fuera del insecto vivo (http://www.SANINET hongos entomopatégenos.htm).

Muchos hongos entomopatdégenos, sin embargo, son patégenos facultativos y
capaces de cultivarse sin un insecto hospedero. Algunos son patdégenos virulentos y
matan al insecto en pocos dias; otros producen infecciones cronicas y prolongadas
(Rodriguez, 1990, Alatorre y Guzman, 1994, Hill, 1994). Los hongos
entomopatdgenos tienen la capacidad de sintetizar toxinas que son utilizadas en el
ciclo de las relaciones patdgeno-hospedante. Entre estas toxinas se han encontrado

destruxinas, dimetildestruxina y protodestruxina, las cuales son sustancias de baja
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toxicidad para el hombre pero de mucha actividad tdxica sobre insectos, acaros y

nematodos (Monzén, 2001).
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2.3. METABOLISMO PRIMARIO Y SECUNDARIO

El metabolismo primario de un organismo es la sumatoria de una serie de reacciones
quimicas catalizadas por enzimas, encaminadas a proporcionar energia y
macromoléculas al organismo. Los metabolitos primarios comprenden aquellas
sustancias de muy amplia difusion en la naturaleza y que se encuentran en todos los
organismos vivos, siendo por tanto metabdlicamente esenciales. Entre ellos se
encuentran las macromoléculas mas comunes, tales como las proteinas, acidos
nucleicos y polisacaridos, que forman parte entre otros de la maquinaria basica de
los procesos vitales. Un grupo reducido de estos metabolitos primarios sirve como
precursores de todas las otras sustancias que no pertenecen a esta categoria, como

los llamados metabolitos secundarios (Romo, 1985, Muntafiola, 1999).

El metabolismo secundario involucra principalmente procesos sintéticos cuyos
productos finales no participan en la ruta comun energética del organismo. Estos no
son estrictamente necesarios para la sobrevivencia del organismo. La caracteristica
mas importante de los metabolitos secundarios es su restringida distribucion en la
naturaleza, en algunos casos limitandose a especies o subespecies unicas; en
consecuencia son una manifestacion de la individualidad del organismo que los

contiene (Dominguez, 1973, Deacon, 1993, Trigos, 1998).

El estudio de los metabolitos secundarios de los hongos ha conducido al aislamiento

de toda una gama de compuestos interesantes de origen fungico que se pueden

clasificar en:
1. Metabolitos secundarios derivados sin la intervencién del acetato.
2. Metabolitos secundarios derivados de los acidos grasos.
3. Policétidos.
4. Terpenos y esteroles.
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5. Metabolitos secundarios derivados de intermediarios del ciclo de los acidos
tricarboxilicos.
Metabolitos secundarios derivados de los aminoacidos.
Metabolitos secundarios no incluidos en los grupos anteriores (Turner, 1971;

Jennings y Lysek, 1999).
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2.4. HONGOS ENTOMOPATOGENOS PRODUCTORES DE METABOLITOS
BIOLOGICAMENTE ACTIVOS

Dentro de los estudios realizados con ciertos hongos entomopatdégenos, se han
reportado metabolitos biolégicamente activos con una complejidad estructural
importante, como es el caso de la ciclosporina A 1 (Fig. 2.1), encontrada en
Tolypocladium inflatum, la cual es un farmaco inmunosupresor (Francis et al., 2003,
Delmarco et al., 2004).

HsC
HO.
(CHs)2CHCH, oy CHy
HsC N N CHs
\N N |\/"\N/
o | H o]
S CH, e e o
(CHz)HC = E E
:  E N—CH,
(H3C)2HCH,C = - -
o) 0 E o) H
CHs, q |
N N N
HaC N \”/\T CH,CH(CHa),
o) ' CH; O CH;  CH(CHa),
becccmecacccacas
1

Figura 2.1. Ciclosporina A producida por Tolypocladium inflatum.
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Otros estudios llevados a cabo con el hongo Metarhizium anisopliae permitieron
identificar unos ciclodepsipéptidos llamados destruxinas A (DA) 2 y B (DB) 3 (Fig.
2.2), mostrando un efecto positivo en el tratamiento de hepatitis B. En dichos estudios
se probé que la optimizacion de las fuentes de carbono y nitrogeno utilizadas
permiten incrementar la produccién de destruxinas por Metarhizium anisopliae. Asi,
cuando el medio inicial fue suplementado con alanina, se incrementé 2 veces la
produccion de DA y DB. Examinando cuatro factores para la optimizacion de la
produccion de destruxinas: maltosa, peptona, B-alanina y glucosa, y usando la
metodologia de superficie de respuesta, la maltosa y la peptona fueron las mejores
fuentes de carbono y nitrégeno para la produccién de destruxinas por M. anisopliae,

con la adicion de 0.1% (w/v) de B-alanina al medio inicial (Liu et al., 2000).

En otros estudios se consiguieron aislar grandes cantidades de DA y DB a partir de
mutantes y nuevas cepas de este hongo (Wei et al., 1999, Hsiao y Ko, 2001, Feng
et al., 2004).

CH=CH CHMe
I 2 CH(Me)CH,Me [ CH(Me)CH,Me
C|3H2 CH, z
[
TH-CO—N—CH—CO—NH—CH—CO—N—Me (|3H-CO—N—CH—CO—NH—CH—CO—N—Me
0-CO-CH, -CH, -IIIH-|CO—CH—N—CO—ICH 0-CO-CH, -CH, “NH-CO-CH-N-CO—CH
|
Me Me CHMe, Me Me CHMe,

N
lw

Figura 2.2. Destruxina A 2 y Destruxina B 3, ciclodepsipéptidos producidos

por M. anisopliae.
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En un estudio realizado con el hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana, se evalué
la toxicidad y patogenecidad de las esporas contra Mysidopsis bahia. De esta forma
se detect6 un compuesto llamado beauvericina 4 (Fig. 2.3) en un extracto no polar
del micelio. La beauvericina es un depsipéptido ciclico producido por algunas cepas
de Beauveria bassiana, resultando toxico para los insectos a una LCsp de 84.2 mg/L.
Su actividad bioldgica esta dada por la propiedad ionoforética de la molécula. Inhibe
la sintesis de la enzima colestero-aciltransferasa y al parecer se emplea en la

prevencion y tratamiento de la arterosclerosis e hipercolesterolemia (Tomoda et al.,
1992).

Figura 2.3. Estructura de la beauvericina, producida por Beauveria bassiana.

La Oosporeina 5 fue el principal metabolito secundario producido por tres cultivos
comerciales de B. brongniartii en cultivo sumergido sobre granos de cebada

esterilizados. Otras toxinas como bassianina 6, tenelina 7 (Fig. 2.4) y beauvericina 4
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(Tanabe y Urano, 1983, Moore et al., 1998) producidas normalmente por especies de

Beauveria, fueron detectadas en este estudio por técnicas de HPLC y MS.

La maxima cantidad de oosporeina producida en reactores fue de 270 mg, después
de 4 dias de incubacion (Strasser et al., 2000). La oosporeina es un compuesto muy
téxico (Lloyd y Khachatourians, 1997), contaminante de comida de animales e

inhibidor del crecimiento de plantas (Cole, 1981).

HyC OH HO CH,

e P N

(&)
[}

HO.

I~

Figuras 2.4. Oosporeina 5, bassianina 6 y tenelina 7, compuestos producidos por

Beauveria brongniartii.
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En otros estudios realizados con el hongo entomopatégeno Akanthomyces gracilis
cepa ARS 2910 se detect6 actividad antimicrobiana en los extractos de cloroetano del
micelio y caldo. Se identific6 un compuesto nuevo nombrado acantomicina 8 (Fig.
2.5). Este fue caracterizado usando cristalografia de rayos X y resonancia magnética
nuclear (RMN) y probado en contra de Staphylococcus aureus, haciendo una
aplicacion directa del compuesto sobre una placa de agar conteniendo S. aureus y se
prob6é que la acantomicina inhibe en concentracion de 250 ng (Wagenaar et al.,
2002).

8

Figura 2.5. Acantomicina, antibiético producido por Akanthomyces gracilis.
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2.5. COMPUESTOS PRODUCIDOS POR EL GENERO Lecanicillium

Lecanicillium lamellicola. De esta especie se han logrado aislar dos compuestos
conocidos como MSD-A43F 9 y Verlamelina 10 (Fig. 2.6), este ultimo de importancia

por ser un antibiético ciclodepsipéptido activo contra hongos fitopatdégenos (Bycroft,
1988).

|CH(CH2)3CONHCH—CON H—CH—CO—N——CON‘-(CH—CO—N H-CH-CO-NH-CHCO

|
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o
o
Q zT
Iz
o

Figuras 2.6. Compuestos producidos por Lecanicillium lamellicola.
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De Lecanicillium spp. se ha aislado un antibidtico tipo epitiodioxopiperazina
conocido como Verticilina A 11 (Fig. 2.7) (Turner, 1971, Cole, 1981, Bycroft, 1988).
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Figuras 2.7. Verticilina A, antibiético producido por Lecanicillium spp.

Lecanicillium tererum. De este hongo se logré aislar un antibidtico de tipo
epitiodioxopiperazina, conocido como dihidroxicaetocina o melinacidina IV 12 (Fig.
2.8). Dicho antibidtico presenta actividad antibacteriana y antitumoral aunque es

altamente toxico (Bycroft, 1988).
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Figuras 2.8. Melinacidina IV, antibiético producido por Lecanicillium tererum.
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2.6. COMPUESTOS PRODUCIDOS POR LA ESPECIE Lecanicillium lecanii

Lecanicillium lecanii ha sido descrito ampliamente como un agente para el control de
diversas plagas de mosquita blanca (Ekbom, 1979), afidos, cdbccidos
(Easwaramoorthy y Jayaraj, 1978), royas (Carrion, 1988, Whipps, 1993) y trips
(Helyer et al., 1992), entre otras.

L. lecanii (en su forma Cephalosporium aphidicola) es un hongo muy versatil, el cual
tiene la capacidad de transformar algunos diterpenoides en derivados hidroxilados
(Hanson, 1995). Esta capacidad esta relacionada con la produccion enddgena de la
afidicolina 13 (Fig. 2.9) (Bucknall, 1973), diterpenoide tetrahidroxilado con actividad
antitumoral. Este compuesto es también un agente antiviral en contra del Herpes
simple Tipo 1. Es un inhibidor de la DNA polimerasa o y muestra también actividad
biolégica como fitotdxico (Douros y Suffness, 1980, Spadari et al., 1982; Oikawa et
al., 2002).
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Figuras 2.9. Afidicolina producida por L. lecanii.
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A partir de éste hongo se ha reportado el aislamiento de tres compuestos llamados
vertilecanina A 14, vertilecanina B 15 y vertilecanina C 16 (Fig. 2.10). La primera de
las cuales presento inhibicidn del crecimiento bacteriano. Este compuesto puede ser

utilizado para el control de enfermedades bacterianas de plantas, animales o del
hombre (Soman et al., 2001).
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Figura 2.10. Compuestos producidos por Lecanicillium lecanii.
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Bassianolido 17 (Fig. 2.11), antibidtico ciclodepsipéptido que muestra propiedades
insecticidas, aislado de Lecanicillium lecanii (Suzuki et al., 1977, Kanaoka et al.,
1978, Bycroft, 1988).
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Figuras 2.11. Bassianolido, insecticida producido por Lecanicillium lecanii.
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3-hidroxi-4, 4, 14-trimetil-7, 9 (11)-preg-nadien-20-acido carboxilico 18 (Fig. 2.12).

Antibidtico terpénico soluble en metanol con propiedades insecticidas (Bycroft, 1988).

N COCH

HO i

Figura 2.12. Antibi6tico producido por Lecanicillium lecanii.

Eniatina C 19 (Fig. 2.13). Antibidtico ciclodepsipéptido aislado de L. lecanii. Muestra
propiedades insecticidas, fitotoxicas y también inhibe la colesterol-acetil-trasferasa
(Bycroft, 1988, Nilanonta, 2003).
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Figuras 2.13. Eniatina C, antibiético producido por Lecanicillium lecanii.

De L. lecanii también se logré aislar el cerevisterol 20 (Fig. 14) (Trigos et al., 1997), un
esterol del cual se sabe que algunos de sus derivados tienen actividades citotdxicas
(Valisolalao et al., 1983, Kawagishi et al., 1988).

Figuras 2.14. Cerevisterol, esterol producido por L. lecanii.
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Son muchos los estudios que se tienen con respecto a éste hongo, aunque la mayoria
estan enfocados hacia su aplicacion en la industria agricola. Sin embargo, de acuerdo
a la bibliografia reportada, Lecanicilium lecanii tiene la capacidad de producir
compuestos con otro tipo de actividad biolégica como la antibidtica, por tanto es un

buen modelo de estudio para producir e identificar compuestos no sélo de importancia
agricola sino médica.
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Justificacion

JUSTIFICACION

El reino de los hongos presenta una gran biodiversidad, con alrededor de 70,000
especies conocidas, y un estimado de 1.5 millones de especies en total. En particular,
son conocidos por la produccion de enzimas secretadas y metabolitos secundarios,

muchos de los cuales han sido explotados por el hombre (Turner, 2000).

Dentro de esta gran biodiversidad existe un grupo de hongos conocidos como
entomopatdgenos, los cuales contribuyen de manera significativa en la industria
agricola. Sin embargo, se tienen reportes de que estos organismos son capaces de
producir compuestos con actividad antibiética y pese a ello son pocos los estudios
que se tienen respecto a la produccion de tales compuestos a partir de hongos
entomopatdgenos (Wagenaar et al., 2001). Son por tanto un buen modelo de estudio
para producir e identificar compuestos no sélo de importancia agricola sino de interés
médico, ya que estos participan en bioprocesos de control atacando insectos y esto

los hace ser candidatos a producir sustancias con actividad biolégica.

El mayor conocimiento de los metabolitos secundarios fungicos utilizados en
produccion comercial se basa en los antibidticos B-lactamicos (penicilinas Gy V y
Cefalosporinas C), producidas desde hace mas de 50 anos. Es muy conocido que
este tipo de metabolitos son producidos principalmente solo por algunas especies de
Penicillium y Streptomyces (Herrera y Ulloa, 1990), lo que abre la posibilidad de
estudiar otro tipo de hongos con los cuales se pueda ampliar el espectro de

produccion y obtenciéon de metabolitos con actividad antibidtica.
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Oljetivos

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Producir e identificar sustancias biolégicamente activas a partir del cultivo de un

hongo entomopatdégeno seleccionado por su actividad antibidtica.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Seleccionar microorganismos con capacidad para producir compuestos con
actividad biolégica a partir de cepas de hongos entomopatogenos de las
especies Beauveria bassiana y Lecanicillium lecanii, a través del empleo de

técnicas de bioensayo.

2. Llevar a cabo la produccion, extraccion, y purificacion de sustancias bioactivas

del hongo seleccionado, mediante el empleo de técnicas de cromatografia.

3. Caracterizar estructuralmente las sustancias biolégicamente activas
empleando técnicas de RMN ('H, "*C, COSY, DEPT, HMBC, HSQC).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. MICROORGANISMOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Las cepas de Lecanicillium lecanii fueron aisladas en el estado de Veracruz y

donadas por la Dra. Keiko Shirai Matsumoto de la Universidad Auténoma

Metropolitana, mientras que las cepas de Beauveria bassiana empleadas en éste

estudio pertenecen a la colecciéon del Centro Nacional de Referencia de Control

Biologico de Colima y fueron donadas por el Dr. Victor Hernandez. Se probaron 10

cepas de hongos entomopatégenos; 5 de B. bassiana y 5 de Lecanicillium lecanii. En

las Tablas 5.1 y 5.2 se da la relacion de las cepas y los sustratos de los cuales

fueron aisladas.

Tabla 5.1. Cepas de Beauveria bassiana empleadas

CLAVE 3
PATOGENO HUESPED HOSPEDERO ORIGEN
C.N.R.C.B.
BbPM1 B. bassiana Picudo del Manzano Arteaga,
Manzano Coahuila
BbAPH2 B. bassiana i, Limén Tecoman,
Toxoptera aurantii .
Colima
BbGC35 B. bassiana Phyllophaga sp. Maiz Atecuaro,
Michoacan
BbD4 B. bassiana Diabrotica sp. Maiz Jalisco
BbPCH B. bassiana Brachistola ~ = - Durango

magna
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Tabla 5.2. Cepas de Lecanicillium lecanii empleadas.

CLAVE UAM-I PATOGENO HUESPED ORIGEN
EH348 L. lecanii Mosquita blanca Veracruz
EH457 L. lecanii Mosquita blanca Veracruz
EH458 L. lecanii Mosquita blanca Veracruz
EH460 L. lecanii Mosquita blanca Veracruz
EH2460 L. lecanii Mosquita blanca Veracruz

Las bacterias contra las cuales se probaron los extractos de las cepas de hongos

antes mencionadas se presentan en las Tablas 5.3y 5.4.

Tabla 5.3. Bacterias de importancia clinica empleadas en los bioensayos

BACTERIAS DE IMPORTANCIA

; CLAVE
CLINICA
Escherichia coli ATCC 25922
Staphilococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Produccion de sustancins bloldgicamente activas a partir de Lecanicillivon lecanil 26



Materiales Y metooos

Tabla 5.4. Bacterias de importancia agricola empleadas en los bioensayos

BACTERIAS DE IMPORTANCIA AGRICOLA CLAVE LATEX*
Erwinia carotovora BF-001
Erwinia carotovora vs. atroseptica BF-002
Agrobacterium tumefaciens BF-003
Xhantomonas campestris vs. vescicatoria BF-004

* Laboratorio de Alta Tecnologia de Xalapa.

5.1.1. MEDIOS DE CULTIVO

Se probaron dos medios de cultivo sélidos: Agar Papa Dextrosa (PDA) para el
crecimiento de Lecanicillium lecanii (Benhamou y Brodeur, 2000, Feng et al., 2000,
Barranco-Florido et al., 2002) y Czapek-Dox adicionado con extracto de levadura
(1%) para Beauveria bassiana, ambos de la marca BIOXON. Una vez determinada la
cepa mas bioactiva se procedié al cultivo en medio liquido en Caldo Papa Dextrosa
(CPD), en un fermentador marca Applikon de capacidad de 3 L. El medio de cultivo
usado en las pruebas de susceptibilidad para bacterias fue Caldo Mueller-Hinton
(CMH). La composicién de los medios de cultivo empleados se presenta en el anexo
A-1 (pag. 92).
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5.2. CONDICIONES DE CULTIVO

5.2.1. SELECCION DE LA CEPA BIOACTIVA

Las 10 cepas en estudio se cultivaron en matraces Erlenmeyer de capacidad de 150
mL con 30 mL de medio de cultivo cada uno. Beauveria bassiana se inocul6 (50ul de
suspension de esporas) en el medio Czapek-Dox adicionado con extracto de
levadura al 1%, mientras que Lecanicillium lecanii (50 pl de suspension de esporas)
se inoculd en PDA, previa esterilizacion en autoclave marca Slli Equipara 121°C y
15 Ib. Ambos cultivos se incubaron durante 14 dias a 25 °C y 27 °C, respectivamente.
Una vez terminado el periodo de incubacién, a la biomasa se le realizd una
extraccion con agua y otra con metanol. Los extractos fueron empleados en las
pruebas de susceptibilidad por la técnica de microdilucion en caldo (Pichardo y
Behnke, 1993, Poupard et al., 1994, NCCSL, 1994, Koneman, 1999).

5.2.2. TRATAMIENTO DE MUESTRAS

5.2.2.1. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

La CMI se define como la minima dilucion del compuesto con la cual los

microorganismos no muestran crecimiento visible (Shyock et al., 1998).

La CMI se determin6 por el método de susceptibilidad por microdilucién en caldo,
empleando placas estériles de microdilucién de 96 pozos marca Corning-Costar de
poliestireno, de fondo redondo y con 6.4 mm de diametro de pozo (para determinar la
actividad bacteriostatica). EI medio de cultivo empleado fue caldo Mueller-Hinton
(CMH), de acuerdo a Kohner y colaboradores en 1997. Las bacterias se sembraron
24 h antes de las pruebas de susceptibilidad, en medio de cultivo Agar Mueller-Hinton
(AMH).
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Preparacion del indculo estandar: con un palillo estéril picar una colonia bacteriana e
introducirlo en un tubo con 15 mL de CMH e incubar a 37 6 25 °C, segun las

bacterias, por 1 h a 150 rpm en agitador orbital Lab-Line.

Inéculo de bacterias (Lennette y Spulding, 1981, Rangdale et al.,, 1997). La
suspension bacteriana se ajusta a 37,500 UFC/ml, partiendo del tubo de MacFarland
(150 x10® UFC/ml).

Procedimiento:

» Atodos los pozos se les adiciona 100 ul de CMH.

A la fila A (Fig. 5.1) se le adiciona 100 ul de los extractos metandlicos por

duplicado, empleando una micropipeta multiple de 8 canales de 30-300 pl marca

Brand. El contenido de los pozos de la fila A se mezclan, se toman 100 ul y se

traspasan a la fila B y asi sucesivamente hasta la fila F.

= Se adicionan 30 pl del inéculo bacteriano a todas las filas, excepto a la G, la cual
s6lo contiene CMH (como control de esterilidad), mientras que la fila H se emplea
como control de crecimiento (contiene medio y bacterias).

» Para evitar el secado por evaporacion, la placa se coloca en una camara de

humedad controlada.

Se incuba a 35 6 27 °C, segun las bacterias, durante 20 h.
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La Figura 5.1 ejemplifica la prueba de susceptibilidad por microdiluciéon en caldo.
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o) g S (CONTROLES =Caldo Mueller Hinton 100 p.
h— (7)) .
g 2 A =Extracto en estudio 100 pl.
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= Volumen de bacterias 30 pl.

Fig. 5.1. Prueba de susceptibilidad por microdilucion en caldo.

5.2.2.2. CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA O LETAL (CMB)

Una vez determinada la CMI, se extrajeron 10 pL de cada uno de los pozos donde no
hubo crecimiento visible y se llevdo a cabo la determinacion de la concentracion
minima bactericida por el método de siembra en agar (Gales et al., 2001, Mendoza,
2002).
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Procedimiento:

= Agitar la placa para mezclar el contenido de los pozos y continuar la
incubacién durante 4 h mas, para tener un total de 24 h de incubacion.

= Extraer 10 yl de los pozos donde no hay crecimiento bacteriano, se depositan
en placas de AMH en forma de gota o por diseminacion.

» |ncubar durante 24 h a 35 6 27 °C, segun las bacterias.

Interpretacion:

La CMB es la concentracién del primer pozo donde no hubo crecimiento después del

subcultivo en el agar.

5.2.3. PRODUCCION DE SUSTANCIAS BIOLOGICAMENTE ACTIVAS DE
Lecanicillium lecanii EN CULTIVOS LiQUIDOS

La cepa con mayor actividad se selecciond de cultivos en caja de Petri y
posteriormente fue realizada una fermentaciéon en Caldo Papa Dextrosa (CPD) en
fermentador (Applikon, 3 L) como se muestra en la Figura 5.2, y otra en el medio de
cultivo de fermentacion (MCF) en fermentador (BIOSTAT, 7 L) como se muestra en
la Figura 5.3. Se determiné biomasa (por peso seco), pH, azucares totales (fenol-
sulfurico) y la actividad bacteriostatica y bactericida de las cepas mediante las

pruebas de susceptibilidad por microdiluciéon en caldo y dilucién en agar.

5.2.3.1. CULTIVO EN CALDO PAPA DEXTROSA

Lecanicillium lecanii cepa EH457 se inocul6 en matraces Erlenmeyer con PDA y se

incubd a 27 °C durante 4 dias. Una vez terminado el periodo de incubacién se hizo
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una suspension de esporas con Tween 80 al 0.01%. Se prepararon 2.2 L de CPD en
un fermentador Applikon, se esterilizd 20 min. Una vez esterilizado y frio se le inoculd
la suspensién de esporas para tener una concentracion de 10 esporas/mL en el
cultivo liquido. Las condiciones de cultivo en el fermentador fueron: 27 °C, 150 rpm,
pH inicial 6.8 (el cual no fue regulado durante el periodo de cultivo) y una aireacion de
1.0 vvm, durante 10 dias. Se tomaron muestras de 15 mL cada 24 h, a las cuales se
les determin6 concentracion de esporas, pH, azucares totales y se llevaron a cabo las
pruebas de susceptibilidad. Después de terminado el periodo del cultivo liquido se
recolectaron 1.4 L de caldo fermentado, los cuales se centrifugaron a 14,000 rpm

durante 25 min. para separar la biomasa del caldo.

270C Suspension  esporas Caldo PD
; con Tween 80 al § |2200 mL
4 dias 0.01 %. = 107 esp/mL
Diariamente t
L. lecanii EH457

Alicuota 15 mL: my7 oc
® Esporas. ®150 rpm
® Biomasa (peso seco). ®"pH 6.88
® pH ®1vvm
® Azlcares totales ®10 dias

(fenol/sulfarico)
Recoleccion 1800 mL:

centrifugacién a 14,000 rpm
durante 25 min.

Biomasa total
(peso seco) 5.25 g/L

Fig. 5.2. Sistema de cultivo en CPD de Lecanicillium lecanii EH457
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5.2.3.2. CULTIVO EN MEDIO COMPLEJO DE FERMENTACION

Lecanicillium lecanii EH457 se inoculé en matraces Erlenmeyer con medio PDA y se
incubd a 27 °C durante 4 dias. Una vez terminado el periodo de incubacion se hizo
una suspension de esporas con Tween 80 al 0.01%. Se prepararon 500 mL de medio
complejo de indculo (Somerson et al., 1961) en matraz Erlenmeyer de 1 L, los cuales
se esterilizaron durante 20 min. Una vez esterilizado y frio se le inoculo la suspension
de esporas para tener una concentracion de 10’ esporas/mL en el medio de
propagacion. Después de 32 h de cultivo a 150 rpm, éste se inoculé en 5 L de MCF
en un fermentador Biostat de capacidad de 7 L, previa esterilizacion a 16 Ib. de
presion durante 20 min. Las condiciones de cultivo en el fermentador fueron: 27 °C,
150 rpm, pH inicial 6.88, 2.5 vvm, durante 14 dias (Fig. 5.3). Se tomaron muestras de
15 mL cada 24 h, a las cuales se les determind concentracion de esporas, pH,

azucares totales y se llevaron a cabo las pruebas de susceptibilidad.

Después de terminado el periodo del cultivo liquido se recolectaron 4200 mL de
caldo fermentado los cuales se centrifugaron a 14,000 rpm durante 25 min para
separar la biomasa del caldo. Tanto la biomasa como el caldo se sometieron a

liofilizacion y posteriormente se almacenaron a -20 °C.
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o . ) 27°C
27°C  Suspensi6n esporas; wg - .
4 dias Tween 80, 0.01%. (L s 32h
w
Medio de
ER457 propagacion/EH457 i —
7
500 mL, 107 esp/mL MCE/EH457
5000 mL
Alicuota 15 mL:
» Esporas. =27 °C
* pH =150rpm
= Azicares totales (fenol/sulfurico) *pH 6.88
« Antibiograma. =2.5 vwm
=14 dias

Biomasa total:
eLiofilizacién

Sobrenadante:
Liofilizacion:

Fig. 5.3. Sistema de cultivo en MCF de Lecanicillium lecanii EH457
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5.2.4. TRATAMIENTO DE MUESTRAS

Del cultivo liquido de Lecanicillium lecanii cepa EH457, diariamente se tomaron
alicuotas de 15 mL, las cuales se sometieron a estudio para determinar
concentracion de esporas, determinacion de biomasa (en el caso del cultivo liquido
CPD), pH, azucares totales y se llevaron a cabo bioensayos durante el tiempo de

cultivo.

5.2.4.1. TECNICAS ANALITICAS

CONCENTRACION DE ESPORAS

De los 15 mL de alicuota del cultivo liquido se extrajeron 100 uL y se llevaron a 1000

uL con agua destilada estéril. Posteriormente se tomaron 300 uL de la suspension y

se procedié al conteo en microscopio utilizando una camara de Newbauer.

BIOMASA y pH

La biomasa se determind por peso seco empleando una termobalanza Ohaus,
previamente tarada y papel filtro Wathman No. 42. La biomasa se separé del caldo
empleando una centrifuga Beckman Coulter a 10,000 rpm, durante 25 min. El pH se

leyé en un pHmetro marca Conductronic pH120, previamente calibrado.

AZUCARES TOTALES

Una vez separada la biomasa del caldo, se tomd 1 mL de éste ultimo y se empled

para el analisis de azucares totales por el método del fenol sulfurico (Dubois et al.,
1956).

Este método esta basado en la reaccién de los carbohidratos con fenoles en
presencia de un acido fuerte. Bajo condiciones fuertemente acidas, los carbohidratos

se deshidratan y forman furfural e hidroximetilfurfural, los cuales se condensan con el

Produccln de sustancias bioldgicamente activas a partiv de Lecanicillivom lecantt 35



Materiales Y metooos

fenol. La reaccion completa resulta en la formaciéon de un complejo de color amarillo-
naranja que se puede leer a 490 nm (para las hexosas) y a 480 nm (para pentosas).
El color producido es permanente y es util para determinar pequefias cantidades de
azucares y sus metilderivados, oligosacaridos y polisacaridos extraidos con

diferentes disolventes.

Método:

= Se adicionan 2 mL de la solucion de carbohidratos en tubos.

= Se adicionan 0.5 mL de fenol al 80%,

» Rapidamente se incorporan 5 mL de H;SO, concentrado con agitacion
continua y se deja reposar durante 10 min.

= Se agita nuevamente y se colocan los tubos en bafio maria a 25-30 °C
durante 10 a 20 min.

= Se leen las absorbancias del color caracteristico amarillo-naranja a 490 nm
para hexosas y 480 nm para pentosas y acidos uronicos.

» Los blancos se preparan sustituyendo la solucion de azucares por agua

destilada. Las soluciones se preparan por triplicado.

Curva de calibracion:

La concentracion de azucares se determina con ayuda de una curva patrén de 0 a
0.1 g/L. A partir de la soluciones patron de dextrosa (para el cultivo en CPD) y
lactosa (para el cultivo en MCF) de 5 g/L se prepararon estandares de 0, 10, 20,
hasta 100 pL. La curva de calibracion realizada para dextrosa dio un coeficiente de

regresion de 0.9993, y de 0.999 para la lactosa.

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD

A 10 mL del caldo centrifugado se le adicionaban 10 mL de metanol, se agitaba y se

guardaba para las pruebas de susceptibilidad en refrigeracion a 4 °C. Este

tratamiento se repitié con un blanco del caldo de cultivo.
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Una vez obtenidos los compuestos se repetiran las pruebas de susceptibilidad antes

mencionadas para determinar la actividad de éstos.

5.3. EXTRACCION

El caldo de fermentacion de Lecanicillium lecanii en MCF se centrifugd (en un equipo
Beckman-Coulter) a 10,000 rpm y 15 °C durante 25 minutos. Posteriormente se
separé el sobrenadante y la biomasa, esta ultima se liofilizd (480 g) en un equipo
Lab-Line y el caldo se redujo a un volumen de 1.4 L. Una vez liofilizado el caldo de
fermentacion de L. lecanii se realizaron extracciones cloroformicas en un sistema de
extraccidon liquido-liquido Marca SEV de capacidad de 5 L, se adicionaron
aproximadamente 3 L de cloroformo al principio de las extracciones y se realizaron
en total 4 extracciones cloroférmicas, las cuales se concentraron por separado en un
rotavapor marca BUCHI a una temperatura de 35 °C y 150 rpm. Después de realizar
cromatografia en capa fina, empleando cromatofolios de gel de silice Merck GFs4,
de 0.2 mm y revelando con lampara de luz UV de longitud de onda corta y larga (254
y 365 nm, respectivamente) y con vapores de yodo (Tovar, 2000), los concentrados
cloroféormicos que presentaron perfiles similares se juntaron y el disolvente se

evapord a presion reducida, obteniéndose un peso seco total de 440.2 mg.

5.4. PURIFICACION Y OBTENCION DE COMPUESTOS

El concentrado cloroférmico (440.2 mg) se purifico a través de cromatografia en
columna compactada en seco, usando como soporte gel de silice Merck de tamano
de malla 0.2-0.5 mm y de 0.040-0.062 mm, la cual una vez compactada se eluy6 con
hexano para separar grasas u otros compuestos de baja polaridad y posteriormente
con mezclas de hexano/acetato de etilo, aumentando gradualmente la polaridad (7:3,

6:4, 1:1, 4:6, 2:8; v:v) hasta eluir unicamente con acetato de etilo y posteriormente
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etanol, logrando obtener dos compuestos puros (compuesto 1 y compuesto 2). El
monitoreo de este proceso de separacion se hizo mediante cromatografia en capa
fina, revelando con luz ultravioleta de longitud de onda corta y larga (254-365 nm) y

vapores de yodo.

Se obtuvieron 24.7 mg de cristales blancos en forma de aguja, procedentes de las
fracciones del concentrado cloroférmico eluidas en hexano/acetato de etilo 1:1, con
un R.. de 0.08 al eluirse en hexano-acetato de etilo 6:4 y revelarse con luz
ultravioleta de onda corta y onda larga y con vapores de yodo, nombrado compuesto

1, al que corresponden los siguientes datos espectroscopicos:
COMPUESTO 1

RMN H: (CDsOD) &, ppm: 8.17 (1H, d, H-10 y H-12); 7.61 (1H, d, H-9 y H-13): 5.15
(1H, d, H-7); 4.13 (1H, td, H-5); 3.8 (2H, dd, H-6) y 3.6 (2H, dd, H-6).

RMN *3C: (CDs;OD) &, ppm: 166.5 (C-3); 151.56 (C-9 y C-13); 148.58 (C-8); 124.13
(C-10 y C-12); 71.31 (C-7); 67.31 (C-2); 62.21 (C-6); 58.46 (C-5).

De las fracciones del concentrado cloroférmico eluidas con etanol se obtuvieron
unos cristales blancos (25.0 mg), con un R.;. de 0.32 al eluirse en acetato de etilo-
etanol 9:1 y revelarse con luz ultravioleta de onda corta y onda larga y con vapores
de yodo denominado compuesto 2, al que corresponden los siguientes datos

espectroscopicos:
COMPUESTO 2
RMN *H: (CDsOD) &, ppm: 6.76 (1H, d, H-9); 6.68 (1H, d, H-6); 6.61 (1H, dd, H-5);

3.81 (3H, s, H-8); 3.06 (2H, ¢, H-11); 2.8 (2H, t, H-3); 2.41 (2H, t, H-2): 1.92 (3H, s, H-
13); 1.26 (3H, ¢, H-12).
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RMN 3C: (CD5;OD) &, ppm: 182.6 (C-14); 175.4 (C-1); 148.9 (C-8); 145.9 (C-7);
133.7 (C-4); 121.9 (C-5); 116.2 (C-6); 113.3 (C-9): 56.4 (C-10); 39.9 (C-2); 39.4 (C-
11); 32.6 (C-13); 27.6 (C-12); 23.8 (C-13)

5.5. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE COMPUESTOS

De los compuestos aislados se obtuvieron los espectros de resonancia magnética
nuclear 'H y *C (Anexo A-2, pag. 94), a 300 y 75 MHz, respectivamente, en un
espectrometro GEMINI 2000 marca Varian, y a 500 y 75 MHz, en un espectrometro
BRUKER DMX500, empleando como disolvente metanol deuterado y tetrametilsilano
como referencia interna. También se obtuvieron los espectros de resonancia
magnética nuclear COSY, DEPT, NOESY, HMBC, HSQC.

Los desplazamientos quimicos () de los espectros estan expresados en partes por
millén (ppm), y los valores de las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Las

abreviaturas empleadas para los espectros de 'H se dan a continuacion:

Abreviatura Senal
S Simple
d Doble
t Triple
dd Doble de dobles
c Compleja
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6. SELECCION DE CEPAS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA

6.1 ACTIVIDADES BACTERIOSTATICAS Y BACTERICIDAS

Una vez obtenidos los extractos acuosos y metandlicos de las cinco cepas de
Beauveria bassiana y de Lecanicillium lecanii, éstas se emplearon en las pruebas de
susceptibilidad. En todos los casos, a excepcion de uno, después de 14 dias de
cultivo en agar no se encontré actividad bacteriostatica ni bactericida en los extractos
acuosos de las cepas en estudio contra las bacterias probadas, a excepcion del
extracto acuoso de Beauveria bassiana cepa Bb PCH. No ocurrié asi en los casos de
los extractos metandlicos, en donde se detectd actividad tanto bacteriostatica como

bactericida contra las bacterias probadas.

Con las cepas de Beauveria bassiana empleadas no se tuvo gran actividad bioldgica
en contra de las bacterias control, en general, con las cepas de Lecanicillium lecanii
los resultados fueron satisfactorios, permitiendo la seleccion de una de ellas como

cepa de partida para la produccion de compuestos con actividad biologica.

Los resultados de las actividades bacteriostaticas y bactericidas de los extractos
metandlicos del cultivo soélido de B. bassiana y de L. lecanii se muestran en las
Tablas 6.1, 6.2, 6.3y 6.4.
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Tabla 6.1. Resultados de las pruebas de susceptibilidad en medio sélido de extractos

metandlicos de Beauveria bassiana contra bacterias de importancia clinica.

BACTERIAS PATOGENAS DE INTERES CLINICO

CEPA
E. coli S. aureus P. aeruginosa
Bb PM1 NP NP BT (1:16)
Bb APH2 NP ‘NP NP
Bb GC35 NP BT (1:8) NP
Bb D4 NP NP NP
Bb PCH NP NP BT (acuoso, 1:4)

BT = Actividad bacteriostatica, BT y BC = Actividad bacteriostatica y bactericida, NP = No presento.

Los numeros entre paréntesis reflejan la dilucion en la que se encontré actividad.

En la Tabla 6.1 podemos observar que no se encontré actividad bacteriostatica ni
bactericida al probar los extractos metandlicos de las cepas de Beauveria bassiana
contra Escherichia coli ni contra Staphylococcus aureus (a excepcion de la cepa
Bb GC35). En el caso de Pseudomonas aeruginosa si se presento inhibicion con
Bb PM1.
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Tabla 6.2. Resultados de las pruebas de susceptibilidad en medio sélido de los extractos

metandlicos de Beauveria bassiana contra bacterias fitopatdégenas.

BACTERIAS FITOPATOGENAS

CEPA _
E. carotovora A. X. campestris vs.
E. carotovora ) ) ] )
vs. atroseptica  tumefaciens Vescicatoria
BTyBC BT (1:8)
Bb PM1 NP (1:18) NP BC (1:4)
BT (1:8)
Bb APH2 NP NP NP BC (1:4)
BT (1:8)
Bb GC35 NP NP NP BC (1:4)
BT (1:8)
Bb D4 NP NP NP BC (1:4)
BT (1:8)
Bb PCH NP NP NP BC (1:4)

BT = Actividad bacteriostatica, BT y BC = Actividad bacteriostatica y bactericida, NP = No presento.

Los numeros entre paréntesis reflejan la dilucion en la que se encontré actividad.

De acuerdo a los resultados de la Tabla 6.2 observamos que se encontré una
actividad bacteriostatica y bactericida efectiva de los extractos metandlicos de las 5
cepas de Beauveria bassiana estudiadas en contra de la bacteria fitopatdgena
Xhantomonas campestris vs. vescicatoria y solo la cepa Bb PM1 present6 dichas

actividades contra Erwinia carotovora vs. atroseptica.
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Tabla 6.3. Resultados de las pruebas de susceptibilidad en medio sélido de los extractos

metandlicos de L. lecanii contra las bacterias patégenas de interés clinico.

BACTERIAS PATOGENAS DE INTERES CLINICO

CEPA
E. coli S. aureus P. aeruginosa
EH348 BTy BC (1:8) BT (1:8) ScT: 21%
EH457 BT (1:16) BT (1:8) *BBTC((ll:%A'Z))
EH458 BT (1:8) BT (1:8) BTy BC (1:32)
EH460 NP BT (1:8) E(T: 21:1%))
EH2460 BT (1:8) NP gcT: 8%
BT = Actividad bacteriostatica, BT y BC = Actividad bacteriostatica y bactericida,

BT y *BC = Mayor actividad bacteriostatica y bactericida, NP = No present6. Los numeros entre

paréntesis reflejan la dilucién en la que se encontré actividad.

Como se observa en la Tabla 6.3, se presentd actividad bacteriostatica en los
extractos metandlicos de las cepas EH348, EH457, EH458 y EH2460 contra
Escherichia coli y actividad bactericida sélo con EH438. Asimismo, hubo inhibicion de
Staphylococcus aureus con los extractos metandlicos de las primeras cuatro cepas
de Lecanicillium lecanii estudiadas. Todas las cepas de L. lecanii presentaron
actividad bacteriostatica y bactericida en contra de Pseudomonas aeruginosa, en
donde se observdé una mayor actividad (diluciéon 1:64) de la cepa EH457 de

Lecanicillium lecanii.
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Tabla 6.4. Resultados de las pruebas de susceptibilidad en medio sélido de los extractos de

L. lecanii contra las bacterias de importancia agricola.

BACTERIAS DE IMPORTANCIA AGRICOLA

CEPA

E. carotovora A. X. campestris vs.

E. carotovora : . X .

vs. atroseptica  tumefaciens Vescicatoria
EH348 BT (1:16) BT y BC (1:4) NP NP
EH457 BT (1:16) BTy BC (1:8) NP BT (1:8)
EH458 BT (1:16) BT y BC (1:4) NP BT (1:8)
EH460 BT (1:16) BT y BC (1:4) NP NP
EH2460 BT (1:8) BT y BC (1:4) NP NP

BT = actividad bacteriostatica, BT y BC = actividad bacteriostatica y bactericida,

BT y BC* = mayor actividad bacteriostatica y bactericida, NP = no present6. Los numeros entre

paréntesis reflejan la dilucién en la que se encontré actividad.

En la Tabla 6.4 se observa que se presenté actividad bacteriostatica y bactericida en
todas las cepas de L. lecanii estudiadas después de 10 dias de cultivo contra Erwinia
carotovora vs atroseptica y solo actividad bacteriostatica contra E. carotovora. Asi
mismo, los extractos metandlicos de las cepas EH 457 y EH458 fueron
bacteriostaticos (dilucién 1:8) contra Xhantomonas campestris vs. vescicatoria y en

ningun caso se presento inhibicion contra Agrobacterium tumefaciens.
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Las Fig. 6.1 y 6.2 son una muestra tipica de las pruebas de susceptibilidad por
microdiluciéon en caldo de los extractos metandlicos de las cepas de Lecanicillium
lecanii contra P. aeruginosa y S. aureus, respectivamente. Esta prueba determiné la

actividad bacteriostatica de dichos extractos.

EH34 EHA5 EHA45 _ EH46 _ EH246

Fig.6.1. Evaluacion de actividad bacteriostatica de las soluciones metandlicas de las cepas

de Lecanicillium lecanii cultivadas en agar papa dextrosa contra Pseudomonas aeruginosa.

En la Fig. 6.1 se puede observa que no se presentd crecimiento visible de P.
aeruginosa al tratarla con los extractos metandlicos de las cepas de Lecanicillium
lecanii. Se observo también mayor inhibicién con la cepa EH457 de L. lecanii y se
puede decir que el efecto bacteriostatico no se debe al metanol, ya que el control del

disolvente (pozo H-11 y H-12) presentd crecimiento bacteriano.

Produccion de sustancins bioldgicamente activas a partir de Lecanicillivom Lecanit 45



Selecclbon de cepas con actividad bioldgica

Fig.6.2. Evaluacion de actividad bacteriostatica de las soluciones metandlicas de las cepas

de Lecanicillium lecanii cultivadas en agar papa dextrosa contra Staphylococcus aureus.

En el caso de la actividad de las cepas Lecanicillium lecanii contra Staphylococcus
aureus hubo una mayor inhibicion (dilucién 1:8) con 3 de las 5 cepas en estudio,
mientras que una de ellas no presentd actividad bacteriostatica (EH 2460). De igual
manera se observé que el metanol no tuvo efecto en dicha actividad ya que se

presentd crecimiento bacteriano en el control del disolvente (pozo H-3 y H-4).

6.2. SELECCION DE LA CEPA BIOACTIVA

Al comparar los resultados de los extractos metandlicos de las cepas de Beauveria
bassiana y de Lecanicillium lecanii contra las bacterias patdégenas de interés clinico,
se pudo observar una mayor actividad tanto bacteriostatica como bactericida de las
cepas de L. lecanii en comparacion con las de Beauveria bassiana, especialmente

con la cepa EH457 de Lecanicillium lecanii, en donde se encontr6 una mayor
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actividad bacteriostatica contra Escherichia coli (en una dilucion 1:16) vy
Pseudomonas aeruginosa (dilucion 1:64), asi como una mayor actividad bactericida

(1:32) contra ésta ultima.

En cuanto a los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad contra las
bacterias fitopatdogenas, se pudo observar una mayor actividad tanto bacteriostatica
como bactericida de las cepas de Lecanicillium, en comparacion con las cepas de
Beauveria bassiana, en donde sélo se encontré actividad bacteriostatica y bactericida
contra Xhantomonas campestris vs vescicatoria con Beauveria bassiana y sélo la
cepa Bb PM1 fue activa contra Erwinia carotovora vs atroseptica. En el caso de
Lecanicillium lecanii, el extracto metandlico de la cepa EH457 present6 mayor
actividad bacteriostatica y bactericida contra Erwinia carotovora vs atroseptica en

comparacién con las demas.

De acuerdo a los resultados de las pruebas de susceptibilidad por microdilucion en
caldo, la cepa EH457 de Lecanicillium lecanii fue la que presenté mayor actividad de
todas las cepas de hongos probadas tanto para las bacterias de importancia clinica
(principalmente contra Pseudomonas aeruginosa) como para las de importancia

agricola y fue la empleada para estudios posteriores en cultivo liquido.
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7.  EVALUACION ANTIBIOTICA DE Lecanicillium lecanii EH457
EN CULTIVOS LIQUIDOS

7.1. EVALUACION ANTIBIOTICA DE L. lecanii EH457 EN MEDIO DE
CULTIVO LiQUIDO CPD.

Una vez seleccionada la cepa de L. lecanii EH457, se procedié a su cultivo en medio
liquido en fermentador, permitiendo tener condiciones de cultivo homogéneas. Se
realiz6 monitoreo diario de la actividad para determinar el tiempo en que ésta se
presentaba y de acuerdo a los resultados se observo que solo se presentd actividad
en el 5° y hasta el 10° dia de cultivo contra E. coli, contrario a lo observado en el
cultivo en agar, lo cual muestra que la produccién de metabolitos se ve afectada por

el tipo de cultivo empleado.

Asimismo se observo que la poca actividad presente no se debi6é ni al medio de
cultivo ni al disolvente empleado, en este caso metanol, ya que no hubo actividad al
tratar las bacterias con el control del caldo papa dextrosa ni con el control del
disolvente. Los resultados de las pruebas de susceptibilidad en caldo y agar papa
dextrosa del cultivo de Lecanicillium lecanii EH457 contra las bacterias probadas se

muestran en las Tablas 7.1y 7.2.
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Tabla 7.1. Resultados de las pruebas de susceptibilidad de cultivo en agar papa dextrosa y

caldo papa dextrosa de L. lecanii cepa EH457 contra bacterias de interés clinico.

BACTERIOSTATICO BACTERICIDA
BACTERIA
PDA CPD PDA CPD
E. coli Dia 14 (1:16) Dia 5-10 (1:16) NP NP
S. aureus Dia 14 (1:8) NP NP NP
P. aeruginosa Dia 14 (1:64) NP Dia 14 (1:32) NP

BT = Actividad bacteriostatica, BT y BC = Actividad bacteriostatica y bactericida, NP = No presentd.

Los nimeros entre paréntesis reflejan la dilucion en la que se encontré actividad.

Tabla 7.2. Resultados de las pruebas de susceptibilidad de cultivo en agar papa dextrosa y

caldo papa dextrosa de L. lecanii EH457 contra bacterias de importancia agricola.

BACTERIOSTATICO BACTERICIDA
BACTERIA
PDA CPD PDA CPD
E. carotovora Dia 14 (1:16) NP NP NP
E. carotovora vs. . ) , . . . BTyBC
atroseptica Dia 14 (1:8) Dia 8 (1:32) Dia 14 (1:8) Dia 8 (1:32)
A. tumefaciens NP NP NP NP
X. campestris vs. Dia 14 (1:8) NP NP NP

vescicatoria

BT = Actividad bacteriostatica, BT y BC = Actividad bacteriostatica y bactericida, NP = No presento.

Los numeros entre paréntesis reflejan la dilucion en la que se encontré actividad.
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Después de 10 dias de cultivo en caldo papa dextrosa se observo que la actividad
tanto bacteriostatica como bactericida de la cepa en estudio no se vio favorecida por
el cultivo en caldo papa dextrosa, en comparacion con los resultados obtenidos en el
cultivo en agar papa dextrosa después de 14 dias de cultivo (como se muestra en las
Tablas 6.3 y 6.4), ya que solo se encontré actividad bacteriostatica contra E. coli y
Erwinia carotovora vs atroseptica y bactericida contra ésta ultima. Contrario al
resultado obtenido en el cultivo sdlido contra Pseudomonas aeruginosa, en el cultivo
liguido no se encontré ningun tipo de actividad contra ésta ultima durante el

transcurso del cultivo, como se muestra en la Fig. 7.1.
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Figura 7.1. Evaluacién de actividad bacteriostatica de las soluciones metandlicas de L.
lecanii cultivado en CPD, del dia 6 (D6) al dia 10 (D10) de cultivo, contra P. aeruginosa.
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7.1.1. CINETICAS DE BIOMASA, pH, CONCENTRACION DE ESPORAS Y
AZUCARES TOTALES EN CULTIVO EN CALDO PAPA DEXTROSA (CPD).

Los resultados de las determinaciones de biomasa, pH, concentracion de esporas y

consumo de sustrato en medio de cultivo liquido CPD se muestran en las siguientes
figuras 7.2y 7.3.
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Figura 7.2. Formaciéon de biomasa y consumo de sustrato por L. lecanii EH457 en CPD.

La maxima produccién de biomasa se obtuvo en el 4° dia (8.4 g/L), con un ligero
consumo de sustrato, a partir de ahi se observé un decremento en la biomasa al
igual que del sustrato, los cuales se mantuvieron constantes a partir del 6° dia y
hasta el final del cultivo. De acuerdo al comportamiento de la formacion de biomasa y
consumo de sustrato, este medio de cultivo fue efectivo sélo para el crecimiento del
hongo en estudio, probablemente por ser un medio definido sin los nutrientes

necesarios para la produccion de metabolitos secundarios con actividad biolégica
(Madigan et al., 2004).
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Figura 7.3. Determinacion de esporas y pH en el cultivo en CPD de L. lecanii

En la Fig. 7.3 se observé que a partir del 5° dia de cultivo en caldo papa dextrosa, se
presentd una maxima concentracion de esporas de 6.2 x 10° esp/mL a un pH
constante de 6.4. A partir de ahi y hasta el final del cultivo, tanto la concentracion de
esporas como el pH disminuyeron hasta tener 4.3 x 108 esp/mL y un pH final de 3.8.
L. lecanii dejé de crecer porque probablemente la fuente de carbono dejo de ser el
sustrato limitante, dado la composicion caracteristica del CPD. El decremento en el
pH pudo deberse a la formacion de compuestos acidos producidos por Lecanicillium
lecanii.
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7.2. EVALUACION ANTIBIOTICA DEL CULTIVO DE Lecanicillium lecanii
EH457 EN MCF

Del cultivo liquido de L. lecanii cepa EH457 en medio complejo de fermentacion se
obtuvo una mayor actividad, tanto bacteriostatica como bactericida, en comparacion
con los resultados obtenidos al emplear el medio de cultivo CPD. Los resultados se

presentan en las Tablas 7.3y 7.4.

Tabla 7.3. Resultados de las pruebas de susceptibilidad en caldo papa dextrosa y medio

complejo de fermentacion de L. lecanii cepa EH457 contra bacterias de interés clinico.

BACTERIOSTATICO BACTERICIDA
BACTERIA
Caldo Papa Medio Complejo Caldo Papa Medio Complejo
Dextrosa de Fermentacién Dextrosa de Fermentacién
E. coli Dia 5-10 (1:16) NP NP NP
S. aureus NP Dia 6-14 (1:4) NP NP
. Dia 7-14 Dia 7
P. aeruginosa NP (1:8, 1:16) NP (1:4)

NP = No presento actividad. Los numeros entre paréntesis reflejan la dilucién en la que se encontré

actividad.
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Tabla 7.4. Resultados de las pruebas de susceptibilidad en CPD y MCF de L. lecanii cepa

EH457 contra bacterias de importancia agricola

BACTERIOSTATICO BACTERICIDA
BACTERIA

Caldo Papa Medio Complejo de  Caldo Papa Medio Complejo
Dextrosa Fermentacion Dextrosa de Fermentacion

E. carotovora NP Dia 6-14 (1:16) NP Dia 6-14 (1:16)

E. carotovora vs. Dia 8 (1:64) Dia 7-14 (1:8) Dia 8 (1:32) Dia 7-14 (1:8)

atroseptica
A. tumefaciens NP Dia 9-14 (1:8) NP Dia 9-14 (1:8)
X. campestris vs. NP Dia 9-14 (1:8) NP Dia 9-14 (1:8)

vescicatoria

NP = No present6 actividad. Los numeros entre paréntesis reflejan la diluciéon en la que se encontré

actividad.

Después de 14 dias de cultivo en MCF se observdé que la actividad tanto

bacteriostatica como bactericida de la cepa en estudio se vio favorecida, en

comparacién con los resultados obtenidos en el cultivo en caldo papa dextrosa.

Contrario al resultado obtenido en el cultivo liquido contra Erwinia carotovora, en el

cultivo en medio complejo de fermentacion, hubo actividad contra ésta ultima, como

se muestra en la Fig. 7.4.
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Figura 7.4. Evaluacién de actividad bacteriostatica de las soluciones metandlicas de L.
lecanii en MCF del dia 6 (D6) al dia 10 (D10) de cultivo contra E. carotovora.

Aqui se probd la actividad bacteriostatica de L. lecanii a partir del 6° dia de cultivo
liguido en medio complejo de fermentacion y hasta el dia 11 contra E. carotovora.
Como se observa en la Fig. 7.4, se presentd inhibiciéon bacteriana durante el
transcurso del cultivo. En este caso, podemos decir que la producciéon de metabolitos
activos probablemente se llevd a cabo a partir del 6° dia de cultivo liquido de

Lecanicillium lecanii.
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7.2.1. CINETICA DE pH, CONCENTRACION DE ESPORAS Y AZUCARES
TOTALES EN MCF.

En el 6° dia de cultivo en MCF la concentracién de esporas tuvo un maximo de
9.78x10% esp/mL y hacia el final del cultivo se tuvo un pH de 7.9 (Fig. 7.5), lo que
probablemente favorecié la produccion de sustancias activas, lo cual se vio reflejado
en los resultados de susceptibilidad (Tablas 7.3 y 7.4). El MCF es empleado en la
produccion metabolitos secundarios con actividad antibiética como la penicilina G
(Fernandez, 1997, Madigan et al., 2004), y fue efectivo para la produccion de
sustancias biolégicamente activas de Lecanicillium lecanii en este estudio. En este
caso, no se logro determinar con precision la biomasa producida, ya que los sélidos

de maceracion de maiz no son completamente solubles y esto interfirid con la

cuantificacion.
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Fig. 7.5. Determinacién de esporas y pH en el cultivo en MCF de L. lecanii EH457.
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7.3. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos de cada uno de los cultivos liquidos en las
pruebas de susceptibilidad, se mostré que al emplear el CPD como medio de cultivo
liquido la cepa EH457 de L. lecanii presentd actividad bacteriostatica sélo para dos
bacterias: Escherichia coli y Erwinia carotovora vs. atroseptica, a partir del 5° y 8° dia
de fermentacidn, respectivamente, y actividad bactericida sélo contra Erwinia

carotovora vs. atroseptica.

En contraste, con el cultivo en MCF los resultados muestran actividad bacteriostatica
para 6 de las 7 bacterias probadas (Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Erwinia carotovora, Erwinia carotovora pv. atroseptica, Agrobacterium
tumefaciens y Xhantomonas campestris pv. vescicatoria), a partir del 6° y 7° dia de
fermentacion en promedio, y actividad bactericida para 5 de ellas (no asi para

Staphilococcus aureus), a partir del 7° dia y hasta el final del cultivo.

Por todos los resultados obtenidos en este estudio, se pudo concluir que el medio
complejo de fermentacion es un buen medio para la produccién de sustancias con
actividad bioldgica y que dichos metabolitos se producen en promedio a partir del 6° y
7° dia y hasta el final del cultivo, por lo cual se procedié a la extraccién, purificacién,
obtencién y caracterizacion estructural de dichos metabolitos a partir del cultivo

liquido de Lecanicillium lecanii en este medio.
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8. EXTRACCION, PURIFICACION, OBTENCION Y
CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE COMPUESTOS

Después de 15 dias de cultivo en MCF de Lecanicillium lecanii cepa EH457 el caldo
se separo de la biomasa y se procedié a la extraccion, purificacion y caracterizacion

estructural de los compuestos, como se menciona a continuacion:

8.1. EXTRACCION DE COMPUESTOS

Se obtuvieron 4.2 L del caldo de cultivo de L. lecanii, los cuales se concentraron en
un liofilizador hasta 1.4 L y se extrajeron 4 veces con cloroformo. El cloroformo fue

eliminado a presién reducida, obteniendo un peso seco total de 440.2 mg.

Este procedimiento se ha sugerido para la obtencion de compuestos organicos, con
resultados satisfactorios como en el caso de la obtencién de cerevisterol a partir de
Lecanicillium lecanii (Trigos et al., 1999), asi como también para la obtencién de

antibiéticos nuevos como la xanthoepocina (Igarashi et al., 2000).

8.2. PURIFICACION Y OBTENCION DE COMPUESTOS

Los 440.2 mg del concentrado cloroférmico del cultivo en MCF de Lecanicillium
lecanii EH457 se sometieron a purificacion por cromatografia en columna
compactada en seco, se obtuvieron unos cristales blancos en forma de aguja (24.7
mg), con punto de fusién de 148 °C, provenientes de las fracciones del concentrado

cloroférmico eluidas en hexano/acetato de etilo 1:1, con un R.;. de 0.08 al eluirse en
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hexano-acetato de etilo 6:4 y revelarse con luz ultravioleta de onda corta y onda larga

y con vapores de yodo, denominado como compuesto 1.

De las fracciones del concentrado cloroférmico eluidas con etanol se obtuvieron
unos cristales blancos (25.0 mg), con punto de fusion de 178.5-182 °C, un R.;. de
0.32 al eluirse en acetato de etilo-etanol 9:1 y revelarse con luz ultravioleta de onda
corta y onda larga y con vapores de yodo. Este segundo compuesto se denominé

compuesto 2.

Los dos compuestos son solubles en metanol, de lo que se deduce son metabolitos
polares con grupos hidroxilo en sus moléculas, lo cual les puede conferir algun tipo
de actividad biologica (Boaventura et al., 1994, Trigos et al., 1995 y 1996).
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8.3. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DEL COMPUESTO 1

En el espectro de RMN de 'H en CDsOD (Espectro 8.1) a 8.17 y 7.61 ppm se
observaron dos sefiales dobles que evidenciaron al sistema A,-B, de los protones
aromaticos H-10 y H-12 y H-9 y H-13, respectivamente; mientras que otra sefal
simple a 6.21 ppm se encuentra por elucidar. Una sefal doble a 5.15 ppm y que
integro para un protén, mostré a H-7. A 4.13 ppm aparecio una sefal triple doble que
integré para un proton y que fue asignado para H-5, finalmente, dos sefiales doble de

dobles a 3.8 y 3.6 ppm correspondieron a los protones H-6 y H-6"..

En el espectro de RMN de ®C en CD;OD (Espectro 8.2) se apreciaron nueve
sefales atribuibles a los once carbonos presentes en la molécula, ya que dos de
ellas corresponden a dos carbonos cada una. A 151.56 y 124.13 ppm se encuentran
los carbonos del anillo aromatico C-9 y C13, y C-10 y C-12, respectivamente, las
sefales a 128.00 y 71.31 ppm correspondieron a los carbonos base de los OH en C-
11 y C-7, respectivamente, mientras que la senal en 62.21 ppm corresponde al
carbono secundario C-6 y a 148.58 ppm se observa la presencia del carbono

cuaternario C-8.
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Espectro 8.1. Espectro de RMN de 'H en CDs;0OD del compuesto 1
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Espectro 8.2. Espectro de RMN de C en CD30D del compuesto 1
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Por todo lo anterior, al parecer se trata de un compuesto con una base estructural,
como se indica en la Figura 8.1 y cuya elucidacion estructural se encuentra

actualmente en estudio.

Figura 8.1. Base estructural del compuesto 1
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8.4. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DEL COMPUESTO 2

En el espectro de RMN de 'H (Espectro 8.3) realizado en CD3;OD se aprecian tres
protones aromaticos a 6.76, 6.68 y 6.71 ppm, apareciendo como senal doble (J=1.93
Hz), doble (J=8.00 Hz), y doble de dobles (J=1.9 y 8.00 Hz) que corresponden a los
protones H-9, H-6 y H-5, respectivamente, presentes en el anillo aromatico y que se
pueden apreciar claramente en la ampliacion del espectro; un singulete que integré
para tres protones y que aparecio a 3.81 ppm que correspondié a los tres protones
del grupo metoxilo sobre 8; a 3.06 ppm aparece una sehal compleja atribuible a los
dos protones en 11; a 2.80 ppm (J=7.6 Hz) y 2.41 ppm (J=7.6 Hz) aparecen dos
tripletes que integran para dos protones cada uno, correspondientes a los metilenos
en 3y 2. Un singulete a 1.92 ppm indico la presencia de un grupo metilo unido a un
grupo carbonilo que resulté ser de los protones del metilo en la posicion 13.
Finalmente, una sefial compleja a 1.26 ppm indico la presencia de un metilo en la

posicion 12.

En el espectro de RMN de "*C (Espectro 8.4) efectuado con CDs;OD se pudieron
observar 14 sefales correspondientes a los 14 carbonos presentes en la molécula y
en las que se destacan dos sefiales de grupo carbonilo correspondientes al C-14 y
C-1 a 182.6 y 175.4 ppm, respectivamente; seis sefales aromaticas a 148.9, 145.9,
133.7, 121.9, 116.2 y 113.3 ppm, atribuibles a los carbonos 8, 7, 4, 5, 6 y 9,

respectivamente.
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Espectro 8.3. Espectro de RMN de 'H en CD3;0D del compuesto 2
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Espectro 8.4. Espectro de RMN de *C en CDs0D del compuesto 2
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Asi mismo, el resto de los carbonos aparecieron a 56.4, 39.9, 39.4, 32.6, 27.6 y 23.8
ppm, cuyas asignaciones correspondieron a los carbonos 10, 2, 11, 3, 12 y 13,
respectivamente. Estas asignaciones y los de RMN de 'H se pudieron confirmar
mediante los experimentos COSY, HSQC y HMBC.

Asi mismo, en el experimento COSY (Espectro 8.5y 8.6) se apreciaron claramente

los acoplamientos entre H-6 y H-5, H-5 y H-9.

En el experimento de HMBC a dos y tres enlaces (Espectros 8.7, 8.8 y 8.9) se
pudieron apreciar los siguientes correlaciones entre carbono y protén: C-14 con H-
13; C-1 con H-3 y H-2; C-8 con H-6; C-7 con H-9 y H-5 y H-8; C-4 con H-6 y H-3 y H-
2; C-5 con H-9 y H-3; C-9 con H-5 y H-3; C-2 con H-3; C-11 con H-3; C-3 con H-2 y
C-12 con H-11, y con el experimento HSQC (Espectro 8.10) se pudieron confirmar

las correlaciones carbono protdn presentes en la molécula.

El total de las asignaciones se encuentra resumido en la Tabla 8.1 y por todo lo

anterior se propone la siguiente probable estructura (Fig. 8.2):

Figura 8.2. Compuesto 2, nombrado lecanina.
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Espectro 8.5. Experimento COSY en CD3;0D del compuesto 2
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Espectro 8.6. Ampliacion del experimento COSY en CD3;0OD del compuesto 2
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Espectro 8.7. Experimento HMBC en CD3;0OD del compuesto 2
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Espectro 8.8. Ampliacion del experimento HMBC en CD;0D del compuesto 2
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Espectro 8.9. Ampliacion del experimento HMBC en CD;0D del compuesto 2

Producclén de sustancias bioldgicamente activas a partiv de Lecanicillivum lecantt 72



Espectros del compuesto 2

Espectro 8.10. Experimento HSQC en CD3;0D del compuesto 2
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Tabla 8.1. Datos espectrales de RMN "H y RMN "*C del compuesto 2 (en CD;0D, & ppm).

c 5 H/PC* RMN *H HI H>
Conectividad Multiplicidad*** Conectividad

1 175.4 H-3y H-2

2 39.9 H-2 (3, 2.41) t (7.6) H-3

3 32.6 H-3 (3, 2.8) t (7.6) H-2

4 133.7 H-6 y H-3y H-2

5 121.9 H-5 (3, 6.61) dd (1.9 y 8.00) H-9y H-3

6 116.2 H-6 (3, 6.68) d (8.00)

7 145.9 H-9y H-5y H-8

8 148.9 H-8 (3, 3.81) ] H-6

9 113.3 H-9 (3, 6.76) d (1.93) H-5y H-3

10 56.4

11 39.4 H-11 (3, 3.06) c H-3

12 27.6 H-12 (3, 1.26) c H-11

13 23.8 H-13 (5, 1.92) s

14 182.6 H-13

*Multiplicidad de experimento "*C y DEPT.

**Las asignaciones fueron confirmadas por experimento 'H, COSY, HMBC y HSQC.

“**Multiplicidad por experimento de RMN "H. Las constantes de acoplamiento en paréntesis

(J en Hz).
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8.5. ACTIVIDAD BACTERIOSTATICA Y BACTERICIDA

Se llevaron a cabo las pruebas de susceptibilidad para determinar la actividad

bacteriostatica y bactericida de los compuestos obtenidos como se muestra en la Fig.
8.3.

E. coli S. aureus Conc.

1700 pg/mL
850 pg/mL
425 pg/mL
217 pg/mL
108 pg/mL

54 ug/mL

Controles Controles

Figura 8.3. Evaluacion de actividad bacteriostatica de los compuestos 1 y 2 obtenidos en

este estudio contra E. coliy S. aureus.

Como se observa en la Fig. 8.3, se detectd inhibicion de los compuestos 1 y 2
obtenidos en este estudio contra las bacterias de importancia clinica E. coli y S.
aureus y de igual manera se observd que el metanol no tuvo efecto en dicha

actividad ya que se presento crecimiento bacteriano en el control del disolvente.

Los resultados de las actividades bacteriostaticas y bactericidas de los compuestos

obtenidos se presentan en la Tabla 8.2.
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Tabla 8.2. Resultados de las pruebas de susceptibilidad de los compuestos obtenidos de

Lecanicillium lecanii EH457 contra bacterias control.

COMPUESTO 1 COMPUESTO 2
BACTERIA
CMI CMB CMI CMB
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
E. coli 53 53 425 850
S. aureus 53 53 425 850
E. carotovora 53 53 217 1700

El compuesto 1 presentd una gran actividad antibiética en contra de Escherichia coli,
comparable con el antibiético amoxicilina el cual presenta una CMI de 32 ug/mL
(Kucers, 1997; Moreno, 2001).

En la Tabla 8.3, se muestran reportes de algunos compuestos nuevos con actividad
antibiodtica y se puede apreciar que son comparables con los resultados obtenidos en

este trabajo, al menos para el compuesto 1.
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Tabla 8.3. Tabla comparativa de concentracidon minima inhibitoria (CMI) de compuestos
nuevos obtenidos reportados en la literatura y de los obtenidos a partir de Lecanicillium

lecanii EH457 en este estudio (compuesto 1y 2).

CMI (ng/mL)
COMPUESTOS NUEVOS E. S. E.
coli aureus carotovora
N-acetil-aureotamina (Taniguchi et al., 2000) >50 >50 -
Aureotina (Taniguchi et al., 2000) >50 >50 -
Actinopirona (Taniguchi et al., 2000) >50 >100 -
Dicciopanina A (Dérlfell et al., 2000) - 50 -
Aclidomicina A (Cang et al., 2001) >100 50 -
SNF4435C (Kurosawa et al., 2001) NP NP NP
SNF4435D (Kurosawa et al., 2001) NP 100 NP
Acantomicina (Wagenaar et al., 2002) - 250 ng -
COMPUESTO 1 53 53 53
COMPUESTO 2 425 425 217

-- No se probd, NP = No presenté inhibicion.

De igual manera, se compard la actividad de los compuestos obtenidos en este
estudio con respecto a algunos antibiéticos comerciales activos contra Escherichia

coli y Staphylococcus aureus, como se muestra en la Tabla 8.4.
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Tabla 8.4. Tabla comparativa de concentracion minima inhibitoria (CMI) de antibiéticos
reportados en la literatura y de los compuestos obtenidos en este estudio contra

E. coliy S. aureus.

ANTIBIOTICOS CMI (hg/mt)
E. coli S. aureus

Eritromicina (Levin et al., 1999) 100 >100
Azitromicina (Levin et al., 1999) 1.56 >100
Vancomicina (Hiramatsu, 1998) >100 1.56
Amoxicilina (Kucers, 1997) 32

Compuesto 1 53 53
Compuesto 2 425 425

De acuerdo a los resultados de actividad bacteriostatica de los compuestos
obtenidos en este estudio, se puede decir que estos compuestos, en especial el
compuesto 1, tienen la particularidad de inhibir y matar tanto a una bacteria Gram
negativa, como es el caso de Escherichia coli y Erwinia carotovora, como también a

una Gram positiva como Staphylococcus aureus.

8.6. CONCLUSIONES

Este trabajo reporta por vez primera la presencia de dos compuestos con actividad
antibidtica obtenidos a partir de Lecanicillium lecanii cepa EH457. El compuesto 1
aun se encuentra en estudio para elucidar su estructura, considerando que su

bioactividad indica resultados muy interesantes.

De igual manera, se tuvo un rendimiento de 4.94 mg/L y de 5.0 mg/L para el
compuesto 1 y el compuesto 2, respectivamente, y una productividad de 0.352 mg

del compuesto 1/L-dia y de 0.357 mg del compuesto 2/L-dia.
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9. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las extracciones metandlicas del cultivo sdélido de las cepas de Beauveria bassiana y
de Lecanicillium lecanii empleadas en este estudio presentaron mayor actividad
bacteriostatica y bactericida contra las bacterias control en comparacion con las

extracciones acuosas.

Se presentd mayor actividad bacteriostatica y bactericida de las cepas de L. lecani,
en comparacion con las de Beauveria bassiana, empleando la técnica de
microdilucién en caldo. Dicha técnica fue una herramienta importante en la seleccion
de la cepa EH457 de Lecanicillium lecanii para la producciéon de moléculas con

actividad biologica.

Al llevar a cabo los cultivos liquidos de Lecanicillium lecanii cepa EH457 en caldo
papa dextrosa se tuvo una menor actividad biologica (s6lo contra E. coli y Erwinia
carotovora pv. atroseptica) en comparacion con el medio complejo de fermentacion,
en donde la actividad biolégica de L. lecanii EH457 fue mas evidente contra las
bacterias de importancia agricola empleadas al trabajar con este medio. Mientras
que el caldo papa dextrosa es un buen medio para el crecimiento de L. lecanii, el
medio complejo de fermentacion fue efectivo para la produccion de sustancias con

actividad bioldgica en este estudio.

La actividad biolégica de Lecanicillium lecanii EH457 se present6 a partir del 6° y 7°
dia y hasta el final del cultivo en medio complejo de fermentacion, para la mayoria de
las bacterias control (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Erwinia
carotovora, Erwinia carotovora pv. atroseptica, Xhantomonas campestris y

Agrobacterium tumefaciens ).
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Lecanicillium lecanii cepa EH457 fue capaz de producir dos compuestos, los cuales
presentaron actividad antibiética en contra de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Erwinia carotovora. La estructura del compuesto 1 se encuentra
parcialmente dilucidada, mientras que la estructura del compuesto 2, nombrada
como LECANINA y el cual es un probable antibiético nuevo aislado a partir del cultivo

liquido de Lecanicillium lecanii EH457, es la siguiente:

H3C

LECANINA: Compuesto 2

Es importante realizar en un futuro estudios de optimizacién del medio de cultivo,
para obtener mayores rendimientos y mejores resultados en cuanto a la actividad
antibidtica y asi asegurar la productividad de los compuestos activos. También deben
realizarse pruebas de toxicidad para determinar si los compuestos obtenidos en éste
estudio puedan ser empleados como moléculas con actividad biolégica en un futuro y
asi abrir paso a los hongos entomopatégenos como una alternativa en la produccion

y obtencion de estos metabolitos.
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A-1. MEDIOS DE CULTIVO

Agar Papa Dextrosa. Empleado para Lecanicillium lecanii.

(g/L): Infusién de papa (solidos) 4.0, dextrosa 20.0, agar 15.0, agua destilada 1.0, pH
final 5.6 £0.2.

Czapek-Dox con Extracto de Levadura al 1%. Empleado para Beauveria bassiana.

(g/L): Sacarosa 30.0, nitrato de sodio 3.0, fosfato dipotasico 1.0, sulfato de magnesio
0.50, cloruro de potasio 0.50, sulfato ferroso 0.01, agar 15.0, extracto de levadura
0.2, agua destilada 1.0, pH final 7.3 £ 0.2.

Caldo Papa Dextrosa. Para el cultivo liquido de Lecanicillium lecanii.

(g/L): infusion de papa 200.0, dextrosa 20.0 g, agua destilada 1.0. Se ponen a hervir
los trozos de papa con 500 mL de agua destilada por 30-60 min, se machacan y se
filtra a través de gasa. Se adicionan los demas ingredientes al filtrado y se afora a 1L

con agua destilada.

Medio Complejo de Indculo (MCI, Somerson, et. al. 1961). Para propagacion de

Lecanicillium lecanii. (g/L): Sacarosa 20.0, solidos de maceracion de maiz 20.0,
extracto de levadura 10.0, carbonato de calcio 5.0, agua destilada 1.0, ajustar pH a

5.7 con hidroxido de sodio 1 N.

Medio Complejo de Fermentacién (MCF, Somerson, et. al. 1961). Empleado para

la produccion de Lecanicillium lecanii. (g/L): Lactosa 55.0, sdélidos de maceracion del
maiz 35.0, carbonato de calcio 10.0, fosfato de potasio dibasico 7.0, agua

destilada1.0, ajustar pH a 6.8 con hidroxido de sodio 1 N.

Produccion de sustancins bloldgicamente activas a partir de Lecanicillivon lecanil 92



Medios de cultivo

Caldo__Mueller-Hinton. Medio de cultivo para determinacion de actividad

bacteriostatica. (g/L): Extracto de carne 2.0, peptona de caseina 17.5, almidon 1.5,
agua destilada 1.0.

Agar Mueller-Hinton. Medio de cultivo para determinacion de actividad bactericida.

(g/L): Extracto de carne 2.0, peptona de caseina 17.5, almidén 1.5, agar 17.0, agua
destilada 1.0.
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A-2. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

DETERMINACION ESTRUCTURAL (Fox et. al., 2000).

Es frecuente el uso de técnicas espectroscopicas para identificar compuestos
individuales. Muchas técnicas espectroscopicas se apoyan en la interaccién de un
compuesto con la radiacion electromagnética, la cual se puede considerar como una
particula (llamada fotén) o una onda que viaja a la velocidad de la luz. Cuando se
considera como una onda, la luz se puede describir por su longitud de onda (1) o su
frecuencia (v). La longitud de onda es la distancia que abarca un ciclo ondulatorio
completo. La frecuencia es el numero de ciclos ondulatorios que pasan por un punto
fijo en un tiempo definido (un hertz, Hz, equivale a un ciclo por segundo). Para
algunas técnicas espectroscépicas la longitud de onda define el contenido de

energia, y para otras se emplea la frecuencia.

ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Al igual que los electrones, los protones y los neutrones tienen espin. Un nucleo que
contiene un numero impar de protones o de neutrones (o de ambos) tiene espin y es
magnéticamente activo. El nucleo mas pequefio que satisface este requisito es el 'H,
pero también lo satisfacen el "*C, 'O, "°F y el *'P. Estos nucleos se comportan como
si giraran en torno a un eje, y por tanto tienen momento angular. Puesto que el
nucleo tiene carga positiva, este movimiento de rotacién sobre un eje hace que se
comporte como si fuera un iman diminuto. De acuerdo con las exigencias de la
molécula cuantica, cuando un nucleo con un espin neto se coloca en un campo
magnético grande, su orientacién con respecto al campo magnético externo define
estados de energia cuantizados para el nucleo. En caso de nucleos con espin de %,
como 'H y 3C, son posibles dos orientaciones: la orientacion a favor del campo

externo o en contra del mismo. La alineacion del espin nuclear a favor del campo
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magnético es ligeramente mas favorable que la alineacion en contra del campo, de
modo que estas dos alineaciones son de distinta energia. En consecuencia, el
numero de moléculas cuyos nucleos tienen una alineacion paralela es ligeramente
mayor que el de las que tienen nucleos con alineacién antiparalela. La transicion
entre estos dos estados de espin proporciona abundante informacion acerca del

ambiente que rodea a los nucleos de las moléculas.

Los nucleos se pueden inducir a saltar de un estado de espin de baja energia a uno
de mayor energia por medio de energia electromagnética de una frecuencia tal que
coincida con la diferencia de energia entre los dos estados. A la inversa, cuando un
nucleo en el estado de mayor energia cae al estado de mas baja energia, se emite
energia electromagnética de esa frecuencia. El espin que da origen a ambos estados
es una propiedad del nucleo del atomo, y la técnica se conoce como espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (RMN). Cuando los nucleos de una muestra
estan saltando rapidamente entre ambos estados, se dice que estan en resonancia

con la radiacién electromagnética aplicada.

La frecuencia de la energia que se requiere para inducir el salto entre estados de
espin en los nucleos varia en proporcion directa con la magnitud del campo
magnético aplicado. Cuanto mayor es la intensidad del campo, mas grande es la
diferencia entre los estados de espin paralelo y antiparalelo, y mayor es la energia de
la sefial necesaria para inducir el cambio. Los espectrometros de RMN comerciales
tienen imanes muy grandes que emplean cables superconductores para generar un
campo magneético. Con estas intensidades de campo se requiere una energia del
orden de las radiofrecuencias para inducir el salto entre estados. Los espectrémetros
de RMN se clasifican por la frecuencia que emplean para cambiar el estado de espin
de los nucleos magnéticamente activos. Las maquinas de campo mas alto
disponibles en la actualidad de fabricantes de instrumentos comerciales operan a
750 MHz (1 megahertz, MHz, equivale a 1 millon de ciclos por segundo). Los

espectros que emplean sefales de 100 a 300 MHz son mucho mas comunes. En

Produccln de sustancias bioldgicamente activas a partiv de Lecanicillivom lecantt 95



Fundamentos de RMN

realidad, estas frecuencias corresponden a muy poca energia: 100 MHz equivale a
alrededor de 1X10° Kcal/mol, y esta energia de radiofrecuencia sélo puede ser
absorbida por los nucleos que se comportan como imanes en un campo magnético
aplicado. Los nucleos de hidrégeno y de carbono son los de mayor interés. El isétopo
mas abundante del hidrégeno, 'H, tiene un espin neto de %, lo mismo que '°C.
Aunque éste ultimo representa solo el 1.1% del carbono presente en las muestras
normales y es preciso utilizar instrumentos muy sensibles para observar los cambios
de estado de espin de su nucleo, la abundancia de informacién que contienen los
espectros de RMN de '*C hace que valga la pena construir y usar estos

instrumentos.

Proteccidn. La densidad electronica en torno a cada atomo de la molécula varia con
la naturaleza de los atomos circundantes y es ligeramente distinta para cada atomo
no equivalente. En esencia, el nucleo de un atomo experimenta un cierto grado de
proteccion respecto al campo magnético externo. Por tanto, cada nucleo especifico
experimenta un campo efectivo diferente y, en consecuencia, emite energia a una
frecuencia distinta. El resultado es un espectro de diversas frecuencias donde cada
conjunto de nucleos especificos da origen a una sefal unica de RMN. Un espectro
de RMN es una grafica de la intensidad de sefal en funcion de la frecuencia de la

energia electromagnética que liberan los diversos nucleos de una muestra.

Desplazamientos quimicos. Las frecuencias se informan como la diferencia (en
partes por millon, ppm) entre las sefales que se registran para una muestra y la de
un compuesto de referencia, el tetrametilsilano (TMS), que se agrega a la muestra
para la espectroscopia tanto de protones (H) como de carbono (**C). Asi pues, las
senales se informan como desplazamientos quimicos, o cambios, respecto a este
estandar en la escala delta (8), donde 1 & equivale a 1 ppm y la senal del
tetrametilsilano es el 0. Puesto que la escala d se basa en la relacion de la diferencia
de frecuencia entre un estandar y una muestra a la frecuencia del estandar, los

valores son independientes de la intensidad del campo magnético. Las sefales a
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frecuencias mas bajas (y campos mas bajos) que la del estandar tienen valores &
positivos. La mayoria de las sefales de protones varian entre 0 y 12 ppm; el intervalo
para el carbono es mas grande, de 0 a 250 ppm. Debido a estas diferencias en la
escala, es mas probable encontrar una superposicion accidental de dos sefales no

equivalentes en un espectro de protones que en uno de carbono.

Casi todas las sefales aparecen a frecuencias inferiores a la del estandar y se dice
que estan a campos mas bajos. El silicio de TMS es la causa de la posicién en
campos altos de sus protones y carbonos respecto a los de la mayor parte de los
compuestos inorganicos. Puesto que el silicio es menos electronegativo que el
carbono, el enlace C-Si del TMS esta polarizado hacia los atomos de carbono de los
grupos metilo. Esta densidad electrénica protege los nucleos de hidrégeno y de
carbono de estos grupos respecto al campo magnético aplicado. De los nucleos
activos que resuenan a frecuencias ligeramente inferiores a las del TMS se dice que
aparecen en la regiébn de campos mas altos del espectro de RMN; los que se

desplazan a frecuencias mucho mas bajas, en la region de campos mas bajos.

Interpretacion de los espectros. A partir del numero de senales se establece el
numero de tipos distintos de nucleos presentes; el desplazamiento quimico de cada
sefal revela detalles acerca del ambiente quimico de cada tipo de nucleo, y el
desdoblamiento de sefales permite deducir cuantos protones estan cerca de cada

uno.

ESPECTROSCOPIA DE RMN DE 13C

Un espectro de RMN de "*C proporciona dos elementos basicos de informacién: el
numero de sefales distintas, que corresponde al numero de tipos diferentes de
atomos de carbono, y el desplazamiento quimico de cada sefal, que esta

determinado por el entorno molecular de cada carbono. En las condiciones
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instrumentales ordinarias cada ntcleo de ">C no equivalente se registra como una
senal aguda y definida. Lo agudo de la sefial en este caso es importante por dos
razones. Primero, una sefial aguda se concentra en un intervalo de frecuencias
angosto y por tanto se distingue con mas facilidad del ruido aleatorio que producen
los circuitos electrénicos. Segundo, cuanto mas angosta es la senal mejor es la
resolucién, es decir, la separacion entre senales que estan préximas entre si. El
espectro de "*C nos permite contar no sélo el nimero de carbonos diferentes que
hay en una molécula de estructura desconocida, sino ademas tener cierta idea del

entorno inmediato de cada tipo de atomo de carbono.

Es posible contar el numero de tipos diferentes de carbonos presentes en una
molécula con base en su espectro de 13C, pero la intensidad de cada sefial sélo
tiene una relacion aproximada con el numero de atomos de carbono que producen
esa senal. La diferencia de tamano de las senales se debe a diferencias en la
rapidez con la que los atomos de carbono se relajan a la distribucion de equilibrio de
sus dos estados de energia en presencia de un campo magnético. La intensidad de
la sefial de RMN de ®*C no tiene una correlacién exacta con el nimero de &tomos de
carbono que dan origen a una sefial determinada. La senal que produce el carbono
de un grupo metilo suele ser algo mas débil que la de los atomos de carbono
metilénicos (CH2) y metinicos (CH), aunque es mas intensa que la de los carbonos

cuaternarios, que es bastante débil.

ESPECTROSCOPIA DE RMN DE 'H

Las sefiales de los protones de los espectros de RMN de 'H, como las de los
carbonos en la RMN de °C, se registran como maximos de absorcién individuales
correspondientes a los nucleos no equivalentes. Un espectro de RMN de 'H
proporciona cuatro elementos de informacién importantes:

= El numero de sefiales distintas,

= El desplazamiento quimico,
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» El patron de desdoblamiento y

» Laintegracion de la intensidad de las sefales.

Desplazamientos quimicos. La interpretacion de un espectro de RMN de 'H se
inicia con la determinacion del numero de sefiales con desplazamientos quimicos
definidos. Puesto que en los desplazamientos quimicos de los protones influyen en
primer término el atomo al cual estan unidos y de manera secundaria los otros
atomos de las inmediaciones, los protones de los grupos funcionales comunes

absorben en regiones caracteristicas de los espectros de RMN de 'H.

Curva de integracién. La intensidad relativa de una sefial en la espectroscopia de
RMN de "H es proporcional al nimero de protones que contribuyen a la sefial. La
RMN de protones difiere de la RMN de carbono en este aspecto. La curva de
integracion es una medida del area bajo las sefiales. La elevacion vertical del
escalén de una curva de integracion sirve para calcular la proporcion del numero de
atomos de hidrégeno que dan origen a cada sefial. Puesto que el area absoluta bajo
la curva de integracion depende de la sensibilidad del instrumento, no del numero de
atomos de hidrégeno, la integral muestra una relacion de numero de atomos, no el
numero absoluto de cada tipo. Los datos de la integracion se informan junto con el

desplazamiento quimico de la sefial; por ejemplo, 5.1 & (3H).

Desdoblamiento espin-espin. En los espectros de RMN de 'H cada sefal aparece
como un patron complejo, no como una sefal individual. El desdoblamiento de una
sefial puede aportar informacién valiosa acerca de la estructura de la molécula
porque es el resultado directo de la interaccion con los protones vecinos. El nimero
de lineas de un multiplete indica el numero de hidrégenos que hay en carbonos
adyacentes. Los patrones de desdoblamiento que se observan se deben a la
interaccién de espin magnético de cada nucleo de 1H con los nucleos vecinos. Esta

interaccion se describe como acoplamiento.
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El grado de separacion entre las lineas de un multiplete, conocido como
desdoblamiento, varia en proporcion directa con el efecto de los hidrégenos vecinos
sobre el campo magnético. En general, cuanto mas préximos en el espacio estan los
protones, mayor es el desdoblamiento. La magnitud de este desdoblamiento se

conoce como constante de acoplamiento, la cual suele designarse como J.

Efecto de la simetria. La presencia de simetria en una molécula da por resultado
nucleos (de hidrogeno y de carbono) que dan origen a sefiales de la misma
frecuencia. Por tanto, el numero de sehales de resonancia distintas para una

molécula simétrica es menor que el numero de atomos individuales.
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