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Resumen.

El presente trabajo de tesis fue desarrollado en el area de productos naturales el
cual tuvo como finalidad aislar, caracterizar e identificar metabolitos secundarios del
hongo Moniliophtora roreri por lo que este hongo se sembré en un medio de cultivo
que le proporciona nutrientes para su 0ptimo crecimiento y bajo ciertas condiciones
de temperatura y agitacion para que desarrollara compuestos organicos que

pudieran tener un gran potencial de interés bioldgico y/o industrial.

Una vez que los hongos produjeron sus metabolitos se realiz6 una extraccion
del medio de cultivo sin células con acetato de etilo para obtener un extracto crudo
de todos sus metabolitos generados por Moniliophtora roreri, partiendo de este
extracto crudo se realiz0 la separacién y purificacién de los compuestos producidos

mediante cromatografia en columna, y placa preparativa.

Finalmente, con los compuestos ya puros se realizé la elucidacion de su
estructura quimica mediante métodos espectroscopicos de Resonancia magnética
nuclear: unidimensional RMN de 'H, RMN de 13C, y dimensional HSQC, COSY y
HR-MS.



Abstract

This thesis work was developed in the area of natural products, which had the
purpose of isolating, characterizing and identifying secondary metabolites of
Moniliophtora roreri, so this fungus was cultured in a medium that would provide
nutrients for its optimal growth and under certain conditions of temperature and
stirring to produce organic compounds that could have a great potential of biological

and/or industrial interest.

Once the fungi produced their metabolites, an extraction of the culture
medium without cells with ethyl acetate was carried out to obtain a crude extract
containing all metabolites produced by Moniliophtora roreri, starting from this crude
extract, the separation and purification of the compounds was carried out by column

chromatography, TLC and preparative plate.

Finally, with the pure compounds, the elucidation of their chemical structures
was carried out by nuclear magnetic resonance spectroscopic methods: NMR 1H,
NMR 13C, HSQC, COSY and HR-MS.



1- INTRODUCCION

Gracias al estudio de la quimica de productos naturales se han logrado grandes
avances que contribuyen al desarrollo de la medicina y las ciencias agricolas
principalmente, ya que esta disciplina ha permitido la obtencion de compuestos
altamente utiles para la humanidad tal es el caso iconico de los antibioticos,
pesticidas y una gran cantidad de compuestos que son la solucién a muchos de los
problemas que enfrenta la humanidad [1].

La disciplina que se aplica para la busqueda de nuevos compuestos de origen
natural que puede ser vegetal, animal, fingico o bacteriano se le denomina quimica
de productos naturales. Se consideran productos naturales a todos los compuestos
organicos provenientes del metabolismo secundario, que se producen en ese
organismo Vvivo como respuesta ante las condiciones externas ya sea estrés hidrico,
térmico, de superpoblacion y radiante, siendo en general sefiales quimicas frente a
plagas, patégenos y simbiosis con otros organismos. Estos son justamente
compuestos de interés porque poseen en su estructura quimica algunas

subestructuras que son bioactivas en organismos animales, incluido el hombre [2].

La mayoria de estos compuestos poseen bajo peso molecular o intermedio y
estan representados por algunos grupos principales como son: terpenoides y sus
glicésidos, alcaloides y agliconas, O y C-glicosidos de flavonoides, o bien, O-
glicésidos acilados en distintas posiciones, biflavonoides, proantocianas diméricas
y oligoméricas. También se incluyen compuestos de alto peso molecular, como, por
ejemplo: glicopéptidos, péptidos y proteinas que se forman bajo circunstancias

determinadas y que no son consecuencia del metabolismo de base o primario [2].

Para obtener los compuestos organicos de interés de la fuente natural
identificada se requiere seguir las siguientes etapas: 1) Extraccion, 2) Aislamiento,
3) Purificacion y 4) Determinacion estructural. Diversas técnicas extractivas y
cromatograficas estan involucradas en cada una de estas etapas, en particular en

las tres primeras. En cuanto a la cuarta etapa, ha dado lugar al desarrollo de la
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llamada Quimica Estructural, Quimica Orgénica Estructural, Quimica Organica
Molecular, asi como también Quimica Molecular Medicinal cuando se incluye la

bioactividad y su relacién con la estructura [2].

Los hongos se encuentran ampliamente distribuidos en el planeta, son
responsables de causar el deterioro de diferentes productos industriales y
comerciales, generando graves pérdidas econOmicas para el hombre. Varios de
ellos en su condicion de parésitos pueden incluso infectar y dar lugar a diversas
enfermedades en plantas y animales. Pero no todo es perjudicial por parte de estos
organismos, ya que ellos son responsables de ciclos naturales de recambio de
nutrientes contribuyendo a una mayor fertilidad de la tierra. Ademas, su crecimiento
y sus procesos metabdlicos pueden ser usados para beneficio humano y ecoldgico
en la elaboracion de multiples productos y sintesis de una variedad de moléculas
con propiedades quimico-biolégicas interesantes y de un alto valor agregado como
son: antibidticos, inmunomoduladores, anticolesterolémicos, antitumorales, agentes

con actividad de superficie y agentes de biocontrol [3].

Hay una gran variedad de hongos que poseen actividad biol6gica en el
mundo y de ellos se pueden extraer los metabolitos secundarios responsables y
adecuados para el tratamiento de distintas enfermedades. Ejemplos de ellos son
Penicillium chrysogenum (P. chrysogenum), Ganoderma lucidum (G. lucidum),
Trametes versicolor (T. versicolor), Schizophyllum commune (S. commune),
Pleurotus mutilus (P. mutilus), Lentinula edodes (L. edodes) que se han usado en el
tratamiento de padecimientos fisicos. Un ejemplo que ha adquirido gran relevancia
es Psilocybe cubensis (P. cubensis) un hongo que tiene propiedades alucindgenas
utiles en el tratamiento de enfermedades mentales. Los metabolitos secundarios de
mayor importancia para la industria médica son la penicilina y la tiamulina como
antibidticos los cuales han sido de los méas vendidos desde su descubrimiento, los
triterpenos por su actividad anticancerigena, diversos tipos de polisacaridos que

tienen actividad antioxidante, antiparasitarios, estimulantes del sistema inmune y



reguladores del colesterol y el alucinégeno psilocibina con un gran potencial de

efectividad en tratamientos de psicoterapia [4].

M. roreri es un hongo basidiomiceto fitopatdgeno perteneciente a la familia
Marasmiaceae del orden Agaricales y es el agente causal de moniliasis
(enfermedad que afecta al cacao) por lo que tiene gran importancia en el &mbito
agronémico ya que la presencia de este hongo en los cultivos de cacao representa
grandes pérdidas del cultivo y por ende pérdidas econdémicas; sin embargo, poco
se ha estudiado de los beneficios que este hongo podria contribuir a la humanidad
ya que se ha demostrado la produccion de metabolitos secundarios con un gran
potencial de utilidad [5].

Poco se ha investigado de los metabolitos secundarios de M. roreri por lo que
este proyecto contribuird a generar mas informacion al respecto para poder asi
contribuir a la quimica de productos naturales siendo el objetivo principal de este
proyecto el aislar, caracterizar e identificar productos naturales de M. roreri mediante
técnicas de RMN.



2- ANTECEDENTES.

2.1- Productos naturales

A lo largo de la historia se han descubierto una gran cantidad de compuestos Utiles
para el humano que han sido desarrollados a partir de productos naturales, es decir,
de metabolitos derivados de seres vivos, tales como microorganismos, plantas o
animales. Estos compuestos han sido utilizados para el beneficio del humano a lo
largo de su existencia, y las plantas han sido la fuente principal de estos
compuestos, sobre todo en el campo de la medicina. A partir de las plantas se han
descubierto medicamentos ampliamente utilizados, como el acido salicilico o la
artemisinina, la conocida droga contra la malaria que fue aislada de Artemisia
annua, una planta popular en la medicina china. De hecho, se estima que hay por
lo menos 200,000 metabolitos naturales con propiedades bioactivas [6].

Los microorganismos empezaron a tomar mucha relevancia cientifica a partir
de que Louis Pasteur descubri6 el proceso de fermentacion y poco tiempo después
gracias al descubrimiento de la penicilina a partir del hongo Penicillium notatum por
el cientifico Alexander Fleming, dio comienzo la era de los antibiéticos y se les dio
una gran importancia a los hongos como organismos capaces de producir
compuestos Utiles en medicina. Hay que recordar que los hongos son organismos
superiores eucariontes en comparacion con las bacterias que son organismos
procariontes y mucho mas sencillos en su metabolismo primario y secundario [7].

En la actualidad con la aparicion de nuevas tecnologias en el area de la
quimica y biologia molecular que permiten el desarrollo de compuestos
antimicrobianos, se ha propiciado que disminuya el interés en los productos
naturales como fuente de medicamentos. Esto aunado a otras desventajas de
trabajar con productos naturales como es que sSOn procesos Ccostosos y
dispendiosos, ya que es dificil obtenerlos y cuando se obtienen ocurre en muy bajas
concentraciones, ademas de que la quimica requerida para procesarlos es compleja
y estos procesos demandan tiempo [8]. Sin embargo, esto no quiere decir que los

esfuerzos para buscar nuevos compuestos antimicrobianos a partir de productos
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naturales deban desaparecer. De hecho, cerca de la mitad de los farmacos
aprobadas desde 1994 hasta 2007 se basaron en productos naturales [9].

Los hongos son potencialmente una gran fuente para la busqueda de
compuestos utiles para las industrias farmacéuticas y agroquimicas. Es asi como
seis de cada veinte de los farmacos mas comunmente prescritos son de origen
fungico pese a que tan solo se han descrito 100,000 especies de hongos de un
estimado total de 2.2 a 3.8 millones de especies [10, 11]. Ademas, son una gran
fuente de metabolitos secundarios, aunque normalmente se definen como no
esenciales para la vida, sus roles pueden variar bastante y pueden presentar
bioactividad [12].

2.2- Moniliophtora roreri un hongo fitopatbgeno

Moniliophthora roreri se considera un hongo basidiomiceto fitopatdgeno, es decir
que ataca a las plantas, perteneciente a la familia Marasmiaceae del orden
Agaricales [13]. El organismo se caracteriza por atacar Unicamente frutos de
diversas especies de los géneros botanicos Herraniay Theobroma, que son las
plantas productoras del fruto del cacao, por lo que se considera el agente causal de

la enfermedad llamada moniliasis en el cacao (Figura 1).

Figura 1. Fruto de cacao tipo trinitario infectado por M. roreri en una plantacion de
cacao, Rancheria Galeana segunda seccion, Jalpa de Méndez, Tabasco, México.



El interés por el rubro del cacao ha resurgido gracias a los buenos precios
que registra el grano en el mercado internacional y al potencial del pais y la region
para producir cacao “fino” o de aroma para la produccion de chocolates gourmet
con destino a mercados nicho que estan dispuestos a pagar un mejor precio por

estos productos (Figura 2).

Figura 2. Plantacion de cacao y su fruto

La Moniliasis, enfermedad que ataca unicamente el fruto, puede afectar la
mayoria de éstos cuando las plantaciones estan mal manejadas, principalmente con
exceso de sombra, falta de poda y altura excesiva, que dificulta la realizacién de
todas las practicas de manejo de la plantacion, incluyendo la cosecha y el retiro
periodico de frutos afectados por la enfermedad (Figura 3). La infestacion en plantas
de cacao resulta evidente cuando la especie fitopatégena causa dafos necréticos
en el tejido interno del fruto, lo que culmina en la mayoria de los casos en la pérdida
de éste [14, 15]. Debido a que el cacao es un cultivo costoso, la infestacion de los
plantios por este hongo representa pérdidas millonarias para el sector agropecuario
gue cultiva estas plantas. En una plantacion de cacao desatendida técnicamente la
Moniliasis puede destruir hasta 95 de cada 100 frutos, lo que hace poco rentable el

cultivo aun en épocas de precios adecuados en el mercado [16].
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Figura 3. Moniliasis en los frutos de cacao

El patdgeno causante de la Moniliasis es el hongo Moniliophthora roreri, un
hongo de la clase Deuteromicete (Imperfectos) y del Orden Moniliales (Figura 4).
Alun no se conoce su estado perfecto (sexual), por lo que se cree que su
reproduccion se realiza s6lo asexualmente por conidios. Los conidios son las Unicas

estructuras (semillas) hasta ahora conocidas, capaces de causar infeccion [13].

Figura 4. El hongo Moniliophtora roreri, vista macroscoépica y microscépica.

2.3- Importancia de Moniliophtora roreri en biotecnoloqgia.

Con el objetivo de tener una idea de los posibles compuestos que pudiera secretar
este hongo se realiz6 una revision bibliogréafica, es decir cuantos genes y cuales
estan relacionados con sintesis de compuestos importantes. Desde el punto de vista
genético se ha estudiado lo suficiente para destacar que parte del genoma de M.
roreri codifica proteinas relacionadas con fendmenos de retrotransposicion,
especies reactivas de oxigeno (ROS; Reactive Oxygen Species) y degradacion de
pared celular. Por otra parte, el considerable nimero de genes que codifica para las

11



enzimas citocromo P450 monooxigenasas, sugiere que el
género Moniliophthora posee un gran potencial de detoxificacion, al igual que
sintesis de toxinas y distintos tipos de compuestos inddlicos, lo que conferiria una
alta capacidad de adaptacion ambiental a sus especies fungicas. El género en
mencion también es capaz de secretar polipéptidos ricos en cisteina, asi como
expresar genes involucrados en metilotrofia y biosintesis de hormonas de

crecimiento vegetal (e.g. giberelinas y auxinas) [17].

Como se ha comentado este hongo es un fitopatégeno que causa dafios
profundos a la planta del cacao. Esto tiene que ver con algunos metabolitos y
algunas proteinas o toxinas que sintetiza este hongo y que se involucran en rutas
metabdlicas que desencadenan respuestas sistémicas en la planta huésped. Todos
estos compuestos estan cobrando relevancia ya que se esté investigando sobre
ellos no solo desde el punto de vista de la biologia molecular (sintesis intracelular)

sino también en la funcionalidad que pueda tener cada metabolito aislado [18].

M. roreri recientemente ha tenido cierta relevancia en biotecnologia ya que
existen estudios que demuestran que puede ser util en la degradacion de
microcontaminantes que comprenden sustancias disruptivas endocrinas, toxicas,
persistentes y bioacumulativas como los EDC (por sus siglas en inglés “endocrine
disrupting chemicals”) y los AINE (farmacos Antiinflamatorios no esteroideos) ya que
tienen la capacidad de producir una enzima lacasa, llamada Mrl2, altamente efectiva
en la degradacién de estos contaminantes y se esta evaluando su utilizacion para
resolver este problema de una manera eficiente y amigable con el medio ambiente
[19]. Actualmente ya se han aislado y caracterizado algunos metabolitos

secundarios que se muestran en la Figura 5 [20].
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2.4- Importancia de los compuestos aislados en este trabajo

El benzoato de bencilo es el éster bencilico del acido benzoico. Es un compuesto
organico con la formula CeHsCH202CCeHs. Es el éster de alcohol bencilico y acido
benzoico. Forma un liquido viscoso o copos sdlidos y tiene un olor balsamico dulce
débil. Se presenta en varias flores (Nardos, jacintos) y es un componente del
balsamo del Peru y del balsamo de Tolu.

El benzoato de bencilo es un compuesto organico que se utiliza como
medicamento acaricida y repelente de insectos. El benzoato de bencilo esta
indicado para el tratamiento de piojos y liendres, enfermedad que se conocen
cientificamente como pediculosis y para la sarna conocida cientificamente como
escabiosis. Para la sarna, normalmente se prefiere la permetrina o el malation. Se
aplica sobre la piel en forma de locion. Normalmente se necesitan de dos a tres
aplicaciones. También esta presente en el balsamo del Peru, el balsamo de Told.
El benzoato de bencilo se estudié médicamente por primera vez en 1918. Esta en
la Lista de medicamentos esenciales de la Organizacion Mundial de la Salud. Se
utiliza como agente de carga de tintes, como solvente y en perfumeria. También se
utiliza como aroma en alimentacién [21].

Existen varios métodos para la sintesis de benzoato de bencilo, uno es la
reaccion de &cido benzoico y alcohol bencilico; sin embargo, el complejo de HfCla y
tetrahidrofurano se utiliza como catalizador, que es caro y complejo [21].

Otro método para la sintesis directa de benzoato de bencilo es por
autodiferenciacion de benzaldehido. Usando Al(OPh)s y ZnCl2 como catalizadores,
el costo del catalizador es alto, el postratamiento es complejo y el rendimiento del
producto objetivo es bajo. Otro método de sintesis directa de benzoato de bencilo
por oxidacién de alcohol bencilico a alta temperatura y presion tiene un alto precio,
muchos subproductos y solo un 31% de rendimiento del producto objetivo, lo que
es dificil de realizar a nivel industrial.

El benzoato de bencilo también se produce industrialmente por reaccion de
benzoato de sodio con alcohol bencilico en presencia de una base como la

trietilamina. La trietilamina es inflamable, explosiva, toxica, produce una fuerte
14



irritacion y es peligrosa e insegura de usar. Por tanto, es urgente estudiar y
solucionar la posibilidad de mejorar la tasa de conversion. También, se puede
sintetizar mediante la reaccion de Tishchenko, utilizando benzaldehido con

benciloxido de sodio como catalizador (Figura 6) [22].
0 0
Sadepcienne
0 o)
H CgHsCH,ONa ©)\o/\©
50-60 °C, 4 h
0 0
_CH,4
0
Seea NG

Figura 6. Diferentes sintesis empleadas para preparar benzoato de bencilo

Por otro lado, la piridina es un liquido incoloro de olor desagradable, similar al
pescado en mal estado. Pertenece a la familia de los compuestos heterociclicos
aromaticos, y esta estructuralmente relacionada con el benceno, siendo la Unica
diferencia entre ellos el reemplazo de un grupo CH del anillo bencénico por un
atomo de nitrégeno.

La piridina se presenta en un sinfin de compuestos relacionados con la vida
(pero no en su forma pura), entre ellos el NAD, la nicotina, la vitamina B3 o niacina
(cuya falta causa pelagra), y la vitamina B6 o piridoxina. Los derivados saturados
de la piridina tales como la piperidina y las piperideinas también se encuentran
presentes en compuestos tales como la coniina, la manojirimicina, la peletierina, la
mimosina, la anabasina y la anaferina. Algunas piridinas relacionadas con el acido
nicotinico son los alcaloides de la palma Areca (Arecolina, guvacina), la ricinina de
las semillas del ricino, la hermidina de Mercurialis annua y la trigonelina de la

alholva. Varias plantas de la familia Celastraceae producen ésteres del acido
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evoninico (acido nicotinico enlazado con una molécula de &cido 2-metilbutirico) y
sesquiterpenos tipo agarofurano [23].

Sin embargo, la piridina pura no estd muy extendida en la naturaleza es una
sustancia nociva si se la inhala, ingiere o si se absorbe por la piel. Reduce la
fertilidad masculina y femenina y es considerada un carcindégeno. Los sintomas de
exposicidon mas comunes son: dolor de cabeza, tos, dificultad respiratoria, laringitis,
nauseas y vomitos.

En la naturaleza, en su forma mas perjudicial se la encuentra en las hojas y
raices de la belladona (Atropa belladonna) y en el malvavisco (Althaea officinalis)
[23]. En la vida diaria se encuentran trazas de piridina como componentes volatiles
de compuestos organicos que se generan en los procesos de tostacion y enlatado.

Los métodos contemporaneos en la produccién de piridina tienen un bajo
rendimiento y una demanda creciente para el compuesto requiere de la busqueda
de nuevas rutas para sintetizarla. Un punto de inflexion ocurrié en 1924 cuando el
qguimico ruso Alekséi Chichibabin desarrollé la Sintesis de piridina de Chichibabin,
la cual utiliza reactivos relativamente baratos. En forma general, la reaccion puede
ser descrita como una reaccion de condensacion de aldehidos, cetonas,
compuestos carbonilicos a,B-insaturados o cualquier combinacién de las anteriores
con amoniaco o aminas [24] (Figura 7). Especificamente, la piridina no sustituida se
produce con formaldehido y acetaldehido los cuales son reactivos baratos y
facilmente disponibles. Primero, se forma la acroleina en una Condensacion de
Knoevenagel a partir del acetaldehido y el formaldehido. Es entonces cuando se
condensa con acetaldehido y amoniaco formando dihidropiridina, luego se oxida
con un catalizador en estado solido a piridina. Este proceso ocurre en fase gaseosa
a 400-450 °C. El producto, consiste de una mezcla de piridina, piridinas metiladas
simples (picolina) y (lutidina); su composicién depende del catalizador usado y por
lo tanto, la reaccion puede ser adaptada a las necesidades del que ejecuta la
reaccion. El catalizador es usualmente una sal de un metal de transicion como
fluoruro de cadmio (ll) o fluoruro de manganeso (ll), pero también pueden utilizarse
compuestos de cobalto y talio. La piridina obtenida es separada de otros productos

mediante un proceso de multiples etapas.
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Figura 7. Sintesis de piridina de Chichibabin.
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3- OBJETIVOS.

3.1- Objetivo general

Realizar la extraccion, purificacion e identificacion de compuestos naturales del

hongo llamado Moniliophtora roreri.

3.2- Obijetivos particulares

++ obtener un extracto crudo de un medio de cultivo inoculado con Moniliophtora

roreri.

% Separar y purificar metabolitos secundarios mediante cromatografias en

columna de gel de silice a partir del extracto crudo.

+« Identificar y elucidar estructuralmente los compuestos separados con

técnicas espectroscopicas.
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencion del extracto crudo y purificacién en columna

Se seleccion6 una cepa del hongo fitopatégeno Moniliophthora roreri y se sembro
en medio de cultivo liquido Czapek. Se obtuvo un preindculo, se agrego al medio
de cultivo liquido Czapek (1 L) y se incub6 durante 30 dias a 28 °C con agitacion
constante de 175 rpm.

Se filtr6 el medio y se realizé la extraccidén con acetato de etilo por triplicado.
Posteriormente la fase organica recolectada se secé con sulfato de sodio y se
concentré a presion reducida (con rotavapor) para obtener un extracto crudo
oleoso (495 mg) de color café, el cual se procedi6 a separar y purificar los
compuestos que contenia. Se utilizé una columna cromatogréfica de gel de silice
como fase estacionaria y como fases maviles diferentes eluyentes de diferente
polaridad tales como: hexano y acetato de etilo, como se muestra en la Tabla 1.
Se identificaron dos fracciones interesantes que contenian dos compuestos que

se pudieron elucidar.
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Tabla 1: Sistemas empleados para fraccionar el extracto crudo

FRACCION SISTEMA PESO OBTENIDO (mg)
1A Hexano 100% 3
1B Hexano 100% 0.4
2A Hexano 90% AcOEt 10% 1
2B Hexano 90% AcOEt 10% 213.3
3A Hexano 80% AcOEt 20% 20.9
3B Hexano 80% AcOEt 20% 24.7
4A Hexano 70% AcOEt 30% 20
4B Hexano 70% AcOEt 30% 11.2
5A Hexano 50% AcOEt 50% 14.1
5B Hexano 50% AcOEt 50% 18.6
6A Hexano 20% AcOEt 80% 25.6
6B Hexano 20% AcOEt 80% 12.3
7A AcOEt 100% 1let il
7B AcOEt 100% 8.4
8A AcOEt 98% MeOH 2% 5.4
8B AcOEt 98% MeOH 2% 10
9A AcOEt 90% MeOH 10% 6.1
9B AcOEt 90% MeOH 10% 21.8
10A AcOEt 50% MeOH 50% 95.8
10B AcOEt 50% MeOH 50% 41.1
11A AcOEt 20% MeOH 80% 3.7
11B AcOEt 20% MeOH 80% 0.2
12A MeOH 100% --

12B

MeOH 100%
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4.2 Elucidacion del compuesto 1

De una de las fracciones se pudo identificar el compuesto benzoato de bencilo
(Figura 8).

<has

Figura 8. Benzoato de bencilo.

En la figura 9 se muestra el espectro de RMN de 'H. Se observan varias
sefales en la zona de arométicos. En 8.1 ppm se encuentra una sefial doble que
integra para dos hidrogenos. En 7.6 ppm se presenta una sefal triple que integra
para un hidrogeno, en 7.5 ppm se presenta un triplete que integra para dos
hidrégenos. En 7.38 ppm se observa una sefial multiple que integra para cuatro
hidrégenos y en 7.30 ppm una sefial multiple que integra para un hidrégeno. Esto
da un total de 10 hidrogenos aromaticos diferentes ya que cinco estan mas
desplazados. Ademas en 4.71 ppm se puede observar una sefal simple que
integra para dos hidrégenos que podria ser un CHz. Al estar mas desplazado en

esa posicién hace suponer que podria estar unido a un &tomo de oxigeno.
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Figura 9. RMN de 'H a 500 MHz en CDClIs del producto 1.

En la figura 10 se muestra el espectro de RMN de 3C. Se pueden apreciar
diez carbonos diferentes. En 171 ppm se observa una sefal caracteristica de los
carbonilos. En 141y 129.4 ppm se observan dos sefiales que son caracteristicas
de carbonos cuaternarios. Entre 134 y 127 ppm se observan seis sefiales que
podrian ser de aroméaticos. Finalmente en 65.6 ppm se observa una sefial simple

gue podria corresponder con el grupo CHo.
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Figura 10. RMN de *3C a 125 MHz en CDCIls del producto 1.

Para poder establecer mas claramente las sefiales si son CH o CH: se realizé
un APT, como se observa en la figura 11, en donde los CHz, los carbonilos y los
carbonos cuaternarios se encuentran hacia arriba y los CH y CHs hacia abajo.

Esto ayuda a establecer qué carbonos son CHz en la molécula.
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Figura 11. Espectro APT del producto 1.

Para poder hacer una asignacion inequivoca de los hidrogenos se procedio
a obtener un espectro COSY, que se observa en la figura 12. Se puede observar
gue sOlo los hidrogenos de los arométicos se acoplan entre si en cada sistema

aromatico.
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Figura 12. Espectro de RMN 2D COSY en CDCls del producto 1.

Con la idea de asignar también de manera inequivoca los carbonos de la
molécula se obtuvo el espectro de RMN 2D HSQC, como se muestra en la figura
13. Se pueden observar como las sefiales de hidrogeno de los aromaticos se
acoplan con los carbonos aromaticos en 134, 130.3, 128.7, 128 .6, 127.8y 127.2
ppm. La sefal de hidrogeno de 4.7 ppm se acopla con la sefial de carbono de

65.6 ppm que corresponde con un CHoa.
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Figura 13. Espectro de RMN 2D HSQC en CDCIs del producto 1.

Con todos los datos de espectroscopia, se logré elucidar el compuesto 1 como el

benzoato de bencilo.
4.3 Elucidacion del compuesto 2

De otra de las fracciones se pudo identificar el compuesto piridina (figura 14). El
procedimiento para poderlo identificar fue el mismo que con el compuesto 1 a

través de los espectros de RMN de una y dos dimensiones.

AN

P
N

Figura 14. Estructura de la piridina
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En la figura 15 se muestra el espectro de RMN de H. Se observan sélo
sefales en la region de aromaticos y bastante desplazados lo que hace pensar
en un atomo electronegativo cercano. En 8.1 ppm se observa una sefial doble
que integra para dos hidrégenos con una constante de acoplamiento J = 7.5 Hz.
En 7.62 ppm se observa una sefal triple que integra para un hidrégeno con una
J = 7.5 Hz y finalmente en 7.48 ppm una sefal triple que integra para dos

hidrogenos con una J = 7.5 Hz.
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Figura 15. RMN de 'H a 500 mHz en CDCIz del producto 2.
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En la figura 16 se muestra el espectro de RMN de 3C. Se pueden apreciar
Gnicamente tres carbonos diferentes en 133.9, 130.3 y 128.7 ppm
correspondientes a los carbonos aromaticos orto, meta y para. Esto hace que

pensar que en el aromatico se tiene un heterodtomo electronegativo como el
nitrégeno.
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Figura 16. RMN de *3C a 125 MHz en CDCIz del producto 2.
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Para poder establecer mas claramente las sefiales si son CH o CH: se realizé

un APT, como se observa en la figura 17, corroborando que los CH estan hacia

abajo y no hay mas sefiales.
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Figura 17. Espectro APT del producto 2.
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Para poder hacer una asignacion inequivoca de los hidrogenos se procedio
a obtener un espectro COSY, que se observa en la figura 18. Se puede observar

que los hidrégenos de los aromaticos se acoplan entre si.

f
h

_ \'| lk - Jﬁﬂ JMUL

Figura 18. Espectro de RMN 2D COSY en CDCls del producto 2.
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Con la idea de asignar también de manera inequivoca los carbonos de la

molécula se obtuvo el espectro de RMN 2D HSQC, como se muestra en la figura

19. Se pueden observar como las sefiales de hidrogeno de los aromaticos se

acoplan con los tres carbonos aromaéticos.
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Figura 19. Espectro de RMN 2D HSQC en CDCIs del producto 2.
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5- PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Eleccion de la cepa

Se tomo una cepa de un hongo fitopatdgeno previamente identificada como
Moniliophtora roreri, Esta cepa forma parte de una coleccidén de cepas presentes
en el laboratorio de biotecnologia y se caracteriza por ser un patégeno de la

planta del cacao como se ha descrito previamente en los antecedentes.

5.2 Incubacién de la cepa

Se tomo una asada de micelio del hongo M. roreri y se sembré en medio de
cultivo liquido Czapek y se incub6 por 7 dias a 28 °C con agitacion constante de
175 rpm. Este medio Czapek es un medio nutritivo para propagar y crecer a los
hongos con bastante eficacia. Una vez preparado el preindculo se agreg6 al
medio de cultivo liquido Czapek en una relacién de 8 mL de preindculo con 1 L
de medio Czapek. Ya inoculado todo el medio de cultivo se colocé en incubacién
durante 30 dias a 28°C con agitacion constante de 175 rpm.

5.3 Extraccién

Una vez transcurrido el tiempo necesario se procedid a realizar la extracciéon de
los metabolitos secundarios que ahora estan presentes en el medio de cultivo. El
primer paso fué filtrar el medio de cultivo para quitar el micelio formado por el
hongo. Posteriormente centrifugar el contenido de los matraces, con el objetivo
de liberar del medio de cultivo la mayor parte de células. La centrifugacion se
efectud durante diez minutos a 6000 revoluciones por minuto. Se conservo el
medio de cultivo y las células se desecharon. Lugo se realizé una extraccion con
acetato de etilo con una relacion 1:1, por triplicado. Una vez obtenida la fase

organica se seco con sulfato de sodio y se evaporo el disolvente con un rotavapor
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a presion reducida a temperatura inferior a 40°C. El resultado es un extracto

crudo de color marrén y de un olor penetrante.

5.4 Fraccionamiento del extracto

Debido a que el extracto crudo resultante cuenta con varios metabolitos
secundarios se debe hacer una separacion de estos para que puedan ser
analizados adecuadamente. El primer paso es analizar el extracto crudo en
cuanto a solubilidad, se ha visto que los extractos presentan diferentes
solubilidades, es preciso encontrar el disolvente o la combinacion de disolventes
en donde el extracto tenga un mejor corrimiento en una placa de TLC. En este
caso se encontré que el extracto utilizado presenta una solubilidad éptima con el
sistema de disolventes.

Con la informacion anterior se procede a realizar una cromatografia en columna
de gel de silice, para la fase moévil se empieza usando hexano al 100%, el sistema
se va modificando para hacer una combinacion de hexano y acetato de etilo hasta
llegar al sistema metanol.

De este fraccionamiento se obtuvieron 24 fracciones, las cuales se analizaron en
placas TLC para corroborar que las fracciones no fueran las mismas, en dado
caso se debe seguir purificando el extracto hasta apreciar fracciones separadas.
Se analizaron las fracciones individualmente y se purificaron por completo las

fracciones 3B y 4B.

5.5 Elucidacion de los compuestos

Para el analisis completo de los compuestos, se utilizé el equipo de resonancia
magnética nuclear de proton (RMN 'H) y de carbono (RMN 13C), también se
emplearon los experimentos bidimensionales COSY y HSQC. Para
complementar la informacion requerida se utilizaron técnicas de espectrometria

de masas y de infrarrojo.
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Los espectros de RMN de H y de 3C se obtuvieron en espectrometros Varian
300 MHz y Bruker 500 MHz, utilizando cloroformo deuterado (CDClIs), como
disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los valores de los
desplazamientos quimicos se encuentran en partes por millon (ppm) respecto al
TMS y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Para la multiplicidad de
las sefiales para un espectro de 'H se utilizan las siguientes abreviaturas: (s)
simple, (d) doble, (dd) doble de doble, (dg) doble de cuadruples, (ddq) doble de

doble de cuadruples, (t) triple, (g) cuadruple, (m) multiple, (sa) sefial ancha.
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6- CONCLUSIONES

» Se lograron separar diferentes fracciones por cromatografia en columna en
gel de silice de un extracto crudo del cultivo del hongo fitopatégeno
Moniliophtora roreri.

» De una las fracciones se lograron aislar dos compuestos que fueron

completamente identificados y caracterizados.

» Se pudo identificar el compuesto benzoato de bencilo un compuesto organico

gue se utiliza como medicamento acaricida y repelente de insectos.

» Se pudo identificar el compuesto piridina que no es usual encontrarlo en su

forma pura sino en compuestos relacionados con la vida.

» Solo se pudieron identificar estos dos compuestos de todo el extracto crudo
debido a la pandemia ya que no se tuvo el tiempo para purificar e identificar

mMas compuestos.
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