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RESUMEN

Los cultivos celulares de Bouvardia ternifolia fueron usados como catalizadores en la reaccion de
acoplamiento oxidativo de isoeugenol. El compuesto dimérico dehidrodiisoeugenol se obtuvo con 77 % de
rendimiento cuando se uso el sobrenadante obtenido de un cultivo de células en suspension, que poseia
actividad de peroxidasa. La conversion procede en condiciones suaves de reaccion y al adicionar el
perdxido de hidrégeno disminuye el rendimiento en la obtencion del dehidrodiisoeugenol.
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Dehidrodiisoeugenol by dimerization of isoeugenol with cell culture of Bouvardia ternifolia

ABSTRACT

Cell cultures of Bouvardia ternifolia were used as catalyst for the oxidative coupling of isoeugenol, to
produce dehydrodiisoeugenol, a dimer, 77% isolated yield, when using the supernatat from the cell cultures
suspension having peroxidase activity. The biofransformation proceeded under very mild conditions. It was
observed that an increase in the amount of hydrogen peroxide decreases the yield.

Key Words: oxidative coupling, Bouvardia ternifolia, cell culture, dehidrodiisoeugenol, isoeugenol.

Nota: Articulo recibido el 16 de marzo de 2016 y aceptado
el 27 de abril de 2017.




16 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol.

Vol. 20, No. 2

INTRODUCCION
os O-metoxifenoles como el isoeugenol (2-metoxi-

4-(1-propenil) fenol), son constituyentes de aceites

esenciales enuna gran diversidad de plantas(Wenqiang
et al., 2007). El isoeugenol es usado en perfumes,
jabones, detergentes, aromatizantes, cosméticos, productos
alimenticios (Findik ef al., 2011) y material de partida para la
sintesis de vainillinausando microorganismos(Hua ez al., 2007)
asi como también para la preparacion de salvinal (Wang et al.,
2006) y otros derivados (Findik et al., 2011). El acoplamiento
oxidativo del isoeugenol produce compuestos diméricos
como el dehidrodiisoeugenol ((£) licarina A), y diisoeugenol
(Figura 1) (Nascimento et al., 2000). El dehidrodiisoeugenol
es el compuesto mayoritario y el mas activo de los compuestos
fenolicos presentes en Myristica fragrans (Juhaszet al.,2000), ya
que posee una potente actividad antiinflamatoria y antibacterial
(Murakami et al., 2005), actividad esquistosomicida y
tripanocida (Pereira ef al., 2011).

Los cultivos celulares obtenidos de plantas, poseen un gran
potencial bioquimico para la obtenciéon de metabolitos
secundarios. Asi como para la transformacion de sustratos
exogenos en productos de interés farmacéutico. En lanaturaleza
se encuentran compuestos estructuralmente complicados,
poco abundantes y de obtencion costosa, pero gracias a las
biotransformaciones en las que los cultivos celulares actian
como biocatalizadores, se ha encontrado una alternativa para
que apartir de productos naturales simples, pero abundantes y de
obtencion barata, se extraigan los compuestos estructuralmente
complicados. Las reacciones catalizadas por cultivos

celulares incluyen hidroxilaciones, oxidaciones, reducciones,
hidrogenaciones e hidrolisis (Giri ef al., 2001; Suga & Hirata,
1990; Ishihara et al., 2003).

El desarrollo de biocatalizadores, para la oxidacion de
compuestos organicos, en especifico para los fenoles, es una
importante y versatil area de investigacion.

Recientemente, informamos que los cultivos celulares
obtenidos a partir de Medicago sativa (alfalfa), Bouvardia
ternifolia (trompetilla), Prunus serotina (capulin), Coriandrum
sativum (cilantro), Phaseolus vulgaris (frijol), Mammillaria
hutzilopochtli, Psacalium peltratum, Cucumis melo (melon)
y Dacus carota (zanahoria) son capaces de trasformar a los
O-metoxifenoles como el eugenol e isoeugenol en compuestos
diméricos vialareaccion de acoplamiento oxidativo, catalizada
por peroxidasas, como el dehidrodieugenol (Hernandez-
Vazquezetal.,2011). Elmecanismo de reaccion que se propone
(Figura 2) para la dimerizacion esta basado en los reportes de
Moussounietal.,2011yAnitaetal.,2014 los cuales indican qué
peroxidasas vegetales transforman fenoles sustituidos con un
grupo metoxilo en la posicion orto al correspondiente O-radical,
que al estabilizarse por resonancia produce un C-radical; este
ultimo es el que conduce a la dimerizacion como lo indica
lo reportado por Bartolomeazzi et al., 2010 produciendo un
dimero. Esta biotransformacion representa una alternativa
mas limpia y verde a los métodos quimicos tradicionales en
los que las reacciones de acoplamiento oxidativo se efectiian
usando catalizadores como FeCl,, K (FeCN), y Cu(OH)CI
(Farias-Dias,1988). Sanchez & Fernandez, 1983, informaron
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Figura 1. Estructuras de isoeugenol, eugenol y sus dimeros.
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Figura 2. Mecanismo propuesto para la dimerizacién del isoeugenol a dehidrodiisoeugenol.

quediferentes explantes pueden serusados para la obtencion del
callohomogéneo de B. ternifolia 'y también que las propiedades
bioquimicas de los callos pueden ser modificadas cambiando
la fuente de nitrégeno.

En este trabajo reportamos el uso de cultivos celulares de B.
ternifolia para la sintesis de dehidrodiisoeugenol partiendo del
isoeugeol (Figura 3).

MATERIALES Y METODOS

Los reactivos se adquirieron en Sigma-Aldrich y se usaron sin
purificar. Los espectros de RMN 'H, se obtuvieron en un equipo
Varian 400 en CDCI, y se utiliz6 tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna. La cromatografia en capa fina (CCF) fue
utilizada de manera preliminar para determinar la presencia
de los productos de las biotransformaciones. Se utilizaron
placas de silica gel en aluminio, Silica gel Alugram® SIL G/
UV,,,, 0.2 mm, Macherey-Nagel y una mezcla de hexano-
acetato de etilo (4:6) como eluyente. Para la cuantificacion del
dehidrodiisoeugenol obtenido de la biotransformacion, seutilizo
cromatografiadeliquidos de altaresolucion (HPLC) yun equipo
Waters-1525 HPLC equipado con detector UV Waters 2487.
La columna empleada fue una Symmetry ® C-18 a 280 nm,

con flujo de 1 mL/min de una mezcla de acido trifluoroacético
(0.1%)-acetonitrilo (Ramachandra & Ravishankar, 1999). Se
elaboraron curvas patron en donde se usé isoeugenol en un rango
de concentraciones de 0 a 0.8 mg/mL y dehidrodiisoeugenol
de 0 a 8 mg/mL, para determinar los rendimientos de reaccion
y los porcentajes de recuperacion del sustrato.

Obtencion del callo de Bouvardia ternifolia a partir de hojas
e inflorescencias

Loscallosde B. ternifolia fueron establecidos partiendo de hojas
jovenes e inflorescencias de plantas de trompetilla colectadas
en Ciudad Universitaria (UNAM).

Método de desinfeccion de hojas e inflorescencias

Las hojas jovenes e inflorescencias fueron lavadas con agua y
jabon. Estas se pusieron enuna caja Petri con etanol al 70 % por 1
miny selavaron tres veces con agua esterilizada. Posteriormente,
se colocaron en agitacion constante con una disoluciéon al
20 % de hipoclorito de sodio comercial (NaClO con 6 % de
ingrediente activo), 0.1 % de tween y 10 uL de Mycrodyn®,
por 20 minutos, se lavaron tres veces con agua esterilizada.
Después a las hojas e inflorescencias se les adicionaron 250 mL
de Promil ® (2g/250 mL) y esta mezcla se agitd por 30 min,
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Figura 3. Reaccion de obtencidon de Dehidrodiisoeugenol a partir de isoeugenol.

se enjuagaron tres veces mas con agua esterilizada. Al cabo de
este tiempo se adicionaron 250 mL of Agrimicin® 1 g/250 mL
y se agitaron por 20 min, posteriormente se enjuagaron cuatro
veces con agua esterilizada.

Siembra de explantes e induccién de callo

Las hojas y flores (explantes) se pusieron en una disolucion 1:1
deacidoascorbicoy citrico (100 mg/L). Lashojas se cortaron en
segmentos de 1 cm?y las flores se cortaron en cuatro segmentos
colocandolas en el medio de cultivo Murashige and Skoog (MS)
(Sanchez & Fernandez, 1983)suplementado con sacarosa (3 %),
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D,1 mg/L), acido ascorbico
(50 mg/L)- acido citrico (50 mg/L), quinetina (0.05 mg/L),
cefotaxime (250 mg/L) y gelzan ™ CM como agente gelante
(2.5 g/L), se ajusto el pH 5.7. Las condiciones de incubacion
fueron 25 £ 2 ° C, con 16 horas de Iuz y 8 de obscuridad. El
primer subcultivo se realizo después de tres semanas, el callo
se conservo en medio MS sdlido y se subcultivo cada tres
semanas (21 dias, Figura 4).

Obtencion de cultivos celulares en suspension

El medio que se us6 fue el mismo pero sin gelzan™ CM, el
cultivo se establecio por inoculacion de 10 g de callo de hojas
en un matraz Erlenmeyer con 250 mL del medio MS antes
descrito, las condiciones de incubacion son las mismas que
se describieron anteriormente para la generacion de callos,
pero bajo agitacion constante (150 rpm). Las células fueron
subcultivadas por intervalos de 14 dias. Al cabo de este tiempo
este cultivo se filtro al vacio y se tomaron 20 g de estas células
con las que se realizé la biotransformacion.

Adicionalmente, se obtuvieron cultivos de células en suspension
de B. ternifolia de hoja en estrés nutritivo, para lo cual se utilizo
el medio antes descrito, pero se redujo el porcentaje de nitratos
del medio a un 50 % y 25 %.

Biotransformacion con callo disgregado en una solucion
amortiguadora de fosfatos

Se pesaron 20 g de callo de hoja y otro de inflorescencias y
se adicionaron a un matraz Erlenmeyer que contenia 100 mL

Figura4.Callo deinflorescencias (IF) y hojas de B. ternifolia (H).

de solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 6, la mezcla
se agité a 150 rpm en un agitador rotatorio. Posteriormente,
a cada matraz se agregaron 25 mg (1.52 X 10 moles) de
isoeugenol que previamente se disolvid en 1 mL de acetona,
se adicion6 o no agua oxigenada (34.5 pL, 3.04 X 10 moles)
segun el experimento. En todos los casos la reaccion se realizod
por triplicado, se us6 un control que contuvo solo los callos
disgregados en el amortiguador de fosfatos y otro al que se
adiciono todo excepto el sustrato. Las mezclas de reaccion se
colocaron en agitacion al80 rpm durante 48 horas, al término
de este tiempo, se filtro la suspension de reaccion para separar
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el sélido y el liquido y al filtrado se le hicieron dos extracciones
con acetato de etilo (AcOEt, 50 mL x 2), se deshidrataron con
sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) y se evaporaron a sequedad.
Unamuestra de lamezcla de reaccion se analizo por HPLC bajo
las condiciones que se describieron en el procedimiento general,
ver resultados en la Tabla I. Las mezclas de reaccion de las tres
repeticiones se juntaron y se purificaron por cromatografia en
columna.

El mismo procedimiento se realizo (Tabla II) para el callo
obtenido en condiciones de estrés nutritivo.

Muestra Descripcion Rendimiento | Recuperacion
(%) de isoeugenol
(%)
Control | *Callo 2.0 0.0
Control | *Callo, H,0, 3.0 1.0
Biotrans | *Callo, isoeugenol 45 24
Biotrans | *Callo, isoeugenol 13.0 4.0
yHO,
Control | **Sobrenadante 0.0 0.0
Control | **Sobrenadante, 1.0 1.0
HZOZ
Biotrans | **Sobrenadante, 44.0 21.0
isoeugenol
Biotrans | **Sobrenadante, 44.0 2.0
isoeugenol, H,0,
* Callo de hojas disgregado en solucién amortiguadora de fosfatos.
**Sobrenadante obtenido de callos de hojas homogeneizados y centrifugados.

Tabla I. Resultados de las reacciones de obtencién de
dehidrodiisoeugenol a partir de isoeugenol con callo
disgregado en solucién amortiguadora de fosfatos y
sobrenadante.

Biotransformacion con el sobrenadante obtenido después
de homogeneizar y centrifugar

Se pesaron 20 g de callo de hojas y 20 g de las células del cultivo
en suspension que se obtuvieron por filtracion al vacio segun se
describi6 anteriormente. Estos callos o células se adicionaron
a un matraz Erlenmeyer que contenia 100 mL de solucion
amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 6, y se homogeneizaron
con ayuda de un homogeneizador Ultra-turrax IKA T10, se
centrifugd a 1500 rpm por 2 min. Se recuper6 el sobrenadante y
éste se utilizo para la biotransformacion de isoeugenol, para lo
cual se adicionaron 25 mg de isoeugenol previamente disuelto
en 1 mL de acetonay H,O, (34.5 uL, 3.04 X 10-4 moles) segtin
sea el caso, lareaccion se realiz6 por triplicado y dos controles:
uno de ellos con sdlo el sobrenadante y al otro se le adiciond
todo excepto el sustrato. Las mezclas de reaccion se pusieron
en agitacion continua a 180 rpm durante 48 horas, al término de
este tiempo, se filtraron, para separar solidos y al filtrado se le
realiz6 una extraccion con AcOEt (50 mL x 2), se secaron con
Na SO, y se evaporaron a sequedad, Figura 3. Una muestra de

Muestra Descripcion Rendimiento | Recuperacion
(%) de isoeugenol
(%)
Control | *Callo N 100% 0.0 0.0
Biotrans | *Callo N 100%, 13.0 5
isoeugenol
Control | **Callo N 50% 1.0 0
Biotrans | **Callo N 50% , 14.5 3
isoeugenol
Control | ***Callo N 25 % 1.0 0
Biotrans | ***Callo N 25% 14.5
isoeugenol
* Callo de hojas disgregado en solucion amortiguadora de fosfatos y H,0,
con 100, 50 y 25 % de nitratos.

Tabla Il. Resultados de las reacciones de obtencién de
dehidrodiisoeugenol a partir de isoeugenol con callo
disgregado generado en condiciones de estrés nutritivo.

lamezcla de reaccion se analizé por HPLC bajo las condiciones
que se describieron en el procedimiento general, ver resultados
en la Tabla I y III.

El mismo método se efectud para los callos y células en
suspension que crecieron en condiciones de estrés nutritivo
(con 50 % y 25 % de nitratos).

Purificacion del dehidrodiisoeugenol producido en la
biotransformaciéon

La mezcla de reaccion se purificd por cromatografia en
columna usando como soporte silica gel y como eluyente una
mezcla de diclorometano-hexano 1:1, se tomaron fracciones
de 25 mL, siguiendo la purificacion por CCF reuniendo las
primeras fracciones que contienen el isoeugenol recuperado
y las fracciones posteriores en las que se eluyd al producto
de la biotransformacion del dehidrodiisoeugenol (40 % de
rendimiento), se evaporaron a sequedad y el producto fue
identificado por RMN'H. 'H RMN (CDCL,/TMS): 6 1.37 (d,
3H,J=6.8 Hz), 1.86 (dd, 3H, ] = 6.8, 1.6 Hz, 3.40-3.50 (m,
1H), 3.84 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 5.09 (d, 1H, J = 9.6 Hz), 5.80
(s, 1H), 6.11 (dq, 1H, J = 15.6, 110, 6.4 Hz), 6.36 (dd, 1H, J
=15.6,1.2 Hz), 6.76 (s, 1H), 6.78 (s, 1H), 111, 6.86-6.91 (m,
2H),6.96 (s, 1H); (Ramachandra & Ravishankar, 1999) CRMN
(CDCL/TMS): & 17.4, 18.4, 45.5, 55.7, 55.8, 93.5, 108.6,
108.8, 113, 113.8, 119.6, 123.2, 130.5, 131.6. Los datos son
consistentes con los reportados en la literatura (Bartolomeazzi
et al., 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de cultivos de Bouvardia ternifolia de hojas e
inflorescencias

Loscallos que se obtuvieron a partir de las hojas e inflorescencias
presentaron una coloracion crema y aspecto espumoso, no
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Muestra Descripcion Rendimiento | Recuperacion
(%) de isoeugenol
(%)
Control | *Sobrenadante N 4 1.0
100%
Control | *Sobrenadante N 2 0.0
100 %y H,0,
Biotrans | *Sobrenadante 0 1.0
N 100 %, H,0, e
isoeugenol
Biotrans | *Sobrenadante 73 9.0
N100 % e isoeuge-
nol
Control | *Sobrenadante N 8.0 1.0
25 %
Control | *Sobrenadante N 3.0 0.0
25 % ,H,0,
Biotrans | *Sobrenadante N 77 11
25 %, isoeugenol
Biotrans | *Sobrenadante 46 3.0
N25 %, H,O,,
isoeugenol
*Sobrenadante obtenido de células en suspension de hojas homogeneizadas
y centrifugadas.

Tabla Ill. Resultados de las reacciones de obtencidn
de dehidrodiisoeugenol a partir de isoeugenol con el
sobrenadante de las células en suspension generadas bajo
condiciones de estrés nutritivo.

son susceptibles a la oxidacion, son disgregables y aumentan
rapidamente su masa en un periodo corto de crecimiento.

Los cultivos en suspension de B. ternifolia, son de color crema
y no presentan oxidacion. Se realiz6 la cinética de crecimiento
del cultivo de células en suspension en peso secoy fresco por 14
dias, debido a que se observd un crecimiento acelerado con la
formacion de agregados que dificultaban la toma de la muestra.
Enel periodo evaluado se observa que el crecimiento se presenta
con una tendencia ascendente y con dos fases: la fase “lag” y la
fase de crecimiento exponencial o lineal sin observarse la fase
estacionaria. Los resultados obtenidos permiten concluir que
los cultivos duplican su peso a los ocho dias y lo cuatriplican a
los 14 dias. Esta etapa de crecimiento fue la seleccionada para
efectuar las biotransformaciones.

Biotransformacion de isoeugenol con callo disgregado en
solucién amortiguadora de fosfatos de inflorescencia y hoja
De manera preliminar y para determinar si existe
diferencia entre el uso de la hoja y la inflorescencia en la
biotransformacion de isoeugenol se realizaron las reacciones
sin adicion de peroxido de hidrégeno utilizando callos
disgregados en solucion amortiguadora de fosfatos de los dos
explantes antes mencionados, las mezclas de reaccion de las

biotransformaciones fueron aplicadas en una cromatoplaca
poniendo isoeugenol y dehidrodiisoeugenol como referencia,
observando que en las placas de cromatografia no hubo
consumo total de la materia prima, pero si presencia de
productos mas polares que el isoeugenol, uno de ellos
mayoritario con el mismo R, el dehidrodiisoeugenol. Los
resultados obtenidos indican que no existen diferencias
observables entre el uso de los callos de las hojas o el de los
callos de las inflorescencias, por lo que se decidié continuar
con los cultivos celulares provenientes de las hojas para las
demas biotransformaciones, Figura 4.

Biotransformacion de isoeugenol con callo disgregado en
solucién amortiguadora de fosfatos y del sobrenadante
En la Tabla I se describen los resultados obtenidos de la
biotransformacion deisoeugenol con callos de hojas disgregados
ensolucion amortiguadora de fosfatos y con el sobrenadante, con
y sin adicion de peroxido de hidrégeno. Se evalud la influencia
del H,0,, en la reaccion, ya que los reportes indican que la
adicion de éste puede favorecer la formacion de los productos
de dimerizacion, por ser el sustrato de las enzimas peroxidasas.
Sinembargo, también es sabido que un exceso del mismo puede
disminuir los rendimientos (Figura 2).

Los datos presentados en la Tabla I, indican que se obtienen
rendimientos moderados similares para las biotransformaciones
con el callo disgregado y los sobrenadantes (45 y 44 %,
respectivamente). Pero, para aquellos casos en los que
se les adiciono peroxido de hidrogeno a la reaccion, la
biotransformacion con el callo disgregado mostrd una caida
significativa en el rendimiento (13 %); mientras que con el
sobrenadante no hubo tal efecto (44 %). La influencia del
perdxido de hidrogeno en esta serie de reacciones no es clara.
Rendimientos similares se obtienen cuando se usa la lacasa
cruda y purificada de Rhus vercifera (41 %) (Shiba et al.,
2000), pero menores a los resultados obtenidos por Nascimento
et al., 2000 con peroxidasa pura de rabano (90 %). Cabe
mencionar que lacomparacion se basa solo en los rendimientos
correpondientes, en el entendido que se trata de enzimas y
condiciones dereaccion diferentes, debido al interés preparativo
de estos compuestos.

Por lo anterior, se puede proponer el mecanismo mostrado en
la Figura 2, de acuerdo a lo propuesto por Anita et al., 2014
para guaiacol y por Moussouni et al., 2011, para el isoeugenol,
en lo que respecta a sistemas O-metoxifenoles éste seria el
radical formado por la peroxidasa y posteriormente el radical se
dimeriza de acuerdo al mecanismo propuesto por Bartolomeazzi
etal.,2010enlareaccion de formacion de dehidrodiisoeugenol
y dehidrodieugenol con DPPH de isoeugenol y eugenol,
respectivamente.

Con respecto a la recuperacion del isoeugenol, éste disminuye
cuando se usan callos disgregados y también cuando se utiliza
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el sobrenadante en presencia de peréxido de hidrogeno. Esto
puede serdebido aque el isoeugenol puede sufrir otras reacciones
de acoplamiento oxidativo y formar trimeros, tetrameros e
inclusive polimeros.

Caberesaltar que los cultivos celulares parecen formar pequefias
cantidades de isoeugenol en las condiciones evaluadas entre
0y 1 % y de dehidrodiisoeugenol entre 0-3 %, sin embargo,
estos resultados pueden también ser debidos al error asociado
al método de analisis.

LaTablall presentalos resultados obtenidos con callo disgregado
en solucion amortiguadora de fosfato con H,O, obtenidos en
un medio donde se disminuy¢6 la cantidad de nitratos a 50 y
25 % (estrés nutritivo), puede observarse que los rendimientos
en la obtencion de dehidrodiisoeugenol aumentan cuando se
disminuye la cantidad de nitrato es decir bajo condiciones de
estrés, sin embargo, el incremento no es significativo. Como
los resultados son iguales cuando se tiene un 50 % y un 25 %
de nitratos en el medio, se decidi6 seguir el estudio empleando
solo los callos con 25 % de nitratos.

Por tultimo, presentamos una serie de experimentos que se
realizaron con células en suspension de B. ternifolia. Se eligio
el uso de células en suspension, en lugar de callo, con base
en resultados previos, donde el uso de células en suspension
incrementa el rendimiento en la obtencion de dehidrodieugenol
a partir de eugenol con cultivos celulares de B. ternifolia (
Hernandez-Vazquez et al., 2011).

Los resultados de estos experimentos se presentan en la Tabla
111, como puede observarse el rendimiento se incrementa de
manera importante a 73 y 77 % cuando se usa el sobrenadante
obtenido con 100 %y 25 % de nitratos respectivamente. Esto es
indicativo de que las células en suspension son mejores fuentes
del biocatalizador que los callos, ademas que el estrés nutritivo
generaun incremento en el rendimiento del dehidrodiisoeugenol.
Nuevamente cuando se usa el sobrenadante, adicionando H,0,, €l
rendimiento disminuye a 0y 46 % para las células en suspension
obtenidas con 100 % y 25 % de nitratos respectivamente.

Los datos descritos indican que el sobrenadante obtenido a
partir de células en suspension, es un biocatalizador eficiente
para la transformacion de isoeugenol, aunque los rendimientos
son menores a los informados por Nascimento et a/, 2000 con
peroxidasa de rabano pura (90 %).

Cabe resaltar, que en estas series de reacciones se utilizaron
crudos enzimaticos, y las condiciones de reaccion no fueron
optimizadas para lograr el rendimiento maximo. Se determino
quelaadicionde H,O, tuvo un efecto negativo en el rendimiento
en la obtencioén de dehidrodiisoeugenol en todos los casos,
posiblemente por la formacion de otros productos como trimeros,
tetrameros o polimeros.

CONCLUSIONES

Podemos concluir que los cultivos celulares de B ternifolia
pueden ser empleados como catalizadores en la obtencion de
dehidrodiisoeugenol y las mejores condiciones de reaccion, son
las que utilizan el sobrenadante obtenido a partir de células en
suspension bajo condiciones de estrés nutritivo y sin adicion
de peroxido de hidrégeno (77 %). El rapido crecimiento de las
células de B. fernifolia, su facil disgregacion y poca oxidacion
las hacen candidatos ideales para su uso como biocatalizador
en la transformacion de fenoles naturales.
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