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RESUMEN

Este trabajo se estudié la biotransformacion de 2-hidroxi-(2H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (HBOA) en suelo. Se
encontré una constante de velocidad (K) de 0,184 = 0,003 dias-1 y vida media (t¥2) de 3,76 + 0,06 dias,
considerando una cinética de primer orden. Los estudios cualitativos de las especies en la solucion de suelo,
muestran que HBOA es convertido a seis especies relacionadas estructuralmente: 2-aminofenol (AF), 2-hidroxi-
N-(2-hidroxifenil)-acetamida (HPMA), N-(2-hidroxifenil)-acetamida (HPAA), 2-amino-7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-
ona (APO), 2-acetamino-3H-fenoxazin-3-ona (AAPO) y N-(2-hidroxi-5-nitrofenil)-acetamida [H(5)NPAA]. Los
estudios de concentracion durante la biotransformacion muestran que todas las especies pueden estar presentes
en la solucién de suelo, sin embargo, el aumento de la concentracién para algunas especies, hizo posible
plantear productos finales de la biotransformacion (APO y [H(5)NPAA]) asi como intermedios (AF, HPMA). Los
resultados son discutidos en términos de la relevancia ecoldgica de estos productos de biotransformacion,
especialmente en la actividad alelopatica, y la determinacion de las especies verdaderamente activas.

ABSTRACT

In this paper, it was studied the biotransformation of 2-hydroxy-(2H) -1,4-benzoxazin-3 (4H)-one (HBOA) in soil.
It was determined a rate constant (K) of 0.184 + 0.003 days-1 and half-life (t ¥2) of 3.76 + 0.06 days, assuming
a first order kinetics. Qualitative studies of the species in the soil solution, show that HBOA is converted to a
total of six structurally related species: 2-aminophenol (AF), 2-hydroxy-N-(2-hydroxyphenyl)-acetamide (HPMA)
N-(2-hydroxyphenyl)-acetamide (HPAA), 2-amino-7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one (APQO), 2-acetamino-3H-
phenoxazin-3-one (AAPO) and N-(2-hydroxy-5-nitrophenyl)-acetamide [H(5)NPAA]. Studies of concentration
during biotransformation showed that all species may be present in the soil solution, however, the increase in
the concentration for some species, made it possible to postulate biotransformation end products (APO and
[H(5)NPAA]) and intermediate processing (AF, HPMA). The results are discussed in terms of ecological relevance
of these biotransformation products, especially in allelopathic activity.
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INTRODUCCION

Los acidos hidroxamicos ciclicos con esqueleto del tipo (24)-1,4-benzoxazin-3 (4H)-ona, son un tipo de alcaloides
producidos por la familia de las gramineas y otros miembros de Acanthaceae, Rannunculaceaey Scrophulariaceae
(Pimente et al, 2011; Niemeyer, 1988; Pratt et a/, 1995). Estos compuestos, particularmente en su forma aglicon,
se han relacionado con la defensa de la planta contra una amplia variedad de organismos, incluyendo hongos
(Pratt et al, 1995; Wahlroos & Virtanen, 1995; Bravo y Lazo, 1996; Friebe ef al, 1998; Glenn et al, 2003)
bacterias (Woodward et a/, 1978), insectos (Klun et al, 1967; Argandoia et al, 1983; Niemeyer et al., 1989;
Bravo et al,, 2004) y las malas hierbas (Barnes & Putnam, 1987; Pérez & Ormefio-Nufiez, 1991).

En previos estudios sobre el comportamiento de los aleloquimicos en el suelo (FATEALLCHEM project 1998 to
2002; Kobayashi, 2004; Sturz & Christie, 2003), se ha discutido el destino y la toxicidad de las sustancias
quimicas emitidas por las plantas alelopaticas, denominados aleloquimicos, como una estrategia de defensa y
que esconde las especies quimicas activas. Los efectos bioldgicos de los compuestos liberados podrian cambiar
si cualquier proceso de biotransformacion de estos productos se produce en el suelo, y esto podria afectar la
funcion ecoldgica y el mecanismo de defensa quimica de la planta.

La accion de los agentes alelopaticos en la interaccion planta-planta necesita su presencia en las proximidades
del suelo de la planta receptoras (Blum, 2011; El-Khatib et a/,, 2004). Los procesos de degradacion que afectan
a estos productos quimicos pueden aumentar o disminuir sus efectos fitotdxicos, que afectan a la capacidad de
defensa integral de la planta productora o donante del aleloquimico. Cualquier proceso de degradacién que
tendra lugar en la tierra estaria relacionado con el entorno bioldgico de la planta presente en ella (Grayston et
al., 1998; Macias et al., 2004; Atkinson et a/, 1991). A continuacion, se desarrolla el estudio de la degradacion
de 2-hidroxi-(2H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (HBOA) en el suelo (Figura 1), lo cual no presenta antecedentes en
la literatura. El estudio de la biotransformacion de HBOA ha sido reportada en el caso de hongos endoparasitos,
bacterias que pueden colonizar las raices, y de esta manera, el suelo (Friebe et a/, 1998; Fomsgaard et al.,
2004; Zikmudova et al, 2002a; Zikmudova et al, 2002b; Nair et al, 1990; Chase et a/., 1991a; Chase et al,
1991b; Gagliardo & Chilton, 1992; Saharan & Nehra, 2011; Kumar & Kumar, 2011), donde una gran diversidad
de compuestos han sido detectados (Figura 1), sin embargo, la presencia de estos mismos compuestos en el
suelo, como consecuencia de la degradacion de HBOA, no presenta registros. El uso de analisis mediante
cromatografia liquida de estas soluciones permite medir todos los datos necesarios para dilucidar la dindmica de
degradacion (Kong et al, 2008; Macias et al, 2004; Macias et al, 2005), en este caso, a la distribucion de
especies quimicas en el tiempo. En este sentido, el presente trabajo incluye el estudio del comportamiento de
HBOA en el suelo proveniente de cultivos de trigo (7riticum aestivum L.), centrando el estudio en la
identificacion de los diferentes compuestos presentes en el curso de la biotransformacion de HBOA.

MATERIALES Y METODOS
Caracterizacion de los productos

La pureza y determinacion estructural de los compuestos sintéticos fueron determinados mediante 1H-RMN y
analisis de HPLC, siendo esta pureza >98%. Los espectros de 1H y 13C fueron registrados usando MeOH-d4 y
CDCI3 como solventes en un espectrometro Varian INOVA a 399.99 and 100.577 MHz, respectivamente. Se uso
un HPLC-DAD (diode array UV-vis system). Los espectros de masas fueron obtenidos en un espectrometro
Varian 1200L con detector cuadrupolar. Los espectros de IR fueron registrados en un FTIR Spectrum BX
PerkinElmer FTIR. La identidad estructural fue confirmadas mediante la comparacion de todos los datos
espectroscopicos con aquellos registrados en la literatura (Zikmudova et a/, 2002a; Zikmudova et al, 2002b;
Macias et al., 2004).
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Fig. 1: Aleloquimicos y productos de biotransformacion sefialados en el texto.

Origen de 2-hidroxi-(2H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (HBOA) y derivados

Sintesis de HBOA: Para los estudios de la degradacion de HBOA, a pesar de que este es un producto natural,
aislado principalmente de trigo y maiz, las concentraciones en que estos se encuentran son muy bajas, con lo
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cual, fue necesarias sintesis, la cual ha sido reportada en la literatura (Macias et a/, 2006). Brevemente, un
gramo de nitrofenol-Sigma Aldrich Co-, fue disuelto en una solucion de KOH 0,1 M en etanol absoluto. Después
de 1 hora, el solvente fue removido a presion reducida. El alcdxido resultante es disuelto en N,N-
dimetilformamida (50 mL) y se adicionan 1,2 mol equiv. de 2-bromoacetato de etilo. La mezcla de reaccion fue
agitada bajo atmosfera de Ar durante 24h. Después de este tiempo, 50 mL de acetato de etilo fueron
adicionados, y la solucion organica resultante fue lavada con cinco porciones de agua destilada. Las capas
organicas fueron combinadas y secadas sobre sulfato de sodio anhidro y el solvente fue destilado a presion
reducida. El crudo de reaccién fue purificado mediante cromatografia en columna sobre silice (CC, acetato de
etilo/hexano 20:80), para obtener 2-(2-nitrofenoxi) acetato de etilo, con rendimiento cuantitativo. Este
intermediario fue adicionado a 100 mg de Pd/C (10%) suspendido en una solucion de 1,4-dioxano (1:1) (50mL).
Después de esto, borohidruro de sodio (650 mg) fueron adicionados gota a gota a la solucién bajo agitacion
vigorosa. A esta suspension le fue adicionada gota a gota una solucién de 2 en 1,4-dioxano (0,5 g/mL),
siguiendo la evolucion de la reaccion por cromatografia en capa fina (TLC). Una ves la reaccion fue completada,
la suspensidn fue filtrada a través de celita para remover el catalizador, y el filtrado fue tratado con HCl al 10%
hasta pH 2. Esta solucion fue extraida con acetato de etilo (x 3) y secada sobre sulfato de sodio anhidro, y el
solvente destilado a presion reducida. El residuo resultante es purificado mediante CC con acetato/hexano al
30% como fase movil, para obtener un sélido, el cual fue disuelto en piridina (10 mL) y anhidrido acético (3 mL)
fueron adicionados con agitacion bajo atmdsfera de Ar. Después de 12 h, 10 mL de acetato de etilo son
adicionados a la mezcla de reaccién, y la solucién orgénica fue lavada con cinco porciones de HCl (10%). Las
fases organicas fueron combinadas y secadas sobre sulfato de sodio anhidro. El solvente fue eliminado mediante
destilacion a vacio, el solido fue disuelto en tolueno seco (10 mL) y calentado por 24 h a 95 °C. Después de
esto, el solvente es eliminado a presion reducida, y el residuo fue fraccionado mediante CC con Acetato de
etilo/hexano en polaridad creciente para obtener un solido, a partir del cual HBOA es obtenido mediante la
disolucién de 100 mg de 5 disueltos en metanol y agitado bajo atmdsfera de Ar. Después de esto, 360 pL de
una solucién de metdxido de manganeso en metanol seco (7,4% w/w) fueron adicionados. Después de 45 min,
la solucion fue tratada con HCI (5%) hasta pH 4. Después de esto, acetato de etilo fue adicionado a la solucion
resultante y lavado con salmuera (x 1) y agua destilada (x 2). Las capas organicas fueron combinadas, secadas,
filtradas y concentradas a presion reducida. El sdlido obtenido fue purificado mediante CC (Acetato de
etilo/hexano polaridad creciente) para obtener HBOA con rendimientos cuantitativos.

Obtencion del dcido N-(2-hidroxi-4-metoxifenil)-malonamico (HPMA). El HPMA no es un producto comercial,
siendo necesario para su uso como patron en los estudios de especies presentes en la degradacion HBOA en el
suelo. Se ha seguido el procedimiento descrito en la literatura (Macias et a/, 2006), donde el 2-nitrofenol es
protegido inicialmente por el tratamiento con tert-Butyldimethylchlorosilane (TBDMSCI) para luego reducir el
grupo nitro a amina mediante hidrogenacién catalitica (H,, Pt/C). Unas ves que el grupo amino es obtenido, la
cadena lateral es introducida mediante amidacion con 3-cloro-3-oxopropionato de etilo, y mediante hidrdlisis
alcalina, se obtiene HPMA.

Obtencion del  N-(2-hidroxi-5-nitrofenil)-acetamida  [H(5)NPAA] vy  N-(2-hidroxi-3-nitrofenil)-acetamida
[H(3)NPAAJ Los estandares de la reaccion de nitracion sobre HPAA fueron obtenidos mediante el procedimiento
descrito por Zikmundova et a/ (2002a; 2002b) y Macias et a/. (2006). A una suspension de N-(2hidroxifenil)-
acetamida, prepara a partir de 150 mg en agua, le son adicionadas gota agota 0,4 mL de HNO3 al 65 %, en un
bafio de agua hielo. La mezcla es agitada durante 15 min, diluida con agua y agitada por otros 5 min. La mezcla
de reaccion es filtrada, originando un sélido negro [H(5)NPAA impuro], el cual es purificado mediante CC en
cloroformo/hexano (10:1), obteniendo el producto purificado en un 20% de rendimiento. El filtrado obtenido
[H(3)NPAA impuro] es llevada a sequedad y purificado por CC en cloroformo/acetona (4:1) para obtener el
producto en un 10% de rendimiento.

Obtencion de 2-amino-7-methoxyphenoxazin-3-one (APO) y 2-acetamino-7-methoxyphenoxazin-3-one (AAPO):
APO y AAPO fueron sintetizados mediante el procedimiento descrito por Gagliardo y Chilton (1992).
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Muestra de suelo

Las muestras de suelo fueron colectadas de cosechas de T7riticum aestivum L. var. Astron en el Instituto de
Agricultura, Rancho de la Merced (Jerez de la Frontera, Espafa), en Noviembre de 2002. Las tierras cultivadas
se encuentran a una elevacién de 20 msnm, con un registro de humedad media del 67% y precipitacién media
de 582 mm. La temperatura promedio anual se encuentra en los 18°C (Instituto Nacional de Meteorologia,
Espafia). Las condiciones de cultivo se consideran en acorde con las buenas practicas de cultivo, usando
fertilizantes organicos, excluyendo el uso de herbicidas e insecticidas. El analisis fisicoquimico del suelo de
estudio se resume en la Tabla 1.

Tabla 1: Andlisis fisicoquimico y de textura del suelo cultivado con trigo ( 7riticum aestivum L) usado en los
estudios de degradacion de aleloquimicos.

Determinacién | Valor | Unidades
Capacidad de Intercambio catidnico 33,91 meq/100g
Ca intercambiable 28,96 meq/100g
Mg intercambiable 3,08 meq/100g
Na intercambiable 0,29 meq/100g
K intercambiable 1,58 meq/100g
Carbonatos 18,25 %P/P
Caliza Activa 8,81 %P/P
Fosforo Asimilable (OLSEN) 8,7 ppm
Materia organica 1,35 ppm
Nitrégeno Organico 0,08 % P/P
pH (1/2:5) 8,33
pH (KCI) 7,31
Potasio asimilable 635 ppm
Arcilla 52,6 %
Arena 15,4 %
LIMO 32,0 %
Clasificacion de textura Arcilla

Coleccion de muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron tomadas a una profundidad entre 8 y 15 cm, donde se concentra la mayor
poblacion radicular de las plantas. El suelo fue tamizado a un tamano de particula < a 2 mm. Las muestras
fueron colocadas en bolsa de plastico y almacenadas a -20 °C hasta su estudio (19).

El pH del suelo fue medido solucion acuosa preparada A 1:2.5 (v/v) en KCl. El nitrgeno total organico (NTO)
fue determinado por el método de Kjeldhal, y el carbono total organico (CTO) fue determinado por oxidacion
con dicromato de potasio. Fosforo disponible fue extraido con bicarbonato de sodio (Olsen et al, 1954), y
determinado por colorimetria, segin Murphy y Riley (1962). Ca, Mg, Na, and K fueron determinados mediante
fotometria de llama (Schollenberger & Simon, 1945).

Muestreo y andlisis del suelo
Muestras entre 0,5 y 1,0 mL de solucion de suelo proveniente de la incubacion fueron tomadas a diferentes
tiempos para luego ser homogeneizadas en una solucién agua-solucién de suelo. Los intervalos de muestreos se

determinaron mediante pruebas preliminares, los cuales fueron establecidos cada 24 horas, muestreando hasta
un total de 336 horas.
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Para el andlisis de HPLC, las soluciones de suelo fueron filtradas (< 0,2 ym) y centrifugadas (solucién de suelo).
El residuo sdlido resultante fue extraido con metanol (MeOH, bafio ultrasonido x 3) durante 15 minutos a 5°C,
siendo centrifugado de nuevo durante 20 min. Este proceso fue repetido, usando acetato de etilo (AcOEt) como
solvente. La solucién de suelo y los extractos de MeOH y AcOEt fueron destiladas a presion reducida
(temperatura < a 35°C). El residuo sdlido resultante fuer re disuelto en 2 mL de MeOH con 1% de acido acético
y filtrados (<0,2 um), la cual fue usada directamente para su analisis por HPLC.

Analisis de HBOA y productos de transformacién en suelo

El método analitico empleado en este trabajo fue disefiado luego de un estudio analitico inter laboratorio para la
validacion de una metodologia de andlisis de acidos hidroxamicos y derivados (Eljarrata et a/, 2004). Todas las
muestras fueron analizadas en un equipo de HPLC Merck HITACHI HPLC equipado con bombas cuaternarias
LaCrom L-7100 y un detector de arreglo de diodos (DAD) L-7455 LaChrom y un auto inyector LaChrom L-7200.
Las condiciones de analisis fueron: Columna en fase reversa Lichrospher 100 RP-18 (250 x 4.0 mm, 5um) a 25
oC usando como fase mdvil aguar: 1% AcOH (A) y metanol:1%AcOH (B) a un flujo de 1 mL min™. Para el
analisis cuantitativo, soluciones stock (1mg/mL) de cada estandar individual fueron preparados mediante la
disolucion de la cantidad apropiada del estandar puro en metanol:1%AcOH. Soluciones a diferentes
concentraciones fueron preparadas mediante diluciones sucesivas. Estas soluciones fueron usadas para generar
una curva de calibracién mediante estéandar externo, con la cual se determinara los parametros de calibracién y
subsecuente medidas de concentracion de HBOA en el suelo a diferentes tiempos de incubacion.

Analisis de datos

Parametros cinéticos de la degradacion requirieron tratamiento matematico luego del estudio y determinaciones
en el laboratorio, en el cual la cantidad de aleloquimico remanente en el suelo, bajo condiciones controladas es
el dato experimental a considerar. La disminucién de la concentracion del aleloquimico en el suelo es descrito
acordando con una ecuacion cinética de primer orden (mono fase o cinética de orden uno), el cual es el modelo
mas comun usado en estudios cinéticos de xenobidticos y herbicidas en el suelo (Fox & Makam, 2011; Matthies
et al,, 2008; Scow & Alexader, 1989; Scow, 1982), descrito por la ecuacion 1;

dC/dt= -KC (1)

donde C es la concentracion (mgeKg-1 suelo), t representa el tiempo (horas) y K la velocidad de degradacion
(min-1). El cambio en la concentracion de aleloquimico con el tiempo (dC/dt) es proporcional a la concentracion
a ese mismo tiempo. La forma integrada de la ecuacién 1, origina la ecuacioén 2;

C(t)= CO exp (-kt) (2)

Donde C(t) es la conecntracidn en el tiempo t (mgeKg-1 suelo) y Co es la concentracidon medida inmediatamente
después de la aplicacion del aleloquimico en el suelo, en el tiempo inicial (mgeKg-1 soil). Una relacion lineal es
dada por la forma logaritmica de la ecuacion 3;

Ln (t) = Ln CO —kt (3)

El tiempo en el cual La concentracion alcanza la mitad de su valor, es denominado tiempo de vida media (t'>,
tiempo para degradar el 50% de la concentracion inicial. Sustituyendo en la ecuacién 3, se obtiene:

t1/2= Ln 2/k (4)
Aunque varios tratamiento matematicos han sido desarrollados para estimar con mejor precision la
concentracion de agentes quimicos en el suelo (Mortensen et al., 2006), las correlaciones y ajustes de regresion
obtenidos aqui permiten estimar con fidelidad la persistencia del aleloquimicos en el suelo, asi como los
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intervalos de tiempo seleccionados permitiran aislar e identificar las especies presentes durante el proceso de
biotransformacion (Homklin et a/., 2011; Murphy, 2010; Gardiner et al., 1999; Brown et a/., 1994).

RESULTADOS Y DISCUSION
Cinética de la biotransformacion de HBOA

El estudio de la cinética del proceso de biotransformacién de HBOA se efectud aplicando el modelo de degradacion
de orden uno respecto a la concentracién de HBOA, ajustando los valores de concentracion remanente de HBOA
en el suelo a unas ecuacién de decaimiento exponencial de orden uno, con lo cual, los pardmetros cinéticos, como
constante de velocidad y vida media, se estiman a partir de las curvas de Ln [HBOA] Vs tiempo de incubacion
(Figura 2). Los calculas arrojan un valor de constante de velocidad (K) de 0,184 + 0,003 dias-1 y tiempo de vida
media (t¥2) de 3,76 £+ 0,06 dias, para n=3. Comparativamente, HBOA presenta un tiempo de residencia
intermedio entre benzoxazin-2(3H)-one (BOA) y 6-metoxi-benzoxazolin-2(3H)-ona (MBOA) (Macias et al, 2004).
Asi, HBOA muestra un tiempo de disipacion mayor en suelo que las 2-benzoxazolinonas, mientras que presenta
mayor resistencia a la biotransformacion que su acido hidroxamico afin, es decir, la sustitucion del grupo hidroxilo
por un atomo de hidrégeno en el nitrégeno de la posicidn 4, se traduce en un aumento en el tiempo de residencia
en el suelo, donde se intuye que las caracteristicas del grupo funcional en esa posicion es un factor fundamental
en el proceso de biotransformacion del compuesto. Este hecho adquiere especial relevancia en los estudios de
desarrollos de modelos de herbicidas, pues las variaciones estructurales en esa posicion, puede ser un punto de
partida para los estudios de relacion estructura actividad bioldgica, asi como los estudios de estabilidad en los
diferentes medios de ensayos bioldgicos (suelo, solucion, agua, etc.).
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Fig. 2: Cinética de la degradacion de HBOA en suelo de cultivos de Triticum aestivum L.Varras de error representan la
desviacién estandar para n=3.

Analisis cualitativos de especies quimicas en la biotransformacion

El analisis de las soluciones de suelo inoculadas con HBOA, es complejo, indicando la presencia de una gran
variedad de productos y/o intermediarios en la ruta de biotransformacion (Figura 3). Asi, se propuso como
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objetivo un estudio analitico cualitativo mediante HPLC-DAD (Tiempo de retencién, condiciones de elucion,
espectro UV-Vis y adicién de estandar), para elucidar la identidad estructural de estos intermediarios y/o
compuestos finales de la biotransformacion, en los tiempos de incubacion aqui considerados.
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Fig.3: Perfil cromatografico de muestras de suelo inoculadas con HBOA a diferentes tiempos de incubacion.

Los estudios preliminares muestran que es posible la deteccidn, ademas del compuesto inoculado (HBOA), 2-aminofenol
(AF) y 2-amino-(3H)-fenoxazin-3-ona (APO), ademas de otras series de sefales que ameritaran un estudios particular para
poder confirmar su presencia en las muestras de suelo, y asi postularlos como otras especies en la ruta de
biotransformacion en suelo.

Estudio de la presencia del acido N-(2-hidroxifenil) malonamico (HPMA)

Como se puede observar en la Figura 4, a un tiempo de retencion de 9 min, aparece un maximo, que aumenta
progresivamente segun el tiempo de incubacién mostrado (0-6 dias). Segun los antecedentes existentes en
cuanto al comportamiento cromatografico de los productos de biotransformacion de HBOA, se encuentra que
para HPMA posee un comportamiento similar (Zikmundova et a/., 2002a), donde este maximo cromatografico, el
cual eluye con una diferencia en el tiempo de retencién aproximado de 1 min respecto al HBOA, se asocio al
acido N-(2-hidroxifenil)-malonamico (HPMA).

Con estos antecedentes, un estudio cromatografico cualitativo se llevo a cabo, para estimar la identidad de este
pico cromatografico, usando para ello la comparacién de las caracteristicas cromatograficas (Tiempo de
retencion) y espectroscopicas (espectros de ultravioleta) de estandares puro. En la Figura 5 se resume un
detalle del cromatograma (entre 5 y 15 min) de solucion de suelo inoculado con HBOA después de seis dias, y
su comparacion con las caracteristicas de la muestra de estandar. Con los criterios de tiempo de retencion y
maximos de absorcion y forma de los espectros, HPMA se asume como la identidad de este pico cromatografico
a un tiempo de retencién de 9 min, donde se ha propuesto que este compuesto proviene de una reaccion de
acilacion de 2-aminofenol presente en el medio.
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Fig. 4: Perfil cromatografico de la solucién de suelo,

indicando el acido 2-N-hidrofenilmalonamico (HPMA). Detalle: entre 8 y

14 min muestran comparacion entre HBOA en control y tratamiento y la elusién de HPMA.
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Fig. 5: Analisis cromatografico para la deteccion y la identificaciéon de HPMA en la biotransformacion de HBOA en suelo.
Comparacion del tiempo de retencion y espectro de absorcion respecto a un estandar puro de HPMA.
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Estudio cualitativo para N-(2-hidroxifenil)-acetamida (HPAA)

Los antecedentes sobre la biotransfomacién de HBOA por hongos, indican que ademas de la formacién de HPMA
a partir de 2-aminofenol mediante una reaccidn de acilacion, este también es propuesto para la formaciéon de N-
(2-hidroxifenil)-acetamida (HPAA), en este caso, mediante una reaccion de acetilacion. Asi, en el estudio
cualitativo en la identificacion de las diferentes especies en la biotransformacion de HBOA en suelo, se incluyo el
estudio de la presencia de HPAA. Asi el estudio cromatografico, registrado a 232 nm (maximo de absorcién de
HPAA), muestra la correspondencia entre el la sefial del patréon de HPAA y el pico cromatografico a un tiempo de
retencion de 6 min aproximadamente (Figura 6).

Los espectros de ultravioleta obtenidos, muy bien definidos para el estandar y la muestra de solucién de suelo,
muestra una evidencia para asociar este pico cromatografico a la acetamida HPAA. De esta manera, HPMA y
HPAA, especies detectadas en la biotransformacion de HBOA en su cultivo con hongos, son también registrados
en los proceso de biotransformacion en suelo.
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Fig. 6: @) Analisis cromatografico para la deteccidn y la identificacion de N-(2hidroxifenil)-acetamida (HPAA) en la
biotransformacion de HBOA en suelo a 6 dias de incubacion. b) Comparacion del espectro de absorcion.

Estudio cualitativo para 2-aminofenol (AF), 2-amino-7-hidroxi-3H-fenoxacin-3H-3-ONA (APQ) Y 2-acetamino-3H-
fenoxazin-3-ONA (AAPO)

La presencia de HPMA y HPAA en las muestras de solucién de suelo inoculadas con HBOA, hacen suponer la
presencia de 2-aminofenol (AF), pues estas especies han sido propuestas como productos de reacciones de
acilacion y acetilacion del AF (Zikmundova et a/, 2002a). De esta manera, se analizd la presencia de AF y APO,
donde ya se ha indicado la posible presencia de APO.

Sin embargo, asi como se estudio la presencia de HPMA, proveniente de la N-acetilacion del AF, se estudio la
presencia N-acetilado del APO (AAPO). En las Figuras 7 a 9, se muestran el estudio cromatografico cualitativo
para la identificacion de AF, APO y AAPO en muestras de solucidon de suelo respectivamente. Como se suponia,
tanto AF y APO son detectados en las muestras inoculadas con HBOA, sin embrago, se destaca la presencia del
derivado acetilado del APO.
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Fig. 8: A) Analisis cromatografico de 2-amino-3H-fenoxazin-3-ona (APO) en la biotransformacion de HBOA después de seis
dias de incubacion. B) Comparacion del espectro de absorcion respecto al estandar puro de APO.

Estudio para N-(2-hidroxi-5-Nitrpofenil)-acetamida [H(5)NPAA]

El analisis cromatografico de los diferentes muestras de solucion de suelo, muestras de solucion de suelo fueron
analizadas a diferentes longitudes de onda (datos no mostrados), encontrando picos cromatografico adicionales
cuando el andlisis es realizado a 293 nm, donde es posible detectar e identificar ademas HBOA, dos sefiales, una
de ellas ya analizada, atribuida a HPMA, y otra sefal, muy significativa en 15 min de tiempo de retencion.

De las caracteristicas de los estandares, son los dos derivados nitrados los que mas se correlacionan con en el
tiempo de retencion con este pico de compuesto desconocido asi como con su espectro de ultravioleta y visible.
Apelando a los antecedentes sobre la biotransformacion de HBOA, vy a las caracteristicas cromatograficas de las
diferentes especies de su biotransformacion (Zikmundova et al., 2002a), dos productos surgen como candidatos
para esta sefial a 15 min. Estos compuestos han sido citados como productos de la reacciéon de nitracién sobre
la N-(2-hidroxifenil)-acetamida (HPAA), siendo sus diferencias en la posicién en que se aloje este grupo nitro en
la reaccion, orientado por el grupo hidroxilo (Figura 10).
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mediante inoculacion de HBOA en sepas de hongos (Zikmudova et a/. 2002a,b).
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El andlisis cromatografico, en condiciones de separacion similares a las empleadas aqui (fase inversa, agua y
metanol como fase movil, y gradiente de elusidon), muestra un tiempo de retencion para estos completo de 14,5
min para el derivado 5-nitro; y 15,5 para el derivado 3-nitro (Zikmudova et a/., 2002a; Zikmudova et a/., 2002b).
Con estos antecedentes, se sintetizaron los dos derivados nitrados, y su comportamiento cromatografico y
espectros ultravioletas se contrastan con los obtenidos para la sefial a 15 min (Figura 11).

Como se observa, los dos isdmeros eluyen a tiempos de retencién similares, como resultado, éste no es
concluyente para el analisis cualitativo. Sin embrago, los espectros ultravioletas entre los dos isdmeros muestran
diferencias significativas, representando un buen criterio para los estudios cualitativos. Al comparar los espectros
de los dos isdbmeros con aquel generado por el pico a 15 min, la conclusién es la presencia sélo del isdmero
H(5)NPAA como productos de degradacion de HBOA.
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Fig. 11: Analisis cromatografico para la identificaciéon de H(5)NPAA en solucién de suelo después de 12 dias de incubacion
como producto de la biotransformacion de HBOA.

Esquema de la biotransformacion de HBOA en suelo

Con los resultados aqui mostrados, se plantea el esquema general de la biotransformacién mostrada en la
Figura 12. El primer paso propuesto, es la rapida apertura del hemiacetal, un equilibrio bien estudiado para los
acidos hidroxamicos (Atkinson et al, 1991), y se considera un rasgo fundamental para las reacciones de
degradacion espontanea de estos compuestos. A partir de este hemiacetal se genera la benzoxazolinona
correspondiente al acido, MBOA y BOA para el caso de DIMBOA y DIBOA respectivamente. Para HBOA, esta
apertura del hemiacetal, en lugar de originar la benzoxazolinona, se propone es la formacion directa de AF.
Este AF se considera una especie intermedia en la ruta de biotransformacién, a partir del cual tres especies
pueden formarse: APO, HPAA y HPMA, siendo este Ultimo un producto final de la biotransformacion. En la ruta
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de biotransformacién se ha colocado primero una reaccion de acetilacién sobre el AF y luego la reaccién de
nitracion. La orientacion del grupo nitro es orto y para respecto al grupo hidrdxido, y no respecto al grupo amino,
lo cual pudiera indicar que la reaccion de N-acetilacion ocurre primero que la reaccién de nitracion. Como se
puede concluir de este esquema, tres productos surgen como productos finales del proceso de
biotransformacién bajo las condiciones aqui empleadas: AAPO, HPMA y uno de los isémeros nitrados,
[H(5)NPAA], con lo cual, la concentracion de estas especies en el medio deben de aumentar en el tiempo. La
reaccion de oxidacion de AF para general APO, ha sido bien documentada, la cual es una reaccion espontanea,
que no requiere la asistencia de microorganismo para alcanzar esta transformacion.
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Fig.12: Esquema propuesto para la biotransformacion de 2-hidroxi-1,4-benzoxazin-3(2H)-ona (HBOA) en suelo.
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Sin embargo, es la reaccion de acetilacion de APO la que resulta interesante. Los estudios anteriormente
reportados para la biotransformaciéon en suelo de 2,4-dihidroxi-7-metoxi-(2-H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona
(DIMBOA) y 4-metoxi-(2-H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (DIBOA) (Macias et al, 2004), no se detectaron
derivados acetilados de APO y/o AMPO. La dosis aqui usada (1000 mg.Kg -1 de suelo) es la misma aplicada en
esos estudios, con lo cual la actividad de acetilacién puede ser una caracteristica del tipo de suelo, diferente
entre esos estudios y el usado en la biotransformacion de HBOA. Ademas de esta reaccion de acetilacion sobre
APO, esta también tiene lugar sobre el AF para originar HPAA; estando también presente una reaccion de
acilacion para generar HPMA. Sin embargo, otra posibilidad para la ausencia de la reaccién de acetilacion en los
estudios de biotransformacion para la serie de DIMBOA y DIBOA, resulta de la propia actividad de los
compuestos inoculados. En estos estudios, las moléculas inoculadas pueden mostrar una mayor actividad
antibidtica sobre los microorganismos del suelo, con lo cual, al momentos de su inoculacién, la actividad
microbiana (nivel poblacional y tipo de microorganismos) puede verse disminuida, afectdndose de esta manera
los procesos de biotransformacion. En el caso de HBOA, una molécula que ha mostrado una menor actividad
bioldgica, el impacto negativo inicial es menor, y asi la extension del proceso de biotransformacién es mas
amplia, registrandose un mayor nimero de especies biotransformadas.

Estas reacciones enzimaticas, pertenecientes al grupo de enzimas transferasas, es un mecanismo de inactivacién
de antibidticos muy comuln entre las bacterias para lograr resistencias frente a agentes xenobidticos, cuyo
principio es eliminar, mediante modificacion covalente, grupos hidroxidos o aminos, y atenuar su capacidad de
enlace sobre los sitios especificos, y como consecuencia, una inactivacion del modo de accion de los
xenobidticos. De estas reacciones enzimaticas resultan compuestos bioldgicamente estables, y por lo tanto, son
esencialmente procesos irreversibles, es por esto que en el esquema de biotransformacion se indica esta
reaccion en un solo sentido para las reacciones de acilacion y nitracion. Sin embargo, para la reaccion de
acetilacion para generar HPAA, se ha indicado una situacién de equilibrio, acetilacién como reaccién directa y
hidrdlisis como reaccién inversa, debido a que los experimentos de degradacién inoculando directamente el
intermediario HPAA, se ha detectado la presencia de AF, HPMA, APO y AAPO, evidenciando el proceso de
hidrdlisis que sufre HPAA para generar AF (datos no mostrados). Estas enzimas transferasas son muy frecuentes
en suelo, y por tanto no es sorprendente encontrar este tipo de reacciones en los compuestos inoculados en
suelo, sin embargo para este tipo de moléculas, las cuales evolucionan con AF como especie intermedia, los
resultados aqui mostrados son novedosos, pues no existen antecedentes sobre la deteccion de derivados de
reacciones de acilacion y nitracion para la biotransformacion de estas moléculas en el suelo.

Distribucion de especies quimicas durante la biotransformacion de HBOA

En la Figura 13, se muestran el comportamiento de las sefiales registradas para las especies detectadas durante
el proceso de biotransformacion de HBOA, a partir de las cuales varias conclusiones pueden ser desarrolladas
referentes al mecanismo o esquema de biotransformacion propuesto. De las seis especies estudiadas, AF y
HPAA son las que muestran un comportamiento mas irregular, debido quizds a su caracter de intermedio de
biotransformacion, lo que hace gue sus concentraciones muestren fluctuaciones en el tiempo, pues son especies
a partir de las cuales se generan hasta dos productos de manera directa.

Por ejemplo, a partir de AF se genera HPAA y HPMA, y en un segundo proceso, HPAA genera H(5)NPAA, siendo
la concentracion de AF dependiente de un amanera directa de dos reacciones (acetilacion y acilacion), y de
manera indirecta, de una reaccion de nitracion. Es dificil explicar el comportamiento encontrado para las
especies intermedias, donde solo se destaca la existencia de un maximo a tres dias de incubacion para AF y
HPAA, debido quizas a la respuesta inicial de los microorganismos del suelo a la presencia del tdxico. Para APO y
AAPQ, la situacion es sensiblemente diferente, donde se encuentra un aumento en la sefial registrada para APO
a partir de tres dias de incubacién, no detectandose el compuesto a tiempos inferiores de incubacion,
alcanzandose un maximo a seis dias de incubacidén, para luego disminuir gradualmente. Para el caso de AAPQ, el
maximo se encuentra desplazado en el tiempo respecto al APO, estando a un tiempo de 12 dias, lo que puede
ser indicativo de la secuencia de reaccion para generar AAPO a partir de APO. Al final del tiempo de estudio, se
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encuentra que la sefial para APO disminuye gradualmente, mientras que AAPO permanece relativamente
constante después de alcanzado ese maximo.
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Fig. 13: Variacion en la concentracion de las diferentes especies detectadas durante la biotransformacién de HBOA en suelo,
a diferentes tiempos de incubacion.

En principio la situacion deberia ser un aumento gradual en la sefial de AAPO si la sefial de APO disminuye, sin
embargo, lo observado es una concentracion relativamente constante. Una explicacion para este hecho, es la
conversion de APO a otras especies no detectadas, con lo cual la transformacion de APO a AAPO no es
cuantitativa, de manera que la relacion de concentracion entre ellos deja de ser directa. Algunos estudios de la
biotransformacion de BOA en suelo, ha mostrado que existe la posibilidad de formacién de otras especies
relacionadas a APO, donde especies altamente hidroxiladas son propuestas como especies posibles de ser
formadas (Fomsgaard et a/., 2004).

Por otra parte, dos especies aumenta gradualmente su senal durante el tiempo de incubacion, HPMA y
H(5)NPAA, los cuales son productos finales en el esquema de biotransformacién propuestos. En la Tabla 2 se
resumen los resultados del analisis cualitativo para la inoculacion de las diferentes especies detectadas durante
la biotransformacién de HBOA. Como se resume, las especies que han sido propuestas como finales en la ruta
de biotransformacion, tales como HPMA y AAPO, no muestran biotransformacion en las condiciones estudiadas,
donde los niveles de concentracion se mantienen préximos a las inoculadas. Por otra parte, la inoculacion de
suelo con AF, resulta en la deteccion de todas las especies detectadas en la biotransformacion de HBOA,
demostrando la clasificacion de intermedio inicial en el esquema de biotransformacion.
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Como productos finales, se encuentra que esta especies son las que estaran en mayor concentracion al final del
periodo de incubacion, por tanto, han de ser las a tener en cuenta al momento de estudiar el destino final de las
lactamas de los acidos hidroxamicos una vez que sean transferidos al suelo, y de cuya actividad bioldgica
dependera el impacto y contribucidon de estos aleloquimicos sobre la ecologia de la planta. Como se desprende
de la Tabla 2, es necesario realizar un estudio mas detallado de los tiempos de disipacion de las diferentes
especies intermedias detectadas, asi como la caracterizacion de otros posibles especies, a fin de estimar las
concentraciones de la especies a diferentes tiempos de incubacion, con el objetivo de ponderar los efectos
bioldgicos con las especies mayoritarias, segun la duracion de los ensayos estudiados.

Tabla 2: Analisis cualitativo de las especies quimicas detectadas en la biotransformacion de HBOA en suelo.

Detectado
Inoculado AF HPAA HPMA APO AAPO H(5)NPAA

HBOA + —+ + + + +
HPAA + + + + + +
HPMA - - + - - -
AF + —+ + + + +
APO - - - + + -
AAPO - - - - + -

+: Detectado, -: No detectado. Dosis: 250 mg Kg.™ de suelo. Tiempo de incubacion seis dias.

CONCLUSIONES

Los resultados mostrados en este trabajo indican que la lactamas de acidos hidroxamicos, HBOA, experimenta una
biotransformacion en suelo, que origina una amplia variedad de especies quimicas, cuyas concentraciones flucttian
en el tiempo, debido a su caracter de producto final y/o intermedios de biotransformacién. El tiempo de vida media
muestra que este aleloquimico en el suelo, luego de su liberacion, puede ejercer un efecto bioldgico, sin embargo,
debido a la variedad de especies quimicas detectadas, es probable que la accion bidtica medida para este
compuesto, sea una consecuencia de la accién de otras especies. Esto hace dificil el estudio de los efectos
alelopéticos asociados a un aleloquimico, siendo la proposicion de una accidon de mezclas de compuestos la que
pueda explicar las actividades registradas.

Estos productos estaran presente tanto en suelo, como en las diferentes soluciones acuosas donde se llevan a cabo
la mayoria de las pruebas bioldgicas, de tal manera que los resultados de estos ensayos deben de ser
cuidadosamente re analizados, en busca de evaluar la participacion de estos productos de biotransformacion en las
actividades estudiadas. El estudio del destino y la toxicidad de los productos directamente liberados por las plantas,
incluyendo sus materiales de degradacion, proporcionara informacion altamente valiosa y Util en la investigacion
dentro del campo de la alelopatia. Tomando en cuenta estos fendmenos de degradacion, el desarrollo de los
aleloquimicos de las plantas como modelos naturales de herbicida podia ser mucho mas eficiente. El hecho de que
en la mayoria de los casos, los aleloquimicos son liberados al medio a través de diferentes medios, siendo la
exudacion por raiz el mecanismo mas activo y dinamico, implica una interaccién ineludible del aleloquimico con el
suelo, interaccionando con su bidtica natural, y como consecuencia, sufrir modificaciones tanto estructurales como
de su concentracién. Todas estas interacciones pueden determinar la estructura y niveles de acumulaciéon de los
aleloguimicos liberados, asi su potencial fitotdxico pudiera depender de la difusién del compuesto a través de la
solucion de suelo, destino final y persistencia en el suelo.

Los resultados aqui mostrados constituyen un modelo regulado bajo condiciones de laboratorio, en el cual los
fendmenos asociados a las condiciones de cultivo, tales como lluvia, volatilizacion, adsorcién por otras plantas
presentes, fotolisis o lixiviado a mayores profundices del suelo no estan presentes. Sin embargo, este trabajo es una
buena aproximacién al hecho de que los aleloquimicos clasicamente asociados a una gran diversidad de actividades
bioldgicas pueden ser transformados por diferentes procesos e interacciones una vez que estos son liberados.
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NOMENCLATURA

AAPO : 2-acetamino-3H-fenoxazin-3-ona

AF :  2-aminofenol

APO :  2-amino-7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona

BOA :  2-benzoxazolinone

CcC :  Cromatografia en columna

DIBOA . 2,4-dihydroxy-(2H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-one
DIMBOA : 2,4-dihydroxy-7-methoxy-(2H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-one
HBOA : 2-hidroxi-(2H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona
HPAA :  N-(2-hidroxifenil)-acetamida

HPMA :  2-hidroxi-N-(2-hidroxifenil)-acetamida

H(3)NPAA : N-(2-hidroxi-3-nitrofenil)-acetamida
H(5)NPAA : N-(2-hidroxi-5-nitrofenil)-acetamida

HPLC :  Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
MBOA :  6-methoxy-2-benzoxazolinone

RMN . Resonancia Magnética Nuclear

TLC : Cromastografia en Capa Fina
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