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Resumen:

El acido ent-kaurenoico (KA) es un diterpeno que ha mostrado interesantes propiedades
hipoglucemiantes. Este trabajo presenta los resultados del uso de enzimas provenientes de
semillas de dicotiledéneas de facil acceso como Phaseolus vulgaris, Cucurbita maxima y Vicia
faba, con el objetivo de obtener precursores que puedan ser metabolizados por la cepa INVScl-
PYESDEST52D+MtKO de Saccharomyces cerevisiae, una cepa modificada por ingenieria
genética, la cual se utilizd posteriormente para generar activamente KA. Se presentan los
resultados cualitativos y cuantitativos de la transformacion de mevalonolactona comercial en
geranilgeraniol, ent-kaureno e isokaureno, purificando por cromatografia en placa delgada (TLC)
y una identificacion sofisticada por cromatografia de gases usando detector de ionizacion por
flama (GC-FID) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). De
igual manera se determind la produccion de acido ent-kaurenoico (KA) biotransformado por la
cepa de levadura INVSC1-PYESDEST52D+MtKO a partir del ent-kaureno generado por estos
sistemas. Los resultados logrados indican que Cucurbita maxima es una alternativa efectiva para
obtener precursores de este compuesto hipoglucemiante, teniendo una eficiencia mayor al 60% en
la produccién de ent- kaureno. Por su parte, la cepa INVSC1-PYESDEST52D+MtKO fue capaz
de metabolizar hasta un 91.3% del ent-kaureno generado por los sistemas anteriormente
mencionados. Se concluye que el sistema biodirigido para la sintesis de KA (compuesto
hipoglucemiante) es muy eficiente y es posible generar activamente el producto hipoglucemiante

para fines terapéuticos futuros contra diabetes mellitus tipo 2 a partir de esta plataforma.

Palabras clave: endospermo, ent-kaureno, sintesis, acido ent-kaurenoico, Saccharomyces

cerevisiae.
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Abstract:

Ent-kaurenoic acid (KA) is a diterpene that has shown interesting hypoglycemic properties. This
dissertation presents the results of enzymatic assays by using total protein from the
dicotyledonous seeds of Phaseolus vulgaris, Cucurbita maxima and Vicia faba with the objective
to obtain diterpenic precursors that can be metabolized by INVSC1-PYESDEST52D+MtKO a
genetically engineered strain of Saccharomyces cerevisiae able to actively produce KA. Here we
present qualitative results for the transformation of commercial mevalonolactone into
geranylgeraniol, ent-kaurene and isokaurene, which was followed by thin layer chromatography
(TLC), gas chromatography-flame ionization detector (GC-FID) and mass spectrometry (GC-
MS). According to our results, Cucurbita maxima was the most effective alternative for obtaining
these diterpenic compounds, specially for the biosynthesis of ent-kaurene (> 60%).
Simultaneously the INVSC1-PYESDEST52D+MtKO yeast strain was efficiently able to
biotransform ent-kaurene into KA (>91%). It is concluded that the bio-engineered synthesis of
KA (hypoglycemic diterpene) is very efficient and justifies its use as a promising tool for scale

their production in order to be further used in the treatment of type 2 diabetes mellitus.

Keywords: endosperm, ent-kaurene synthesis, ent-kaurenoic acid, Saccharomyces cerevisiae.
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