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U BloJnndonn..,kan dr la ri-ina y <k la -crdkonfertifloripa con -- filament_,.. 

México ocupa un lugar privilegiado en el panorama mundial de la diversidad 

biológica,, con una superficie de apenas 1.5 º/o del área total de la masa continental. ya que 

en su territorio se encuentran casi todos los biornas que existen en el planeta.. y en él viven 

cerca del 1 O % de las especies de plantas y animales terrestres que se conocen actualmente. 

Su ubicación geográfica en un área de intersección de la región boreal y la región 

tropical. sus extensos litorales y su accidentada topografia. han dado Jugar a una gran 

diversidad de climas. suelos y comunidades vegetales. que conforman un mosaico de 

bosques de conifcr-as. bosques de encinos. bosques de niebla. selvas altas siempre verdes. 

matorrales. manglares. dunas costeras. y una gran cantidad de asociaciones de gran interés 

biológico. 

Desde su aparición en estas tierras mexicanas._ nuestros antepasados se valieron de 

estas riquez.a.s biológicas que le provió la naturaleza para satisf'accr sus necesidades más 

básicas. Partiendo del conocimiento empírico adquirido acerca de la utilidad que 

representaba su entorno. detalló una serie de conocimientos que le pennitieron caracterizar 

y diferenciar entre lo que le era benéfico y aquello que no. 

El desarrollo de este conocinúento trajo consigo una serie de adelantos notables en 

alimentación, fibras. ro~ energía y salud. Sin embargo. el conocimiento sobre el uso de las 

plantas medicinales se babia quedado estancado debido a la poca divulgación del mismo. 

Actualmente en materia de salud. se tiene el interés por retomar aquellos 

conocimientos heredados por nuestros antepasados. sobre el empleo de plantas medicinales. 

gracias a que se ha comprobado su impon.ante utilidad. y debido a que muchas plantas 

empleadas para el tratamiento de diversas patologías de aquellos tiempos. han demostrado 

ser efectivas contra algunas cnf'ennedades actuales. 



U Bóocrandonnmclon de I• ridrntlae y de I• -rtjknnfrrtmnrinm ~ _...,. fil•-nt......_ 2 

Divc.-sas investigaciones han comprobado que dentro de la inmensa diversidad de 

plantas conocida por c1 hombre. es la familia Composilae. una de las familias más vastas en 

cuanto a especies utilizadas en la medicina tradicional y cuya c:a.ractcristica distintiva entre 

estas._ es la presencia de lactonas sesquiterpénicas. como parte integral de su composición. 

Las lactonas sesquiterpénicas. han sido objeto de numerosos estudios biológicos; 

donde han destacado por su actividad antimicrobiana. antitumoral. antiparasitaria y 

antifüngica entre otras. debido a la presencia del grupo carbonilo a..P-insaturado. 

Recientemente ha despertado un gran interés el emplear enzimas y microorganismos 

en la obtención y síntesis de productos químicos importantes. con valor económico. 

agroindustrial. y farmacológico. entre otros; ya que su estereoespecificidad. los hace una 

hernunicnta muy útil para el químico orgánico. en la búsqueda de nuevas moléculas con 

actividad biológica --muchas sustancias tras su modificación estructural pueden modificar 

su actividad biológica--. Sin embargo. existe una descripción limitada acerca del 

comportamiento de los sistemas enzimáticos de un detenninado microorganismo sobre la 

estructura de estos sustratos. 

EJ presente estudio va encaminado a la purificación de la ridentina -lactona 

sesquiterpénica con esqueleto de germacrano-- y de la desacetilconfertifloñna -lactona 

sesquiterpénica con esqueleto de pscudoguayano- así como de sus metabolitos de 

bioconversión con un cultivo de células de zanahoria, 1ipasas inmovilizada.sa y los 

procedentes de la acción microbiana de los hongos filamentosos .A n1"ger. A. ochraceus y la 

levadura B. bassia.110. con la finalidad de obtener compuestos químicamente novedosos que 

puedan ser factibles de ser evaluados biológicamente. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



,., TESIS CON 
rALLA DE ORIGEN 



l. Familia Compo.'ritae. 

1.1. Generalidades. 

De las aproximadas 250 CX>O tipos de plantas que existen en eJ mundo. sólo una 

pcquei\a parte ha sido examinad~ por Jo que las especies restantes son una fuente 

inimaginable de compuestos desconocidos con una probable actividad fannacológica; 

asimismo esas sustancias pueden ser objeto de modificaciones químicas que aumenten su 

efectividad biológica [ 1]. 

La familia Compositae constituye la mayor familia de plantas fanerógamas y abarca 

unos 1000 géneros y alrededor de 20 000 especies [2]. Las compuestas se dividen en dos 

subfamilias y trece tribus distribuidas como muestra la tabla l. 

Tabla 1 División taxonómica de la familia C<NftPOSitoe. 
TRIBUS Y SUBFAMILIAS QUE CONSTITUYEN LA FAMILIA • ..........-ae 

SUBFAMILIA 1 TRIBU 1 OISTRJBlJC.-'\N 
l. Tmutitlorae V- América lropk:al 

Eupatrxie- Am6rica 
A-.0- Am6rica eJdtmln>piclll ,,,.,,,,_ Cosmopolita - América - México y roogiOrl ..-idlonal 

~- Reglón medll- y Sud.tfrica 
~ Cosmopolita 
~uta- Sudáfrica 
Arctotideae Sudé frica 
c-ae Región central (Ec:uadof) 
Mutisieae Sudamérica 

11.LJnulitlorae C/chorleae Hemisferio norte 

1.2. Constituyentes químicos de .. ramilia Ca~ 

La investigación química realizada en afias recientes ha incrementado el interés 

sobre el estudio de diversas plantas. pertenecientes a la familia CowtpDSitae. de las cuales se 

han aislado sustancias tan numerosas como el número de especies pencnecientes a el~ 

entre las sustancias que se han aislado en esta familia se encuentran los 
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aceites escenciales -mezclas complejas constituidas de terpenos2
• monoterpenos y 

sesquitcrpenos- y menos frecuentemente compuestos arénicos derivados del Cenilpropano. 

algunos ejemplos se muestran en el esquema t . 

Estas sustancias proporcionan a los vegetales un olor característico que constituye 

el elemento de comunicación química para la polinización y como medio de defensa entre 

otras runcioncs (3). 

Monoterpenos Sesquiterpenos 

o # 
1. (+)·linalool 2. limoneno 3. a.iJineno 

Esquema 1. Componentes de algunos aceites escenciales encontrados en la fiunilia 
Compositae. 

También se han encontrado lactonas sesquiterpénicas --derivadas del trans. trans­

pirofosfato de fiunesilo - en diversas tribus como brevemente se muestra en la tabla u e 4 ]. 

Además de las sustancias mencionadas se han aislado en menor proporción las 

siguientes: [ 4,S) 

Saponinas 

Carotenoides: a, I!. y y-caroteno. licopeno 

Polienos y fitomelanos 

Alcaloides: en la tribu Anthemideae betaina. trigonelina y betonicina 

Flavonoidcs: Acaceti"' Eupatina.. Jaceosidina. Santina.. Luteonina 

Acetilenos, Capileno, C.pilarina. derivados del tiofeno 

'Terpeno: estruauno ~.,.....-por la unión de dos o más uruci.dcs de Uoprc:no (2-mclilbuladicll<>). los 
a....-crpcnoo - for...-.0 pordoo unidades y los mcm¡uiterpcnoo _. tta. 
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Diterpenos. tritcrpenos: Dan.atigenol. taraxasterol. gemanicol 

Cumarinas: Artclina. Artanina. Dafnctina. Ascortina 

5 

Tabla 11. Lactonas sesquitcrpénicas encontradas en aJgunas tribus de la familia Compositae. 
SUBFAMILIA I TRIBU ESPECIE I LACT~ SESQUITERPENICA ESTRUCTLMA 
TubUlitforae He/lantheae l. microosphala nutt tvalna 5 

P. hysterophorus Partenina 6 
A mantJma An"lbraMna 7 

Helonmae H. Aulumnale Helenalina 6 
H bigelovri gray Bigelov1na 9 

Helenium mex:icanum Mexicanína A 10 
Ant~c:Jeae Achillea Matncarina 11 

Artemisia Estaf\mtina 12 
Crysanthernum Cnsartemina A 13 

Ast11!1F'11819 A annua Arterntsinina 1.C 
· u.Jitforae Cichorieao Taraxscum ol'ffcinll!le 15 

~-~~ ~ 
o 

5.tvaina. 6.A=OHPar1enina. (P.~) A.R=HHelenalina(H~) 
(l ~NurtJ 7. R=H AmbroSina ( A.m.inlli>w) 9. R=C~ B;gclovW>a ( Hblg«wtithy) 

~~ 
o 

~«; 
10.~A(~) 11. R~O-CO-CH, Matlicarina 

( ...,_4) 

o 
12. Estafiatina 
(-) 

~"·'~ >--A __ 0-(0-(Hz-@---oo 

HO-rv= 

1 3. Crisartemina A 1 4. Ar1emisinina 
(~) (A.4nnt14/ 

o 
1 s. laclucopó1uW\a 
cr--

Esquema 2. Estructuras de lactonas sesquiteq>énicas encontradas en algunas tribus de la 
familia Compositae. 
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2. Artemi.~ia ludo1ü:iana ssp ww:xic1111a. 

2.1. Descripción botánica. 

En la República Mexicana existen 16 especies pertenecientes al género Arlcmisia'. 

las cuales se encuentran distribuidas principalmente en la región none del país como se 

indica en Ja tabla 111 [6]. Artcmi.'fiia /udovicia11a ssp mcxica11a. conocida comúnmente como 

·•e.'fi/afiate "" es una planta nativa del país y se encuentra distribuida en las regiones 

templadas, principalmente en el Valle de México a una altitud de 2350 a 2900 m snm. 

Taba 111. Esocc1es de A rtemísia que se desarrollan en M". cxtco. 
ESPECIES DE -- EXISTENTES EN MEXICO 

~~des 1 Reaión 

Artemisia absJnlhium L Michoacén 
Artemisia albula Wooten Coahuffa 
Artemisia ckacuncuk:Jides Pursh Chihuahua. Baja C&lifomia 

Altr>tnlsia - Torr Chihuehua 

Artemisia IHgiicla - Nuevo León 
Artemisia lhon-S Gtuene Chihuahua. SOnora _g¡_,,,_,. Chihuahua 
Artemisia ,_.,,,,,,ySa Nult e.¡a C&llfomla 
ArtemislaldotzsollianaBess Hidalgo 
__ ,.,.,, __ 

e.ja cauromia ----- DIMrttoF-
Artemisia me- wr. ___,. Hidalgo 
Artemisia palm«i A. Gray a...,ca11tom1a --Gnty Chlll ........ --·- 8'lja Cllllfoml.9 Norte --- Grev -.. callfoml• -rte 

2.2. Constituyentes químicos •isbd- del género A~ sa. 

Al final de la década de los años 80 y con el aislamiento de la iutemisinina 

(Artemisia mutua}. la cual demostró tener una gran actividad antimalárica (8), surgió un 

gran interés por el estudio quimico y f"annacológico de especies vegetales del género 

Artemisia con el propósito de poder determinar su potencialidad como una posible fuente 

3 Artemisia l"dovic/ana es una planta arumilica ele basca 1 m de altuta. ODll ramas blanquecinas y lmjas 
divididas en tres coa f10RS amarilla,. me emcia a la familia CO#llposi~ (,.f.rterucror). 
• Tambio!n es oonocida como---. -Jljclljo del pafs- o -lzlaubyMI- (7). 



de agentes antimaláricos. En la tabla IV. se describen los constituyentes químicos más 

frecuentemente aislados del género Artemi ... ·ia. donde destacan Jos flavonoides y las Jactonas 

sesquitetpénicas (9]. 

Tabla IV. Principales Constituyentes químicos aislados del género Artemisia ss. 
METABOLITOS AISLADOS DEL GENERO -a 
Acetilenos Éteres enol espirocet:•les 

{ 

Trlenos conjugados 

Cumarinas 

Flavonoides 

Monoterpenos 

5eSqutterpenos 

Derivados del tiofeno 
AromMicos 

{ 

Flavonas 
Flavonoles 
Glicósidos de los anteriores 

{~~~ 
{ 

Lac:tonas Guayanólidas 
Otros--os 

No laclonas Hldr~ ack:ltcos y 
cldloos 

Triterpenos 
Ugananos tipo ses.amina 
atros~..-os 

~ 
16. Capileno 
(A.~) 

ACETILENOS 

~OzCH3 
17. Compuesto A-39 
(A.~) 

18. Artemisia cetona 
( A austriacd ) 

Equerna 3. Constituyentes químicos aislados del ~Artemisia ss. 
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19.HemWina 
(A. .Jnom.JJ.a ) 

CUMARJNAS 

zo. L.acinarfina 
(Afdn.K-) 

FLAVONOIDES 

~.4?-
~ 21, Artamna 

(Afand-) 

"º~O :º~o .. ,co~~-'. 
H H,Co~H,- ~ 

H H O OH O 

22. KaompfefOI 
(AabslntNuml.) 

25. (A...,,,,,,..) 

23, Compuesto F-143 
(A p.1AJstrtS ) 

MONOTERPENOS 

LACTONAS SESQlnERPENICAS 

~~ .... 
27. Artemorina O 28. Taurina O 
(A. ludoWdand ) (A. drancunaius .ssp ) 

24. Memetina 
(AMU>Ud) 

26. (A. ausren· ) 

º~ ....... 
l_~-\~ 

29. Diacetilmatricarina 
(A. austrÍdGJ ) 

Equema 3. (continuación). Constituyentes químicos aislados del género Artemisia ss. 



30. (A. dfba ) 

32. Simiarenol 
(A. anoma/3) 

TERPENOS 

34. (A. aurpestri5 ) 

SESQUITERPENOS NO IXTONAS 

31. llavanona 
(A. douglasiilna 

UGNNIOS TIPO SESAMINA 

OTROS COMPUESTOS 
C<XlH 

35. (A. arpllaris ) 

Equc:sna 3. (continuación). Constituyentes químicos aislados dd género Artemisia ss. 

De acuerdo a los antecedentes mostrados por las plantas de la familia CompositDe y 

el género Artemisia en particular se encontró que esta planta nativa de México cuyo uso es 

compartido y coincidente en todas las regiones donde se localiza. .., empica principalmente 

para padecimieotos digestivos y adem6s ..., le han atribuido con el tiempo una serie de 

propiedades curativas; muchas de las cuales no han llido comprobadas. pero que su U90 .., 

-! 
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remonta desde los Aztecas hasta nuestros días para diversas dolencias y enfennedades como 

se muestra en la tabla V [ 1 O]. 

Tabla V. Usos de Artemisia ludoviciana ssp. mexica11a en México. 
USOS DE Artemisia ludovrci•na sso mexicana. 

DOLENCIA O ENFERMEDAD USO 

Fiebre acuática 
Fiebre y exceso de flemas 
Demencia 
EpilepsJa 
Males debido a opresión del corazón 
Gota, parali&i• y entumecimiento 
Re-caldas 
Escupimlento de sangre 
Oiurebco 
Hinchazones y ampollas 
Dolores por trio 
Tos y nariz seca 
Empacho y cólico 
Edema 
Obt:otrucción del rifton 
Vómrto 
Patasitosis 
Purgativo 
Provoceción de la menatn.a.ci6n 
Reumatismo 
Expul5'6n de nem95 
Susto 
01.-re• 
Pat61iais mAa reumatismo 
Sordera 
Disenteria 
Obstrucción del hlgado 
Tr.tamiento de heridas 
Dolor intestinal 
Rabia 
Escorbuto 
Inflamación de genitales 
Obstrucción del bazo 
Dolores del pecho 
Modificedor de I• .. naibilid•d 
Aoeritivo 

Azteca no Aztecas• Colonial Modemo 

•Estos W10S no uc:ncn un ongcn defimdD prcsumablcmcntc provc:ngmi de la medicina gaJCnica 

2.4. Metabolitos ai9lad09 de Arll!IRisia IMdovicüuta •sp Wfl!XicOIUI. TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Conocidas las propiedades curativas o terapéuticas de Artemisia ludoviciana ssp 

me.rica11a y en la busqueda de los constituyentes químicos de esta planta de la familia 



Compositac. se han aislado principalmente lactonas sesquitcrpénicas con esqueleto de 

eudesmano y guayano. acetilenos y monoterpenos. además de los metabolitos enlistados en 

la tabla VI. cabe destacar. que ésta es sólo una pane de los muchos metabolitos 

encontrados. pues existen otros tantos a los que no se les ha asignado un nombre químico 

en panicular. 

Tabla VI. Metabolitos aislados de Artcmi.~ia luclo1dciana ssp mexicana. 
METABOLITOS AISLADOS DE 

Artemisia ludovlciana sso. mexicana 
SUSTANCIA ESTRUCTURA REF. 

1.ACTONAS Eslafiatina 36 11-13 
Ludoviciana A 37 9,12 
Ludovtciana C 38 16 
Armexina 39 11,12 
Ridentina B 40 14,15 
Rupioolina A 41 14 
Rupicolina B 42 14 
RupinaA 43 14 
1 cx.3a~ihidroarbUsculina 44 9, 11 
SantaRU1rtna 45 11,11 
Crtsartemina B 411 11, 11 
Annefolina 47 11, 11 
Rldentlna 411 11, 11 
3a.-hidroxireynosina 411 11, 11 
Oougl•nlna 50 11, 1 
Ludovlcina e 51 15, 18 
Attemorina 52 11 
Diacetilmatricarina 53 12 
Achlnlna 54 12,13 
Arglanina 55 11 
Crtsartemina A 56 13 

MONOTERPENOS 
Alcanfor 57 12 
Bomeol 5a 12 
Felandreno 511 12 
o.-pineno 60 12, 15 

Fl.AVONOIOES 
Naringenina 81 14 
Eupatlllna 82 11, 11 
Jaceosidlna 63 11, 11 

ESTEROLES 
IJ-sltOSlerol 84 11 
s=-aMvnasterol 65 11 



~ o 
36. Estafiatina 

~ o 

39. Annexfna 

~ o 

42. Rupicolina B 

Al 
l1'Q o 

45. Santamarina 

48. Ride'ntina 

~ o 
37.1..udovicina A 

;~ 
HO-. ' A~ 

o 

40. Ridentina B 

43.RupinaA 

46. Crisartemina B 

49.3o.~ 

38. Ludovicina e 

~ ••• .01 yt-Q-H 
o 

4 1. Rupicolina A 

/.~ 
Ho JAi:_z 

o 

m o 

47. Annelolina 

~ 
~ o 

Esquema 4. Metabolitos aislados de .A.rtemi~a /udoviclana ssp mexicana. 

12 

l ;z:; l 
s:s:I 
e:> 

~p:! 
c..::> e::> 
~~ 
~~ 

' J:. ' 
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,.~ .I~ , 
OH OAc ~ 

o ~ o 

S 1. Ludoviciana B 

54. Achillina 

57. Alcanfor 

o 
52. Artemorina 53. Oiacetilmatricar1na 

"~ o 

55. Arglanlna 

58. Bomeol 59. Fetand<enO 

~ 
Hr'-~ 

o 
56. Crisartemina A 

60.a~ 

""r:;x:;r--o'" 
HO O 

61. Namgenma 

""o'Y--.--c5---
CH~ 

OH O 

6Z. Eupalllina {R=CH,) 
63. Jaceos;dina(R=H) 

HO 

64. !Hilosterol 
65. 6 z:?-"3 Estigmasterol 

Esquema 4. (continuación). Metabolitos aislados de Artemisia ludoviciana ssp mexicana. 
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3. A rnbrosia conferliflora.. 

3.1. Descripción botánica. 

El género Amhrosia (Compositae). se localiza principalmente en Norte América -

Costa de San Diego. Riversidc. Baja Califbmia.. y México-- y es conocido por su 

contribución de polen alérgeno a la atmósfera; crece en forma de hierbas anuales, bienales o 

perennes. con tallos erectos y ramificados en la mitad supeñor. Sus hojas son. pecioladas y 

divididas. con flores amarillas y anteras apiculadas de base redondeada. 

El periodo de floración abarca los meses de agosto y septiembre. Los granos de 

polen de Ambro.-.ia son achatados csféroidalcs. y miden alrededor de 20 micrometros de 

diámetro [17]. 

3.2. Constituyentes químicos aislados del género .Ambrosio ss. 

Durante varios años este género ha sido tema de estudio de varios grupos de 

investigación. resaltando los estudios de Mabry y Trimmennann; quienes aislarón diversas 

sustancias de este género de plantas. como brevemente se muestra en la tabla VII [18]. 

Tabla VII. Metabolitos aislados del género Ambrosio ss. 

METABOLITOS AISLADOS DE 
Arnl:Jilos/a SS. 

Conslituv-..es aufmicos 
A artemlsilfolia ácido ambrósico 

B-acetoxJ...3-oxo-pseudoguaian-6, 12-ólido 
4-hk:froxi-3-oxo-pseudoguaiarMJ, 12-ólido 
psilostaquina B 

A. camphorata 
A.confet11/fOro 
A. cordifloia 

psilostaqulna e 
aceites esenciales 
costunótido 
dehidrocitral 
canambrina 
contilina 
DSiJostaQuina B 

1 Estructura 1 Referencia 
116 19 
67 20 
68 
119 
70 

71 

72 
73 
69 

21 
22 
23 
24 
25 
26 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



u Bkll...,...-o,_a.,;.,. !k le ri ..... tlne y !k le t!gKttllco!!f"!0!1lflorine con ..... goo fil• ..... !O!OL 15 

Tabla VII. (continuación). Metabolitos aislados del género Ambro..,.ia s....;. 

METABOUTOS AISLADOS DE 
Anbosáass 

~ 1 Ccw1stM 1--es n11 •rnkxJs 1 Emuct..,. 1 Rmf_,.,¡,, 
A.,..,,..._ gem...,.eioo 7• Z1 

6-aoelll-2. 2-dlmellkromlln-4-0nB 75 
acetalO de lupBOI -na 76 
lllcidoanDú;ico 86 

-~ lllcidocltrico 
rnx:tosa 
an.nsina 90 28 
pk.lliüna 91 29 
isopauliüna 92 
'-l15ina 30 
10a~1os1aqu1na e 93 31 
~--Ido 
(GUlif&-oldo) 
-.zaldehldo 
-erales 32 
~ 

A erlooBdra 5.•·-3,7-d..-n.vana 77 33 
Aguyiniáon 7.~.5.e,3·.··~ 7" 3' 

5,7,•·~.- 79 
5. 7. •·-.:1. e.--""""""°"" llD 
5, 7--3. s. e. •·-mdflav<Jna e1 

AhlSJ*M nec:w1Dutiina 76 35 --nlco 112 
lllcido 12-<DtlMD-. ...... 19-0loo 83 -de--nloo .. 
2-lü'md--

A,,_.. -""*- e 36 
llllUMiibCJESÍllB 79 
-na 115 
1~na 116 - ft7 
(118)-11, 13-dhklr'a>d<Sllmsl ,., 
2. 3(2H).2.~ 1119 

A <bnDSS poilastaqUlna B 1!11 
~ 72 
GU1tiUna 73 

:=~ ( dummlna 37 
3, 5, 7, 3·-c~. •"-4na<»dflaWJna IM 

A olatíor ~-pmmt: ae 
ltitJcaltlun>s,a.,fl-

=~1 ex.-~ acetalo c...:> e:> ---gr-... 
~~~ 11--

~erol e,._•?' -- 95 38 ~ :::3 
~ 
i;:x.... 1 
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Tabla VII. 'continuación\. Metabolitos aislados del vénero Ambrosio SS. 

MET ABOLITOS AISLADOS DE 
Alnbrosia ss. 

Esn;;cies T constitUventes -auimicos 1 Estructura 1 Referencia 
A. polistachya ivasperina 'º granilina 
A. tenulfolia peruvina 96 •o-41 

ácido ambrósico 66 
11. 13-dihidro-psitostaquina e 97 
psilostaqulna e 
altamislna 
ácido aH.amlsico 
cumanina 98 •o-42 

~ ...... <Az ~'i ~ f .... o ..... 
Rf 

COOH R1 Rz O O O 

66. k ambrósico 67. H OAc; 8-AcetOJd-3-aJCO-pSCUClogualarHi. 1 Z~ 69. Pstlostaquina B 70. Psllostaquina C 
68. OH H: ... HldnW-3~.,;, 12-ólido 

~~~~ 
71. Costunólido 72. Canambrina O 73. Cordilina O 74. ~O 

·~ ~ .. 
75. 6-Acetil-Z. Z· dimetikroman-4'-ona 76. neoambrosina 77. A1=H Az=H AJ=CH3 R4=CH3 Rs=H 

s. 4 • -Oihidrmi-3. 7-Dimetomlavona 
94. R1=0H Az= CH3 R,=H R4= H Rs=OCH3 

3. 5, 7, 3"-Tetrahidroxi-8, 4'-dimetoiciftavona 

l 
1 

1 

1 

l 
~~~~~~~~~~~! 

Esquema S. Metmbolitos aislados del g~o Ambrosio ss. 
TESIS CON \ 

FALLA DE ORIGK; 
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78. R1=0CH3 Rz=CH3 R3=CH3 ff.c=OH 8Z. Ac Damsinlco 
7. 8-dihldrn.d-3, 6, 3", 4"-Prnlametoxtftavona 

79. R1=H Rz=H R3=H R4=H 
5. 7. 4 • -TrihidroJd-3, 6-0imetoiüftavona 

80. R1=H Rz=H Ri=H A4=0CH3 
5, 7, 4'-TrihldroJd-3, 6, 8-llimeloxJftavona 

81. R1=H Rz=CH1 R3=H R4=0CH3 
5,7-Dihldn:»d-3, 6, 8, 4 '-Tetrametoxtflavona 

84. Es1rr de icido ct.nsJnico 

85. R= H: tsodams1na 
86. R= OH; 13-Hklrmiisodams ~~ 

o 
aa. ( 115). 11. 13-0ihidrt:uddamslna xn º 

~.~~ 
o o 

90. R= otz(H3; NI~ 
91. R= H;P-..lltina 

89. 2, 3-epoxiambrcsina 

~
' •••• JJH 

o ~ o 

o o 
92. (1,10) a.-cpoxi-isopaulitina 

(1.10) J>-epcud-isopaulrtina 
93. 10a.-Hidroxiisopsilostaquina C 95. R1:::: H f\!= OH; Himenina 

R,:oOH !\,= H 

Esquema S. (continuación). Metabolitos aislados del género Ambrosía ss. 



96. Peruvina 97. 11, 13-<lihidropsilostaquina 98. Cumanina 

Esquema S. (continuación). Metabolitos aislados del género Ambrosio ss. 

3.3. Usos de Ambrosio confertiflora. 

El género Amhrosia. ha mostrado tener propiedades biológicas; se infonnó que esta 

planta es el principal contribuyente de polen alérgeno a la atmósfe~ ya que una simple 

planta de Ambrosía puede generar un millón de granos de polen al día. 

Aunque no se ha establecido aún completamente el posible papel que desempeña la 

presencia regional de Ambrosía en la polinosis estival tardía. se debe considerar su riesgo 

potencial en un futuro próximo debido a que es un alérgeno muy común. Además se ha 

infonnado de una acción vascular, ya que se localiz.a dentro del listado de plantas con 

actividad vascular de California (43]. 

3.4. Metabolitos aislados de A. confertiflora. 

A. confertiflora. posee una gran variedad de sustancias sesquiterpénicas como se ha 

reseñado previamente obteniéndose lactonas sesquiterpénicas de primer .. segundo y tercer 

paso biogenéticos como se ha descrito en la literatura (44). Sin embargo, el análisis 

fitoquímíco exhaustivo de una población coleetadll en Zacatecas revela la presencia de 

nuevas moléculas dentro de esta planta. como lo es el caso del dihidrocitral.. un 

monoterpeno aislado de esta especie que se adiciona a la lista de constituyentes químicos de 

ésta. así como los metabolitos enlistados en la tabla VIII. 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 
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Tabla VIII. Metabolitos aislados de Ambr<>sia confertillora.. 
METABOLITOS AISLADOS DE 

Ambrosie ocw~titfola 
SUSTANCIA ESTRUCTURAi REF. 

TRITERPENO 
Estigmaslerol 

SESQUITERPENO 
1 · -nor-•ttamisina 
Psllostaqulna 
(11 R)-11. 13-dihldn>-80st8Cluina 
Psllostaqulna B 
Clovandiol 
Psllo9laqulna C 
des8cMllconfeftifk>rin• 

o 
102. (l 1R)·11, 13-0illilt •"" l•p*1a 

o 
1o1. Psioslaquina ~ o 

104. Desacetilcoulet tilo! ina 

" 
100 
101 
102 
89 
103 
70 

10& 

.. s 

,5 

.. s 

o 
100. Nor---... 

103. Ckwandiol 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Eoquema 6. Melabolitos ai9lados de Alllbrosia ~flora. 
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"'· Lactonas •esquiterpénicas. 

4.1. Generalidades. 

Con respecto a las lactonas sesquitcrpénicas se han escrito monografias. que 

describen las características principales de este grupo de compuestos. pero los continuos 

descubrimientos de nuevos compuestos con sutiles pero importantes modificaciones 

estructurales las hacen obsoletas. 

Las lactonas sesquiterpénicas son sustancias a.rria.rgas. lo suficientemente polares 

para ser insolubles en éter de petróleo. aunque también son insolubles en agua. El etanol o 

el metanol caliente las disuelven pero son aún más solubles en cloroformo o éter etílico; 

estas propiedades son utilizadas para extraerlas y separarlas de otras. 

La mayoria de las lactonas sesquiteq>érúcas se han aislado de los vástagos de las 

plantas principalmente en extractos de flores o partes aéreas del grupo de plantas 

pertenecientes a la familia de las compuestas. siendo lo suficientemente típicos para tener 

valor quinúotaxonómico y constituyen alrededor del So/o del peso seco de estas [46). 

4..2. a..mcacióa de w lactonas sesqaiterpálicas . 

Como se mencionó las lactonas sesquiterpénicas son derivados del trans-trans­

pirofosfato de farnesilo. su clasificación de acuerdo a su esqueleto carbociclico se establece 

en cuatro grupos principales : [ 4 7) 

Gennacranólidas (con un anillo de 1 O miembros) 

Eudesmanólidas (compuestos 6/6 biciclicos) 

Guayanólidas (compuestos 5/7 bicíclicos) 

Pseudoguayanólidas (compuestos sn bicíclicos ) 

Estos cuatro grupos se pueden ciclizar para generar las lactonas cerradas hacia la 

posición del carbono 6 o del carbono 8. La distribución de los diversos tipos de lactonas 

sesquiterpénicas. varia en los dif"erentes grupos en que se divide la fanülia de las 

Compuestas. 

TESIS CON 
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Una caractcristica importante es la presencia de un anillo y-lactona. el cuál en 

muchos casos presenta un grupo cx.-metileno conjugado con el grnpo carbonilo [48]. Las 

lactonas scsquiterpénicas poseen un esqueleto fundamental de 15 átomos de carbono que 

teóricamente deriva de Ja unión de tres fragmentos de isopreno (2-metil-1.3-butadicno) 

[49]. ca~ cola y algunos productos de transposición (pscudobruayanólidos); parte del 

esqueleto es un anillo de metilbutenólido. 

Por deshidrogenación pueden formarse derivados del naftaleno. como ocurre con 

los del tipo cudesmanólido o sclcnanólido. germacranólido. ercmofinalónido y drimanólido. 

como muestra el esquema 7. y las del tipo guayanólido (ambrosanólido) que forman 

derivados del azulcno 

En algwta.S lactonas sesquiterpénicas el oxigeno de la lactona se halla en C-3. con 

grupos epóxido. acetox.i o carbonilo como parte de la molécul~ contribuyendo a 

incrementar los miembros de este grupo. conociéndose actuahnente cerca de 

doscientos [SO]. 

~ ~ o .. 
o 

a) Eudosmanóíodos b)~ c)~ldos 

14 

.--Q;9'· 13 ~ ~-· 

d) Drimanólidos e) Guayanólklos f) Psoudoguayanólklos 
(AnPosanó!Klos) 

\ 
i 
f 
j 
1 

¡ 

1 
i 
1 

l 
¡ 

Esquema 7. Esqueletos base de lactonas sesquiterpénicas. TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



4.3. Biogñlesls de las laclonas sesquilerf*aic:as. 

Algunos autores asúmcn que el esqueleto guayano y eudcsmano se originan de un 

precursor en común del tipo germ.acrano. que es f'onnado a panir del acetato-mcvalonato­

FPP. en donde la enzima gennacrano sintasa corresponde a Ja ciclación del grupo 

sesquiterpeno. este gerrnacrano común es el precursor en la transfonnación del esqueleto en 

un grupo guayano o eudesmano. dependiendo de la posición de la epoxidación mediada por 

la enzima. Un gennacrano epoxidado en la posición c.-e~ suele dar un esqueleto guayano. 

mientras que un germacrano epoxidado en la posición C 1-C10. suele generar un 

eudesmano [SI). 

Por esta razón fue postulado que a parte de la oxidación enzimátic.a.. dos enzimas 

ciclizadoras son involucradas en la biosíntesis del guayanólído o eudesmanólído. Una 

enzima que lleva acabo la ciclación del FPP a un esqueleto germacrano y una enzima 

separada que cicliza el esqueleto gennacrano a un esqueleto guayano o eudesmano. De 

entre los difCl"Clltes tipos de germacranos encontrados, los indicados en el C9QUctnll 8, A. B 

y D son los principales precursores para la formación de las lactonas scsquitcrpénicss en las 

compuestas. 

Estos germacranos no sólo son los precursores de los esqueletos eudesmanólído o 

guayanólido sino que lo son de la mayoria de las lactonas sesquitapenicas y básicamente en 

este proceso de bioconvcrsión resaltan cuatro cationes ~tales en la thrmación de 

estos compuestos como se muestra en el esquema 9 [52]. 

1 • 
Gennacrano 1 ra a 

sintasa 
---- 7 .. ~ J~ 

" 

Esquema 8. Ocnnaccanos encontrados en la flunilia C~tae. 

TESIS CON 
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Esquema 9. Biogénesis de los cmtiones precunores de los -.¡uitcrpenc>s. 

La lactoniz.ación de este último se produce por un mecanismo de oxidación de un 

grupo metilo hasta carboxilo. la oxidación de un calbooo ~ y ~e la 

condensación entre ambos. generan la y-lactona. como se clescnl>c en el aqua11a 10 (Sl]. 

R TEsrs CON 
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Esquema 10. Biogéncsis del anillo lactóaico de las lactonu ..,...uileq>enicas. 
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Las relaciones biogenéticas propuestas para las diversas clases de lactonas 

sesquiterpénicas. son las descritas en el esquema 11 (54]. 

~º FALLA DE ORIGEN 

Esquema 1 1. Relaciones biogenéticas en las 1-ctonas sesquitapénicu. 
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De acuerdo a lo descrito en la literatura se observa que la ruta biogenética para la 

íonnación de los grupos eudesmano y helenano es la ejemplificada en el esquema 12. a 

panir del tran•-pirofosfato de furnesilo [SS]. 

~ 
-H~ trans-FPP 

,.~7~ ~~ 
'ID~ ! H9 

~ <t=>-r 
H Hz()~ MA· ·~ 

"-~- ~ y <=t>--r 
Esqueleto de helenano 

,~-::TE::s==1s=--co_N __ 
FALLA DE ORIGEN 

Esquema 12. Biogénesis de Eudesmanólidos y Heleiwnó:li:d:o:s;'.--....::_::.::_~~~~~r_} 

5 El gnapo lactooa me oblic:m: como fue delaito en el aqucma lo. la tc:r'IDilulcióa ólida me adiciona al final 
del -del mquclc:!o ba!IC cua.- ec encucnua cJ grupo-..... 



4.4. Importancia de las lactonas ._uilerpé•icas de la f"amUia ea,,.,,,.- y su uso 

como •sientes biológicos en distintas patolo&ias. 

Dos razones incrementan el interés en el estudio de este grupo de productos 

naturales. Primero; las lactonas sesquiterpénicas son usadas como marcadores en 

bioquímica sistemática (quimiotax.ononúa) en los estudios de especies imponantes que 

pertenecen a Ja familia Compositae. Segundo; recientemente se han aislado diferentes tipos 

de lactonas sesquiterpénicas, muchas de las cuales tienen actividad biológica destacando la 

actividad: citotóxi~ antibactcriana, antimicótica. antiprotozoari' antiinflamatoria y 

antiviral, como se muestra en la tabla IX (56). 

En la actividad citotóKica se ha demostrado que reaccionan con los grupos tioles de 

la cisteina. lo que Ucva a una pérdida de la actividad de las enzimas sulfihidrilo. 

fosfofiuctoquinasa y glicógeno sintasa. Estos csaudios refucr7an la teoría de que las 

lac:tonas inhiben el crccinüento de los tumores por alquilación selectiva de las 

macromoléculas reguladoras del crecimiento (57). Los estudios realizados tratando de 

definir la actividad antibecteriana y antimicótica en relación a la aUUclWll-actividad. <:ODtra 

algunas bacterias y bongos. no coacluyen algo en definitivo; sin embargo. se piensa en una 

posible relación con la presencia del grupo a.-metilen-y-lactona. o bien con el anillo de la 

cicloi-ttenona ll-insaturado. El mecanismo de acción es probeblemente la rmccióo con el 

grupo tiol de la cisteina., de la nüsma forma en que actúan las sustancias que poseen 

actividad antitumoral. 

También ,.., ha iníorrnado la actividad antiprotozoaria -contra algunos 

protozoarios patógenos como F.ntamoeba lristolytica y Tri~ Magina/is­

principalmcnte se demostró que la sustancia denominada Artenüsina (Qinghaosu). obtenido 

de Artemisia an~ posee actividad contra la mayoría de P/asmodiums. agentes causantes 

de la malaria (58), recientemente se ha demostrado que la partenólida y la coatunólida 

-cisladas de Magnolia grandijlora-poseen actividad antiinflamatoria (59] y lactucina. 8-

desoxilactucina y lactucopicrina --cisladas de dos especies de lechuga. Lactuca aaligna y ~----"' 
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1 
Lactuca viro.'\D---fl'lostraron ser resistentes al virus del mosaico del pepino y de la lechuga 

[60]. 

Tabla IX. Lactonas sesquitcrpénicas de la familia Composilac. 

LACTONAS SESQUITERPENICAS AISLADAS DE LAFAMILIA Conmnsilae 

LACTO NA 1 FUENTE VEGETAL 
rCTIVIDAD •I 
BIOLÓGICA" REF 

Bakkenólida A 105 Petasis e/bus 1 61-e2 
Helenalida 106 Helenium autumnale l,11,Vlll 61-e3 
Partenina 107 Parthenlum hysterophorus 1,111,Vlll,XI 61,64 
xantatina 108 Xanthium pennsytvacum 11,111 61 
Mikanólida 109 Nlikania monogasensls 11,111 61 
Cnicina 110 Cinlcas benedk;tus 11 61 
Pseudovalina 111 lnulasp 111 61 
Partenólida 112 Tanacetum vulgare 11 61 
Saurina Saussurea sp. IV 61 
Sauripina Sausstwea sp. IV 61 
Qlnghaosu 113 A.Annua V 61-e5 
Eremantlna Erernanthus elaegnus VI 62 
Constunólida 114 Eelaegnus Vl,XI 62 
Alantolactona 115 /nula helenium 11,Vll,Vlll,IX.b,c 61,64 
lsoalantoladona 116 l. Helenlum 11,Vlll,IX.b.c 61,64 
a.-santonina 117 ArtenJlsla sp. Vll,Vlll 61,62 
Canina 118 A cana. VIII 61,62 
Coronopilina 119 ,.,,. "-/folla 11,Vlll.X 61,64 
lnulicina 120 l. JapOnk:a IX a. 61 
Amaralina 121 -- IX d. 61 
Enhidrina 122 Enhyrk& fluctuans IXC. 61 
Damsina 123 Pentllsetum hysterophorus IX e 61 
Ridentina B 40 Artemisia sp. l,V 62 
Arteglaslna A 124 A douglasiana 1.XI 62 
Vutgartna 125 . A tf!llQaris 1 82,65 
Ludovicina A 37 A ludovicíana l,V 61,62 
Arbuscutina A 126 Afrldenlafa X 62 
Achillina 54 A trldentata V.X 62 

A. Ludovicíana 
Diacetilmatricarina 53 A. tridentafa X 62 
Arglanina 55 A. ludoviciana V 16 
Santamarina 45 A. ludoviciana V 61,62 
Annefolina 47 Aludolliciana V 61 
Estafiatina 36 A /udovicíana V 61,85 
Crisartemina B '6 A ludovicíana V 64 
l. AdfVklad dlotóxica y antttumoral IX. Acthtidad rannacológlca 
11. AdiVidad Sntibaderial IX.a. Estimulante del SNC 
111. Actividad antffúngica IX.b. Expectorante 
IV. Actividad anuamibiana IX.e. Hipotensiva 
V. Actividad antimalárica IX.d. Analgésica 
VI. Actividad anü-schislosomicida IX.e. Anticolinérglca 
VII. Actividad antihelmintica X. Efecto tóxico en plantas 
VIII. Actividad insectk*la XI. Dennatltls 



108. Xantanna 
¡,,,,,,,,,.,,..,,..,,.._,..) 

106. Hde-nalína 
(--) 

11 o. Cnicina 
(°"2<-) 

~. L?) 
HO~ ~~~ 

111. PsaJdavalina 
(kdlssp,) 

~ o 

112. Parter16ida 
(T--) 

o 

~ o 

116. lsoalantoladona 

<"""'--) 
Esquema 13. Lactonas sesquitcrpénicas aisladas de la familia Composttae. 
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t 17. c:x.-Santonina 118. Canina 119. Coronopilina 
(M ......... ssp.) (An....:W...,..) (/va.un,,,,_,) 

~ Zi) .. ~ ~ 
::r~ Hr'~ ~ 

120. lnutidna 
Cmw~> 

121 • Amaralina 
¡-.,,......,...,,¡ 

- .... o 

o 
1 22. Enhidra 

( Enh)dra /lxtua1s J 

~
)--- o 

<5·· .1 ; ~ ....... 
o o ~o 

123- Domsóla 
(-~) 

124. Arteglmla ... 
(~dougúsWw) 

~ o 
126. Arbusculina A 
(~tnifemat.>) 

125.Y ..... 
(-~) 

E:iS: !OOJj¡. ' FALLA DE ORIGEN 

Esquema 13. (continuación). Lactonas sesquiteq>énicas aisladas de la familia Compos;toe. 
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S. Propieclades espectroscópicas de las lactonas aesquiterpénicas. 

5.1. U.V e l.R. 

Las lactonas sesquiteq>énicas dadas sus caracteristicas químicas poseen la propiedad 

de absorber dentro del U.V e l.~ con señales particulares .. lo que hace estas técnicas 

herramientas útiles para su identificación y su caracterización como lo muestra la 

tabla X [66]. 

Tabla X. Absorción U.V. e l.R. de las lactonas sesquiterpénicas 

ABSORCIÓN DE LAS L..ACTONAS SESQUITERf'éNICAS 
ESTRUCTURA 

1 U.V. 
ABSORCION 
tnm\ l.R lcnf1l 

Saturados <200 1.770 
a..(\-insaturados 20S.225 1750• 
ciciohexanona (eudestnanolidos) 214-230 1.1190 
ciclopentenona 1,1120 
Cidopentanona 1.740 
metileno exo cfc:Hco 1.11115. 1405 
a.8-lnsatunoda 11115 V ll40 
9Las vartaciones son det*las a funcioneS trans que origin.-n vlllof'eS 
hasta de 1.7uscm·1 

5.2. Eapec:troscopia de RMN1H 

Los espectros de RMN1H de las lactonas aesquiterpénicas muestran scflales 

caracteristieas, las cuales se utiliz.an para elucidar la estructunl molecular de la lactona 

scsquiterpénica como muestra la tabla XI. 

a) Los grnpos metileno terminales aparecen como 2 dobletes entre o 6.0-6.2 y o 5.6-5.S, 

conJ= 3 Hz. 

b) Los grnpos metilos ligados al anillo saturado aparecen como dobletes o 1.1. J=7 Hz. 

e) Los metilos unidos a carbonos secundarios aparecen como dobletes 6 1.12, J=7 Hz. 

d) Los metilos ligados a carbonos terciarios aparecen corno singuletes 6 O. 7-1.2 

TESIS CON 
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Tab1a XI. Señales de RMN 1H de algunos sistemas de lactonas scsquiterpénica.s. 

En el sistema: 

56.14(q)H~.; H 53.80(1) 
H , 

¡j . ¡; 1.14 (d) 

Achillina ·;... 62.66 («) 
. . o 

*
CJ-t 53.93(~ 

H 
55.30(ml H H 

(~ o 
Santamarina 

5 5.38("' 

56.05 ("' 

Se observa: 

H-6 (ó 4.4-5.0. d) ( J=IO Hz) 

H-7 (ó 3.4, m) 

Los protones 6 y 7 aparecen como 

dobletes o multipletes 

Los protones 7 y 8 aparecen como dobles 

tripletes (6 4.5), Los metilos unidos a 

carbonos secundarios (ó 1.12, d. J=7 Hz), 

y los metilos ligados a cartK>nos terciarios 

(ó 0.7-1.2, s, J=7 Hz). 

El protón vinílico aparece como un 

multiplete ó 5.5-5.7, si el espectro es de 

baja resolución. 

Los pseudoguaianólidos se diferencian de los Guayanólidos, debido al ó químico del 

grupo CH,-1 5 como un singulete alrededor de ó 1. 1. 

Los esquemas 14 y 15 mues1ran algunos datos del espectro RMN 1H (60 MHz, 

CDC'3) de dos sesquiterpenlaetonas: apoludina y partenólida respectivamente. Los protones 

L...-----] 
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olefinicos del grupo metileno se observan como dobletes alrededor de S 5.5-6:3. lo que 

constituye una característica clave para el reconocimiento de lactonas sesquiterpénicas con 

dicho grupo exo-metileno. 

S.•4 

H 6.Z3d 

o Z.98 (ddddd) 

Esquema 14. Desplazamientos quimicos en el espectro RMN 1H de la apoludina (60 MHz. 
CDCh) y la l,2-dehidro-4a-hidroxiguayanólida (400 MHz). 

o 

Esquema 15. Desplazamientos seleccionados del espectro RMN"'H de la par1enólida y la 
ludovicina B (200 MHz. CDCh). 

La cspectrometria de RMN C 13 es muy utilizada para identificar estas sustancias. El 

esquema 16. muestra los valores caracteristicos de desplazamientos en RMN 13C de dos 

lactonas sesquiterpénicas. 

TES!S CON 
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14.2 

a) 130.9 

121.3 120.• 

o 
12.1 

b) 1ZS.7 128.7 

t21.4 121.• 

o o 

Esquema 16. Desplazamientos químicos en RMN 13C de dos lactonas sesquiterpénicas6
• 

5.4. Ellpec:tnncopÍll de Masas (70 eV). 

Debido a la gran diversidad esuuctural de las sesquiterpenlactonas encontradas, no 

se tienen todavía patrones de fragmentación bien definidos como en el caso de otros 

productos naturales. 

Un estudio de alta resolución para la grosmicina (esquema 17) reveló que todos los 

iones de masa superior a 145 se originan por pérdidas consecutivas de fragmentos pa¡uellos 

como agua. metilo. monóxido de carbono y etileno. Se observó también que d fragmento 

miz 136 se origina por un mecanismo probable como el mostrado en el esquema 17. La 

retención de la carga por el anillo carbocíclico más pequeño se observa también en los 

espectros de otros guayanólidos más oxigenados; Canina. Rupina A. Rupina D como se 

muestra en el esquema 18 [67). 

6 a) Valon:s bal1ados experimentalmente. b) valores informados. en la li1en1tuna. 
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Esquema 17. Mecanismo de formación del ión miz 136 de lagrosmicina. 

Se ha encontrado que generalmente la seftal base es el ión molecular. siendo 

predonúnantes los fragmentos AM-18 si hay hidróxilos; la presencia de grupos acetilo se 

reconoce por el fragmento M-60. En la alfa santonina 120. el pico base es m/e 246 (100 %); 

M-15 (30 %) (pérdida de un metilo) y M-28 (11 %) pérdida de CO. probablemente 

procedente del grupo 3-oxo. El ión m/e 173 (M-73). correspondiente a C12HuO' es muy 

abundante en todas las santoninas (60-90 %) y corresponde a la pérdida del anillo de 

lactona junto con un protón. Un patrón de fragmentación similar se observa en la 

Artemisina. desoxigeigerina y achillina. 

En la geigerina predomina m/e 151, c,.H 110,'. Otra señal abundante (14-42 %) es 

M-101. tanto en las santoninas como en otros sistemas en que se puede perder CO y 

CH,CH=C(OH)O. Los anillos con siete carbonos dan una señal a m/e 91 (30"/o) típica del 

ión tropilio C 7H 7 • 

TESIS CON' -- ... · 
FALLA DE C:ZJ'.]EN , 
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miz 111 (100%) 

Esquema 18. Mecanismo de f"onnación del ión miz 111 en los espectros de masas de la 
canina y las rupinas A y B. 

5.5. Ensayos de identidad de las lactoaas •esquite~nicas. 

Las lactonas scsquiterpénica pueden ser caracterizadas cualitativamente a partir de 

ensayos de identidad. entre Jos cuales se encuentran: el ensayo del hidroxainato férrico. el 

ensayo para lactonas insaturadas de Legal., el ensayo de Kedde. formación dd espejo de 

plata por laetonas insaturadas con el reactivo de Tollens (AgNO,!NaOH/Amoniaco) [68). 

6. Biotransformaciones • 

6.1. Generalidades. 

Para comprender diversos p.-ocesos naturales actualmente el químico se vale de la 

biotecnología como herramient~ para mejorar los procedimientos químicos que 

antiguamente eran muy dificil o incluso imposibles de realiz.a.r. 
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Las herramientas biológicas se utilizan en la elaboración de una amplia gama de 

productos tales como: aditivos alimenticios. compuestos f"annacéuticos. productos de 

química fina. industria ccrvecer~ industria vinícola. entre otras. Así como en el campo de la 

agricultura.. bioquímica y microbiología. Estos procesos que involucran entidades biológicas 

se denominan biotransfonnaciónes y principalmente se llevan acabo con hongos y enzimas. 

aunque también suelen utilizarse en los procesos de bioconversión: bacterias. levaduras y 

diversos tipos de cultivos celulares como se muestra el esquema 19 [ 69]. 

BIOTECNOlOGIA 

~ 

BIOTRANSFORMAOONES 

------ l 
ENZIMAS OJLTIVOS CEl.Ul.ARES 

l 
OJLTIVAOAS ¡ 
INICJYIUZADAS 

ESTEFIJIDES, VITAMINAS Y PflJOUCTOS NATURALES, ENTRE OTROS. 

Esquema l 9. Principales sistemas biológicos empleados en los proc.esos de bioconversion. 

El desarrollo de un proceso de bioconversión básicamente puede ser resumido por 

la ecuación (1 ). 

Sustrato7 + Entidad biológica• 

., El sustrato es la sustancia a biOCransformar 

Proceso de 
ingeniería 

Producto9 ........... Ec(l) 

• La entidad biológica puede ser. bacterias. hongos. levaduras. a!lulas.. cte. 
9 El producto a rcc:obrar puede ser biomasa celular. un producto mctab6lic:o. o un producto transformado a 
pan.ir de un sustrato 

1 
' J 
j 
¡ 
1 
1 
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El proceso de ingeniería consiste en la manufacturación propia del mismo. el cual 

incluye el control de variables que dar3.n la pauta para lograr su optimización. Básicamente 

este se fonnula en base a la ecuación anterior como se estudia en el esquema 20 [70]. 

l ••tcr.ción 

~-Puri __ -•_c.a __ -... ~~---..-___ ... __ ~r-1 ;:::..~ 
1 l 

~-y;--] Di-:.::. dt: 

Esquema 20. Metodología y controles de los procesos de bioconversión. 

Para Ja fonnulación de un medio adecuado se deben tomar en cuenta las exigencias 

de la entidad biológica a emplear. básicamente el medio debe satisfacer los requerimientos 

elementales para el desarrollo de la biomasa celular, y la producción de metabolitos; además 

debe ser un adecuado soporte de energía para la biosintesis y mantenimiento celular (71 ]. 

Para emplear un microorganismo como inóado en un proceso de bioconversión se 

debe tener un control óptimo de su crecimiento (anexo 11). ya que la viabilidad de los 

microorganismos, en cada fase va a depender de la optimización del proceso de 

bioconversión. 
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6.2. Enzimas 

Las enzimas son proteínas de elevado peso molecular que tienen la función de 

ca.talizar reacciones biológicas. El mecanismo más sencillo de la acción enzimáti~ es 

conocido como el mecanismo de Michaelis-Ment~ el cual involucra una especie 

reaccionante. llamada sustrato. que se une a un lugar activo de la enzi~ con lo que resulta 

un complejo enzima-sustrato. el cuál finalmente se disocia generando el producto y la 

enzima original. es decir se establece un mecanismo de reacción en dos etapas. las cuales 

son reversibles. 

Las enzimas se clasifican de acuerdo al tipo de reacción que catalizan,, como se 

indica en la tabla Xll. en la cual se pr-oporcionan algunos ejemplos de aquellas que se han 

usado en procesos de biocatálisis [72]. 

Tabla XII Clasificación de las enzimas con base en su actividad. 
Clasificación de las enzimas 

Cateaoria enzimas usadas en sfntesis 
Oxirwducta••• 

lnten::onversión de cetonas con alcoholes. dobles lev.cluras. deshidrogenasas 
enlaces con enlaces simples. etc. oxigenases 

T ... n ... ra-• 
Tntnsferencia de grupos acil. fosforil. azúcares, transaminasais. cinasas 
grupos amino. etc. 

Hiel rola-• 
Hidrólisis de 6steres, peptidos. gliceridos, anhidridos, Upasas. esterasasacilasas 
etc. proteasas, fosfatasas 

Llasa• 
Adición a dobles enlaces C=c. C=N. C=O. etc. (C=O) aldolasas 

(C=C) espartas.. fumarasa 
lsomerasaa 

lsomer1zaciones, migración de enlaces C=C, cls .trans fructosa-gtucosa isomerasa 
racemizaciones, etc. 

Ligases 
fonnación de C-0, C-S, C-N. y enlaces fosforil importantes en biologfa 

molecular 

Entre las diferencias en el uso de enzimas en procesos de bioconversión con 

respecto a los procesos de quinúca clásica que emplean cataliz.adores, se puede afirmar que 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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las enzimas catalizan eficientemente las reacciones aumentando su velocidad en un factor de 

I0"-10'º llegando a ser en ocasiones excedida hasta 1012 [73]. 

Otra diferencia del uso de enzimas. es que el empleo de estas puede realizarse en 

forma de cascada.. esto es una mezcla de enzimas puede emplearse para realizar un proceso 

de bioconversión completo. El producto obtenido mediante el uso de una enzima puede 

usarlo otra enzima contenida en la misma mezcla para desarrollar otro proceso de 

bioconversión. 

Las ventajas del uso de enzimas se encuentran en que actuan en diversas 

condiciones de temperatura. presión y pf-L no llegando a ser cambios tan drásticos. dichas 

condiciones son muy cercanas a las ambientales. 

Entre las propiedades de las enzimas se encuentra que son quimioselectiv~ 

--actúan sobre un determinado grupo funcional sin afectar los otros grupos funcionales 

presentes en la molécula a biotransConnar- regioselectivas ._neneo Ja capacidad de 

distinguir entre grupos Cuncionales que quínúcamente estan situados en otras regiones de la 

molécula o sustrato-- y además son enantioselectivas -capaces de reconocer entre una 

mezcla racémica teniendo actividad sólo sobre una forma geométrica- (74). 

Las reacciones que se ef"ectuan con estos catalizadores biológicos destacan las 

siguientes: 

Reacciones de hidrólisis-síntesis: ésteres. amidas. lactonas. lacta.mas. éteres. 

anlúdridos. epó1Cidos y nitritos. 

Reacciones de adición-eliminación: agua. amonio. HCN. 

Reacciones de halogenación, aJquilación-desalquilación. carboxilación-

descarboxilación e isomeriz.ación. 

Reacciónes de óxido reducción: alcanos. alquenos. compuestos aromáticos. 

alcoholes. aldehídos. cetonas. sulfuros. y sulfóxidos. 

Reacciones de Diels-Alder (75). TESIS CON 
FALLA DE ORiGEN 
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Entre las enzimas empleadas para llevar acabo los procesos de bioconversión 

destacan las lipasas. ya que son activas catalíticamente en solventes orgánicos. además de 

que cstan implicadas en reacciones quiraJes. debido a su capacidad de resolver mezclas 

racémica.s (estereoselcctividad) y catalizar reacciones de esterificación y transesterificación. 

Las lipasas son producidas por microorganismos entre los que se incluyen bacterias. 

hongos y levaduras. las fuentes tradicionales para la producción comercia] son Rhi:opus 

spp .. Mucor spp. A.spergi/ltL'i spp y C.Dndida n.1go.'Wa siendo esta última de mayor interés 

comcr-cial debido a su alto rendimiento. trabajan en un pH comprendido entre 8 y 9 a una 

temperatura de 30-40 ºC y suele estimularse su actividad con la adicion de iones ca··. 

El uso de las enzimas inmovilizadas en química fina es un procedimiento sencillo. 

debido a que se emplea la enzima como si esta fuese un reactivo más en una síntesis. las 

ventajas de utilizar estos reactivos biológicos es que son de fücil separación [76]. trabajan a 

temperaturas bajas en comparación con las vías químicas .. los rendinúentos son más altos. y 

requittcn de menor número de pasos para llegar a la obtención de un compuesto de interés. 

6.3 Hongos. 

El empleo de hongos en los procesos de bioconversión es destacado debido a que 

estos microorganismos transforman un grupo sin af'ectar a otro que exista en la molécula y 

por otro lado la posibilidad de acceder a posiciones de Ja molécula que por via quinúca 

resultaría al menos problemático. el auge de la utilización de hongos para procesos de 

bioconversión surgió tras observarse Ja posibilidad de estos microorganismos de 

transformar los esteroides10 en compuestos de imponancia biológica [77]. 

TESIE: COH ·: 
~DEORIGEN J. _____ , 

'º Los c:slcroidcs derivan qufmicamcntc del sislcma pcrlúdrociclapcntanoícnantn:no y la ,.._oria de ellos 
p.mcc11 octlvidad bóo16gica 1781. 
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La meta de un proceso de biotransfonnación empleando hongos es la obtención de 

un producto por medio de sus rutas metabólicas con materiales biológicos y no biológicos. 

ya que se ha observado experimentalmente que dichos procesos son específicos. de alto 

rendimiento._ de lacil separación. y suelen llevarse acabo en condiciones menos drásticas de 

reacción. 

Para optimizar el proceso de bioconversión es recomendable el control de la 

biomasa a partir del cálculo de la cinética de crecimiento del hongo. para asegurar el tiempo 

o recolecta de la biomasa a emplear en la biotransfonnación. el inóculo adecuado. el 

acortamiento o inhibición de la fase la~ y los adecuados controles (mencionados en el 

esquema 20) que se han de llevar durante el proceso (79]. 

6.4. Biotransronnaciones con enzimas. 

En la literatura se ha inf"onnado que la hidrogenación catalitica de la a-santonina 

(127). genera tres compuestos hexahidroderivados 128 (62o/o). 129 (26%) y 130 (10"/o) 

como se muestra en el esquema 21 . De su tratamiento químico con piridina y anhídrido 

acético se obtuvieron sus respectivos derivados acetilados 131. 132, y 133 observándose 

que la acetilación selectiva de estos compuestos por vía química no ocurre. Por lo tanto se 

propuso realizar la acetilación selectiva por medio de lipasas inmoviliz.adas11
• debido a su 

alta estereoselectividad. 

---
11 Las lipasas irunoviliz.adas son de fácil separación debido a que el soporte de irunovili.zación es insoluble 
en solventes org.Anicos. 
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Hz/Pt/C 1127 
4atm 

·-'~··"' • ~-"" + ~-··· 
o o o 

130(10'll\) 128(62'll\) 129(26'll\) 

l lv::zO/Py 

····~~- ~-k<J : :. ....... kO A= :. ······• kO : A= :. ···•"' ª H ; ; ª ; 
o o o 

133 131 132 

Esquema 21 . Acctilación química de los productos de hidrogenación de la a-santonina. 

Utilizando lipasas irunoviliz.adas de Ca11dida antártica (CAL). Pá11creas porcino 

(LPP). y Mucor mhielei (LMM). se realizó el estudio pertinenle para la elección de las 

condiciones óptimas de la reacción de acetilación. Los resultados obtenidos se muestran en 

la tabla XIII [80]_ 

TESIS CON 
P'ALLA 0!'_ (~~,i~J-~Nj 
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Tabla XIII . Ensavo nara la elección de las condiciones de acetilación enzimática 
Enzima 1 Enzima/Sustrato 1 Tiem~ 'h' T 131f%l 1 1321%' 1 1331%\ 

211 4 X X 60 
PPL 3.511 24 X X 80 

511 72 X X 100 
211 4 X X 30 

MML 3.511 24 X X 80 
511 72 X X 100 
211 4 X 70 60 

CAL 3.511 24 X 95 90 
6/1 24 X 100 100 

x: No detedado 

Ninguna lipasa logró la acetilación del producto 128 (para dar 131 ). pero existió 

completa acetilación de 130 (dando 133) cuando la relación enzima sustrato es 5/1 (para 

MML y PPL) con un tiempo de reacción de 72 horas. El tratamiento de 128. 129 y 130 con 

CAL (6/1 por 24 horas) logra sólo la acetilación de 129 y 130. dando 132 y 133 y el 

producto 128 fue recuperado inalteradamente. 

Conforme al estudfo preliminar se estableció un procedinúento general que 

involucra como paso detenninante la acetilación diasteroselectiva de la mezcla con PPL o 

MML y después con CAL pano aislar e identificar los compuestos 128. 129 y 130. como se 

muestra en el esquema 22. Los derivados acetilados resultantes fueron separados por 

técnicas cromatogníficas. y sus estructuras fueron deducidas por sus propiedades 

espectroscópicas observando que la acetilación selectiva de 129 y 130 generó los 

correspondientes derivados 313-acetoxi (132 y 133) y la separación inalterada de la 313-

hidroxieudcsmanólida 128. 

Por lo que PPL y MML en este tipo de sustrato muestran más preferencia hacia la 

acetilación en los 3a-hidroxisesquiterpenólidas con corúonnación de ci.~-decali~ mientras 

que CAL muestra una gran selectividad hacia los productos con disposición Ha- S ( trans­

decalina) o HJ3-5 (ci.•-dccalina). pero siempre con una configuración H~. 
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El producto Jf3-hidroxi-40L.Sa.7a-l l f3-4-eudesman-6ot-12-olida 1211. fue reducido 

con LiAIH.a para obtener el alcohol correspondiente (134) .. el cual produce el derivado 

triacetilado (135). 

La desacctilación enzimática regiosclectiva de 135 fue probada con dif"erentes 

disolventes (MeOH .. dioxano y acetonitrilo) obteniéndose un rendimiento mayor de 136 

(95%) .. empicando CAL. n-butanol como nucleófilo y acetonitrilo como disolvente .. el sitio 

de desacetilación fue ficilmcnte establecido por comparación directa de RMN 13C y H 1 de 

los datos datos de 135 y 136 como se muestra en el esquema 23. 

~~ ..... ~ .... ~ .... 
o o o 

130 tzs 129 

···~ Ac.<J'' • - ....... 
~ H > 

133 (100'lL) o 

1 ~~h o MML (5/1) 

128 

128 + 129 
CAl.(6/1) 
24h 

132 (100'IL) 

Esquema 22. Acetilación selectiva catalizada por lipasas de PPL. MML y CAL. 

La PPL ha sido usada también.. para la apertura de anillos y-sustituidos a-ami 

lactonas de una manera enantioselectiva cuando se encuentran irunersa.s en su mezcla 

racémica. La separación del producto formado del sustrato sin hidrolizar aprovecha las 

propiedades de solubilidad y pH. la lactona que no reacciona se separa por medio de 

extracción con éter de la f'ase acuosa a pH 7.5 como se describe en el esquema 24. 
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HOlt) ···"" ~lA~ 
o 

128 

~ ... 
~ CHzOH 

136 (95%) 

LiAIH.JTHF 

CAUn-BuOH 

~ .... 
OH CH20H 

134 

l AQO/Py 

~ .... 
OAc CH,oAc 

135 

Esquema 23. Desacctilación regioselectiva por la enzima CAL. 

Esquema 24. Apertura de anillos y-sustituidos a-amino lactonas por PPL. 

Hasta el momento las transformaciones de lactonas scsquiterpénicas a panir de rutas 

enzimáticas que involucran el uso de enzimas inmovili7.adas está aún en comienzo debido a 

que sólo se han recabado esca.sos datos experimentales sobre este tipo de bioconveniones. 

pero las principales biotransfonnaciones infonnadas de este tipo de compuestos ha sido a 



partir del uso de los hongos. lo cual conlleva a un interesante y amplio tema de 

investigación a fin de elucidar los cambios cstrocturales y la actividad biológica de las 

Jactonas sesquiterpénicas a partir de las enzimas que generan los microorganismos en 

cuestión. 

6.5. Biotransronnación de terpenos y lactonas sesquiterpénicas con hongos. 

Las transf'ormacioncs microbianas de las lactonas sesquiterpénicas por los hongos .. 

se han llevado acabo principalmente con lactonas de esqueleto de cudesmano. debido a que 

este tipo de esqueletos son Jos más abundantes en la naturaleza. y además su química y 

procesos de biotransformación se cncuent.-an ampliamente detallados en la literatura (81 ]. 

La síntesis de 6Jl-eudesmanolidas (6Jl-dendroserina) por derivados 11-hídroxil se 

lleva acabo por medio del hongo Rhi::opus 11igrica11s. La transfonnación de 6JJ­

acetoxieudesmanona (137) por cultivo de R. nigrica11.s proporciona un alto rendimiento 

(72%) del 11-hidroxi derivado como se muestra en el esquema 25. 

13 

137 

Rhizopus niglicans 

3 días r41 .... ~ 
H><!:Y 

138 (72%) 

139 (15%) 

Esquema 25. Hidroxilación de R. nigricans sobre 6J3-acetoxieudesmanona. 
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La hidroxilación en C-11 por R. 11i¡;:rica1L\" en 137 pr-oduce 138 (72%). el 

tratamiento posterior de 138 con DMAP (4-dimetilamino piridina). genera el producto de 

deshidratación 1 .. 0 (72%). el cual es hidrox.ilado eficientemente con 9-BBN (9-

borabiciclononano) para dar la mezcla de los 12-hidroxiderivados t•t. 142 de acuerdo al 

esquema 26. 

La oxidación con RuH2(Ph,P)• de (141-142) conlleva a la fonnación del anillo de la 

lactona para la obtención de las 6p-eudesmanolidas [1 l(R) y l l(S)-6-epi-dendroserina]. Es 

aceptable que la formación de la lactona sesquiterpénica ocurre a través del grupo hidroxilo 

en C-12. el cuál es fonnado vía epóxido o hidroperóxido. La posterior hidroxilación 

enzimática en C-6 o C-8 seguida por la lactoniz.ación rinde la correspondiente 

sesquitcrpenólida. 

138 

Al _;R 

~ o 

143 (43%) R: 13-Me 
144 (41%) R:a-Me 

140 (72%) 

OH THF ! 9-BBN 

RuH2(Ph3P)• r-1h 
H~z 

141 (65%)R1:0HR2:H 
142 (18%) R1:H Rz: OH 

Esquema 26. Obtención de 613-eudesmanolidas --dendroserina-

La estercoselectividad fue observada con los derivados l 1-(R)-12hidroxi 141 (65%) 

y en 11-{S)-tetrahidroxi 142 (18%) obtenidos de la biotransf"onuación. de la misma manera 
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empleando C. lunata se aisló Ja correspondiente 6-13. 12-olida 150 (43%) y 151 (41%). tras 

la reducción con RuH2 (J>h3 P)4 de los epi meros tctrahidroxi 146 y t 47 obtenidos. 

La incubación de 145 (613-acetoxi-113.413-dihidrnxieudcsmanólida) con C. /u'1ala por 

12 días. genera una mezcla de metabolitos polares (23%). los cuales al acetilarlos 

químicarnente generaron los triacetatos 146 (ltJ. 6P. 12-triacetoxi-4Jl-hydroxieudesma­

I J(R)-anos. 51% de la mezcla polar) y 147 (113 .613 .12-triacetoxi-413-hidroxieudesm-l l(S)­

ano._ 49°/o de la mezcla polar). La evidencia espectroscópica de los productos. indica que 

las hidroxilaciones ocurren en el C-12 y C-13. por lo que dichos productos acetilados son 

epímeros en C-11 como puede observarse en el esquema 27 (82]. 

145 

e tunau -12 dlas 

146 147 

Esquema 27. Biotransformación de 613-acetoxi-I 13.413-dihidroxieudesmanólida por C. 
lunata. 

De la saponificación de los compuestos triacetilados 146 y 147 se obtuvieron 148 y 

149. los cuales al oxidarlos por separado con RuH:z(Ph,P).. se obtienen las lacionas 150 

(43%) y 151 (41%) como se observa en el esquema 28. 

-ttkacm ~ 
146----.-~ ~ 

148 150 (43%) o 

Esquema 28. ProduC1os de oxidación de la saponificación de 146 y 147. 

l 



14 7 
sapontticacion 

149 

lri ..... 
~ o 

151 (41%) 

Esquema 28. (continuación). Productos de oxidación de la saponificación de 146 y 147. 

La saponificación de 145 genera 152 (900/o). el cual al incubarse por 12 días con C. 

Lunata. produce malos resultados en comparación con la incubación del producto 145 sin 

saponificar. El sustrato 152 fue recuperado inalterado en un 79"'/o. y una pequeña cantidad 

de metabolitos polares (2%) de la cual se aisló el producto 153 y posteriormente a la 

acetilación se recuperaron tres productos más 154 (55%). 146 (24%) y 147 (21%). 

El metabolito 153 mostró una nueva hidroxilación en C-2. que de acuerdo a datos 

espectroscópicos se ubicó en po!'Üción a. (ecuatorial). La incubación de 153 produce un 

limitado rendimiento del compuesto hidro><ilado en C-12 • (148). Por otro lado. el producto 

154. muestra un grnpo hidroxilo en C-11. como se indica en el esquema 29. 

La oxidación de 145 con el reactivo de Jones generó ISS. el cuál fue incubado por 

12 días con C. /unata obteniendo 155 (43%). 156 (42%) y una mezcla de rnetabolitos más.------. 
polares (10 %). Esta última mezcla fue acetilada y se recuperó 157 (la..12-diaceto><i-413.61}­

dihidro><ieudesrn-l l(R)-ano. 51% de la mezcla) y 158 (la..12-diaceto><i-413.613-

dihidro><ieudesm-l l(S)-ano. 49 %). El metabolito 155 muestra un peso molecular de 

acuerdo con la reducción del gTUpo ca.rbonilo en C-1. el cuál fue confirmado 

espectroscópica.mente. La reducción del grupo ca.rbonilo por el microorganismo 

nonnalmente da (S)-alcoholcs. La reducción del grupo carbonilo es similar en 

eudesmanolidas y eudesmanos generando (IS)-alcohol. El nuevo grupo con orientación 

a en el C-1 produce un ef"ecto y. sin efecto en C-3 (65=-4.83) y C-5 (65=-3.26). Las 

reducciones producen (IS)-alcoholes. que es muy dificil obtenerlos por medios químicos. 
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.~ '" . ~_____.___.~ 
1~45 ~ / HO ' 1480H H ISO O 

OH ~ OH OH 

H~ abf H~~ H~-
151 o 152 149 

HO.~ 

H~ 
153 154 

Esquema 29. Transfonnaciones químicas y biológicas del sustrato 15212
. 

Los acetilados 157 y 158 parecen ser resultado de la reducción del sustrato 155 para 

dar la-hidroxi derivados. como es descrito para 156. y posteriormente la hidroxilación en 

C-12 para dar dos epúneros derivados en C-11. La saponificación de 157 y 158 dan 

respectivamente 159 y 160. Estos productos fueron comparados con los derivados 12-

hidro:oá 147 y 148. obtenidos por incubación de 145. Las evidencias espectroscópicas 

indican que el producto IS9 es el epimero en C-1 de 148~ los cuales tuvieron configuración 

(11-R). Por otro lado. el producto 160 fue el epimero en C-1 de 149 (l IS). La 

configuración en C-11 fue confirmada por la formación de las respectivas lactonas 161 

12 a: C11r"'t?M/aria IWUJta; b: A.c:P-Py; e: KOH ale; d: H.BNa; e: n:activo de Jones~ f: RuH;z(Pb,P). 

--- ------

1 
! 
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(63%) y 162 (63%) por oxidación con Rul-h(PhJp),. con la misma confihTUración en C-11 

descritas por las lactonas ISO y 151. 

El mejor rendimiento en las oxidaciones de 159 y 160 puede ser debido a Ja pequeña 

cantidad de acetona usada como aceptar de hidrógeno. El rendimiento obtenido de las 

lactonas 161 y 162 a partir de ISS (2.5% para e/u). fue duplicado al incubación el producto 

156 por 12 días. la primera acción del microorganismo consistió en la I""cducción del grupo 

carbonilo del C-1. como se describe en el esquema 30 (83]. 

145 -----;;.,.,.,,.=eact=~ivo=-- 155 + 156 + mezcla 

mezcla 

157 158 

~ 
161 o 

~-· 
162 o 160 156 

Esquema 30. Transfonnaciones químicas y biológicas de los productos de oxidación de 145. 13 

13 a: CMrvularia h.mata; b: ~Py: e: KOH ale; d: H..BNa; e: n:activo de Joncs; r: RuH2(Ph~) .. 
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De los resultados descritos se deduce que los compuestos del tipo 4Jl-hidroxi­

eudcsmano son biotransfonnados mediante la hidrox.ilación en C-12. Los sustratos con un 

grupo cetona en C-6 son más eficientes. aunque existe mayor selectividad en la producción 

de 12-hidroxil compuestos. con sólo la configuración t 1-~ todos estos sustratos son útiles 

para Ja obtención de 6Jl-lactonas. 

En la literatura se informa que una lactona scsquiterpénica (Plectrantona 163). con 

esqueleto ci.~-eudcsmano. fue aislada de las partes acreas de P/ectranthus cylilulraceus. 

(planta usada como desinfectante y desodorante). para detenninar sus metabolitos de 

biotransfonnación por diversos tipos de hongos. destacando B. ba..~ .. "iana. por ser la cepa 

que generó la má.s eficiente mctabolización de la Plcctrantona t 63. dando cinco metabolitos 

(164-168). los metabolitos se aislaron por extracción con disolventes y se purificaron por 

cromatografia. además de ser identificados por sus propiedades espectroscópicas [84]. 

De acuerdo a los resultados. se observó que de la mezcla de metabolitos generada 

por la incubación de Plectrantona con B. bassicuia. un metabolito mayoritario 165. fue 

capaz de hidroliz.ar el ester del C-17. como se muestra en el esquema 31. 

~ 
o-.,.--lh ~,..,,~!·:.::~ ---~ 
HO~ O ~~ 

165 (Z1.211i) 

~ COCH3 ~2.5 .. ) 

.~·· ·Q.~~· = ·~ 
~ OCOCH, 

Esquema 3 l. Metabolitos obtenidos de plectrantona con B. bassiana. 

\ 
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Otra Jactona sesquiterpénica (+)- costunolida 169 incubada con un cultivo de C. 

echilru/ata durante 24 h. rindió un producto de lüdrogenación identificado como (+)-

1113.13-dihidrocostunolida 170. observándose una inhibición del crecimiento. por lo que la 

transfonnación no fue completa. La incubación del compues1.o 171 con un cultivo de 48 

horas de C. echil111/ata. generó tres productos de oxidación. IP-hidroxieudesmanotida (+)­

santarnarina 172, (+)-reynosina 173 y (+)-lp, hidroxiañ>usculina A 174. La formación de 

los compuestos 172-174, puede ser explicada por la epoxidación de la costunolida 169 a 

IP. IOa:-epoxicostunolida 171. seguido de la apertura electrofllica del epóxido con un 

rearreglo del esqueleto de eudesmanolida como probablemente ocurre en la biogénesis de 

las plantas de 1 P-hidroxieudesmanolidas como oe muestra en el esquema 32 (85]. 

e «lliJulata 

24h 

• t 

~".H_,,., 

~~---~"· 
H 170 O 

Al . r11 . (ti 
&,A~~A~ ~ 

172 o 173 o 174 o 

Esquema 32. Biotransfürmación de la custunólida con C. echim1lata.. 



U Biot.,.n•fonnM'ion de I• ridrndna y dr I• drucrtlkonrrnlflorin. ron hnnC!!" fil•m<"DI.....,._ 54 

Al incubar la (-)-dihidrocostulactona t 75 con un cultivo de 24 horas de C. 

cclti1111/a1a. se observó una comp1cta inhibición del crecimiento; sin embargo al incubar este 

compuesto con un cultivo de 48 horas generó un guayanótido ( +)-1 la.. 13-

dihidrodehidrocostulactona 176. 

La incubación de lichnopholida 177 con C. echi1111/ata (cultivo de 24 horas) genera 

(-)-16-( 1-metil-1-propenil) cremantolanolida 178. Asimismo la incubación de (-) 

dihidrocostulactona 175. con un cultivo de 24 horas de R. oryzae .. genera dos productos 

(+)-1 1p,13-dihidrodehidrocostulactona 179 y (+)-11¡3,13-dihidro-10,14-

cpoxydchidrocostulactona 180 y finalmente la transfonnación microbiana de lichnopholida 

177 .. generó el mismo compuesto obtenido por C. eclri1111/ata como se observa en el 

esquema 33. 

175 

177 

~ 
- H- O~Hz 

o 
175 

e l!!Chinuldtil 
48h 

e ed>inu/Jta 
24 h 

24 h 

o 

o 

•H 
CH, 

176 '\_ 

. = 

'() 

178 

-

~ s=(::rn, 
- H-0~- - O~~ 

o o 

179 180 

Esquema 33. Biotransfonnación de Jactonas sesquiterpénicas por C. echinulata y R ory--ae 
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Esquema 33 (continuación). Biotransformación de lactonas sesquiterpénicas por C. 
echi11ula1a y R ory-.--ae 

Las reacciones de epoxidación e hidrogenación de el doble enlace A• •-u son las 

transfbnnaciones realizadas por C. echinula/D y R.. ory-..ae, en donde la reacción de 

hidrogenación regioselectiva generada por estos microorganismos es considerado un 

sistema de defensa a la actividad fungicida de estas lactonas sesquiterpénicas. 

La planta Stemodia maritima conocida en Jamaica coloquialmente como potencia 

para el hombre débil contiene diversos diterpenos entre los que destacan estemodina 181, 

estemodinona 182 y estemarina 1113, los cuales han mostrado tener especial actividad 

antiviral (86). 

La biotransformación de estemodina 181 se Uevó acabo con B. bassiana ATCC 

7159, generando un producto, el cual fue acetilado por vla química observándose dos 

productos. los cuales Cueron purificados por técnicas crornatográficas~ como se muestra en 

el esquema 34, sus estnacturas se elucidaron con base en sus propiedades espectroscópicas. 

" ....... .. 
~,...__,__.........__~~" 

mduo 



De acuerdo a los resultados obtenidos en el esquema se puede concluir que B. 

hassiana hidroxiló la posición C-18 de la estcmodina 181. Por otro lado. la cstemodinona 

185 fue obtenida con un alto rendimiento por medio de la oxidación de 181 con el reactivo 

de Jones. posteriormente Ja incubación con B. hassia11a. por 14 días. permitió aislar a la 

13.18-dihidroxistemodan-2-ona 186. la cual fue aislada de la fermentación de 1111 con 

Cephalo ... pori11m aphidico/a como se observa en el esquema 35. 

181 r~activo ., 
Iones 

o 

.. 
estemodinona 

182 

~basSÍdnd ATCC7159 

181 + ~i1phKfko(.r 

13. 18-dihidroxicstemodan-2-ona 
186 

Esquema 35. Hidroxilación de la estemodina por B. bassia11a y C. aphidico/a 

La incubación de esternarina 1113 con B. bassi<UID resultó en la formación de 

diversos productos. de los cuales sólo dos fueron obterúdos en la cantidad suficiente para 

poder ser caracterizados. 113. 13, 19-trihidroxiestemarano 1117 y el icido 13-

hidroxiestemaran-19-carboxilico U18. como se observa en el esquema 36. 

B. tvssJMu ATCC71 59 

..ti 

·:H r@·"•<JH 
CHzOH '"""cooH 

1fl,13,19-trihidroxies1emarano 
187 

Ac 13- Hidroxie-stemann-19-carboJdlic:o 
188 

Esquema 36. Incubación de estemarina con B. hassia11a. 
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Más recientemente en la literatura se infonna de nuevas biotransfonnaciones 

empleando un hongo patógeno (Hotrytis ci11erea). para una gran variedad de plantas 

comestibles (lechug~ tomates y uvas. entre otras). pl'"oduciendo como principales 

mctabolitos sustancias con esqueleto de cariofileno (botridial)~ las cuales juegan un papel 

imponante en su patogenicidad. 

Los estudios biosintéticos sugieren que Ja fonnación de estos compuestos derivan 

del farnesilpil'"ofosfato. con la formación y ciclización del catión cariofileno. La 

biotransfonnación de óxido de cariofileno por B. cilwrca en un tiempo de cultivo de dos 

días. produce diversos productos oxigenádos como se ilustl'"a en el esquema 37. 

En un segundo proceso de biotransfonnación se separó la biomasa y se procedió a 

utiliz.arla para incubar aJ sustrato 189 en un medio sin glucosa durante 24 horas. 

obteniéndose algunos de los metabolitos del proceso anterior (191. 193-197). además los 

rnetabolitos descritos en el esquema 38 . 

1119 

s.-... 
2Cllas 

... ~ •. H. ~ ~./" "~··· H ··"~ •• OH .. ·· .. 
.r... ; ,( 

···<> lf 
193 194 195 

~ oo.__.,,_ H ./ 

···~ ~ 
196 197 

Esquema 3 7. Productos de la biotransfonnación de óxido de cariofileno con Botrytis 
cinerea en un cultivo de 2 días. 
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189 

B. cint!re.1 
tillas 

··~"T1;t"~ 
~o o o 

:.~ 199 "~;00 
~· if~ 

OHC" 20 ~ HO 202 

.. ~ 
OH 

203 

Esquema 38. Productos de la biotransfonnación de óxido de cariofilcno con Botrytis. 
cinerea. 

La mejor ruta de biotransfonnación involucra la epoxidación estereoselectiva en C-8 

y C-13 y la hidroxilación en C-7. la presencia de kobusona (199) y el aldehído (201) en el 

medio de f"ennentación indica que oua ruta de biotransfünnación procedió de la hidrólisis 

del 8, 13-q>é>xido y además un proceso de oxidación (87). 

TESIS CON 
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Actualmente existe un gran interés económico. agroindustrial y fannacológico por 

emplear enzimas y microorganismos en la obtención y síntesis de productos químicos; ya 

que su cstercoespecificidad los hace una herramienta muy útil para el químico orgánico. Sin 

embargo. existe una descripción limitada acerca del comportamiento de los sistemas 

enzimáticos de un determinado microorganismo sobre la estructura de un sustrato. los 

cuales al transformar su estructura modifican su actividad biológica. 

Por otro lado. las lactonas sesquitcrpénicas han sido objeto de numerosos estudios 

biológicos. donde destacan por su actividad antimicrobiana.. antitumoral. antiparasitaria y 

antifúngica entre otras. debido a la p.-csencia del grupo carbonilo ~ 13-insaturado. 

Por lo tanto. el presente estudio va encaminado al aislamiento y elucidación 

estructural de los productos de biotransfonnación con un cultivo de células de zanahoria, 

lipasas inmoviliz.adas y los procedentes de la acción microbiana de los hongos filamentosos: 

Aspergil/us niger y A.spcrgtl/us ochraceus además de la levadura Beauwria bassiana. sobre 

la ridentina y desacetilconfertiflorina con la finalidad de obtener compuestos químicos 

novedosos que puedan ser factibles de ser evaluados biológicamente. 



IV. OBJETIVOS . 
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Objelivo general. 

Realizar las transf"onnacioncs químicas y biológicas de la ridentina y 

desacetilconfcrtiflorina.. lactonas sesquitcrpénicas aisladas de las plantas medicinales 

mexicanas. A. ludovicicu10 .'f .. \P mexicana y A. co1ifertijlora respectivamente. con la finalidad 

de obtener compuestos químicamente novedosos que puedan ser f'actibles de ser evaluados 

biológicamente. 

Obj<:tivos <:Specificos. 

a) Realizar la investigación bibliográfica sobre biotransfonnaciones enzimáticas y con 

microorganismos de lactonas scsquiterpénicas. 

b) Rea.li.za.r la investigación bibliografica sobre la extracción. aislamiento. 

caracterización y propiedades biológicas de lactonas sesquiterpénicas. 

e) Purificación de la ridentina a partir de las fracciones del extracto etanólico y 

diclorometán.ico de A. ludoviciana ssp mexicana (colectada. en San Rafael 

Tlalmanalco y Milpa Alta respectivamente). 

d) Purificación de la desacetilconfeniflorina a partir de las fracciones del extracto 

diclorometánico de A. confertiflora. 

e) Realizar la acetilación química de la ridentina. 

f) Realizar la acetilación enzimática de la ridentina con lipasas inmovilizadas . 

g) Determinar el tiempo óptimo del proceso de bioconversión.. a partir de la curva de 

crecimiento del microorgatÜsmo (peso húmedo) y Cuentes de carbono (técnica del 

DNS). 

h) Realizar la biotransfonnación de la ridentina con hongos filamentosos. 

i) Realizar la biotransfbnnación de la desacetilconf'ertitlorina con hongos filamentosos 

j) Separar y pwificar los metabolitos obtenidos en los procesos de bioconversión. 

k} Aplicar las técnicas espectrométricas y espectroscópicas. en la caracterización e 

identificación de los productos de biotransf'ormación. 

J 
;. 
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V. HIPÓTESIS. 



Las lactonas sesquiterpénicas son un grupo de compuestos muy importantes debido 

a su amplia gama de propiedades biológicas que presentan de acuerdo a su estructura 

molecular. especificamcntc por el anillo a.-mctilen-y-lactona y su diversidad en cuanto a su 

grado de funcionalidad. 

Entonces. por medio de los procesos de bioconversión con hongos filamentosos. 

lipasas inmovilizadas y un cultivo de células de zanahoria se obtendrán variaciones 

estructurales en la ridentina ---gennacranólido-- y en la desacetilcorúertiflorina 

-pseudoguayanólido- generando productos novedosos con probable actividad biológica. 
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l. MateriaL 

l. l. Material vegetal. 

• Artemisia ludoldcia11a ssp mexicana silvestre 
• Amhrosia confertiflora silvestre 

1.2 Material para la extracción. purificación y elucidación estructural de la ridentina y de Ja 

dcsacetilconfertiflorina, así como de sus productos de biotransfonnación. 

1.2. 1 Material de vidrio. 

Matraces Erleruneye< de 50. 125 y 250 mL 
Matraces redondos de 1 OO. 250 y 500 mL 
Matraces kitazato de 125 n1L. 2.SO y 500 mL 
Frascos viales de 5 y 10 mL 
Probetas graduadas de JO, SO y 100 mL 
Embudos de tallo corto 
Camaras de dución para cromatofolios de diferentes tamai\os 
Embudo Hinb de porcelana 
Placa de toque de porcelana 
Columnas cromatográficas de diferentes dimensiones 
Equipo para destilación simple, fraccionada y a presión reducida 
Campanas de vacío 

1 .2.2 Sustancias. 

Silica gel 60 GF para CCF (Merck) 
Sulfato de sodio anhidro (Aldrich) 
Celita 545 (Merck) 
Sulfilto cérico amónico (Baker) 
Piridina 
Ácido -.1a-cloroperbcnz.oico 
Anlúdrido acético 
Dimetilsulf"óxido 
Ácido sulfiírico (Daker) 

nffi!l CON 
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1.2.3 Disolventes. 

Acetato de etilo. grado técnico 14 

Aceton' grado técnico 14 (Mcrck) 
n-Hex.ano. grado técnico14 (Merck) 
Etanol., grado técnico" (Merck) 
Metano!, grado técnico" (Merck) 
Cloroformo. grado analítico (Mcrck) 
Diclor-ometano. grado técnico 14 (Merck) 
Éter etilico,grado analítico (Merck) 
Éter isopropílico. grado analítico (Merck) 
Agua destilada. 

1 .2.4 Material especial. 

Cromatofolios AL TLC silíca gel 60 F,.4 (Merck) 
Cromatofolios de sílica gel 60 A• 

1.2.S Equipo. 

Balanza granataria OHAUS 700-800 
Rotavapor Yamato RE47 
Balanza semianalitica OHAUS E 400 
Balanr.a analítica Ainsworth t 00 A 
Dallo de agua Varna!o BM-42 

• Lampara UV 254/366 nm mincnalight 
Aparato Fishcr Johns 
Espectrofotómetro de IR Perlcin-Elmer modelo 283 y 681 
Espcctrofotómetro Nicotet FT-IR S SX 
Espectrofotómetro de masas Hewlett Paclcard 5985 GC/MS System 70 e V 
Espectrofotómetro de RMN Varían FT VxR-300 S 

1 .3 Material para el proceso de biotransf"onnación. 

t .3. t Material de vidrio. 

Matraces Eñenmeyer de 25, SO y 250 mL 
Matraces redondos de 100, 250 y 500 mL 
Probetas graduadas de t O, SO y t 00 mL 
Camaras de elución para cromatofolios de dif"erentes tamaiios 
Tubos capilares 
Tubos de ensaye 

.-
14 El disolvente fue puriC"JCado mcdian1c destilación ,.rac:donada. • t ,_ 

L---



• Bk>Cn1ndorm11Cion d<- I• ri<knrin• y dr I• ...._P?';knnfc-rtmnrin• coa - .... fil•mnu.-... 64 

1.3.2 Material biológico. 

Cepas de los siguientes microorganismos: 

A~<ipergi/111s niger A TCC 
Aspcrgillus Ochraceus A TCC 
Beaul'eria Ba.~iana A TCC 
Kit de lipasas inmovilizadas (Aldrich) 

J .3.3 Sustancias. 

Acetato de vinilo 
Glucosa anhidra 
Peptona 
Extracto de carne 
Exu·acto de levadura 
Ácido dinitrosa.licilico 
Fenal 
Tartralo de sodio y potasio (sal de Rochelle) 
Nitrito de sodio 
AgarPDA 

1.3.4 Equipo. 

Agitador rotatorio perkin-Elmer 
Campana de Oujo laminar 
Balanz.a semianalitica OHAUS E 400 
Balanz.a analítica Ainsworth 100 A 
Balanza granataria 
Autoclave 
Estufa de incubación 
Cen1rifuga 
Espectrofolómetro Nicolet FT-IR S SX 

1.3.5 Material especial. 

Tijeras 
Cuttcr 
Gasa 
Algodón 
Papel de estraza 
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2. Metodología. 

2. 1 Diagrama de flujo para la purificación y biotransformación de Ja ridentina. 

Fracciones del extracto CH2Cb 
[ n-Hcx/AcOEt (60:40)] y 

EtOH [ n-Hex/AcOEt (80:20)] 
de A. ludovicia11a ssp mexica11a 1 Trans~o":r1ación n 

qu1m1ca 
1) CCV/CCF 

ei 
2) Rccristaliz.ación 

€ ~ 3) IR. RMN'H. RMN"C 
"" u u 

~ 
e:_; 

~ 
u 

:r! 

l OH 

HO~ e5 
AcO ~ >---

AcO~ 
o 

Ridentina ( 48) 

o 

Diaoctato de la ridcntina 
(205) pf 140-144ºC 

~ ... 
'- "" 

~ ... 
~8 '- u E u - u l u 
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1 206-207 
1 209 pf 285-287 ºC 1 

1 208 1 1 210-211 
pf" IS0-152 ºC 

r-1 Biotransfonnación 1 
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l N "" u u 
:r: u u 

l 
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~ o 

Epímcro de la 
vulgarina (217) 
pfl7S-176°C 

J ... '-' '-' 
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1 212-216 1 
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2.2 Diagrama de flujo para la purificación y biotransformación de la desacetilconfeniflorina 

Fracciones del extracto acetónico 
[n-He"'AcOEt (60:40)] de 

A. co1ifertiflora 

1) CCV/CCF 
2) RecristaJización 
3) IR. RMN'H. RMN 13C 

104. Desacetilconfertiflorina 

st¿: 
o 

A. ochraceus 
Biotransfonnación 

B. lxzssiana 

lR., RMN'H. RMN 13C 

2111-222 ~ 223-230 
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3 .. Colrct• y difrrrnci•ción crom•tográlica dr las partes •e~• del material vegetaL 

El material vegetal de Artemisia lr1dovicia11a ssp mexiav10. fue colectado en 

scpticmb.-e de 1996. a 50 metr-os aJ norte de la carrcter-a Ja Cruz-Loma Bonita, San Pedr-o 

Actopan. Milpa Alta. D.F .. por el Q.F.B. José Luis Balderas y el M en C. Anuro Cano. 

mientras que Ja identificación fue r-ealiz.ada por- el Biólogo OswaJdo Téllez del Instituto de 

Biologia de la U.N.A.M. 

El material vegetal de Amhro:ria confertiflora. fue colectado en septiembre de 1997. 

en la carretera Zacatcca.s-Dur-ango Km 12.5 al norte de Ja ciudad de Zacatecas sobre Ja 

carretera No. 45. por- el M en C. Arturo Cano. e identificado por el biólogo Esteban 

Maníncz del Instituto de Biología de la U.N.A.M. 

3.t. Purificación de la rideatina. 

De las fracciones obtenidas del estudio quimico de los extractos ctanólico [n­

hex/AcOEt (80:20)] y diclorometánico [n-hcx/Ac:OEt (60:40-40:60)] de A. ludoviciana ssp 

mexicana (Milpa Alta y San Rafiscl Tialmanatco) (88]. que presentaban como constituyente 

a la ridentina fueron purificadas por CCV y CCF preparativa. 

La ridcntina obtenida. se purificó por cristalización por par de disolventes 

(Me,CO:AcOEt. EtOH:AcOEt) (1.85 g". 0.061 %). y fue caracterizada con base en sus 

propiedades fisicas y constantes espectroscópicas. 

pf: 235-236 ºC 

Soluble en MC,CO y EtOH caliente, insoluble en n-hexano. 

[a ] 20o=+ 82.50 (c. 1.60; MeOH) 

IR v(cm'1
• espectro 1; ridentina 48): 3334. 3073. 2944. 2878. 1868, 1763. 1666. 1639. 

1445. 1403. 1306. 1264. 1156, 1504. 893. 813, 771. 703. 590. 

15 Se panió de 3935.4 g de pu1CS .ercas de la planla meca. 
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RMN 1H (CDCI,. TMS. espectro 2; ridentina 411): 1> 5.97 (IH. d. J=3 Hz. H-13b). ¡; 5.54 

(IH. d, J=3 Hz, H-13a). ¡; 5.28 (IH. d. J=IO Hz. H-5). 1) 5.03 (IH. s.a. W112=3. H-14 b). ¡; 

4.70 (IH. s.a. W 112=3. H-14 a).¡; 4.48 (IH. 1. J=IO Hz. H-6). 1) 4.05 (lH. dd. J=9. 4 Hz. H-

1 ). ¡; 3.76 (IH. <kl • .1=9. 4 Hz. H-3). 1> 2.79 (11-1. ddddd, J=IO, 3 Hz. H-7). 1) 2 .. 38 (IH. ddd. 

J=14. 9, 3 Hz. H-9 b). ¡; 2.23 (11-1. ddd. J=l4. 9. 3 Hz; H-9 a). 1) 1.89 (IH. cMd.:J=l4. 9. 4 

Hz. H-2a), 1) 1.82 (IH. ckld. J=l4. 9. 4 Hz;' H-2b), 1) L89 (lH;·m J=l4;~ 9: 3 ¡.h; H-8b). ¡; 

1.52 (lH. dddd, J=H. 10: 9. 3 Hz; H-8a) 1> l.5S (!H}d.J71.5 ~ °c::H,~15): 

RMN 13C (CDCI,. TMS. espectro 3; rid~~tina ~~):'s 73:~ (¿)):6:~1:46 (C-;):s 73.75 (C-

3). ¡; 147.26 (C-4). ¡; 120.46 (C-5). ¡; 79,59 (C..Ó). ¡; 4j:30 (¿7)'.iá' '.25.7S (C-s). ¡; 30.45 

(C-9). ¡; 144.86 (C-10). ¡; 140.08 (C-11). 1> 169.31 (C-12), 1> 117.56 .<C-13), 1> 109.60 (C-

14). ¡; 11.2 (C-15). 

EM OE). 264 ~; 0.10). 219(10). 175(32), 149(40), 105(48), 91(100), 79(50), 53(66). 

43(60), 41(55). 

3.2. Acetilacióa químicm de la ridentina. 

Se disolvieron 100 mg de 411 en 23 mL de CHCh y se hicieron reaccionar con 3 mL 

de Py y 3 mL de Ac,0 a reflujo durante 28 h. el curso de la reacción se siguió por CCF. 

como se observa en el esquema 39 a . 

Una vez concluida la reacción (esquema 39 b) se adicionó 1 g de hielo picado. y se 

pr-occdió a la separación de los componentes mayoritarios. para ello la fase orgánica se lavó 

con HCI (100/o. 3 x 10 mL) para eliminar la Py. posteriormente se trató con una solución 

saturada de NaHC03 (3 x 10 mL) y finalmente se lavó con agua destilada (2 x 10 mL). La 

fase orgánica se secó con Na2SO .. anhidro y se procedió a la eliminación del disolvente por 

medio del rotavapor. 

La separación de los productos de interés se realizó por CCP [n-hex/AcOEt 

(55:45)]. como se muestra en el esquema 39 c. 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 
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- - ACQM 16 (2%) 

- Diacetalo de la ridentina (205. 90 %) 

~~ 
a b e O 

Esquema 39. CCF [n-hex/AcOEt (55:45)] de la reacción de acetilación de la ridentina17• 

El compuesto mayoritario con R.,= 0.66 (n-hex/AcOEt (55:45)) corresponde al 

diacetato de la ridentina (205). 

pf: 140-144 ºC 

Soluble en CH,CI,. CHCI, y Me,CO 

IR v (cm·•. espectro 4; diacetato de la ridentina 205): 2937, 2858, 1763, 1738, 1670, 1448, 

1373, 1303. 1140, 1027. 976, 912. 

RMN'H (CDCI,, TMS. espectro 5; diaeetato de la ridentina 205): ¡; 6.20 (IH. d. J=3.6 Hz. 

H-13b), ¡; 5.52 (IH. d. J=9.6 Hz. H-13a). ¡; 5.47 (IH. d, J=3 Hz. H-5), ¡; 5.31 (IH. dd, 

J=2.7, 1.5 Hz, H-1). ¡; 5.27 (IH. dd, J-.2 Hz. H-3), ¡; 5.1 (IH. s.a. W1a=3, H-14 b), ¡; 

5.05 (IH. s.a, W11:z=J. H-14 a).¡; 4.48 (IH. t. J= 9.9 Hz, H-6), ¡; 2.77 (IH. ddddd, J=IO. 3 

Hz, H-7). ¡; 2.57 (IH. ddd. J=J4. 9, 3 Hz. H-9 b), 6 2.23 (IH, ddd. J=J4. 9, 3 Hz. H-9 a),¡; 

1.89 (JH. dd<I. J=l4, 9. 4 Hz. H-2a). 1.89 (JH. 1n J=J4, 9. 3 Hz. H-8b), 6 1.82 (IH. ddd. 

J=l4, 9, 4 Hz, H-2b), ¡; J.52 (IH. dddd. 1=14. 10, 9. 3 Hz. H-8a) ¡; 1.58 (IH. d, J=J.5 Hz. 

CH,-15). ¡; 2.06 (3H. s, CH3CO). ¡; 1.97 (3H. s. CH3 CO). 

TESIS CON 
16 Producto de aoetilación qulmica de la ridentina compucslo lllCll05 polar FALLA DE ORIGEN 
17 a: ecguimicnto de la reacción; b: fin de rcac::ción (at151CDCÍa de ridcntina)~ e: llCparación por CCF 
prc:paratiya 



u BlotrandnnnKion !k la ri!kn1;na y !k la c!ey«tUcoefr•dftnrina con hnftgn! Ria-..._.. 70 

RMN "e (CDCh. TMS. espectro 6; diacctato de la ridentina 205). o 75.4 (C-1). 6 35.8 (C-

2). o 75.6 (C-3). o 142.7 (C-4). o 124.2 (C-5). 6 79.5 (C-6). 6 48.5 (C-7). o 26. l (C-8). 

o 29.6 (C-9). o 145.9 (C-10). 6 139.4 (C-11). 6 169.5 (C-12), 6 110.9 (C-13), 6 114.3 (C-

14). 6 12.4 (C-15). o 21.1(CH3CO),6 21.9 (CH,CO). 

El compuesto .de menor polaridad (ACQM Rr = 0.84. n-hex/AcOEt (55:45)) se 

obtuvo en bajo rendimiento (2%). por lo cual sólo se enlistan sus datos de lR.. 
. . . 

, '-, 

IR v(criJ·1
• espectro 7; producto menos polar de la reacción de acetil8Ción de la ridentina 

ACQM) 3695, 2959, 2932, 2870. 2853. 1754, 1602. 1463, 1376. 1168. 1039. 

3.3. Acetilación enzimática de la ridentina. 

En cuatro matraces Erlenmeyer de 25 mL .. se disolvieron JO mg de 48 en 17 mL 

CHCh por cada matraz postcrionnente se adicionaron 20, 40 y 60 mg de lipasa 

inmovilizada de Candida cylindracea18 respectivamente. finalmente se vertieron 0.5 mL de 

acetato de vinilo (A V) a cada matraz. 

Las mezclas de reacción se colocaron en un sistema con agitación rotatoria a 180 

rpm. y se siguió el a.U"so de reacción por CCF. Una vez finalizada la reacción (76 h), se 

climininó la enzima por filtración a vacío. De la mezcla de reacción se separaron por CCF 

preparativa 48 y el producto de acetilación 208 (Rr =0.60 [n-hex/ AcOEt (60:40)]). como se 

observa en el esquema 40. 

El procedimiento descrito anteriormente. se seguió para las siguientes enzimas: 

lipasa de Pseudomona cepacca (LPC), lipasa de Ca11dida a11tártica (LCA), y lipasa de 

Pá11creas porci110 (LPP). las cuales no lograron acetilar a 48. como se observa en el 

csquema40. 

1 
• Las condiciones de n:ac:ción con LCC se establecieron de acuerdo a un previo ensayo de reacción de esta 

enzima con moléculas menos complejas tales como el mcnlol. el isomcn10I. y el ill!'nt~. así oomo con 
ridcnlina. 

----------- ----·· -
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e) d) 

R: ridcntina 
LCC mas ridcntina 
LPP " ridentina 
LPC ... ridentina 
LMM ... ridentina 
LRN º ridcntina 
LRA ... ridentina 

Esquema 40. Reacción de acetilación de ridentina con lipasas 19
• mezcla de elusión 

[ AcOEt/n-Hex (40:60)). 

El producto de acetilación de ridentina con la enzima LCC, se recristalizó con 

CHCl3 para dctenninar sus propiedades fisicas y debido a su bajo rendimiento ( 1.43 o/o) sólo 

se enlistan sus datos de IR 

pf" 150-152 ºC. 

Soluble en CH,CI,_ CHCI,. Me;zCO 

IR v (cm·•. espectro 8; 208): 2937. 2858. 1763, 1738. 1670. 1448. 1373. 1303, 1140, 1027. 

976. 912. 

3.4. Epollidación de i. ridenlina. 

Se disolvie.-on 100 rng de 48 en la mínima cantidad de CHCL3 (25 rnL). con 

agitación mecánica, en un matraz erlemneyer de SO mL. a temperatura ambiente. una vez 

disuelta la ridentina. se agregaron 100 mg de "'=ido meta-cloropcrl>enzoico (AMCPB) y el 

matraz de reacción se colocó dentro de un baí\o de lúelo con sal (-SºC). 

El curso de la reacción fue seguido por medio de CCF [AcOEt (100"/o)], después de 

aproximadamente 48 horas de reacción. se procedió a detener la reacción. adicionando 1 g 

de hielo picado. al término de la fusión del hielo se colocó la mezcla de reacción en un 

\ ~~::-··~ ':ON 
19 

l...a5 placas a y b currcspondcn a la primera~ de la rcac:ción de ;accc;laci6n (~ mO,D:; ~N 
ensayo e 10 mg) y d; al cuano ensayo de 1a ~óa < 40 mg>- ¡ . . - - , -. L./¡:, V 1'U U .C. 
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embudo de separación y se realizaron extracciones con CHCb (3 x 5 mL). la fase orgánica 

obtenida se lavó (2 x 10 mL) con bisulfito de sodio al 10 %. para eliminar el exceso de 

AMCPB. posteriormente se procedió a lavar la fase o.-gánica (2 x 10 mL) con bicarbonato 

de sodio al 10 %. 

Finalmente. la fase orgánica se lavó dos veces con agua. y se procedió a secarla con 

Na2S04 anhidro. la eliminación del exceso de disolvente se realizó por destilación a presión 

reducida. La mezcla de productos se purificó por CCF preparativa [ AcOEt/n-Hex (70:30) 

dos veces]. como se observa en el esquema 41; obteniendose 206 (R.,-=0.3) y 207(R,= 0.63) 

en muy bajo rendimiento (2.1 % y 1.32 %) por lo cual sólo se cnlistan sus datos de IR. 

.... 
v-•P": !" 

R: ridentina 
ER 1 : Epoxido de ridentina. producto más polar (206) 
ER2: Epoxido de ridentina. producto menos polar (207) 

Esquema 41. Epoxidación de ñdentina, mezcla de elusión [ AcOEl/n-Hex (70:30) ]. 

IR v (ern"1
• espectro 9; 206): 3693. 3606. 2927, 2855. 1795. 1752, 1602, 1459, 1379, 1152, 

1042, 959. 

IR v (ern·•. espectro 10; 207): 3693, 3602. 2928. 2855. 1793. 1727, 1602, 1454, 1380, 

1175. 1706. 1019, 958. 

3 .. 5. Purifie11ción de la desacetilconfertiftorin• 

De las fracciones obterúdas del estudio químico del extracto MC,CO de A. 

confertiflora [n-hex/AcOEt (60:40)] [89]. se procedió a la purificación por técrúcas 

cromatográficas (CCV y CCF) de la desacetilconfeniflorina 104. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Posteriormente. 104 fue purificada por cristalización con el par de disolventes 

(AcOEt/n-hcx) obteniendo 6 g (0.55o/o)20 y determinando sus propiedades fisicas. así como 

sus constantes espectroscópicas para poder llegar a su identificación. 

pf209-210 ºC 

soluble en AcOEt. EtOH. Mc,CO calientes 

IR v (cm·•. espectro 11; desacetilconfertiflorina 104): 3608, 2968, 2933, 2887. 1764, 1743. 

1658. 1471. 1406. 1391. 1328. 1275. 1163. 1141. 1112. 1062. 1017. 986. 965. 

RMN'H (CDCh. TMS. espectro 12; desacetilconfertiftorina 104): 6 6.35 (lH. dd, J= 0.5. 3 

Hz. H-13b). 6 5.95 (IH. dd. J=l. 2.5 Hz. H-13a). 6 4.61 (IH. d. J=8.5 Hz. H-6), 6 2.46 

(IH. dckkl. J=9.5, 9.3. 8.5 Hz. H-10). 6 1.16 (IH. d. 1=3.75 Hz. H-14). 

RMNCu(CDCh. TMS. espectro 13; desacetilconfertiflorina 104): 6 46 (C-1). 6 23.9 (C-2). 

6 44 (C-3). 6 218 (C-4). 6 54 (C-5). 6 80 (C-6). 6 52 (C-7). 6 66 (C-8). 6 35.4 (C-9). 6 32 

(C-10). 6 137 (C-ll). 6 169 (C-12). 6 124 (C-13). 6 16 (C-14), 6 12 (C-15). 

3 .. 6 .. Proceso de biotraasform•ci6n con hoa1:09 rdameatosos. 

3.6.1. Preparación de los microorganismos.. 

Se realizó la ...,,.iembra de las cepas ATCC de A. niger. A. ochraceus y B. bassiana 

en tubos inclinados de agar PDA Se incubó a !etnperatura ambiente durante 48 h 21 y 

posteriormente se adicionaron 5 mL de agua destilada en contliciones asépticas a cada tubo 

paca obtener la suspensión de las esporas de los microorganismos. 

~ Este rendimiento ac obluvo a partir de t .072 Kg de partes acn:as &eeaS. 

TESE C'üllif 
FALLA DE ORIGEN 



3.6.2. Crerimien10 de los mic:roorw•nismos .. 

Se adicionaron a cuatro matraces Erlenmeyer de 250 mL. 120 mL de medio 

YEPGA (ver Anexo 1) y se esterilizaron a 15 Jb/15 min/121 ºC en un autoclave. se 

inocularon los matreces con l mL de la suspensión de esporas en condiciones estériles y se 

incubaron en un fermentador 36 ºC. 169 ha 180 rpm. 

3.6.3. Determinación de la blomasa por peso húmedo. 

De los matraces de crecimiento microbiano. se tomó J mi de medio de cultivo en 

tubos de ensaye de 13xl00 previamente llevados a peso constante y en condiciones 

asépticas a diferentes intervalos de tiempo (0-169 h). Todos los tubos se centrifugaron a 

3000 rpm durante 30 min. se decantó la fase acuosa22 y por dif"erencia en peso se detenninó 

la cantidad de biomasa. finalmente se graficó el logaritmo natural de la biomasa con 

respecto al tiempo (Anexo 11). 

3.6.4 Detenninación de la biolmasa por la cuantif'aci6n de mzúcarea reducto.....,. 

Se vertió 1 mi de los llObrenadantes obtenidos en la determinación de biomasa por 

peso húmedo. en tubos de ensaye de J 8x ISO. Se les adicionó 1 mL del reactivo DNS (ver 

anexo 1) a cada uno de estos tubos y se colocaron todos al nú111110 tiempo en un ballo de 

agua hirviendo durante S núnutos. posteriormente se enfriaron al chorro de agua y se 

llevaron a un volumen de 1 O mL c-.on agua destilada. Final-e se dejaron reposar por 20 

minutos y se realizó la medición espectrofotométrica a 575 nm como se muestra en el 

anexo L la concentración de azilcares reductores se determinó a panir de la curva estanda.r 

de glucosa. 

nt'SiS CON 
FALl.-!ic DE" ORIGEN 

21 Aproximadamcnfc en csae tiempo ('8 h) de iDcut.ción.., -.W la nWdJIUI formación de esporas. 
22 Es&os sobrcnaclanlcs .: cmplcaroa co la cuantif"acacióa de azúcares rcdlK:lorea por el mdOdo cid DNS. 



3 .. 6.5 .. Prep•raición dr la Cu"'a ntaadar de clucosa .. 

De una solución de glucosa al 10 o/o .. se tomaron S alicuotaS23 y se aforaron a JO 

mL respectivamente .. para obtener las concentraciones de 1.0- 0.1 % de glucosa. 

De las soluciones obtenidas se tomó 1 mL y se virtieron en S tubos de ensaye. 

postcrionnente a cada tubo de ensaye se les adicionó 1 mL de reactivo de DNS y se 

introducieron en un baño de agua hirviendo24 durante 5 minuto~ se enf"riaron los tubos al 

chorro de agua y se llevaron a un volumen de 1 O mL. se dejaron reposar durante 20 min y 

finalmente se determinó por espectrofotométrica a 575 nrn la absorbancia de cada una de las 

soluciones., se graficó en papel milimétrico la concentración ~r.sus absorbancia como se 

muestra en el anexo 11 y finalmente se realizaron las correcciones pertinentes de acuerdo a 

los f'aclores de dilución para cada caso. 

3.7. Procedimieato de la biotra•llf-d6e de rideatina.. 

Se adicionaron 120 mL de medio YEPGA (ver .nex:o 1) a cuatro matraces 

Erlenmeyer de 250 mL. se inocularon como se mencionó en la oección 2.9.1 y se incubaron 

en un fermentador a 36 ºC. 180 rpm. De aa.icrdo a los resultados de la cinética de 

crecimiento de los microorganismos (anexo 11). se in&erpoló el tiempo óptimo para la 

adición del sustrato 411 (100 mg) previamente disuelto en la mlnima cantidad de etanol"' (16 

rnL). finalmente el proceso se siguió por medio de cromatografia en capa fina por 169 h. 

Este procedimiento se empleó para la biotransfonnación de 4S con los 

microorganismos: B. bassiana. A ochracews y A niger como se muestra en el esquema 42. 

"' Las-... fueron de 1.0. O. 7. º·'· 0.3 y O. I mL , 

.. La i.DUWuccióa dc los tubo& al - hirviendo .. n:alizóal miunolicmp6. ---~·~ j': n:.ccióo riacra ;gua1. T:-.'· l" ¡_;Ul'l 

.. Dcspuo!sc1c 1a dioo1ucióoc1e 1as ---. e1 Y01wncn_.......,.., ~m'-L.::..~.IGE'N 
_..,.,. ......... biolnum"ormiocióa. . . ·. '~ \4_. u 1'\ -----
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R: ridcntina 
B: biotransfonnación con B.bassicv1a. 
O: biotransf'onnación con A. ochraceru 
N: biotransfonnación con A. 11íger. 

Esquema 42. Biotransfbrmación de 48 con B bassla11a. A 11iger y A ochraceus. mezcla de 
elusión [Hex/Ac<>Et (9: 1)). 

Al final de los procesos ( J 4 días) se filtró la biomasa26 por medio de un embudo 

Büchner a vacío y se realizaron extracciones con clorofonno (4 x 20 mL). de la fase acuosa. 

finalmente se secó la fase orgánica filtrando sobre Na2S04 anhidro y se concentró en un 

rotavapor. 

La fase orginica así obtenida. se concentró por destilación a vacío y se procedió a la 

separación de los productos de interés por técnicas cromatográficas. 

3. 7.1. Biotra••Col"mJldótm de rideatiaa coa B. ~ 

La biotraasfonnación de.._ se llevó acabo como se mencionó en la sección 2.10. 

disolviendo too mg de la IM:tona en 16 mL de etanol. este volumen de di!IOlución se 

distribuyó en los cuatro mattaces después de un tiempo de 96 h de incubación del 

microorganismo (ver anexo U). La separación de los productos de interés se realizó a partir 

de CCF preparativa. como se nwestra en el esquema 43. 

De la biotransfonnación de la ridentina con B bassiana se purificaron los siguientes 

sólidos (212. 215 y 216). de los cuales sólo se describen sus datos de IR. debido a los bajos 

rendimientos obtenidos. 

""ESIS CON 
~· .=--!.~-.! :)!: ORIGE·N 
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A 

A: No cristalizó ( 1.6 %) 
B: RBI pf" 215-218 (212. 0.8 %) 
C: RB2pf"117-119 (213. 1.3 %) 
D: RB3pf"113-115 (214. 1.5 %) 
E: RB4 pf"220-223 (215. 1.8 %) 
F: RB5 pf"216-217 (216. 0.971 %) 

Esquema 43. Biotransf"onnación de ridentina con B bassia11a. mezcla de elusión 
{Hcx/AcOEt (9: 1)). 

IR. v(cm·•, espectro 15; 212): 3688, 2930, 2858. 1736, 1602, 1520,.1465, 1377, 1043. 

IR. v(cm·•. espectro 16; 215): 3684, 2958. 2931, 2870, 1734, 1520, 1468, 1426, 1376, 

1021, 971. 

IR. v(cm·•. espectro 17; 216): 3686, 2928, 2856, 1737, 1601, 1522, 1463, 1107, 927. 

3.7.2... Biotran•formación de ridenlina c:on A. ,,;ger. 

La biotransformación de 48 con A. 11iger se llevó acabo como se describió en la 

sección 2.10, disolvic:odo 100 mg de la laetona en 16 mL de etanol. este volumen de 

disolución se distribuyó en los cuatro matraces después de un tiempo de 48 h de incubación 

del microorganismo (ver anexo II). Al final del proceso se realizó la separación de los 

productos de interés a partir de CCF preparativa,. como se muestra en el esquema 44 . 

• 
R: ridentina 
1: RNI pf 120-123 (210, 1.7 o/o) 
2: RN2 pf 125-127 (211, 2.8 o/o) 
3: RN3 pf 190-191 

Esquema 44. Biotransfonnación de ridentina con A. niger. mezcla de elusión 
(Hex/AcOEt (9: 1)). 

-----------~---·-~-



Los tres productos de biotransfonnación con A. 11iger. fueron obtenidos con un bajo 

rendimiento (ver esquema 44). por lo que sólo se cnlistan sus datos de IR. 

IR. v(cm·'. espectro 18; 210): 3686. 2927. 2855. 1729. 1602. 1520. 1463. 1377. 1022, 927 

IR. v(cm·•. espectro 19; 211): 2926. 2855. 1733. 1523, 1462, 1376. 926. 

3 .. 7.3. Blotrand"ormación de rideatlna con A.. ocllracai.~ 

La biotransformación de '8 con A. ochraceus se Uevó acabo como se mencionó en 

la sección 2.10. disolviendo 100 rng de la lactona en 16 mL de etanol. este volumen de 

disolución se distribuyó en los cuatro matraces después de un tiempo de 72 h de incubación 

del microorganismo (ver anexo 11). Al final del proceso precipitó un sólido de la f"asc 

orgánica. con un bajo rendimiento (2.3 %) por lo que sólo se enlistan sus datos de IR. y no 

se obtuvo otro producto de bioconversión. 

IR. v(cm·•. espectro 20; 209): 3429. 2926. 1621. 1376, 1152. 1097. 802. 500. 473. 

3.9. Biotl'llnsfornución de rideati•• con cultivo de c:Ba ... de ,......ora.. 

La bioconversión de 48 con un cultivo de células de zanahoria (Anexo O). produjo 

un producto de biotransf"<>nn8CÍón como se obselva en el esquema 4S. Posteriormente a la 

purificación de ésta mezcla de reacción. se obtuvo un sólido que fue caracterizado con base 

en sus propiedades fisicas y espectroscópicas. 

f!, ... .. ' " .. 

BCZ: biotransfonnación con células de zanahoria 
R: ridentina 
BC: blanco de células de zanahoria 
PI: producto 217 caracterizado (7 %) 
P2: aguas madres 

Esquema 45. Biotransfonn&ción de ridentina con células de zanllhoria. mezcla de elusión 
[AcOEt/n-Hcx (45:55)). . 

Tf?.IS CON 
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Pi 172-174ºC. 

IR. v (cm·'. espectro 21; de 217): 3573. 2928. 2855. 1785. 1728. 1683. 1459, 1380, 1271, 

1106. 1062. 1000, 966, 925. 

RMN'H (COC'3. TMS, espectro 22; de 217): S 6.62 (IH. cid. J= 10.3, H-3), S 5.91 (IH, 

ddd, .J=I 1.2, H-2). ¡; 2.48 (IH, cid. J=l 1.4, H-5), S 4.37 (IH. ddd, .J=I 1.2, H-6). 

RMN 13C (COC'3, TMS, espectro 23; de 217): S 201.6 (C-1), S 125.7 (C-2), ¡; JSl.7 (C-3), 

5 70.2 (C-4), ¡; 55. 1 (C-5), 5 78.6 (C-6), ¡; 48.3 (C-7), ¡; 20.0 (C-8), ¡; 34.2 (C-9), 5 45.8 

(C-10). 5 37.8(C-11), 5 178.8 (C-12), S 9.67 (C-13), S 19.7 (C-14), 5 24.0 (C-15). 

3.9 P.--edimieato de la biotran•formad6n de la daacedlcoaferdllorioa. 

La biotransformación de la desacetilconf"ertiflorina se realizó como se describió en el 

apartado 2.10 para la biotransformación de la ridentin9. La desacetilconfertiftorina 104 (100 

mg), se disolvió previamente en ta núnima cantidad de etanol (10 mL) y se distnl>uyó en 

volumenes iguales de disolución en los cuatro mauaces de acuerdo al tiempo óptimo de 

aecimiento (anexo 11). El proceso fue seguido por CCF por 169 h. La bioll"ansf"onnación de 

104 con B. bassiana, A ochraceu.s y A niger.., muestra en el esq.- 46. 

1 -
,,._.- ""'" 

a b 

Ac: dcsacetilconfertiOorina. (a) 
AO: biotransf"ormación con A. oc~ (a) 
AN: biotransf"ormación con A. Nlger. (a) 
AB: biotransfonnación con B- l>assiana.(b) 

Esquema 46. Biotransformación de 104 con A. niger, A. ochraceus y lB~-~bassiana~~~~·~=~~~;====1 
de eluoión [AcOEtlhcx (80:20)). - nslS CON 

. FALLA UKORlG~~-' 
------------------- ··-- -· ·-·-- - . 



3 .. 9 .. 1 .. Diolr•nsformacióa de la des.aretikoafertiftorina con B. bassiona .. 

La biorransCormación de la desacetilconfcrtiOorina se realizó de la misma manera en 

que se indicó en el apartado 2. 12. La purificación de los producros de biotransformación se 

realizó a panir de CCF prepa.rativ~ obteniendo dos productos de bioconversión como se 

observa en el esquema 47. 

i:.., •• 

.. • • .. .. 4 

.,.., ... 1'.'\l'::l ....... 

AC: desacetilconfertiflorina 
PI: DCF 
P2: DCF 
P3: OBI pf 131-133 (226, 2.3%) 
P4: OB2pf 119-121 (227,2.17%) 
PA: 083 

Esquema 47. Biotransfonnación de desacetilconf"eniflorina con B. bassia110 mezcla de 
elución [AcOEtlhex (80:20)]. 

Para los productos 226 y 227 sólo se enlistan sus datos de IR. debido a su bajo 

rendimiento ( 2.3 % y 2.17 %). 

IR.. v(cm-•. espectro 24; de 226): 2927. 2855, 1765. 1519, 1464, 1383. 1021. 927. 

IR. v(cm-•. espectro 25; de 227): 2959, 2926, 2854. 1766, 1520, 1462. 1381, 1022, 926. 

3.9.2. Biotraasf'ormacióa de la daaeetilcoafertlfloriaa coa A. ocllracaa. 

La biotr.nsfünnación de la desacetilconfertiflorina se realizó como se indicó en el 

apartado 2.12. La purificación de los productos de interés se realizó a partir de CCF 

preparativa, obteniendo cinco productos de bioeonversión 2111, 219, 220, 221 y 222 como 

se observa en el esquema 48. los cuales mostraron un bajo rendimiento por lo que sólo se 

enlistan los datos de IR de 222 (1.5%), 221 (1.4 %) y 220 (2.4 %) . 

. . -
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a) b) 

Placa (a) 
1:001 
2: 002 
3: 003 pf141-143 (2111) 
4: 004pf151-153 (219) 
5: DOS 
PA:punto de aplicación 
AC:Dcsacetilconfertiflorina 

Placa (b) 
1: 006 (220. 2.4 %) 
2: 007 (221. 1.35 %) 
3: 005 pf 107-110 (222. 1.5 %) 

Esquema 48. Biotransformación de la dcsacetilconfertiflorina con A. ochraceus. mezcla de 
elusión AcOEt:hex (7:3). 

IR. v(cm·'. espectro 26; de 220): 3697, 3605, 2957, 2928, 2855, 1730. 1602. 1520.4, 1465, 

1379. 1098. 

IR. v(cm·•. espectro 27; de 221): 3691. 3607, 2927. 2854. 1727, 1677. 1602, 1462, 1377. 

1109. 921. 

IR. v(cm-•. espectro 28; de 222): 3374, 2957, 2928. 2855. 1728, 1663, 1603. 1465, 1380. 

) 145. 1078. 

3.9.3. Biotranafonnacióa de la desacetilco•fa'tifloriaa con A. aiger. 

La biotransformación de la desacetilconfcrtiflorina se realizó como se indicó en la 

sección 2.12. Los cuatro productos de interés ""' purificaron a partir de CCF preparativa 

con bajo rendimiento por lo que sólo se enlistan sus datos de IR. 

1:DN1 (223, 1.2 %) 
2:DN2 (224, 1 .73 %) 
3:DN3 (225, 0.84 %) 
4:DN4 (226, 1 .33 %) 

Esquema 49. Biotransformación de la desacetilconfertiflorina con A. nige. mezcla de elusión 
[AcOEt:Hex (65:35)). 

¡, ,, 
ti 
•' • ;l 



IR. v(cm·•. espectro 29; de 223): 3403. 2927. 2855. 1726. 1678, 1600. 1463. 1427, 1378, 

1139, 1075. 

IR. v(cm·•. espectro 30; de 224): 1927. 2854. 1728. 1662. 1565. 1462. 1377. 1118, 1087. 

880. 

IR. v(cm·•. espectro 31, de 225): 3686, 3373.9, 2927.2. 2854.7. 1764.9, 1741.6, 1663, 

1601. 1526. 1469. 1423. 1020. 

IR. v(cm·•. espectro 32; de 226): 3599, 3377. 2957. 2926, 2854, 1736, 1601, 1464. 1074. 

930. 
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De los extractos EtOH y CH2Ch. de A. /udovicia'1a ssp mexica110 se obtuvo Ja 

ridentina (U). que en su espectro de IR muestra las absorciones caracterfsticas para el 

grupo hidrmcilo (3334 cm·• ) y el grupo a-metilen-y-lactona ( 1763 cm"1
). 

Por otro lado. en su espectro de masas (IE) presenta un ión molecular de miz 264 

que corresponde a una fórmula molecular C.,H200 .. ('1= 6). mientras que en su espectro de 

RMN 1H se observa un par de dobletes en ó 5.97 (JH. d. J= 3 Hz) y ó 5.54 (JH. d. J= 3 Hz). 

que corresponden al metileno exociclico de la y-lactona. 

Además de una señal triple en ó 4.48 (IH. t. J= 10 Hz). que se asigna a H-6. el cual 

se acopla con el H-vinilico del C-5 en ó 5.28 (IH. d. J= 10 Hz) (en el esquema SO se 

muestra su espectro COSY). lo cual indica que ellisle un doble enlace entre C-4 y C-5. 

siendo en el C-4. donde se localiz.a el grupo metilo (C-15). que resuena en ó 1.52 (IH. d. 

J= 1.5 Hz). En ó 5.03 y ó 4. 79 se observan dos scilales anchas. que corresponden al 

metilcno exociclico que se d1CUClltra en el C-10. lo cual pennitió proponer como hipótesis 

estructural una lactona SCM¡Uiterpénica con esqueleto de gertnlla"&no. 

Otras señales adicionales que se observan en el espectro de RMN 1H de esta 

molécula. son los hidrógenos gerninales a grupos hidroxilo. la ubicación de los grupos 

lúdroxilo se realizó medianle el an6lisis de su espectro COSY (esquema 50). que resolvió 

las señales entre ó 2.79 y ó 1.52 (90). La selial en ó 2.79 se asignó• H-7 por su interacción 

con H-6 y H-13. La integral de la seftal entre .S 1.89 y ó 1.82 en su espectro unidimensional 

indica la presencia de 3 hidrógenos. 2 de ellos acopl~ose con lúdrógenos geminales a 

grupo lúdroxilo. por lo que la única posibilidad de situarlos es sobre los C-1 y C-3. 

Los hidrógenos restantes que se encuentran en esta región corresponden a H-8 que 

interacciona con H-9. esto puede observarse mejor con las sei\ales localizadas entre 2.38 y 

2.23 ppm que integra para 2-lúdrógenos. tal sei\al corTesponde a los lúdrógenos alílicos de 

H-9. 

iESlS CON _,-~. 
·~~~~~~~~~~~~~~-~FALLP~'DE.ORl.GENJ 
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Esquema 50. Espectro COSY de la ridentina. 

Con base en este análisis se corTobora que (a sustancia aislada corresponde a la 

ridentina. gcnnacranólida aislada de otras especies de Artenrisia, [ 91-94] en la tabla XIV se 

enlistan los desplazamientos químicos de e" para la ridentina. 

Tabla XIV. Desnlaz.amientos nuimicos de RPdNuC nara la ridentina v su diacetato. 
C RIDENTINA DIACETATO DE RIDENTINA 

C-1 73.84 75.4" 
C-2 41.'46 35.711 
C-3 73.75 75.113" 
e-. 147.26 142.75 
C-5 120."8 124.15 
C-8 711.59 711.52 
C-7 43.3 48.411 
C-8 25.75 29.13 
C-9 30.45 29.lllS 

C-10 144.16 145.113 
C-11 140.08 1311.41 
C-12 1119.31 1119.52 
C-13 117.56 110.9 
C-14 109.6 114.32 
C-15 11.2 12.38 

CH3-CO 21.15 
CHrCO 20.118 

' FALir~'k ~~GEN \ 
1 

•SenaJes Intercambiables 
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Diacctato de la ridentina ( 205 ). 

Al comparar el espectro de RMN 1H de la ridentina con su derivado. se observan dos 

señales simples características del grupo acetilo en 6 2.6 y cS 1.99~ además se observa que las 

señales correspondientes a H- J y H-3 .. han sufrido un desplaza.miento a campo bajo debido 

al cambio del grupo funcional. En la tabla XIV. Se cnlistan los desplazamientos químicos de 

RMN 13 e para ridentina y su derivado diacctilado. 

Desacetilconfertiftorina (104). 

La desacetilconfertiflorina--lactona sesquitcrpénica mayoritaria del extracto 

acetónico de A co1ifcrtif1oro-- muestra en su espectro de RAiN-H 1 las señales 

caracteristicas del grupo lactona a. P-insaturada: ¡¡ 6.3S (IH. cid, J=3, O.S Hz, H-13b), ¡¡ 

S.9S (IH. dd, J=2.S Hz, H-13a), el análisis de dicho espectro muestra para H-6 una señal 

doble en¡¡ 4.61 (J=8.S Hz), sugiriendo como esqueleto base a un ambrosanólido (95), como 

se muestra en el esquema S 1.. donde el H-6 para la ridentina aparece como un triplete. 

debido al acomplamiento con H-S y H-7. 

,. 

HO 13 
13 

o 
48 104 

Esquema 51. Estructuns de la ridentina y de la desacetilcoruertiflorina 

Por otro lado, la seilal dddd centrada en¡¡ 3.28 (IH. J=S.S, 6, S.S. 2.S Hz) se asignó 

al H-7, lo cual se verificó con el espectro COSY como indica el esquema 5227
• 

27 la scfta1ampliaen4.19 ppm. C(H¡espowic al H-8 de acuc:nlo al CllqUCma ~2. m-:~~is-· 17'0-N FAUA ... ~JE·O~N 
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La seiial en 5 2.47 que aparece como un ddd (1=9.5 y 1.5 Hz), se asignó a H-10, la 

señal simple en 5 1.05 se asignó al CH3-t 5 y la seiial doble en 5 l. 17 al CH,-14. 

Aunado a Ja discución anterior._ en su espectro de Rl\lf.N-C 13 se observan 15 señales. 

que corresponden a cinco melinos. cuatro metilenos. dos metilos y tres carbonos 

cu~temarios. el grado dC hidrogenaé::iOn de cada átomo de carbono se dedujo con base a 

dicho espectro y a la·t.écnk'.' DEPT (espectro.14). 

~ o 
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Esquema 52. Espectro COSY de la desacetilconfertiflorina. 

~~t" rioN 
·'..~·DE ORIGEN 



Epo•id•ción de la ridenlina. 

De la reacción de epoxidación de la ridentina con AMCPB. se obtuvieron los 

productos 206 y 207, los cuales se obtuvieron en muy bajo rendinúento (2. l y 1.32), lo cual 

hace suponer que la disposición estructural de Jos dobles enlaces en la ridentina. se 

encuentran impedidos. tomando en cuenta el mecanismo de reacción de la epoxidación de 

los dobles enlaces con un perácido (96). 

Tr8nsrorm•ci6n con bongos na.meato&oL 

Los rendimientos obtenidos de la biotransformación de la ridentina y la 

desacetilconfertiflorina con hongos filamentosos son muy bajos como se muestra en la tabla 

XV. y 5álo se dan a conocer sus datos de IR como una justificación a la obtención de dichos 

compuestos. 

Por lo anterior, las biouansfonnaciones de estas lactonaa sesqujterpénicas con estos 

sistemas biológicos son filct.ibles con la linútante del bajo rendimiento, existiendo así la 

evidencia de que este tipo de productos naturales es suceptible de una modificación 

estructunol por estas vías. 

Tabla XV. Rendimientos de los oroduccoa de bioc:onvenión:za . 

............. , .. , 
B. b•..._ne.• 

2t2 
2t• 
2t• 

A.oclw~•- 21 .... 
A. n.V-. 25 

2t0 
2tt 

D~to de rtdentinaª (2H) 
Epimeto dm .. a-vulg•rina311 (217) 

2oa 
207 -

"'Se panl6 de 100 mg"""' <ala-· 

,_,,_ ·--

0...c:81*"> ............ ,, .. , ,, ........... -... 
U7 

"-·~,;r· 
Ha ... 
H2 A.,.._._­
:na 
2M 
na ... 

2-"""' 
2.17 ... 

2.40.. ·--1.35 ... ... _ 
1.73 ... 
o ...... 
t.33 .. 
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Biotransronn•ci6n con cultivo de cBulas de zanahoria .. 

De la biotransformación de la ridentina con cultivo de células de zanahoria.. se 

obtuvo una sustancia que en su espectro de IR muestra absorciones características para una 

lactona sesquitcrpénica: en 3520 v (OH), 1775 (y-lactona) y 1665 cm·• v (Csp2-Csp2). 

En su espectro de RMN 1H (espectro 18), se observa un sistema AB en o 6.61 (d, 

J= 10.3 Hz) y o 5.90 (d. J= 10.3 Hz) conjugado a un grupo carbonilo (Esquema 53a ). que 

por su desplazamiento químico y constante de acoplamiento no corresponde aJ metileno 

ex.ocíclio de la -y-lactona; el cual fue hidrógenado en estas condiciones. ya que en c5 t .24 se 

observa wta señal d (J=7. 1 ), que corresponde a CH,-13. Por lo tanto, el fragmento de la 

lactona a.. f3 insaturada se ubicó en el anillo A del esqueleto de eudesmano como se observa 

en el esquema 53. 

H~ 
H =~ ~ 

a) b) 

Esquema 53. a) Fragmento de un sistema AB; b) Anillo A del eudesmano. 

Si se toma en consideración el efecto de anisotropía [97) generado por el carbonilo. 

resultaría que la señal en o 6.61 corresponde a Ha mientras que a Hb la seilal centrada en 

o 5.90. La sellal o 1.58 (s, 3H), corresponde a un mdilo geminal a un grupo hidroxilo, para 

generar la estructura parcial b del esquema 53. 

Lo anterior está de acuerdo con los desplazamientos quínúcos de R.1wfN 13C. 

observados en el espectro 23. los cuales se enlistan en la tabla XVI. y se comparan con los 

iníormados eo la literatura para lactonas sesquiterpénicas con esqueleto muy similares. 
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Tabla XVI. Desplazamientos qulmicos de C13
, para cuatro lactonas sesquiterpénicas. 

~~
o ~º··.· 

H H ·. . · . . •. . 

HO ,, H . ''. ·•• ..... · .... ·· .~ .. · ... ~ ·•·.· .. · . O (0 o o • HO . D . "Y"(-{ 
. . o o 

~ ~ tj ~ 

a)" b)' e)' d)' 217 M.i11 M~m M0 ¡11 Mw1 

C-1 40.2 201.7 201.« 157.82 201.61 161.41 0.09 0.17 43.79 
C-2 25.9 125.6 125.64 126.81 125.71 99.81 0.11 0.07 1.1 
C-3 73 151.8 151.84 200.« 151.74 78.74 0.06 0.1 48.7 
C-4 34.4 70.1 70.07 42.09 70.16 35.76 0.06 0.09 28.07 
C-5 49.79 54.6 54.93 52.27 55.09 5.3 0.49 0.16 2.82 
e.e 80.1 71.8 71.17 82 71.59 1.51 1.01 1.08 3.41 
C-7 53.6 52.4 49.62 50.21 48.26 5.34 4.14 1.36 1.95 
e.e 23.5 22.7 21.1 21.23 20.03 3.47 2.67 1.07 1.2 
C.9 35.9 34.3 33.12 37.23 34.2 1.7 0.1 0.28 3.03 
C.10 43.3 41.3 41.24 38.52 45.12 2.52 0.41 0.42 7.3 
C.11 41.9 40.1 137.48 138.32 37.79 4.11 2.81 99.69 100.53 
C-12 178.7 171.3 111.52 170.12 178.83 0.13 0.53 9.31 8.71 
C.13 12.1 12.5 117.21 117.48 1.19 2.91 2.81 107.52 107.79 
C-14 21.1 19.1 11.15 19.32 19.72 1.38 0.08 1.57 0.4 
C-15 8.8 23.1 23.71 14.04 23.97 15.17 0.17 0.19 9.93 

•a) 3jl-hldroxl-4a, Sa, 11jl-H-eudesm1n-6a, 12-olida; b) vulgarina; e) arglanina y d) tuberiferina, 217 eplmero de la vulgarina. 
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La señal triple de¡; 4.37 ( 1 H. J=l 1.2) corresponde al hidrógeno J3 axial del C-6. el 

cual muestra un acoplamiento tra,...·-diaxial con C,-H (6 2.48. d. J=l 1.4) y Cr-H. La señal 

singulete en¡; 1.4 (s. JH) corresponde al CH3-l4. 

La orientación del grupo metilo del C-11. se estableció por el valor de la constante 

de acoplamiento entre H-7 y H-1 1 (J=7. 1 ). Este vB..lor está de acuerdo para una dispocición 

cis de Jos hidr~genos mencionados y por lo tanto el CH3-IJ tiene una orientación J}. dicha 

posición es confinnada al considerar el efecto y-gauche (efecto de protección). que ejerce el 

CH3-JJ en los C-8 y C-6. como se ilustra en el esquemá. 54 a. 

·~, CH3 

. 

u ..... .... 

1Z 

. "'-o 

a b 

Esquema 54. Efecto y-gauche mostrado por CH3-13 en: a) C.. y C 0 ; b) C... 

Si et CH1- J 3 se ubica con una orientación a.. solantente el efecto de protección se 

observa.ria en el C 8 como se muestra en el esquema 54 b. 
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El desplazamiento químico para el CH,-13 (~15 =2.81) aparece a campo más alto 

con respecto aJ mostrado en la vulgarina2Q [98]. esta diferencia puede ser orignada debido al 

efecto de anisotropía generado por el grupo carbonilo de la lactona. 

La cstcr-eoquimica del C-4. se dedujo con base en los desplazamientos de C 13
• 

debido aJ efecto y-gauche que ejerce el grupo hidroxilo en los C-1 O y C-6; donde la 

orientación 13 del grupo hidroxilo genera un efecto de protección sobre dichos átomos de 

carbono (Esquema 56). núentras que si el grupo hidroxilo fuera a.-pseudoecuatorial. el 

único carbono protegido seria el C-6. Dicho efecto. se manifiesta aJ comparar los 

desplazamientos químicos de los C-6 y C-8 para una serie de sustancias estructuralmente 

parecidas. como se indicó en la tabla XVI. 

29 Nota: se encontró que existe un cnor,: dd>ido a que el dcsplazam.icnto qufnüco inf'ormado en la 

literatura pua los C-2 y C-3 de la vulgarina.. no llOR consiSlcntes en función del cfcel<> de resonancia 

presentado en el sistema c:arbonilioo a.. f\- insaturado. ya que eS el C-3 el que presenta una mayor 

deficiencia electrónica. 

[ º"" ,~ ....... ~] 
111 

Esquema SS. Estn-=turas de resonancia para un sistema a. fl insaturado. 

Además al comparar los datos de RMN 1H para la sustancia (a) de la tabla XV. se obscn"a que 

existe una inconsistencia en la asignación de los desplazamientos químicos para los C-9 y C-10. C-9 5 

(43.3)ycn C-10 5 (35.9) loscualcsCSlán invertidos. G-
T~'S!S CON 

1.~_LL,:l. rt:' r.M1~-i:_N 
. -· _,,_ 
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a-OH 
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CH~3 
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p-OH 

y-gauche 

p 

Esquema 56. Efecto y-gauche en los C.. y C 10 con""'~º al grupo lúdroxilo de C 4 • 

Aunado a la discución anterior en el esquema 57. se nwestra una posible propuesta 

en la formación del compuesto en discusión. la cual inicia con la protonación del doble 

enlace ~ •<>-••. para generar un carbocatión terciario seguido de la fonnación del anillo (616) 

del eudesmano y generación del carbocatión terciario respectivo. 

El carbocatión en C-4. es estabilizado por el ataque nucleofilico del oxigeno del 

grupo hidroxilo p-pseud~orial del C-3. para generar la estructura a. 

La migración de un lúdruro y la apertura del epóxido hacia el C-4 (embono rms 

impedido) genera un carboc:atión secundario en C-2. el cual es estabilizado por la 

sustracción de un protón del C-3 para fomtar un doble enlace C,-C3 • Finalmente la 

oxidación del C-1. conlleva a la formación del grupo carbonilo a. 13-insaturado y la 

hidrogenación en A. 11
-

13 a la fonnación de la sustancia 217. 
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Esquema 57. Propuesta del mecanismo de reacción para la obtención de 217. 
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Espectro t. IR (CHCh) de la ridentina (48). 
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Del presente trabajo se derivan las siguientes conclusiones: 

1 . Se asignaron todas las señales correspondientes a los hidrógenos y carbonos que 

integran la molécula de Ja ridcntina a partir de sus espectros de RMN 1H .. y R.PdN 13C. 

2. Se obtuvo el diacetato de Ja ridentina. del cual se dan a conocer sus pr-opiedades 

fisicas y espectroscópicas. 

3. De la biotransfonnación de la ridentina con el cultivo de células de zana.hori, se 

obtuvo el epimero de la a.-vulgarina (217). sustancia novedosa caracterizada con base 

a sus propiedades físicas y constantes espectroscópicas. 

4. De los procesos de biotransfbnnación con hongos filamentosos de la ridentina y de Ja 

desacetilconfertiflorina se puede concluir que dicha transformación es factJ"ble. con Ja 

limitante del bajo rendimiento (<5%) que se obtiene de cada uno de los productos 

descritos en el presente trabajo. 

5. Se asignaron todas las señales correspondientes a los hidrógenos y carbonos que 

integran Ja molécula de Ja desacetilconfeniflorina a partir de sus espectros de 

RMN1H. y RMN 13C. 

6. De acuerdo a los resultados obtenidos. se puede concluir que los objetivos planteados 

para. el presente trabajo fueron alcanzados en su totalidad. 
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J • Realizar el proceso de biotransfonnación de la ridcntina y de la desacetilconfertiflorina 

con otros hongos (Botrytis ci11erea. Rhi=opus s~p. C. echi11ula1a .. R ory:ae .. entre 

otros). 

2. Optimizar el proceso de bioconver~ión de la ridcntina con el cultivo de células de 

zanahoria. 

3. En la cinética ·de ·crecimiCÍlto. de los ~icr~r88;'1:ismos .. detenninar el consumo de 

carbohidra"1os' p.;r Ün i>Crii:Xf¡; más lái=go d;; tiempo e> a 169 h). 

4. Llevar acabo el proceso de bioconversión. separando la biomasa obtenida del medio 

de cultivo y adicionándola a otro medio de cultivo con el sustrato como única fuente 

de carbono. 

S. Evaluar la actividad biológica de los productos de bioconversión (propiedades 

tóxicas. antimicrobianas. antitumorales. antiinflamatorias. etc). 

6. Med.ir la relación existente entre la biomasa empleada en la biotransf"'onnación (antes 

de la adición del sustrato y después de la transfonnación del mismo) y la cantidad de 

producto bioconvertido obtenido, para duplicar la cantidad de biomasa con respecto 

al sustrato. 
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ANEXO 1 

Medio VEPGA (Vcast extract. peptone .. glucose. agar). 

Para Ja selección de un medio de cultivo que p.-ovea el crecimiento de biornasa se 

deben tomar en cuenta las exigencias metabólicas en cuanto a nutrientes por el 

microorganismo a emplear. ya que los nutrientes son los compuestos químicos procedentes 

del medio ambiente que son utilizados por una célula para sintetizar las moléculas necesarias 

para la creación de nuevas células. 

Todos los microorganismos requieren de una fuente de carbono (energía) para 

crecer. alguna fonna de nitrógeno (un constituyente de las proteínas y de los ácidos 

nucleicos). así como de fósfbro y de azufre. AJgunos elementos traza (compuestos 

inorgánicos). que se requieren en cantidades pequeñ.as. taJes como el potasio. el hierro y el 

zinc (cofactores). que los microorganismos necesitan para crecer. 

Por lo tanto la mejor elección que asegura estas exigencias es un medio complejo. ya 

que cuenta con los requeñmentos mencionados. el medio liquido VEPGA es un medio 

complejo utilizado para el crecimiento de hongos en los procesos de biotransfonnaci6n. el 

cual pennitc un incremento de biomasa y se encuentra constituido por: 

Medio YEPGA (pH 7) 

Extracto de levadura 

Extracto de ca.me 

Peptona 

Glucosa 

Agua 

0.1% 

0.1 o/o 

0.1% 

O.So/o 

IOOmL 



Determinación de azúcares por el método del DNS. 

El reactivo del ácido 3. 5-dinitrosalicilico. se desarrollo para la cuantificación de 

azúcares reductores y está f"onnado por: hidróxido de sodio 1.4 & ácido 3,. 5-

dinitrosalicilico O. 75 g. sal de Rochelle (tartrato de sodio y potasio) 21.6 g. fono( 0.54 g. y 

m-bisulfito de sodio 0.59 g. en 100 mi de agua destilada. 

En donde la sal de Rochelle. se adiciona para prevenir la acción del oxigeno disuelto 

sobre_ el reactivo; el fenol para incrementar la intensidad del color producido. y el bisulfito 

can la finalidad de estabilizarlo. El álcali se requiere para la acción reductora del 

carbohidrato sobre el ácido dinitrosalicilico. 

El fundamento de reacción es la reducción del ácido 3. 5-dinitrosalicilico a ácido 3-

amino-5-nitrosalicílico y la oxidación del grupo aldehído a giupo carbonilo. Sin embargo~ 

no se ha esclarecido totalmente la relación estequiométrica entre el ácido 

aminonitrosalicílico y los azúcares. debido a que los diferentes tipos de azúcares generan 

dif'ercntes intensidades de color. lo cual sugiere que la quimica de la reacción puede ser 

apreciablemente más compleja [ 99 ). 

Tomar 1 mL de 
muestra y adfcionarlo a 

UD tubo de ensaye 

Adicionar 8 mL de 
agua destilada y agitar 

Leer la absorbaucia en 
un cspcctrofotórnctro a 

515 nm 

Procedimieneo 

Agn:gar 1 mL del 
reactivo DNS 

Dejar reposar por 
20minutos 

Calcular la conocutración 
interpolando en la curva 

estandar de glucosa 
previamente elaborada 

Colocar en un bailo de 
agua a ebullición por S 

minutos• 

Enfriar rápidamente al 
chorro de agua 
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ANEXo 11 

La curva de crecimiento permite conocer el comportamiento del microorganismo en 

cuatro fases como se muestra en el esquema 58. 

--~--:-

Tiertl'O 

Esquema 58. Curva de crecimiento. 

La fil.se lag. inicia cuando las células son transf'eridas de un medio a otro. en esta 

fase el microorganismo comienza. a adaptarse a las nuevas condiciones del medio30
• En la 

fase log.. las células estan adaptadas a las nuevas condiciones de crecimiento. el cual 

pennanece constante y es independiente de la concentración de sustrato31
• 

En la fase estacionari~ el crecimiento comienza a cesar hasta mantenerse constante 

como resultado de la escasez de sustrato. cambio de pH. falta de oxígeno y excreción de 

metabolitos tóxicos. además algunas células comienzan a aprovechar nutrientes liberados 

por la lisis de otras células. 32 

En la fa.se de muerte. las reservas energéticas de las células estan agotadas. la 

cantidad de microorganismos sob.-evivientes comienza a disminuir de mane.-a exponencial 

)O La conccnb3Ci6n y el tipo de inóculo puede alterar diversos parámetros como pH.. aumcnro de nutricnrcs. 
dccrcmcnto de inlubidorcs de cn::cimiento y duración de esta fase. 
31 El tipo de crccimienlo es dc:scr:ilo cuantitativamente como la duplicación de células por unidad de tiempo 
en baclcrias y levaduras o duplicación de biomasa por unidad de tiempo pmra bongos. CSIOS datos graficados 
en papel scmilogarltmico dan por resultado una linea n::cta. 
32 Principalmcmc liberando proccJoas. 
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l. Determinación de biomasa por peso húmedo de los hongos filamentosos A. ochraceus, A. niger y la levadura B. . 

bassiana I~ 

PROOUCCIOO DE BIOMASA tal 
Tlemoolíil o 0.5 1 2 3 4 5 21 25 28 45 52 71 78 97 104 1e9 

Muestll 
Al o o o o o o o o 0.2 0.3 0.48 0.5 028 0.3 0.2 0.2 0.15 
A2 o o o o o o o 0.1 0.21 0.3 0.39 0.4 0.33 0.3 0.2 0.24 0.2 
81 o 0.1 01 0.1 . . o 0.1 0.1 0.3 o o 0.1 o o 0.82 0.83 
82 o 0.1 0.18 o 0.1 o o 0.1 o o o 0.19 0.2 o 0.32 0.45 0.51! 
CI o o o . o 0.01 0.01 o o o 0.04 0.3 0.5 0.43 0.47 0.5 0.5 
C2 o o o o o 0.01 0.01 0.02 0.025 0.03 0.035 0.37 0.8 0.5 0.5 0.4 03 

' lndlCI qut 111 mut11t11 lue!an eiimll\lda del lllullo 

VALORES Lma•ITMICOS DE LA 8ln11.&.•& DEL CRECIMIENTOMICR081ANO 
ln{r~ 

Tilmoolhl o 0.5 1 2 3 4 5 21 25 28 45 52 71 78 97 104 169 
Mutllrl 

A1 2.079 2.485 2.955 2 996 2.418 2.485 2.079 2.079 1.192 
A2 t38e 2. 129 2.485 2.747 2m 2.se 2.485 2.019 2.262 2.019 
81 1.388 1.38e 1.398 o 1.398 1.38(! 2.485 o o 1.388 o o 3.21 3.5 
82 1.38e 1.974 o 138\l 1.38!1 2.028 2.079 2532 2.89 3.11 
C1 --0.92 --0.92 0.47 2.485 2.996 2.845 2.934 2.996 2.996 
C2 --0.92 .Q.92 .Q.22 o 0.182 o.336 2895 3.178 2.996 2.996 2.m 2495 

• x 11pment1 le blOllllU •p1111<11 en g. 
" lndiCI que In munlrla lutron elimlnldls del estudio. 
A:A.n/glr 
B:aba*11 
C: A odlrlClu1 
1 y 2 lndlCln que et atudlo lut rt1lilldo por dupllCldO 

~ 
.t_ 
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Biomasa producida por los hongos filamentoso A. nlger, A. ochraceus y la levadura B. basiana 

CIN~TICA DE CRECIMIENTO 

3.5 

3 

¡5' - - ~ -· - -+-A1 

--A2 rr2r j 1 

···•··C1 

·•·· C2 
0.5 -+-BI 

-+-82 

.1,5.i......--------------------' 
TIEMPO(h) 

A:A. Nlgtr 1y2: Indican que el eitudio se realizó por duplicado. 
B:B. b/J$1lana 
C:A. ocltracm 

1 

i 

~ 1 

_l 
lJ 
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ANEXO 11 

2. Curva cstandar de glucosa 

CURVA ESTANDAR DE GLUCOSA 
CONCENTRAClvro A1 A2 Ap 

Ca/100mLl 
0.1 0.011 0.014 0.0125 
0.3 0.025 0.032 0.0285 
0.5 0.047 0.051 0.049 
0.7 0.067 0.071 0.069 

1 0.107 0.103 0.105 
R' 0.9885224 0.99869409 0.99471549 
m= 0.10311475 
b= -0.00081987 

A: absorbancia 

Ap: promedio de las absorbancias 

1 y 2 Indican que el estudio se realizó por duplicado. 

CURVA ESTANDAR DE GLUCOSA 

o 0.5 1 1.5 

CONCENTRACIÓN (g/100 mL) 
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3. Determinación de biomasa de los hongos fi1111Dentosos A. ochraceus, A níger y la levadura B. bassiana por la 
cuantificación de azúcares reductores (DNS), 

CONCENTRACION ce CARBOHIDRA TOS OE ACUERDO A LA CURVA ESTANCAR DE GLUCOSA (Q/1 OOmLl 
TIEMPOrnl AA o 0.5 1 2 
MUESTRA 

A1 0.69680 0.58549 0.62277 0.63919 0.64634 
A2 o.eaeao 0.7oee5 0.73461 0.59259 0.45196 
81 0.67890 0.77529 0.78257 0.72529 0.89977 
82 0.67890 0.77433 o.naea 0.89733 D.e3088 
C1 0.88710 0.84141 0.85577 0.68206 0.58141 
C2 0.88710 0.66005 0.78443 0.62801 0.58700 

TIEMPOChl 25 26 45 52 71 
MUESTRA 

A1 0.08541 0.07532 0.04492 0.01695 0.01191 
A2 D.04112 0.02034 D.01592 0.01331 0.00912 
81 0.50884 0.51430 0.47809 0.45836 0.41964 
82 0.47422 0.44906 0.42647 0.37916 0.26972 
C1 0.37094 0.35772 0.17438 0.13801 0.08811 
C2 0.37858 0.32959 0.10848 o.oeeoo 0.05296 

AA: concentnicion de Cl!bohldnitos entes de lnoculer el mlmV>IDllnisno. 
fy 2: Indice que ft prueba se niallzO por dupllcldo 
A: A. nlg8r 
B: s. bnsllns 
C: A. odnctus 

3 4 5 

0.38552 0.34078 0.12642 
0.41348 o.1ee23 0.08558 
0.80857 0.88249 0.55811 
0.82454 0.80913 0.80191 
048914 0.54879 0.50312 
0.48291 0.47795 0.43974 

76 97 104 

0.01070 0.00679 0.00558 
0.01378 0.01079 0.00707 
0.38976 0.11727 0.05016 
0.19783 0.14637 0.09511 
0.07413 O.De341 0.05829 
0.08278 0.02161 0.01594 

1 

:r 
21 

0.08558 
o.oe296 
0.50871 
0.59073 
0.38382 
0.40007 

169 

0.00101 
0.00138 
0.03842 
0.08171 
0.05782 
0.00170 
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Consumo de ~ucosa por los hongos filamentosos A, nlger, A, ochraceris y la levadura B. bassiana. 

CONSUMO DE GLUCOSA 

0.90 ~·------------··--·---------- ·-

~ ·-~~~~~~~~~~~~~~~~~ E O.BO ~ 

i 

¡:!t:r 
! :::~;;~===;~:.:=================== • 
~ 0.30 

i 0.20 

0º·1º\~ ~s: ! 
0.00 

20 40 

A:A.Nlgtr 
B:B.btmilllf(I 
C:A. ochracm 

BO 80 100 120 

Tiempo(•) 

1 y 2: Indican que d CSludio ie ralizó por duplicado. 

140 160 160 

1 
lm 

-+-Al 

A2 

-+-Bl 
...-02 

-+-Cl 

-C2 

li! 

~ 
\;\ 
o 
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ANt:XO 111 

Cultivo de células de zanahoria. 

La zanahoria se lavó con agua y se removió de 2 a 3 mm del tejido vcjetal raspando 

con una cuchara la superficie del mismo. Se cortó transversalmente la zanahoria en 

rebanadas de aproximadamente 10 mm de grosor. y se colocaron inmediatamente en un 

vaso con agua. Posterionnente se transfirieron Jos discos de zanahoria en una solución de 

hipoclorito de sodio al S % (v/v) por· 10 mi~ y finalmente se colocaron en vasos de 

presipitados con.agua d_estilada33
• para remover el exceso de hipoclorito de sodio. 

Los discos obteniáos del procedimiento anterior se colocaron en condiciones 

asépticas sobre cajas de Petri y se cortaron discos pequeños de 0.5 cm de diá.rnetro de la 

zona circundante a el centro. posterionnente estos discos se adicionaron a un medio de 

cultivo liquido preparado con suerosa 3 %,. lAA (ácido indolacético) 1 % y 0.01 % de 

cinetina para la inducción del crecimiento celular a 180 rpm 25 ºC 120 Horas (100]. 

0-.5- -~--

o 

! 51..-

:rncoN~ 
1'h-_ .. 'JE ORIGEN 

JJ Los discos de zanahoria se dejaron reposar por 10 minuto5 en un ~ de agua destilada y po51eriormentc 
se transvasaron a otro vaso c:on agua destilada limpia. 
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