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l. INTRODUCCIÓN 



-----------

Actualmente el empleo de enzimas .. microorganismos y cultivos celulares de plantas 

(transfonnnciones biológicas). en la industria de alimentos. cosméticos y fannacéutica 

implica un gran avance en productividad y por lo tanto en el aspecto económico y de salud 

püblica. Dichas herramientas permiten obtener intermediarios para moléculas de interés 

fhnnacológico,. que en algunos casos la sfntesis orgánica implica mayor tiempo y costo 

debido a Jos pasos y las dificultades que involucra obtener algunos intermediarios por esta 

via. 

En México se cuenta con una amplia gama de plantas empleadas en la medicina 

tradicional de las cuales se derivan_ principios activos con ·propiedades antitumorales. 

antiparasitarias. antimicrobianas,. analgésicas. ant~iitflainatolj'as. etc ... como es el caso de las 

faetonas sesquiterpénicas. En conjunto c~n·-.:·'~~~·~i;;~, .biológicas como enzimas. 

microorganismos y cultivos celulares de pl~n~S_;-- --;,.:sf~~ .. ·pri~éÍpios activos pueden generar 

otros compuestos,. con ciertos grupos funcionales·.en posiciones especificas probablemente 

con las mismas propiedades terapéuticas. pero' quizá con propiedades qufmicas más 

favorables; dichas herramientas también proveen modelos idóneos para investigar el 

metabolismo de algunos fánnacos. 

El pl"escnte estudio esta enfocado a Ja panenólida una Jactona sesquiterpénica con 

esqueleto de gcrmacrru10 empleada en el tratamiento contra Ja migraña y como agente 

antitumoral (entre otros efectos biológicos),. de la cual se obtienen derivados por síntesis 

quimica (reacción en medio ácido y básico) y transformaciones biológicas (incubación con 

hongos filamentosos y cultivo celular de zanahoria). dichos derivados son sometidos a 



ensayos biológicos. De este modo se observa Ja capacidad de los microorganismos y de los 

cullivos celulares de planlas para transfonriar sustr~tos exógenos. 

La aplicación de las biotransfonriaciones, Cn tB -¡n(h.iStr~a .. ya_ sea :rannacéutica o de 

alimentos. entre otras. confieÍ'é ·un _runPlio ·cainpo de investigáción; con una gran proyección 

que inv.oJuCra et - trabajo i~'terdisciplinário cntrC Quimic.os •. Micro~iólogos. Farmacéuticos. 

Ingenieros BioC¡uimicos. Biólogos. cte. 

2 ~()1..r I 
. - .... .;»,7 1 
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11. J\t\ARCO TEÓRJCO 



l. TERPENOS 

Los terpenos son una frunilia muy diversa de compuestos cuyos csquclclos están 

compuestos de dos o más unidades de isoprcno 1
: 2-mctil-1.3-butadicno. i,•errah/a J (1 J. 

Tabla t. Clasificación de los terpenos de acuerdo al núrnero de unidades isoprénicas [2]. 

GRUPO No.DE 
CARBONOS 

l\1onotcrpcnos JO 

Sesquitcrpenos 15 

Di terpenos w 

Sestertcrpcnos 25 

Tri terpenos 30 

Poi iterpcnos n 

UNIDADES DE 
ISOPRENO 

2 

3 

4 

5 

6 

EJEJ\.IPLOS 

Mircno. Geraniol. Nerol. Ltmoncno. 
Mentol. 

L.actonas scsqu1terpCn1cas, Farnesano. 
Canofi1ano. Aromadcndrano. 

Lnbdano. Pimarnno. Abictnno. Lauro.no. 

Ácido gascárido. Nitcnina. 

L.anostano. Lupa.no, Ursano. 

l lulc y gutapercha 

Muchos monoterpenos se aislan como constituyentes de los aceites esenciales de tas 

plantas. los cuales pueden obtenerse de hojas. cortezas, flores y frutos de varias plantas. por 

medio de la destilación por arrastre con vapor. Con frecuencia los aceites esenciales tienen 

sabores o aromas agradables. Jo que pcnnite que sean empleados en la industria del 

peñumc, alimenticia. farmacéutica. entre otras [ 1 ]. 

Los diferentes tipos de terpenoidcs antes 1ncncionados, son mctabolitos secundarios 

de planlas con excepción del grupo de los sestcrpenos. ya que es1as sustancias solo se 

encuentran en hongos y t!'O el insecto parásilo Cerop/u.vte.\· alho/i11eatu.v (2). 

1 En 1887. el Químico alemán Otto Wallach de1em11nO In estructura molecular de variOs terpenos. y 
descubrió una caracceristica estructural comim. que todos ellos csuin ronnados por dos o mlis unidades de 
1soprcno: 

l..·11, 

ll:c=1.---cu=c11: [ 1 J 

3 



2. S•:SQUJTERPENOS 

Son productos naturales con 1 S átornos de carbono. fonnados por la unión de tres 

unidades de isopreno. El sesquiterpcno más sencillo y al que se le considera el precursor de 

los demás sesquitcrpcnos es el famcsot. sustancia de olor agradable que. aunque se 

encuentra en numerosas planlas. siempre esta en pequeñas cantidades (2). 

El fan1csol y su acetato. ver fih"11ra 1. así canto muchos scsquiterpcnos._ tienen 

interesantes propiedades biológicas [2]. 

1) FruT1esol, R= OH 

2) Acetato de Famcsilo, R= OAc 

Figura l. Ejemplos de sesquitcrpcnos 

Algunos sesquitcrpenos tienen actividad citotóxica y promotora en la formación de 

ralees en cortes de plantas. que los contienen. Dentro de los scsquitcrpcnos se encuentran 

las lactonas sesquiterpénicas. metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino 

vegetal [2]. 

2.1 Lactonas Sesquiterpénicas 

2. J .. 1 Definición. 

Las lactonas sesquiterpénicas son una clase de scsquilcrpcnoidcs --esqueleto de 15 

átomos de carbono- con un ~millo lactónico. las cuales poseen un sabor amargo y se 

encuentran en alb'lUlaS familias de plantas empleadas en Ja medicina tradicional. por Jo que 

probablemente son los principios activos (3 ]~ son incoloras y rclativru:nente estables con 

sustituyentcs lipofilicos [4,5]. 

4 TESIS CON 
FALL!0 DE CFJOEN 



2.1.2 Biogénesis 

Las lactonas scsquitcrpénicas se fonnan en la planta a partir de dióxido de carbono 

aunosférico después continúan el camino biosintético scilalado en el esquema I (2 J. 
Biogcnéticmncntc se derivan del 1ra11s-tra11s farncsil pirofosfato (4,.5), siguiendo 

inicialmente una cicJi7..ación y después una oxidación (4.6.7). para dar compuestos con 

anillos de diez miembros a Jos que se les conoce como derivados del gcnnacrano. Los 

g.ennacranólidos o faetonas de primer paso biogcnético se seguirán transfonnando para dar 

origen a los diversos esqueletos scsquiterpCnicos. como se muestra en el e:u¡uema 2 (2). 

La mayoría de los tipos de lactonas resultan a panir de esta ciclización mediada por 

enzimas y se clasifican sobre la base de los siguientes esqueletos carbociclicos: 

gcnnacranólidas. guayanólidas. pseudoguayanólidas. eudesmanólidas. crcmofilanólidas y 

xantanólidas. vere.<tquema2 (4f. 

En las lactonas sesquiterpénicas. Ja cadena de isopropilo ha sido oxidada a ácido 

carboxilico. La hidroxilación en las posiciones C-6 ó C-8. seguida de una reacción de 

esterificación intramolccular origina eJ aniUo de Ja lactona; de tal modo que eJ anillo 

lactónico se forma mediante w1a reacción de csterificación entre eJ grupo carboxilo del 

C-11 y el grupo hidrnxilo de los C-6 ó C-8 (7). Por lo tanto. las lactonas a-P insaturadas 

cis o trans se encuentran fusionadas en la posición C-6 y C-7 ó C-8 y C-7 del esqueleto 

carbociclico. Las modificaciones esbUcturales del esquelclo básico de terpeno involucran la 

incorporación de un cpóxido. grupos hidroxilo (generalmente cstcrificados). y/o ácido 

tiglico ó ácido angélico (4.8]. Algunas lactonas sesquitcrpénicas contienen áton10~ de 

halógeno enlazados covalentcmentc [.3.S]. 

Se asume que los esqueletos de guayano y de cudesnmno se originan a punir de w1 

precursor de gcnnacrano en común. csla es la vía en la que el acetato pasa a mevalonato y 

finalrncnte a pirofosfato de farncsilo con la presencia de gcrmacrano sintctasa y una enzima 

del gn1po de las scsquiterpcnciclasas. 

~El sufi10 '"ólida"º sirve para descnbu Ja lactona u,p-ins."ltumda (3 J. 

s 
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Es<1ucn1a J. B1ngCncsis de las Laclonas Scsqui1crpt!nicas. 
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Esquema 2. Tipos de Lactomis ScsquitcrpCnicas. 
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La ruta de biogCnesis de la.." eudcsmanólidas y ~<>uayanólidas como derivados del 

gem1acrano. se ha comprobado mediante estudios con isótopos de C 13 en donde. este es 

empicado como precursor en el metabolismo secundario de la planta; en el proceso de 

cicli7..ación en el cual se fonna dicho intermediario. se puede fonnar el Gennacrano A o el 

Gennacrano B (9). A través de difercnrcs pasos oxidativos el gennacrano A tiene la 

capacidad de transfonnar-sc en una gcnnacranólida. la cual es un precursor en la biosintcsis 

de eudcsmanólidas. guayanólidas y de gennacranólidns. w.:re.w¡ue111a 3 (9.IOJ. 

Esquema 3. Ruta de biosintesis de cudcsmanólidas y guayanóJidas a partir del 
intem1cdiario gcnnacrnno A (9) 
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2. t.3 Distribución J,!cncral 

Durante el paso de los m'los un gran número de lactonas scsquitcrpénicas han sido 

aisladas de diversas especies vegetales. principalmente de la ímnilia (_·,nnposita'" y 

ocasionalmente de arras familias de Angiospennas. ver tabla 2 (4.1 t J. Se ha infonnado que 

un gran número de lactonas sesquirerpénicas (más de 3000 estn1cturas) han sido aisladas a 

partir de la tribu Asu•rac:eae.. las cuales generalmente se encuentran en hojas. tallos y 

bráclaccas de las inflorescencias. principalmente en fomm libre y rararnentc corno 

glicósidos ( 12]. Algunas plantas de importancia medicinal como Árnica montana. Artenu ... ·a 

annua y Tanac:etum parthen11un. contienen lactonas sesquitcrpénicas como constituyentes 

activos [ 13 ). 

2.1.4 Aislamiento 

Debido a que la gran mayoria de las lactonas sesquiterpénicas naturales se 

encuentran en fomm libre en las pla11tas que tas poseen. tienen las propiedades 

características de la gran mayoría de los terpenoides. por lo que son solubles en disolventes 

como CHCh. CJ-hCb. benceno; Et20 y en EtOH 6 MeOH caliente; son lo suficientemente 

polares para ser insolubles en érer de petróleo. aunque también son insolubles en agua. 

Estas propiedades son utilizadas para extraerlas y separarlas de otros compuestos. Se puede 

realizar extracciones del material vegetal seco y molido. con CHCl.h el extracto 

concentrado se redisuelve en EtOH caliente y se m1adc una solución acuosa de acetato de 

plomo al 4% .. con lo cual precipitan las sustancias más polares. se filtra y el filtrado se 

concentra y se somete a cromatografia (3]. 

2.1.S Reacciones coloridas 

Algw1as reacciones coloridas que dan las Jactonas sesquiterpénicas con ciertos 

reactivos pueden ser empleadas como pruebas de identidad._ las siguientes son algwlas de 

ellas: 

Ensayo de llidroxamato férrico. Las y-laclonas fonnan·con facilidad los hidroximatos 

férricos de color ptirpura. Las cumarinas. otras JactonaS y en general los ésteres. dan 

9 



positiva esta prueba. La muestra se disuelve en etanol se ai\ade solución de clorhidrato de 

hidroxilamina y KOH. La mezcla se calienta hasta que aparezca una espuma de color 

rojizo. Se enfria y se acidula con HCI. Se ailade cloruro férrico y se fom1a una coloración 

violeta. se basa en la formación de un complejo entre el ácido hidroxámico fonnado y el 

cloruro férrico l3 J. 

Tabla 2. Distribución de diferentes clases estn1cruralcs de lactonas scsquiterpénicas en Ja 

familia Compositae (4J 

TRIBUS 
(.No.DE 

c•::NEROS) 

E upa ton cae 
(50) 

Vernon1cae 
(50) 

Aster ea e 
(100) 

lnuJcac 
(300) 

Hclenicac 
(60) 

Hcliantcac, 
(::?50) 

Scncc1oneae 
(50) 

Antcmidcae 
(50) 

No. DE ESQUELt..10 
GÉNEROS 

4 Gcrmacranólidas. Elcmo.nóltdas. Guayanólidas. Ambrosnnólidas. 
Seco-runbrosanólidas 

4 Germacranólidas. Elcmanólidns. Guayanólidns. 

5 

JI 

24 

4 

JO 

a·uayanólidas. Germacranólidas. 

Gcnn.acranólidas. Elcmanólidas. Guayanólidas. Xantanólidas. 
Ambrosanólidas. Hclcnanólidns. Seco-cudcsmanótidas, Scco
ambrosanólidas 

Gcrmacranólidas. Elcmanólidas. Guayanólidas. Eudcsmanótidas, 
Hclenanólidas. Seco-cudcsmanólidas. Scco-helcnanólidas. 

Gcrmacranólidas. Elemanólidas. Guayanólidas. Eudcsmanólidas. 
Xantanólidas. Ambrosanólidas. Helenanólidas. Scco
cudcsmnnól1das. Scco-runbrosanólidas. Scco-helcnanólidas. 

Germacranólidas. Ercmofilanólidas. Xantanól1das. 
Hc1cnanólidas. Bakenólidas 

Germacranólidns. Eudesmanól1das. Guayanól1das. 
Helenanólidas. Cadmanól1das. 
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Ensayo de LcJ,:al. Las lactonas a .. (3-insaturadas dan la prueba de Legal. p.-oducen una 

coloración rosa cuando se disuelven en piridina .. se arladc nitropn1sia10 de sodio y un álcali 

(4 gotas de hidróxido de potasio 2N). La prueba también la dan positiva las lactonas 

f};y-insatu.-adas cuando no se controla el pH .. ya que se isOJncrizan en medio alcalino. La 

prueba también la dan positiva las metiléncctonus (3). 

Ensayo de Daljet. L,s Jactonas scsquitcrpCnicas producen coloraciones naranja cuando se 

traUUl con pic.-ato de sodio y potasio. Se empican dos soluciones que se mezclan en iguales 

volúmenes antes de usarse. Solución A~ 1 g de ácido pícrico en 100 ntL de etanol .. solución 

B. JO g de hidróxido de sodio en 100 mL de a!:_,-ua. Para rcali7.ar la pn1cba se totnan de 

2 a 3 mg de compuesto y se ag.-cgan de 3 a 4 gotas de .-cactivo .. Ja p.-ueba es positiva si la 

solución se toma de anaranjada a .-oja oscura [3j. 

Espejo de plata .. Las lactonas a.ll-insatu.-adas reducen el Reactivo de Tollens (AgNOJ I 

Na0H/NH3 ) fonnando un """"espejo de plata ... Las Jactonas fl.y-insaturadas son reductores tan 

fuertes que pueden reducir el reactivo de Tollens aún en ausencia de NaOH por lo cual se 

pueden diferenciar de las lactonas a.J3-insaturadas (3). 

2.1.6 Técnicas de separación 

Las faetonas sesquite.-pénicas pueden separarse y analizarse por técnicas 

cromatográficas; cromatografia en columna o cromatografia en capa fina. utilizando como 

adsorbentes silica gel y empleando eluyentes como ctorofonno-metanol 9:1 .. clorofonno

étcr etílico 4:1 .. benceno-acetato de etilo l:J .. benceno-acetona 4:1 ... entre otras mezclas. 

Actualmente se pueden analizar y separa.- mezclas de lactonas sesquiterpénicas en poco 

tiempo por Cromatografia de Liquido de Alta Resolución (HPLC). 

Los rcvclado.-cs 1nás utili7...ados son: ácido sulfú.-ico y calentamiento .. vapores de 

yodo .. luz ultravioleta 254 nm. pennan!!anato de potasio al 1% .. vainillina al 1% en etanol y 

ácido fosfórico al 1 O~ó en etanol f 3]. 

f'-·--
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2.1.7 Propiedades espectroscópicas 

Una vez que se ha aislado una nueva lactona scsquitcrpCnica las técnicas para 

elucida.- su estructura involucra datos cspcctrofotométricos que se obtienen a panir de las 

siguientes técnicas: 

Espectroscopia de Ultravioleta (3]. La absorción en el ultravioleta depende de Jos grupos 

cromóforos que posca Ja molécula: 

;.... Las lactonas saturadas no absorben después de 290 1).01 

;,.... Las lactonas a..(3-insaturadas muestran una intcÍlsa ba.nda tenninal entre 

205 y 225 nm 

,_ La prcscncin de sistemas de ciclohexanona (eude~ma11:6Jidos) o de ciclopcntanona 

origina máximos de absorción entre 214-230 mn. 

Espectroscopia de Infrarrojo [3]. Las absorciones en infrarrojo son bastantes 

características: 

;.. Lactonas saturadas 1770 cm·1 

;- Lactonas a.J3-insaturadas 1750 cm·• (las variaciones se deben a fusiones trans que 

originan valores hasta de 1795 cm·1 ). 

;... Anillo de ciclopcntadiona 1740 cn1·1 

;... Ciclohexanona 1690 cm·' 

;.. Ciclopentenona 1620 cmº1 

;.. Metileno exociclico. que forma parte de la 1actona a..Jl-insaturada. absorbe a 1665. 

1405. 965 y 890 cm·•. 

Espectroscopia de Resonancia l\lagnética Nuclear. Presentan señales características. con 

tnultiplicid.ad y constanlcs de élcoplamiento bien relacionadas. las cuales están de acuerdo 

con el tipo de esqueleto base que presentan. En el esquema ../ se indican los 

despla7...an1ientos químicos de RMN-1 H. para alb-unas lactonas ya infonnadas en Ja 

literatura [3a-.'lcl]. 
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Esquema 4. Desplazamienlos qulmicos de RMN-1H para algunas lac1onas sesquitel]lénicas. 
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Espcctrometria de masas [3]. Se ha encontrado que generalmente la señal base es el ion 

molecular. siendo predominantes los correspondientes a M-18 si hay hidroxilos y M-60 

cuando hay grupos acctoxi. 

2.1.8 r'-ctividad biológica 

Las lactonas sesquiterpénicas son un grupo muy grande y estructuralmente diverso 

de metabolitos de plantas con más de 4000 estn1cturas infonnadas [ 13.14 ]. 

La razón por la cual las lactonas sesquiterpénicas representan un gnipo de productos 

naturales importantes y objeto de numerosos estudios. es por su utilidad como marcadores 

en quimica sistcmiitica (quimiota.xónomia) y por la gama de propiedades biológicas que 

poseen [10]. Donde destaca su eficacia en el tratamiento de ulceras estomacales. tumores. 

migraña. así como cardiotónicos y más recientemente como inhibidores de la expresión 

ciclooxigenasa y aromatasa (14]4. En la tabla 3 se cnlistan los efectos biológicos mostrados 

por algunas lactonas sesquitcrpénicas. 

Estas actividades biológicas son generalmente el resultado de una reacción de 

adición de Michael entre Jos grupos sulfihldrilo de moléculas biológicas y las estructuras 

carbonilicas a-Jl insaturadas de las lactonas sesquiterpénicas (15]. 

El grupo tiol de las enzimas es considerado: esi>cciátmCntC sUSceptible -a esta 

reacción y en las lactonas. scsquitcrpénicas . ha·-~--7i:ido·~-.d~~~s~~:6·~; __ ;J~) ·i~~libi~iÓ~- :·de una 

variedad de enzimas .c_on -. el grupo· sUlfih!dril~ .. ··, .. reJ¡.·ci?¿~~~~:~/«:_~~:· .. ;&#~oge~Íntetasa. 
inosinfosfato-dcshidrogcnasa, ribonucleOtida~redu·ciasa y lnUéhDs_ illás. ( t.4 ]. ,. ·' 

Por lo tanto fa 1.resencia del grup~' ~~r~etil.;J_;~;~~t~~¡; ~ ~~l~~'iona con la actividad 

biológica de las l~ctonas .scsquitC:rJ;c:~ic~s~ ve~ /i!.°.i~;;¡:2~ r4': t"6-t 8i."·:·. 

4 Las lactonas scsqu11erpCn1cas producen dennatitis al contacto con fa p1d (4. 1 ~-1 7) 
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Figunt 2 .. Grupo cx-Mctilcn-y-lac1ona 

Sus propiedades biológicas varían desde la antihchnínrica de la santonina (6) .. 

pasando por la actividad reguladora del crccin1icnto vegetal. de la heliangina (7) y la 

inhibidora de tumores cancerosos que posee la vcn1olepina (8). (2). Se ha sugerido qu·c su 

actividad citotóxica csla relacionada con el gn.tpo cxomctilcnbutcnólido y también que este 

grupo modifica et crecimiento de vegetales [4). 
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Lactonas sesquitcrpénicas aisladas a partir de 1i1ho111u d/\·er.,·tfi>lia y Magnolw 

grandl/lora se relacionan estrechamente con el factor de transcripción NF-kD. que es uno 

de los reguladores de genes involucrados en la respuesta inmune y antiinflamntoria, 

mostrando una gran actividad para inhibir la activación este factor, que se activa por 

estímulos pro-inflamatorios como el factor de necrosis tumoral a(TNF-a), 

lipopolisacáridos, radiación ultravioleta y oxidantes ( 19-22) 

Otras lactonas tienen importancia ag.roquimica. ya que presentan propiedades 

antifúngicas o fitotóxicas [ 18,23 J. En la agricultura se emplean las lactonas 

sesquiterpénicas debido a sus propiedades antimicrobianas, citotóxicas y alergénicas para 

adquirir resistencia contra virus. que atacan a algunos vegetales de importancia económica, 

co1110 por ejemplo la lechuga (runpliamentc utilizada en el campo alimenticio) [24]. 

Al mismo tiempo las lactonas sesquiterpénicas también pueden estimular Ja 

germinación de semillas en ausencia de condiciones apropiadas. lo que resuJtaria en Ja 

muene de la planta. De este modo, estos productos naturales ofrc..~en una alternativa cuando 

las plantas no se encuentran en las condiciones óptimas para su desarrollo (25). El efecto 

estimulante de la genninación, se ha estudiado con semillas de Orobanche sp ... Jo que se ve 

favorecido por la relación estructura actividad de las lactonas sesquiterpénicas, la 

efectividad de estos compuestos se compara al mismo tiempo con un bioensayo estándar 

para determinar el grado de estimulación de Ja germinación (26]. 

La helenalina es Ja sustancia n1ayoritaria en las flores de diferentes especies de 

Anuca (27], la cual junto con sus derivados han mostrado poseer una importante actividad 

antineoplástica y antiinflamatoria, entre Jos efectos que se han investigado se incluye 

pará.Jnetros bioquímicos como la sintesis de proteínas,. actividad de algwms cnzitnas y 

niveles de glutation en hígado [ 18]. 

Recientemente se ha informado de la actividad de varias especies de plantas .. donde 

se han encontrado constituyentes característicos 1nuchos de: los cuales son e1nplcados en la 

medicina o-adicional (28]. 
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Tabla 3. Efectos Biológicos de L.."lctonas Scsquitcrpénicas. 

Anti cancerígeno 

Antipirético 

Antiúlccroso 

Antimigrnñoso 

Cardiotónico 

Citotóxico 

Antibiótico 

Gcnotóx1co 

Antiinllamntono 

l-lípogl1cémico 

l lipotensivo 

Ant1fungnl 

Fitotóxico 

Antibncterinl 

Analgésico 

Desintoxicante 

Antimalarial 

Neurotoxicidad 

Efo~ECTO BIOLÓGICO REFERENCIAS 

4. 14. 17. 27. 31. 33-:14 

14.21 

14 

14. 27. 35- 37 

14 

4. 27,37 

4,38 

27 

21. 22.-27 

27. 31 

27 

27.39 

27 

27. 38.40 

22.41 

34 

21.31.34 

28 

Repelente de insectos y como antidoto para el tratamiento de 31. _41 
mordeduras de víboras y picaduras de insectos. 

Inhibición del factor NF-kB 

Estimulación del proceso de genninación de semillas 

19.20-22 

25.26 

Las lactonas sesquitcrpénicas aisladaS -Prc~~ntri~: ._esqueletos de: guayanólidas~ 
gennacranólidas. cudesmanólidas y clemanÓ.Íicüls< M~cl;1~ de ellas exhiben actividad 

biológica como: citotóxicidad. neurotóxicÍdad. fit~tÓxiciwid.- entre otras [28]. 

Las guayanólidas representan uno de estos· omplios grupos. y algunas de su tipo. se 

ha comprobado que poseen actividad antitumoral. antihelmíntica., ruuiconccptiva.. 
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cstimulación de la gcm1inación y actividad para inhibir las úlceras estomacales. cnlrc otras 

f29]. Especies de Ji11patoriu111 poseen también lactonas sesquitcrpénicas con propiedades 

citotóxicas y antitumoralcs (30). Asimismo se ha infonnado que Neuro/acna lobata .. planta 

medicinal empleada en América Central contra la ntalaria .. cáncer. dcsintcria. diabetes y 

como repelente de insectos, muestra como constituyentes principales. Jactonns 

scsquiterpénicas r 3 1 ] . 

Se han rcnli;r.ado estudios sobre la zoofonnacognosia.. fannacologia y 

ncurotoxicologia de faetonas sesquitcrpénicas .. ya que algunos animales (por ejemplo .. Jos 

chimpancés) consumen plantas que las contienen. con fines curativos [13]. Las lactonas 

scsquiterpénicas tmnbién han sido empicada..-; en estudios en los que se describe la 

producción y caracterización de anticuerpos policlónalcs contrJ lactonas sesquiterpénicas 

obtenidas a panir de C1chor1u111 i11tybus L f32). 

3. GERMACRANÓLIDAS 

3 .. 1 Definición. 

Las gennacranólidas .. fl¡.."Ura 3. son las primeras:.Jactonas.sesquitcrpénicas que se 

fonnan a partir de Ja cictización del pirofosfato_de:_iariie~il~;>Y.~1~ c;~~l~S-·S~·:e~cuentran 
ampliamente distribuidas en el reino vegetal~~~!·~~~~~~-(~'.~-~-'~-~~~~- ~.;~d~d~r de

0 

300 

compuestos- y son de donde se derivan _otras. J_~-ct~~~---~.:dt~rpénicas estructuralmente 

más complejas (2,42.43). 

Figurn 3. Esqueleto de Gcrmacranólicfa 
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En función de su cslructura. se puede encontrar un &,~an nún1ero de posibilidades. 

tomando en cuenta la cstercoquimica de las dobles ligaduras C-1 y C-4 9 lo que da, cuatro 

diferentes tipos de compues1os.figura ../: 

1. Gennacranólidas (ambas dobles ligaduras trans). (9). 

2. 1-feliangólidas doble ligadura C-1 ( 1 O) lran.• y C-4 cis, (JO). 

3. Mclampólidas doble ligadura C-t c1s y C-4 rrans. (11). 

4. Lactonas cu-c1 ... ·• ( 12). 

Figura 4. 

9 JO 

11 12 

Dado que en cada uno de los cuatro grupos se puede tener Ja lactona cerrada hacia C-6 

ó C-8. se tienen ocho posibilidades estructurales diferentes; además de distintas funciones 

oxigenadas en cada uno de Jos 15 átomos de carbono. por lo que su diversidad estructural 

es mayor (2). 

3.2 Distribución de Gcrmacranólidas 

La distribución de los diversos tipos de Jactonas sesquiterpCnicas. varia en los 

diferentes grupos en Jos que se divide la familia C"omposilae. Las gcnnacranólidas son el 

tipo más nwneroso de sesquiterpenlactonas y pueden encontrarse en casi todas las tribus de 

Ja familia c:nn1pnsitae (Tahla 2). además en J\4agnoliáceas y en llmhel[tCras [2.27 ,4 l ,44]. 
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4. PARTENOLIDA 

4.1 Descripción 

Lactona sesquiterpénica del tipo de las g;ennacranólidas [46). 

~ 
o 

4.2 Propiedades Físicas 

;... C1sH:?o01 

:.- PM= 248.32 gimo! 

¡.... C 72.55%. H 8.12%, O 19.33º/o 

,.. Cristalizado a partir de éter isopropilico. cristales transparentes. p.f. l IS-116ºC. 

;.- (aj20 -81.4 (c. 1.04 en CHCJ,). 

;.... UV máx. 214 nm (log E 4.22) (46). 

Lactona sesquiterpénica constituyente de Tonacetum partheniun1. C/11y .. ~anthe1:11um 

parthenium y Michelia chan1para. Su derivado. la 9a-hidroxipartenólida es constituyente 

de Anvil/eo garctni; cristales con punto de fusión 141-J43ºC [47,48 y 49]. 

4.3 Propiedades Biológicas 

L, planta Tanacetum parthcnium5
• es común en los jardines, ha sido usada por 

centurias en la medicina herbolaria tradicional para el tratamiento de la migratl.a [51 ]. En 

modernos ensayos clínicos se ha verificado esta eficacia. con la reducción de la frecuencia 

'En MC:•uco. esta especie se conoce con el nombre vulgar de: Santa f\.1aria. alta.miz.a. hierba santa. manzanilla 
grande, mnnz.amlla romana, mastranzo. yerba santa (.SI ,52); y en América del None como, .f..•t'f..'1:.f..•w 
(J...,cafiebrc) (36] 
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y severidad de los ataques de migraila. Esto se lleva a cabo basándose en la inhibición de la 

agregación plaquetaria 1n \'lfro y a la inhibición de la libcraéión de hidróxitriptamina 

(scrotonina). a partir de las plaquetas (36]. 

El extracto in i•ilro. muestra modelos que reducen la formación de prostanglandinas. 

además de 5-lipooxigenasa y ciclooxigcnasa. La pnrtenólida es considerada el principal 

componente activo en Ta11acet11m parthe11i11m. Se encontró que inhibe protcintirocinasas y 

proteincinasas C. Esto hn servido como pauta para estudiar el efecto de la partenólida sobre 

el crecimiento m wtro de células tumorales. algunas proteincinasas son muy importantes en 

varios aspectos de ciclo celular. En muchos trabajos se ha considerado a la partcnólida 

como una sustancia citotóxica basado en un corto tiempo de exposición (111cnor a tres horas 

a concentraciones relativamente altas del compuesto). i•er tahla -l (36). 

El extracto con éter de petróleo de MaJ.:110/ia grandijlora mostró actividad 

inhibi1oria en carcinoma cpidermoidc humano de tejido nasofaríngeo. el exan1cn 

preeliminar del extracto con éter de petróleo que contenía como componente mayoritario. a 

la partcnólida; mostró aclividad citotóxica a una concentración de 2.3 i1glmL. la actividad 

en el cultivo celular se definió como la DEso menor o igual a una dilución de 20 µg/mL del 

extracto .... crudo .. de la planta Magnolia grandiflora. ver tahla ./y 5 (35). 

Además la partcnolida. es un potente inhibidor del factor de transcripción NF-KB. 

lo cual se comprobó en un modelo fisiológico para evaluar la actividad 

antiinflamatoria (SO]. Asimismo se ha demostrado que interviene también en ta inhibición 

del polimorfismo nuclear de leucocitos (PMNL). esto es una muestra de ta actividad 

fünnacológica existente en el género Tanacctun1 [53]. 

11 lr~·~.~s c:.o~·~ 
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Tubht 4. Acthidad Biológica de la partenólida. 

ACTIVIDAD BIOLÚGICA 

Antitumoral .. 
Alquilac1ón sclcctJ"·a de grupos nuclcofihcos (grupo sulfihidnlo) en 
enzimas de control en la división celular. 

Citolósica 
Inhibe el cJ"ec1m1cn10 celular de mnncrn irreveJ"siblc. uunbién ac1Ua 
como cuos1iluco dependiendo de la concentración empicada .. en 
lineas celulares 

Antibacterial 
Inhibe el crccim1cnto de Afy,·obacterium 111bcrc11/o:'iis y Al. a\•ium. 

llcrbh:ida 
Como agente alelopátlco. actU.a sobre el crecimiento y gcnninación 
de plantas mono y d1cot1Jcdonas. Induce Ja genninación de especies 
como Orvbanchc ssp. El efecto inhibitorio radica en la presencia de 
un grupo nucleofihco. en la lactona. 

Antimigrañoso 
Inhibe la agregación plaquetaria y la liberación de sero1onina. 

An1iulccrosa 
Restaura los grupos -SH de la mucosa gástrica 

Antiinflamatorio 

An1iconccptivo 
Efecto encontrado en ratas y ratones 

Antiartritico 

Inhibición de polimorfismo nuclear en leucocitos 

Inhibición del factor NF-kD 
Este factor esta involucJ"ado en la respucstu mmunc y 
ant1intlwnatona y se nct1va por factores pro1nflnmatorios como 
radiación UV. oxidantes, l1popol1sacáridos. cte. 
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4.4 Fuentes de Aislamienlo 

La partenólida se ha encontrado en combinación con otrJs lactonas sesquiterpénicas 

con10 la tamaulipin-A (52). A partir de A. dumosa fueron aisladas las lactonas 

sesquiterpénicas: coronopilina. an1brosiol. psilostaquina y partcnólida (60). 

·rabia 5. Especies vegetales de las cuales ha sido aislada la partcnólida 

ESPECIE VEGl-...IAL 

Ta11ucl!t11111 part1..•11111m 

(~'1ry."ant1..•n111n1 partt•ni11n1 

Alu¡:uoltu ¡..:/andiflura 

Ambro\·ta ,·01!fi•rtljlora 

Aflcheha chumpuca 

Amhro.<o1a dumo.<oa 

REFERENCIA 
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S. BIOTRANSFORMACIONES 

5 .. J Definición 

Cada cambio cataJizado por enzimas especificas en una estructura química en 

particular. o en si por un organismo viviente como pueden ser: microorganismos y cultivos 

de células de tejido vegetales o animales, es denontinado como biotransfonnación [63). 

El desarrollo de la ingenieria bioquímica y su incursión en áreas como la síntesis 

orgánica permiten realizar transformaciones de sustratos cxógenos. empicando sistemas 

biológicos. aprovechando su habilidad para asimilarlos y convertirlos._ hoy en día la síntesis 

orgánica no únicamente cuenta con las transformaciones químicas para obtener derivados o 

productos de interés. sino que los sistemas biológicos {enzimas. ya sean inmovili:zadas o no 

y una amplia gama de microorganismos y los cultivos de células vegetales y animales) 

proporcionan una hcrran1ienta surna.1nentc valiosa para la transfonnación de una gran 

diversidad de sustratos._ lo que representa ventajas impresionantes con respecto a los 

métodos de oblención convencionales: con una gran proyección a nivel industrial._ ''L"r 

L".H/llC!fll0-1. 
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Esquema S .. Interacción de la ingenieria bioquímica con el desarrollo y aplicación de un 

proceso biolóJ;..-ico (64]. 

lnvesri2adón 
DiolÓE:ic• 

Producto Nurvo 

lni:rniirría bioquímica 
Empico de hCTrnnuentas 

b1ológ1CJ11s 
rmcr001"Kan1smos 

cn.1:1rnas 
culu,·os celulares 

Dcs.an-ollo del Producco 
Comrrcial 

Estas reacciones de biotransfonnación involucran el metabolismo y sistema 

enzimático .. tanto de n1icroorganismos como de cultivos celulares; la elección del sistema 

biológico empleado para dicha transfonnación. involucra la estructura del sustrato. el tipo 

de reacción que es capaz de realizar el sistcn1a biológico. su disponibilidad y costo. asi 

como las propiedades que se desea conferir al sustrato con Ja conversión. 

La transformación de Jos compuestos se da por Ja interacción del sustrato con las 

enzimas producidas del metabolismo secundario de los microorganismos o del cultivo 

celular (vegetal o animal). Los microorganismos empleados en las biotransformaciones a 

escala industrial. son modificados antes de su empico. para convenirse en especialistas 

metabólicos capaces de producir específicamente y con un alto rendimiento metabolitos. 

particulares. A fin de obtener esta especializada capacidad metabólica Jas cepas pueden ser 

modificadas por mutación o por recombinación. Las cepas industriales pueden dcsarro11arsc 

satisfactoriamcnle bajo las condiciones muy especiali7..adas de la fenncntación. pero pueden 

presentar propiedades pobres de crecimiento en medios ambientes cotnpetitivos naturales. 

De taJ forma. el empico de herramientas biológicas en campos en Jos cuales comúnmente 

no se acosnunbraba. involucra un trabajo intcrdisciplinario. para el desarrollo de nuevas 

propuestas_ como se iluslra en el e.n¡ucma 6. 
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Esquema 6. Factores que integran el desarrollo y establecimiento de un proceso biológico 
a escala industrial { 64 J 

MATERIALES ---11--

DINÁMICA DE FLUIDOS Y 
FENOMENOS DE TRANSPORTE 

Org•nh;n111 

...... ---CONTROLES 

~MODELO 
DINÁI\fICO 

PREDICTIVO 

INTEGRACIÓN V OPERACIÓN DEL 
PROCESO DESIGNADO 

• CALIDAD Y REl'ITABILIDAD 

5.2 Hiotransformacioncs con microol"J,!anismos. 

Los n1icroorganismos tienen la capacidad de modificar qui1nicamentc una amplia 

variedad de compuestos orgñnicos. Tales cambios son dcnotninados transfonnacioncs 

microbianas o biotransfonnacioncs. En estas reacciones enzimáticas el sustrato puede ser 

mctaboli7..ndo. Las biotransCormaciones pueden empicarse en procesos industriales y suelen 

preferirse por sobre las síntesis química debido a que se llevan a cabo con: 

;..... Especificidad del sustrato 

;... Especificidad de sitio (rcgiocspeciticidad) 

;,..... Estcrcocspccificidad 

:,.... Condiciones de reacción suaves 
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Las reacciones 1nicrobianas más importantes se enlistan en la 1ahla 6. ngnipadns 

desde el punto de vista químico y el microorganismo capaz de llevarlas a cabo (65]. 

·rabia 6. Tipos de reacciones de biotransfonnación con microorganismos[65]. 

TIPO DE REACCION f\l ICROORGANISMO 

A. O:icidac1ones 

HidroxilaciOn /Jad//u:Ji· ... uh11/i." 

Epo:rudación 

Ruptura oxidauva de susbhtuycntes (dcsaminac1ón o:rcidaliva, Cunningham~lia hlakes1cana ATCC9245 
dcsmetil3ci0n) 

Degradación oxidativa de las cadenas laterales 

Ruptura oxidauva de anillos arom:iticos 

Oxidación de hcte.-ofunciones 

B. Reducciones 

Reducción de funciones carboxilo 

Reducción de hctcrofuncioncs 

Hidratación de dobles enlaces C-C 

C. Reacciones HidrolitJcas 

Hidratación de dobles enlaces C-C 

Hidrólisis de Cstercs Bcidos carboxilicos 

Hidl'"óltsis de S-denvados 

O Condensaciones 

Fosforilación 

N-Glicosilac1on 

O· Glicosilac1ón 
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Nocarrlta <Jpaca 

Corynebac1erium nov. sp. ATCC t SS70 

StrcptOnt)'Ces sp. 

Streptomyces aureofacien.f 

Clo:rtridlum La l 

S. aureofacicns ATCC 10762 

Mycobactcn·um phlci 

Hre\•ihactcnum 

S. grise11.v 

E. coli ATCC l 0798 

.. \[H,,vtricli11m .vu/jün!scemt ATCC 71 59 

.Klt1,Yl't:ra c11ropl11/a 
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Hoy en día Jos microorganismos son utilizados como reactivos químicos para la 

preparación de intennediarios clave. necesarios en síntesis orgánica (por ejemplo. ácido 

6-arninopenicilánico por dcsacetilación microbiana de penicilinas G y V. para el uso en Ja 

sintesis de las penicilinas semisintéticas) o para la producción económica de productos 

finales. especiahncnle hom1onas csteroidales; los microorganismos Rhizop11s 111gr1ca11.\· y 

A.\pCrKillus ochrace11.\· se utilizan comcrciahnente para Ja J 1 a-hidroxilación y Curvularia 

/1111ata y Cu11n111Khume//a hlakesleana para la 1 l Jl-hidroxilación de dichos 

compuestos (66 ). 

Los microorsanismos sirven como fuente de enzimas para uso en sistemas analíticos 

y las transfonnaciones rnicrobianas juegan un papel importante en los estudios del 

metabolismc:i que debe acornpailar a las evaluaciones clínicas de los fánnacos. 

Los modelos microbianos son útiles para predecir. y a veces necesarios para 

preparar. Jos 1netabolitos derivados de Jos fánnacos ad1ninistrados a los animales y al 

hombre (66). 

5.3 Empleo de enzimas en transíormacioncs biológicas y sfntcsis orgánica 

Las enzimas son catalizadores biológicos de naturaleza proteica., fonnadas por una o 

varias cadenas polipcptidicas. capaces de desempeñar o catalizar una gran cantidad de 

procesos metabólicos en los seres vivos; sin embargo sus características.. como 

especificidad y las condiciones suaves para Jlevar a cabo su acción. las hacen factibles de 

ser empleadas en la síntesis de algunos productos de interés comercial (industria de 

alimentos y fannacéutica). 

En la conversión microbiana de co1npuestos orgánicos pueden ser utilizados 

sistemas de esporas. cultivos en crecimiento. 

inmovilizadas o enzimas inmovilizadas (65). 
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Las enzimas exhiben mttchas propiedades que difieren de fa1s mostradas por los 

catalizadores en general. Las tres propiedades mas imponantes son: 

;.. Alto poder catalítico 

;... Especificidad 

;... Capacidad para regular su actividad mediante diversos compuestos de origen 

natural 

Por Jo tanto las enzimas. tienen un gran potencial para ser usados como reactivos en 

síntesis química. puesto que catalizan reacciones estereocspecificas rápidamente en 

condiciones suaves y porque transfonnan un amplio rungo de sustratos y dan lugar a pocos 

o ningún subproducto. Las enzimas son mucho más especificas que los reactivos químicos 

correspondientes estando limitada su acción a n1oléculas estructuralmente relacionadas .. 

siendo además mucho más especificas de Ja reacción .. sea una isomcrización. oxidación., 

transferencia o reacción de condensación cuaJquiera que pueda tener lugar. 

Las enzimas son reactivos quirales estrictos. como catalizadores asimétricos acordes 

con una estrUCtura asimétrica pronunciada., la pureza óptica de Jos productos de las 

reacciones enzimáticas es una ventaja atractiva., especialmente cuando se exige Ja 

producción de materiales ópticamente puros. y cuando aumenta la demanda de nuevos y 

más sofisticados productos .. como honnonas y estcroidcs (67]. 

Los procedimientos enzimáticos pennitcn que dctcnninados sistemas puedan 

sinteti7..arse con buen rendimiento y alto grado de purc7.a, no existiendo alternativas 

paralelas para su obtención .. aunque se hayan descrito procedimientos químicos para la 

oblención de hidroxilaciones en carbonos secundarios y terciarios. Alb-unas enzimas 

presentan especificidad casi absoluta por un detenninado sustrato y no actúan sobre 

moléculas con cstn1crura incluso similar. Otras sin embargo .. no poseen esa especificidad y 

son capaces de actuar sobre un gran número de tnoléculas que poseen características 

comunes (68). 
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Desde el punto de vista de los procesos scmisintétlcos de productos naturales,. uno 

de Jos cambios en la estructura,. es la introducción de un gnipo hidroxilado,. ya que es un 

grupo funcional muy versátil que abre una serie de posibilidades de reacción en el carbono 

sobre el que esta situado y sobre la zona vecina de la molécula. En este caso Jos sistemas 

cnzimllticos involucrados son monooxigcnasas,. particulanncntc el citocromo P-450 (68]. 

Existen una gran variedad de enzimas disponibles comercialmente que difieren en la 

fuente biológica,. actividad,. purc7...a., forma fisica y caractcristicas tales como pH y 

temperatura óptima (67). 

Desventajas en el empleo de enzimas: 

;... Son provistas por la naturaleza solo en una fonna de Cñantiomcro. 

;.. Requieren parámetros especificos para que puedan llevar a cabo su función. 

,_. Tienen Wta gran actividad catalítica en agua.. por lo que el empleo .de 

solventes orgánicos parn la reacción. puede mennar su actividad. 

;... Necesitan de cofactores naturales para poder activar su función catalítica y a 

menudo no se encuentran presentes cuando se emplean en síntesis orgánica~ 

5.3.1 Clasificación de enzimas 

Entre los principales grupos de enzimas empleados en síntesis quirnica están: 

;.. Hidrolasas (incluye lipasas) 

;.. Liasas 

;.. Transferasas 

;.. Oxidorcductasas 

;.. lsornerasas 

;.. Ligasas 
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Lipasas. Las lipasas (glicerol ester hidrolasas). cortan las grasas {esteres del glicerol) en di 

o mono glicCridos y ácidos grasos. Son generalmente enzimas cxtracclulares. Los hongos 

produclorcs de lipasas incluyen A ... perJ.!11/11 ... -. /vfucor, Rl11=op11 .... /'t!,11cil/ium, c;,•otnchum y 

las levaduras Ton1/op ... ·1 ... · J·' ( ·andula. Entre las bacterias productoras de lipasas se 

encuentran: P.veudomona.\·, Achromohac1'"r y .. \'taphy/ococcu ... ·. De cslos organismos 

solarncnte se utilizan comercialmente A ... pt!rgt//11.\·, A-tucor, U.l11=op11 ... · y C'andicla. Una 

aplicación potencialmente importante de las lipasas es en la síntesis de esteres a partir de 

ácidos y alcoholes en medios no acuosos (65]. 

Tabla 7. Temperatura y pH óptimo de varias lipasas microbianas (65]. 

ORGANISl\10 pll OPTl1'10 T•:M rERATURA 

ÓPTIZ\IA 

J•en1c1/lium chry•.tiOJ.:c:n11nt 6.2·6.8 37ºC 

í's1:11dumona.t·fre1g1 7.0•7.2 J2ºC 

Rhi=opus delemar S.6 3SºC 

A.spcT1:illu.'i n/gcr S.6 35°C 

Pen1c1/ilun1 roq11cfn1Ti 8.0 37ºC 

Staphylococc:us aureus 8.5 4SºC 

Geo1richum canJidum 8.2 37ºC 

Achrumohacter ltpalytic11m 7.0 37°C 

Liasas. Actúan introduciendo dobles enlaces C=C. C=N. C=O. etc. Por ejemplo; C=O,. 

aldolasas; mandelonitril liasa; C=C. aspartasa, fumarasa. De 255 enzimas identificadas de 

este tipo. se encuentran disponibles comercialmente solo 35. 

Tran.eferasas. Estas enzimas se encargan de transferir grupos ester. anhídrido. péptidos. 

glicCridos. etc. Las transaminasas y cinasas pertenecen a este tipo de cnzi1nas; son 

empicadas en síntesis orgánica. 

Oxidored11c1usas. Son capaces de convertir cetonas en alcoholes (reducción). dobles 

enlaces en enlaces sencillos. cte. Por ejemplo. oxigenasas. dcshidrogcnasas. 
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Ison1erasas. Realizan reacciones de isomcrización. enlaces C=C. raccmizaciones cis-trans. 

etc.; como fructuosa isomcrasa y glucosa isomerasa. 

Ligasas. Favorecen Ja fonnación de enlaces C-0. C-S. C-N y enlaces P-P. Son sumamente 

itnportantes en los procesos que involucra Ja biología molécular [6SJ. 

5.J.2 lnmo,·ilización de enzimas 

Considerando las propiedades de las enzimas es también importante exan1inar las 

implicaciones de cualquier modificación hecha en la estructura enzimática [69]. 

La imnovili7.ación se define como el proceso por el cual el movintiento de las 

enzimas~ células. orgánulos. cte. en el espacio se ve restringido total o parciaJmentc, dando 

lugar a una fonna de enzima insoluble en agua. Las cnziJnas inmovilizadas son enzimas 

unidas. insolubilizadas. soportadas o lib"tldas a una matriz. En Ja industria se usan 

frecuentemente enzimas o células inmovilizadas. ya que se pueden reutilizar. las células o 

enzimas libres son muy dificilcs de volver a utilizar o de empicarse en continuo._ puesto que 

ambos son demasiado pequen.os para ser filtrados._ y su recuperación mediante 

centrifugación es muy cara (67). La inmovilización esta dirigida a inducir cambios en el 

medio ambiente de la enzima y por lo tanto provoca carnbios en las propiedades 

observadas. El tipo y la magnitud de estos cambios depende de la enzima y del método de 

inmovili7..ación empleado [69). 

La unión de una enzin1a a otra o a un portador debe tener lugar sin cambiar la 

estructura tridimensional en el sitio activo de la molécula. Ni la especificidad de sustrato ni 

la especificidad de la reacción deben perderse corno resultado. del proceso de 

inmovilización. Los grupos funcionales presentes sobre la molécula de la enzima que son 

adecuados para realizar la inmovilización son los grupos a..J3 y y-carboxilo. los grupos a y 

J3-amino y los grupos fcnilo. hidroxilo. sulfihídrilo o imidazol de los runinoácidos 

correspondientes. Los grupos utilizados no deben ser críticos para la actividad de Ja cn7jma 

[65]. 
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5.3.3 l\1étodos de inmo'\-·iliz.ación de enzin1as 

Los principales 1nCtodos de inmovili7..ación de enzimas son: adsorción. unión 

covalcnte. microcncapsulación. rcticulación y ctUrccn17..amicn10. ver fiJ.."Ura S. (69). 

l'i~ura 5. Métodos comunes en inmovili:l' .. ación de enzimas. 

~ 
~) 

Microcncapsulación 

lJniUn covalcntc 

1-:nzima 

Entrccn1zan1icnto 

Rcticulación 

Las cnzmms pueden ser adsorbidas sobre la superficie de un soponc. Este proceso 

rcsuha de interacciones fisicas más que quhnicas (cfccros de carga e inrcraccioncs 

hidrofóbicas) v la flexibilidad de este tipo de imnovlli; .. .ación reduce al 1nínimo las 
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posibilidades de distorsión estructural de la enzima. Sé: considera que la adsorción es 

análoga a lo que ocurre en las enzimas unidas a 1ncmbranas .. ¡,, vivo ... este es un proceso 

reversible [69). 

La unión covalcnle de enzimas solubles a un soporte insoluble es el método más 

común para Ja inn1ovilización de enzimas habiéndose utilizado una amplia gama de 

técnicas y soportes para este propósito. Aunque parte de la actividad puede perderse 

durante el proceso de acoplatniento [69]. 

Como una alternativa a la unión de la enzima a un soporte se puede adoptar un 

111é1odo de atrnpa111icnto. En este caso la cnzilna pcm1nnece en un estado sin rnodificar. 

pero es atrapada en una gotita de disolvente dentro de una matriz polimérica. Para la 

encapsulación se lleva a cabo una aproximación más controlada y la enzima es atrapada en 

pequeñas cápsulas [69]. 

Cuando una enDma es inmovilizada Ja actividad de la preparación es siempre 

djfercntc a la de la fonna natural. Las razones para ello son muchas pero es posible 

identificar las tres principales influencias: efectos confonnacionalcs. de partición y 

difusionales. La inmovilización puede causar perturbaciones estructurales en la proteína. 

reduciéndola eficacia catalftica de la enzima, también se reduce el acceso del reactivo al 

centro activo de la enzima. ambos fenómenos se clasifican como confonnacionales. Los 

ef'ectos de partición ocurren cuando las concentraciones de reactivo o de otros compuestos 

relacionados con la actividad de Ja cn7jnia~ pueden ser diferentes en la superficie del 

soporte matriz de las observadas en el grueso de la solución; estos efectos pueden surgir por 

interacciones electrostáticas o hidrofóbicas (69). 

Los efectos difusiónales o de transferencia de masa pueden ser de dos tipos. 

inten1os o externos. La resistencia externa proviene de la presencia de una pclicula de 

liquido inmóvil alrededor de Ja enzima inmovilizada. la resistencia interna a la trru1sfcrcncia 

de masa surge cuando las enzimas quedan atrapadas en polirneros (69]. 
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5.4 Biotransformacioncs con cultivos celulares de plantas 

Los sistemas enzirnáticos de los cultivos celulares son los que desencadenan y 

llevan a cabo las biotran~fonnaciones cuando se les adiciona un sustrato exógeno (63 J. 

El potencial bioquintico de cultivos celulares de plantas para producir metabolitos 

secundarios como fármacos. flavonoidcs. pig¡nc:ntos y ªb~oquimicos es de gran interés en 

conjunto con otras técnicas biotecnológicas (70]. 

Esto se evidencia por ta habilidad de transforniru-' SustTatos ; exógenOs -específicos 

administrados a cultivos celular-es; en donde el cultiVO-."eS--e"~·~j~~dci':~Ónl~.:U~::bi~~~a~tor.:La 
investigación sobre estos cultivos esta enfocada-as~ h~~ilÍda~-,-dc~b~-O~~~~·f~~~-~~stratos 

,,. --:·; 
cxógcnos (70). "<-; 

Las reacciones de biotransfonnación ocurren en. todás lás ··cé1U1aS. eJ:Íesuhado es el - ; '--·;,- . , .. 
producto de procesos de transformación catabólicos'':>'.-·:~~~~~~?.s':_~-~r:·~-~C~s-niO··g-cn~rill 
biosintético de una célula [63]. 

El tipo de reacción,. estereospecificidad,. enantiO~~·Íe~tivi~ y mecanismo que 

involucra la biotrnnsfonnación con cultivos cel~i~cs,:sC-:t~e~~--~-:,~bc;:~n los ~igu-ientes 
tipos de reacciones (70]. 

;... Hidroxitación 

;... Oxido-reducción de alcoholes y cctonas 

;.. Reducción de dobles enlaces C=C 

;... Conjugación de glucósidos 

;..... Hidrólisis 

La introducción regio y estereoselectiva de funciones oxigenadas ·en varias 

posiciones de la molécula es una de las categorías más importantes de tas reacciones de 

biotransfon11ación de sustratos cxógenos (70). ya que es una herramienta de gran utilidad 

para la síntesis de detcnninados compuestos hidroxilac-'os que por via quimica involucra 
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mtl$ pasos o simplcmenle resulta mtls dificil; Jo que represema una generalidad de las 

reacciones de biolransfommción con respecto a la síntesis orgánica. 

Otro caso es el de las reacciones de: hidrólisis, este lipo de reacciones es importante 

por que puede ser empleada para la resolución de mezclas racémicas de acetatos. Muchos 

otros tipos de biotransfonnación han sido infonnados como es el caso de las reacciones de 

isomerización. epoxidación. degradación y dcshidrogcnación. [70). 

Los tipos de reacción y la cstercoquimica en la biotransfonnación dependen de los 

¡..~pos funcionales del sustrato adicionado y de Ja cstruclura en la cercanía del grupo 

funcional. 

En este tipo de reacciones de biotransfonnación Ja concentración del producto final 

es comúnmente el resultado de Ja actividad sintética y metabólica de Ja célula así como del 

grado de diferenciación y de Ja edad del cultivo celular. Por ejemplo, en un cultivo de 

suspensión de Nicotiana sylvetris. Ja máxima actividad de glicosil-transfcrasa ocurre varias 

horas después del punto máximo de síntesis de proteína [63]. 

5.4.1 Culth·os de células de plantas inmovilizados f70J 

Los cultivos de células también pueden emplearse inmovilizados. Jo que provee 

ventajas para Ja biotmnsfonnación de sustratos e.xógenos. ya que: 

;.... Las células favorecen la resistencia por Jo que se disminuyen el dai\o por 

inmovilización. 

;... Las células inmovilizadas pueden ser usadas varias veces por un periodo 

prolongado. 

;.. Se consib-uen altas concentraciones de biomasa. por lo tanto se obtienen 

altos rendimientos en Ja conversión de sustratos. 

,. El método facilita el recobro de la masa celular y de los produc1os. 

;. Es posible w1 tratamiento químico secuencial. 
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Tabla 8. Reacciones de biotransformación realizadas por cultivos celulares de plantas 

\í TIPO DE REACCl6~ SUSTRATO PRODUCTO ESPECIE DE PLA. 'TA CULTIVO REF. ~ 
CELULAR 

~ 
~ • 

(JR)-Linalol (JR~8·hidro<ilinalol Hidroxi~ción N1cof/ana 1abacum se• 70 ~ s 
D1gito<igenma S·P·hidroxidigiloxigenina Hidroxibción Daucus carola et• 6J, 70 ~ 

eiclopentanol Ciclopentanona Redox Nico11ana tabac11m se• 70 ~ 
"' 

1-feniletanol Ace1ofenona Oxidación de OH Spirodtla oligorrlir:a se• 10 ' ~ .,. 
Oxidación de OH Geranio! Geriwl Gl)rinemax SC' 6J, 70 

~ 
Codeinona eoddna Reducción de e=O Papa•" Jomnifm1m et• 70 ~ 

~ • Benuldehído Alcohol bencllico Reducción de C=O l.amndula angullifolia se· 
\;I 

63, 70 1 
e- ~ Pulegona Neomenlol Reducción de C=C y C=O MtmhaJp CI' 63, 70 

~ 
t 

Geranio! Ace1a10 de geranil Es1erificación CitMJp. se• 63, 70 ?-
~ 

Quercetino Quercctino-3·0. glucosido Glicosidación Cannabis Jati\'a se• 63, 70 ~-
'"":"¡ ., ~· Geranio! Nerol 

~- .-: 
lsomeriución Cii)rint max se• 63, 10 ~· 

L 

~ :•· 8-aceloxi·p-menl·l·eno 8-ece1oxi·2-epoxi4·p-mentano Epoxidación Nicotiana Tahacum se• 70 
i:'LJ 
[r') Dafnetina(l,8-0H· 1-011,8-meloxi cumarina Metilación N1''uliana 1abacum se' 63, 10 I¡ ·.--..f 

,· .. UJ cu marina) 5 
.r1 ~ 
J • "') ~ 

~ 

!l.~_J Is 8 
J 

•se denota que se empleo una suspensión de et lulas para la biotransformación y et células inmovilizadas 



5.4.2 Proyección de las hiotransformacioncs con cuUh·os celulares de 11lanlas 

Algunas biotransfonnaciones 111 vi/ro ya esta aplicándose a escala industrial; por 

ejemplo Ja papaína aislada principalmente de Canea papa),.a. es inmovilizada sobre cuentas 

de vidrio poroso en un compartimiento celular de látex .. y se empica en el proceso de 

clarificación de cerveza. Otras enzimas aisladas de especies vegc1ales se cnlistan en Ja 

rabia 9 (63). 

Tabla 9. Ejemplos de enzimas aisladas de diferentes plantas, empicadas en biotecnología o 
en transfonnacioncs biológicas in '"itro. 

ENZIMA Pl..ANTA 

Papaína (~arica pupa,'l-·a 

Bromelina A1tuna.o; como.o;u ... 
Ficma /;¡cu.,,,· /am1-foliu 

l-lc11.o; J:labrata 

P-amilasa Glyci'1e max 

El\-IPLEO 

Eliminar la turbidez en la cerveza 

Se une u amidas y esteres de leucma y glicinn como sustituto 
para la pepsma y tnpsina. agente ablandador de carne; empicada 
contra In tromboOeb1tis 

Pr-oducción de maltosa pura para infusiones. soluciones y uso 
comestible 

Las células de plantas tienen un crecimiento lento comparado con el de los 

microorganismo (por ejemplo. las bacterias); sin embargo se ha encontrado que son 

ib'UB..lmente eficientes para transformar moléculas.. y capaces de empicar los sustratos 

exógenos que les son adicionados. dependiendo de la estructura de dicha sustancia; así 

como de Ja especie empicada en el cultivo celular. La especie Nicotiana tahacun1 (tabaco) 

es capaz de llevar a cabo una gran gama de transformaciones entre las cuales se encuentran: 

reacciones de hidroxilación9 glicosilación .. oxido-reducción y metilación (70). 

Se considera que las biotransfonnacioncs con cultivos celulares de plantas 

representan una herramienta importante para la modificación estn1ctural de compueslos,. 

para obtener moléculas con propiedades lniles. ya sea de aplicación en el área 

fannacéutica. ag.roquimica,. de alimentos o simplemente como intenncdiarios en síntesis 

orgánica (70). 

37 



5.5 Oiotransfonnac.ión en Lactonas Sesquitcrpénicas 

En Ja literatura se han descrito transfonnacioncs químicas,. enzimáticas y/o 

microbianas sobre lactonas scsquitcrpénicas. Las Jactonas scsquitérpcnicas se fonnan por la 

oxidación de la ºcabezaº del grupo rnetilo del fan1esol hasta ácido carboxilico y por 

hidroxilación enzimática en los carbonos C-6 y C-8, resultando finalmente en la fonnación 

de Ja lactona mediante una reacción de sustitución nucleofilica en C sp~. para generar las 

scsquitcrpcnlactonas cerradas en el C-6 y C-8 (71 ]. 

Para llevar a cabo la transformación química. enzimática y núcrobiológica de la 

a-santonina hacia análogos de Ja sivanólida y yomosina. mediante transfonnaciones 

qufmica.s, enzimáticas y n1icrobiológicas [72-74 )._ se realizó la hidrogenación catalítica de la 

a-santonina (6) obteniendo una mezcla de hexahidro derivados 13 (62º/o)._ 14 (26%) y 15 

( 1 Oo/o). los cuales fueron aislados de manera secuencial como los correspondientes 

derivados acetilados. obtenidos de la transformación enzimática selectiva por medio de 

Jipasas" (72). En el e.,·quema 7. se muestra el principio de transfonnación de estcrhidrolasas. 

Esquema 7. Principio de transfonnación de las estcrhidrolasas 

cnnma-11 
-~ -+ROll _Jl 

R enzima 

+Nu-H 
o 

R~Nu 
G> 

cnzima-f-1 

El tratm1llento de 13,. 14 y 15 con PPL o MML (511) por 72 horas produjo la 

acctilación completa de 15. Micntms que la recuperación de 13 y 14 por métodos 

cromatográficos. seguido del tratamiento con CAL en acetato de vinilo. después de 

24 horas. produjo el compuesto 17. La dificultad experimental que se encontró para separar 

y purificar los hcxahidrodcrivados y sus acetilados correspondientes._ por métodos 

"Los In .. ~ tipos de enzimas tupas.as) cmple.3.das fueron: CAL. MML. PPL. 
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cromatob'Táficos. llevó a proponer una acetilación selectiva por inedia del empico de 

enzimas. e.\·quema 8. 

Observándose que las enzimas PPL y MML en este tipo de sustrato muestran una 

preferencia hacia ta acetitación en fas 3-hidroxi-scsquilcrpcnólidas con confonnación de la 

c1.\"-dccalina. mientras que CAL muestra wrn gran selectividad hacia los productos con 

disposición l-10 -S (trans-dccalina) o l-fJ\-5 (cv•-dccalina). pero siempre con una 

configuración llf'-4 [72]. 

Esquema 8. Hidrogenación catalítica de (6) y transfonnación selectiva con lipasas 

o 

6 

112/J>uC R~-··""' R1 :. 
R, 

....... 1.l 4atm 

J.1) R- P-Off. R 1- a.-H. R~- P·CH.1 
1-') R- p-OH. R 1• a.-H. Rr a.°CH.1 
IS) R- a-OH, R 1- P-H. R2- cz·CH.1 

PPL ó MML (5/J) 

72 horas 

o 

13+ 16+ 17 

CAL(6/J) 
13+ 14 

24 horas 

·····~ ,.,co ; :. ....... 
13 ~ 11 b 

o 
16 ( 100°/n) 

39 

AcO -(t)_ ·""" ~y.f'(~ 
o 

17 ( 100~~) 

l 
1 
1 

•., 1 

r ·- ~, ~- ·--· 
-'--~ 



La 3J3-hidroxi-4a-5a.-7a-l IJ3-H-cudesman-6a-12-olida (13). fue tratada con 

LiAIH4 • para oblener el triol (18). que después se acctiló mediante Ac20/Py para obtener el 

derivado 1riacctilado ( 19). La desacctilación enzimática rcgiosclectiva fue probada en 

diferentes disolventes (McOH. acetonitrilo. dioxano) obteniéndose un mayor rendimiento 

(95%) del 3,.6 diacetoxi derivado (20) empicando CAL como enzima. n-butanol como 

nuclcófilo y acclonitrilo con10 disolvente. como se muestra en el esquema 9 f72). 

E.squcma 9. Transfonnacioncs químicas y dcsacctilación cnzim.ii.tica de ( 19) con CAL 

·~·· 
13 o 

·~··· 
ÓAc Cl20lf 

20 

L1All l.JTI IF 

.. CAl/n-RuOH 

Cll.1CN 

·~·· 
OH 6-t20ll 

111 

l Ac,0/Py 

~·· 
ÓAc 0120Ac 

19 

La incubación de /Yu=opus nigrican.\· con el sustrato. [313.6cr.-diacctoxi-12-hidroxi-

4a.,So., 7a, I 1 P-H-eudcsmano (20)), por 11 días generó los productos 21 (15%), 22 (20%), 

23 ( 15%) y 24 {20~0). y el producto de panida (20o/a). En el esquen1a JO se ilustra dicha 

transfonnación~ donde se observa que la acción de este microorganismo consistió en la 

hidroxilación de Jos C-3. C-8 y C-9; así como la dcsacctilación del C-3 [72]. 

40 

t 
TESIS CO~T 

_fA.LLA DE CF.IGEN 



Con la incubación del 3J3.6a.-diacetoxi-12-hidroxi-4a.Sa..7a.. I 1 í\-1-1-cudcsmano (20) 

con G/1ocad1u111 ro.'teum por 11 días. se obtuvo el triol 18 (Jo/o). 25 y 85°/o del producto de 

partida. como se ilustra en el esquema / J; esto indica que este hongo dirige la acción hacia 

la desacctilación en C-3 (25). ó en C-3 y C-6. producto 18. 

Esquema 10. Biotransfonnación de (20) con R. 111~r1ca11 ... -

.~~-~ª''°'' 
23 

21 20 

Por otro lado. la incubación de 3Jl. l 2-diacetoxi-cis-6-dccalona con Rhi;:opu ... · 

111~ru.:an.\· y G/iocadium ro ... ·ez1111 dio bajo rendimientos en productos. Por Jo tanto se puede 

concluir que los 513-H-eudesmanos no son sustratos apropiados para ser incubados con este 

tipo de hongos (72). 

El producto 313.6a.-diacctoxi-8et, l 2-dihidroxi-4a..Sa .. 7u.1 l '3-I-1-eudcsmano (24) 

obtenido de Ja hidroxilación c'on Rhi=opus 111gr1ca11. .. · del 3f3.6a-diacctoxi-12-hidroxi-4et-

5a.-7et. l l '3-H cudcsmano (20); fue oxidado con TJ>AP/NMO para obtener 

3rJ.6a-diacctoxi-4et .. Sa. .. ?a. t 1J3-H-cudesman-8a.,I2-olida (26). co1110 rcsullado de la 
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oxidación del gn1po hidroxilo del C-12 y el cierre del anillo mediante una lactonización 

hacia C-8. e.w¡uema J 2 (72]. 

Esquema 1 t. Biotransfonnación de (20) con G. ro.'wum 

20 

i 
1~···"' ~01,,001 

20 

.~ ...... 

~º''°'' 
IH 2S 

Esquema 12. Oxidación con TPAP/NMO de (24) 

r'h··"'º" 
Ac~""" 

ÓAc n-~ou 

TPAPINMO • 
r'h·····º'>= 
Ac~

0 

ÓAc -

26 

La cstructur..i 26 es analóga de las 8. t 2-cudcsmanólidas naturales. como la 

yomogina aislada de Arten11s1a y la sivasinólida a panir de Ta11ace111n1. De aqui la 

necesidad de preparar nuevos sustratos que puedan ser hidroxilados en el C-8 por U/11,:op11.\· 

n1J.!r1c:a11.,· e incrementar el rendimiento de la hidroxilación en dicho átomo de carbono (72]. 

42 



En el e ... ·qucma 13. muestran Jos produc1os ob1cnídos de la incubación del 

6(3-acetoxi-1 P,.4Jl-dihidroxicudcsmano (27) con Rhi:op11s 111J.:r1ca11."> por 7 días. de donde se 

aisló una mezcla de productos (57 %). de Ja cual se obtuvo (28) (70o/o de la mezcla). (29) 

(30% de la mezcla) y el malcrial de partida (27) (21%). Observándose que RJu::opu ... 

111grica11 ... · oxida el C-J e hidroxila la posición C-1 1. 

E.squen1a 13. Biotransfonnación de (27) con R. 111grtca11s 

.~ OAc 

311 

7 días/28ºC 
150 rpm 

R. nigricans 
7dia.s/28ºC ... 
JSOrpm 

.~. 
28 

~al 
~ 

29 

~ 1-K> - OAc 

31 

La presencia del grupo acctoxi en el C-6. aparentemente es w1 requisito necesario 

para que UJu=o¡m ... · 111~rtc:a11 ... - actuC en este tipo de sustancias. ya que el derivado no 

acctilado del compuesto (27). fue recuperado después de siete dias de incubación con dicho 

hongo [75]. 
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Para incrementar el rendüniento del con1pucsto (28) hidroxilado en el C-1 1. se 

incubó el producto (30) con Rlu::opu.\· lltJ.!rlCUn.\·, después de tres días se aislaron los 

compuestos (28). (72%) y el compuesto (31). este último muestra hidroxilación en el C-8, 

dicho compuesto puede ser usado como sustrato de partida para la síntesis de lactonas 

cerradas en C-8 [75 J. 

El epimero en C-4 (32) del compuesto 27. fue biotransfonnado con buen resultado 

dcspuCs de siete días de incubación con R. nigrican_... para dar el derivado hicl,-oxilado 33, en 

el C-11 (18%). \'eresquema /.¡ (75]. 

Esquema 14. Biotransfonnación de (32) con R. ni¡..:ricans 

.~ 
011 

,~'º" 7 din.si 28ºC I l SO rpm 

32 33 

La incubación de (34), con RJuzopu.\· n1gnca11 ... · por tres días. produjo una cantidad 

minima del producto de partida ( 17%). y tres productos adicionales (35) (55%). (36) (5%) 

y (37} (14%). que fueron aislados. En el e.w¡m!ma 15, se muestran las transfonnacioncs 

químicas y biolób~cas para el 6Jl-acctoxi-I Jl.413-dihidroxieudcsmano (27). 

De este esquema, se puede concluir que Ja acción de Rhi::opus n1gncan.'í sobre este 

tipo de compucslos. resulta en: dcsacetilación en C-1 en los compuestos 3S. 36 y 37,. e 

hidroxilación en C-7 y C-1 J. ver compuestos 36 y 37 f75). 
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Es,1ucma 15. Transfommcioncs químicas y biológicas de (27) 

J)t-;Olt/f\.1c011111.o., 
1 :?) C"r<>.111~0 

~ .~ 
27 

~ R.m,,ncan.•· 

.XYY 
3R 

2>Ac;b/pY + 

.~ 
l C.O_,fll,SO, 

l R. ni1'ricans 

.~•JI 
40 

.~ ... 
39 

+ 

.~ 
La incubación del compuesto (38) [ t .6-diceto derivado J con R. 111gnca11 ... · durante 

-t dias. pr-odujo el compuesto (39) (32o/o) .. hidroxitado en C-11; además el compuesto (40) 

~ S3º./.•) hidrnxilado en el C-11 y reducido en el C-1 .. para dar el alcol10J con configuración 
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absoluta (.'i). Para transfonnar los derivados 1 1-hidroxilados en 12-hidroxilados. se empico 

el sustralo (28). el cual fue deshidratado con DMAP/MsCI para dar el compuesto (42). el 

cual mediante una hidroboración con 9-BBNrfHF. seguido de una oxidación. pcnnitió Ja 

obtención de Jos 6P,-eudesmanólidas [75). Este tipo de lactonas son escasas en la 

naturale7..a. de ahí que se ha infonnado de algunos métodos parciales de síntesis. como las 

que se describen en el e.\"t/m.'ma 16. pa.-a la l l-U-6-ep1-dcndroscrina (43) y la J 1-S-6-c..-pi

dcndroscrina (44) (75). 

28 

Es<1uema 16. MC1odos parciales de sín1csis para (43) y (44) 

DMAP/MsCI ~ 

t) 9-DDNrTHF 
2) RuH2(Ph_,P) .. 

. ~~······ 
o o 

43 44 

En el e.•;quema 17. se rnucstran las conclusiones obtenidas por García Granados 

(7SJ. donde las 6J3.12-cudesmanólidas son cficientc1ncnte obtenidas a través de la 

biotTansfommción con R. n1~r1e.:an.•• a panir de Jos 1 1-hidroxidcrivados. que por Ja 

hidroxilación del C-12 con C. luna/a. Este procedimiento constituye un mCtodo viable para 

obtener 6Jl,. l 2-scsquitcrpenólidas de scsquiterpcnos hidroxilados en el C-6. 
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E!'-qucnta 17. Oblcnción de 6(1.12-cudcsmanólidas por n1cdio de transfonnacioncs 

quirnicas y biológicas 

37 l C. lunata 

.~ 
o 

.~ 
30 

.~ .~ 
27 

45 46 

47 
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Por otro lado. se ha infom1ado de la biotransfonnación de eudesmanos 

1.6-difuncionalizados en cultivos de C. Junata para obtener 11 (R) y 1 1(S)-6Jl.l2-

hidroxieudcsmanólidas. las cuales fueron oxidadas con RuH 2(Ph3P)4 para dar 11 (R) y 

11 (S)-6b-eudesmanólidas. Para lo cual se incubó el 6J3-acctoxi-1~.4J3-dihidroxieudesmano 

(27) con Curl'l1/ar1a lunata por 12 días. obteniéndose una me7..cla de metabolitos polares 

(23%). los cuales fueron acctilados. separados por cromatografia e hidroliz.ados. como se 

indica en el esquema /H. La oxidación selectiva con RuH2(Ph 3 P)4 produjo la 1actona 49 

(43%) y 50 (41%). rcspcctivnmcnlc de (47) y (48) (76]. 

Esquema 18. Transfonnacioncs químicas y biológicas de (27) 

27 1 

i 

~-· 
48 l Rull,(Ph_,P), 

48 

1) Curvularra Juna1a 
2) Ac20/Py 
3)KOH/l\1c01-1 

47 l RuHl(Ph,.P), 

.~ 
49 o 

~~:~<7(~ 0~~~,~~~1 
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El producto 51 .. que fi.1c incubado con Cun•ularia lunata por 12 días. para obtener 

79o/o del compuesto 51 y (2%) de un 1nctabolito más polar .52 .. el cual muestra una nueva 

hidroxilación en el C-2; así como también una mezcla de productos. que después de acctilar 

se separaron en 53 (55%) .. .54 (24o/o) y .55 (21 %). dichos compuestos son producto de la 

hidroxilación en el C-11 y C-12 por pane de C. /unara .. \'l!re.w¡uema 19 (76]. 

El producto 56 se incubt..l por 12 días con c:un•ularra /m1a1a. de donde se aisló 56 

(43~-0) y 57 (42°/o) y una mezcla de cmnpuestos n1uy polares (10%). De la acctilación de la 

misma mezcla se obtuvo 58(51 o/o) y 59 (49%) [76). 

Esquema 19. Biotransfonnación de (51) con C. /unata 

""~y 
1-10 - OH 

52 

i Cun-ularia lunuta 
1 l:? días 

~ 
110 - OH 

SI 

l)C.lunata 

49 

~.: 
HO - OAc 

SS 

~OH 
~ 

1-10 ":. OAc : 

.~º" 
S3 

1 'T~·.::··:. 
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La reducción microbiana de un gn1po carbonilo nonnalmcntc produce alcoholes con 

configuración (.\) [76u]~ asi tambiCn la reducción de un gn1po ccto similar presente en 

eudcsmanólidas y cudcsmanos genera alcoholes con configuración (.\.1. los cuales son 

dificiles de obtener por vin quintica [76. 76h). 

Esquema 20. Transfonnación quimica y biotóglca de (27) por C. /u11atu 

27 

Reactivo de Joncs 

! 
QAc 

~ 
110Xl:l 

57 

j Cun..,/aria bmata 

.·~ 
56 

l)C. lunata 
2) Ac,O!Py 
3)KOIVMCUH 1 

~ 01,0Ac HOXY.Y ~ª'•'"' 
1-10 • OJ-1 1 

58 59 

La saponificación de 58 y SCJ da <•O y 61 rcspcctiV"..tmcntc. vf.!r .fi.L.•ura 6. Estas 

sustancias (59 y 60) t11cron comparad¡1s con los 12-hidroxidcrivados (47 y 48) obt1..nidos de 
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la incubación de (27). encontrándose que 60 es un cpímcro de 47 y 61 de 48. la 

configuración en el C-11 es (U) para 47 y (~'1 para 48. \•er ji~ura 6., dicha detcnninación fue 

confinnada por Ja fonnación de las Jactonas respectivas por medio de Ja oxidación con 

RuH,(Ph,J>l• (76]. 

.~º·~· ~º"º" 
110 ':.. 011 : 

60 61 

Fi~ura 6 

Por otro lado. la incubación del sustrato 62 .. por 4 días con Curvulana lunara .. 

produjo 63 ( Ja..4~-dihidroxicudcsman-6-ona. 28%) .. 64 (413 .. 12-dihidroxicudesman-l l(R)

ano-J.6-ona. 32%) y 65 ( la.,,12-diacctoxi-4(3-hidroxicudcsman-l l(U)-ano-6-ona .. 11%). El 

compuesto 63 fue el resultado de la reducción regio y estercoselectiva del grupo ccto en 

C-1 del substrato 62,. esquen1a 2 J. mientras el compuesto 64 fue el resultado de Ja 

hidroxilación en el C-12 del substrato 62; 65 se aisló después de la reacción de acetilación 

(76]. 

Los 4a-hidroxi análogos fueron incubados con Curvularia lunara; encontrándose 

que este microorganismo es capaz de hidroxilar el C-12; después la incubación del sustrato 

66 con Curvularia lunara por 14 días. pennitio recuperar a la ma1eria prima intacta [76]. 

En el esquema 22. se muestra la transfonnación química de 66 y la trnnsfonnación 

microbiológica del sustrato 67 .. con Curvu/aria lu11ata por S dlas .. para dar el producto 68 

(64o/o}. El resultado más importante de este -proceso fue que el metaboli10 68 (64%) 

presentó un grupo hidroxilo en el C-1 con configuración (S) [76). 

51 
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ansformació d . ,,~,._,,,,,,.<A-Esquema 21. IJiotr . .'ir.~1w~·11><'u•·a r~, rw n e (62) con . m~rra1••-· 
( -'""ª'ª 

o 

.~ 
62 

Esquema 22 T 6!< .. ransfonnación química . y biológica de (67) 

011 

.~-Y=;y 
O A e 

1) LiAlH...rn-t 
2) Reachvo a:Jones .. 

66 67 

Curvu/ana Junata / 5 dias l 

68 
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En general se encontró que los substratos 413-hidroxilados fueron transfonnados a 

los 12-hidroxiderivndos. Los substratos con un sustituyentc ccto en el C-6 fueron más 

eficientes. aunque más selectivos en la obtención de los compuestos 12-hidroxilados con la 

configuración 1 1-R. E111onccs .. de todos esos substratos (62). es posible obtener 613-lactonas 

ya que presenta dos grupos ccto .. en et C-1 y C-6. siendo el sustrato 1nás óptimo para 

biotrnnsfom1ar (76). 

6. ENSAYOS BIOLÓGICOS 

6.1 Definición 

En algunos casos cuando se esta estudiando una especie vegetal. para facilitar la 

localización de alguna actividad biológica .. el estudio se hace biodirigido7 [77,78). Los 

mCtodos de scguin1iento incluyen ensayos biológicos puesto que se busca una dctcnninada 

respuesta frente a diversos organis1nos de prueba .. ver tabla JO; Jo que puede dar indicios de 

una actividad especifica que se investigará postcriom1entc. Es recomendable que estos 

mCtodos sean rápidos. seguros. baratos y convenientes [77-79]. 

Tabla 10. Ensayos biológicos empicados en Ja investigación biodirib-ida. 

Ant1bacterial 

Antifung1cu 

Tox1c1dad 

Antitumornl 

ACrlVIDAD 

(Ensayo con discos de p¡apa) 
lnsec1ic1da 

Larvic1da 

Moluscocida 

ENSAYOS BIOL6G1cos 

BLANCO 

Bacterias ptllógcnas (Staphy/ococc:u ... aurcu.,-. Ji:scherichia coll) 

Hongos y levaduras patógenos( Cundida a/bican .... 
AsPf!rgillus .up.) 
Anemia salina L. (camarón de mar) 

Células de papa (Solanum tubcrosum) 

.\)x14/optera _.,._,.,,. (gusano afhcano), ¡._¡,;taclma \Ylrive ... n ... 
(escarubaJO de haba mcx.1cano) 
At!dc.'O l!l{.\'fllll (mosquito vector de la fiebre amarilla) 

Caracol transmisor 
(Hromphalan·a ,.:lahrata) 

de lo csquistosomiasis 

7 Un estudio b1odm~1do tiene como fin segun la acuv1dnd biológica dumn1e el fraccionamicnlo de extrac1os 
La acll" tdad b1ológ1ca a truvCs de un ensayo pcnn1tc conocer la naluralcz..n. constitución o potencia de un 
ma1enal " .. bi..-UI o sustancm pura de acuerdo con :a dosis en1ple.ada (77) 
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6 .. 1 .. I Determinación de la acti'\-•idad antimicrobiana (Ensayo nlicrobiolóJ?,ico) 

Los métodos para detem1inar Ja actividad antimicrobiana son varios y se empican 

de acuerdo a su sensibilidad. Ja facilidad y rapidez que involucran. Los métodos empleados 

para dctcm1inar la actividad antimicrobiana de extractos o productos puros aislados de 

plantas son: 

;. Método de difusión 

;... Método de dilución 

;... Método autobiográfico 

l\.1étodo de difusión.. En este método se puede determinar la actividad antimicrobiana 

empleando dos diferentes ensayos de difusión. uno que involucra cilindros IJcnos con una 

solución de concentración conocida de Ja sustancia probJem~ colocados sobre Ja superficie 

de Bb~r (solidificado) en Ja cual se incorporo previamente una suspensión de 

microorganismos (antes de que el agar solidifique, teniendo Ja precaución de añadir dicha 

suspensión a una temperatura no extremosa para evitar que el microorganismo muera por 

este motivo) determinando después del tiempo de incubación, el diámetro de Jos haJos de 

inhibición del crecimiento microbiano, para determinar Ja Concentración Minima 

Inhibitoria (MIC). 

El otro método se realiz.a con discos de papel impregnados de la solución de la 

sustancia problema de concentración conocida .. de la misma fonna que en el ensayo anterior 

se mide el diámetro de los halos de inhibición; el agar en el cual se colocan los discos se 

prepara de la misma fonna que para el ensayo de cilindros (80 .. 81]. Ambos métodos se 

fundamentan en la ley de difusión de Fick. Se recomienda su empleo cuando la sustancia 

problema es muy soluble en agua. por lo que no es aceptable en casos de aceites esenciales 

o extractos no polares [82]. 

l\.1étodo de dilución.. El método de dilución es n1ás exacto que el de difusión .. para 

determinar la pn1eba de susceptibilidad a antibióticos. sin embargo el procedimiento es 
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1edioso. por lo que es menos usado que el anterior [83]. La técnica de dilución incluye un 

medio liquido y un medio sólido., ambos se basan en la dispersión homogénea de la muestra 

en un medio de cultivo (82). Este método es el más recornendado para la dctenninación de 

la Concentración Mínima Inhibitoria (MIC) de una muestra pura y la Concentración 

Mínima Bactericida (MCO). En este método la turbidez es tomada como un indicador del 

crecimiento bacteriano (84]. Se sugiere su empico cuando la sustancia a probar no difunde 

fácilmente en el agar por lo que puede ser incorporada dircctmncntc al 1nedio de cultivo. La 

ventaja de este nlétodo es que se pueden sembrar hasta seis microorganismos diferentes en 

una misrna caja (82]. 

l\1étodo bionutobioi:ráfico .. Se basa en los efectos biológicos de las sustancias .. que se 

detectan en cronmtogramas. Las sustancias más comünmcntc detectadas -por la 

bioautografia son los antibióticos [85). Con este método se han detectado substancias 

toxicas a partir de hongos (86) .. asf como de l!rwinia caroun·oro y E. hcrbico/o [87). 

En este método se localiza la actividad antibactcriana en un cromatograrna. Casi 

todos los métodos se basan en el proceso de difusión en agar .. · en el cual los compuestos 

antibacteriales difi.tnden de la superficie de la capa cromatográfica .. hacia la superficie del 

agar previamente inoculado. después se visualizan las zonas de inhibición (88). 
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Actualmente existe en la literatura especiali:r.ada una descripción· muy limitada 

acerca del conocimiento sobre el comportamiento de los sistemas biológicos -enzimas. 

1nicroorganismos. cultivos de tejido celular- en función de la estructura del sustrato. 

Además. el conocimiento que se tiene sobre la biotransfonnación de las lactonas 

scsquiterpénicas -lcrpcnoides- con hongos filamentosos es muy escaso., a pesar de 

existir demasiada información con respecto a su aislamiento .. carnctcrización y en albwunos 

casos a sus propiedades biológicas. Con base en lo anterior., el presente proyecto tiene 

como finalidad obtener y caracterizar los derivados químicos de la panenólida por medio 

de transformaciones químicas y biológicas. para poder evaluar su potencial como· agentes 

antimicrobianos y antitwnoralcs. 
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IV. OBJETIVOS 



l. OB.IETIVO GENERAL 

Obtención ·y 'evaluación biolói:iica -actividad antimicrobiana y antitumornl- de Ja 

partenólida:y ·de suS'··p.fOcluctOs de transfommción quhnica y biológica (A.,pcr~1//11.,· 1111:cr. 

A...-pergillu~v oci1race11s·Ba11w!ria bas.\·iana y cultivo de tejido de zanahoria). 

1.1 Objetivos Específicos 

1 .1. 1 Realizar la investigación bibliográfica sobre biotransfonnacioncs enzimáticas y con 
microorganismos de Lactonas ScsquiterpCnicas~ , 

1. 1 .2 Realizar la investigación bibliográfica sobre la extracción.. aislamiento y 
caracterización de la partcnó1ida. 

1.1.3 Realizar la investigación bibliográfica sobre la determinación de las propiedades 
biológicas de la partcnólida. 

1.1.4 Realizar tas biotransfonnaciones de la partenólida con _,hongos filamentosos._ 
(Aspcrgilllls nigcr. Aspergillus ochraceus y_ Hauveria ha.~.-.iana) y cultivo de tejido 
de 7.anahoria 

l. J .5 Aislar. caracterizar e identificar los productos obtenidos· dé Ja biotransfonnación de 
Ja pancnótida. 

1 .1 .6 Obtención de algunos derivados de la partcnólida por· medio de transfonnaciones 
químicas. · 

1.1. 7 Aislar, caracterizar e identificar los productos . obtenidos de la transformación 
química de Ja pancnólida. 

1.1.8 Evaluación de Ja Actividad Antimicrobiana de Jos derivados mayoritarios obtenidos 
en el punto 1.1.4 y 1.1.6 

1.1.9 Evaluación de la Actividad Antitumoral" de Jos dcrivadoS lnayoritarios obtenidos en 
el punto l. 1.4 y 1.1.6 

l. 1 .1 O Discusión de los resultados obtenidos de dicho proyecto. 

• La Ac11,,.1dad Anti1umornl fue dctcnninada en el Labor.ilorio L-324 de Biología Celular y Molccul!ll" del 
Cáncer FES Zaragoz.a. Ca1upus 11. UNAM. 
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V. HIPÓTESIS 



Las Jactonas sesquitcrpénicas reprcsentnn un grupo de productos naturales muy 

importantes debido a su amplia gama de propiedades biológÍc..."Is que presentan. las cuales 

están relacionadas con su estructura molecular. 

Entonces. el presente proyecto se propone obtener y caracterizar los productos 

químicos derivados de la transfonnación quimica y biológica de la partcnólida (A.<i:pergil/us 

11iger. Aspergillus ochraceus Hauveria has ... ia11a y cultivo de tejido de zanahoria); con la 

finalidad de evaluar su potencial como posibles agentes antimicrobianos y antitumoralcs. 

58 TES1S C"/r-' 
Ff ~ T . 

¡..\ 1 ' . :; . 
... ,,1o.,:...i ...... ! 



VI. MA TERJAL 



l. l\1aterial para las Tntnsformacioncs con 1\1icroorganismos 

l\1aterial de ,·idrio 
Probeta 100. 1000 mL 
Pipetas graduadas 5. 10, 20 mL 
Tubos de ensaye con tapón de rosca l 3x 1 OO. 18x 150 
Cajas Pclri 
Varilla de vidrio 
Pipetas Pastcur 

Sustancias 
Pancnólida 
Medio de cultivo Agar Soya Tripticaseina (ASD 
Mediodc cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) 
Medio de cultivo Caldo Soya Tripticascina (CST) 

l\1aterial bioló~ico 
A.\pc:n.:1!111.\· 111~er A re ·e I fí../0-1 
Rl11=op11.\· 111J!r1ca11.,· A Jtx __ · 
Ha11\•er1a has.'>1<111a ATC .. X." 
Cultivo de tejido de zanahoria 

Disolventes 
Clorofonno. grado anaJitico (Merck) 
Etanol"", b'Tado lécnico (Mcrck) 

Equipo 
Rotavapoc (Buchi B-481) 
Balanza Analítica. (AinsW"onh 100 A) 
Balaza scmianalitica (OHAUSE 400) 
Autoclave (Hirayan1a) 
Fem1cn1ador (Orbital shakcr. Fonna Scicntific, modelo 4518) 

2. !\1aterial para la transformación con el cultivo de zanahoria 

Material de ,·idrio 
Probeta 1 OO. 1000 mL 
Pipetas graduadas S. 10._ 20 mL 
Pipetas graduadas 5. t O. 20 n1L 
Probeta l O mL 
Manero con pistilo 

., El d1solvcme fue purificado mediante dcs1ilnción frncc1onada. 

59 



Sustancias 
Partcnólida 

l\laterial biológico 
Cultivo de tejido de zanahoria 

Di!iiolvcntcs 
Cloroformo. grado analítico (Mcrck) 
Agua destilada 

Equipo 
Rotavapor (Buchi B-481) 
Balanza Analftica (Ainsworth 100 A) 
Balaza semianalitica (OHAUSE 400) 
Autoclave (1-firayama) 
Fcm1entador (Orbital Shaker. Fonna Scicntilic. modelo 45 t 8) 

3. Material para Transformación Química de la partenólida 

Apertura de epóxido en medio ácido con lfCIO.a/acetona., APTS/AcOEt y en medio 
básico KOH/l\1eOll-ll20 

l\tatcrial de vidrio 
Matraz Erlenmeyer (25. 50 mL) 
Matraz bola con boca esmerilada 24/40 ( 1 OO. 250 mL) 
Vaso de precipitado (SO. too. 250 mL) 
Embudo de separación ( 125 mL. 250 mL) 
Pipeta graduada (S.10 mL) 
Probeta ( 100 mL) 
Termómetro ( - J 0-1 OOºC) 
Embudo de talle corto 
Varilla de agitación 

Sustancias 
Partcnólida 

H.cactivos 
KOH al 5% I McOH-J-120 al 75% 
Na:?S04 anhídr-o 
HCIO• 
Acido p-tolucnsulfónico 
MgSO. 
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Disoh .. cntcs 
Metano(._ &~do analítico (Merck) 
Clorofomto. grado analitico (Mcrck) 
Acetona"'._ grado técnico (Merck) 
Acetato de ctilo9

• grado tCcnico (Mcrck) 

Equipo 
Rotavapor (Buchi B-481) 
Balanza Analítica (Ainsworth 100 A) 
Balaza scmianalitica (OHAUSE 400) 
Placn de agirnción 

lnstrun1entos 
Espcctrofotomctro de IR Pcrkin-Elmcr modelo 283 y 681 
Espcctrofotomctro de RMN Varian FT VxR-300 S 

4. l\tutcrinl para Ensayo J\licrobiológico (Determinación de .. Acti,·idad 
Antimicrobíana) 

Material de ,·idrio 
Cajas de Pctri 
Frascos viales ( 1 OmL) estériles 
Matraz crlcnmcycr 25 ntL 
Matraz erlcnmcyer 50 mL 
Matraz bola boca esmerilada 24/40 100 mL 
Pipetas mL 
Pipeta 10 mL 
Probeta 1 O mL 
Varilla de agitación 

Sustancias 
Panenólida 
Twcc:n 80 
Cloruro de sodio (NaCI) 

Equipo 
Autoclave 
Incubadora 
Balan:r.a Analítica (Ains,vorth 100 A) 
Balan7..a semianalitica (OHAUSE 400) 
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VIL METODOLOGÍA Y 
R.ESUL T ADOS 



l. TRANSFORl\IACIONES QUÍl\11CAS DE LA PARTENÓLIDA 

1.1 Transformación de Ja partcnólida en medio ácido (p-TsOll/AcOEt). 

Se pesaron 100 mg de parlcnólida (69) y se disolvieron en 15 n1L de AcOEt. en un bru1o 

de hielo a -4ºC. a continuación se adicionaron 100 mg de p-TsOH. ver c!."itfUCn1a 23. la 

reacción fue monitorcada por CCF. Después de 5 h de reacción. se adicionaron 5 n1L de 

J-f:?O. Para separar cada uno de los componentes se procedió a realizar extracciones con 

CH2CL;: (3 x 15 mL). El exceso de p-TsOJ--1 fue eliminado mediante lavados con NaHCO:l 

al JOº/ó {4 x 5 mL). seguido de dos lavados con agua de 5 mL. parn finalmente secar la fase 

orgánica con Na::S04 anhidr-o. el disolvc11tc fue removido a vacío. para obtener 73 rng de 

una mezcla de dos productos. los cuales se separaron por CCP. cn1plcando como sistema de 

clusión: [Hcxano-AcOEI (6:--l)). obteniCndosc JJ mg. (33º-ó) de un sólido blanco de 

p.f. 138-140ºC que fue identificado corno la miqucnólida (70). lactona scsquiterpénica 

aislada previamente de .\fu·hclla compre .... ,·a. La sustancia rninoritaria ( 12 mg. 12º/o) 

corresponde a la 1 1 J31 t.13-dchidrocomprcsanolida (71) la cual presenta un p.f. 14S-147ºC. 

-1°C, S h 00 'b:~~ 
70 o 71 o 

~ o 

p-TsOIUAcOEt 

69 

Esquema 23. Transfonnación de la partenólida (69) con 3.cido p-tolucnsulfónico. 

Tabla l t _ Datos de IR de los productos de transfonnación de pancnólida con p-TsOl-I. 

COl'\IPUESTO 

M1quenólid:i (70) 

v (crn· ) 

J.588. 2977, 2931. 2859. 1765, l 674. J .$40. 1379. 1307. 1139, 1 1 12, 1088, 

986. 944, 843 
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1.2 Transformación qui mica de la partcnólida en medio ácido (llCIO,Jacctona)10 
.. 

Se disolvieron 100 mg de (69) en 1 mL de acetona. la solución resultante se colocó 

en una mezcla frigorífica a -4ºC, adicionando lcntan1cnte JO mL de HCI04 • vf!r e.,·qucma 

2-1. El curso de la reacción se siguió por CCF .. después de transcurridas 2.5 h. se 

adicionaron 40 mL Nll-101-1 para neutraJi7.ar. Una vez concluida la reacción. se procedió a 

recuperar los productos por medio de extracciones con CJ-ICh (4 x 15 mL). finalmente la 

fase orgánica se secó con Na:!so .. anhidro y se concentró a baja presión. La purificación de 

los productos se llevó a cabo por rncdio de CCF preparativa. obteniéndose tres productos. 

A (2.5 n1g:. 2.5°/ó). H (3 rng. J.O<Vo) y (72) IJ rng ( 13~0). la rcc.-istalización de (72). por par 

de disolventes IAcOEt-PrOll (l:l)J pen11ilió obtener un sólido blanco. Los datos 

espectroscópicos de IR para dichos compuestos se mucstn:m en la tah/a 12. 

-4ºC. 2 5 h ~ 
69 o 

l ICIO,.!(CI h,)_.Co 

Esquema 24. Reacción de la panenólida en medio ácido con l-IC104 

~rabia 12. Datos de IR de los productos de transformación en medio ácido 
HCJO.,/(Cl·hhCO. 

COJ\IPUESTO u (cm" 1
) 

(72) 3388. 2927. 2854. 1601. 1529. 1476. 1424. 1020. 924 

A 3610. 3529. 2929. 2RS6. 17::?!'. 1460. 1378. 1179. 10280 917. 

u 2930. 2872. 1764. 1439. 1380, 1169. 920. 

iu Se propone que el pr-oduclo ob1c:nido bajo c..-stas condicionc..'"S, se ohluvo po..- la presencia de mc:tanol en 1:1. 
acetona. ya que se uuli.zó acetona grado técnico 
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1 .. 3 Transformación química de la partcnólida en medio básico (KOll/~1c011-lh0). 

Se disolvieron 100 mg de partenolida en 1 mL de CHCh y se adicionaron 30 ntL de 

una solución de KOH/McOH-1-12 0 al 5%11 a -4ºC. ver e.w¡uema 25. El curso de la reacción 

se siguió por CCF: una vez que Ja r-eacción finalizó (3.5 h) se rcali:r.ar-on extracciones con 

CHCh (4xl0 mL). la fase orgánica se secó con Na2 SO.a anhidro y se concentró en el 

rotavupor. Finalmcruc por- CC vía húmeda se obtuvieron 20 ntg. (20%) de un sólido blanco 

cristalino (72) de p.f. 146-148ºC. 

~ o 

KOl l/MeOl 1·11:0 

-4°C, 3 5 h 

~yn1,oc11_, 
/''•o~-

o 
69 72 

Esquema 25. Reacción de la partcnólida en medio básico con KOl-l/McOH-l·hO. 

2. TRANSFORMACIÓN BIOLÓGICA DE LA PARTENÓLIDA. 

2 .. 1 .. Transformación Dioló2ica con Hongos •""ilamcnlosos. 

El medio de cultivo empicado para dc1enninar la cinética de cr-ecimicnto estaba 

constituido de peptona (0. I %). extracto de levadura (0.1 %). extracto de carne (0. l %) y 

glucosa (0.5%) en agua a pH 7. A 12 ntatra:ccs Erlcmncycr de 250 mL9 se les adicionó 

120 mL de medio de cultivo, para poslerionnente cstcrili7.arlos en el autoclave ( l 20°C/l .5 

lb/15 min) e inocularlos con una suspensión densa de A ... perg1/lus n1¡.:cr. A . .,.perJ.:illu.\· 

ochraceus y Bca1n·eria has.wana (cuatro rnatraccs para cada nticr-oorganismo). Los 1ncdios 

de cultivo se incubaron en agitación a 1 SO rpm y 30ºC._ hasta obtener cultivos de 48 h de 

11 Se preparó una solución al 700/o de f\.teOl l·U:C> y con la solución resuhanle se rc;1hzo la solución de KOl-f 
.... : 5o/o 
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crccimicnlo para A. 111¡:cr .. 72 h de crecimiento para A. ochrac~us y 96 h de crecimiento 

para H. ha ... ·sia11a (\•cr Apéndice). 

2.2. ·rransformación biológica de la partenólida con Beau••eTia bas.\'ia11a. 

Se distribuyeron 100 mg de pal1cnólida disuelta en 10 mL de EtOH .. en cuatro 

1natraccs crlenmcycr de 250 mL con un cultivo de H. ba.\·s1a11a de 96 h de crecimiento (de 

acuerdo a la cinética de crecimiento. (ver Apé11d1ce) .. los cuales fueron incubados en 

agitación a 150 rpm y 30ºC .. siguiendo el curso de Ja biotransfommción por CCF12
• 

DcspuCs de 14 días .. se procedió a filtrar los medios de cultivo .. se reunió el filtrado y se 

Javo con agua .. el sobrcnadante se saturo con NaCI y se realizaron extracciones con Cl-l:Ch 

(4 x. 20 mL). La fase orgánica se secó con Na:SO.a anhidro y se concentro a baja presión, de 

dónde se obtuvo una mezcla de productos .. ,.~r fiJ:."Ura 7 .. los cuales se purificaron por CCP .. 

para obtener finalmente cuatro productos: La l IP,H.13-dihidropancnólida (42 mg (42%) 

con p.f. 134-136ºC (73). la l.IO-epoxi-l J¡JH.13-dihidropartcnólida (20 mg (20%) de 

p.f. 146-148ºC (74). de Jos dos productos minoritarios restantes se obtuvieron 4.S mg 

(4.So/o) (C) y 3.S mg (3.5%) (D). razón por la cual no pudieron ser caracterizados. En la 

tahla 13 .. se en listan Jos datos de IR para las sustancia (73) .. (74) y (C) respectivamente. 

-
W"111c Sr 

B. lhotnansfi>nua:tóu Je la pmtcn.\hJa ~·n 
B.~~iana. 

1 J"n>Juo:k> (7.J)JC' lll hiobUn:r;fl>nunaón Je 
pcsnc::nóliJa con n.&u.•~' 

U: l~uctn(7 .. )Jch1otnuu.formac1ém_.., p.rtcnóliJa 
cunB.&u.•onn.r 

C: l"n.JJuclo de htolnlnilli.n1UDCl•\u co,111 H. l>d ... ,...,,., •. 
D Producto Je bK>lransfornwc'6n con JI. b..u.-..na. 
5': E!lland•rdc ('IU1t:rk'lbJa 
Meut.dcch1;.J1in llc:oo.-A<..-Ol~l(J7) 

Rc\rbdor- auJfaln~.::ioJeamon10 

Figura 7. CCF de la transformación biológica de la partcnólida con /Jf!a11vcrta ha.\·.'fiunu. 

iz Durnncc el periodo de 1ncubac1ón (cada 12 h) se tomó una alicuota de 1 ml- de medio de cultivo, de dicha 
alicuota se rc:rJu.aron cxtrncc1ones con Clf:CI: y se siguió el curso de la b1otransfonnació11 por CCF. 
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prabla 13. Datos de IR para Jos productos de trnnsfbnnación biológica con H. /Ja.\" ... 1ana. 

COl\tPUESTO u (cm·1) 

(73) :?980, :?93:?. 1 774. 1456. l 385. 1 168, 1004. 981. 

(74) 3686.297:?.2932, 1780. 1602.1460, 1388, l 173, 1018,988. 

(C) 3606,3514.2930,2858, 1776, 1459, 1384, 1138. 1001,980 

2 .. 3. Transformación biológica de la partenólida con Aspergi/lus ocl1raceus. 

A cuatro matraces Erlemneyer de 250 mL con cultivo de A. ochraceus de 72 h de 

crecimiento, se adicionaron 100 mg de panenólida disueltos en 10 mL de EtOH, y se 

incubaron durante 14 dfas a 150 rpm y 30ºC. siguiendo el curso de la transfonnación por 

CCF (como se indica para B. Ha ...... ·iana). Una vez concluida, se procedió a rcúrar los pellcts 

por filtración de Jos medios de cultivo, "'cr .fi1::11ra 8. El filtrado se saturó con NaCI y se 

realizaron extracciones con CHCh (4 x 20 mL). la fase clorofónnica resultante se secó 

empleando Na2SOo1 anhidro y se concentró a baja presión. Los productos de transformación 

se purificaron por CCP. de donde se obtuvieron 20 mg (20%) de Ja 

l 1 j3H.13-dihidropanenólida (73) y 3.0 mg (3%) de un polvo blanco muy fino de 

p.f. l 42-145ºC que fue identificado como el producto (75). 

• • 

BAc Acl Acll 

HAc: Ututmnsfonnnc""n c;:on.-t. '~ 
Ad. Pn><Juc10 de b1oumuli.>nn.o.:1ón l73 1 de la 

~liJagnn..l.flC"~s. 
Ac:ll. Pruduc::todeb,utmns(unnn.,., .. \n(75tdc14 

puncnóbJa c:un A. '"'hru~u!I. 
MC'U"la de eluúón · 1 feoo¡-1\cOEI tK .2 l 4 "~ 
Rn·elador. Sulfalo cCic.1 de lllTIOIUO 

Fi~ura 8. CCF de In transfonnación biológico de la partcnólida con Aspt.!rJ.!11/us achract!u.v. 
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'"rabia J4. Datos de IR para los productos de transfonnación con A. ochraceu .... ·. 

COl\r1PUESTO v (cm· 

(73) 2981,2932, 1775, 1443, 1385. JObO, 1004,982. 

(75) 3686,3601,2928.1729. 160:?. 1522, 1424, 1.132. 1018,928. 

2.4. Transformación biolói:ica de Ju partenólida con Aspergillus niger. 

Se distribuyeron 100 mg de (69) disuelta en 10 mL de EtOH. en matraces 

Erlcnmeyer de 250 mL con cultivo de Aspergi//us niger de 48 h de crecimiento. se 

incubaron durante 14 días a 1 SO rpm y 30ºC. El curso de la transfommción se llevó a cabo 

por CCF. ver .figura 9. Transcurrido el tiempo de incubación. se procedió a filtrar Jos 

pellcts .. se lavaron con agua y el filtrado se saturo con NaCI para realizar extracciones con 

CJ-ICl3 (4 x 20 mL). finalmente la fase orgánica se secó con Na2S04 anhidro para después 

concentrarse a baja presión. La mezcla de productos fue purificada por CCP. 

: .. -
BAn 1 u· 1Jt IV"VV! 

BAn: B•~tnansfontulCIÓR de L. ¡w11SlÓlada C011 A. n•Jl"" 
1 l"mductoldcbtotnanstonn.:ión CJl>CIA.rux-
11. PruJuclD (76) Je biolnlnd'unnac.On cuu A.ni.ll"" 
JJI; Producto m Je biutnlnsfunnac:ión con A.n,1tn 
IV: Prnducto IV de bio~fo.•rmac1ón con . .C.nUl
V: Pn-Jucto V de btotn.nsfonnlle16n Pm A "'",.,. 
VI: Producto VI do b11Dtnuisfünna:i0n o..1n A.n1Jl,.,. 
Mad. dc-du•IOa: Jleo.;·AoOEl (7:3) 
R"·e&.dor: Sulíuto ui!:flco de amomo 

Figura 9. CCF de la transformación biológica de la pancnólida con Asper¡::i/lus niger. 

3. TRANSFORMACIÓN BIOLÓGICA CON CULTIVO CELULAR DE 

· <7..ANAllORIA. 

Después de tener el cultivo celular de zanahoria con una cantidad de bion1asa 

considerable, aproximadamente a 30 dias de haber hecho ta incubación. se adicionaron 

50 mg de panenólida disueltos en 5 mL de acerona. y se incubo por seis días a 28ºC y 
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150 rpm. Al 1nismo tiempo y bajo las 111ismas condiciones se realizó un blanco del cultivo 

celular de zanahoria. al cual no se le adiciono panenólida para descartar cualquier produclo 

que no fuera de transfommción. Para la obtención de los productos. todos los Jllatraces se 

filtraron y el sobrenadante se saturó con NaCI. las células fihradas se maceraron en un 

mortero y se hicieron lavados con acetona (3 x 5 mL). dichos lavados se reunieron con el 

filtrado y se les realizaron extracciones con CHCl.1 (4 x 20 tnL). a continuación se secó la 

fose orgánica con Na2S0-1 anhidro y se concentró a baja presión. La separación de los 

productos se realizó por CCP .. de donde se obtuvieron 4 rng (4o/o) de un polvo blanco n1uy 

fino de p.f. 142wl45ºC. Encontrándose que dicho producto presenta el 1nisn10 Rr y su 

espectro de IR es similar al producto (75). W.!r figura JO. obtenido de la biotransfonnación 

de la partcnólida con A. ochraceu ... · . 

• 

Dz Pac PBz 

11.i.! lhcun1:nd'~~m1acn'>11 de la f'IU1et1uhobi 
con culll~·u ~lular dr 1.mu1huna 

l"Ar. Pn>Jueeo(75JJc h1utnnsfunnia.:1on 
de la pork:nóhda con A. 
O<hra~· 

PBz. l~uceu dr biub'W1:ofünnaaón de 111 
Jl"l1rnÓhda cun cutuvo odulu de ,.......,,,.. 

Mc::scbidc-efuahi• lfo=o.;-l\c0Elf7:3) , ,..,.,. 

Figura 10. CCF de Ja biotransf"ormación de la partcnólida con cultivo de zanahoria y con 

A. ochraceu ... ·. 

Tabla 15. Datos de IR para Jos productos de rransfom1ación con cultivo celular de 
z.anahoria. 

(75) 3686. 3605. 2958. 2958, 1728. 1 602. 1 520. 14~5. 1334. 1020, 928 

68 'TESIS cn·~1 1 
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4. ENSAYO MICROHIOLÓGICO (DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD 

ANTIMICROlllANA) (90( 

4.1. Preparación de la muestra. 

Se pesaron 4 mg de partenólida (69). los cuales se disolvieron en 0.2 mL de twccn 

80 y 18 mL de solución salina estéril al 0.8%. Una vez disuclla. se adicionó asépticamcntc 

al matraz Erlenmcycr que contenía 38 rnL del medio AST prcvirnnentc estéril y a SOºC .. 

para obtener una concentración de 1 mg/mL. El medio de cultivo con (69) se adiciono en 

panes iguales en dos cajas de Pctri estériles. postcrionncnte se incubo a 37ºC durante 24 h 

con Ja finalidad de realizar Ja prueba de cs1crilidad 13
• Se prepararon con el mismo 

procedimiento las cajas de Jos sólidos (70). (72)-(74) y (76) y estreptomicina (blanco). 

además de los controles positivo y negativo'"' para el ensayo. 

4.2 Preparación de los microorganismos. 

Los microorganismos se mantuvieron en el medio de cultivo AST,. para eJ bioensayo 

se preparó n1cdio CST. el cual se colocó en tubos de ensaye con tapón de bakeli~~"dCspiJCs 

de ser esterilizados con el medio CST se inocularon (del tubo de cultiv~.-én _J\sp.-e 

incubaron durante 24 h a 37ºC; excepto Micrococct1s futcus .. el cual _se ·incu_~.:_d_~tc 

48 hr. Después de la incubación. se tomó una alfcuota de 0.1 mL de m~d_i~-4~-C:~ltt'~-~-y~_Sc 

diluyó con 9.9 mL de solución satina estéril para alcanzar una _dilució~, iiz:-?J:'de 1 :J_OO 

misma que se utilizó para el ensayo. 

4.3 Hiocnsayo. 

Después de la prueba de esterilidad. las cajas de Pctri que contenían los medios de 

cultivo y Ja pancnólida .. se inócularon con Jos diferentes microorganismos; para ello se 

1
' l..a prueOO consiste en incuba,- las cajas prcp:irodas con In sustancia a probar. durante 24 h, para venficar 

que no hubo contaminación al momento de prer:irartas, por lo que no debe crecer ninguna colonia en dichas 
c.a1as. si crece alguna colonia la e.aja se elimina au1omti1icumente del ensayo 
u El control positivo, es una caJa que se abre -:-u.:tndo se hace la siembra de las cepas en las cnJas. el control 
ncgall\!o se n1anticnt· l.:er-rodo. 
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dividió la caja en 7 sectores ib'ltales como se muestra en la fl¡.:ura J J. el sembrado de los 

7 microorganismos se llevo a cabo por medio de la técnica de cstrin. 

6 

Figura 11. División y fomm de sembrado de los diferentes rnicroorganismos 

Las cajas de Petri se incubaron durante 24 h. tiempo en el cual se determino su 

acrividad antimicrobiana,. por medio de la inhibición del crecimiento de los 

microorganismos. La -lista de microorganismo que se emplearon para el bioensayo es Ja 

siguiente: 

1 . Staphy/ococcu . .,; aurL'US A TCC6538p 

2. Micrococcus luteus ATCC934 J 

3. Salmonel/a typhy ATCC6539 

4. Bacillus subtillis ATCC6633 

5. h"scherichia co/i ATCCS36 

6. Candidaa/bicansATCCl0231 

7. Blanco,. no se siembra ninguna cepa 

Los resultados de este ensayo se muestran en la tah/a J 6. 
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Tabla 16. Resuhados de la Evaluación de la Acti1idad Antimicrobiana (Mé1odo de Milcher [89[ de los productos 
de transfonnac1ón química y biológica de la partenólida. 
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MI: Mlcr(J('Q(C'US /uf(IJJ 81 Bur.·11lut Ju6t1/t, 
S1: Staph)lococcus aurnu 

Sf 

+ 
+ 

St 

::; 
~ a 
~· 

E 
~ 
~-

º ~-
~-
::: 
~ 

i ;:: • 
1 

~ o 
~ 
t 
~ 

~ 
~ 
~-
~ 
g 
~ 
~ 
< • :¡. 
~ 
~ 
~ 
! 
J 



5. ACTIVIDAD A."llTITUMORAL EN LÍNEA CELULAR llel.a. 

La actividad antitumoral se considera como la disminución de la proliferación 

presentada por las células estimuladas por los compuestos químicos,. en comparación con la 

proliferación presentada por las células en condiciones de control. 

5.1 Incubación de la lineu celular llcLa 1
!IO. 

En una placa de 96 pozos que contiene RPMI al 10% de suero fetal bovino. se 

sembraron S x t o:t células J-lcLa por pozo .. incubándose a 37ºC. en una atmósfera de So/o de 

C02 y una humedad a punto de rocío, con la finalidad de que las células se adhieran al plato 

de cultivo. 

5.2 Diocnsayo. 

Una vez que las células están adheridas. se retira el medio de cultivo. 

Postcrionncnte las células son inducidas con las sustancias a probar: (69}, (70)-(72) y (75) .. 

de la siguiente manera; se pl'"eparan cuatro concentraciones diferentes: 0.1. 1. 1 o. 25 J.tgfrnL 

en RPMJ al 10% de suero fetal bovino y se colocan en un mínimo de tres pozos por 

condición y se incuban por 48 h bajo las mismas condiciones establecidas previrunente. 

Al mismo tiempo se l'"cali7..a un control con etanol. que es considerado como el 100% 

de cl'"ccimiento celular. Transcurrido el periodo de incubación las células se lavan tres veces 

con solución salina buffer de fosfatos (SBF) y son fijadas con una solución de 

glutaraldehido al 1.1 º/o por 15 minutos. el exceso es retirado mediante lavados con SBF. 

finalmente se dejan secar al aire libre. Una vez secas. las células son teñidas con el 

colorante cristal violeta durante 20 minutos. el exceso es retirado con lavados de agua 

dcsionizada y se deja secar a temperatura atnbicnte. Postcrionncntc el colorante retenido es 

solubili7..ado con una solución de ácido acClico al 1 O~O y se mide la absorbancia a una 

longitud de onda de 590 mn. 

" L.:i line celular l-lel-'t,. es una linea de c¿tuJas tumorales provcnu:ntcs de carcm.-.ma cCnnco~utcnno 

72 ----\ T L ~~- ~. Ci_··.::-~ 
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5.3 Determinación del nümcro celular. 

La medición del efecto de prolifCración se realizó por cspcctrofotomctría .. usando Ja 

lécnica de cristal violeta. Utilizando placas de 96 pozos se realizó una curva estándar 

(nún1cro celular vs absorbancia) sembrando una cantidad conocida de células por pozo .. 

manteniéndose el tiempo necesario para que las células se adhieran al piso .. después se 

procedió a realizar una tinción con cristal violeta .. finalmente se midió la absorbancia a una 

longitud de onda de 590 nm. La dctenninnción del número celular así como su desviación 

estándar de los cultivos evaluados se realizó con base a la ecuación de la curva estándar. 

Los datos obtenidos de los estímulos de cada compuesto se compararon con las mediciones 

de los controles ( 100% de proliferación). El número celular y la desviación estándar son 

convertidos a porcentajes de esta manera la actividad antitumoral obtenida por la 

disminución de la prolife.-ación se expresa en porcentaje celular. Los resultados obtenidos 

en este ensayo .. ver gráfico 1. para los productos de transfonnación química y biológica de 

la partcnólida se encuentran descritos en la tabla / 7. 

Gráfico J .. Dctenninación de Actividad Antitwnoral sobre linea celular HeLa. 

Ensayo sobre linea celular HeLa 
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~rabia 17. Actividad Antitumoral de los dCrivados de· Já pai1enólida obtcriidos por 

transfonnación química y biOlógica. 

COl\IPUESTO CONCENTRACIÓN PROLl•""ERACIÓN % INHIBICIÓN DE 
(µwmL) CELULAR PROLIFERACIÓN 

69 01 
1 

10 
25 

-·------------- -·--~º-------
70 0.1 

1 
10 
25 

. -- -----·-· ·-·---~-º 
72 0.1 

10 
25 
so 

73 0.1 
1 

10 
25 

69.71 ± :?7.78 
3,54 ± 0.38 
5.32 ± 0.68 
9.77 ± 081 

---~.!.~~-~---~-~"'----
40.91 ± 14.84 
47.41 ± 8.47 
53.99 ± 1.71 
86.78 ± 8 94 

-~~:.~2 .. ± '?62 

163.12 ± 9.SI 
293.18 ± (6.18 

79.17 ± 15.40 
70.11 ± 24.38 

-__ "!~6_!!_ _± ___ <?_~;!__. 

162.04 ± 3.42 
335.96 ± 3.46 
229.78 ± 5.13 
166.66 ± 35.76 

rF.1.111 • ..'\R 

30:?9 
9646 
94.68 
9023 
9Ll5 

59.09 
52.59 
46.01 
13 22 
IS.11 

20.83 
29.89 
9532::.._ __ _ 

-------------~--------ª-~~-~-__!26'.? -- 11.4.6 ____ _ 

76 0.1 
1 

10 

25 

--------- ----------~'º--
Control 001% 

o 10% 
1.00% 
2 500/o 
SOO% 

74 

119.78 ± 6.09 
246.59 ± 0.38 
1 13.80 ± 23.28 

15.51 ::t. 5.68 84.49 

23...:..~~--=---~6.2_!> __ -~.-~.os ____ _ 

100.00 "' 3.23 
100.00 ± JI .21 
100.00 ± 3.76 

100.00 "' 3.25 
100.00 ± 45.66 

'T~-~~-r r~) 

F p.Jj_.f.:. iJ '. --~~~---



VIII. ANÁLISIS DE 
RESULTADOS 



Las lactonas sesquitcrpénicas constituyen w1 brnlpo impurtanlc de sustancias. 

denominadas productos naturales -alrl!dcdor de 5000 estructuras conocidas- las cuales 

han sido aisladas principalmente de la familia c:ompo.vllac. Además, poseen un amplio 

espectro de actividad biológica. y se cree que son un mecanisn10 de defensa para la planta 

que las contiene y fueron descritas en los tratados anti!_..'UOS de Materia Médica bajo el 

nombre evocador de •·principio amargoº. 

El interés en el estudio de las lactonas scsquiterpénicas por diversos grupos di! 

investigadores de todo el n1undo. se basa principalmente en sus propiedades químicas y 

biológicas. debido a su notable rcactividad por la presencia del anillo a-1netilen-y-Iactona y 

a otro lipo de fimcionalicladcs que puede presentar. como epóxidos. gn1pos carhonilo 

a.f3 insaturados, gn1pos hidroxilo. grupos endo-pcróxidos. entre otros. Con10 ejemplo se 

puede citar a la partcnólida -gennacranólida- aislada de A,,u~110/ia grundiflora y 

Tanacctum partcn111n1. de esta última es considerada el principio activo; su uso popular esta 

dirigido al tratamiento de la ntigrru1a, ya que inhibe la agregación plaquetari~ actuando 

sobre los receptores de se["otonina 5-HT (48.49] y como antipirético [58], de ahi deriva su 

nombre popular de ""feverfe·wn (poca fiebre}. 

La panenóHda posee una amplia gamma de p["opiedades biológicas, entre las que 

destacan: antiulce'"osa y antitwnoral (36]. antiinflamatorio (50), antin1igrai\osa y 

antibactcrial [54). entre otras; además pertenece al primer grupo de lactonas 

scsquiterpénicas que se fonna por la cicliz.ación del tran.~.trans-pirofosfato de famcsilo. 

para posterionnente generar sustancias cada vez más complejas. las cuales están 

'"elacionadas con la evolución de Ja p'"opia especie que las contiene. 

La panenólida (69). materia prima empleada en las biotransfonnacioncs químicas y 

biológicas, se obtuvo a panfr de AldrichChem. su número de n:gist["o en el C~Ju:mic:al 

Ah.wracts es [20554-84-1). C15HwO_. PM=248.32 g/mol. p.f. 115-t 16ºC. [a:J2"= -84º 

(c=0.25. CH2Ch}, pureza del 97%. La pancnólida muestra en su espectro de IR 

(l!:~pectro /). Wla banda intensa en 1767 cm·1 
.. que corresponde a In lactona a,13-insaturada. 
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La vibración u(H-Coq,;:). se observa arriba de los 3000 crn-1 y la presencia del grupo 

oxirano está confinnada por las bandas en 1289 y J 141 cm· 1
• 

En su espectro de RMN- 1 H (l:.:,pcc.:tro 2). se observan las senales caracteristicas de 

una Iactona sesquiterpénica: el sistema AB en O 6.33 (d. J=3.6 Hz) y S.22 (d, J=.3.3 Hz) que 

corresponden a Jos hidrógenos del mctileno c.t"ociclico conjugado con la y- Jactona y un 

triplcte en O 3.86 (t. J=S.7 Hz. 11-1) del hidrógeno del C-6 con una disposición Jl-a.xial. 

donde se cierra el nnillo de la lactona. En su espectro COSY (Esquema 26) se observa el 

acoplamiento de H-6 con las senales superpuestas del H-7 (senal múltiple) y H-5 .. este 

ultimo base del oxirano y cuya multiplicidad corresponde a una scílal dohlt.! (J= 8.5), 

''t!r tah/u /H. 

La seílal dd en¡; 5.21 (J~12.o y 2.4 Hz) se asignó al hidrógeno vinilico del C-1. el 

cual se acopla con la scilal en O 1.72 (C-14) y con las scilalcs complejas centradas en 

¡; 2.44-2.34 y¡; 2.21-2.13 que corresponden a los hidrógenos del C-2 (93) 16 y finalmente al 

CH3 en la posición 15. se le asigno la señal en O 1.3 t. Por Jo anterior .. se confinna Ja 

estructura 69 para la sustancia objeto del presente estudio. 

13 

69 

, .. Galal. A.. e!t.al . • asignan u 11-Z. (5 2.:?..!~2.09) y 11-:?p (6 :? 46. ddJ. J = 1 J s. 1 ~ 5 y 12 2) 
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l. TRANSFORMACIÓN DE LA PARTENÓLIDA CATALIZADA EN MEDIO 

ÁCIDO 

Del tratamiento quimico de la partcnólida con p-TsOH .. se obtuvieron dos productos 

(70. 33%) y (71. 12%). El compuesto menos polar. (ver fi1:.rura 12) .. muestra en su espect.-o 

de RMN- 11-1 (Hspcctr" 6), un sistema AB en¡; 6.22 (J=3.0 Hz) y¡; 5.50 (J=3.3 Hz) que 

corresponden a los H-131, y H-13u respectivamente y un triplctc en S 3.82 (J=I0.2 Hz) del 

H-6; las cuales son senalcs características del sistema de la a-mctilen-y-lactona. 

e 

St 71 70 

Figura 12. CCF de los productos de reacción de (69) conp-TsOH. 

AJ comparar el espectro de RMN- 1H de Ja partenólida con el de sustancia en 

discusión (70), se observa (tabla 18). la ausencia de la seilal dd en¡; 5.1 (J-12 y 2.4 Hz), 

que corresponde a1 hidrógeno vinilico del C-1 (69). lo cual sugiere que se trata de wta doble 

ligadura tetra sustituida y que se comprueba por RMN-11C. Las sei'lales simples en -S 1.59 

(31-1) y 8 1.31 (31-1), se asignaron al CH,-14 y CH,-1 S respectivwncnte. 

En su espectro de RMN- 13C de 70. (H~\pecrro 7) .. se observa la presencia de, 15 

átomos de carbono .. la naturale7..a del grupo funcional y el grado de hidrogenación de estos 

átomos se dedujo con base en su desplazamiento químico y por Ja naturnlcz.a de los átomos 

de carbono mostrada en el espectro de RMN-1.1C .. aplicando la técnica DEPT (h.-..\pectro 8). 

Al comparar los dcsplazan1icntos químicos de la sustancia (69) y (70) ver tabla 19 .. 

se observan diferencias notables en el C-1 (.60=-6.7) y C-4 (.68=-18.8). debido a la 

fonnac¡ón del t...~queleto de guayano (5.'7) y por el cambio en el grupo funcional. Con base 
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en Ja discusión anterior se p~do concluir que se trataba de Ja miqucnólida (70). sustancia 

aislada como producto natural de Aliche/ia compressa (92). 

(70) 

Tabla 18. Datos de RMN-11-1 de Ja pancnólida y sus derivados químicos de la reacción con 
p-TsOH. 

PROTÓN PARTENÓLIDA MIQUENÓLIDA (9.JJ 11.13-DllllDROCOl\IPRESANOLIDA 
)94) 

69 70 71 

H-1 5.21 (JJ. 11.6, 7.9) 3.04 (ddd. 13. 8.7. 8.4). 
H-2 2.48-2.35 2.21 (m) 1.88-1.77 
H-2• 2.24-2.11 2.39 (ddd. 1 S.9. 8.5. 8.5) 1.88-1.77 

H·3 l.2S l.82(m) 1.86-1.76 
11-3· 2.24-2.11 l.77(m) l.89(mo) 
H-4 
H-5· 2.78 (d. 8.5) 2.73 (d. 10.3) 2.37 (JJ. 11.9, 11.9) 
11-6 3.86 (JJ, 9.2. 8.5) 3.82 (t, 1 0.2). 4.06 (dd. 1 1.4. 9). 
H-7 2.78(mo) 2.6S(m) 2.76 (JdJJJ. 1 1.3, 8.6. 3.2, 3.2. 3) 
H-8 1.74 (m) 2.lt9 (ddJJ, 13.6, JO, 3.9, 2.3) l.38{m) 
1-1-8• 2.24-2.11 1.3S(m) 2.29 (JddJ. 13.1, 12. 11.7,3.9). 
H·9 2.24-2.11 2.2S(m) 1.93 
H-9• 2.35-2.48- 2.2S(m) 2.70 (t. 9, 3.6). 
H-13 6.34 (d. 3.7) 6.22 (J. 3.3). 6.20 (d. 3.9). 
H-13 5.62 (d. 3.1) 5.SO (d. 3.0). S.54 (d. 3.0) 

H-14 1.72(.J".a.) l.68(s.a.) S (s.a.) 4.988 (s.a.) 

H-15 1.31 (J) l.30(s) l.32(s). 

El producto minoritario (71) corresponde a Ja sustancia más potar. la cual nmestra 

en su espectro de RMN- 11-1 el sislenm AB [6 5.54 (J=3) y 1) 6.2 (J=3.9)) del melileno 
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cxociclico de la y-lactOna y ta·sei\al triplete en O -t.06 (J=I0.2) correspondiente al H-6,,. 

donde se cierra el anillo de la y-tactona. 

Tabla 19. Datos de RMN-uC de la pancnólida y sus derivados quimicos de la reacción con 

p-TsOH. 

CARBONO PAHTENÓLIDA DEPT l\11QUENÓLIDA OEPT 

C·I 
C-2 
C-3 
C-4 
C-S 
C-6 
C-7 
C-8 
C-9 
C-10 
C-11 
C-12 
C-13 
C-14 
C-IS 

(69) 19"') (70) 

125.3 
24.1 
36.4 
61.S 
66.4 
82.4 
47.6 
30.6 
41.2 
134.6 
139.2 
169.2 
121.2 
16.9 
17.3 

Cll 
Cll: 
Cll, 
c 
Cll 
Cll 
CH 
CH, 
CH, 
CH 
c 
c 
CH2 
CH.1 
Clh 

132.0 
2.S.8 
3.S.O 
80.3 
58.7 
84.S 
49.6 
30.1 
38.3 
130.9 
138.9 
169.7 
119.4 
22.7 
23.9 

c 
CH, 
cu, 
c 
Cll 
CH 
CH 
CH, 
CH, 
c 
c 
c 
CH, 
CH, 
CH, 

1\6 

(69-70) 

:.6.70 

-10.9 
-1.9 

-18,8 
7.7 

-2.1 
-2.0 
4.8 
11.1 
3.7 
0.3 
-0.S 
1.8 

-5.8 
-6.6 

11.13-DElllDRO- OF.PT A6 
COMPNF..SA-
NÓLIDA 19"') (69-71) 

(71) 

43.6 
25.8 
39.6 
79.2 
SS.3 
83.S 
46.7 
30.9 
39.3 
147.7 
138.4 
169.4 
120.0 
112.t 
23.4 

CH 81.7 
CH:! -1.7 
CH2 -3.2 
c -17.7 
CH 11.1 
CHJ -1.l 
CH 0.9 
CH2 -0.3 
CH2 J.9 
e -13.1 
c o.8 
e -0.2 
Cl·h 1.2 
CH2 -95.2 
CH;1 -6.1 

De acuerdo con la tabla 18. el compuesto (71) presenta a direrencia de los 

compuestos (69) y (70). una scilal en 5 3.02 (dd, J= 12. 1. 8. 7). esto se puede comprob~ con 

base en Jos resultados de la tabla 19,,. donde se observa que el grado de hidrogenación para 

los átomos de C-5. C-6 y C-7 corresponden a tres merinos,,. ver espectro J /,,,para las tres 

sustancias. Sin embargo el contpucsto 69 ... muestra un metino adicional (S 125.3) que 

corresponde al C-1. similar situación se presenta para el compuesto (71 ). pero 

observándose un cambio en el tipo de hibridación para el C-1 (sp2 n sp:J). ya que dicho 

mctino presenta un O 43.6. esto sugiere que la doble ligadura del C-J y C- t O,,. presente en la 

miquenólida puede situarse en los C-10 y C-14.. para generar In 

1 1 P,f-1.13-dchidrocompresanólida (71 ). sustancia prc,;an1entc aislada como producto 

natural de AJ. compre.\·.\"a [9") ~ 
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Una posible explicación en la fonnación de la miqucnólida (70) y 

11,.13-dehidrocompresanólida (71) se describe en el e.'lquemu 27,. donde Ja transfonnación 

de Ja partenólida .. inicia con Ja protonación del oxirano. el cual es atacado nucleofilicamcntc 

por la doble ligadura 6 1
-
10

,. para fonnar el esqueleto de guayano (5n). y generar 'un 

carbocatión terciario,. el cual es estabilizado mediante dos fonnas: a) la pérdida del 

hidrógeno del C-1 que conlleva a Ja formación de la doble ligadura e11dociclica. para la 

obtención del compuesto (70) y b) la fonnación del compuesto (71) debido a Ja sustracción 

de un hidrógeno del C-14 (94 ]. 

Esquema 27. Mecanismo propuesto para la fonnación de los productos de transfonnación 
química de la pancnólida con ácido p-TsOH. 

~ p-TsOH 

69 o 

-H-1 .. «¿_ 
[~J 

70 o 

-H-14 
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2. REACCIÓN DE LA PARTt:NÓLIDA CON llCIO, EN ACETONA. 

Del tratamiento de (69) con HCl04 en acetona. se obtuvieron lrcs produc1os. El 

producto mayoritario (72) fue carncteri?.ado con base en sus propiedades espectroscópicas. 

mientras que de los productos restantes sólo se enlistan sus nümcros de onda debido al bajo 

rendimiento obtenido. El producto (72) muestra en su espectro de RMN- 11-1 (l~: .. pec:tro 12) 

una sci\al triple en .S 3.87 (J=9 Hz) caractcristica del H-6 con una disposición Jl-axial. el 

cual se acopla con la sci\al doh/e en O 2.74 (J=9 Hz} que se asigna a l-t-5. nticntras que la 

scilal dohlc (J=9.9 Hz) en O 5.21. corresponder al hidrógeno vinilico del C-1. Lo anterior 

sugiere que el esqueleto de gcnnacrnno no fue transfonnado bajo estas condiciones.La 

presencia de un quintuplete en 8 2.58 (J=l .8) fue asignada al 11-7.. lo cual resulta una 

diferencia notable en comparación con el espectro de Ja partenólida .. esta variación sugiere 

que ha sido el mctilcno exocíclico la parte reactiva de dicha molécula; lo anterior se puede 

justificar en función del espectro de RMN- 13C aplicando la técnica DEPT (l:"".\pectro /./) 

de la sustancia 72 .. donde se observa la presencia de 16 átomos de carbono. ¡.•cr tabla 20. 

Tabla 20. Datos de RMN-13C para el derivado de ta partcnólida obtenido con HCIQ4. 

CARBONO PARTENÚLIDA 13-l\IETOXIPAKTENÓLIDA &5 
(69) (72) (69-72) 

C-1 125.3 123.9 1.4 

C-2 24 1 23.1 1.0 
C-3 36.4 38.6 ·2.2 
C-4 61.5 60.4 1.1 
C·S 66.4 65.3 1.1 
C-6 824 81.0 1.4 
C-7 476 47.6 O.O 
C-8 306 28.7 1.9 
C·9 41.2 40.1 1.1 
C-10 134 6 133 6 
C-11 139.2 44.:? 95 
C-12 169:? 174.1 -4.9 
C-13 121:? 67.1 54.1 
C-14 lb9 15.9 
C-JS 17 3 16 3 
C-16 !\8.3 
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Sin embargo se puede afinnar con base en la multiplicidad y desplazamientos 

qulmicos observados que fue el mctileno cxnciclico de la y-lactona .. el b~Po funcional que 

reaccionó mediante una adición de Michacl con el ion 1nctoxilo. La señal en 

¡; 2.49 (ddt, J= 11.7, 7.3, 3.3 Hz) se asignó al hidrógeno del C-11; los hidrógenos del C-13 

aparecen como dos seilales dohle d<! dohle en¡; 3.74 (J= 9.9 y 3.3) y en¡; 3.62 (J= 6.0 y 3.3) 

.-espectivamente. Lo ante.-ior se puede cornprobar con base en su espectro de RMN-13C. w~r 

Ji.,pectro J J. en donde se observa como diferencias notables los desplazamientos para el 

C-11 (melino), C-13 (mctileno), los cuales aparecen en ¡; 42.5 (;',/;= 96.7), y 

O 67 .1 (65= 107 .8) .-espcctivan1entc. adctnás de la scilal en 8 58.3 que corresponde al 

metilo del grupo metoxilo. De tal fonna se explica la presencia de un áton10 de carbono 

adicional; el cual resultó de la adición del ión ( -OCH:.) a la doble ligadura a..fl-insaturada 

de la y-lactona. Por lo que se concluyó que se trata de la 13-metoxipartcnólida (72). 

72 

En Ja literatura se ha infonnado de la reacción de aminas secundarias en el grupo 

a.-meti1cno de gcnnacranólidas [95)~ así como también de la reacción de aminas derivadas 

del gennacrano (Param1che'1a haillonii) (96). Desde el punto de vista de la actividad 

biológica del grupo a-mctilcn-y-lactona. es un lugar reactivo para tos nucteófilos 

biológicos. como los g.-upos tioles y aminicos de las enzimas (96-99]. de ahf su amplio 

espectro sobre sus actividades biológicas descritas sobre este grupo de sustancias. 
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3. TRANSFORMACIÓN QUÍMICA DE (69) CON KOll/MeOH-H,O 

Del tratamiento de Ja panenólida (69) con McOH en medio básico. se obtuvo un 

sólido blanco de p.f. 146-J48ºC. que fue caracterizado con base en su espectro de RMN- 1 H 

(Hspec1ro 17) y de RMN- 13C (b.4. .. pcctro /H). En la fl~"Ura 13 y /-1., se cnlistan los 

desplazamientos químicos de RMN- 11-f y 13C respectivamente. para el compuesto obtenido 

de la reacción de (69) con KOH/MeOl-l-HoO. 

H-1 
H-S 
H-6 

CHJ·l6 
H·13a 
11-llb 

H 

5 4.62 (JJ. J- 12 y J= 2.34) 

62.3S{d.J-91.1 H) 
63.33 (t.J=9 t.1 H) 

5 3.09 (.'1". 3 11) 
5 3.58 (Jd. J= 9 8 y 4.4) 

5 3 38 (Jd. J= 9 8 y 3 2) 

Figura 13. Desplazamientos quimicos para el compuesto (72) 

23.9 

36.6 

o 

58.7 

Cll20Cll~ 
68.8 

Fii:urJ 14. Dcsplaz:!ryiicntos químicos de RMN- 11C del compuesto (72) 
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De! acuerdo con Jos datos espectroscópicos para este compuesto (J::.: .. pectro ... · 17-19). 

se observa que son valores similares a los obtenidos para (72) producto e.le la reacción de 

(69) con HCI04 .. por lo que se sugiere que la estn1ctura de este compuesto es también (72). 

4. TRANSFOlll\tACIÓN MICROBIOLÓGICA DE (69) CON Hauveria. ba.<siana 

De la transfonnación biológica de (69) con B. ba~•siana. se obtuvieron cuatro 

productos. dos de Jos cuales se encuentran en bajo rendimiento C (4.5 mg) y D (3.5 rng) ver 

figura 7. 

Los productos mayoritarios 73 (42 mg) y 74 (20 rng) fueron caracterizados con base 

en sus propiedades espectroscópicas. El producto menos polar (73). ''er figura 7 .. rnucstra 

en su espectro de RMN- 11-1. (E.-.pcctro 21) un triplcte en S 3.82 (J=8.9 Hz) que corresponde 

al H-6.dondc se cierra el anillo de la y-lactona. La ausencia del sistema AB [(3 6.33 .. d. 1 H) 

y (S 5.22, d. l H)] correspondiente al mctileno cxociclico. de la lactona a.J]-insaturada,. 

sugiere que el grado de hidrogenación en los C-1 1 y C-13 fue modificado por la acción de 

B. has.dona. Sin embargo se observa una nueva sefta1 doble que integra para tres protones y 

ta cual es atribuida al mc1ileno del C-1 1. confirmando que el grado de hidrogenación en los 

C- t 3 y C-1 1 fue modificado por Ja acción de B. bas ... ·tana. 

Lo anterior fue confinnado por de RMN-nC (/::."".,peclro 22). donde se observa 15 

átomos de carbono. además de Wla diferencia notable en et desplazamiento químico de tos 

C-11 .ll.o= 96.7 y C-13 .ll.O= 107.8 (tabla 20). con respecto a la partenólida (69) debido al 

cambio de hidrogenación para dichos carbonos. lispcctro 23. Las propiedades fisicas y 

espectroscópicas del compuesto (73) son similares a Jos infonnados previamente en la 

literatura para la 11 J3H.13-dihidropartcnólida [94j. Por lo tanto,. de acuerdo con la 

discusión anterior se llegó a la conclusión de que la sustancia - obtenida es Ja 

1 1 PH.13-dihidropartcnólida (73) (94]. 
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74 

Tabla 21. Datos de RMN- 1H para Jos derivados de la partenólicla obtenidos con B. ha .... ,·10110. 

11p11. 13- 1.10-EPOXI-

CARBONO PARTENÓLIDA DllllDRO-
L'\6 

l lflll.13-
L'\li PARTENÓLIOA DllllDROPARTE-

(69) (73) (69-7..l) NOLIDA (69-74) 
(74) 

C-1 125.3 125.2 o 1 63.8 61.5 

C-2 24,I 24.7 00 23.8 0.3 
C-3 36.4 36.7 -0.3 35.2 1.2 
C-4 61.5 61.4 o 1 60.S 1.0 
C-S 66.4 66.4 ºº 64.S 1.9 
C-6 82.4 82.2 02 81.4 1.0 
C-7 47,6 51.9 -4.3 Sl.8 -4.2 
C-8 30.6 29.8 08 25.S S.I 
C-9 41.2 41.2 o.o 40.I 1.1 
C-10 134,6 134.4 0.2 60.4 74.2 
C-11 139.2 42.5 96.7 42.7 96.S 
C-12 169.2 177.3 -8.I 176,8 -7.6 
C-13 121.2 13.3 107.8 12.9 108.3 
C-14 16.9 16.9 o.o 16.9 o.o 
C-15 17.3 17.2 0.1 17.4 -<l.I 

Para el compuesto (74) en su espectro de RMN-1H (E.vpectro 25). se observan 

señales similares al compuesto (73). El espectro de RMN- 13C (/:.:.,pcctro 26). indica la 

presencia de 15 átomos de carbono. ver rabia 21. de Jos cuales al realizar una co111paración 

con los desplazamientos químicos de (69). se observa que hay dircrcncias significativas en 

C-1 (60= 61.4). C-10 (60=74.2). C-11 (óo=96.SJ y C-13 (óo=I08.3). los cuales 

corresponden a los átomos de carbono que fonnan pane de las dobles ligaduras. 

' TESIS CON . \ 
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Conforme a Jos dalos infonnados en Ja literalura [96,100-101 ]. Ja diferencia de 

dcsplazamienlos químicos para los C-1 y C-10 de (74) con (69) se debe a que la 

transformación biológica con /J. ha_.,._.,.;a11u. además de hidrogenar la doble ligadura 

exocfclica de Ja y-lactona realizó la epoxidación del doble enlace 6 1
"
10 

.. ya que de acuerdo a 

los desplazamientos químicos en la tabla 21. el C-1 se encuentra en S 63.8 y 

C-1 O en S 60.4.. mientras que los desplazamientos químicos son sin1ilarcs en los 

C-4 (0 61.5) y C-5 (ó 66.4). en donde originalmente se encuentra el cpóxido en (69). el cual 

esta acorde con lo infonnado en Ja bibliografin [96.,101] sobre Jos desplazamientos 

químicos para átomos de carbono base de oxiranos (66.6-60.6 ppm). 

Tomando en cuenta la discusión anterior. se plantea que la sustancia aislada es la 

1. 10-cpoxi- 1 1ll.13-dchidropancnólida, (74). 

74 

4. BIOTRANSFORMACIÓN CON A. oclireceus. 

De la biotransfonnación de (69) con A. ochraccus se obtuvieron dos compuestos: el 

produclo mayoritario [20 mg. 20%) qut! corresponde a la J JIJH.13-dihidropartcnólida (73), 

el cual fue identificado y caracteri7..ado con base en sus propiedades fisicas y constantes 

espectroscópicas y el producto minoritario (75) como un sólido blanco de pf. 142-145°C9 el 

cual muestra la presencia en J686 y J601 v(OH) del grupo hidroxilo y en 1729 v (C=O) de 

un gn1po cctona. Por otro lado. en su espectro de RMN- 13C (c ... pectro 29) se observan un 
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total de 15 átornos de carbono. los cuales corresponden a tres mctinos. cuatro mctilenos. 

tres metilos y tres carbonos cuaternarios. 

En la región de 200-100 ppm. se observa unicamente en aproximadantente a 177 .1 

la señal correspondiente a un carbono carbonilico. esto sugiere la ausencia del mclilcno 

e.xociclico de la y-lactona. Lo anterior es confinnado en su espectro de RMN- 1 H 

(E.•pectrr. 32) donde se observa la scí'lal de H-6 en o 3.53 (11~. dd, J= 12 y 9.9 Hz), la cual 

muestra acoplarnicnro con ta señal doble en B 1 .94 ( 1 H .. d. J= 1 1.4 Hz) y la scilal compleja 

entre 1.09-0.98 ppm. que corresponde a los hidrógenos de ta posición C-5 y C-7 

r-espcctivamcnte; además de las scilatcs simples para el CH:i-14 (~. . .... JH) y 

CH,-1 S (o, s, 31-1). 

De la discusión anter-ior. se puede concluir que la acción de A. ochrace11s es sobre 

las dobles lib..iduras de la panenólida. ya que al comparar los espectros de Ja sustancia (69). 

con el de Ja sustancia en discusión se observa claramente Ja ausencia del hidr-ógcno vinilico 

del C-1 y como ya se indico Ja ausencia del sistema AB de ta doble ligadura del metileno 

exociclico de la y-lactona. Observándose una nueva seilal doble, que presenta un 

desplazamiento químico en 0.93 (3H, d. J- 7.1 Hz). la cual ·se acopla con el doble de 

quintetos (IH. J= 12.3 y 7.6 Hz) que corresponde a H-11. 

La estercoquimica del metilo en el C-1 1 se estableció por la magnitud de la 

constante de acoplamiento entre H-7 e H-11 que es de aproxintadamente de J 1.3 Hz .. lo 

cual esta de acuerdo para Iactonas con esqueleto de guayano estructuralmente semejantes. 

como la 3a,4a.. t op-trihidroxi-1 1 PH-guai-l -cn-l 2,6a-olida [ 102). con base en lo 

mencionado anterionncntc. se propone Jaft1n1111/a parcial A; Ja cual presenta cuatro grados 

de insaturación y una fom1ula Ci:iH:m02 • los fragmentos restantes involucrarian 2 carbonos., 

8 hidr-óg.cnos y 2 oxígenos. 
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Figunt 14 .. Fonnúla parcial A del producto de biotransfonnación con A. ochraceu.\· 

De acuerdo con la transformación quimica de la partenólida con p-TsOl-I. se 

estableció que ta protonación del cpóxido seguido del ataque nucleofitico de la doble 

ligadura. generaba un carbocarión terciario. el cual representa un receptor nuclcofilico. que 

puede estar involucrado en Ja acción biológica de estos compuestos. 

En la literatura. se ha descrito que Ja acción de muchos hongos es hidroxilar cicnas 

partes de las moléculas. como en los diterpcnos (68) y triterpcnos [ 104. 109]. Situación 

observada con A. ochraceus en la obtención del compuesto en discusión. razón por la cual 

se propuso como hipótesis Ja estructura (75).,. que fue comprobada con base en sus 

despla.7.amicntos de RMN- 13C (DEPT). y por comparación con los despl~ientos 

químicos de Jactonas scsquitcrpénicas estructuralmente semejantes. concluyCO:do que el 

producto de biotransfonnación de (69) por A. ochraceus es la 

4ot, I Oot-dihidroxi-1 1 PH-guai-12.60:-olida (75). 
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5. TRANSFORMACIÓN BIOLÓGICA DE LA PARTENÓLIDA (69) CON 

CULTIVO CELULAR DE ZANAHORIA 

De Ja biotrnnsfommción de (69) con cultivo celular de zanahoria. se obtuvo un 

sólido blanco de p.f. 142-145 ºC que fue identificado con base en sus propiedades fisicas y 

espectroscópicas como la 4a. I Oa-dihidroxi-1 1(lH-b-uai-J2.6cx-olida (75). sustancia aislada 

de la biotransfonnación de .... 1. ochraceus. ver.fiJ..,rura /.J. 

11 

l. Producto de biotnmsfonnación 
con A. oc:hraceus (75). 

JI. Producto de biotnmsfonnación 
con Cultivo de células de 
z.ann.horia (75) 

Figura 13. C~F del producto de biotransformación obtenido con A. ochraceus y el cultivo 

celular de zanahoria 

6. TRASFORMACIÓN BIOLÓGICA DE (69) CON As:pergU/us nlger. 

De Ja transfonnación biológica de (69) con A. niger. se obtuvo la 

IP. 4a-dihidroxieudcsmanólida (76) (JOS]. En su espectro de RMN-1H (Espectro 32). se 

observan las señales características de una lactona a.J}-insaturada; ya que en S 3.54 se 

observa una sc1lal doble ele dohle ( 1 H. J= 9 y 7 .6 Hz) que corresponde a H-6. el cual se 

acopla con las señales <lohle (d. J= 9.0) que pcncncce a H-S y una seilal múltiple centrada 

en 2.44 ppm que se asigna a 1-1-7. además de lUl sistema AB que corresponde al metileno 

c:<ociclico de la y-lactona en 6.13 (d. J= 3Hz) y 4.96 (d. J= 2.9 Hz). 

Lo anterior esta de acuerdo con lo que se muestra en su espectro de RMN-1.\C 

(Hspt?ctro 33). donde los dcspla7.amicntos químicos asignados a dicha panc de la molécula 

.- TI.S1S-C0"0i 1 
90 T.'11. 'LT " nTi' ,~~·- ,: ·2i.~ \ 
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se encuentran en la formula parcial B. la naturaleza de cada átomo de carbono se obtuvo a 

partir del espectro de RMN-"C. (Espectro 3-1) (DEPT). 

La asignación de desplazamientos quin1icos adicionales de RMN-13C. se hiCicron 

por comparación con los desplazamientos químicos de sustancias estructuralmente 

semejantes infonnados previamente en Ja literatura ( 106). con base en lo anterior. se 

hicieron las asignaciones corno se n1uestra en la formula parcial C. 

Figura IS. Fonnula parciaJ B. desplazamientos químicos de RMN- 13C. 

Figura 16. Fonnula parciaJ C. desplazamientos quimicos de RMN- 13C. 

La fonnación del compuesto (76). puede ser explicado por la apertura nucleofilica 

del anillo del oxirano seb~ido de la ciclización para dar el anillo de cudesrnano y Ja 
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fonnación de un carbocatión secundario para postcrionnentc hidroxilarsc en el C-1 . Lo 

anterior esta de acuerdo. con lo que se ha propuesto que puede ocurrir en la planta 

(108,109]. 
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IX. CONCLUSIONES 



;.... Se realizó Ja transfonnación química de Ja pancnólida en medio ilcido con p-TsOll. 

de donde se obtuvieron dos productos mayoritarios: 

rniquenólida (70) 

11 P.13-dchidrocomprcsanólida (71) 

;... De la transfonnación química de Ja pancnólida con HCJO_./acctona .. se obtuvo: 

13-metoxipartcnólida (72) 

;.. Ln partcnólida se trnnsfonno qúimiC'.amc.ntc c~n. i<.OJ-IIMc(?H-1-bO .. parn obtener : 

13-m.;toxip~rtenólida (7Z) 
. -. ' . . . . . 

: ' " ·,.·, ..... : 

;.. De la transformació~.biol':'>b~Ca_.dC_la p~~~~1~-Ao~·-~·- ~~~-.\·ia1~a .. se obtuvieron dos 

derivados caracterizadOs ·como: 

11 P.1°3::.iihidropari~nólida (73) 

l,10-epoxi~l IP;l3~dihidrop~cnólida (74) 

;... De Ja transformación biológica con·,·A.'.-~h'raceu..;..•:se~ obtuvieron Jos siguientes 

derivados: 

l IP.13-dihidropancnólida (73) 

4a, I Oa-dihidroxi-1 1PH-guai-1-en-l2a-olida (75) 

;... De la biotrnnsfonnación con A. 111ger se o~tuvo: 

1 J3-hidro~i-4a-hidrÓxicud~smanólida (76) 

;.... De Ja transfomación con cultivo celular de la Zanahoria .. se aisló: 

4cr.. I Oot-dihidroxi-1 1 J3H~guai-1-en-12a-olida (75) 



;,..... Se encontró que H. /Ja.<i.\"""'ª fue e1 microorganismo m:is diciente (de Jos tres 

empleados) para bio1ransfonnar Ja panenólida. ya que el rendimiento de·. Jos 

derivados biológicos fue el más aho. 

;. Se detcnninó la actividad anti microbiana de la partenólida y de'. sus· derivados 

químicos y biológicos. en donde se observó que Jos compuestos (69) .. "(70) Y (72) 

inhiben el crecimicnlo de C. alh1ca11s y J.d. lutcms. 

;... Al realizar Ja dctcnninación de la actividad antitwnoral de la pllrtcnótida y de sus 

derivados químicos y biológicos se encontró que los compuestos (69) y (70). 

presentan actividad antitumoml frente a la linea celular de carcinoma 

cérvico-uterino en concentraciones de 0.1-50 1-•g/mL. De igual manera el compuesto 

(72) presenta dicha actividad solo en concentraciones de 50 J•g/mL 
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XL SUGERENCIAS 



:..- Realizar el escalwniento de la biotransformación de la partcnolida con B.ha.~.uana, 

A. ochraceus. A. niger y cultivo celular de zanahoria. 

:..- Realizar la biottansfonnación9 separando Ja biomasa obtenida del medio de cuJtivo 

de crccimient09 para adicionarla en medio de cultivo fresco con el sustrato a biotransformar 

como única fuente de carbono. 

,.. Determinar la activid8.d citotóxica (CLso) de los productos mayoritarios de la 

biotransf"onnación de la partenÓIÍda~ 

:;¡;... Realizar la biotransformación de Ja partcnólida con otros hongos filamentosos9 

como R. nigricans y C. lunátci. 

,.. Determinar Ja actividad biológica antimicrobiana. citotóxica y antiturnoral de Jos 

productos mayoritarios de la biotransfonnación, de la partcnólida obtenidos con otros 

hongos filamentosos. 
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1- CRECIMIENTO MICROBIANO. 

Los medios utilizados en eJ cultivo de microorganismos contienen todos los 

elementos en una fonna adecuada para la síntesis del material celular y para Ja producción 

de productos metabólicos. Un medio de cultivo óptimamente equilibrado e~ obligatorio 

para conseguir la máxima producción. 

En un medio de apoyo para el crecimiento adecuado los microorganisrnos 

unicelulares aumentan de tamaño y por último se dividen en dos por un proceso de fisión 

binaria o gemación. Las células microbianas requieren un aJto grado de adaptabilidad para 

responder a cambios tanto en el medio fisico como en el qui mico. 

Los organismos unicelulares responden a cambios en el medio al exhibir un 

conjunto diferente de actividades metabólicas. Así. un microbio facultativo inducirá las 

enzimas necesarias para el metabolismo oxidativo (respiratorio) cuando el oxígeno se ha 

suministrado a un medio anaerobio. Los organismos unicelulares son capaces de existir en 

una variedad de estados fisiológicos y pueden cambiar rápidamente de un estado a otro. 

El crecimiento se puede considerar como el aumento ordenado de todos los 

constituyentes qufmicos de un organismo,. Jo cual,. para los organisznos unicelulares,. 

conduce a un aumento en el nümero de individuos en Ja población. Se puede considerar el 

crecimiento a nivel de individuos dentro de una población (ciclo celular) ~ el crecimiento 

de poblaciones celulares (ciclo de crecimiento),. este último en sistemas cerrados (cultivo 

intermitente) y en sistemas abiertos (cultivo alimentado por Jotes y cultivo continuo). 

Para medir el crecimiento es necesario realizar mediciones cuantitativas y en 

poblaciones microbianas puede medirse en térn1inos de masa celular o números de células. 

entre estos métodos se encuentran: 

;. Peso seco celular 

;... Métodos espectrofolométricos,. absorción 

;.. Peso húmedo 
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:,.... Volumen de células empacadas 

;o... Número de células 

;.... Masa de un componenlc celular 

:,.... Mediciones fisicas. como la producción de calor durante el proceso de fennenlación 

El cultivo por lotes o intcnnitentc representa el crecimiento en un sistema cerrado. 

puesto que no se añade medio nuevo al cultivo. Cuando un ntcdio de crecimiento adecuado 

se inocula con células. tiene lugar una secuencia de eventos característicos llamada ciclo de 

crecimiento. el cual se puede describir por medio de una i;ráfica de peso seco celular (X). 

(g · L.1
) contra el periodo de incubación en horas (h). 

In X 

Figura J. Ciclo de crecimiento. Fases de crecimiento: t. fase lag; 2. aceleración; 3. fase 

exponencial; 4. desaceleración~ 5. fase estacionaria; 6, declinación; X. peso seco celular. 
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2. DETERMINACIÓN DEL CRECIMIENTO MICROBIANO PARA 

A ... pcrgillu ... 111gcr ATCCI 6404. Hea11vcr1a ha.\·siuna y Aspergil/us oc:hraceu ... ·. 

Resiembra de hongos filamentosos 17
• 

Se prepararon 25 mL de Agar Papa Dextrosa (APD) y se distribuyeron en tres 

matraces Erlemcycr de SO mt_ (aproximadamente 8 mL por cada matraz) y se estcritiznron 

a 121 ºC/1 Jb/15 min .• se dejó solidificar el medio de cultivo .. pará proceder a sembrar los 

hongos empicados en este trabajo. Se incubaroÍt a , t~~Pc":'tum - mnbicntc hasta su 

esporulación IK. 

Preparación de la suspensión de esporas 

Una vez que los hongos esporularon. se adicionó ~·cada ·mrit~ 10 mL_de agua 

destilada estéril para obtener una suspensión de esporas de cada uno de Jos hongos. 

Preparación del medio de cultivo 

El medio de cultivo empleado para Ja biotransformación fue el YEPCiA. Se 

prepararon 720 1nL de medio. y se distribuyeron 120 mL de este. en seis matraces 

Erlcnmeycr de 250 mL (cada microorganismo se incuba por duplicado). El medio de 

fermentación se compuso de los siguientes nutrientes: O.J•/. de peptona .. 0.1% de esl ... cto 

de levadura .. O.lo/o de extracto de carne y O.S•/. de glucosa .. en agua destilada a un pH de 

7. Los matraces con el medio YEPGA se esterilizaron a 121ºC/l lb/15 min. y se inocularon 

con 2 mL de Ja suspensión de esporas de cada hongo (dos matraces para cada hongo 

filarncntoso) en una campana de flujo laminar. Los matraces se incubaron en agitación a 

1 50 rpm y 30ºC. duranlc 196 h. 

17 Los m.croorgamsrnos Aspc!r¡.:il/u:r mger. Aspergillu.~ oc:hraceus y Beau\'en·a ba."f1riana se obtuvieron del 
ccpario de la Facultad de Quimica.., UNAM y se mantuvieron en el medio de cultivo YEPGA. 

0 El tiempo necesario de incubación. para b producción de esporas fue: A. n1¡.wr 72 h. A. ochruceus 96 h y 
H. ha..\;nana 1 20 h 
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2.1 Determinación del crecimiento microbiano por el método de Peso Húmedo. 

Se tomaron muestras de 2 mL. de cada uno de los seis n1atraces. a diferentes 

intervalos de tiempo 19
• Todas las muestras tomadas durante estos tiempos de muestreo. se 

colocaron en tubos de ensaye de J 3 x 100 y se centrifugaron a 3000 rpm durante cinco 

rninutos. después se retiro el sobrenadante y se colocó en tubos de ensaye de 18 x 150 (para 

ser empicado en Ja prueba de DNS. detcnninación del consumo de sustrato). una vez que se 

eliminó todo el sobrenadan te se pesó cada tubo y por diferencia se determinó Ja cantidad de 

biomasa presente a cada tiempo de muestreo; con Jos valores oblcnidos se construyó la 

curva de crecimiento. gráfico 2, tiempo versus In de la biomasa. El punto máximo de 

producción de biomasa para cada hongo fihunentoso fue: Aspergil/us n1ger 48 h. 

Aspergillus ochraceus 72 h y Beauveria ha.'ísiana 96 h. \'er tabla 22. 23. 

1YTicmpocero.0.5h. l h.2h.3h.4h.5h.21 h.2Sh.:?8h.45h.S2h.71 h.78h.97h.104h. l69hycl 
respectivo 1.%..Lnco del m«h<> antes de inocular con l..i:; hongos filamcnlosos. 
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Tabla 22. Detenninación de Ja cinética de crecimiento por el Método de Peso Hiunedo. ~ 
$, 

PRODUCCIÓN DE BIOMASA (g) 
~ 

i TIEMPO Oh 05h 1 h 2h 3h 4h 5h 
MUESTRA 
A1 o o o o o o o 
A2 o o o o o o o 
81 o 0.1 0.1 0.1 . . o 
82 o 0.1 0.18 o 0.1 o o 
C1 o o o . o 0.01 0.01 
C2 o o o o o 0.01 0.01 

• lnd~a que las muestras fueron eliminadas del estudlo11. 

21 h 25h 28h 45h 52h 71 h 78h 97h 104h 169h 

o 0.2 0.3 0.48 0.5 028 0.3 02 0.20 0.15 
0.1 0.21 0.3 0.39 0.4 0.33 0.3 0.2 0.24 020 
0.1 0.1 0.3 o o 0.1 o o 0.62 0.83 
0.1 o o o 0.19 0.2 o 0.32 0.45 0.56 
o o o 0.04 0.3 0.5 o 43 0.47 0.50 0.50 
0.02 0.025 0.03 0.035 0.37 0.6 0.5 0.5 040 030 

'~ s· 
6 

i 
} 
ll' 

~ 

l 
Tabla 23. Valores Jogaribnicos para la detenninación de la cinética de crecimiento microbiano, por el Método de peso Húmedo. 1 

s 
tn(x)' 

~ 
~ 

TIEMPO 
MUffiRA 

A1 
A2 
81 
82 
C1 
C2 

oh 0.5 h 3h 4h 5h 21h 25h 28h 45h 52h 71h 78h 97h 104h 169h ¡; 
l 

1h 2h 

1.386 1.386 1.386 • 
1.386 1.974 1.386 

2.079 2.485 2.955 2.995 2.416 2.485 2.079 
1.386 2.128 2.485 2.747 2.773 2.58 2.485 2.079 
1.386 1.386 2.485 • • 1.386 • 
1.386 • • 2.028 2079 • 2.532 

-0.92 -0.92 • 0.470 2.485 2.995 2.845 2.934 
-0.92 -0.92 -0.22 0.346 O. 182 0.336 2.695 3. 178 2.996 2.996 

' Donde (•)es la producción de biomasa expresada en (B). 

• Indica que las muestras fueron eliminadas del estudio. 

''Las muestras se eliminaban del estudio, baJO el criterio de perdida de ~gun 1olumen de la misma, durante su tral!llliento 

w 

~ 
' 

2.079 1.792 
2262 2079 
3.210 3.500 
2.890 3.110 ¡· 
2.996 2.996 ~ 
2.773 2.485 -~ 

~ 

' J 
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Gráfico 2. Curvas de cinética de crecimiento microbiano para tres hongos filamentosos por el Método de Peso Húmedo. 
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Tabla 24. Datos de Consumo de glucosa de tres hongos filamentosos (Método de DNS), 

TIEMPO 
MUESTRA 

A1 
A2 
81 
82 
C1 
C2 

TIEMPO 
MUESTRA 

CONCENTRACIÓN DE GLUCOSA (g/100 mL) 
Oh Q,5h 1h 2h 3h 4h 5h 21 h 

0,585485103 0,62276547 Q,63919022 0,64834225 0,38551566 0,34077922 0,12641711 0,08557678 
0.706646295 o 73460657 0,59258976 0,45185638 o 41347594 Q, 18623377 0,08557678 0,06296057 
0.775263561 0.76256684 0.72528848 0,69977082 0,6065699 0,66249045 o 55810542 0,50870894 
0.774331551 0,77267657 0,6973262 0,63068389 0,62453832 o 60913321 0,60190985 0,59072574 
0,641405653 o 85576776 0,68206264 0,58140565 0.48913675 o 54878533 o 50311688 0,38381971 
0660045636 0.76443068 0,62800611 0,58699771 048261266 047795264 043974026 040007447 

28h 45h 52 h 71 h 78h 97 h 104 h 169 h 

A 1 O 07532468 0.04491979 0.01694576 0.01191291 O 0107013 O 00678686 0.00557525 O 00100641 
A2 002033613 0.01592055 0.01331092 0.00911668 0.01377693 0.0107945 0.00706646 0.00138121 
81 051430099 0.47608862 0.45838044 0.41864018 0.38976318 0.11726509 0.05016043 0.03642475 
82 0.44906035 0.42646634 0.37915966 0.26972243 0.19763178 0.14636966 0.09510759 0.08170996 
C1 0.35772345 0.17436211 0.13801375 008811306 0.07413293 0.06341462 0.05628877 0.05782277 
C2 032958638 0.10847976 0.06600458 0.05295646 008278075 0.02160581 0.01564095 0.00169595 

A: Aspcrg1//u.1 mgcr 
B: Beau1·cria humana 
C: Aspergillus ochraceus 
J y 2 indican que la prueba se realizó por duplicado. 

25h 

0,08540871 
0.04111616 
0.50684492 
0.47422461 
0.37093937 
o 37657844 
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Gráfico 3. Conswno de glucosa para tres hongos filamentosos. 

CONSUMO DE GLUCOSA DE TRES HONGOS FILAMENTOSOS 
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2ª2 lkterminación de consumo de ~lucosa por el l\létodo de ONS 

Fundamento 

En solución alcalina caliente Ja glucosa reduce el ácido dinitrosalicilico a ácido 3-

amino-5-nitrosalicilico de color anaranjado rojo. La densidad óptica del color producido es 

directamente proporcional a Ja cantidad de cuerpo reducido y a la cantidad de glucosa en 

solución [ 103). 

El ácido dinitrosalicilico [Summer y col.] es utilizado para la determinación de 

azucares reductores y esta formado por ácido dinitrosalicilico, Sal de RochcJJc (Tartrato de 

sodio y potasio). fenol. bisulfito de sodio e hidróxido de sodio. De acuerdo con Summcr, Ja 

sal de Rochelle se adiciona con el fin de prevenir la acción del oxígeno sobre el reactivo; el 

fenal y el bisulfito sirven para incrementar la intensidad y estabilidad del color de la 

solución obtenida durante la reacción. El hidróxido de sodio es necesario para In acción 

reductora de Ja glucosa sobre el ácido dinitrosalicílico (104]. 

Preparación del reactivo de DNS 

Disolver las siguientes cantidades por cada 100 mL y en el orden en que se 

mencionan: 1.4 g de hidróxido de sodio. 0.75 g de ácido 3,5-dinitrosalicllico. 21.6 g de la 

Sal de Rochelle. 0.54 g de fenal y 0.59 g de bisulfito de sodio [104). Se mezcla hasta la 

disolución completa y se guarda en un frasco hermético de cristal ámbar protegido de la 

luz. 

J\1ctodologia 

EJ sobrenadante obtenido al determinar el peso húmedo, se empleo en esta prneba.. 

se coloco 1 mL de cada muestra en tubos de ensaye de 18 x 1 SO y se adicionó a cada uno .. 

J mL de reactivo de ONS, después se colocaron en agua a ebullición durante S minutos .. 

todos aJ mismo tiempo, incluyendo el blanco. que estaba constituido por 1 mL de agua 

destilada y J mL de reactivo de DNS y el blanco del medio (muestra tomada antes de 
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inocular). Posterionncnte todas las muestras se colocaron (al mismo tiempo) en un bailo de 

agua con hielo durante cinco minutos. se adicionaron 8 n1L de agua destilada y se leyó cada 

una de las muestras en un cspcctrofotómctro a 558 nm, se hicieron diluciones de las 

n1 uestras cuando la absorbancia fue mayor a 1. Se construyó un gráfico (gráfico .3) de 

concentración (%) versus tiempo, para detem1inar el tiempo en el que el sustrato ha sido 

consumido casi en su totalidad por el microorganismo, ver tabla 23. 

Curva estándar de glucosa .. 

Para la determinación de consumo de sustrato (glucosa). se realizó una curva 

estándar de glucosa con las sib'Uientes concentraciones: 0.1%,0.3º/o. 0.5%, 0.7%. 1 % (P/V), 

la determinación se realizó por triplicado. se calculó el coeficiente de correlación (r2
) y a 

partir de esta curva se interpolaron los datos obtenidos en DNS para detenninar la 

concentración y consumo de glucosa. con respecto a los tiempos de muestreo. La curva 

patrón (gráfico 3) se constn.iyc al graficar tiempo versus concentración, ver tabla 24. 

Tabla 24. Datos de la Curva estándar de glucosa para Ja determinación de consumo de 
sustrato (Método de DNS). 

OOJICERTRACJÓll (%1 

0.1 
0.3 
0.5 
0.7 

1 

ABSORBAllCIA 

0.0125 
0.0285 
0.049 
0.069 
o.tos 

rz- 0.99471549. m 2 o.10311475. bm -0.00081967 
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Gráfico 4. Curva estándar de glucosa para la determinación de consumo de sustrato 
(Método de DNS). 
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