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La aplicación de procesos biotecnológicos es conocida por la humanidad desde hace 

miles de años1. En 1992 fue establecida la definición en el marco de la convención 

sobre Diversidad Biológica, como “cualquier aplicación tecnológica que usa sistemas 

biológicos, organismos vivos o sus derivados, para crear o modificar productos y 

procesos para usos específicos”, está definición fue ratificada más tarde por 168 países 

y aceptada por la FAO y la OMS. Los primeros relatos de estos procesos realizados por 

civilizaciones antiguas, se refieren a la fermentación de cereales y granos para la 

producción de bebidas alcohólicas por los sumerios y babilonios (6,000 años a. C.). En 

1856, Luis Pasteur con la ayuda de un microscopio, probó que las fermentaciones las 

realizaban microorganismos y que cada proceso fermentativo es característico de un 

tipo particular de organismo. En 1897, Eduard Büchner, refirió que los extractos 

celulares aislados de las levaduras eran capaces de promover la fermentación alcohólica, 

concluyendo así que el agente responsable del proceso no era la maquinaría celular 

completa, sino una sustancia soluble llamada “zimaza”, iniciando en ese momento las 

biotransformaciones con extractos celulares. 

 

Por lo anterior, una biotransformación se puede definir como, “una conversión 

enzimática que sufre un producto de manera natural y que da como resultado un 

metabolito secundario o dicho de otra manera una nueva molécula con diferentes 

reactividades químicas”. Las biotransformaciones son realizadas por enzimas, que  son 

proteínas que catalizan la “Química de la vida” y por lo tanto contribuyen a la 

supervivencia y reproducción de los organismos vivos; además pueden catalizar 

procesos de síntesis controlados. La “especificidad” entre el sustrato y la enzima se ha 

concebido como la relación de una “llave” y su “cerradura”
2. La molécula del sustrato 

constituye la llave y la proteína constituye la cerradura; en la superficie de la proteína 

existe una zona específica, es decir, la estructura de plegamiento tridimensional de la 

macromolécula, denominada sitio activo o catalítico, que está determinado sobre todo 

por su secuencia de aminoácidos y por la estructura terciaria, a la cual se une la 

                                                      
1 La palabra biotecnología fue usada inicialmente en 1919 por el ingeniero húngaro Karl Ereky. 
2 Emil Fischer (1894) sugirió que el reconocimiento de un sustrato implica una compatibilidad estructural 
única entre el sitio activo de la enzima y el sustrato, a la que se le denominó la hipótesis de llave-
cerradura 
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molécula del sustrato para experimentar la transformación catalítica3.  El estudio de las 

enzimas ha permitido comprobar que este mecanismo es una manera sencilla de 

ejemplificar los mecanismos de interacción enzima-sustratos; sin embargo,  una enzima 

puede ser capaz de actuar en una gran variedad de reacciones de síntesis, por lo que se 

les han llamado moléculas promiscuas [1]. Dichos procesos se pueden llevar a cabo, ya 

sea utilizando extractos de enzimas aisladas y purificadas; o bien, con el uso de cultivos 

celulares, hasta sistemas biológicos completos [2]. Las biotransformaciones son un 

ejemplo impresionante de la capacidad de los microorganismos para alterar solo uno de 

muchos grupos funcionales con propiedades de reacción muy similares. 

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

orgánica permiten realizar transformaciones de substratos exógenos; empleando 

sistemas biológicos, los cuales aprovechan su habilidad para asimilarlos y convertirlos, 

por lo que 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 proporcionan una herramienta sumamente valiosa para la 

transformación de una gran diversidad de substratos, lo que representa ventajas con 

respecto a los métodos de obtención convencionales, con una gran proyección a nivel 

industrial [3-4], siendo estas sus características: 

 Reacciones de selectividad: cada enzima realiza una reacción de modo que no 

hay reacciones laterales.  

 Reacciones de regio-especificidad: la enzima conduce una única reacción de tal 

manera que lo realiza en un lugar determinado de la molécula  

 Reacciones de estéreo-selectividad: las enzimas pueden distinguir entre los 

enantiómeros de un racemato, por la conversión exclusiva o de preferencia, de 

solo una de las dos formas enantioméricas.  

 Condiciones de reacción suaves: las reacciones enzimáticas se realizan en un 

medio a pH y temperaturas adecuadas cerca de soluciones neutrales, por debajo 

de 40 ° C (excepto para la esterilización), además de requerir de poca energía, 

                                                      
3 Koshland, D., propuso la teoría del ajuste inducido, la cual considera que la estructura conformacional 
de una proteína es flexible; y se sugiere que la interacción inicial de unión del sustrato inicia pequeñas 
alteraciones en la conformación proteica produciendo la orientación optima de los residuos del sitio 
activo para la máxima unión con el sustrato 
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por esta razón aún los compuestos más sensibles son convertidos sin sufrir daños 

[5].  

 Uso de nutrientes naturales y soluciones buffers económicas.  

 Se desarrolla en medio acuoso (excepto para la extracción del producto)  

 Vía de síntesis corta.  

 Producción reducida de residuos químicos y reciclaje de los disolventes de 

extracción [6]. 

Uno de los propósitos más importantes desde el punto de vista químico y biológico, 

de una biotransformación es: 

 Hallar productos novedosos con propiedades biológicas modificadas o 

potencializadas, y con efectos colaterales disminuidos.  

Por lo que estos mecanismos son de gran importancia en lo que ha sido denominado 

“Química verde”. 

Generalmente, los procesos de biotransformación a los que son sometidos los 

productos aislados en el campo de los productos naturales tienen la finalidad de 

aumentar la polaridad de éstos, disminuir sus propiedades tóxicas y en ciertos casos 

potenciar su actividad farmacológica,  si es de ellos conocida [7-10]. 

 

Con base en lo anterior, en el presente proyecto se realizó la biotransformación de 

tres lactonas sesquiterpénicas aislada de Artemisia ludoviciana ssp mexicana 

―arglanina, ridentina y ludovicina A―  con hongos filamentosos. 
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2.1) Generalidades del género Artemisia.  

 

La familia Asterácea y especialmente el género Artemisia, se caracteriza por 

biosintetizar productos naturales con diversas estructuras químicas, donde sobresalen 

las lactonas sesquiterpénicas (Ls) en importantes cantidades y con distintos arreglos 

estructurales, por lo que dicho género se puede considerar como una fuente potencial de 

dichas sustancias, las cuales representan al menos el 5 por ciento del peso seco de estas 

plantas [10], muchas veces consideradas marcadores taxonómicos del género [11]. En 

México, se han descrito 16 especies de Artemisias [12-13],  dentro de las cuales destaca 

Artemisia ludoviciana ssp mexicana ─estafiate─  especie vegetal muy apreciada en la 

medicina tradicional mexicana, para el tratamiento de padecimientos relacionados con 

el aparato digestivo, su actividad antimalárica, anticitotóxica, actividad antiinflamatoria, 

actividad bactericida y antifúngica [14-19].  

2.2) Generalidades de las Lactonas sesquiterpénicas (Ls).  

 

Son una gran variedad de compuestos naturales que se encuentran en más de 100 

familias de plantas con flores. Son compuestos orgánicos que poseen 15 átomos de 

carbonos (prefijo sesqui), las cuales se derivan del farnesilpirofosfato, se encuentran 

agrupadas en cuatro grandes familias: 1) germacranólidas (10 carbonos), 2) 

eudesmanólidas (6/6), 3) guayanólidas (5/7),  4) pseudoguayanólidas (5/7); el sufijo 

“ona”, indica la presencia de un grupo funcional cetona [16]. Todas las Ls tienen en 

común un grupo α-metil-γ-lactona, que es muy reactivo con los mercaptanos, actúan 

con el grupo tiol y es una de las moléculas que las identifica [17-19]. Por otro lado, se 

han determinado sus actividades: antibactericida, antiviral, antiinflamatoria y 

antitumoral [18-20]. Pueden ser responsables de alergias de piel en el ser humano y 

también actuar como frenadores de la alimentación de insectos [21].  

 

Las lactonas sesquiterpénicas son interesantes por el hecho de que constituyen una 

de las áreas más activas de la investigación en fitoquímica [15, 18-20, 22-25]. 

 



7 

 

2.3) Lactonas sesquiterpénicas aisladas del género Artemisia.  

De un análisis químico comparativo realizado a dos poblaciones de A. ludoviciana 

ssp mexicana, fueron aisladas: ludovicina A (1), arglanina (2), ridentina (3), 

armexifolina (4), estafiatina (5), achillina (6), acetato de douglanina (7), 1α, 3α-

dihidroxi-arbusculina (8), santamarina (9), 3α-dihidroxireynosina (10), artemorina (11), 

armefolina (12), todas ellas han sido previamente descritas en esta especie vegetal [23-

24]. En el cuadro 1 se muestran sus estructuras: 

 

(1)  (2)  (3) 

(4)  (5)  (6)  

(7)  (8)  (9)  (10) 

 (11) (12) 

Cuadro 1. Fórmulas químicas de las lactonas sesquiterpénicas aisladas de la 

especie  Artemisia ludoviciana ssp mexicana. 
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2.4) Generalidades de las biotransformaciones.  

La incorporación de las biotransformaciones biológicas por medio de 

microorganismos y/o enzimas, se ha incrementado en los últimos años en la 

industria y en los laboratorios de sintésis orgánica con la finalidad de investigar 

nuevas rutas de producción para la obtención de compuestos en química fina, 

farmaceútica, agroquímicos, entre otros. De esta manera son consideradas 

actualmente como una herramienta de uso frecuente, económica y ecológicamente 

competitivas por los químicos orgánicos sintéticos. 

Desde el punto de vista de los procesos semisintéticos de productos naturales, la 

introducción de un grupo hidroxilo es muy útil, ya que es un grupo funcional muy 

versátil que abre una serie de posibilidades de reacción en el carbono sobre el que 

está situado y sobre la zona vecina de la molécula. En este caso los sistemas 

enzimáticos involucrados son monooxigenasas, partícularmente el Citocromo P-450. 

La “biohidroxilación” ha tenido un gran desarrollo, principalmente en el campo de 

los esteroides y terpenoides debido a la gran demanda industrial de sus productos 

finales. 

El sistema citocromo P-450 interviene en difentes rutas metabólicas y posee al 

menos tres tipos de actividad: 

a) Actividad de monooxigenasas. Se lleva a cabo en presencia de oxígeno y 

NADPH, a través de esta actividad los componentes xenobióticos inertes 

sufren diversos tipos de reacciones que pueden resumirse, mediante la 

siguiente ecuación química. 

 

XH + NADPH +H3O + O2                                  XOH + NADP+ +  H2O 

 

b) Actividad de oxidasa. En ella ocurre la transferencia de electrones de un 

P-450 reducido al oxígeno molecular, acompañado de la formación de 

radicales aniónicos superóxido (O2
°) y de peróxido de hidrógeno. La 

reacción general es: 

 

NADPH + H3O+  + O2                           NADP+   +  H2O2 
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c) Actividad de reductasa. Ocurre en condiciones anaerobias y en ellas se 

da la transferencia de electrones a sustrato para producir radicales libres 

2.4.1) Biotransformación con células enteras. 

La aplicación de enzimas como “reactivos” es una de las áreas de mayor 

crecimiento en el ancestral campo de la química orgánica. Los microorganismos 

frecuentemente contienen enzimas solubles dentro del citosol y enzimas particulares 

unidas a la membrana. Las enzimas de biotransformación pueden estar presentes dentro 

o fuera de las células que las producen. Si las enzimas no son constitutivas, su 

formación en microorganismos puede ser algunas veces inducidas por sustrato de 

interés o por compuestos relacionados. Las enzimas inducidas pueden catalizar una 

variedad de reacciones sobre los sustratos [26-28]. El éxito de las biotransformaciones 

microbianas ha estado basado en los ensayos de factibilidad  de enzimas microbianas 

para catalizar nuevas reacciones o en los ensayos con enzimas conocidas para realizar 

una actividad desconocida con sustratos sintéticos. 

En su función natural las enzimas catalizan y controlan reacciones anabólicas y 

catabólicas necesarias para procesos de ensamblaje, polimerización, biosíntesis y 

energéticos. Las enzimas anabólicas involucradas en rutas biosintéticas requieren 

usualmente sustratos específicos, mientras muchas enzimas catabólicas involucradas en 

digestión, defensa y roles similares de degradación en organismos vivos parecen haber 

desarrollado rangos más amplios de especificidad 29-30. 

Hongos: Importancia en la biotransformación. Los hongos son bien conocidos por 

su capacidad para producir metabolitos secundarios a través de la biotransformación. 

Aunque los hongos son predominantemente quimioheterótrofos existe una evidencia 

limitada que sugiere que exhiben un metabolismo más diverso de lo que es 

normalmente conocido. Por ejemplo, muchas especies filamentosas pueden oxidar 

formas reducidas de nitrógeno (nitrificar), oxidar azufre, hierro y manganeso, y pueden 

incluso participar, en un grado limitado, en el proceso de desnitrificación.  

La baja solubilidad en agua, una alta volatilidad y citotoxicidad de las Ls, hace 

difícil su producción, por otro lado el aislar un único compuesto puro aumenta la 

dificultad de este proceso. En años recientes la biotransformación con hongos es una 

tecnología que se está usando con este fin. 
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2.5.) Generalidades de los Hongos filamentosos. 

El crecimiento de un organismo puede definirse como el aumento coordinado 

de todos los componentes químicos y estructurales que lo integran. El crecimiento es 

el resultado del equilibrio entre las reacciones metabólicas del organismo, el cual se 

puede cuantificar de manera muy diversa, lo que permite conocer si un organismo es 

más eficiente que otro en su metabolismo, conocer que nutrientes o condiciones del 

medio favorecen el crecimiento, entre otros. 

El crecimiento de un organismo no es siempre constante  y ocurre en diferentes 

etapas, con distinta velocidad. En muchos organismos el crecimiento es acompañado 

por cambios estructurales y/o cambios que dan lugar a la especialización del 

organismo en su totalidad, en alguna parte u órgano específico, a este proceso se le 

conoce como diferenciación. 

El estudio de los fenómenos de diferenciación en los hongos ha sido muy 

importante, ya que ha permitido comprender su crecimiento y los fenómenos que 

regulan la esporulación y la germinación de las esporas. Cabe señalar que un 

importante modelo para analizar la diferenciación celular ha sido el dimorfismo, es 

decir, la capacidad  que tienen para crecer en forma de micelio o de levadura, 

dependiendo de las condiciones ambientales. Por otro lado, la diferenciación de los 

hongos ha sido muy útil desde el punto de vista de la biología comparada, ya que ha 

demostrado la conservación de los fenómenos básicos del desarrollo en todos los 

eucariotas, incluyendo organismos aparentemente tan simples como los hongos.  

2.5.1) Ciclo de vida de los Hongos. 

El ciclo de vida de un hongo incluye todos los estadios diferenciados por los 

que transcurre la vida del organismo, desde su nacimiento hasta su reproducción. En la 

mayoría de los hongos miceliales el ciclo de vida se puede dividir en asexual-sexual y 

asexual en cuyos casos ambos procesos ocurren de manera intermitente. En el primer 

caso podemos partir de esporas4 especializadas, bajo condiciones adecuadas. Las 

                                                      

4 Las esporas de un hongo colocadas en un medio adecuado germinan para producir el micelio vegetativo. Cabe señalar 
que las esporas son estructuras de resistencia que permiten la perpetuación de la especie a manera de las semillas de un 
vegetal. 
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esporas germinan y producen un micelio vegetativo con forma y función diferente a la 

de la espora inicial. Al darse ciertas condiciones se forma el micelio aéreo que va a dar 

lugar a las esporas que cierran el ciclo de vida del organismo. 

La actividad metabólica de las esporas es mínima, casi no respiran, y no 

sintetizan proteínas o ácidos nucleicos. El inicio de la germinación coincide con la 

aparición de los primeros síntomas de la aparición metabólica, aumenta la respiración, 

se inicia la síntesis de macromoléculas y ocurren cambios significativos en la 

composición química. Las condiciones del medio que se requieren para la germinación 

de las esporas son muy variables. Algunas sólo requieren de alta humedad, otras de 

una fuente de carbono accesible y otras de fuentes de carbono y nitrógeno. Es 

importante señalar que aunque la espora se halla en presencia de una  fuente de 

carbono como un azúcar, los primeros estadios en su germinación ocurren a expensas 

del material de reserva acumulado en la espora, fundamentalmente del disacárido 

trehalosa. Parece ser, por lo tanto, que el azúcar exógeno actúa como una señal que 

activa a la espora, más que como un material energético. 

Los hongos son organismos vivos que pueden ser unicelulares o pluricelulares, 

tienen una distribución cosmopolita, son importantes dentro de las cadenas tróficas 

pues estos se alimentan principalmente de materia orgánica muerta y por medio de su 

complicado metabolismo y también en algunas ocasiones, los hongos ayudan a 

plantas, por ejemplo, en la fijación de nitrógeno, las formas en que podemos encontrar 

a los hongos son muy variadas, desde unicelulares como las levaduras hasta 

pluricelulares como los hongos filamentosos. 

Las células de los hongos son eucarióticas y por lo tanto tienen todos los 

orgánelos celulares, sus formas pueden ser en caso de unicelulares ovaladas y muy 

pequeñas y en caso de pluricelulares son alargadas y cilíndricas y en conjunto lineal 

forman filamentos llamados hifas, estas en algunas ocasione pueden crecer en colonias 

y dar un aspecto algodonoso o bien tener una estructura filamentosa definida. 

Cuando son hongos filamentosos, se dividen por las características de sus hifas  

en Inferiores: poseen hifas anchas, sin fabricación y por ello varios núcleos para un 

citoplasma, forman mohos. Superiores: tienen hifas finas y sus células están divididas 

aunque comunicadas entre sí por el citoplasma, forman mohos y setas. 
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2.5.2) Nutrientes de los hongos 

Los hongos están considerados como quimioheterótrofos estrictos. Son 

incapaces de fotosintetizar y por consiguiente necesitan sustratos ricos en energía y 

biomasa. Los hongos producen una amplia variedad de enzimas extracelulares, 

principalmente oxidasas e hidrolasas y pueden utilizar la mayor parte de los sustratos 

orgánicos que existen naturalmente, incluyendo la celulosa, quitina, almidón, azúcares, 

hemicelulosa y lignina. Normalmente los carbohidratos son las principales fuentes de 

carbono accesibles a los hongos; son metabolizados para proporcionar energía y 

también actúan como precursores para la síntesis del material celular. Puesto que los 

hongos son heterótrofos clásicos su metabolismo básico es esencialmente idéntico al 

mostrado por otros organismos, como las bacterias que emplean esta estrategia 

metabólica.  

Otras fuentes de carbono utilizadas por los hongos incluyen alcoholes, 

hidrocarburos, glicerol y almidón. Los hongos utilizan nitrógeno fundamentalmente en 

la forma de amonio, aunque casi todos pueden utilizar nitrato. El nitrito es 

generalmente tóxico para los hongos. Otras fuentes de nitrógeno incluyen urea, 

hidroxilamina, L-aminoácidos y péptidos. 

Los hongos asimilan al azufre en estado inorgánico oxidado, como sulfatos, su 

utilización implica por lo tanto una reducción preliminar a sulfuro para su 

incorporación al material celular reducción asimiladora de sulfatos . 

El fósforo es utilizado a partir de fosfatos, concentraciones elevadas de este 

elemento, determinan la inhibición en el crecimiento de muchos microorganismos, 

aunque algunos son tolerantes. 

El oxigeno, como constituyente universal de las células es un nutriente 

proporcionado en cantidades abundantes por el agua; sin embargo, la mayoría de los 

microorganismos requieren además de oxigeno molecular, el que para cubrir las 

necesidades energéticas actúa como aceptor final de electrones aerobios estrictos. 

Los hongos generalmente crecen en el laboratorio sobre medio definido que 

contiene azúcares como glucosa y sacarosa, o sobre polímeros como celulosa. Hasta 

recientemente los micólogos utilizaban también medios complejos no definidos sobre 
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los que crecen los hongos, incluyendo el medio papa-dextrosa-agar (PDA), y medios 

basados en vegetales. El nitrógeno inorgánico generalmente se suministra a los medios 

en forma de amonio, nitrato, amidas o aminoácidos.  

Otros nutrientes minerales importantes requeridos por los hongos, para un 

máximo rendimiento incluyen fósforo, azufre, potasio y magnesio. También se 

requieren para el funcionamiento de las enzimas en condiciones de crecimiento rápido 

nutrientes menores como zinc, cobre, molibdeno [31]. 

Lo que se refiere a su metabolismo los hongos son heterótrofos, los nutrientes 

complejos se digieren mediante exoenzimas liberadas al medio y posteriormente serán 

absorbidos, realizan la glucolisis  de donde obtiene energía a partir de la glucosa, son 

aerobios pues no les es suficiente la energía obtenida de la fermentación, aunque 

existen hongos que son anaerobios pues les es suficiente la energía de la glucolisis y 

las fermentaciones anaeróbicas que producen diversos metabolitos, pero su 

crecimiento anaeróbico es más lento. 

 Debido a que los hongos se pueden desarrollar en diferentes medios, los cuales 

están constituidos por diferentes sustratos, sus requerimientos nutricionales son 

variados y poco específicos, por este motivo pueden ser fácilmente cultivados in vitro.  

2.5.3) Reproducción. 

Esta etapa de su desarrollo es algo compleja por que no existe un patrón, pues 

la reproducción sexual puede llevarse a cabo tanto en hongos unicelulares como en 

filamentosos, por tanto los hongos que realizan la reproducción sexual se llaman 

perfectos y por consiguiente los hongos que se reproducen asexualmente se llaman 

hongos imperfectos. 

En la reproducción asexual de las levaduras se da por gemación, esto es, de una 

célula madre por división  mitótica, se crea una célula hija, cada célula está totalmente 

separada; en los filamentosos se da por la formación de diferentes tipos de esporas y 

estas se crean en distintos tipos de hifas especializadas, las esporas pueden ser internas 

llamadas esporangiosporas formadas dentro de una estructura sacular llamada 

esporangio y la hifa con esta especialización es un esporangioforo, y las esporas 

externas  se llaman conidios y se encuentran en la punta de hifas especializadas que 
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son los conidióforos. Otro tipo de esporas que se pueden encontrar en las formas vivas 

de los hongos  son las clamidosporas, las cuales pueden soportar condiciones extremas 

y quiescencia. 

Por otro lado, encontramos la reproducción sexual la cual en ambas formas de 

hongos, está dada por la unión de dos células en dos fases diferentes la primera es la 

unión de citoplasmas (plasmogamia), la segunda es la fusión de los núcleos 

(cariogamia), esto nos da esporas haploides que se diferencian según su estructura y 

morfología, zigosporas, ascosporas y basidiosporas. 

 

2.5.4) Medio de cultivo (generalidad) 
 

Un cultivo es una población microbiana obtenida en el laboratorio bajo 

condiciones controladas. Para poder trabajar con una cepa determinada, en 

investigación, identificación, aplicación o control de un microorganismo, es necesario 

contar con un cultivo puro; es decir, aquel en el cual sólo existe un tipo de 

microorganismo, descendiente de un individuo con características idénticas. 

 

Los medios selectivos son aquellos que contienen una sustancia que inhiben 

algunos microorganismos pero no afectan la especie o al grupo que se desea aislar. La 

variedad de medios de cultivo son enormes, pueden prepararse en el laboratorio, 

agregando algún antibiótico, alguna sal o modificando el pH y pueden adquirirse en el 

mercado, generalmente deshidratados. 

 

La elección del medio depende desde luego del microorganismo o grupo 

microbiano que se desea aislar, así como de las características del contaminante. 

 

2.5.5) Cinética Enzimática. 
 

Se entiende por crecimiento microbiano el aumento del número de 

microorganismos a lo largo del tiempo. Por tanto, no se refiere al crecimiento de un 

único microorganismo (ciclo celular) sino al demográfico de una población.  

Se denomina ciclo celular al proceso de desarrollo de un hongo considerado de 

forma aislada. A lo largo del ciclo celular, tiene lugar la replicación del material del 
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hongo, la síntesis de sus componentes celulares, el crecimiento. La duración del ciclo 

celular coincide con el tiempo de generación y depende, en general, de los mismos 

factores de los que depende este. 

 

El crecimiento de una población resulta de la suma de los ciclos celulares de 

todos los individuos. Este crecimiento suele ser asincrónico puesto que cada 

microorganismo se encuentra en un punto diferente del ciclo celular. Por consiguiente, 

en un momento determinado en una población se encuentran células que acaban de 

dividirse, otras que están replicando su ADN y elongándose, otras que están iniciando 

la división celular, entre otros. 

 

En un crecimiento sincrónico todas las células se encuentran simultáneamente 

en la misma fase del crecimiento celular. Los cultivos sincrónicos son muy difíciles de 

mantener por lo que su importancia está principalmente ligada a los estudios básicos 

de biología microbiana. Sin embargo, en la naturaleza, las bacterias del suelo se 

encuentran en condiciones de crecimiento próximas a la fase estacionaria (en la que se 

produce una cierta sincronización del cultivo) y, por consiguiente, durante cierto 

tiempo las poblaciones naturales probablemente se comporten como relativamente 

sincrónicas. 

 

Las poblaciones de hongos pueden crecer de una forma explosiva acumulando 

grandes números en un periodo de tiempo muy reducido. Puesto que el efecto nocivo 

(infecciones o intoxicaciones) de los microorganismos depende de su número en la 

mayoría de los casos, entender cómo se produce el crecimiento microbiano es 

importante para poder evitar o reducir dichos efectos nocivos. 

 

Se denomina crecimiento equilibrado a aquél en el que toda la biomasa, 

número de células, cantidad de proteínas, de ADN, entre otros, evolucionan en 

paralelo. El crecimiento equilibrado probablemente ocurra en muy contadas ocasiones 

en condiciones naturales. 

 

Desde el punto de vista microbiológico, un microorganismo muere cuando 

pierde de forma irreversible la capacidad de dividirse (cuando no hay crecimiento). 
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Sin embargo, un microorganismo puede estar muerto desde el punto de vista 

microbiológico y continuar desarrollando una actividad metabólica que se traduzca, 

por ejemplo, en liberación de toxinas. 

 

El crecimiento explosivo de un microorganismo5 produce un gran número de 

células a partir de una célula única inicial, de forma que tras un periodo de tiempo de 

incubación en las condiciones ambientales adecuadas, se produce una colonia de 

individuos iguales. 

 

Para crecer, un microorganismo necesita nutrientes que le aporten energía y 

elementos químicos para la síntesis de sus constituyentes celulares. Dependiendo de la 

fuente de carbono que utilizan autótrofos y heterótrofos . 

 

Los medios de cultivo se pueden clasificar en definidos (composición química 

definida) y complejos, cuando están constituidos por mezclas de extractos de 

materiales complejos (extracto de levadura, extracto de carne, entre otros). Por otra 

parte, los medios de cultivo pueden ser líquidos o sólidos (agar). Existen diferentes 

sistemas para detectar y medir el crecimiento de microorganismos6. 

 

En un cultivo microbiano en medio líquido, se pueden diferenciar cuatro fases 

en la evolución de los parámetros que miden el crecimiento microbiano: a) Fase lag o 

de adaptación: Los microorganismos adaptan su metabolismo a las nuevas 

condiciones ambientales (abundancia de nutrientes) para poder iniciar el crecimiento 

exponencial, b) Fase exponencial o logarítmica: en esta fase la velocidad de 

crecimiento es máxima y el tiempo de generación es mínimo. Durante dicha fase las 

bacterias consumen los nutrientes del medio a velocidad máxima, c) Fase 

estacionaria: en ella no se incrementa la cantidad de biomasa ni variación de los 

                                                      
5 La fórmula elemental de un microorganismo es, aproximadamente, C4H7O2N lo que supone que los componentes de 
las células son: carbono que representa alrededor del 50% del peso seco, oxígeno (32%), nitrógeno (14%) y debe 
estar disponible, normalmente, en forma de NH4 o de aminoácidos a los que se pueda tomar su grupo amino; fósforo 
(3%) y debe estar en forma de PO4

3-, azufre que representa en torno al 1% y procede de aminoácidos sulfurados o de 
SO4

2-; y otros elementos traza entre los que se encuentran Fe, K, Mg, Mn, Co, Mb, Cu y Zn. 
 
6 a) Recuento directo, b) turbidez del cultivo, c) Recuento de viables, d) medidas de parámetros bioquímicos y          
e) medida de la actividad metabólica. 
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parámetros de cultivo. Las células en fase estacionaria desarrollan un metabolismo 

diferente en comparación a las células que se encuentran en la fase exponencial; 

además se produce una acumulación y liberación de metabolitos secundarios.  

 

Un microorganismo entran en fase estacionaria por el consumo de algún 

nutriente esencial del medio, por la eliminación de productos liberados durante la fase 

de crecimiento exponencial, que  hacen que el medio sea inhóspito para el crecimiento 

microbiano o por la presencia de competidores u otras células que limiten su 

crecimiento. La importancia de la fase estacionaria reside en que hay una  mayor 

fidelidad al estado metabólico real de los microorganismos en muchos ambientes 

naturales, d) Fase de muerte: en dicha fase se produce una reducción del número de 

bacterias viables del cultivo. 

 

 
Figura1: Fases del crecimiento microbiano. 

 

2.6) Biotransformación de lactonas sesquiterpénicas.  

Estos son algunos ejemplos de biotransformación promovidas por hongos a los que 

han sido  expuestas algunas lactonas sesquiterpénicas; Aspergillus flavipes (ATCC 

11013) biotransformó a la arteannuina B (13) a la dehidroarteannuina B (14), como 

producto principal de la bioconversión, ver esquema 1;  mientras que con Beauvería 

bassiana (ATCC 7159), se aislaron los productos 13-hidroxi-11-epi-dihidroarteannuina 

(15) y 3ß-hidroxiarteannuina B (16), ver esquema 1 [32]. 
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Esquema 1. Biotransformación de la artennuina B (13) con A. flavipes  (ATCC 11013) y 
con B bassiana  (ATCC 7159). 

La artemisinina (17), potente antimalárico y constituyente principal de Artemisia 

annua L. (Compositae), fue biotransformada por Nocardia corallina (ATCC 19070), la 

cual redujo la función endo-peróxido para dar deoxiartemisinina (18), mientras que de 

la acción de Penicillium chrysogenum (ATCC 9498) se obtuvieron deoxiartemisinina 

(18) y 3-hidroxideoxiartemisinina (19), donde se observa la reducción de la función 

endo-peróxido y la hidroxilación  en C-3, la 3-hidroxideoxiartemisinina (19), había 

sido caracterizado como el producto del rearreglo térmico de (17)  [33. 

 

Esquema 2. Biotransformación de artemisinina (17) con N. corallina (ATCC 19070) y 
P. chrysogenum  (ATCC 9498). 

De la transformación biológica de 7-hidroxifrullanólida7(20) Sphaeranthus 

indicuspor A. niger y A. quardilatus, se encontraron los productos de hidrogenación 

del 11,13 y acetilación en C-13, para dar 7α- hidroxi-11,13-dihidrofrullanólida (21)  y  

13-acetil-7α- hidroxifrullanólida (22) respectivamente 34. 

                                                      
7 7-hidroxifrullanólida, aislada de Sphaeranthus indicus, presenta una alta actividad citotóxica y 
antitumoral 34. 
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Esquema 3. Biotransformación de la 7-hidroxifrullanólida (20) con A. niger sp. y A. 

quardilatus sp. 

La incubación de C  echinulata  y R oryzae con  las  lactonas (+)-costunólida (23), 

(+)-cnicina (24), (+)-salonitenólida (25), (-)-dehidrocostuslactona (26), (-)-lichnofólida 

(27) y (-)-eremantólida (28), tenía como objetivo  la síntesis enantioespecíficas de 

lactonas naturales con actividad biológica 34. La incubación de (23) con C. echinulata 

(NRRL 3655), produjo los productos (29) (+)-11,13-dehidrocostunolida, (30) (+)-

santamarina, (31) (+)-reynosina y (32) (+)-1-hidroxiarbusculina A, los cuales muestran 

ser dihidrogenados, y epoxidados. La acción sobre (24) fue hidrolizar la cadena, 

mientras que a (26) la transformó en (+)-11,13-dihidrodehidrocostuslactona (33). R. 

oryzae bioconvirtió (26), por medio de la dihidrogenación 11(13) y epoxidación 10(14)  a 

(+)-11β,13-dihidrodehidrocostuslactona (34) y (+)-11,13-dihidro-10,14-

epoxidehidrocostuslactona (35). Asimismo, C. echinulata y  R. oryzae  transformaron (27) 

en (-)-16-(1-metil-1-propenil) eremantolanólida (36). Por otro lado, (+)-salonitenólida 

(25) y (-)-eremantólida (28) no fueron biotransformados por ningún hongo 35. 



20 

 

 

Esquema 4. Estructuras químicas de las lactonas sesquiterpénicas 23-28, 

biotransformadas con C. echinulata y R. oryzae. 

 

 

Esquema 5. Biotransformación de la (+)-costunólida (23) con C. echinulata (NRRL 

3655). 
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Esquema 6. Biotransformación de la (-)-dehidrocostuslactona (26) con C. echinulata 

(NRRL 3655) y con R. oryzae (ATCC 11145). 

 

Esquema 7. Biotransformación de  (-)-lichnofólida (27) con C. echinulata (NRRL 3655) 
y con R. oryzae (ATCC 11145). 

La partenólida (37) constituyente mayoritario de Tanacetum parthenium, 

“feverfew” fue biotransformada por S fulvissimus (NRRL 1453B) para dar 11H-

dihidropartenólida 38 y 9-hidroxi-11H-dihidropartenólida 40, mientras que con R 

nigricans (NRRL 1477) dio los productos 11H-dihidropartenólida 38, 9H-hidroxi-

11H-dihidropartenólida 39 y 14-hidroxi-11H-dihidropartenólida 41; por otro lado, 

con R rubra (NRRL 1592) se obtuvieron 38  y  39, siendo 11H-dihidropartenólida 

(38), un producto de bioconversión de 37 para los tres hongos empleados [36. 
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Esquema 8. Biotransformación de la partenólida (37) con Streptomyces fulvissimus 
(NRRL 1453B). 

 

Esquema 9. Biotransformación de la partenólida (37) con R. nigricans (NRRL 1477). 

Piretrosina (42) aislada de Crysantehemum cinerariaefolium, ha demostrado poseer 

actividad citotóxica, antibacterial, antifúngica y fitotóxica. C. elegans (NRRL 1392) y 

Rhizopus nigricans (NRRL 1477). De la biotransformación cuantitativa de 42 con R. 

nigricans, se obtuvieron cinco compuestos (43-47), 46 resulto ser un nuevo producto con 

esqueleto de eudesmanolida, mientras 43 fue aislado de las flores  C. cinerariaefolium, 

47 fue aislada de Cassinia loevis, 44, 45 y 47 fueron obtenidos previamente a partir de 

42 usando trifluoroborato de éter dietílico BF3.OEt2  y ácido p-toluensulfónico 37.  
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 R1 R2 R3 R4 Otros 

43 Δ
4,15 Ac α-CH3 H --- 

44 CH3 H α-CH3 H Δ
3,4 

45 Δ
4,15 H α-CH3 H --- 

46 α-OH, β-CH3 Ac α-CH3 H --- 
47 α-OH, β-CH3 Ac Δ

11,13 H --- 
48 α-OH, β-CH3 Ac α-CH3 Ac --- 

Esquema 10. Biotransformación de la Piretrosina (42) con R. nigricans (NRRL 1477). 
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III. JUSTIFICACIÓN. 
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A pesar de la importancia práctica que tienen las biotransformaciones como 

herramienta en la síntesis de compuestos con actividad biológica, farmacológica, entre 

otras, es actualmente un área del conocimiento que se encuentra muy poco desarrollada 

en nuestro país. Predecir los sitios de hidroxilación es extremadamente difícil, pero esta 

situación puede ser mejorada a través de un amplia evaluación con varios hongos, 

medios de cultivo, modificaciones en la estructura del sustrato entre otros. 

 

Por otro lado, México cuenta con una gran biodiversidad (cuarto lugar a nivel 

mundial con 26,000 especies de plantas) además se estima que más del veinticinco por 

ciento del total de las especies de plantas superiores que hay en nuestro país posee algún 

uso, lo cual constituye un universo vegetal de un potencial incalculable. Esto conlleva a 

tener de manera implícita una gran diversidad de estructuras moleculares, las cuales 

pueden ser objeto de bio- o quimio- transformaciones que generen sustancias 

químicamente novedosas, las cuales pueden poseer bioactividad. 

 

Dentro de las plantas medicinales mexicanas, empleadas con mayor frecuencia para 

el tratamiento de enfermedades relacionadas con el aparato digestivo, se encuentra A. 

ludoviciana ssp mexicana (estafiate). Cabe destacar que dicha especie vegetal es fuente 

de lactonas sesquiterpénicas, de donde se han aislado: ludovicina A (1), arglanina (2), y 

ridentina (3) por encontrarse en mayor proporción. El interés de realizar la 

biotransformación de dichas lactonas sesquiterpénicas, estriba, en su actividad 

citotóxica, lo cual requiere que dichas sustancias sean más solubles en agua. Con base 

en lo anterior, en el presente trabajo se realizó la biotransformación de dichas lactonas 

con diferentes hongos filamentosos para determinar su actividad citotóxica en líneas 

celulares de cáncer cérvico-uterino.8 

  

                                                      

 
8 La determinación de la actividad citotóxica se realiza en el laboratorio de Biología Molecular, a cargo 
del Dr Luis Sánchez Sánchez. 
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IV. OBJETIVOS. 
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4.1) Objetivo General. 

 

Realizar el aislamiento, identificación y biotransformación por medio de hongos 

filamentosos, de tres lactonas sesquiterpénicas ─ ludovicina A (1), arglanina (2) y 

ridentina (3) ─ del extracto CH2Cl2 de  Artemisia ludoviciana ssp mexicana. 

 

4.2) Objetivos Particulares. 

 

4.2.1) Realizar la búsqueda bibliográfica sobre la biotransformación de lactonas 

sesquiterpénicas con hongos filamentosos. 

4.2.2) Preparación de los extractos crudos de dos poblaciones de Artemisia mexicana 

─estafiate─ con disolventes de polaridad creciente. n-hexano, AcOEt y  MeOH. 

4.2.3) Aislamiento, purificación e identificación de  la ludovicina A (1), arglanina (2) y 

ridentina (3). 

4.2.4) Factibilidad de biotransformación de  las tres lactonas sesquiterpénicas con 8 

hongos filamentosos 

4.2.5) Biotransformación cuantitativa con base en los resultados de factibilidad de las 

lactonas antes mencionadas. 

4.2.6) Purificación de los productos obtenidos de la biotransformación cuantitativa. 

4.2.7) Caracterización e identificación de los productos de biotransformación obtenidos, 

mediante sus propiedades físicas, ópticas, espectroscópicas IR, RMN-1H y 13C y 

espectrométricas EM(IE), FAB+
. 

4.2.8) Transformaciones químicas que ayuden a la confirmación de la estructura 

propuesta en el punto 4.2.7. 
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V. HIPÓTESIS. 
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La biotransformación de productos naturales constituye un área de gran interés 

farmacéutico, dado que es posible potenciar su actividad biológica a través de 

reacciones biocatalíticas altamente regio-, quimio- y enantio-selectivas. Además, las 

biotransformaciones son consideradas actualmente una metodología de rutina ecológica 

y económicamente competitivas por los químicos sintéticos, debido a las posibilidades y 

ventajas que ofrecen en la obtención e investigación de compuestos químicos con 

diferentes aplicaciones. 

 

Entonces, es posible realizar la biotransformación de la ludovicina A (1), arglanina 

(2) y ridentina (3), lactonas sesquiterpénicas aisladas de Artemisia ludoviciana ssp 

mexicana, con la finalidad de poder determinar la acción química modificación 

química que puede resultar de una reacción de epoxidación, oxidación,  reducción, 

entre otras; por parte de los diferentes hongos filamentosos Complejo Enzimático 

Citocromo P450 sobre dichos tipos de sustratos (1-3). Para obtener sustancias 

químicamente novedosas de mayor solubilidad en agua, para su mejor evaluación 

biológica 
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VI.  PARTE EXPERIMENTAL. 

 

 

 

 

 

  



31 

 

6.1)  Metodología. 

 

                                                    5 días 

 

 

 

                                                                                                       Inoculación 

 

 

 

               

 

 

 

 

                                          

 

                                          

                                                                      a) 120 rpm, 28 °C 

                                                                                     b) CCF, 14 días 

                                                                                 

 

 

     En APD, 121 °C/1.5 lb/10 min, 
se resembraron en tubos de ensaye 
con 15 mL, los diferentes hongos;  

A. niger (ATCC 16404). 

B. bassiana  (ATCC 13144).  

C. blackesleeana  (ATCC 8688a). 

C. lunata (ATCC 13432). 

F. moliniforme (ATCC 102091). 

M. miehei (ATCC 16457). 

R. oligosporus (ATCC 22959).  

R. nigricans (ATCC 6227b). 

Esporulación de los hongos 
a temperatura ambiente.  

 

     A) Factibilidad de la biotransformación. 

    Preparación de la solución 
densa de esporas.           
(H2O destilada) 

       Medio de cultivo A 
(YEPGA): 10 g peptona, 10 
g  extracto de levadura, 10 g 
extracto de carne, 50 g 
glucosa, pH 6, 120° C, 1.5 lb, 
15 min 

       Medio de cultivo B: 10 g 
glucosa, 10 g glicerol, 5 g 
peptona, 5 g extracto de 
levadura, 5 g KH2PO4, 5 g 
NaCl, pH 7, 120° C, 1.5 lb, 15 
min 

 

        Medio de cultivo A (YEPGA)       Medio de cultivo  B. 

 2 matraces blanco de la sustancia (100 mL de medio c/u) 
 2 matraces blanco del hongo (100 mL de medio c/u) 
 2 matraces blanco del medio (100 mL de medio c/u) 
 2 matraces de la biotransformación (100 mL de medio c/u) 

      Resultado de la factibilidad de biotransformación. 

(Tabla 1). 

 

.    Inoculación del medio con la solución densa de                                                                                
esporas (2 mL) 
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6.1.2) Estudio químico de la Artemisia ludoviciana ssp mexicana (Willd) 

Keck colectada en San Pedro Actopan, Milpa Alta, México D. F. 

A partir del extracto CH2Cl2 (229 g) de las partes aéreas (hojas y tallo) de Artemisia 

ludoviciana ssp mexicana [MEXU 481869], se aislaron,  purificaron e identificaron 13 

productos naturales 11 lactonas sesquiterpénicas y dos flavonoides por medio del 

empleo de diversos técnicas cromatográficas CCV, CC, CCP, CCF  y la técnica de 

recristalización por par de disolventes. La identificación de dichas sustancias se logró 

con base en sus datos espectroscópicos de RMN-1H y por la determinación de su punto 

de fusión. En el esquema 11, se describe la separación cromatográfica diferenciada de 

dicho extracto, de donde se obtuvieron las siguientes sustancias: ludovicina A (1, 42 

mg, 0.018%9), arglanina (2, 52 mg 0.023%), ridentina (3, 310 mg) estafiatina (5, 

25.7mg), achillina (6, 52.5mg), acetato de douglanina (7, 7mg), 1α,3α-

dihidroxiarbusculina (8, 42mg), santamarina (9, 112 mg), 3α-hidroxireynosina (10, 32 

mg), artemorina (11, 52 mg), armefolina (12, 310 mg), y los flavonoides:  eupatilina y 

jaceosidina. 

A continuación se enuncian los puntos de fusión y sus constantes espectroscópicas de 

RMN-1H, para las sustancias de la 1 a la 3 y de la 5 a la 12.  

 

Ludovicina A (1): pf.: 189 -192 °C 

 

 

 

RMN-1H (CDCl3): 3.21 (t, W1/2= 4 Hz, 1H, H-1), 3.04 

(s. W1/2= 4 Hz, 1H, H-3), 2.45 (d, J= 12 Hz, 1H. H-5), 

3.86 (dd. J= 12 Hz, 1H, H-6), 5.38 (d, J= 3 Hz, 1H, H-

13a), 6.07 (d, J= 3 Hz, 1H, H-13b), 0.87 (s, 3H, CH3-14), 

1.50 (s, 3H, CH3-15).  

 

  

                                                      
9 Rendimiento obtenido a partir del total de extracto crudo 
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Esquema 11: Separación Cromatográfica del extracto CH2Cl2 de la Artemisia ludoviciana ssp mexicana (Willd) Keck, colectada en  

San Pedro Actopan, Milpa Alta, México D. F.  
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Arglanina (2): pf.: 191-193 °C 

 

 

RMN-1H (CDCl3): 3.21 (t, J= 4 Hz, 1H, H-1), 
3.04 (s. W1/2= 4 Hz, 1H, H-3), 2.45 (d, J= 12 Hz, 
1H. H-5), 3.86 (dd. J= 12 Hz, 1H, H-6), 5.38 (d, J= 
3 Hz, 1H, H-13a), 6.07 (d, J = 3 Hz, 1H, H-13b), 
0.87 (s, 2H, CH2-14), 1.50 (s 3H, CH3-15).  

 

Ridentina (3): pf.: 202-203 °C. 

 

 

 

RMN-1H (CDCl3): 4.05 (dd, J= 4 Hz, 1H, H-
1), 1.88 (dd. J = 9 Hz, 1H, H-2ß), 1.82 (ddd, J= 4 
Hz, 1H. H-2α), 3.76 (dd. J= 4 Hz, 1H, H-2α, H-
3α; J = 9 Hz H-2ß, H-3α), 5.28 (d, J= 10 Hz, 1H, 
H-5), 4.48 (t, J= 10 Hz, 1H, H-6), 2.79 (ddddd, J 
= 10 Hz, 1H, H-7), 1.90 (m, J= 9 Hz, 1H, H-9α, 
H-8ß; J = 14 Hz 1H H-8α, H-8ß; J = 10 Hz 1H, 
H-7, H-8ß; J = 3 Hz, 1H, H-9ß, H-8ß), 1.52 
(dddd, J = 9 Hz, 1H, H-8α, H-9ß; J = 14 Hz 1H, 
H-8α, H-8ß: J = 3 Hz, 1H, H-9α, H-8α), 2.38 

(ddd, J = 9 Hz, 1H, H-9ß, H-9α; J = 14 Hz, 1H, 

H-9α, H-9ß; J = 3 Hz, 1H, H-9ß, H-8ß, H-8 ), 
2.23 (ddd, J = 9 Hz, 1H, H-9α, H-8ß; J = 14 Hz 
H-9α, H-9ß; J = H-9α, H-8α, H-9), 5.54 (d J = 3 
Hz, 1H, H-13a), 5.97 (d, J = 3 Hz, 1H, H-13b), 
4.79 (sa, W1/2 = 3 Hz, CH2-14), 5.03 (sa, W1/2 = 
3 Hz, CH2-14´), 1.52 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-15).  

 

Estafiatina (5): pf.: 84-86 °C 

 

 

RMN-1H  (CDCl3): 3.34 (da, W1/2= 3 Hz, 1H, 
H-3), 4.05 (dd. J= 9 Hz, 1H, H-5), 5.45 (d, J= 3 
Hz, 1H. H-13a), 6.17 (d. J= 3 Hz, 1H, H-13b), 
4.84 (sa, W1/2= 4 Hz 1H, H-14), 4.93 (sa, W1/2= 
4 Hz, 1H, H-14), 1.59 (s, 3H, CH3-15). 
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Achillina (6): pf.: 142-145 °C 

 

 

RMN-1H (CDCl3): 6.14 (q, J= 1.5 Hz, 1H, H-3), 3.38 
(d  J= 10 Hz, 1H, H-5), 3.80 (t, J= 10 Hz, 1H. H-6), 
2.66 (c. J= 7 Hz, 1H, H-11), 1.14 (d, J= 7 Hz, 1H, H-
13a), 2.42 (s, 3H, CH3-14), 2.31 (d, J= 1.5 Hz, CH-15).  

        

Acetato de douglanina. (7): 

De los eluatos obtenidos con n-hexano:AcOEt  (85:15), se aislaron 2.35 g de un 

aceite sabor amargo, que en su CCF en varios sistemas de elución mostraba evidencia 

de una mezcla de sustancias difícil de separar. Procediéndose a la formación del 

derivado acetilado (Ac2O/Py), de la cual se obtuvo una sustancia que presenta un pf: 

144 °C. 

 

 

RMN-1H (CDCl3): 4.62 (dd, J = 4 Hz, 1H, H-1), 5.30 
(m. J= 6 Hz, 1H, H-3), 3.90 (dd, J= 11 Hz, 1H. H-6), 
5.36 (d. J= 3 Hz, 1H, H-13a), 6.05 (d, J = 13 Hz 1H, H-
13b), 0.90 (s, 3H, CH3-14), 1.87 (sa, W1/2 = 7 Hz, H-
15), 1.12 (s, 3H, CH3-16).  

 

        

1α, 3α-dihidroxi-arbusculina (8): pf. : 142-145 °C 

 

 

RMN-1H (CDCl3): 3.59 (t, J= 4 Hz, 1H, H-1), 3.98 
(sa. 2H, CH2), 4.54 (dq, 3ß W1/2= 8 Hz, 1H. H-6), 5.50 
(d. J= 3 Hz, 1H, H-13a), 6.20 (d, J= 3 Hz, 1H, H-13b), 
1.08 (s, 3H, CH3-14), 2.10 (d, J= 1.5 Hz, 1H, H-15).  
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Santamarina (9): pf.: 139-141 °C 

 

 

RMN-1H (CDCl3): 3.65 (dd, J= 10 Hz, 1H, 1α, 2ß: 

H-1), 5.30 (m. J = 7 Hz, 1H, 1α2α H-1), 2.06 (d, J= 
10 Hz, 1H. H-5), 3.93 (dd. J= 11 Hz, 1H, H-6), 1.37 
(ddd, J= 11 Hz, 1H, 7α6ß H-6), 5.38 (d, J= 3 Hz, 1H, 
H-13a), 6.05 (d, J = 3 Hz, 1H, H-13b), 0.87 (s, 3H, 
CH3-14), 1.87 (dd J = 1.5 Hz, 1H, H-15).  

 

3α-hidroxi-reynosina (10): pf.: 242 °C 

 

 

RMN-1H (CDCl3): 3.92 (dd, J= 5 Hz, 1H, 1α, 2α;  J 
= 11 Hz 1H 1α, 2ß; H-1), 4.32 (t. J = 4 Hz, 1H, H-3), 
2.72 (d, J= 11 Hz, 1H. H-5), 3.98 (t. J= 11, 1H, H-6), 
2.50 (m, J= 12 Hz, 1H, H-7), 5.38 (d, J= 3 Hz, 1H, H-
13a), 6.06 (d, J = 3 Hz, 1H, H-13b), 0.76 (s, 3H, CH3-
14), 4.98 (sa. W1/2= 4 Hz, 1H, H-15), 5.14 (sa. W1/2= 
3 Hz, 1H, H-15´). 

 

Artemorina (11): pf.: 126 °C 

 

 

RMN-1H (CDCl3): 3.96 (t, J= 7 Hz, 1H, H-1), 5.21 
(d. J = 10 Hz, 1H, H-5), 4.37 (t, J= 10 Hz, 1H. H-6), 
5.42 (d. J= 3 Hz, 1H, H-13a), 6.16 (d, J= 3 Hz, 1H, 
H-13b), 4.85 (sa, W1/2= 4 Hz, 1H, H-14), 1.72 (d, J = 
1.5 Hz, 1H, H-15).  

 

 

 Armefolina (12): pf. : 188 °C 

 

 

RMN-1H (CDCl3): 3.80 (t, J= 8 Hz, 1H, H-1), 3.93 
(sa. W1/2= 6 Hz, 1H, H-3), 4.55 (t, J= 11 Hz, 1H. H-
6), 2.58 (dd. J= 11 y 3 Hz, 1H, H-7), 5.47 (d, J= 3 Hz, 
1H, H-13a), 6.17 (d, J= 3 Hz, 1H, H-13b), 1.05 (s, 
3H, CH3-14), 2.02 (d, J= 1.5 Hz, CH3-15). 
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6.1.3) Estudio químico de la Artemisia ludoviciana ssp mexicana (Willd) 

Keck colectada en San Rafael Tlalmanalco, Estado de México. 

Del extracto con  CH2Cl2 (346g) de las partes aéreas (hojas y tallo) del estafiate 

recolectado en San Rafael Tlalmanalco, Edo. De México, se obtuvieron las siguientes 

lactonas sesquiterpénicas: ludovicina A (1, 114.7mg), arglanina (2, 853.4mg), 

armefolina (12, 10.3mg), armexifolina (4, 8.6mg) y los flavonoides eupatilina y 

jaceosidina, estás últimas fueron identificadas con una muestra simple. En el esquema 

12, se describe el aislamiento y separación de las sustancias ya mencionadas. 

Armexifolina (4)  pf.: 206-208 °C 

 

 

RMN-1H (CDCl3): 3.90 (dt, J = 12.5 y 4 Hz, 1H, H-
1), 2.70 (dd. J = 16 Hz, 1H, H-2ec), 2.61 (dd, J= 16 y 
13 Hz, 1H. H-2ax), 4.09 (dd. J= 11 y 12 Hz, 1H, H-
6), 2.33 (d. J= 12 Hz, 1H, H-5), 2.43 (m., 1H, H-7), 
2.80 (m, 1H, H-7), 1.55 (m, 1H, H-8ax), 1.75 (m, 1H, 
H-8ec), 2.26 (m, 1H, H-9), 5.51 (d, J= 3 Hz, H-13a), 
5.93 (d, J = 3 Hz, 1H, H-13b), 1.29 (d, J= 0.5 Hz, H-
14), 2.05 (d, J= 2 Hz, H-15), 1.35 (s, 3H, CH3-15), 
0.81 (s, 3H, CH3-14) 

 

 

6.2) Biotransformaciones de lactonas sesquiterpénicas. 

6.2.1) Hongos: A. niger (ATCC 16404), B. bassiana, (ATCC 13144), C. 

blackesleeana (ATCC 8688a), C. lunata (ATCC 13432), F. moliniforme (ATCC 

102091), M. miehei (ATCC 16457), R. oligosporus (ATCC 22959), R. nigricans 

(ATCC 6227b), fueron proporcionadas por el Instituto de Biotecnología (ATCC), de la 

UNAM, México y se mantuvieron latentes bajo refrigeración en un medio de cultivo  de 

agar papa-dextrosa (APD) a 4º C. 

6.2.2)  Resiembra de los hongos: Se realizó la resiembra de los diferentes hongos en 

tubos de ensaye con 15 mL de medio APD. 
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Esquema 12: Separación Cromatográfica del extracto CH2Cl2 de la Artemisia ludoviciana ssp mexicana (Willd) Keck, colectada en            

San Rafael Tlalmanalco, Estado de México. 
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6.2.3)  Preparación de la solución densa de esporas. Para la preparación de 150 mL 

de APD, se pesaron 5.85 g de APD y se disolvieron en 150 mL de agua destilada hasta 

disolución total por medio de calentamiento. El medio fue esterilizado a 1.5 lb de 

presión, 120 °C durante 15 min. Se agregaron 15 mL de medio APD estéril en matraces 

Erlenmeyer de 50 mL, los cuales se incubaron a temperatura ambiente hasta 

esporulación (de 4-5 días). Posteriormente se agregaron 10 mL de agua destilada estéril 

para obtener una solución densa de esporas de cada uno de los hongos a ensayar. 

6.2.4)  Preparación de los medios de cultivo para la biotransformación.  

6.2.4.a) Medio A (YEPGA): Peptona (10 g), extracto de levaduras (10 g), extracto de 

carne (10 g) y glucosa (50 g), el pH se ajustó a 7. 

6.2.4.b) Medio B. Glucosa (10 g), glicerol (10 g), peptona (5 g), extracto de 

levaduras (5 g), KH2PO4, (fosfato di ácido de potasio) (5 g) y NaCl (5 g) a pH 7, para 

los casos específicos de A. niger,  C. blackesleeana, C. lunata, el pH se ajustó a 6. 

Posteriormente, los medios se esterilizaron a 120 °C y 1.5 lb de presión durante 15 

minutos. Una vez esterilizado el medio se distribuyeron en 40 matraces Erlenmeyer de 

250 mL, los cuales contenían 150 mL de medio. 

6.2.5) Factibilidad de las biotransformaciones de las lactonas sesquiterpénicas 

por medio de hongos filamentosos.  

Para determinar la factibilidad de biotransformación de las sustancias por los 

diferentes hongos. A 50 mL (3 matraces Erlenmeyer de 125 mL) de medio previamente 

esterilizado (120 °C, 1.5 lb, 15 minutos), se le adicionaron 2 mL de una solución densa 

de esporas. Y se dejó incubar a 28 °C y 150 rpm de 48 a 72 horas, de acuerdo con la 

cantidad de biomasa obtenida por los diferentes hongos. Posteriormente se pesaron 10 

mg aproximadamente del sustrato, el cual se disolvió en 5 mL de acetona y se 

distribuyó en tres matraces Erlenmeyer de 150 mL (50 mL de medio). En la tabla (1), se 

muestran los resultados de la factibilidad de biotransformación de los hongos ensayados 

sobre las lactonas sesquiterpénicas propuestas, después de catorce días de reacción, 150 

rpm a 28 °C. 
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Tabla 1. Factibilidad de biotransformación de las lactonas sesquiterpénicas 1-3, con 

ocho hongos filamentosos 

 Lactonas sesquiterpénicas 

 Ludovicina A (1) Arglanina (2) Ridentina (3) 

Hongo    

A. niger ++a ++++a ---- a 

B. bassiana ++ a ++++ a ----- a 

C. blackesleeana ++ a ++++ a ---- a 

C. lunata ++++ b ++++ a ++++b 

F. moliniforme ++ a ++++ a ----- a 

M miehei ++ a ++++ a ----- a 

R. oligosporus ++ a ++++ a ----- a 

R. nigricans ++ a ++++ a ---- a 

a Biotransformación realizada en el medio A (medio YEPGA): Extracto de levadura, extracto de carne, peptona, glucosa 

b Biotransformación realizada en el medio B: Glucosa, glicerol, peptona, extracto de levadura, KH2PO4 y NaCl 

++)Biotransformación poco cuantitativa determinada por la presencia de los compuestos en CCF. 

El curso de la biotransformación fue monitoreada por CCF, incluyendo tres 

controles: blanco del medio, blanco del hongo y blanco de la sustancia, para asegurarse 

que la mezcla de biotransformación estaba compuesta de productos de la 

biotransformación de los sustratos empleados (1-3) por la acción de los diferentes 

hongos ensayados. 

6.2.6) Biotransformación cuantitativa de las lactonas sesquiterpénicas (1-3). 

De acuerdo con los resultados de la factibilidad se procedió a realizar la 

biotransformación cualitativa de la arglanina (2), ridentina (3) y la ludovicina A (1). 

Para ello, a 150 mL  (20 matraces Erlenmeyer de 250 mL) de medio previamente 

esterilizados se inocularon con 2 mL de una solución densa de esporas de los diferentes 

hongos a ensayar, y se incubaron a 28 °C, 150 rpm. 

6.2.7) Aislamiento y purificación de los productos de bioconversión. Los medios de 

cultivo fueron filtrados a vacio para separar la fase líquida de la biomasa. Se determinó 
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el pH y el volumen total de la fase líquida obtenida. La fase acuosa fue saturada con 

NaCl y posteriormente extraída con CH2Cl2 (extracción líq-líq). La fase orgánica se 

secó con Na2SO4 anhidro y se concentró por medio del rotavapor. Por otro lado, a los 

pellets se les realizó una extracción sól-líq., y se filtró a gravedad sobre Na2SO4 anhidro 

para posteriormente obtener la mezcla de bioconversión por medio de la eliminación del 

disolvente con el rotavapor. 

6.3) Biotransformación de la arglanina (2) con C. blackesleeana. 

 

Esquema 13. Biotransformación de la arglanina (2) con C. blackesleeana 

Se disolvieron 200 mg de arglanina (2) en 20 mL de acetona grado analítico y se 

distribuyeron  en 20 matraces Erlenmeyer con 150 mL de medio YEPGA, con 72 horas 

de inoculación con C. blackesleeana. Después de 14 días de incubación y monitoreando 

la reacción por CCF, se procedió a la separación del medio líquido y de los pellets por 

medio de filtración a vacio, la recuperación de la mezcla de bioconversión presente en 

el medio líquido y en la biomasa se realizó como se indicó anteriormente. El residuo 

(193.4 mg) obtenido de la fase líquida fue purificado por medio de CCV y CCF 

preparativa, para producir 162.2 mg (76.9%) de un sólido blanco de pf. 175-177 °C que 

corresponde a la vulgarina (49) CH2Cl2/i-Pr2O, ver esquema 13. 

Cabe señalar que en los ensayos de factibilidad de la biotransformación de 2 con A. 

niger,  M. miehei, R. nigricans, R. oligosporus, F. moliniforme, se identificó por medio 

de CCF a 49 como producto principal. 


20

D = + 31.58. (MeOH, c 0.3). 

IR max(CHCl3): 3571, 2977, 2937, 1789, 1683, 1344, 1235, 1173, 1115, 995 cm-1 

RMN- 1H (CDCl3).   5.90 (d, J= 10.5 Hz, 1H, H-2), 6.61 (d, J= 10.5 Hz, 1H, H-3), 

2.44 (d, J= 11.5 Hz, 1H, H-5), 4.17 (dd, J= 11.5 y 10.5 Hz, 1H, H-6), 1.73 (m, 1H, H-7), 
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1.66 (m, 1H, H-7), 2.01 (ddd, 1H, H-9), 2.35 (dq, J = 13 y 6.5 Hz, 1H, H-11), 1.27 (d,    

J = 7 Hz, 1H, H-13), 1.22 (s, 1H, H-14), 1.56 (s,  1H, H-15). 

  RMN-13C (CDCl3): 205.6 (C-1), 151.7 (C-2), 170.1 (C-3), 70.1 (C-4), 54.6 (C-5), 

79.6 (C-6), 52.4 (C-7), 22-7 (C-8),  34.2(C-9), 46.2 (C-10), 40.5 (C-11), 179.9 (C-12), 

12.5 (C-13), 23.8 (C-14) y 19.8 (C-15).  

EM (IE) m/z: 264 (15.8), 231 (12.3), 203 (19.2), 132 (36.3),  133 (100), 121 (10.9), 

98 (31.5), 93 (28.1), 55 (15.0). 

6.4) Biotransformación de la ridentina (3) con C. lunata.  

 Esquema 14. Biotransformación de la ridentina (3) con C. lunata. 

La ridentina (3, 109.1 mg)  se disolvió en 10 mL de acetona, y se distribuyó en 20 

matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenían 125 mL de medio B. La 

biotransformación se detuvo después de 16 días, debido al bajo rendimiento que se 

observó por medio de CCF  durante el curso de la biotransformación. Después de la 

purificación y extracción de la mezcla de bioconversión, se logró identificar a epímero 

de la vulgarina (50, 7.6 mg, 13%) y se recuperaron 76.1 mg (70%) de la materia prima, 

ver esquema 14. 

6.5) Biotransformación de la ludovicina A (1) con C. lunata. 

 Esquema 15. Biotransformación de la ludovicina A (1) con C. lunata. 

La ludovicina A (1, 202.4 mg) se disolvió en 10 mL de acetona, y se distribuyó en 

20 matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenían 125 mL del medio B a pH=7. La 
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biotransformación se detuvo después de 14 días. El curso de la reacción fue 

monitoreado por CCF. La mezcla de bioconversión fue purificada por medio de CCV 

usando mezclas de n-hexano-AcOEt de polaridad creciente, produjo 1 (24.3 mg, 12%), 

51 (62.7 mg, 31%) y 52 (105.3 mg, 52%), (ver esquema 15). 

Tuberiferina (51): Sólido blanco (62.7 mg, 31%), pf. 145-147ºC. 

 IR max (CHCl3): 1768, 1675, 1457, 1408, 1308, 1246, 1136, 1045, 996 cm-1;  

RMN-1H (CDCl3):  6.71 (d, J= 9 Hz, 1H, H-1), 6.12 (d, J= 3 Hz, 1H, H-13a), 5.91 

(d, J= 9 Hz, 1H, H-2), 5.43 (d, J= 3 Hz, 1H, H-13b), 2.62 (dc, J= 7, 4 Hz, 1H, H-4), 2.1 

(dd, J= 10, 7 Hz, 1H, H-5), 3.98 (t, J= 10 Hz, 1H, H-6), 2.58 (sc, 1H, H-7), 2.13 (sc, 1H, 

H-8ec), 1.79 (ddd, J= 10, 3 Hz, 1H, H-8ax), 1.75 (sc, 1H, H-9ec), 1.68 (dd, J= 10, 3 Hz, 

1H, H-9ax), 1.40 (d, J= 4 Hz, 3H, H-15), 1.17 (s, 3H, H-14).  

RMN- 13C (CDCl3 ):  157.8 (C-1), 126.8 (C-2), 200.4 (C-3), 42.1 (C-4), 52.3 (C-

5), 82,0 (C-6), 50.2 (C-7), 21.2 (C-8), 37.2 (C-9), 38.5 (C-10), 138.3 (C-11), 170.1 (C-

12), 117.5 (C-13), 19.3 8 (C-14), 14.8 (C-15).  

EM (IE) m/z: 248 M+, 1.2, 232 (2,1), 218 (2.1), 189 (48.0), 148 (32.5), 108 (18.0) 

93 (31.0), 76 (76.0), 51 (26.0), 40 (15.0). 

Ludovicina B (52): Sólido blanco (105.3 mg, 52%). pf.148-150 °C.  

IR max (CHCl3): 3597, 3569, 1768, 1675, 1460, 1409, 1381, 1136, 1044, 996, 965, 

919 cm-1. 

  RMN- 1H (CDCl3):  3.40 (t, J = 2.5 Hz, 1H, H-1), 1.98 (ddd, J = 15 Hz, 1H, H-

2ax), 2.11 (m, 1H, H-2ec), 4.42 (t, J = 3 Hz, 1H, H-3), 3.15 (dt, J = 12, 1.5 Hz, 1H, H-

5), 4.04 (t, J= 12 Hz, 1H, H-6), 2.63 (dddd, J= 12, 3 Hz, 1H, H-7), 2.16 (m, 1H, H-8ec), 

1.58 (ddd,  J = 12, 3 Hz, 1H, H-8ax), 1.37 (m, 1H, H-9ec), 2.24 (dd,  J = 15, 3 Hz, 1H, 

H-9ax), 6.1 (d, J= 3 Hz, 1H, H-13a), 5.47 (d, J= 3 Hz, 1H, H-13b), 0.78 (s, 1H, H-14), 

5.20 (s. a; W1/2 =1.5 Hz H-15), 5.08 (s. a; W1/2 =1.5 Hz, H-15´)   

RMN- 13C (CDCl3 ):  74.34 (C-1), 32.61 (C-2), 75.46 (C-3), 145.26 (C-4), 42.82 

(C-5), 79.96 (C-6), 49.57 (C-7), 21.25 (C-8), 33.93 (C-9), 43.50 (C-10), 139.03 (C-11), 

170.79 (C-12), 117.19 (C-13), 17. 65 (C-14), 113.02 (C-15). 
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6.6) Reacción de epoxidación de la santamarina. 

La santamarina (61.1 mg) se disolvió en CH2Cl2 (15 mL) y se colocó en un matraz 

Erlenmeyer de 50 mL bajo agitación, a la solución resultante se le adicionó lentamente 

114.5 mg de ácido m-cloro perbenzoico (AMCPB) a 0 °C. Una vez concluida la 

reacción, (2.5 h); se procedió a su detención agregando 1 g de hielo a la solución. 

Posteriormente se realizó la separación del producto de la mezcla de reacción con 

CH2Cl2 (5 mL x 5). La fase orgánica obtenida se lavó con una solución saturada de 

NaHSO3 (5 mL x 5), seguido del tratamiento con una solución saturada de NaHCO3 (5 

mL x 5) y finalmente se lavó con agua (5 mL x 5). La fase orgánica fue tratada con 

Na2SO4 anhidro y concentrada en rotavapor. El producto de la epoxidación se cristalizó 

por par de disolventes CHCl3/n-hex. Obteniéndose un sólido blanco cristalino de pf. 

207-209 °C (26.6 mg, 43.5%) que fue identificado como el epóxido de la santamarina 

(53). 

Epóxido de la santamarina (53): Sólido blanco (26.6 mg, 43.5%). Pf.207-209 °C.  

IRmax (CHCl3): 3618, 1767, 1460, 1408, 1385, 1240, 1133, 1088, 1043, 1002 cm1.  

RMN-1H (CDCl3):  3.46 (dd, J = 12, 3 Hz, 1H, H-1), 3.04 (d, J = 3 Hz, 1H, H-3), 

1.92 (d, J = 12 Hz 1H, H-5), 3.93 (dd, J = 12 Hz, 1H, H-6), 2.50 (obs H-7), 1.64 (ddd, 

J= 12, 3 Hz, 1H, H-8ax), 2.08 (m, 1H, H-9ec), 1.26 (m, 1H, H-9ax), 6.10 (d,  J = 3 Hz 

1H, H-13a), 5.44 (d, J = 3 Hz, 1H, H-13b), 0.92 (s, 1H, H-14), 1.50 (s, 1H, H-15)  

RMN-13C (CDCl3 ):  73.68 (C-1), 31.02 (C-2), 60.80 (C-3), 57.36 (C-4), 52.27 (C-

5), 80.68 (C-6), 50.48 (C-7), 21.06 (C-8), 34.21 (C-9), 40.23 (C-10), 138.52 (C-11), 

170.26 (C-12), 117.34 (C-13), 11.77 (C-14), 21.61 (C-15). 

6.7) Biotransformación del epóxido de la santamarina (53) con C. lunata. 

 
 

 Esquema 16. Obtención del epóxido de la santamarina (53) y apertura por medio de C. 

lunata. 
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Para determinar que las condiciones del medio (pH) no influían en la apertura del 

epóxido en la ludovicina A, se procedió a realizar la biotransformación cualitativa del 

epóxido de la santamarina (ver esquema 16). Para lo cual, en el medio B previamente 

esterilizado e inoculado con C. lunata (2 matraces Erlenmeyer con 125 mL de medio), 

se adicionó el epóxido de la santamarina (13 mg) previamente disuelto en 5 mL de 

acetona. El curso de la biotransformación se siguió por medio de CCF, utilizando: 

blanco del medio de cultivo, blanco del epóxido de la santamarina, blanco del hongo, 

una alícuota por cada matraz; y como referencia una muestra auténtica de la 3-hidroxi-

reynosina; sustancia previamente aislada de una población de Artemisia ludoviciana ssp 

mexicana, colectada en la delegación Milpa Alta de la Cd de México. En esquema (17) 

se indica la transformación química del epóxido de santamarina por la acción de C. 

lunata. 

 

Esquema 17. Propuesta de un mecanismo de reacción de la 3α-hidroxireynosina a 

partir de la apertura estereodiferenciada del epóxido de santamarina. 
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7.1) Caracterización e identificación de la ridentina (3). 

Del extracto CH2Cl2 de A ludoviciana ssp mexicana se obtuvo la ridentina (3), 

sustancia que en su espectro de IR (espectro 1)  muestra las absorciones características 

para el grupo hidroxilo en 3334 cm-1  y el grupo -metilen--lactona en 1763 cm-1. 

Por otro lado, en su espectro de masas por impacto electrónico, presenta un ion 

molecular de m/z 264 (1 %) que corresponde a una fórmula molecular  C15H20O4 (= 

6).  En su espectro de RMN-1H (espectro 2), se observa un par de dobletes en  5.97 (d, 

J= 3Hz, 1H) y  5 .54 (d, J= 3 Hz, 1H) que corresponde al metileno exocíclico 

conjugado con la -lactona, fórmula parcial A, ver esquema 18. 

 

Esquema 18.  Fórmula parcial A. 

 

Además de una señal triple en H 4.48 (t, J= 10 Hz, 1H) característico del H-6, 

debido al cierre de la lactona en C-6 del esqueleto de germacrano, el cual muestra  

acoplamiento con H-5 (H 5.28, J= 10 Hz), H-7 (H 2.79, ddddd, J= 10 Hz), fórmula 

parcial B, ver esquema 19. 

 

Esquema 19. Patrón de multiplicidad observada para H7, H9 y H8 en RMN-1H. 
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En el espectro COSY, se observan las interacciones de H-7(H 2.79) con H-6 (H 

4.48) y H-5 (H 5.28). Además de las interacciones de H-1ax (H 4.05)  con H-2ax (H 

1.89). De H-3 (H 3.76) con H-2ax (H 1.89), y finalmente H-5 (H 5.28) con H-6 (H 

4.48) y H-15 (H 1.58). 

Con base en el espectro COSY (esquema 20) y por el desplazamiento químico a 

campo bajo de H-5 (H 5.28), sugiere que existe un doble enlace entre los C-4 y C-5; 

siendo el C-4, donde se localiza el grupo CH3-15 (H 1.52, d, J= 1.5 Hz, 1H). En  5.03 

y 4.79 se observan dos señales anchas, que corresponden al metileno exocíclico que se 

encuentra en C-10, lo cual confirma que se trata de una lactona sesquiterpénica con 

esqueleto germacrano, y dos dobles ligaduras entre los 4(5) y 10(14).  

 

Esquema 20. RMN-1H (COSY) para la ridentina (3) 

Otras señales adicionales que se observan en el espectro de RMN-1H de esta 

molécula, son los hidrógenos geminales a grupos hidroxilo, los cuales corresponden por 

su desplazamiento químico y con base en su espectro COSY (esquema 20) a los H-1 (H 

4.04) y H-3 (H 3.76).  
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Los hidrógenos correspondientes a C-8, aparecen en 1.90 (s.m.) y en 1.52 (s.m.)  que 

corresponden a H-8ax y H-8ec respectivamente; los cuales muestran una interacción 

con los hidrógenos del C-9, H-9ec (H 2.38) y H-9ax (H 2.27).  

Con base en el análisis descrito, se propuso que la sustancia aislada corresponde a la 

ridentina (3), germacranólida  aislada de otras especies de Artemisia [38]. Los 

desplazamientos químicos y multiplicidad de RMN-13C (DEPT).se observan en su 

espectro 3. 

 

7.2) Obtención del derivado diacetilado de la ridentina (54). 

 
Esquema 21. Reacción de acetilación de (3) con Ac2O/Py  a T. ambiente. 

Para corroborar la estructura propuesta, se procedió a la obtención de su derivado 

diacetilado, ver esquema 21; como se describe en la parte experimental. En la tabla 2, se 

muestran las variaciones en desplazamientos químicos de RMN- 13C de 3 y su derivado 

diacetilado 54. De donde se puede observar que la mayor diferencia debido a la 

presencia del grupo acetato, son los C-1 ( -1.8)  y C-3 ( -1.8),  el cual ejerce un 

efecto electroatractor sobre dichos átomos de carbono; mientras que para el C-2 hay un 

efecto de protección  ( 5.7).  Así como, en los C-14 ( -4.7) y C-15 ( -1.2). 
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Tabla 2. Desplazamientos químicos de RMN-13C para 3 y 54. 

  

     Carbono        (3)       (54)    (3)-  (54) 

C-1 73.6 75.4* -1.8 

C-2 41.5 35.8 5.7 

C-3 73.8 75.6* -1.8 

C-4 147.3 142.8 4.5 

C-5 120.5 124.2 -3.7 

C-6 79.6 79.5 0.1 

      C-7 43.0 48.5 -5.5 

C-8 25.8 26.1 -0.3 

C-9 30.5 29.7 0.8 

C-10 144.2 145.9 -1.7 

C-11 140.1 139.4 0.7 

C-12 169.3 169.5 -0.2 

C-13 117.6 110.9 6.7 

C-14 109.6 114.3 -4.7 

C-15 11.2 12.4 -1.2 

CH3-CO ------ 21.2 ------ 

CH3-CO ------ 21.0 ------ 

 

Al comparar el espectro de RMN-1H de la ridentina (3) con su derivado  diacetilado 

(54), se observan dos señales simples características del grupo acetilo en H 2.60  y H 

1.99. Además se observan las señales correspondientes a H-1 y H-3, los cuales han 
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sufrido desplazamiento a campo bajo debido al cambio del grupo funcional (grupo 

hidroxilo al grupo acetato). 

7.3) Biotransformación de la ridentina (3) con Curvularia lunata. 

 

 Esquema 22. Biotransformación de la (3) con C. lunata. 

El producto obtenido de la biotransformación de 3 con C. lunata (ver esquema 22) 

muestra en su espectro de IR, las adsorciones características para una lactona 

sesquiterpénica 1775 y 1665 cm-1, que corresponden a la  (C=O) y (C=C) 

respectivamente. Además de la  (O-H) en 3520 cm-1, sugiriendo la presencia de un 

grupo hidroxilo. 

En su espectro de RMN-1H (espectro 4), se observa un sistema AB en  6.61 (d, J= 

10.5 Hz, 1H) y 5.90 (d, J= 10.5 Hz, 1H), conjugado a un grupo carbonilo, que por su 

desplazamiento químico y constantes de acoplamiento  no corresponden al metileno 

exocíclico  de la -lactona, fórmula parcial A , ubicándose a dicho fragmento en el 

anillo A del esqueleto de eudesmano como se observa en el esquema 23, y que 

corresponden a H-3 y H-2 respectivamente, con base en las estructuras resonantes 

mostradas en dicho esquema.  

 

Esquema 23. Estructuras resonantes para H-2 y H-3 en el anillo A. 
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Asimismo, se puede observar  que el compuesto 3 fue hidrógenado en estas 

condiciones de reacción 28°C, 150 rpm, 14 días, ya que en su espectro (espectro 4) 

no se observan las señales características del metileno exocíclico de la -lactona, y se 

observa una señal doble (d, J=7.1 Hz) en  1.24 que corresponde al CH3-13, que por el 

valor de su constante de acoplamiento sugiere que el metilo presenta una orientación . 

La hidrogenación del doble enlace 11-13 parece ser un proceso común en las 

transformaciones microbiológicas de lactonas sesquiterpenicas por hongos 

filamentosos.  La regioselectividad del 11-13 puede ser un mecanismo de defensa del 

microorganismo contra la actividad antifúngica de algunas lactonas. La presencia de la 

.metilen--lactona  es responsable en muchos casos de la actividad biológica de este 

tipo de sustancias [10, 20, 22]. 

Por otro lado, en el esquema 24 se muestra el espectro HSQC, para el producto en 

discusión, donde se observa la correlación de cada átomo de carbono con los hidrógenos 

presentes en la molécula; como por ejemplo, se pueden situar: C3-H (H 6.61, d), C2-H 

(H 5.90, d), C6-H (H 4.17, dd), C5-H (H 2.44, dd) y C11-H (H 2.35, dq)  

 

Esquema 24. Correlaciones C-H (HSQC) para el epímero de la vulgarina (50). 

 



53 

 

En el esquema 25 se muestra su espectro HMBC, donde se observan las 

interacciones de los diferentes carbonos con los hidrógenos a dos (C-C-H)  y  tres       

(C-C-C-H) enlaces. 

La señal simple de  4.37 (J= 11.2, 1H) corresponde Hax del C-6, donde se 

encuentra cerrada la lactona, dicho hidrógeno muestra un acoplamiento trans-diaxial 

con H-5 ( 2.48, d, J=11.2 Hz) y el H-7, la señal simple en  1.4 corresponde CH3- 14. 

La orientación del grupo CH3- en el C-13 se estableció por el valor de la constante 

de acoplamiento entre H-7 y H-11 (J=7.1 Hz), este valor de constante de acoplamiento 

(J) está de acuerdo para una disposición trans de los hidrógenos mencionados y por 

tanto el CH3-13 presenta una orientación , dicha posición es confirmada por el efecto 

-gauche, efecto de protección que ejerce el CH3-13 en los C-8 y C-6, como se ilustra en 

el esquema 25. 

La estereoquímica del C-4, se dedujo con base en los desplazamientos químicos en 

RMN-13C, debido al efecto -gauche en los C-10 y C-6 donde la orientación  del grupo 

hidróxilo, genera un efecto de protección sobre dicho átomo de carbono, mientras que si 

el grupo OH, fuera -pseudo ecuatorial, el único C protegido sería el C-6. 

 

Esquema 25. HMBC para el epímero de la vulgarina (50) 
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Aunado a la discusión anterior en el esquema 26, se muestra una posible propuesta 

en la formación del compuesto en discusión, la cual inicia con la protonación del doble 

enlace 10-14 para generar un carbocatión terciario (3b) seguido de la formación del 

anillo (6-6) de eudesmano y la generación del carbocatión terciario respectivo (3c), el 

carbocatión en C-4 (3d) es estabilizado por el ataque nucleofílico del grupo hidroxilo -

pseudoecuatorial del C-3 para generar la estructura 3e. La sustracción del H-2 y la 

apertura del epóxido hacia el C-4 (carbono más impedido) para formar un doble enlace 

C-2 y C-3 (3f). Finalmente la oxidación del C-1 conlleva a  la formación del grupo 

carbonilo-,-insaturado y la hidrogenación 11-13 para la formación del epímero10 de la 

-vulgarina (50). 

 

 

Esquema 26. Propuesta de mecanismo para la bioconversión de la ridentina (3) al 

epímero de la vulgarina (50). 

 

 

                                                      

10 Un epímero es un estereoisómero que tiene una configuración diferente en un solo centro 
estereogénico. Cuando se incorpora un epímero a una estructura en anillo, es llamado anómero. 
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7.4) Caracterización e identificación de la arglanina (2). 

 

De la purificación de las fracciones obtenidas con n-hexano/AcOEt (80:20) del 

extracto CH2Cl2 de las partes aéreas de Artemisia ludoviciana ssp mexicana; se aisló un 

sólido blanco, el cual en su EM (IE) presenta un ion molecular de m/z 262, (16.4%) que 

corresponde a una fórmula molecular C15H18O4. 

En su espectro de IR se observa en 3574 cm-1 una banda característica de  (O-H), 

mientras en 1774 cm-1 se observa la  (C=O) de una -metilen--lactona. Además en 

1683 cm-1 y 1627 cm-1 se observa la presencia de una cetona - insaturada, lo cual es 

confirmado en su espectro de RMN -1H. 

La información de su espectro RMN -1H, establece la estructura parcial A (ver 

esquema 27), ya que se observa un sistema AB en  5.88 (d, J = 11 Hz, 1H) y  6.60 (d, 

J = 11 Hz, 1H), que se le asignan a H-2 y H-3 respectivamente, debido a que H-3 se 

encuentra más desprotegido con base en las formas resonantes indicadas en el esquema 

anterior. La señal en 1.57 (s, 3H) corresponde a un metilo geminal y a un grupo 

hidroxilo. 

 
Esquema 27. Estructura parcial y formas resonantes para la arglanina (2). 

 
Las señales correspondientes a los hidrógenos del doble enlace exocíclico de la  

lactona se observan en  6.15 (d, J = 3Hz, 1H) y  5.48 (d, J = 3Hz, 1H) para H-13b y 

H-13a. Asimismo se observa en  4.12 (t, J = 11Hz, 1H), la señal característica del H-6 

con una orientación -axial, se acopla con H-5 ( 2.55, d, J = 11Hz, 1H), el cual tiene 

una orientación -axial. Este análisis aunado a la presencia a una señal simple en  1.2 

(s, 3H) que corresponde a CH3-14, permite deducir que se trata de una lactona 

sesquiterpénica con esqueleto de eudesmano. 
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La comparación de los datos ya descritos con los informados en la literatura se pudo 

corroborar que la sustancia aislada del extracto diclorometánico de A. ludoviciana ssp 

mexicana es la arglanina (2) 23, 42, 44. 

 

 
 

7.5) Biotransformación de la arglanina (2) con C. blackesleeana. 

 

 
Esquema 28. Biotransformación de la arglanina (2) con C. blackesleeana 

La adición de arglanina (2) al medio YEPGA con 72 h de inoculación con C. 

blackesleeana, y después de 14 días de biotransformación. Se procedió a la purificación 

de la mezcla de bioconversión por medio de CCV, empleando como eluyente mezclas 

de n-hexano/AcOEt de polaridad creciente; de donde se obtuvo un sólido cristalino de 

pf. 175-177 °C (ver esquema 28). 

 

Al comparar los espectros de RMN-1H de la sustancia 2 con 49, se observa la 

desaparición de las señales correspondientes al doble enlace exocíclico de la -lactona 

(H-13a y H-13b) ver esquema (29), lo cual indica que la acción de C. blackesleeana  fue 

la de hidrogenar el doble enlace 11-13.  
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Esquema 29. Desplazamientos químicos para H-2 y H-3 en la vulgarina (49) y 

arglanina (2). 

 

Por otro lado, con base en sus espectros COSY, NOESY, HMBC y HSQC se puede 

concluir que la sustancia mayoritaria obtenida de dicha biotransformación es la 

vulgarina (49), sustancia aislada en especies de Artemisia europeas. 

 

7.6) Caracterización e identificación de la ludovicina A (1). 

 

De la purificación de las fracciones obtenidas con n-hexano/AcOEt (80:20); se aisló 

un sólido cristalino transparente, el cual en su EM (IE) presenta un ión molecular de m/z 

264, que corresponde a una fórmula molecular C15H20O4. 

 

En su espectro de RMN -1H, se observan señales características de una lactona 

sesquiterpénica con esqueleto de eudesmano: a  4.09 (dd, J = 12, 11 Hz, 1H) señal que 

se le asigna a H-6, la cual de acuerdo con el espectro COSY, se acopla con H-5 y H-7; 

los cuales aparecen en  2.33 (d, J = 11 Hz, 1H) y  2.43 (m, 1H) respectivamente, 

asimismo las señales en  1.35 (s,3H) y  0.81 (s,3H) son asignadas a CH3-15 y CH3-14 
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respectivamente, mientras que en  5.93 (d, J = 3 Hz, 1H) y  5.51 (d, J = 3 Hz, 1H) se 

observan dos señales dobles correspondientes a H-13b y H13a del doble enlace 

exocíclico, las cuales confirman la hipótesis de la estructura propuesta. 

 

La señal que se observa en  4.41 corresponde al hidrógeno del grupo hidroxilo; esto 

se comprueba cuando se equilibra con D2O, donde dicha señal desaparece. 

 

La señal en  3.50 (t, J = 5 Hz, 1H) corresponde por su desplazamiento químico a un 

hidrógeno geminal a un grupo hidroxilo, la cual queda de manifiesto al observar el 

espectro COSY (esquema 30), donde se observa claramente la interacción del hidrógeno 

del grupo hidroxilo ( 4.41) con el hidrógeno del C-1. Por otro lado se observa en  2.82 

una señal doble (J = 5 Hz) que integra para 1H, que puede ser asignada a un hidrógeno 

base de epóxido, mientras que la señal múltiple en  2.14 fue asignada a los hidrógenos 

del C-2, lo que se puede observar en el esquema 30. 

 

Esquema 30. Espectro COSY para la ludovicina A (1) 

 

 



59 

 

7.7) Biotransformación de la ludovicina A (1) con Curvularia lunata. 

 

Esquema 31. Reacción de ludovicina A (1) con C. lunata. 

La ludovicina A, con Curvularia lunata en el medio B produjo tuberiferina (51, 

31%)  y ludovicina B (52, 52%). En el espectro de masas por impacto electrónico se 

observa un ión molecular de m/z 248, el cual corresponde a una fórmula molecular 

C16H18O3. En su espectro de IR (espectro 8), muestra a 1768 cm-1 que corresponde a la 

-lactona y en 1675 cm-1 a un grupo carbonilo de cetona,-insaturada. 

En su espectro de RMN-1H, se observa la presencia de un metileno exocíclico de la 

-lactona, H 6.12 (d, J = 3 Hz, 1H, H-13a) H 5.43 (d, J = 3 Hz, 1H, H-13b)  y una 

cetona ,-insaturada cuyos hidrógenos aparecen H 6.71 (d, J = 9 Hz, 1H) y H 5.91 (d, 

J = 9 Hz, 1H), los cuales corresponden a H-2 y H-1 respectivamente, como se muestra 

en el esquema 32. 

 

Esquema 32. Desplazamientos químicos para el sistema carbonílico - 

insaturado presente en el producto (51) la tuberiferina.  

Por otra parte, se observa una señal centrada H 2.62 (dc, J = 6 Hz y 4 Hz, 1H) se 

asignó a H-4, el cual muestra en su espectro COSY, una correlación con H-5 (H 2.1, 

dd, J = 7 Hz) y CH3-15 (H 1.4, d,  J = 4 Hz, 3H) sugiriendo que el H-4 presenta una 

orientación -axial. Adicionalmente en su espectro NOESY se observan las 
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interacciones entre H-4 con H-6 (H  3.98) y CH3-14, lo cual confirma la estereoquímica 

del C-4. 

 

Esquema 33. COSY para la tuberiferina (51). 

La formación del anillo de la -lactona en el C-6, se confirma por la señal triple en H 

3.98 (t, J = 10 Hz 1H), el cual muestra una interacción trans-diaxial con H-5 (H 2.10) y 

H-7 (H  2.60), lo cual se confirma con base en su espectro NOESY. 

Por otro lado, la señal simple H 1.18 (s, 3H), se asigna al CH3-14. En  H 1.79, la 

señal ddd (J = 10 y 3 Hz), se asignó al H-8 con disposición -axial acoplada de manera 

anti-periplanar con H-9ax (H 1.68, dd, J = 10 y 3 Hz) y con H-7 (H  2.60). Las dos 

señales obscurecidas H 2.13 y H 1.75 corresponden a H-8ec y H-9ec 

respectivamente; la variación de los desplazamientos químicos en C-8 y C-9, es debido 

a que son adyacentes a centros estereogénicos, de ahí su naturaleza diasterotópica. 

Los desplazamientos químicos anteriormente discutidos concuerdan con los 

informados en la literatura para la tuberiferina (51), sustancia previamente aislada de 

Sonchus tuberifera 38. 
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Por otro lado, el producto mayoritario de la biotransformación de 1 con C. lunata, 

corresponde a un sólido blanco que en su espectro de IR, se observan bandas 

características de (O-H) en 3597  cm -1 y (-metilen--lactona) en 1768 cm-1. En su 

espectro de masas por impacto electrónico presenta un ion molecular de  m/z 264 

(15.3%), el cual se asocia a una fórmula molecular C15H20O4. 

En el espectro de RMN-1H de 52 se observan las señales H 6.10 (d, J = 3Hz, 1H) y 

H 5.47 (d, J = 3Hz, 1H) que corresponden al doble enlace exo-cíclico de la -lactona. 

Las señales en H 5.21 (s.a.) y H 5.08 (s.a.) corresponde al metileno exo- cíclico entre 

los C-4 y C-15; la variación en el desplazamiento químico de H-15a a campo bajo es 

generado por el efecto estérico del grupo hidroxilo localizado en C-3. La señal triple 

centrada en H 4.04 (t, J = 12 Hz, 1H) corresponde al H-6, el cual tiene una orientación 

ec, lo cual sugiere que presenta un esqueleto de eudesmano. 

Las señales de los hidrógenos en el C-15, se confirman por las señales de H-3 (H 

4.42, t, J = 3 Hz, 1H) y H-15 (H 3.15, dt, J = 12 y 1.5 Hz, 1H), las cuales muestran 

acoplamiento alílico con el metileno en C-4. El desplazamiento químico en H-3 a 

campo bajo es debido a la presencia del grupo hidroxilo, cuya orientación en el C-3 es  

-axial. Lo anterior se comprueba por la constante de acoplamiento del H-2ec en H 

2.11 y el H-2ax H 1.98 (ddd, J = 15 y 3 Hz 1H), mientras el H-5 se desprotege por el efecto 

inductivo del metileno exocíclico entre los C-4 y C-15, presentando un acoplamiento alílico (J = 

1.5 Hz) con el metileno del C-15; y una interacción trans axial con H-6 (J = 12 Hz). 

 Por otro lado, la señal triple en H 3.40 (J = 3 Hz, 1H), se asignó a H-1 que se 

encuentra geminal a un grupo hidroxilo, de acuerdo con su espectro COSY, ver 

esquema 34, dicho hidrógeno muestra una interacción con H-2 y H-2β; el valor de su 

constante de acoplamiento establece una disposición ax. 
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Esquema 34. COSY de la ludovicina B (52). 

 

En H 2.63 (dddd, J = 12 y 3 Hz, H-1) se observa un sistema ABX que se asignó a H-

7, el cual se acopla de manera antiperiplanar con H-6 y H-8ax, y con acoplamiento 

alílico con H-13. 

Señales adicionales se localizan en H 1.58 (ddd, J = 12 y 3 Hz, 1H) y H 2.16 (m 

1H), las cuales corresponden a H-8βax y H-8βec respectivamente, y muestran 

acoplamientos con los H-9βec (H 1.37, m) y H-9βax (H 2.24, dd,  J = 15 y 3 Hz). 

Con base en lo anterior, se estableció que el producto mayoritario de la 

biotransformación corresponde a la ludovicina B (52) 24, 39. 
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Los productos obtenidos de la bioconversión de 1 con C lunata en el medio B, fueron 

51 y 52. La formación de dichos productos puede ser racionalizada mediante la apertura 

regioselectiva del oxirano para generar el carbocatión más estable sobre C-4, para 

posteriormente sustraer un protón del C-15 y generar el metileno exociclíco entre C4-C15 

de 52, ver esquema 35. 

 

Esquema 35. Propuesta de mecanismo para la bioconversión de la ludovicina A (1) con 

C. lunata para dar ludovicina B (52). 

 

Posteriormente, la formación de 51 se da a partir de la protonación del metileno 

exocíclico 4,15 para generar un carbocatión terciario en C4, seguido de una reacción 

semipinacólica 40, como se describe en el esquema 36. El carbocatión terciario en C4, 

es estabilizado por la transposición de un hidruro para generar un ion oxonio, el cual se 

estabiliza mediante la formación de la forma ceto. La sustracción de H-2 y la salida de 

una molécula de agua favorecen la formación de la cetona - insaturada en 51. 
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Esquema 36. Propuesta de mecanismo para la bioconversión de ludovicina A (1) con C. 

lunata para dar tuberiferna (51). 
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VIII. CONCLUSIONES. 
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8.1) A partir del extracto CH2Cl2 de Artemisia ludoviciana ssp mexicana, 

recolectada en San Pedro Actopan, Milpa Alta, se obtuvieron los compuestos: 

ludovicina A (1), arglanina (2) y ridentina (3). 

8.2) A partir del extracto CH2Cl2 de Artemisia ludoviciana ssp mexicana, 

recolectada en San Rafael Tlalmanalco, Edo. De México, se obtuvieron los 

compuestos: ludovicina A (1), y arglanina (2). 

8.3) Se identificó y caracterizó a la ridentina (3) y se obtuvo su derivado 

diacetilado (54) por medio del tratamiento ridentina (3) con anhídrido acético y 

piridina a temperatura ambiente. 

8.4) De la biotransformación de la ridentina (3) con C. lunata, se obtuvo el 

epímero de la vulgarina (50) como producto mayoritario, en el medio B. 

8.5) De la biotransformación de la ludovicina A (1) con C. lunata en el 

medio B, se obtuvieron ludovicina B (52) y tuberiferina (51). 

8.6) De la biotransformación de la arglanina (2) con C. blackesleena en el 

medio A, se obtuvo a la vulgarina (49) como producto mayoritario. 

La hidrogenación del doble enlace 11-13, es un proceso común observado en la 

biotransformación microbiológica de las lactonas sesquiterpénicas por hongos 

filamentosos. La hidrogenación regioselectiva 11-13, puede ser un mecanismo de 

defensa de los hongos contra la actividad antifúngica de algunas lactonas. Como ya se 

ha mencionado el grupo funcional -metilen--lactona es responsable de esta actividad 

biológica de las lactonas sesquiterpénicas [10, 20, 22, 41-42]. Por otro lado, la 

bioconversión de 3 a 50 y de 1 a 51 y 52 se debe de enfatizar por su importancia 

biogenética [39, 43]. La formación del oxirano como intermediario, ha sido informada 

en la biotransformación de los sesquiterpenos [44], se conoce bien que son compuestos 

altamente reactivos por lo que en ocasiones son difíciles de obtener. 
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X. ESPECTROS. 
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                  Espectro 1. IR de la ridentina (3) 
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               Espectro 2. RMN-1H de la ridentina (3) 
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                             Espectro 3.  RMN 13C de la ridentina (3)  
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                            Espectro 4. RMN -1H de la vulgarina (49). 
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Espectro 5. IR de la arglanina (49). 
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      Espectro 6. RMN -1H de la arglanina (2). 
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         Espectro 7.  RMN -1H  de la ludovicina A (1).  
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            Espectro 8. IR de la tuberiferina (51). 
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      Espectro 9. RMN-1H  de la tuberiferina (51). 
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        Espectro 10. IR de la ludovicina B (52). 
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         Espectro 11. RMN-1H de la ludovicina B (52). 
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