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1 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Importancia de los hongos microscópicos como una fuente potencial de 

metabolitos biodinámicos 

El descubrimiento fortuito del hongo filamentoso Penicillium notatum, por 

Alexander Fleming en 1929, y el amplio uso terapéutico de la penicilina durante la 

segunda guerra mundial, marcaron el comienzo de una nueva era en la medicina 

denominada "la edad de oro de los antibióticos".1 

La mejora continua de las técnicas analíticas de separación y purificación de 

metabolitos biodinámicos, además de los métodos novedosos de búsqueda en 

fuentes naturales inexploradas, han permitido la obtención de más de 250,000 de 

productos naturales.2 De éstos, aproximadamente el 65% han sido obtenidos de 

plantas y el 19% de microorganismos. De los 40,000 compuestos que se han 

obtenido hasta el momento estos últimos, el 40% son producidos por bacterias 

(principalmente por actinomicetos) y el 39% por hongos.2 Cabe mencionar que estos 

metabolitos secundarios han incidido de manera importante en el control de 

enfermedades infecciosas u otros problemas de salud, además de contribuir con el 

desarrollo de la industria farmacéutica.3 

Los hongos son organismos eucarióticos caracterizados por la formación de hifas, 

que son estructuras filamentosas constituidas por una sucesión de células 

intercomunicadas y que en conjunto constituyen el micelio.4 Estos organismos son 

muy diversos y cosmopolitas. A la fecha, se han descrito más de 100,000 especies 

y se estima que podrían existir entre 1,5 y 5 millones de especies a nivel mundial.5 

La clasificación general de estos microorganismos se basa, en primera instancia, 

en la comparación de las secuencias del gen 18S ribosomal, que permite identificar 

a varios grupos fúngicos importantes como son: los quitridiomicetos, los 

zigomicetos, los glomeromicetos, los ascomicetos y los basidiomicetos.6 Sin 

embargo, actualmente la identificación taxonómica a nivel de especie se realiza 

mediante el análisis genético de su espaciador interno ribosomal (ITS).7 
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Los organismos fúngicos juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la 

biosfera ya que son los principales agentes que participan en la descomposición de 

la materia orgánica, permitiendo así completar el ciclo de la materia y de la energía.4 

Otra característica importante de éstos es que son una fuente invaluable de 

metabolitos bioactivos estructuralmente diversos, y que han servido de prototipos 

estructurales para la elaboración de numerosos fármacos, como son los agentes 

inmunosupresores, que han revolucionado el campo de la medicina al facilitar el 

trasplante de órganos, antitumorales, estimulantes de la motilidad intestinal, 

hipocolesterolemiantes, antiparasitarios, antihelmínticos, además de insecticidas y 

herbicidas (Tabla 1).8 

Tabla 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios producidos por hongos 
microscópicos de importancia farmacéutica y/o agroquímica. 

Especie 
productora 

Compuesto Estructura molecular 
Actividad 
biológica 

Penicillium 
chrysogenum9 Penicilina G 

 

Antibiótico 
β-lactámico 

Cephalosporium 
acremonium10 

Cefalosporina 
C 

 

Antibiótico 
β-lactámico 

Aspergillus 
fumigatus10 Gliotoxina 

 

Inmuno-
supresor 

Beauveria 
nivea10,11 

Ciclosporina 
A 

 

Inmuno-
supresor 

Isaria sinclairii12  Miriocina 

 

Inmuno-
supresor 
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Tabla 1. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios producidos por hongos 
microscópicos de importancia farmacéutica y/o agroquímica (continuación). 

Aspergillus 
terreus10,13 Lovastatina 

 

Hipocoles-
terolemiante 

Penicillium 
citrinum10,13 Compactina 

 

Hipocoles-
terolemiante 

Phoma sp.10 Escualesta-
tina 

 

Hipocoles-
terolemiante 

Claviceps 
purpurea9 Ergotamina 

 

Vasoconstrictor 

Metarhizium 
anisopliae10,14 Destruxina A 

 

Antineoplásico 

Penicillium 
patulum10 

Ácido 6-metil-
salicílico 

 
Antiinflamatorio 

Neotyphodium 
spp.10 Peramina 

 

Insecticida 

 

Así, el papel de los microorganismos fúngicos en la producción de medicamentos 

para el tratamiento de diversas enfermedades ha sido muy relevante. Sin embargo, 

el desarrollo del fenómeno de resistencia se ha convertido en un problema, de tal 
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manera que la búsqueda de nuevos metabolitos que permitan disminuir este 

fenómeno y/o que presenten novedosos mecanismos de acción está plenamente 

justificado.8 

1.2 Phoma macrostoma 

Phoma macrostoma (Sphaeropsidaceae) es un hongo fitopatógeno y 

oportunista que provoca clorosis en hojas (foto-blanqueamiento, Figura 1), e inhibe 

el crecimiento y el brote de la raíz en las plantas susceptibles.15–17 También causa 

necrosis sobre plantas herbáceas y leñosas, y llega a generar putrefacción en las 

hojas de alcachofa.18,19 Otras especies del género son saprófitas, es decir, que viven 

en el suelo. 

 
Figura 1. Efecto de fitopatogenicidad provocado por el hongo Phoma macrostoma en 
plantas de cardo canadiense (Cirsium arvense). Izquierda: plantas sanas. Derecha: 
manifestación de clorosis intensa (Imagen tomada de Graupner et al. 2003).15 

 

Phoma macrostoma var. macrostoma produce un pigmento característico opaco 

rojo-violeta en las hifas. Por otro lado, P. macrostoma var. incolorata se distingue 

por la ausencia de pigmentación en las hifas.15 Algunos metabolitos fitotóxicos 

obtenidos de diversas especies de este género son la phomalairdenona producida 

por P. lingam,20 las nonenólidas producidas por P. herbarum,21 los ésteres de 

epoxidón de Phoma sp.,22 y la putaminoxina de P. putaminum.23 entre los más 

importantes. Otros metabolitos bioactivos producidos se muestran en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Metabolitos secundarios producidos por el género Phoma.  

Especie Metabolito Estructura 

P. lingam20,24–28 

Phomalirazina 

 
Sirodesmina PL 

R= Ac 
Desacetilsirodesmina PL 

R= H 
 

Phomaligina A 

 

Phomalairdenona A 

 

Phomamida 

 

Phomálida 

 

2,4-Dihidroxi-3,6-
dimetilbenzaldehído 

 

Maculansina A 
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Tabla 2. Metabolitos secundarios producidos por el género Phoma (continuación). 

P. lingam25–28 

Anhídrido de L-valil-L-
triptófano 

 

Phomapirona A 

 

Phomapirona B 

 

Phomapirona C 

 

Ácido Phomenoico 

 

Phomenolactona 

 

P. betae29 

Betaenona A 

 

Betaenona B 
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Tabla 2. Metabolitos secundarios producidos por el género Phoma (continuación). 

P. tracheiphila30 Meleína 
 

Phoma sp.22 
 

P. glomerata31 

Epoxidón 
X= OH 

 

P. sorghina32 

Desoxiepoxidón 
X= H 

Filostina 

 

P. putaminum23,33 

Putaminoxina 
R= CH2CH2CH3 
Putaminoxina B 

R= CH2CH2CH2CH2CH3  

Putaminoxina C 

 

P. macdonaldii34 Ziniol 

 

P. herbarum21,35 

Herbarumina I 
R1 = OH, R2 = H 
Herbarumina II 
R1 = R2 = OH 

Herbarumina III 
R1 = R2 = H  

Phoma sp.36  Pirenoforol (helmidiol) 
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Tabla 2. Metabolitos secundarios producidos por el género Phoma (continuación). 

Phoma sp.36 2,3,10,11-
Tetrahidropirenoforol 

 

P. exigua var. 
exigua37 

Citochalasina B 

 

Deoxaphomina 

 

P. sorghina38 Pachibasina 

 
 

En la literatura científica especializada existe un solo reporte realizado por el grupo 

de Graupner sobre el aislamiento de metabolitos secundarios a partir de la especie 

Phoma macrostoma.15 Estos investigadores realizaron la evaluación de la actividad 

herbicida de seis extractos orgánicos derivados de las cepas identificadas con las 

claves 94-44B, 94-359A, 95-268B, 94-26, 95-54A1 y 95-54A2, aisladas de 

pequeñas lesiones cloróticas y necróticas de hojas, y tejidos del tallo de plantas de 

cardo canadiense (Cirsium arvense), recolectadas en los campos, pastos y bordes 

de la carretera en tres provincias de Canadá entre los años de 1985 y 1997.15 Estos 

extractos fúngicos provocaron foto-blanqueamiento cuando se aplicaron sobre las 

plantas de hoja ancha, además de que se observó una inhibición del crecimiento 

después de 4-6 días, y muerte de la planta después de 14 días.15 El estudio químico 

realizado sobre esta especie condujo al aislamiento de dos metabolitos secundarios 

fitotóxicos, las macrocidinas A y B (Figura 2), que son los primeros representantes 

de una nueva familia de ácidos tetrámicos cíclicos.15,16 
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Figura 2. Estructura química de las 

macrocidinas A y B. 

 

Por otro lado, Bailey y colaboradores también a partir de P. macrostoma realizaron 

una formulación granular para la propagación superficial del césped o tierra, 

mediante la encapsulación del micelio.16,17 Este tipo de formulación y aplicación a la 

rizosfera favorece la absorción de las fitotoxinas (macrocidinas A y B), las cuales se 

liberan a partir del gránulo en el suelo húmedo y son absorbidas por las raíces de 

las plantas, y al mismo tiempo, el hongo germina e invade el huésped penetrando a 

través de la raíz.39 Cabe destacar que esta formulación de gránulos mantiene su 

actividad como bioherbicida en combinación con fertilizantes comerciales, 

especialmente en combinación con fertilizantes nitrogenados.17 De tal manera que, 

se ha propuesto el uso de este hongo como bioherbicida comercial para el manejo 

de malezas en pasto, y de utilidad en la agricultura, horticultura y silvicultura.16,17  

1.3 Neosartorya sp. 

Los hongos del género Neosartorya han sido aislados principalmente a partir 

de muestras del suelo (N. fischeri,  N. siamensis, N. pseudofischeri, etc.),40–43 

ambientes marinos (N. paulistensis, N. laciniosa, N. tsunodae, etc.)42–44 además de 

jugos de frutos procesados (N. fischeri).40 Cabe mencionar que este género es 

considerado un problema grave para la industria de alimentos debido a que todas 

sus especies son capaces de crecer en altas temperaturas,45 además de que 

producen ascosporas resistentes al calor en diferentes productos alimenticios 

tratados térmicamente.40,41 
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Actualmente se han identificado 26 especies pertenecientes a este género, y 

algunas de ellas como N. fischeri, N. pseudofischeri, N. hiratsukae y N. spinosa, han 

sido descritas como patógenos en humanos, causando enfermedades como la 

aspergilosis invasiva, osteomielitis, endocarditis y queratitis micótica.41,46 Algunas 

cepas de N. fischeri son capaces de producir toxinas como la terreína, las 

fumitremorginas A, B, C y TR-2, y el verruculógeno. Las fumitremorginas actúan 

sobre el sistema nervioso central causando convulsiones sostenidas y la muerte en 

animales. El verruculógeno es el más tóxico de éstas y la fischerina, producida por 

la cepa N. fischeri var. fischeri, causa peritonitis letal en ratones.40,47 

Cabe mencionar que muchos compuestos con propiedades antimicrobianas y 

citotóxicas se han aislado también a partir de diversas especies del género 

Neosartorya (Tabla 3). Algunos de ellos son los pirrolindoles y las fischerindolinas 

de N. pseudofischeri, los cuales inhiben el crecimiento celular de líneas de cáncer 

de humanos y de ratón;48 las glabramicinas A, B y C, aisladas de N. glabra, con 

actividad antibacteriana;49 la solanapirona A, aislada a partir del cultivo de N. fischeri 

(KUFC 6344), con una importante actividad citotóxica contra las líneas cancerígenas 

MCF7, NCI-H460 y A375-C5,43 y las fiscalinas, que poseen actividad inhibitoria de 

la unión de la sustancia P al receptor de neuroquinina-1 (NK-1) humana.50  

Tabla 3. Metabolitos secundarios aislados a partir del género Neosartorya.  

Especie Metabolito Estructura 

N. fischeri44,50,51 

Fischeácido 

 

Fischexantona 

 
Sidowinina A 

R = H 
Sidowinina B 

R = OH  

AGI-B4 
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Tabla 3. Metabolitos secundarios aislados a partir del género Neosartorya (continuación). 

N. fischeri44,50,51 

Crisofanol 
R = H 

Emodina 
R = OH  

5'-Desoxi-5'-metilamino-
adenosina 

 

Ácido 3,4-dihidroxibenzoico 
 

Fiscalina B 

 

Neosartorina 

 

Eumitrina A1 

 

N. siamensis 
(KUFC 6349)52 Triptoquivalina 
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Tabla 3. Metabolitos secundarios aislados a partir del género Neosartorya (continuación). 

N. siamensis 
(KUFC 6349)52 

Fiscalina C 
R1 = H, R2 = CH(CH3)2,  

R3 = R4 = Me 
epi-Fiscalina C 

R1 = CH(CH3)2, R2 = H,  
R3 = R4 = Me 
Fiscalina A 
R1 = R4 = H,  

R2 = CH(CH3)2, R3 = Me 
epi-Fiscalina A 
R1 = CH(CH3)2, 

 R2 = R4 = H, R3 = Me 
Neofiscalina A 

R1= R3 = H,  
R2 = CH(CH3)2, R4 = Me 

 

N. fischeri 
(IBT3023)40 

Fumitremorgina C 

 

Verruculógeno 
R = H 

Fumitremorgina A 
R = 2-metil-2-buteno 

 

N. fischeri var. glabra 
(IFO9857)53 

NK372135A 
R = H 

NK372135B 
R = OCH3 

NK372135C 
R = OH  

N. paulistensis 
(KUFC 7897)42 Sartoripirona C 

 

N. glabra 
(MF7030)49 Glabramicina C 
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Tabla 3. Metabolitos secundarios aislados a partir del género Neosartorya (continuación). 

N. siamensis 
(KUFC 6349)52 

 
N. laciniosa 

(KUFC 7896)42,43  
 

N. paulistensis 
(KUFC 7897)42 

Triptoquivalina L 
R1 = OH, R2 = Me 
Triptoquivalina H 
R1 = OH, R2 = H 
Triptoquivalina F 

R1 = H, R2 = H 
Triptoquivalina O 
R1 = CHO, R2 = H 
Triptoquivalina T 

R1 = CHO, R2 = Me 
Triptoquivalina U 
R1 = H, R2 = Me 

 

3′-(4-Oxoquinazolin-3-il) 
spiro[1H-indol-3,5′-oxolano]-

2,2′-diona 

 

4(3H)-Quinazolinona 
 

N. fischeri var. 
fischeri  

(CBM-FA-0156)47  
Fischerina 

 
N. tatenoi 

(KKU-2NK23)54 
 

N. laciniosa 
(KUFC 7896)42 

 
N. fischeri 

(KUFC 6344)43 
 

N. fischeri 
(FO-5897)55 

Aszonapirona A 

R = Ac 
Aszonapirona B 

R = H 
 

N. siamensis 
(KUFC 6349)42 

 
N. tsunodae 

(KUFC 9213)42,43 

Chevalona B 
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Tabla 3. Metabolitos secundarios aislados a partir del género Neosartorya (continuación). 

N. fischeri 
(KUFC 6344)43 

Ácido helvólico 

 

N. tsunodae 
(KUFC 9213)42,43 

Chevalona C 

R = H 
Sartoripirona B 

R = OAc 
 

N. siamensis 
(KUFC 6349)42,52 

Sartorimensina 

 

2,6-Dihidroxi-3- 
metilacetofenona 

 

N. fischeri 
(KUFC 6344)42,43 

 
N. fischeri 

(FO-5897)55 

13-Oxofumitremorgina B 

 
Sartoripirona A 

R = Ac 
Sartoripirona D 

R = H  
N. tatenoi 

(KKU-2NK23)54 
 

N. fischeri 
(KUFC 6344)42,43 

 
N. fischeri  

(IFM52672)56 
  

N. fischeri 
(NRRL181)57 

Aszonalenina 
R1 = H, R2 = H 

Acetil-Aszonalenina 
R1 = H, R2 = OAc 
1-Formil-5-hidroxi-

aszonalenina  
R1 = OH, R2 = CHO 
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Tabla 3. Metabolitos secundarios aislados a partir del género Neosartorya (continuación). 

N. fischeri  
(IFM52672)56  

Nortriptoquivalona 

 
Iso-terreina 

R1 = H, R2 = OH 
 

Terreina 
R1 = OH, R2 = H  

N. pseudofischeri  
(CBS 404.67)48  Fischerindolina 

 

N. pseudofischeri 
(KUFC 6422)58  Piripiropeno A 

R1 = R2 = OAc, R3 = OH 
Piripiropeno E 

R1 = R2 = R3 = H 

 

N. pseudofischeri 
(CBS 404.67)48 

(1S,2R,4aR,5R,8R,8aR)-2-
Acetato de 1,2,8a(1H)-

naftalenetriol, 2,4a,5,6,7,8-
hexahidro-3,8-dimetil-5-(1-

metiletenil)   

Gliotoxina 

 

Bis(detio)bis(metiltio) 
gliotoxina 
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Tabla 3. Metabolitos secundarios aislados a partir del género Neosartorya (continuación). 

N. pseudofischeri 
(KUFC 6422)58 

Eurochevalierina 

 

Cadineno 

 

Brasiliamida B 

 

3-Hidroxi-5-metilfenil 2,4-
dihidroxi-6-metilbenzoato 

 

3,8-Diacetil-4-(3-metoxi-
4,5-metilenedioxi) 

bencil-7-fenil-6-oxa- 
3,8-diazabiciclo[3.2.1] 

octano 

 

Pseudofischerina 
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Tabla 3. Metabolitos secundarios aislados a partir del género Neosartorya (continuación). 

N. tatenoi  
(KKU-2NK23)54  Ácido tatenoíco 

 

N. glabra  
(MF7030)49   

Glabramicina A 

 

Glabramicina B 

 

Neosartorya sp.59,60  

Azaspireno 

 

Neosartolactona 
R = H 

Éster 7-metílico de la 
Neosartolactona 

R = CH3 
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2. HIPÓTESIS 

 El criterio de selección ecológica de hongos microscópicos a partir de hábitats 

inexplorados permitirá la obtención de candidatos idóneos para el aislamiento 

de moléculas novedosas. 

 Los ensayos de citotoxicidad, así como los estudios de derreplicación, permitirán 

la selección de las especies fúngicas capaces de producir metabolitos 

secundarios biodinámicos. 
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3. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

 
El presente trabajo se generó como parte de un proyecto de investigación 

enfocado en la búsqueda de nuevos metabolitos secundarios biodinámicos de 

origen fúngico, de utilidad para el desarrollo de nuevos fármacos, además de 

enriquecer el conocimiento de la diversidad microbiana que existe en nuestro país. 

Así, el objetivo general del presente trabajo es realizar el aislamiento de metabolitos 

biodinámicos novedosos a partir de especies fúngicas selectas. Para el 

cumplimiento de este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos 

particulares: 

1.- Realizar el aislamiento de hongos saprótrofos a partir de muestras de suelo 

selectas. 

2.- Obtener los cultivos axénicos de cada uno de los microorganismos aislados. 

3.- Preparar los cultivos en pequeña escala de todas las cepas aisladas con la 

finalidad de obtener los extractos orgánicos correspondientes mediante técnicas de 

maceración y partición. 

4.- Realizar la evaluación de citotoxicidad y los estudios de derreplicación de cada 

uno de los extractos orgánicos. 

5.- Realizar la identificación molecular de los organismos objeto de estudio. 

6.- Preparar los cultivos en mediana escala de las especies seleccionadas con base 

en los criterios indicados en el inciso 4. 

7.- Realizar el fraccionamiento preliminar de al menos uno de los extractos activos 

seleccionados mediante técnicas cromatográficas convencionales. 

8.- Realizar el aislamiento, purificación y caracterización de los metabolitos 

secundarios mayoritarios presentes en las especies objeto de estudio, utilizando 

técnicas cromatográficas, espectroscópicas y espectrométricas de vanguardia. 

9. Evaluar los productos puros en el ensayo biológico de citotoxicidad.  
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4. METODOLOGÍA 

4.1 Aislamiento de los microorganismos objeto de estudio 

Los hongos saprótrofos Phoma macrostoma y Neosartorya sp. (T1-86 y T1-

21, respectivamente) fueron aislados a partir de una muestra de tierra depositada 

sobre coladas de lava en el Chiñiñal (18° 30.55´ N; 95° 11.04´ O), un rancho 

localizado a las afueras de San Andrés Tuxtla, Veracruz. La muestra fue colectada 

por el Dr. Juan Manuel Espíndola en Junio del 2013, y el aislamiento de los 

microorganismos se realizó utilizando el método de dilución. Brevemente, a partir 

de 500 mg de muestra libre de materiales extraños (restos de raíces, ramas, hojas 

y piedras) se realizaron diluciones consecutivas por triplicado en agua estéril, a las 

concentraciones finales de 1:100, 1:1,000 y 1:10,000 (v/v). Enseguida, 1 mL de cada 

dilución fue vertido en cajas de Petri estériles, y posteriormente se adicionó medio 

de cultivo agar papa-dextrosa (PDA, Difco), suplementado con 30 mg/L de 

estreptomicina y 50 mg/L del colorante rosa de bengala. Los inóculos se 

mantuvieron a temperatura ambiente, con fotoperiodos de luz/obscuridad 12/12 hrs, 

y una vez detectado crecimiento de micelio, proceso que tardó entre 2 y 5 días, las 

colonias individuales fueron transferidas a tubos de reacción [50 tubos con medio 

PDA y 50 tubos con agar extracto de malta y dextrosa (MEA, Difco)] y en cajas de 

Petri conteniendo medio PDA, para su aislamiento y purificación (Figura 3). 

  
Figura 3. Especies de hongos aislados de la muestra de suelo objeto de estudio: 
T1-21 (izq.) y T1-86 (der.). 
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4.2 Identificación de los hongos saprótrofos 

Las cepas fúngicas Phoma macrostoma y Neosartorya sp., fueron 

identificadas taxonómicamente mediante el análisis genético de su espaciador 

interno ribosomal (ITS) o “código de barras”, por el Dr. Huzefa Raja en la 

Universidad de Carolina del Norte, Greensboro (UNCG) (Tabla 4). Cabe mencionar 

que, para establecer la identidad de un organismo a nivel de especie, la secuencia 

del ITS debe tener ≥80% de cobertura y ≥97% de identidad en la secuencia 

analizada mediante BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov.blast) en la base de datos 

del GenBank.7 

Tabla 4. Identificación taxonómica mediante el análisis genético del ITS de las especies 
objeto de estudio. 

Aislamiento Nombre 
(%) Cobertura 

GenBank 

(%) Similitud en la 

secuencia GenBank 

T1-21 Neosartorya sp. 70 100 
T1-86 Phoma macrostoma 98 100 

 

4.3 Preparación de los cultivos fúngicos en sustrato solido (arroz húmedo): 

pequeña y mediana escala 

Una vez obtenidos los cultivos axénicos de los organismos T1-86 y T1-21 

(inciso 4.1), se continuó con la preparación de los cultivos en pequeña escala en 

medio sólido. Para ello, cada especie fue inicialmente cultivada en 15 mL de un 

medio líquido (YESD, Difco), compuesto de extracto de levadura (1%), peptona de 

soya (2%), y dextrosa (2%). Los cultivos se mantuvieron en agitación constante a 

100 rpm durante 5 días. Posteriormente, cada cultivo líquido fue vertido sobre un 

sustrato sólido compuesto por arroz húmedo (15 g de arroz/30 mL de agua), en 

matraces Erlenmeyer de 125 mL. El proceso de fermentación se llevó a cabo 

durante 21 días a temperatura ambiente y con fotoperiodos de luz-obscuridad 12/12 

horas. Los cultivos en mediana escala fueron preparados siguiendo la misma 

estrategia metodológica pero en escala de 6 (90 g de arroz/180mL de agua). 
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4.4 Obtención de los extractos orgánicos a partir de los cultivos sólidos 

De manera general, la preparación de los extractos orgánicos en pequeña 

y/o mediana escala se realizó mediante un proceso de maceración a temperatura 

ambiente con agitación constante a 100 rpm por 12 horas, con una mezcla de 

CHCl3-MeOH (1:1). Transcurrido el período de maceración, la mezcla se filtró y la 

solución resultante se adicionaron 60 mL de H2O y 40 mL de CHCl3, para los cultivos 

en pequeña escala, y 90 mL de H2O y 60 mL de CHCl3, para los cultivos en mediana 

escala, y esta mezcla se mantuvo en agitación constante durante 30 minutos. La 

fase orgánica se separó de la fase acuosa, y esta última fase se sometió a un 

proceso de extracción con CHCl3 (20 y 40 mL para los cultivos en pequeña y 

mediana escala, respectivamente). Las fases orgánicas se reunieron y se llevaron 

a sequedad a presión reducida. A continuación, el extracto seco fue resuspendido 

en una mezcla de MeCN-MeOH (1:1) [60 mL y 120 mL para los cultivos en pequeña 

y mediana escala, respectivamente] y se sometió a un segundo proceso de reparto 

con hexano (1:1). La fase de hexano se descartó y la fase de MeCN-MeOH 

resultante se evaporó a sequedad. 

4.5 Estudio químico de las especies fúngicas Phoma macrostoma y 

Neosartorya sp. 

4.5.1 Fraccionamiento primario del extracto orgánico de P. macrostoma (T1-

86) 

El fraccionamiento primario del extracto orgánico de P. macrostoma (T1-86, 

1.46 g) se llevó a cabo mediante la técnica de cromatografía en columna abierta 

(CCA) utilizando 150 g de gel de sílice 60 (tamaño de partícula 10-12 µm, Merck), y 

como fase móvil, hexano, mezclas entre hexano-CHCl3, CHCl3-MeOH y MeOH, en 

orden creciente de polaridad (Cuadro 1). Este proceso permitió la obtención de 108 

eluatos de 100 mL de cada uno, los cuales fueron reunidos mediante la técnica de 

cromatografía en capa fina (CCF) de acuerdo a su similitud cromatográfica, 

obteniéndose un conjunto de 11 fracciones primarias (F_T1-861-F_T1-8611) 

(Cuadro 1). 
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Cuadro 1. Fraccionamiento primario del extracto orgánico de P. macrostoma. 

Fracciones Mezcla Reuniones 
Código de 
muestra 

Peso 
(mg) 

1-6 Hexano 1-12 F_T1-861 5.1 7-12 Hex-CHCl3 (9:1) 
13-18 Hex-CHCl3 (8:2) 13-18 F_T1-862 3.1 
19-24 Hex-CHCl3 (7:3) 19-30 F_T1-863 15.6 25-30 Hex-CHCl3 (6:4) 
31-36 Hex-CHCl3 (1:1) 31-42 F_T1-864 33.6 37-42 Hex-CHCl3 (4:6) 
43-48 Hex-CHCl3 (3:7) 43-48 F_T1-865 18.1 
49-54 Hex-CHCl3 (2:8) 49-54 F_T1-866 65.9 
55-60 Hex-CHCl3 (1:9) 55-68 F_T1-867 341.2 61-66 CHCl3 
67-72 CHCl3-MeOH (9:1) 69-70 F_T1-868 686.3 
73-78 CHCl3-MeOH (8:2) 71-78 F_T1-869 225.2 
79-84 CHCl3-MeOH (7:3) 79-90 F_T1-8610 19.3 85-90 CHCl3-MeOH (6:4) 
91-96 CHCl3-MeOH (1:1) 91-108 F_T1-8611 64.5 97-108 MeOH 

 

4.5.2 Análisis cromatográficos 

4.5.2.1 Cromatografía en capa fina (CCF) 

La cromatografía analítica en capa fina se realizó en placas de aluminio de 

diferentes dimensiones recubiertas con gel de sílice (60 F254 Merck, malla 3.5-7.0 

ASTM de 0.25 mm de espesor). Los compuestos se visualizaron bajo luz UV a las 

longitudes de onda de 254 y 365 nm. Como agente cromógeno se utilizó una 

solución de sulfato cérico amoniacal y las cromatoplacas se calentaron sobre una 

parrilla a 110°C. 

4.5.3 Análisis cromatográfico por cromatografía de líquidos de alta eficiencia 

(HPLC) de las fracciones primarias de P. macrostoma 

Los análisis por HPLC se realizaron utilizando un cromatógrafo de líquidos 

(Waters), equipado con un detector de arreglo de fotodiodos (PDA) y un detector de 

dispersión de luz evaporativo (ELSD); este último se trabajó con las siguientes 

condiciones de análisis: ganancia, 100; presión de gas, 40 psi; nebulizador en modo 

de calentamiento; y temperatura del tubo, 70°C +/- 25°C. El control del equipo, el 
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procesamiento y la manipulación de los datos se realizó utilizando el software 

Empower versión 3.0 (Waters). El análisis de las fracciones (F_T1-861-F_T1-8611; 

Cuadro 1) se realizó en una columna analítica (Gemini C18, Phenomenex), con un 

tamaño de partícula de 5 µm, una longitud de 250 mm y un diámetro interno de 4.6 

mm, y a una concentración de 2 mg/mL. Todos los análisis se realizaron a una 

temperatura de 40°C y la fase móvil consistió en una mezcla binaria H2O-ácido 

fórmico al 0.1% v/v (A) y Acetonitrilo (MeCN) (B), y empleando el gradiente de 

elución lineal indicado en el Cuadro 2. La longitud de onda de detección fue de 290 

nm.  

Cuadro 2. Condiciones de análisis por HPLC a nivel analítico. 
Tiempo 
(min) 

Flujo 
(mL/min) 

%A %B 

0 1.0 75.0 25.0 
10.00 1.0 47.0 53.0 
10.50 1.0 0.0 100.0 
18.00 1.0 0.0 100.0 
18.10 1.0 75.0 25.0 
21.00 1.0 75.0 25.0 

 

4.5.3.1 Aislamiento y purificación de los metabolitos secundarios presentes 

en la fracción F_T1-868 

En el cromatograma obtenido de la fracción F_T1-868 se observó la presencia 

de dos componentes mayoritarios (Figura 4). La separación y purificación de estos 

compuestos se realizó por HPLC a nivel preparativo. La columna utilizada para la 

purificación fue una Gemini C18, con tamaño de partícula de 5 µm, con una longitud 

de 250 mm y un diámetro interno de 21.2 mm. La fase móvil consistió de una mezcla 

binaria de disolventes H2O-ácido fórmico al 0.1% v/v (A) y MeCN (B), utilizando el 

gradiente de elución indicado en el Cuadro 2, pero con flujo de 21.24 mL/min y una 

longitud de onda de detección de 290 nm. La concentración de la muestra por 

inyección fue de 30 mg/mL y se realizaron 10 inyecciones (Figura 5). 
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Figura 4. Análisis cromatográfico por HPLC a nivel analítico de la fracción primaria 
F_T1-868 (λ = 290 nm). 

 

  
 
Figura 5. Fraccionamiento secundario de la fracción primaria F_T1-868 mediante HPLC 

a nivel preparativo (λ = 290 nm). 
 

El proceso de purificación antes descrito permitió el aislamiento de los compuestos 

2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-dimetil-5-trans-propenilfuran-3-ona (I; tR 7.6 min, 17.9 

mg) y 2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-dimetil-5-propilfuran-3-ona (II; tR 8.2 min, 18.6 

mg), los cuales fueron caracterizados mediante las técnicas de RMN y EM. 
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4.5.4 Fraccionamiento primario del extracto orgánico de Neosartorya sp. (T1-

21) 

El fraccionamiento primario del extracto de la especie fúngica Neosartorya 

sp. (T1-21, 0.58 g) se realizó mediante la técnica de CCA (120 g de gel de sílice 60, 

tamaño de partícula 10-12 µm, Merck). Como fase móvil se utilizó hexano, mezclas 

de hexano-CHCl3, CHCl3-MeOH y MeOH, en orden creciente de polaridad. Este 

procedimiento permitió la obtención de 108 eluatos de 100 mL cada uno, los cuales 

fueron reunidos con base en su similitud cromatográfica por CCF, en nueve 

fracciones primarias (F_T1-211-F_T1-219) (Cuadro 3). 

Cuadro 3. Fraccionamiento primario del extracto de Neosartorya sp. 

Fracciones Mezcla Reuniones 
Código de 
muestra 

Peso (mg) 

1-6 Hexano 
1-18 F_T1-211 8.3 7-12 Hex-CHCl3 (9:1) 

13-18 Hex-CHCl3 (8:2) 
19-24 Hex-CHCl3 (7:3) 19-30 F_T1-212 7.9 25-30 Hex-CHCl3 (6:4) 
31-36 Hex-CHCl3 (1:1) 31-42 F_T1-213 1.8 37-42 Hex-CHCl3 (4:6) 
43-48 Hex-CHCl3 (3:7) 43-48 F_T1-214 27.6 
49-54 Hex-CHCl3 (2:8) 49-54 F_T1-215 52.5 
55-60 Hex-CHCl3 (1:9) 55-60 F_T1-216 29.6 
61-66 CHCl3 61-72 F_T1-217 411.0 67-72 CHCl3-MeOH (9:1) 
73-78 CHCl3-MeOH (8:2) 

73-90 F_T1-218 74.8 79-84 CHCl3-MeOH (7:3) 
85-90 CHCl3-MeOH (6:4) 
91-96 CHCl3-MeOH (1:1) 91-108 F_T1-219 22.8 97-108 MeOH 

 

4.5.5 Análisis cromatográfico por HPLC de las fracciones primarias de 

Neosartorya sp. 

El análisis de las fracciones primarias (F_T1-211-F_T1-219) obtenidas a partir 

del fraccionamiento del extracto orgánico de Neosartorya sp. (Cuadro 3) se realizó 

siguiendo el mismo procedimiento indicado en el inciso 4.5.3, pero con el gradiente 

de elución mostrado en el Cuadro 4. La longitud de onda de detección fue de 

254nm. 
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Cuadro 4. Condiciones de análisis por HPLC a nivel analítico. 
Tiempo 
(min) Flujo (mL/min) %A %B 

0 1.0 50.0 50.0 
15.0 1.0 0.0 100.0 
20.0 1.0 0.0 100.0 
20.1 1.0 50.0 50.0 
27.0 1.0 50.0 50.0 

 

4.5.6 Aislamiento y purificación de los metabolitos secundarios presentes en 

la fracción F_T1-217 

La resolución cromatográfica de la fracción F_T1-217 por HPLC permitió 

establecer la presencia de un componente mayoritario en la muestra analizada 

(Figura 6). La separación y purificación de este compuesto se realizó por HPLC a 

nivel preparativo utilizando el mismo equipo y columna cromatográfica que en el 

inciso 4.5.3.1. Las condiciones cromatográficas se ilustran en el Cuadro 4, pero el 

proceso de elución se realizó a flujo de 21.24 mL/min y a una concentración de la 

muestra por inyección de 30 mg/mL (siete inyecciones en total) (Figura 7). Este 

procedimiento permitió el aislamiento del producto (III; tR 10.56 min, 11.1 mg), 

caracterizado como el ácido helvólico mediante las técnicas de RMN y EM. 

 
 

Figura 6. Análisis cromatográfico por HPLC a nivel analítico de la fracción primaria 
F_T1-217 (λ = 254 nm). 
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Figura 7. Fraccionamiento secundario de la fracción primaria F_T1-217 mediante HPLC 

a nivel preparativo (λ = 254 nm). 
 

4.6 Estudios de derreplicación 

Los estudios de derreplicación se llevaron a cabo mediante la técnica de 

cromatografía de líquidos de ultra eficiencia acoplada a la espectrometría de masas 

de alta resolución (UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS).64 La cromatografía de líquidos 

de ultra eficiencia (UPLC) se desarrolló en un cromatógrafo (Waters) equipado con 

un detector PDA. El control del equipo, la adquisición de datos, el procesamiento y 

la manipulación de la información se realizó usando el programa Empower versión 

3.0 (Waters). Todos los análisis fueron realizados a una temperatura de 40°C, 

empleando una columna Acquity BEH C18 (Waters) con un tamaño de partícula de 

1.7 µm, y 10 mm de longitud  2.1 mm de diámetro interno. La elución se efectuó 

con una mezcla binaria de MeCN (A) y H2O–ácido fórmico 0.1% v/v (B), utilizando 

un gradiente de elución lineal con una composición inicial de 15% A e 

incrementando la composición hasta 100% A durante 8 minutos, manteniendo la 

composición isocrática por 1.5 minutos y regresando a las condiciones iniciales en 

0.5 minutos. Los espectros en el UV se registraron con un barrido desde 200 hasta 

500 nm con una resolución de 4 nm. 

Los análisis por espectrometría de masas de alta resolución (HRESIMS) se 

desarrollaron por la técnica de electrospray (ESI) en los modos positivo y negativo 
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(ESI+ y ESI, respectivamente) en un espectrómetro de masas Thermo LTQ Orbitrap 

XL (Thermo Fisher). Las condiciones del equipo en el modo de ionización positivo 

fueron las siguientes: temperatura del capilar: 275°C, 4.5 kV para la fuente de 

voltaje, 20 V para el voltaje del capilar y 95 V para la lente del tubo. Para el modo 

de ionización negativo las condiciones del equipo fueron las siguientes: temperatura 

del capilar: 275°C, 3.5 kV para la fuente del voltaje, 42 V para el voltaje del capilar 

y 110 V para la lente del tubo. El nitrógeno fue utilizado como gas acarreador y se 

fijó a 25 y 20 (unidades arbitrarias) para el modo positivo y negativo, 

respectivamente. El control del instrumento y el análisis de los datos se realizaron 

utilizando el programa Xcalibur 2.1 (Thermo). Para cada análisis se utilizó a una 

concentración de 0.1 mg de muestra disuelto en 1 mL de una mezcla de MeOH-

dioxano (1:1). 

4.7 Caracterización estructural 

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN), fueron registrados 

en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigación (USAI), en el edificio B de la 

Facultad de Química de la UNAM, los espectros de RMN de hidrógeno (RMN-1H) 

para los compuestos I y II se generaron en el espectrómetro de RMN Varian MR 

de 9.4 T, a una frecuencia de 400 MHz, y para el compuesto III la adquisición se 

realizó a una frecuencia de 300 MHz. Los espectros de RMN de carbono 13 

(RMN13C) de todos los compuestos se registraron a una frecuencia de 100 MHz. En 

todos los experimentos se utilizó como disolvente CDCl3. Los desplazamientos 

químicos () se expresan en partes por millón (ppm) y las constantes de 

acoplamiento (J) están expresadas en Hz.  

4.8 Ensayo de citotoxicidad 

La evaluación de la actividad citotóxica de los extractos y compuestos puros 

I-III se realizó utilizando las líneas celulares cancerosas humanas: MCF7 

(carcinoma de mama), HCT15 (adenocarcinoma colorrectal), HeLa (carcinoma de 

cérvix) y PC3 (carcinoma de próstata). A continuación se describe de manera 

general el procedimiento empleado.62  



30 

4.8.1 Cultivo y suspensión de las líneas celulares cancerosas 

Las líneas celulares se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con 

suero bovino fetal al 10%, estas células se incubaron a una temperatura de 37ºC en 

una atmosfera de CO2 al 5 y 100% de humedad relativa. Para el bioensayo se 

utilizaron cultivos con un crecimiento del 60-70% de confluencia, previo, cambio del 

medio de cultivo e incubación durante 24 horas, se procedió a lavar dos veces los 

cultivos celulares con 5 mL de una solución amortiguadora de fosfatos (PBS), al 

término de este lavado se adicionaron 0.3 mL de tripsina para desprender las células 

de la caja de crecimiento, enseguida se incubó por 5 minutos, transcurrido este 

tiempo de incubación, los cultivos se observaron al microscopio para comprobar que 

el desprendimiento de las células fuera completo. Enseguida, se adicionaron 5 mL 

de medio RMPI 1640, se homogenizó la suspensión y finalmente se procedió al 

conteo de las células en una cámara de Neubauer, con base en los resultados 

obtenidos se calculó el volumen requerido para tener una suspensión de alrededor 

de 104 células. 

4.8.2 Desarrollo del bioensayo 

Los extractos se evaluaron a las concentraciones finales de 2 y 20 µg/mL, 

mientras que para los compuestos I, II y III se prepararon diluciones seriadas a 

las siguientes concentraciones finales de 10, 2, 0.4, 0.08 y 0.016 μg/mL, en DMSO 

al 10%. Para el ensayo, 190 μL de la suspensión de células a la concentración 

adecuada, fueron colocadas en microplacas de ELISA (con 96 pozos de 250 µL de 

capacidad) junto con 10 µL de las diferentes concentraciones de las muestras a 

evaluar, este procedimiento se realizó por triplicado. Al mismo tiempo, se prepararon 

muestras blanco (células de tiempo inicial) con 190 µL de la suspensión de células, 

éstas se incubaron por 30 minutos. Posteriormente las cajas se incubaron por 72 

horas en las mismas condiciones de temperatura, y humedad, mencionados en el 

inciso 4.8.1.  

Al concluir el periodo de incubación, se realizó la fijación de las células mediante la 

adición de 100 µL de ácido tricloroacético (TCA) y posterior incubación a 4ºC 

durante 30 minutos. Al término de la incubación, se decantó el TCA, después se 
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realizaron 4 lavados sucesivos con agua fría y el secado de las placas a temperatura 

ambiente, posteriormente se adicionaron 100 μL del colorante sulforodamida B 

(SRB) al 0.4% en una solución de ácido acético al 1%, y se incubaron las placas 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al finalizar este tiempo, se procedió a 

eliminar el exceso de colorante lavando la placa con una solución de ácido acético 

al 1% y secando a temperatura ambiente. Finalmente, se adicionaron 200 μL de una 

solución de tris-hidroximetil-aminoetano (TRIS) (10 mM; pH 10) para solubilizar el 

colorante y la placa se mantuvo en agitación durante 5 minutos y se determinó la 

absorbancia en un lector para placas de ELISA a una longitud de onda de 564 nm. 

4.8.3 Determinación de CI50 

Los valores obtenidos a partir de las lecturas de absorbancia (λ = 564 nm) de 

las diferentes muestras analizadas fueron promediados y para cada uno de ellos, 

se determinó el porcentaje de inhibición del crecimiento mediante la siguiente 

expresión matemática: 

% Inhibición del Crecimiento =  
Abs (muestra) − Abs (tiempo inicial) 

Abs (DMSO 10%) − Abs (tiempo inicial)
 X 100 

El porcentaje de inhibición del crecimiento fue graficado con sus respectivas 

concentraciones con el programa TableCurve 2D v5.01 de Jandel Scientific. Los 

extractos con porcentajes de inhibición mayor al 80% a la concentración de 20 

µg/mL, se consideran como activos para este ensayo. Para los compuestos puros 

se calcularon los correspondientes valores de concentración inhibitoria media (CI50). 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En este trabajo se realizó el estudio químico y biológico de dos especies 

fúngicas aisladas a partir de una muestra de suelo obtenida de un hábitat 

inexplorado de nuestro país. Los resultados de esta investigación se presentarán 

en dos partes: en primer lugar se describirá el aislamiento de los organismos 

fúngicos a partir de la fuente natural seleccionada, así como su potencial citotóxico 

y los estudios de derreplicación. Posteriormente, se detallarán los resultados de la 

investigación química de las especies objeto de estudio. 

5.1 Aislamiento de los microorganismos fúngicos 

Previamente, en un estudio realizado en nuestro grupo de trabajo, las 

especies fúngicas T1-86 y T1-21 (Figura 8) fueron seleccionadas como candidatos 

para la obtención de metabolitos bioactivos con base en los resultados obtenidos 

en los ensayos de citotoxicidad y estudios de derreplicación (Tabla 5).63 Así, en el 

presente estudio se realizó el acondicionamiento de estos organismos fúngicos 

saprótrofos para verificar su viabilidad y pureza, utilizando las técnicas 

microbiológicas descritas en el inciso 4.1 de la sección experimental. 

A) 

 

B) 

 

Figura 8. Especies fúngicas T1-86 [(A) cultivo sólido en mediana escala] y 
T1-21 [(B) cultivo sólido en mediana escala]. 
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Tabla 5. Resultados de las evaluaciones biológicas, estudios de derreplicación de los 
diferentes organismos fúngicos aislados.63 

Clave 
Fuente de 
obtención 

Rendimiento 
(mg) 

Ensayo de citotoxicidad (% crecimiento) 

Estudio de 
derreplicación 

HCT15 HeLA MCF7 

2 
µg/mL 

20 
µg/mL 

2 
µg/mL 

20 
µg/mL 

2 
µg/mL 

20 
µg/mL 

T1-86 Suelo 57.7 121.1 10.0 3.8 2.6 
  

-------------- 

T1-21 Suelo 36.3 85.0 44.0   66.6 30.7 ------------- 

  

Las cepas fúngicas objeto de estudio fueron identificadas taxonómicamente 

mediante el análisis molecular del ITS (inciso 4.2) como Phoma macrostoma (T1-

86) y Neosartorya sp. (T1-21). 

A continuación se realizó el cultivo en mediana escala en sustrato sólido de las 

especies. Una vez transcurrido el periodo de fermentación, se obtuvieron los 

extractos orgánicos correspondientes por maceración (inciso 4.4). 

5.2 Estudio químico de la especie Phoma macrostoma (T1-86) 

El fraccionamiento del extracto orgánico (Figura 9) de la especie P. 

macrostoma, mediante las técnicas de CCA y HPLC, condujo al aislamiento de la 

2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-dimetil-5-trans-propenilfuran-3-ona (I) y su dihidro 

derivado novedoso 2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-dimetil-5-propilfuran-3-ona (II). De 

manera general, la elucidación estructural de los compuestos obtenidos se realizó 

mediante la aplicación de métodos espectroscópicos y espectrométricos, y se 

describe a continuación. 

5.2.1 Caracterización estructural del compuesto I 

El compuesto (I) (Figura 10) se aisló como un aceite, con un valor de rotación 

óptica de []20D = 5.0 (c 0.0012 MeOH). Los análisis realizados por UPLC-PDA-

HRESIMS-MS/MS, en la modalidad positiva (Figura 11B), permitieron identificar al 

ion pseudomolecular en una relación m/z 169.0858 [M+H]+, del cual se deduce una 

formula molecular de C9H12O3 y que permite cuatro grados de insaturación. 

Además, en este espectro también se observaron las señales correspondientes al 

aducto con sodio m/z 191.0676 [M+Na]+ y un fragmento en m/z 151.0752 [M–H2O]+ 
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correspondiente a la perdida de una molécula de agua. Por otra parte, en el espectro 

obtenido en el modo negativo (Figura 11C), se observa el ion pseudomolecular en 

una m/z 167.0711 [M−H]−. 

 
 

Figura 9. Diagrama de flujo de los procesos de fraccionamiento y purificación de los 
compuestos I y II a partir de la especie T1-86. 

 

 
Figura 10. 2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-dimetil-5-trans-propenilfuran-3-ona. 
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Figura 11. Análisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS del compuesto (I): (A) 
Cromatograma de corriente total de iones (TIC; arriba) y en el UV-PDA (abajo). Espectro 
de masas por la técnica de electrospray en modo (+) (B), en modo (−) (C) y en el UV (D). 

 
En los espectros de 1H-RMN y 13C-RMN (Figuras 12 y 13) del compuesto I se 

observaron las siguientes señales: 

a) En H 6.86 se observa una señal como un doblete cuarteteado (dq) atribuible a 

un protón vinílico (1H, J= 15.2, 6.8 Hz). Esta señal muestra un acoplamiento 

vecinal con los hidrógenos de un grupo metilo geminal (H 1.98, 3H, dd, J= 6.8, 

1.2 Hz) y con otro protón vinílico (H 6.36, 1H, dd, J= 15.6, 1.6 Hz). 

b) En la misma región vinílica, se observa otra señal en H 6.36 correspondiente a 

otro protón vinílico, como un doble de dobles (dd) (J= 15.6, 1.6 Hz). Esta 

información nos sugiere un acoplamiento trans de esta doble ligadura.64  
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c) En H 1.98 se observa una señal doble de dobles (J= 6.8, 1.2 Hz) que integra 

para tres protones y es característica para la presencia de un grupo metilo unido 

a un doble enlace. 

El conjunto de las señales recién descritas, confirma la presencia de una cadena de 

trans-propenilo. 

d) Finalmente, se observan dos señales como singuletes en H 1.72 y 1.54, que 

corresponden a los hidrógenos de dos grupos metilo. 

En el espectro de 13C RMN se observan las siguientes señales: 

a) Dos señales asignables a carbonos vinílicos en C 139.8 y 119.1. 

b) Tres señales correspondientes a grupos metilo en C 22.4, 19.2 y 5.6. 

c) Y cuatro carbonos cuaternarios: tres asignados a una cetona ,-insaturada (C 

202.6, 176.9 y 107.1) y el último a un grupo éter de un anillo de furano en C 

102.0. 

Este conjunto de señales revelaron la presencia de un sistema de tipo furanona, con 

un residuo de trans-propenilo. 

El análisis detallado de los datos espectroscópicos y espectrométricos antes 

descrito, así como el análisis comparativo con aquellos reportados en la literatura 

especializada65–67 (Tabla 6), permitieron la caracterización de este compuesto como 

la 2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-dimetil-5-trans-propenilfuran-3-ona (I). 
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Figura 12. Espectro de 1H-RMN (400 MHz) de la 2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-dimetil-5-trans-
propenilfuran-3-ona (I) (CDCl3 H en ppm). 
 

 
Figura 13. Espectro de 13C-RMN (100 MHz) de la 2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-dimetil-5-
trans-propenilfuran-3-ona (I) (CDCl3  en ppm). 
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Tabla 6. Análisis comparativo de los datos espectroscópicos de 1H-RMN y 13C-RMN del 
producto I en CDCl3.65,66 

No. 
Datos experimentales Grove J. et al. 1971 Stierle, D.B. et al. 1997 

H ppm a C ppm b H ppm b H ppm c C ppm d 

1 1.54 (3H, s) 22.4 1.50 (3H, s) 1.51 (3H, s) 22.1 
2  102.0   102.3 
3  202.6   203.1 
4  107.1   106.7 
5  176.9   176.9 

6 6.36 (1H, dd, 
J= 15.6, 1.6Hz) 139.8 6.30 (1H, dd, 

J= 15.5, 1.0 Hz) 
6.33 (1H, dd, 

J= 15.6, 1.5 Hz) 139.5 

7 6.86 (1H, dq, 
J= 15.2, 6.8 Hz) 119.1 6.85 (1H, dq, 

J= 15.5, 6.5 Hz) 
6.83 (1H, dq, 

J= 15.6, 6.9 Hz) 118.9 

8 1.98 (3H, dd, 
J= 6.8, 1.2 Hz) 19.2 1.95 (3H, dd, 

J= 6.5, 1.0 Hz) 
1.95 (3H, dd, 

J= 6.9, 1.5 Hz) 18.8 

9 1.72 (3H, s) 5.6 1.68 (3H, s) 1.68 (3H, s) 5.2 
OH   4.85 (OH, s)   

a 400, b 100, c 300 y d 75 MHz. 

 

Este producto natural fue obtenido por primera vez a partir del hongo fitopatógeno 

Stemphylium radicinum,65 y de la especie endófita Penicillium sp., aislada de la 

corteza de Taxus brevifolia.66 Recientemente Osterhage y colaboradores68 aislaron 

este producto del hongo Ascochyta salicorniae, marino obligado y endófito de la alga 

verde Ulva sp.67 Cabe destacar que este metabolito presenta propiedades 

antimicrobianas contra Staphylococcus aureus,66 Eurotium repens y Microbotryum 

violácea68, además de propiedades antiparasitarias contra cepas resistentes a la 

cloroquina y a la pirimetamina, Plasmodium falciparum K1 y NF 54.68 Por otra parte, 

ha mostrado una actividad contra los hemoflagelados Trypanosoma brucei subsp. 

rhodesiense y T. cruzi.68 Finalmente, está reportada la actividad citotóxica contra 

células de mioblastos de músculo esquelético de rata.68 

5.2.2 Caracterización estructural del compuesto II 

El compuesto II (2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-dimetil-5-propilfuran-3-ona), se 

aisló como un aceite con un valor de rotación óptica de []20D = 10.8 (c 0.0012 

MeOH). El análisis por espectrometría de masas (Figura 15B) reveló la presencia 

de un ion pseudomolecular en m/z 171.1014 [M+H]+, el cual corresponde a una 
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formula molecular de C9H14O3 y permite tres grados de insaturación. Por otra parte, 

el análisis del espectro en modo negativo (Figura 15C), permitió observar el ion 

pseudomolecular [M−H]− en una m/z 169.0867. 

 
Figura 14. 2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-dimetil-5-propilfuran-3-ona (II). 

 

El análisis detallado de los espectros de RMN de este producto, permitieron 

establecer que se trataba también de una propil-furanona y similar a la del producto 

I descrito en el inciso 5.2.1. Las principales diferencias observadas entre los 

espectros de 1H-RMN se detallan a continuación: 

a) En H 2.48 y 1.70 se observan dos señales como un triplete (t) y un multiplete 

(m), respectivamente, asignables a dos grupos metilenos con un valor de 

constante de acoplamiento de 8 Hz. 

b) En H 0.98, se observa la presencia de un t que integra para tres protones y 

asignable a un grupo metilo terminal de una cadena de propilo.  

c) Además, se observan dos siguletes (s) en H 1.64 y 1.51, en armonía con la 

presencia de dos grupos metilo y cuyos desplazamientos químicos son muy 

parecidos con aquellos descritos para el producto I.  

d) Finalmente, en H 4.41, se observa una señal como un sigulete ancho (sa), la 

cual se asocia con la presencia de un grupo hidroxilo. 

En el espectro de 13C-RMN se observan nueve señales asignables a dos carbonos 

de metileno (C 30.6 y 19.3), tres metilos (C 22.0, 13.5 y 5.4), y cuatro carbonos 

cuaternarios, tres de ellos base de oxígeno y que están en armonía con la presencia 

de un grupo cetona ,-insaturado (C 202.9 y 107.6) y un grupo éter (C 187.5 y 

102.1) (Tabla 7). Estas observaciones, aunadas a la diferencia de 2 uma con 
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respecto al producto I, permitieron establecer que el compuesto II corresponde a 

su dihidro-derivado. 

A 
 
 
 
 
 
 

 

B 
 
 
 
 
 
 
 
C 
 
 
 
 
 
 
D 

 

Figura 15. Análisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS del compuesto (II): (A) 
Cromatograma de corriente total de iones (TIC; arriba) y en el UV-PDA (abajo). Espectro 
de masas por la técnica de electrospray en modo (+) (B), en modo (−) (C) y en el UV (D). 

 

Este compuesto fue reportado por Grove y colaboradores65 como producto de la 

reducción catalítica de I, por lo que este trabajo constituye el primer reporte del 

aislamiento del producto II a partir de una fuente natural. 
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Figura 16. Espectro de 1H-RMN (400 MHz) de la 2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-dimetil-5-
propilfuran-3-ona (II) (CDCl3 H en ppm). 

 

 
Figura 17. Espectro de 13C-RMN (100 MHz) de la 2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-dimetil-5-
propilfuran-3-ona (II) (CDCl3  en ppm). 
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Tabla 7. Análisis comparativo de los datos espectroscópicos de 1H-RMN y 13C-
RMN del producto II en CDCl3.65 

No. 
Datos experimentales Grove, J.F. et al. 1971 

H (ppm) C (ppm) H (ppm) 

1 1.51 (3H, s) 22.04  
2  102.07  
3  202.94  
4  107.61  
5  187.50  
6 2.48 (2H, t, J= 8.0 Hz) 30.62 2.50 (2H, t ) 
7 1.74–1.66 (2H, m, J= 8 Hz) 19.29 1.60 (2H, m) 
8 0.98 (3H, t, J= 8.0 Hz) 13.49 0.95 (3H, t) 
9 1.64 (3H, s) 5.41 1.60 (3H, s) 

OH 4.41 (OH, sa)  3.9 (OH, s) 
a 400 y b 100 MHz. 

 

5.3 Estudio químico de la especie Neosartorya sp. (T1-21) 

El fraccionamiento del extracto orgánico de la especie Neosartorya sp. (T1-

21), mediante la aplicación de diversas técnicas cromatográficas convencionales 

(CCA, HPLC, etc.) (Figura 18), permitió el aislamiento del ácido helvólico (III) 

(Figura 19). De manera general, la elucidación estructural del compuesto III se 

realizó mediante la aplicación de métodos espectroscópicos y espectrométricos 

convencionales, y por comparación con aquellos datos reportados en la literatura 

especializada. 

5.3.1 Caracterización estructural del compuesto III 

El compuesto III (ácido helvólico) se aisló como un sólido blanco. Los espectros 

de masas de este compuesto permitieron establecer su peso molecular: en modo 

(+), observándose un pico base en una m/z de 509.2892 [MCH3COOH+H]+ 

correspondiente a la pérdida de un grupo acetato (Figura 20B).69 Por otra parte, en 

el modo (−) se observó el ion pseudomolecular en una m/z de 567.2954 [M−H] 

(Figura 20C). Esta información es congruente para la fórmula molecular C33H44O8 

que corresponde con la del ácido helvólico, y que permite 12 grados de 

instauración.70 Los datos de 1H-RMN del producto (III) (Figura 21), también están 

en armonía con los reportados en la literatura.71–74  
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Figura 18. Diagrama de flujo de los procesos de fraccionamiento y purificación del 
compuesto III a partir de la especie T1-21. 

 

 
Figura 19. Ácido helvólico [ácido 16-(acetiloxi)-3,7-dioxo-29-

nor-damara-1,17(20),24-trien-21-oico]. 
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Figura 20. Análisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS del compuesto (III): (A) 
Cromatograma de corriente total de iones (TIC; arriba) y en el UV-PDA (abajo). Espectro 
de masas por la técnica de electrospray en modo (+) (B), en modo (−) (C) y en el UV 
(D). 

 

El ácido helvólico (III) es una toxina fúngica muy conocida.75 Este metabolito 

secundario está clasificado como un nortriterpenoide tetracíclico, y posee un 

esqueleto de tipo nordamarano,71 que ha mostrado actividad fitotóxica76 y 

antimicrobiana contra bacterias y hongos,73,74,77–80 así como efectos sinérgicos con 

la eritromicina contra Staphylococcus aureus multiresistente,81 además de tener 

actividad antimalárica.82 
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Figura 21. Espectro de 1H-RMN (300 MHz) del ácido helvólico (III) (CDCl3 H en ppm). 

 

El ácido helvólico fue aislado por primera vez en 1943 a partir de la especie 

Aspergillus fumigatus.83 Además, también se ha identificado en otras especies 

fúngicas como el entomopatógeno Metarhizium anisopliae,84 el patógeno del arroz 

Sarocladium oryzae,85 el marino Aspergillus sydowi,78 y en los endófitos Alternaria 

sp. FL25 de Ficus carica,74 Aspergillus sp. CY725 de Cynodon dactylon,77 entre 

otros (Tabla 3).69–71,73,86–91 

5.4 Actividad citotóxica de los productos I y III 

Como se indicó en el inciso 4.8, la actividad biológica de los compuestos I-

III se determinó mediante el ensayo de citotoxicidad con el colorante SRB y sobre 

un panel de líneas celulares humanas. Así, el compuesto I fue citotóxico contra las 

células MCF7 y HTC15 con valores de CI50 de 67.8  13.7 y 124.4  95 μM, 

respectivamente, y el compuesto III contra HTC15 con una CI50 de 38.7  0.2 μM. 



46 

6. CONCLUSIONES 

1) Se realizó el estudio químico de las especies fúngicas saprótrofas Phoma 

macrostoma (T1-86) y Neosartorya sp. (T1-21), aisladas a partir de una muestra 

de tierra formada sobre coladas de lava. 

2) La selección de las especies objeto de estudio a partir de los ensayos de 

citotoxicidad y los estudios de derreplicación, representan herramientas 

adecuadas para la búsqueda de nuevas entidades químicas bioactivas. 

3) A partir de la especie P. macrostoma se aislaron y se caracterizaron dos 

compuestos de tipo propil-furanona, designados como 2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-

dimetil-5-trans-propenilfuran-3-ona (I) y 2,3-dihidro-2-hidroxi-2,4-dimetil-5-

propilfuran-3-ona (II). Este trabajo representa el primer reporte del aislamiento 

del producto II a partir de una fuente natural. El producto I mostró actividad 

citotóxica contra las líneas celulares MCF7 y HTC15.  

4) El fraccionamiento primario de la especie Neosartorya sp. permitió el 

aislamiento y caracterización de un compuesto mayoritario, el ácido helvólico 

(III), el cual también presentó actividad citotóxica contra HCT15. 

5) El presente trabajo de investigación constituye una aportación original al 

conocimiento de la biodiversidad fúngica de especies saprótrofas de nuestro 

país. 
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