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AISLAMIENTO Y DETERMINACIÓN ESTRUCTURAL DE METABOLITOS 

BIOACTIVOS CON POTENCIAL APLICACIÓN EN APICULTURA Y AGRICULTURA 

OBTENIDOS A PARTIR DE CULTIVOS DE HONGOS. 

Resumen 

En esta tesis se describe el aislamiento, bioguiado a través de ensayos de actividad antifúngica y/o 

antibacteriana, y la elucidación estructural de los metabolitos presentes en los cultivos de hongos 

provenientes de diversas fuentes naturales. 

Las especies analizadas Alternaria brassicicola, A. raphani, Aspergillus restrictus, Trichoderma koniigii 

y Ascosphaera apis fueron aisladas de polen de colmenas ubicadas en el apiario del INTA (Instituto 

Nacional de Tecnología Agropecuaria) de la ciudad de Balcarce, Buenos Aires, Argentina. 

De Alternaria brassicicola y A. raphani se aislaron los compuestos 1-4, siendo el ácido tenuazónico, 

compuesto 2, el responsable de la actividad antibacteriana frente a la bacteria P. larvae, patógena de las 

larvas de las abejas melíferas. El compuesto 1, ácido D-allo-tenuazónico, es aislado por primera vez 

como producto natural. De Aspergillus restrictus se aisló el compuesto 3, conocido como pseurotina A3. 

Del hongo entomopatógeno de las larvas de las abejas melíferas, Ascosphaera apis, se aislaron los 

compuestos 6-8, siendo 6 y 8 monoterpenos de estructura química no informada previamente. Los 

compuestos 6 y 8 mostraron actividades antibióticas, antifúngicas y antioxidantes moderadas, mientras 

que el compuesto 7 posee buena actividad frente al hongo fitopatógeno F. virguliforme. Del cultivo de 

Trichoderma koningii se aislaron los compuestos 9, ácido hidroxiaspergílico, y 10, ácido terréstrico, 

ambos con actividad antifúngica importante frente a F. virguliforme.  

El estudio del cultivo de una cepa endófita septada oscura (DSE1) aislada de raíces de plantas de soja, 

brindó los compuestos 11-13. Dichos metabolitos son activos frente a los hongos F. virguliforme y F. 

lateritium.  

Se sintetizaron nuevos agentes antimicrobianos previamente aislados del cultivo del hongo 

intermareal Acremonium furcatum, compuestos 14 y 15. Los intermediarios sintéticos 21 y 22 resultaron 

poseer muy buena actividad antifúngica frente a F. virguliforme, Aspergillus fumigatus, Botrytis cynerea, 

Colletotrichum trucatum y Macrophomina phaseolina. 
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Todos los extractos de las especies estudiadas fueron fraccionados mediante distintas técnicas 

cromatográficas hasta la obtención de los metabolitos de interés puros. La elucidación estructural se 

llevó a cabo utilizando principalmente experimentos de RMN-1D y 2D, junto con espectrometría de 

masa. 

Palabras clave: metabolitos fúngicos, Alternaria brassicicola, Alternaria raphani, Aspergillus restrictus, 

Trichoderma koningii, Ascosphaera apis, Acremonium furcatum, hongos endófitos septados oscuros. 
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ISOLATION AND STRUCTURAL DETERMINATION OF BIOACTIVE METABOLITES 

WITH POTENTIAL USE IN APICULTURE AND AGRICULTURE FROM FUNGAL 

CULTURES.  

Abstract 
 

The bioguided isolation against phytopathogenic fungi and/or bacteria and the structural elucidation 

of the metabolites produced from fungal cultures from different natural sources are described.  

Alternaria brassicicola, A. raphani, Aspergillus restrictus, Trichoderma koniigii and Ascosphaera apis 

were isolated and studied from pollen of beehives from the apiary of INTA, Balcarce, Buenos Aires, 

Argentina.  

Compounds 1-4 were isolated from Alternaria brassicicola and A. raphani. Compound 2, tenuazonic 

acid, was the responsible for the antibacterial activity against P. larvae, pathogenic bacteria of the 

honey bee larvae. This is the first time report on the isolation of Compound 1, D-allo-tenuazonic acid, 

from a natural source. Compound 3, pseurotin A3, was isolated from Aspergillus restrictus. Compounds 

6-8 were isolated from Ascosphaera apis, an entomopathogenic fungi of the honey bee larvae. Two 

novel monoterpenes, 6 and 8, showed moderate antibiotic, antifungal and antioxidant activity while 

compound 7 exhibited good activity against F. virguliforme. From the culture of Trichoderma koningii, 

compound 9, hydroxy aspergillic acid, and compound 10, terrestric acid, were isolated. Both compounds 

showed antifungal activity against F. virguliforme. 

Compounds 11-13 were isolated from a dark septate root endophyte fungus strain from soybean, 

which possess antifungal activity against F. virguliforme and F. lateritium. 

The synthesis of new antimicrobial agents isolated previously from Acremonium furcatum, 

compounds 14 and 15 was performed. The synthetic intermediaries 21 and 22, showed a very good 

antifungal activity against, F. virguliforme, Aspergillus fumigatus, Botrytis cynerea, Colletotrichum 

trucatum and Macrophomina phaseolina. 

All the extracts from the abovementioned species were fractionated using different chromatographic 

techniques, to obtain the pure metabolites. The structural elucidation was achieved mainly through 1D 

and 2D NMR experiments and mass spectrometry. 
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Key words: fungal metabolites, Alternaria brassicicola, Alternaria raphani, Aspergillus restrictus, 

Trichoderma koningii, Ascosphaera apis, Acremonium furcatum, dark septate endophytic fungi. 
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Lista de abreviaturas utilizadas 

 

�™ �€�r�•D
25   poder rotatorio específico medido a 25°c 

 
�™ AcOEt  acetato de etilo  

 
�™ Boc   radical tert-butoxicarbonilo  

 
�™ c   cuarteto 

 
�™ c.c.d.   cromatografía en capa delgada 

 
�™ c.c.p.   cromatografía en capa delgada preparativa 

 
�™ C.G.L.  cromatografía gas líquido 

 
�™ C.G.L.-EM  cromatografía gas líquido acoplada a espectrometría de masa 

 
�™ cy   ciclohexano 

 
�™ d   doblete 

 
�™ da   doblete ancho 

 
�™ dd   doble doblete 

 
�™ ddd   doble doble doblete 

 
�™ d.i.   diámetro interno 

 
�™ DCC   diciclohexilcarbodiimida 

 
�™ DCI   desorción por ionización química 

 
�™ DMF   dimetilformamida 

 
�™ E.M.   espectrometría de masa 

 

�™ EM-AR  espectrometría de masa de alta resolución*  
 

�™ EI-EM  espectrometría de masa, ionización por electrones 
 

�™ ESI-EM  espectrometría de masa, ionización por electrospray 
 

�™ Et   etilo 
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�™ EtOH   etanol 

 
�™ eV   electrón volt 

 
�™ FAB   Bombardeo con átomos rápidos 

 
�™ g   gramo 

 
�™  Glc   glucosa 

 
�™ Gly   glicerol 

 
�™ HPLC   cromatografía líquida de alta resolución 

 
�™ IR   infrarrojo 

 
�™ J   constante de acoplamiento 

 
�™ LD50   Dosis letal 50 

 
�™ LSIMS  espectrometría de masa de iones secundarios con matriz líquida 

 
�™ m   multiplete 

 
�™ m/z   relación masa/carga 

 
�™ Me   metilo 

 
�™ MeOH  metanol 

 
�™ mg   miligramo 

 

�™ �Pg   microgramo 
 

�™ MHz   mega hertz 
 

�™ MIC   concentración de mínima inhibición 
 

�™ Min   minuto 
 

�™ ml   mililitro 
 

�™ �Pl   microlitro 
 

�™ OMe   metoxilo 
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�™ ppm   parte por millón 
 

�™ Py   piridina 
 

�™ q   cuarteto 
 

�™ qa   cuarteto ancho 
 

�™ Rf   relación de frente de solvente 
 

�™ RMN-13C  resonancia magnética nuclear de carbono 13 
 

�™ RMN-1H  resonancia magnética nuclear de hidrógeno 
 

�™ RP-C18  fase reversa producida por sílica derivatizada con cadenas lineales de 18 carbonos 
 

�™ s   singulete 
 

�™ sa   singulete ancho 
 

�™ SPE   extracción en fase sólida 
 

�™ t   triplete 
 

�™ ta   triplete ancho 
 

�™ TEA   trietilamina 
 

�™ THF   tetrahidrofurano 
 

�™ UV   ultravioleta 
 

�™ MTPA  cloruro de ácido �D-metoxi-�D-trifluorometil-fenilacético 
 
 

*Se utilizó esta nomenclatura debido a que aún no existe una nomenclatura oficial en español. 
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Capítulo 1 

 
INTRODUCCIÓN 
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Los hongos son organismos celulares heterotróficos y eucarióticos que realizan una digestión 

externa de sus alimentos secretando enzimas, y luego reabsorbiendo las moléculas disueltas resultantes 

de la digestión, es decir se alimentan osmotróficamente. Carecen de clorofila y la mayoría son saprófitos, 

esto significa que viven sobre materia orgánica muerta de la que se alimentan1. 

Pueden ser simbióticos de plantas, acompañar a las raíces en forma de micorrizas arbusculares, 

ectomicorrizas o endófitos septados oscuros y ayudándolas entre otras cosas a absorber nutrientes del 

suelo. Se piensa que esa simbiosis fue esencial para la conquista de las plantas del medio terrestre y para 

la existencia de los ecosistemas continentales2. 

Solo algunos son patógenos o parásitos estrictos que se alimentan a expensas de un organismo 

vivo y pueden producir enfermedades que se conocen como micosis. Poseen un enorme talento para 

biosintetizar y producir un amplio y diverso rango de moléculas orgánicas de relativo bajo peso 

molecular, con interesantes actividades biológicas3. Actualmente la mayoría de los grupos de 

investigación que trabajan con productos naturales producidos por hongos se centran en sus aplicaciones 

farmacéuticas, en sus roles como micotoxinas y sus multifacéticas funciones ecológicas. 

Desde el descubrimiento de la penicilina en el año 1928, a partir del cultivo del hongo Penicillum 

notatum4, hasta la actualidad existen numerosos antecedentes de metabolitos secundarios aislados de 

cultivos de hongos que fueron de enorme relevancia para la industria farmacéutica. 

Algunos pocos ejemplos de compuestos bioactivos descubiertos a partir de esta fuente natural son 

los siguientes:  

 

Ciclosporina A (figura 1), compuesto inmunosupresor aislado a partir del hongo filamentoso 

Tolypocladium inflatum5, utilizado en tratamientos post trasplante de órganos. 
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Figura 1: Estructura de ciclosporina A 

 

Mevinolina (figura 2), agente reductor de colesterol, una de las drogas conocidas como estatinas, 

producida por el hongo Aspergillus terreus6. 
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Figura 2: Estructura de mevinolina 

 

Asperlicina(figura 3), antagonista de la hormona peptídica reguladora colecistoquinina, aislada 

de Aspergillus alliaceus7, utilizada en terapias antiulcerosas. 
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Figura 3: Estructura de asperlicina 

 

Su modificación sintética derivó en el descubrimiento de las benzodiazepinas (figura 4), drogas 

utilizadas para tratamientos severos de insomnio y ansiedad8. 
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Figura 4: Estructura base de benzodiazepinas 

 

Metabolitos secundarios aislados de hongos con bioactivid ades de interés en el agro. 

 

Se denominan agroquímicos a los plaguicidas utilizados específicamente en las actividades 

relacionadas con el agro, clasificándose según sea su origen de procedencia en naturales, a aquellos que 

son productos naturales; o sintéticos, a los que provienen de síntesis químicas industriales. Se pueden 

enumerar diferentes ventajas y desventajas entre estos dos grupos. Los agroquímicos que provienen de 

productos de síntesis presentan como problema fundamental que generalmente son poco específicos en 

su modo de acción y su biodegradabilidad es baja, por lo cual la contaminación ambiental que provocan 
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puede llegar a ser considerablemente alta; en cambio los que se obtienen a partir de productos naturales 

son siempre biodegradables y pueden poseer una mayor especificidad ya que suelen ser moléculas 

complejas estructuralmente que operan por mecanismos de acción más específicos. Sin embargo, a la 

hora de hablar de rentabilidad los papeles se invierten ya que los plaguicidas sintéticos son más fáciles de 

producir debido a que son moléculas pequeñas, que se pueden sintetizar sin mayores problemas en 

reactores, a diferencia de los compuestos que son aislados de extractos de plantas para los que se 

necesita entre otras cosas, mucho espacio físico para poder cultivarlas. 

Para poder utilizar la ventaja de la biodegradabilidad y especificidad de los productos naturales y 

que su producción no sea un grave inconveniente, se emprendió la búsqueda de agroquímicos a partir de 

otras fuentes de productos naturales como los microorganismos, ya que se los puede cultivar en 

fermentadores industriales haciendo así su producción a gran escala mucho más sencilla. Los países con 

mayores recursos económicos están incluso fomentando el desarrollo de agentes de biocontrol (ABC)9, 

en donde se busca utilizar directamente al microorganismo como controlador específico de alguna plaga 

en particular. El inconveniente de utilizar estos ABC es que el uso del microorganismo vivo requiere 

condiciones especiales de uso ya que cada ABC se desarrolla en un ambiente específico y suele ser 

aplicable siempre que el medio a tratar contenga condiciones similares. Además, durante el desarrollo de 

los ABC, no siempre se identifican todos los metabolitos producidos por el microorganismo pudiendo 

éstos ser perjudiciales para la salud. Por estos motivos en algunos países como el nuestro hay resistencia 

a su empleo, prefiriendo los productores el uso de un producto químico4, 10. 

Actualmente existen más de mil productos agroquímicos comerciales en uso siendo en su gran 

mayoría sintéticos, y se estima que toda la población está expuesta en alguna medida a ellos, ya sea 

mediante exposición directa por trabajar con ellos, por consumo de alimentos que estuvieron en 

contacto con los mismos o por efectos ecológicos a largo plazo11. 

Se pueden citar numerosos ejemplos de enfermedades de plantas o animales producidas por 

bacterias y hongos, particularmente en los cultivos agrícolas, los cuales se ven afectados por diversos 

hongos fitopatógenos. Cultivos como vid pueden sufrir la enfermedad conocida como oidio, causada por 

el hongo fitopatógeno Oidium tuckeri12, los de soja en cambio, pueden verse infectados por más de 50 

especies, entre ellas Cercospora kikuchii13, Macrophomina phaseolina14 y Rhizoctonia solani15, mientras 

que la marchitez que sufren los cultivos de batatas es causada por Fusarium oxysporum16.  
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Estos son sólo unos pocos ejemplos entre los cientos de enfermedades descriptas para cultivos 

agrícolas. 

Existen numerosos metabolitos provenientes de microorganismos que son capaces de controlar 

las enfermedades provocadas tanto por bacterias como por hongos fitopatógenos, citando como 

ejemplo los siguientes compuestos17: 

-Blasticidina S (figura 5): Metabolito aislado de Streptomyces griseochromogenes, activo in vitro 

frente a hongos y bacterias fitopatógenos18.  
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Figura 5: Estructura de Blasticidina S 

 

 -Kasugamicina (figura 6): Metabolito aislado de Streptomyces kasugaensis y S. kasugaspinus, 

activo frente a levaduras y hongos filamentosos como Pyricularia oryzae, patógeno de cultivos de arroz, 

y algunas bacterias como por ejemplo Pseudomonas19. 

O

H3C NH2

O

N
H

NH

HOOC

HO

HO
OH

OH
OH

 
Figura 6: Estructura de Kasugamicina 
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 -Polioxinas (figura 7): Metabolitos aislados de Streptomyces cacaoi var. asoensis , activos frente 

a diversos hongos que afectan a variadas clases de cultivos como cultivos de arroz, que se ven afectados 

por Rhizoctonia solani, cultivos de vid y vegetales afectados por Botrytis cinerea20, 21. 
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Figura 7: Estructura de las polioxinas 

 

 -Mildiomicina (figura 8): Metabolito aislado de Streptoverticillium rimofaciens, activo frente a 

hongos resistentes al compuesto antifúngico comercial benomyl, como por ejemplo Sphaerotheca 

fuliginea, el cual es patógeno de cultivos de zapallo22. 
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Figura 8: Estructura de mildiomicina 
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En el área de apicultura las principales afecciones que sufren las larvas de las abejas melíferas 

(Apis mellifera) son causadas por la bacteria Paenibacillus larvae, cuya enfermedad infectocontagiosa es 

conocida como Loque americana, y el hongo Ascosphaera apis, el cual es el agente responsable de la 

enfermedad conocida como cría yesificada, ascosfaerosis o chalkbrood23. 

Debido a que Argentina es el 2º productor de miel a nivel mundial, alternando este puesto con 

Estados Unidos, y un importante agro exportador, cualquier enfermedad que produzca una disminución 

en la producción de estos alimentos genera grandes pérdidas a nivel económico24. 

A raíz de estos inconvenientes se considera que es indispensable desarrollar nuevas 

investigaciones en este tema para tratar de solucionar el problema de las enfermedades infecciosas en 

plantas y animales a través del uso de agroquímicos naturales y en particular de microorganismos por 

las razones que se expusieron anteriormente.  

Teniendo en cuenta que solamente se expusieron unos pocos ejemplos, se puede concluir que 

tiene sentido emprender la búsqueda de nuevos productos naturales que posean diversas actividades 

biológicas a partir de cultivos de hongos y considerando que se presume que se han descripto al día de 

hoy solamente el 5%  de los microorganismos existentes en el universo, hay un enorme y prometedor 

segmento de productos naturales bioactivos por descubrir. 

En este sentido, este trabajo de tesis doctoral tiene como objetivo el aislamiento y elucidación 

estructural de compuestos bioactivos producidos por cultivos de hongos provenientes de diferentes 

fuentes sostenibles para su aplicación en el agro para el control de enfermedades infecciosas, tanto en 

agricultura como en apicultura. 
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Aislamiento y elucidación estructural de 

metabolitos secundarios producidos por  

Alternaria brassicicola  (MP03) y A. raphani  (MP05) 
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�™ Introducción 

Las colmenas de las abejas productoras de miel (Apis melífera) presentan un hábitat muy 

favorable para que muchas clases de macro y microorganismos se puedan desarrollar en su interior. 

Poseen alimento (miel, cera, polen, etc.), 30 °C de temperatura promedio y entre un 60 y 70 %  de 

humedad relativa.  

Muchos organismos pueden crecer sin provocar graves infecciones que afecten la producción de 

miel y derivados, pero otros en cambio pueden generar enfermedades que afectan a las larvas de las 

abejas generando como consecuencia importantes pérdidas económicas. A estas afecciones se las puede 

dividir según la clase de organismo patógeno responsable en enfermedades producidas por: 

�x Bacterias: La bacteria Paenibacillus larvae provoca la enfermedad infectocontagiosa 

Loque americana, conocida desde 1906 como una de las enfermedades más graves que 

afectan a la apicultura. La bacteria no supone amenaza alguna para la salud humana. 

Son muy pocos los países conocidos como libres de esta enfermedad. 

Las larvas, principalmente en el estado de prepupa, son infectadas al consumir 

esporas de la bacteria patógena presentes en su alimento. Luego, las esporas germinan 

y crecen en el estómago infectado. Una vez desarrolladas, las bacterias se van 

adhiriendo a los tejidos provocando la muerte de la larva, hecho que ocurre a los 3 días 

de comenzada la infección. Varios millones de esporas se generan al morir la larva 

enferma, infectando al resto del panal, figura 91. Si bien existen abejas sanitarias, que se 

ocupan de la limpieza de la colmena, no es posible la limpieza completa del panal ya que 

las esporas se unen fuertemente a las celdas. Como consecuencia, la enfermedad es 

trasladada por las abejas adultas de un panal a otro, ya que éstas son portadoras 

asintomáticas. Las esporas son muy resistentes a desinfectantes, al calor y al frío y 

pueden retener el poder de germinación por varios años tanto en el panal como en la 

miel. Las pérdidas económicas surgen a raíz de la disminución de la población adulta en 

los panales contaminados2, lo cual desencadena una baja considerable de la producción 

apícola. 
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                                   Figura 9: Colonia sana vs colonia infectada con P. larvae © Crown copyright 2007 

                              Website: www.defra.gov.uk 

 

Un grave problema de esta enfermedad es que es divisada en las colonias 

cuando la infección está avanzada, por tal motivo muchos apicultores introducen, a 

modo preventivo, antibióticos de amplio espectro en las colmenas. Algunos ejemplos de 

antibióticos empleados actualmente son clorhidrato de oxitetraciclina (Terramicina)3, 

fluoroquinolonas y tartrato de tilosina (Tylan), el cual fue aprobado por la 

Administración de Alimentos y Drogas (FDA) de los Estados Unidos en el año 2005 y su 

uso también está permitido en nuestro país. Si bien la utilización de estos productos 

está permitida, no se debe detectar su presencia en la miel al momento de ser 

exportada. Es decir que el producto debe aplicarse en tiempo y concentración adecuada 

para que al momento del análisis en el laboratorio no sea detectable en la miel o sus 

subproductos. Tanto la utilización de nitrofuranos como de cloranfenicol está 

terminantemente prohibida4. 

Sin embargo, se ha demostrado con anterioridad que estos antibióticos 

permitidos dejan residuos apreciables en la miel o subproductos apícolas, hecho que 

puede causar daños importantes en la salud. Ejemplos de estos daños son alergias, 

intoxicaciones y la generación de mecanismos generales de resistencia, ya que son 

drogas antibióticas que se utilizan también en humanos (oxitetraciclina se utiliza como 

antibiótico de amplio espectro). Debido a esto se legislaron a nivel mundial límites 

máximos para las concentraciones de los diferentes antibióticos5. 
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Al momento no existen compuestos bioactivos específicos informados frente a la 

bacteria entomopatógena P. larvae. 

Se conoce también la enfermedad conocida como Loque europea, causada por la 

bacteria Melissococcus plutonius, la cual no forma esporas. Los efectos que causa son 

más leves que los mencionados para P. larvae�X�����•���µ�v�������v�(���Œ�u���������������µ�•���������‰�}�Œ���^���•�š�Œ� �•�_�U��

es decir que es solamente peligrosa si la colonia se encuentra por alguna razón bajo 

estrés, ya que en condiciones normales no es afectada. Esta enfermedad es controlada 

químicamente mediante el uso de los mismos antibióticos que se utilizan para Loque 

Americana. 

 

�x Hongos: El hongo Ascosphaera apis es el agente responsable de la enfermedad conocida 

como cría yesificada, ascosfaerosis o chalkbrood, comenzando a observarse en 

Argentina a fines de 1978. 

Las esporas de este hongo, que están presentes en el alimento larval, germinan 

en el intestino de la larva de la abeja posteriormente a su digestión. La infección puede 

surgir también por la propagación del hongo a través de la cutícula. Tras ser operculadas 

(tapadas) las celdas, el micelio del hongo se desarrolla a partir de las esporas hasta 

llegar a afectar a toda la larva, apareciendo una pelusa blanca similar a la del algodón en 

rama. Luego de la muerte de la larva, el cadáver se contrae y se seca convirtiéndose en 

una momia de color blanco o gris negruzco con aspecto de yeso. Las momias blancas 

son el resultado de la infección con un tipo sexual de A. apis, mientras que las momias 

de color gris negruzco indican que la invasión ha sido de ambos tipos sexuales6. Las 

larvas presentan un máximo de susceptibilidad a la infección cuando tienen entre 3-4 

días de edad y mueren en los 2 días siguientes a la operculación celular7 (figuras 10 y 

11). 

Debido a que el daño producido por esta enfermedad no se considera muy 

grave, no se han formulado compuestos antimicóticos específicos. Si el apicultor desea 

utilizar algún producto debe formularlo por sí mismo a partir de medicamentos para uso 

humano o animal. Por ser una afección generada por un hongo se encuentra ligada a la 

temperatura y humedad de la colmena. Durante los últimos años se ha probado con 

cierta eficacia el uso de numerosos antimicóticos. Como ejemplo se pueden citar: 
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nistatina (Micostatin), tiabendazol (Thibenzole) y Anfotericina B, teniendo esta última el 

inconveniente de ser inestable y muy cara8. También se han ensayado fumigaciones de 

los panales con óxido de etileno, timol al 0,7 % , formaldehído al 4 % , amoníaco, 

propionato de sodio y hasta incluso una simple solución jabonosa1.  

 

                    

               Figura 10: Colonias infectadas con Ascosphaera apis. Website: www.mdbka.com/Page326.htm 

 
Figura 11: a) Momias blancas y negras (Imagen N° K8144-3, por Jeff Pettis); b) larva enferma desprendiendo esporas del 

hongo entomopatógeno.Website: www.ars.usda.gov/Research 

 

�x Parásitos: Varroa jacobsoni es un ácaro que provoca la enfermedad conocida como 

Varroasis. Este ácaro se alimenta de los fluidos físicos de las abejas adultas, pupas y 

larvas adhiriéndose a la piel. Provoca grandes daños produciendo la desaparición de 

numerosas colmenas. (Figura 12) 

Acarapis woodi, es otro ácaro que afecta las vías aéreas de las abejas melíferas 

causando Acarapisosis. Es una enfermedad grave que genera importantes pérdidas en 

las colonias de abejas. 

a) b) 
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Existen varios tipos de tratamientos para estas clases de enfermedades, como 

por ejemplo el agregado de cristales de mentol o salicilato de metilo en forma sólida en 

la parte superior de la colmena cuyos vapores son activos. 

 

               
Figura 12: Cría de abejas sacadas de celdillas operculadas con Varroa. La flecha indica la ubicación de la hembra adulta de Varroa 

jacobsoni, por Ferrnando G. Fredes Martínez. Website: www.fapas.es/abejas_en_peligro.htm 

 

Sabiendo que nuestro país es uno de los mayores exportadores mundiales de miel y otros 

productos apícolas y que las mayores pérdidas económicas en apicultura son causadas por la bacteria 

entomopatógena P. larvae, se decidió emprender la búsqueda de nuevos compuestos inhibidores del 

crecimiento de la misma. Para lograr dicho fin se inició la búsqueda de metabolitos bioactivos producidos 

por hongos presentes en polen aislado del interior de colmenas. Se eligieron estas cepas ya que son 

habitantes naturales de las colmenas y podrían eventualmente actuar como ABC. Estos hongos 

probablemente sean introducidos a través de material infectado como partículas del suelo, plantas y/o 

semillas transportadas por el viento, abejas u otros insectos. 

No existe mucha información sobre cepas aisladas de esta fuente; al realizar la búsqueda 

bibliográfica se encontró una publicación acerca del aislamiento de diversas cepas de hongos de polen de 

colmenas en el municipio de Irapuato, estado de Guanajuato, México, con el objetivo de cuantificar la 

contaminación fúngica que posee, ya que el polen es utilizado para diversos usos. Fueron aisladas 

especies de los géneros Penicillium, Mucor, Alternaria, Rhizopus, Fusarium, Aspergillus y 

Helminthosporium9. 
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Como primer paso para la realización de este trabajo, la Dra. Nora Peña de la Universidad 

Nacional de Mar del Plata realizó el aislamiento y clasificación de 18 especies de hongos a partir de polen 

de colmenas ubicadas en el apiario de INTA Balcarce. Luego, todas las cepas aisladas fueron cultivadas en 

pequeña escala con el objetivo de realizar una evaluación de actividad y contenido de los extractos de 

cada especie. 

Se realizaron 3 cultivos de 75 ml cada uno para cada especie aislada, utilizando como medio de 

cultivo extracto de malta. Una vez crecido el hongo en cada recipiente, se lo filtró separando el micelio 

del medio de cultivo. El micelio fue extraído con EtOH y posteriormente con AcOEt y ambos extractos 

fueron combinados y evaporados a presión reducida, obteniéndose el extracto de micelio. Por otro lado 

el medio de cultivo fue extraído con AcOEt y luego evaporado obteniéndose el extracto de medio de 

cultivo. 

Seguidamente se llevaron a cabo ensayos de bioactividad de los extractos de micelio y medio 

para cada una de las 18 cepas aisladas frente a P. larvae. Para evaluar la especificidad de la actividad de 

los extractos se ensayó también la actividad frente a otras cepas de bacterias como Staphylococcus 

aureus (Gram+) y Escherichia coli (Gram-) y frente a los hongos Cladosporium cucumerinum (hongo 

patógeno de cultivos de melón y papaya) y Candida albicans. 

Para evaluar la riqueza química de los extractos obtenidos se realizaron también espectros de 

RMN1H y se evaluó el comportamiento cromatográfico en capa delgada (ccd) sobre sílica. 

Los únicos extractos que resultaron activos y específicos frente a P. larvae fueron los extractos de 

medio de cultivo de Alternaria brassicicola y Alternaria raphani.  

Con estos resultados se decidió entonces proceder a realizar cultivos en mayor escala de las 

especies Alternaria brassicicola y A. raphani para poder aislar e identificar los metabolitos secundarios 

responsables de esta actividad.  

 

�™ Aislamiento de los metabolitos secundarios 

Los cultivos a mayor escala obtenidos para ambas especies fueron tratados de la misma forma. 

Se filtraron y se trabajó únicamente con los medios de cultivo ya que como se mencionó anteriormente, 
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eran los únicos activos frente a P. larvae. Los medios de cultivo fueron extraídos exhaustivamente con 

AcoEt, evaporados y los extractos fueron cromatografiados en una columna semipreparativa de 

Sephadex LH-20. Todas las fracciones se ensayaron frente a P. larvae y solamente una para cada especie 

estudiada mostró actividad positiva. La fracción activa fue separada mediante el uso de cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC). 

La fracción activa de la cepa A. brassicicola (IV) rindió por HPLC los compuestos 1, 2 y 3 mientras 

que la fracción activa (V) de la cepa A. raphani rindió solamente los compuestos 2 y 3, idénticos 

espectroscópicamente a los aislados de A. brassicicola (esquema 1). 

 

 

Esquema 1: Diagrama de extracción de A. brassicicola y A. raphani 
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Una de las fracciones inactivas, obtenida en la separación con la columna semipreparativa de 

Sephadex LH-20 de A. raphani, presentó varias manchas de buen aspecto al ser estudiada por ccd y su 

espectro de RMN-1H mostró la presencia de un compuesto mayoritario que poseía una estructura 

química interesante. Esta fracción fue purificada mediante cromatografía en capa delgada preparativa 

aislándose el compuesto 4. 

 

�™ Elucidación estructural de los compuestos aislados 

 

La elucidación estructural de todos los compuestos aislados se llevó a cabo mediante el uso de 

técnicas espectroscópicas como RMN 1D y 2D, además de espectrometría de masa. 

El ión molecular obtenido para los compuestos 1 y 2 fue m/z 197 (ionización por electrones, 70 

eV) y fue confirmado tanto por ionización química como por FAB, ([M+H]+ m/z 198). El valor impar 

hallado para el ión molecular sugirió que ambas moléculas poseían un átomo o un número impar de 

átomos de N en su estructura. 

Teniendo en cuenta este dato y el número de señales observadas en el espectro de RMN-13C se 

propuso la siguiente fórmula mínima C10H15NO3 para los compuestos 1 y 2, lo que indicaba que la 

molécula poseía 4 insaturaciones. 

El espectro RMN-1H (CD3OD) del compuesto 1 (figura 13) mostraba un doblete a 3.91 ppm (J=2.9 

Hz) correspondiente a un hidrógeno, un singulete a 2.41 ppm que integraba para 3 H, dos multipletes a 

1.92 y 1.28-1.57 ppm correspondientes a 1 y 2 H respectivamente y por último dos señales que 

integraban para 3 H cada una, un triplete a 0.96 ppm (J=7.3 Hz) y un doblete a 0.76 ppm (J=6.6 Hz).  
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(ppm)

0.81.01.21.41.61.82.02.22.42.62.83.03.23.43.63.84.0

(ppm)

3.90

(ppm)

0.81.0

 

Figura 13: Espectro RMN-1H del compuesto 1 (CD3OD) 

Todas las señales, exceptuando el singulete a 2.41 ppm, resultaban similares a las informadas en 

literatura para el aminoácido isoleucina, en el cual un grupo etilo y uno metilo se hallan unidos a un 

metino vecino al carbono �D del aminoácido, tal como se muestra en la figura 1410. 

0.96 t

1.28-1.57 m

1.92 m

0.76 d

3.91 d

 

Figura 14: Estructura parcial del compuesto 1 

CHD2OD 
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En el espectro de RMN-13C del compuesto 1 se observaban diez señales, cuatro de las cuales 

pertenecían a carbonos cuaternarios (�G��199.9, 187.8, 176.1 y 104.0), dos a carbonos de grupos metinos 

(�G��66.3 y 38.0), una sola a un carbono de un grupo metileno (�G 27.6) y tres a carbonos de metilos (�G20.4, 

13.3, 12.1) asignadas según el espectro DEPT 135. Los valores de desplazamiento químico de las señales 

a 199.9, 187.8, 176.1 ppm indicaban la presencia de distintos tipos de carbonilos �D,�E �t insaturados. 

Teniendo en cuenta estos datos, el peso molecular y con la ayuda de la base de datos Antibase 

200011, pudo proponerse la estructura de la figura 15. 
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Figura 15: Estructura propuesta para el compuesto 1 

 

Consultando con los datos de literatura11, 12 se pudo confirmar que el compuesto 1 era 5-sec-

butil-3-(1-hidroxietiliden)-pirrolidin-2,4-diona, conocido como ácido tenuazónico. La elucidación de la 

estereoquímica absoluta se comenta más adelante. 

La diferencia fundamental entre los espectros de RMN-1H de los compuestos 1 y 2 (figura 16), se 

encontraba en las señales observadas a campos más altos, donde para el compuesto 1 se observaba un 

doblete a �G 0.76 y un triplete a �G 0.96 ppm, en cambio para el compuesto 2 se observaba un doblete a �G 

0.99 ppm y un triplete a �G 0.90 ppm. 
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Figura 16: Espectro RMN-1H del compuesto 2 (CD3OD) 

 

Con estos datos se supuso entonces que el compuesto 2 podría ser un compuesto diasterómero 

de 1. La elucidación de la esteroquímica absoluta se comenta más adelante. 

Para el compuesto 3 se procedió de la misma manera para realizar la elucidación estructural. El 

mismo presentó un ión molecular a m/z 183 (EM-EI, 70 eV) y 9 señales en el espectro de RMN-13C, por lo 

cual se pudo deducir que su fórmula mínima era C9H13NO3, conteniendo entonces igual número de 

insaturaciones que los compuestos 1 y 2. 

CHD2OD 
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El espectro de RMN-1H de 3 (figura 17) resultó muy similar a los observados para los compuestos 

1 y 2, presentando como diferencia principal un patrón diferente en la región de campos altos. Este 

espectro mostró dos dobletes a �G 1.02 y 0.82 que integraban para 3 H cada uno y un multiplete a �G 2.13. 

Este dato indicaba la presencia de dos grupos metilos unidos a un metino y por lo tanto el reemplazo de 

la isoleucina base de la estructura de los compuestos 1 y 2 por una valina en el compuesto 3, como se 

muestra en la figura 18. 

 

(ppm)

0.81.01.21.41.61.82.02.22.42.62.83.03.23.43.63.84.0

 

Figura 17: Espectro RMN-1H del compuesto 3 (CD3OD) 

 

CHD2OD 
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Figura 18: Estructura del compuesto 3 

Con toda esta información y con la ayuda de datos bibliográficos 12, 13 se pudo deducir la 

estructura perteneciente al compuesto 3 como 5- isopropil-3-(1-hidroxietiliden)-pirrolidin-2,4-diona 

(figura 18). 

Las asignaciones de los diferentes fragmentos observados en los espectros de masa para los 

compuestos 1, 2 y 3, confirman las estructuras propuestas (figuras 19 y 20). 
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Figura 19: Fragmentaciones observadas para los compuestos 1 y 2 (EM EI, 70 eV) 
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Figura 20: Fragmentaciones observadas para el compuesto 3 (EM EI, 70 eV) 

 

Nota: no se realizó un estudio de genética iónica para confirmar la identidad de los iones 

observados. 

 

Para determinar la configuración absoluta de los compuestos aislados, éstos fueron oxidados 

utilizando el reactivo de Jones14, purificados mediante un cartucho de extracción en fase sólida con 

CH2Cl2-MeOH (8:2) como fase móvil y finalmente hidrolizados por calentamiento a 120°C por 8 horas 

con HCl 6M. Los aminoácidos obtenidos fueron derivatizados15 como los correspondientes N-

pentafluoropropill ésteres de isopropilo  e inyectados en un cromatógrafo gaseoso con una columna 

Chirasil-Val. Los patrones utilizados fueron preparados por el mismo método, derivatizando los 

correspondientes aminoácidos comerciales. Se compararon los tiempos de retención de los estándares 

con los obtenidos para los derivados de los compuestos 1-3 pudiéndose determinar su configuración 

absoluta (tabla 1). A modo de confirmación se realizaron co-inyecciones. 
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Derivado tR(min) 

L-Val 5.55 

D-Val 6.24 

D-allo-Ile 7.75 

D-Ile 8.11 

L-allo-Ile 8.19 

L-Ile 8.44 

1 7.75 

2 8.44 

3 5.55 

 

Tabla 1: Tiempos de retención de los derivados de aminoácidos  

 

Se pudo así identificar al compuesto 1 como (5R, 1´S) 5-sec-butil-3-(1-hidroxietiliden)-pirrolidin-

2,4-diona o ácido D-allo-tenuazónico, al compuesto 2 como (5S,1´S) 5-sec-butil-3-(1-hidroxietiliden)-

pirrolidin-2,4-diona o ácido L-tenuazónico y al compuesto 3 como 5S-isopropil-3-(1-hidroxietiliden)-

pirrolidin-2,4-diona (figura 21). 
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Figura 21: Estructuras de los compuestos 1-3 

Los compuestos 2 y 3 habían sido informados previamente16, no así el compuesto 1. 
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Cabe destacar que en el espectro RMN-1H del compuesto 1 se observó la presencia de otro juego 

de señales (figura 22). Este hecho se debe al equilibrio tautomérico ceto-enólico que pueden presentar 

los ácidos tetrámicos. 

(ppm)

0.81.21.62.02.42.83.23.64.04.44.85.25.66.06.4

(ppm)

3.84.0

(ppm)

2.42.6

 

Figura 22: Espectro RMN1H del compuesto 1 (CDCl3) 

 

Los ácidos 3-aciltetrámicos pueden en principio formar diferentes tautómeros de los cuales 

solamente 4 son detectables en solución. Dos pares de tautómeros se interconvierten internamente en 

forma muy rápida, Ai/Aii  y Aiii/Aiv a través de la transferencia de un protón a lo largo de la unión 
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hidrógeno intramolecular17, 18 (figura 23). Este hecho es demasiado veloz como para poder ser detectado 

en la escala de tiempo de los experimentos de RMN. 

La interconversión externa de tautómeros, Ai/Aii  Aiii/Aiv, en cambio está dada por el 

efecto de rotación de la cadena lateral19 y puede detectarse por RMN, observándose por este motivo 

dos juegos de señales en el espectro RMN-1H en CDCl3. 

Como la relación entre los diferentes tautómeros puede verse afectada por el intercambio del 

hidrógeno unido al N en el anillo pirrolidínico con el solvente prótico deuterado utilizado, pueden 

obtenerse diferentes espectros de RMN utilizando diferentes solventes19.
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Figura 23: Equilibrio tautomérico de los ácidos 3-aciltetrámicos. 

Como se mencionó anteriormente, se aisló de A. raphani una fracción inactiva que rindió por ccd 

preparativa el compuesto 4 químicamente interesante (esquema 1). 

El ión molecular obtenido para el compuesto 4 fue m/z 352 (EM/EI, 70 eV).El espectro de RMN-
13C del compuesto 4 presentaba veinte señales, dos de las cuales podían corresponder a carbonilos de 

cetona �D, �E insaturados (205.3 y 203.0 ppm), dos a carbonos aromáticos sustituidos probablemente por 

hidroxilo (161.9 y 161.6 ppm), diez carbonos aromáticos con desplazamientos químicos muy similares y 
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una a un carbono cuaternario unido a oxígeno (69.1 ppm). El resto de las señales correspondían a 

carbonos alifáticos hidrogenados. 

En el espectro de RMN 1H de este compuesto (figura 24), se observaban cuatro dobletes (d 7.85, 

7.82, 7.08 y 7.02) pertenecientes a 1 H cada uno, con un acoplamiento de 8.8 Hz correspondiente a 

sustitución orto, en la zona de protones aromáticos. Este hecho estaría indicando la presencia en la 

molécula de dos anillos aromáticos, los cuales poseerían dos hidrógenos en posición orto cada uno. En el 

espectro COSY se observaron correlaciones entre las señales a �G 7.08 y �G 7.85 y entre las señales a �G 7.02 

y �G 7.82. 

(ppm)

1.02.03.04.05.06.07.08.09.010.011.012.013.0
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7.8
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7.0

 

Figura 24: Espectro RMN 1H del compuesto 4 (CDCl3) 

CHCl3 
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En el mismo espectro de correlación pudo observarse que el multiplete a �G 4.67, 

correspondiente a un metino probablemente unido a un hidroxilo, correlacionaba con la señal a �G 3.07 y 

con el multiplete a �G 2.90-3.08.�� También se observó correlación entre dos señales correspondientes a 

metilenos, �G��2.68 y 3.17��con���G��2.44 y 3.05����

Estos resultados indicaron las siguientes estructuras parciales: 
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Figura 25: Estructuras parciales correspondientes al del compuesto 4 

 

Como siguiente paso se realizó una búsqueda de estructuras en la base de datos Antibase 

200011, ingresando las subestructuras deducidas, obteniendo como resultado la molécula conocida como 

Altertoxina I (figura 26). 
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Figura 26: Estructura del compuesto 4: Altertoxina I 

Este compuesto fue previamente aislado y caracterizado a partir de un cultivo de A. alternata, en 

el año 198620. Los datos espectroscópicos obtenidos para el compuesto 4 son coincidentes con los 

informados en literatura20. 

 

�™  Actividad biológica 

Los compuestos aislados puros se sometieron a ensayos de actividad antibiótica. 

Los resultados observados para los compuestos 1 y 3 en el ensayo de actividad frente a P. larvae 

fueron levemente positivos, con halos de inhibición de 4 y 5 mm respectivamente, mientras que el 

compuesto 2 resultó ser el más activo en estos ensayos con 12 mm de halo. 

Por este motivo se determinó frente a diferentes cepas de P. larvae, el valor de concentración 

mínima de inhibición (MIC) para el compuesto 2 mediante los métodos de difusión sobre agar21 y 

dilución. 

En los ensayos de actividad frente a P. larvae se utilizaron como testigos oxitetraciclina, una 

droga sintética comercial, que como se indicó en la introducción tiene un uso regulado; y gentamicina, 

un antibiótico comercial de amplio espectro. Puede observarse en la tabla 2 que los valores de MIC del 

compuesto 2 son comparables tanto con oxitetraciclina como con gentamicina y que los MIC obtenidos 

para gentamicina utilizando el método de dilución son menores que los hallados para 2 y oxitetraciclina 
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utilizando el método de difusión. Esto puede deberse probablemente a la mayor polaridad de la 

gentamicina cuya distribución en el medio acuoso se ve favorecida21. 

Cabe destacar que la actividad se probó sobre 6 cepas de P. larvae aisladas de colmenas 

infectadas ubicadas en el apiario de INTA Balcarce. 

Compuesto    Cepa   

 A C I II III IV 

       

2a 1.0 1.0 1.0 1.0 5.0 1.0 

oxitetraciclina a 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

gentamicina a 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

       

2b 32 32 32 32 32 32 

oxitetraciclina b 64 32 32 32 16 16 

gentamicina b 2 16 4 4 8 8 
a MIC medido en �Pg/disco determinado mediante el método de difusión sobre agar 
b MIC medido en �Pg/ml determinado mediante el método de dilución 

Tabla 2: Valores de MIC obtenidos para el compuesto 2 y para antibióticos comerciales frente a 6 cepas de P. larvae 

Para evaluar la especificidad de la actividad antimicrobiana de los compuestos aislados se 

realizaron ensayos frente a otras bacterias como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli 

y también frente a Candida albicans, siendo todos los resultados negativos. Cabe mencionar que en un 

estudio previo se había determinado que el ácido L-tenuazónico no poseía actividad antibiótica frente a 

numerosas cepas de bacterias y levaduras22. 

Esto indica que el compuesto 2 posee una muy buena actividad y especificidad frente a P. larvae. 

En trabajos anteriores se había informado sobre la actividad antiviral23 del ácido tenuazónico 

frente a parainfluenza-3, vaccinia y herpes simplex, su efecto inhibidor de crecimiento del 

adenocarcinoma humano23 a través de la inhibición de la incorporación de aminoácidos a las proteínas 

microsomales24 en huevos embrionarios y su escasa actividad como antibiótico22. Este último ensayo 

había sido realizado tanto con el ácido tenuazónico como con el ácido D-allo- tenuazónico frente a 31 

cepas de bacterias y 48 levaduras arrojando resultados negativos. 
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Debido a su promisoria actividad antitumoral se estudió la toxicidad que poseen estos 

compuestos sobre ratones machos, siendo su LD50 moderada (125 mg/kg + 10) 23. Todos estos ensayos 

de bioactividad fueron realizados con compuestos de origen sintético22. 

Si bien la actividad biológica del ácido L-tenuazónico ha sido estudiada en profundidad no se 

había informado con anterioridad su actividad específica frente a P. larvae ni la de ningún otro producto 

natural o sintético. 

Acerca de la actividad biológica del compuesto 4, se ha informado su fitotoxicidad en cultivos de 

lechuga en particular25 y su actividad mutagénica20.  

�™ Biosíntesis 

Se han realizado estudios sobre la biosíntesis del ácido L-tenuazónico y algunos derivados26, para 

lo cual el microorganismo apropiado fue cultivado en medios con distintos aminoácidos (L-valina, L-

leucina27 o L-norvalina28) y ácido acético marcados con 14C. Se propusieron inicialmente dos rutas 

biosintéticas que se muestran en la figura 27. 
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Figura 27: Ruta biosintética propuesta para el ácido L-tenuazónico19 
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En estos estudios29, 30 se pudo aislar y caracterizar al compuesto II pero no la especie III. Con este 

hecho experimental se concluyó que la ruta ocurre vía ciclación de II más que por acetilación del 

compuesto III. 

 

�™ Antecedentes de compuestos acil tetrámicos. 

La estructura química base de los ácidos tetrámicos es encontrada en varios y distintos tipos de 

productos naturales tanto terrestres como marinos. Estos compuestos han sido aislados de esponjas, 

cianobacterias, bacterias y hongos. En los últimos 20 años se han publicado numerosos trabajos 

relacionados con este tipo de compuestos debido al gran espectro de actividades biológicas que poseen 

y a que son un reto interesante para los químicos que se especializan en síntesis orgánica.  

Los ácidos tetrámicos fueron descubiertos en 195716. Desde esa fecha hasta la actualidad se han 

aislado e identificado más de 150 derivados, se ha estudiado la biosíntesis de los mismos, sus variadas 

actividades biológicas y diferentes estrategias sintéticas. 

En 1993, Henning y colaboradores31, y en 2003, Ghisalberti32 y Gossauer33, publicaron 

importantes compilaciones acerca de la síntesis27, biosíntesis y modificaciones sintéticas de estos 

compuestos. 

El ácido L- Tenuazónico (compuesto 2) fue aislado de diferentes especies como Alternaria 

tenuis16, Pyricularia oryzae28 y Aspergillus sp23.  

El ácido D-allo-tenuazónico (compuesto 1) fue previamente sintetizado por Poncet y 

colaboradores en el año 199013 pero nunca antes había sido informado como producto natural. Debido a 

que los cultivos de las dos cepas estudiadas fueron tratados de igual modo y que el compuesto 1 fue 

aislado únicamente de A. brassicicola, puede suponerse que no se trata de un artefacto producido por 

racemización durante el aislamiento. 

Los ácidos 3-acil tetrámicos son los más frecuentes e interesantes desde el punto de vista 

farmacológico ya que poseen la habilidad de quelar iones de metales indispensables y de mimetizar a los 

grupos fosfonato en el sitio de acción de quinasas y fosfatasas34, 35 . 
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Como ejemplos se pueden citar a los aurantósidos A y B (figura 28), ácidos tetrámicos 

glicosidados citotóxicos, aislados en 1991 de la esponja Theonella sp. colectada en la isla Hachijo, 

Japón36, 
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Figura 28: Aurantósidos A y B 

 

el ácido ravénico (figura 29), antibiótico activo frente a cepas de Staphylococcus aureus 

resistentes a meticilina, obtenido a partir del cultivo del hongo Penicillium sp. 37 y  
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Figura 29: Ácido ravénico 
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la lidicamicina (figura 30), ácido tetrámico con esqueleto octahidronaftaleno, activo frente a las 

bacterias gram positivas Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, aislado del actinomicete Streptomyces 

lydicus38. 

N
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Figura 30: lidicamicina 

 

�™ Antecedentes de compuestos aislados de otras cepas del mismo 

género. 

El género Alternaria es conocido por producir una amplia variedad de metabolitos secundarios, 

los cuales fueron utilizados para diferenciar especies morfológicamente similares, especialmente entre 

las que poseen esporas pequeñas39. Entre los compuestos aislados de diferentes especies de Alternaria 

pueden citarse, alternariol y metiléter de alternariol (figura 31), producidos por A. tenuis40, 41, 

O OH

RCH3

HO

O

alternariol R = OH
metiléter de alternariol R = OCH3

 

Figura 31: Metabolitos aislados de A. tenuis 
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las toxinas AAL (figura 32), análogas a las fumonisinas, producidas por A. arborescens que inducen 

apoptosis en células renales tumorales de mono e inhiben la biosíntesis de esfingolípidos en hepatocitos 

de rata42 y  
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Figura 32: Metabolitos producidos por A. arborescens 

 

alternol (figura 33), compuesto que inhibe la proliferación e induce apoptosis en la línea celular A 2780 

(cancerígenas ováricas humanas)43 producido por A. alternata. 

 

H

O O

H H

H

OH

HO

OHO

alternol

 

Figura 33: Metabolito producido por A. alternata 
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�™ Conclusión 

En la búsqueda de antibióticos específicos frente a P. larvae, a partir de un extracto del cultivo 

de A. raphani y A. brassicicola, se aislaron e identificaron cuatro metabolitos 1 a 4, de los cuales el 

compuesto 2 (ácido tenuazónico) ha demostrado poseer actividad antibiótica específica frente a P. 

larvae comparable a la de la oxitetraciclina in vitro. 

A pesar de la importante y selectiva actividad presentada por este compuesto, que podría 

sugerir la utilización de ambas especies A. raphani y A brassicicola como agentes de biocontrol, la 

presencia de la toxina altertoxina I desaconsejaría este uso, ya que probablemente los metabolitos de 

los hongos presentes en polen puedan dejar residuos en la miel u otros productos apícolas, como así lo 

hacen los antibióticos de amplio espectro utilizados indiscriminadamente por los apicultores. 

El compuesto 1 no había sido previamente aislado como producto natural. 

Este trabajo dio origen a una publicación44. 

 

�™ Detalles experimentales 

La cepas estudiadas de los hongos A. brassicicola (Schw.) Wiltshire y A. raphani Groves & Skolko 

fueron aisladas de polen, clasificadas por la Dra. Nora Peña y depositadas en el cepario de hongos de la 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires, Argentina (BAFC). 

 

Cultivo de A. brassicicola y A. raphani 

En una primera etapa se realizaron cultivos de cada una de las especies estudiadas, A. 

brassicicola (Schw.) Wiltshire y A. raphani Groves & Skolko en cajas de Petri con agar malta. Cuando 

estos cultivos estuvieron bien crecidos se cortaron porciones pequeñas de 1 cm por 1 cm 

aproximadamente para inocular 4 erlenmeyers de 125 ml conteniendo 75 ml cada uno de medio de 

cultivo líquido de extracto de malta al 30% , detallado en la parte experimental general. A la semana, 

estos cultivos líquidos fueron utilizados como inóculo de 4 cultivos de 1 litro cada uno contenidos en 

erlenmeyers de 4 litros con el mismo medio. La fermentación fue llevada a cabo a 25°C por 15 días bajo 
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condiciones estáticas. Los tiempos y las condiciones óptimas fueron determinados previamente en 

experimentos de escala menor.  

  

Extracción y fraccionamiento de A. brassicicola y A. raphani 

Ambos cultivos fueron filtrados, separando el medio de cultivo del micelio del hongo. El micelio 

fue descartado, ya que en estudios previos se había determinado que no poseía la bioactividad buscada 

y el medio de cultivo fue extraído con acetato de etilo (6 x 500ml). La masa de extracto obtenida fue de 1 

g para A. brassicicola y 1.5 g para A. raphani. Ambos extractos fueron fraccionados en una columna 

semipreparativa (de 80 cm de largo y 3.5 cm de diámetro interno) con Sephadex LH-20 como fase fija y 

metanol como fase móvil. 

Se recogieron 6 fracciones de 200 ml cada una para A. brassicicola (ALB) y 8 para A. raphani 

(ALR). Las fracciones ALB IV (400 mg) y ALR V (630 mg) fueron las que brindaron resultados positivos en 

los ensayos de actividad antibacteriana frente a P. larvae. La purificación de estas fracciones se llevó a 

cabo mediante HPLC, utilizando una columna de fase reversa (YMC C-18, 5 �Pm, 20 x 250 mm) y una 

mezcla de CH3OH:H2O (65:35) como eluyente (flujo 5 ml/min). De esta separación se obtuvieron el 

compuesto 1 (65 mg), el compuesto 2 (60 mg) y el compuesto 3 (2 mg) para A. brassicicola y el 

compuesto 2 (49 mg) y el compuesto 3 (1mg) para A. raphani. 

La fracción ALR VIII (53,1 mg) del extracto de A. raphani, fue separada mediante cromatografía 

en capa delgada preparativa sobre sílica gel, utilizando como fase móvil CH2Cl2: AcOEt (80:20). De esta 

separación se obtuvo el compuesto 4, altertoxina I (5,3 mg) (RF=0.5). 

 

Determinación de la configuración absoluta de los comp uestos 1-3. 

Un miligramo de cada compuesto fue disuelto en acetona y oxidado con 1 ml del reactivo de 

Jones14. El producto crudo obtenido fue transferido en su totalidad a un cartucho de extracción en fase 

sólida (LC-Si, 3ml, Sigma Aldrich), y el eluído con Cl2CH2- MeOH (80:20), evaporado en rotavapor. Al 

residuo anterior se le agregaron 0.3 ml de HCl 6M, se calentó a 120°C por 8 h y posteriormente se 

evaporó hasta sequedad. 
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Los aminoácidos así obtenidos y los aminoácidos patrones fueron derivatizados utilizando el Kit 

comercial PFP-IPA de Alltech, según el siguiente procedimiento general. Se colocan 1 mg de aminoácido 

en un vial de reacción de 5 ml, se agregan 0.5ml de HCl 0.2M, se calienta la solución a 110°C por 5 

minutos y se seca bajo atmósfera de nitrógeno. Se adicionan 1 ml de una solución de cloruro de acetilo e 

isopropanol (1:1), previamente preparada, al vial que contenía al aminoácido seco, calentando a 100°C 

por 45 min con el vial cerrado herméticamente. Cumplido el tiempo de reacción se lo destapa y se eleva 

la temperatura de la estufa hasta 115°C, trabajando bajo atmósfera de nitrógeno para eliminar así el 

exceso de reactivo. Luego el vial se enfría en un baño de hielo, se le agrega 1 ml de CH2Cl2 y 0.5ml del 

reactivo PFPA (anhídrido pentafluoropropil acético) volviéndolo a cerrar y calentar por 15 minutos más a 

100°C. Una vez finalizado este tiempo se deja enfriar a temperatura ambiente y se evapora el exceso de 

reactivo bajo atmósfera de nitrógeno. 

Para realizar el análisis cromatográfico se disolvieron las muestras en CH2Cl2 calidad 

cromatográfica. La columna capilar quiral utilizada fue Chirasil-val (Alltech, 25 m de largo y 0.25 mm de 

d. i.) y el programa de la rampa de temperaturas fue de 90 a 180°C a una velocidad de 4°C/min15. Los 

tiempos de retención (min) observados fueron los siguientes: L-Val (5.55), D-Val (6.24), D-allo-Ile (7.75), 

D-Ile (8.11), L-allo-Ile (8.19), L-Ile (8.44), compuesto 1 (7.75), compuesto 2 (8.44) y compuesto 3 (5.55). Se 

realizaron coinyecciones a modo de confirmación de las asignaciones. 

 

Actividad biológica. 

Actividad antibacteriana frente a P. larvae: Los métodos que se utilizaron son el de difusión en agar21 

y el de dilución. Por el método de difusión las diferentes cepas de P. larvae se sembraron sobre cajas de 

Petri conteniendo medio Columbia agar sangre modificado, colocando luego los discos de papel de filtro 

que contienen los compuestos a ensayar dentro de las mismas. Las cajas fueron incubadas en estufa a 

37°C con 10%  de CO2.  

Las cepas de P. larvae se repicaron semanalmente en medio Columbia agar sangre modificado y se 

guardaron refrigeradas. 

La descripción de la actividad antibiótica frente a Escherichia coli, Bacillus subtilis y Staphylococcus 

aureus, así como el método de dilución, se encuentran en el capítulo de detalles experimentales. 
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Propiedades físicas de los compuestos aislados. 

Los detalles del equipamiento empleado se encuentran en el capítulo 8. 

Compuesto 1 ((5R,1´S)-5-sec-butil-3-(1-hidroxietiliden)-pirrolidin-2,4-diona)13: aceite amarillo; 

�€�r�•D
25 :+93�����~�����A���ì�X65, MeOH); UV(CH2Cl2�•���„máx �~�o�}�P���x�•��: 275 nm (4.30); FTIR �~�<���Œ�•���†máx : 3300 (OH), 

2966 (CH), 2930 (CH), 2880 (CH), 1654 (CO), 1626 (CO), 1469, 1384, 1227 cm-1 . EM- EI (70 eV) 

m/z (AR): 197 ([M]+., 1), 182 ([M-CH3]
+, 1), 168 ([M-C2H5]

+, 3), 141 ([M-C4H8]
+., 100), 123 ([141-

H2O]+., 19), 98 (12), 86 (13), 84 (15), 43 (92). EM- CI (modo +, CH4) m/z (AR): 198 [M+H]+ (52), 41 

(100). EM�t FAB (modo +, NaI, glicerol): 242 ([M+ 2 Na �t 1]+, 100); RMN-1H (CD3OD): �w 3.91 (d, J 

= 2.9 Hz, H-5); 2.41 (s, H-7); 1.92 (m, H-�í�[�•�V���í�X�î�ô-1.57 (m, H-2´); 0.96 (t, J = 7.3 Hz, H-�ï�[�•�V���ì�X�ó�ò���~���U J 

= 6.6 Hz, H-4´); RMN-1H (CDCl3): �w 6.34 (sa, NHM), 6.17 (sa, NHm); 4.03 (d, J = 3.2 Hz, H-5m); 3.86 

(d, J = 3.0 Hz, H-5M); 2.51 (s, H-7m); 2.46 (s, H-7M); 2.03 (m, H-�í�[�•�V�� �í�X�ð�î�� �~�u�U H-2´a); 1.33 (m, H-

2´b); 0.97 (t, J = 7.3 Hz, H-�ï�[m); 0.96 (t, J = 7.5 Hz, H-�ï�[M); 0.82 (d, J = 6.9 Hz, H-4 ḿ); 0.79 (d, J = 

6.9 Hz, H-4 Ḿ); RMN-13C (CD3OD): �w 199.9, C-4; 187.8, C-6; 176.1, C-2; 104.0, C-3; 66.3, C-5; 38.0, 

C-1´; 27.6, C-2´; 20.4, C-7; 13.3, C-4´; 12.1, C-3 ;́ RMN-13C (CDCl3): �w 195.7, C-4; 188.9, C-6m; 

184.6, C-6M; 175.6, C-2; 107.6, C-3m; 102.4, C-3M; 65.8, C-5M; 62.6, C-5m; 36.4, C-1´; 26.9, C-2 Ḿ; 

26.6, C-2 ḿ; 20.6, C-7m; 19.5, C-7M; 13.1, C-4 ḿ; 12.9, C-4 Ḿ; 11.7, C-3´. M: tautómero 

mayoritario, m: tautómero minoritario. 

Compuesto 2 ((5S,1´S)-5-sec-butil-3-(1-hidroxietiliden)-pirrolidin-2,4-diona)12, 13: aceite 

amarillo; [�r]D
25:-�õ�õ���� �~���� �A�� �ì�X�ð�ð�U�� �D���K�,�•�V��UV(CH2Cl2) �„máx (log �x): 276 nm (3.96); FTIR (KBr) �†máx : 

3322 (OH), 2966 (CH), 2930 (CH), 2880 (CH), 1661 (CO), 1619 (CO), 1455, 1234 cm-1. EM- EI (70 

eV) m/z (AR): 197 ([M]+., 1)], 182 ([M-CH3]
+, 2), 168 ([M-C2H5]

+, 3), 141 ([M-C4H8]
+., 100], 123 

([141-H2O]+., 25), 98 (10), 86 (10), 84 (12), 43 (73). RMN-1H (CD3OD): �w 3.84 (d, J = 3.3 Hz, H-5); 

2.42 (s, H-7); 1.90 (m, H-�í�[�•�V���í�X�í�õ-1.43 (m, H-2´); 0.99 (d, J = 7.3 Hz, H-�ð�[�•�V���ì�X�õ�ì���~�š�U J = 7.3 Hz, H-

3´); RMN-13C (CD3OD): �w 198.7, C-4; 187.8, C-6; 175.8, C-2; 104.0, C-3; 67.4, C-5; 38.4, C-1´; 24.8, 

C-2´; 20.7, C-7; 15.9, C-4´; 12.2, C-3´. 

Compuesto 3 (5-isopropil-3-(1-hidroxietiliden)-pirrolidin-2,4 diona)12, 13: aceite amarillo; [�r]D
25 :-

�í�ì�ì���� �~���� �A�� �ì�X�í�ï�U�� �D���K�,�•�V EM-EI (70 eV) m/z (AR): 183 ([M]+ , 20), 168 ([M-CH3]
+, 3), 141 ([M-
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C3H6
+.], 100), 123 ([141-H2O]+., 32], 98 (30), 84 (36), 72 (72), 43 (100). RMN-1H (CD3OD): �w 3.77 

(d, J = 3.3 Hz, H-5); 2.41 (s, H-7); 2.13 (m, H-�í�[�•�V���í�X�ì�î���~���U J = 7.3 Hz, H-2´); 0.82 (d, J = 6.6 Hz, H-

�ï�[); RMN-13C (CD3OD): �w 198.5, C-4; 187.4, C- 6; 175.5, C-2; 103.3, C-3; 67.6, C-5; 35.4, C-1´; 20.1, 

C-7; 19.5, C-2´; 15.7, C-2 .́ 

Compuesto 4 (altertoxina I)20: aceite amarillo; [�r]D
25: +404���� �~���� �A���ì�X�í�U��CH2Cl2); EM-EI (70 eV) m/z 

(AR): 352 ([M]+., 100), 334 ([M-H2O]+., 16), 316 ([m/z 334-H2O]+., 81]. RMN-1H (CDCl3 + 5%  de 

CD3OD): �w 12.73 (s, 3-OH); 12.38 (s, 10-OH); 7.85 (d, J = 8.8 Hz, H-1); 7.82 (d, J = 8.8 Hz, H-12); 

7.08 (d, J = 8.8 Hz, H-2); 7.02 (d, J = 8.8 Hz, H-11); 4.67 (ddd, J = 11.4, 9.2, 5.3 Hz, H-7); 3.17 (m, 

H-5ax); 3.09 (m, H-8ec); 3.07 (d, J = 9 Hz, H-6b); 3.05, (m, H-6ec); 2.90 (dd, J = 16.3, 11.4 Hz, H-

8ax); 2.68 (ddd, J = 17.5, 3.5, 2.9 Hz, H-5ec); 2.44, (dd, J = 15.4, 5.0 Hz, H-6ax); RMN-13C (CDCl3): 

�w 205.3, C-4; 203.0, C-9; 161.9�÷, C-3; 161.6�÷, C-10; 136.3, C-9b; 135.5, C-12c; 132.5*, C-1; 132.4*, 

C-12; 124.5, C-12a; 123.1, C-12b; 119.2, C-2; 117.2#, C-11; 116.9#, C-3a; 69.1, C-6a; 65.6, C-7; 

51.9, C-6b; 47.8, C-8; 34.6, C-6; 34.0, C-5. 

�÷�U���Ž�U��# señales que pueden intercambiarse. 
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Capítulo 3 

 

Aislamiento y elucidación estructural 

 de metabolitos secundarios producidos por 

Aspergillus restrictus  (MP 09) 
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�™ Introducción 

Muchas veces en los programas de búsqueda de metabolitos con alguna actividad biológica 

específica se aíslan compuestos que, si bien no poseen la actividad buscada, presentan una estructura 

química novedosa, la cual podría ser activa frente a otra actividad específica no ensayada.  

Si bien el objetivo de este trabajo de tesis era el aislamiento de metabolitos con actividad 

antibacteriana frente a P. larvae a partir de extractos de hongos aislados de polen del interior de 

colmenas, al realizar el screening del extracto de medio de cultivo de una de las cepas aisladas, 

Aspergillus restrictus, se obtuvieron resultados de bioactividad negativos pero dicho extracto presentó 

un espectro de RMN-1H con señales que podían corresponder a un compuesto de estructura 

químicamente interesante. Por este motivo se decidió realizar el cultivo a mayor escala de esta cepa con 

el fin de aislar el o los metabolitos de interés. 

 

 

               Figura 34: Cultivo de A. restrictus en MEA 

 

�™ Aislamiento de los metabolitos secundarios 

El medio de cultivo obtenido de la cepa A. restrictus fue extraído exhaustivamente con AcOEt y 

el extracto de la fase orgánica fue fraccionado por medio de cromatografía flash en columna seca en 

sílica gel. Ninguna de las fracciones obtenidas resultó poseer actividad antibiótica ni antifúngica, sin 

embargo una de ellas presentó en su espectro de RMN-1H las señales que habían sido observadas en el 

espectro de RMN-1H del extracto crudo y por las cuales había sido seleccionada la cepa. Dicha fracción 
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fue purificada mediante cromatografía en capa delgada preparativa rindiendo el compuesto 5 (esquema 

2). 

 

Esquema 2: Diagrama de extracción de Aspergillus restrictus 

 

�™ Elucidación estructural del compuesto aislado 

El compuesto 5 presentó en su espectro EM-FAB en modo positivo el ión m/z 432 [M+H]+. Este 

dato indicaba que el peso molecular del compuesto 5 era impar y sugirió que la molécula podría poseer 

un átomo o un número impar de átomos de N en su estructura. 

En el espectro RMN-1H (CDCl3) del compuesto 5 (figura 35), se observó la presencia de señales 

en un amplio rango de frecuencias. El espectro mostró un singulete ancho a���G 8.17 (1H), perteneciente a 

un protón intercambiable unido probablemente a un átomo de nitrógeno. En la zona de campos bajos 

se observaron tres señales, un doble doblete a �G 8.32 (8.4 y 1.2 Hz, 2 H) y dos multipletes a �G 7.63 y 7.48 
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que integraban para 2 y 1 hidrógeno respectivamente, con un patrón característico correspondiente al 

de un anillo aromático monosustituído. El desplazamiento químico elevado para la señal de �G 8.32 

sugería la presencia de un grupo carbonilo o equivalente en posición orto con respecto de este 

hidrógeno. 

Por otro lado se observó la presencia de dos multipletes a �G 5.60 (1H) y 5.29 (1H), 

correspondientes probablemente a un doble enlace aislado, probablemente cis de acuerdo a las 

constantes de acoplamiento, un multiplete �G 4.75 (1H), un singulete a �G 4.69 (1H), y un doblete a �G 4.58 

(4.8 Hz, 1H), señales que podrían pertenecer a metinos hidroxilados. Por último el espectro mostró un 

singulete a �G 3.42 (3H), perteneciente a un grupo metoxilo, un multiplete a �G 2.12 (2H), un singulete a �G 

1.67 (3H) y un triplete a �G 0.98 (7.5 Hz, 3H). 

(ppm)

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.0

(ppm)

4.554.60

(ppm)

0.951.00

  Figura 35: Espectro RMN 1H del compuesto 5 (CDCl3) 

CHCl3 
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Al analizar en conjunto los datos anteriores con las correlaciones observadas en el espectro 

COSY se pudieron deducir las siguientes estructuras parciales: 

OH

OH

8.32

8.32

7.48

7.48

7.630.98

2.12

5.29 5.60

4.75

4.58

O

 

Figura 36: Estructuras parciales para el compuesto 5 observadas por COSY 

En el espectro de RMN-13C (figura 37) se observaron veinte señales que, junto con las 

correlaciones obtenidas en el espectro HETCOR y el espectro DEPT 135 permitieron deducir que la 

molécula poseía 8 señales que pertenecían a carbonos cuaternarios a �G 196.5, 195.1, 185.8, 166.7, 

132.3, 113.4, 92.7 y 90.5, 8 a carbonos de grupos metinos a �G 136.9, 134.7, 130.7, 128.7, 126.4, 73.2, 

70.7 Y 70.6, una sola a un carbono de grupo metileno �G 21.4 y tres a carbonos de grupos metilos a �G 

51.8, 14.1 y 6.0. Se confirmó entonces la presencia de un anillo aromático monosustituído, un doble 

enlace disustituído y otro tetrasustituído, con una sustitución oxigenada y se infería también la 

presencia de 3 carbonilos. 

 

Figura 37: Espectro RMN 13C del compuesto 5 (CDCl3)  
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Teniendo en cuenta estos datos, el peso molecular y con la ayuda de la base de datos Antibase 

20001, pudo proponerse la estructura de la figura 38, conocida como pseurotina2-4. 
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Figura 38: Estructura propuesta para el compuesto 5 

 

El espectro de correlación HMBC permitió confirmar la estructura planteada. Las correlaciones 

observadas se muestran en la figura 39. 
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Figura 39: Correlaciones observadas en el espectro HMBC del compuesto 5 

 

En el espectro NOESY (figura 40) se observó una correlación entre el H-9 y el metoxilo unido al 

C-8, sugiriendo que ambos se encontraban sobre la misma cara. 
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Figura 40: Espectro NOESY del compuesto 5 y ampliación  

Al día de hoy ha sido informada la existencia de varias pseurotinas. 

La pseurotina A fue aislada y caracterizada a partir de Pseudeurotium ovalis2 y de Penicillium sp4. 

La configuración absoluta de todos los estereocentros presentes en la molécula fueron establecidos 

como 5S, 8S, 9R, 10S, 11S, mediante espectroscopía de rayos X del derivado bromado3. Del cultivo de 

Penicillium sp4 fueron aisladas también las pseurotinas A2 y A3. La pseurotina A2 es un epímero de la 

pseurotina A en el carbono 9, mientras que la pseurotina A3 además de diferir en este carbono lo hace 

también en el carbono 5 (figura 41). No se hallaron datos bibliográficos sobre los poderes rotatorios de 

estos últimos compuestos. 
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Figura 41: Estructuras de las pseurotinas A, A2 y A3 

 

El valor del poder rotatorio obtenido para el compuesto 5 coincidió en signo pero no en módulo 

con el publicado para la pseurotina A2. 

Al no poder obtener cristales del compuesto 5 para realizarle experimentos de rayos X, se 

decidió utilizar la técnica de dicroísmo circular (DC) para tener así más herramientas para poder concluir 

acerca de la estereoquímica absoluta de dicho compuesto. 

La técnica de DC mide la diferencia entre la absorción de la luz polarizada circularmente hacia el 

lado derecho versus el izquierdo, la cual surge de la asimetría estructural de la molécula. En este caso en 

particular, los esterocentros que se podrían analizar por esta técnica son el carbono 8 y el carbono 5, ya 

que poseen como vecinos grupos cromóforos los cuales permiten obtener la diferencia necesaria en la 

absorción. 

Comparando la curva obtenida (figura 42) con los datos bibliográficos de DC de las 3 

pseurotinas, A, A2 y A3, se puede concluir que la estereoquímica del carbono 8 en la pseurotina aislada 

(compuesto 5) coincide con la de las conocidas, A, A2 y A3, ya que sus curvas de DC son semejantes4.  

No fue posible concluir acerca de la estereoquímica del carbono 5, ya que en bibliografía no 

figura el registro de la región correspondiente por cuestiones instrumentales. 
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Figura 42: Curva de dicroísmo circular (DC) del compuesto 5 en MeOH 

 

Debido a que la estereoquímica de los carbonos 10 y 11 es similar en todas las pseurotinas 

conocidas, se asume que probablemente sea la misma para el compuesto aislado 5. 

Con estos datos, la estructura química para el compuesto 5 puede ser la pseurotina A2 o A3.  

Por comparación de los espectros de RMN-13C en (CD3)2SO del compuesto 5 (figura 37) con los 

de las pseurotinas A2 y A3, se encontró que la pseurotina aislada se asemeja más a la pseurotina A3 y por 

lo tanto es la estructura que se propone para el compuesto 5 (figura 43). 
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Figura 43: Estructura propuesta para el compuesto 5 
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�™ Actividad biológica 

 

Se ha informado en diversas publicaciones sobre las propiedades neuroprotectoras que posee la 

pseurotina A en el tratamiento de enfermedades que provocan disfunciones del sistema nervioso, 

generando expectativas importantes en el tratamiento de enfermedades como por ejemplo el mal de 

Alzheimer5. Se ha informado también acerca de la actividad antiviral que posee este compuesto frente 

al virus Herpes simplex4. 

Por otro lado se ha demostrado la actividad que poseen tanto la pseurotina A como la 8-O-

demetil-pseurotina A en ensayos de inhibición de la enzima quitina sintetasa, al reducir su solubilidad y 

su unión con las membranas que forman el exoesqueleto o el caparazón de artrópodos o insectos 

invertebrados como los escarabajos, lo que provoca la muerte de los insectos por deshidratación6. La 

pseurotina 5 no posee actividad ni antifúngica ni antibacteriana2. 

 

�™ Biosíntesis 

 

Se han realizado estudios sobre la biosíntesis de la pseurotina A debido al interés que generó su 

estructura heterospirocíclica7. Se utilizaron precursores marcados con 13C, y se observó que la propionil-

coenzima A actuaba como unidad iniciadora de la ruta biosintética. 
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Figura 44: Ruta biosintética propuesta para la pseurotina A7  

 

Se demostró recientemente que existe un gen PKS/NRPS que cumple un rol fundamental en la 

ruta biosintética de la pseurotina A en el hongo Aspergillus fumigatus, proponiéndose la ruta que se 

muestra en la figura 458. 
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Figura 45: Ruta biosintética de pseurotina A y sinerazol 

 

�™ Antecedentes de compuestos con estructura similar a la 

pseurotina A 

Hasta el momento se conocen 9 compuestos dentro de la clase conocida como pseurotinas, 

siendo las primeras 5 (A a E) aisladas originalmente del cultivo de Pseudeurotium ovalis2, 9, 10. En los 

últimos años se publicaron trabajos acerca de la producción de pseurotinas por parte de otras especies 
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de hongos, como por ejemplo Aspergillus fumigatus6, 11-14, Aspergillus sydowi15, Pochonia 

chlamydosporia16, Diheterospora chlamydosporia5, Pseudallescheria boydii17 y Ulocladium sp18. 

En particular, se aislaron 8-O-demetilpseurotina A, 11-O-metilpseurotina A, pseurotina E y 

sinerazol, (figura 46), intermediario propuesto en la ruta biosintética de pseurotina A a partir de cultivos 

de Aspergillus fumigatus6, 11-14. El azaspireno (figura 46), otro intermediario en la biosíntesis de la 

pseurotina A,fue aislado a partir de cultivos de Neosartorya sp.19. 
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Figura 46: Compuestos de la familia de la pseurotina A 
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�™ Antecedentes de otros compuestos aislados de cultivos de 

la misma especie. 

Los primeros antecedentes que existen de metabolitos secundarios aislados de A. restrictus son 

bastante recientes, ya que hasta el año 200620 no había ningún estudio químico sobre este hongo. Se 

aislaron e identificaron cristatina A, arestrictinas y asperglusida a partir de cultivos de A.restrictus y A. 

penicilloides20, en este único trabajo previo (figura 47). 
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Figura 47: Compuestos aislados de A. restrictus 

 

�™ CONCLUSIÓN 

A partir de un cultivo del hongo A. restrictus se aisló y elucidó la estructura del compuesto 5, 

denominado pseurotina A3, de estructura química informada previamente. 

Si bien dicho compuesto no posee actividad antimicrobiana frente a P. larvae, ni a otras 

bacterias y hongos ensayados, es activo como neuroprotector e inhibidor de ciertas enzimas según 

datos bibliográficos. 
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�™ Detalles experimentales 

 

Cultivo de A. restrictus 

 

A partir de un cultivo de A. restrictus crecido en caja de Petri en agar malta al 30 % , se cortaron 

porciones pequeñas de 1 cm por 1 cm aproximadamente para inocular 4 erlenmeyers de 125 ml 

conteniendo 75 ml cada uno de extracto de malta al 30% , cuya composición está detallada en la parte 

experimental general, capítulo 7. A la semana, estos cultivos líquidos fueron utilizados como inóculo de 

4 cultivos de 1 litro cada uno contenidos en erlenmeyers de 4 litros con el mismo medio. La 

fermentación fue llevada a cabo a 25°C por 15 días bajo condiciones estáticas. Las condiciones óptimas 

de cultivo fueron determinados previamente en experimentos de escala menor. 

 

Extracción y fraccionamiento de A. restrictus 

 

Los 4 litros de cultivo se filtraron, separando el medio de cultivo del micelio del hongo. El micelio 

fue descartado, ya que en estudios previos ese extracto no había mostrado la presencia de compuestos 

ni activos ni con estructuras químicamente interesantes. El medio de cultivo fue extraído con AcOEt (3 x 

1 l) obteniéndose 530 mg de extracto. El mismo fue fraccionado mediante cromatografía flash en 

columna seca, con sílica gel como fase fija, utilizando un gradiente de polaridad creciente desde 

Ciclohexano: AcOEt (70:30) hasta AcOEt puro como sistema de elución. Se obtuvieron 10 fracciones de 

500 ml que fueron analizadas mediante ccd y RMN-1H, siendo la fracción VI (40 mg), eluída con 

Ciclohexano: AcOEt (50:50), la única que demostró contener el/los compuestos buscados. Dicha fracción 

fue purificada mediante cromatografía en capa delgada preparativa en sílica gel con Ciclohexano: AcOEt 

(80:20) como fase móvil, obteniéndose 15 mg (2.8%  del extracto crudo) del compuesto 5 puro (RF 0.6). 
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Propiedades físicas del compuesto aislado. 

 

Compuesto 5 , (3Z, 8S, 9R, 1�[S, 2�[�^�•-2[1 �́U�î�[-dihidroxi-�ï�[-hexenil]-7-aza-8-benzoil-4,6 

diona-9-hidroxi-3-metil-8-metoxi-1-oxa-2-noneno: aceite amarillo; �€�r�•D
25 : -23.8���� �~���� �A�� �ì�X06, 

MeOH); UV(CH2Cl2�•�� �„máx �~�o�}�P�� �x�•�� �W 253 nm (4.20), 280 (4.05); EM �t FAB+ (Gly) m/z (abundancia 

relativa): 470 [M+K]+ (12), 454 [M+Na]+ (15), 432 [M+H]+ (38), EM �t FAB- (Gly) m/z (abundancia 

relativa): 431 [M]-. (33), 399 [M-CH3OH]- (100); RMN-1H (CDCl3): �w��8.32 (dd, J = 8.4, 1.2 Hz, H-23 

y H-19); 8.17 (sa, H-7); 7.63 (m, H-21); 7.48 (m, H-22 y H-20); 5.60 (m, H-13); 5.29 (m, H-12); 

4.75 (ddd, J = 8.9, 4.8, 1.2, H-11); 4.69 (s, H-9); 4.58 (d, J = 4.8 Hz, H-10); 3.42 (s, CH3O); 2.12 (m, 

H-14); 1.67 (s, H-16); 0.98 (t, J = 7.5 Hz, H-15); RMN-13C (CDCl3): �w���í�õ6.5, C-4; 195.1, C-17; 185.8, 

C-2; 166.7, C-6; 136.9, C-13; 134.7, C-21; 132.3, C-18; 130.7, C-23 y C-19; 128.7, C-22 y C-20; 

126.4, C-12; 113.4, C-3; 92.7, C-5; 90.5, C-8; 73.2, C-9; 70.7, C-11; 70.6, C-10; 51.8, CH3O; 21.4, 

C-14; 14.1, C-15; 6.0, C-16. RMN-1H ((CD3)2SO): �w 8.26 (dd, J = 8.4, 1.2 Hz, H-23 y H-19); 9.95 (s, 

H-7); 7.68 (m, H-21); 7.54 (m, H-22 y H-20); 5.42 (m, H-13); 5.36 (m, H-12); 4.46 (dd, J = 5.8, 1.8, 

H-11); 4.92 (s, H-9); 4.35 (d, J = 5.8 Hz, H-10); 3.35 (s, CH3O); 2.02 (m, H-14); 1.64 (s, H-16); 0.89 

(t, J = 7.6 Hz, H-15); RMN-13C ((CD3)2SO): �w���í�õ7.2, C-4; 196.9, C-17; 187.4, C-2; 167.0, C-6; 134.3, 

C-13; 134.2, C-21; 133.9, C-18; 130.8, C-23 y C-19; 128.9, C-22 y C-20; 129.6, C-12; 112.0, C-3; 

93.0, C-5; 91.7, C-8; 73.2, C-9; 70.7, C-11; 70.6, C-10; 51.8, CH3O; 21.4, C-14; 14.1, C-15; 6.0, C-

16. 
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Posición �GC13  �GH1  COSY HMBC NOESY 

2 185.8 - -   

3 113.4 - -   

4 196.5 - -   

5 92.7 - -   

6 166.7 - -   

7 - 8.17(sa) -   

8 90.5 - -   

9 73.2 4.69(s) - C-2, C-5 OCH3 

10 70.6 4.58(d, 4.8 Hz) H-11 C-11, C-12, C-2, C-4  

11 70.7 4.75(m) H-10, H-12 C-10, C-12 H-12 

12 126.4 5.29(m) H-11, H-13  H-11 

13 136.9 5.60(m) H-12, H-14 C-11  

14 21.4 2.12(m) H-13, H-15 C-13, C-15  

15 14.1 0.98(t, 7.5 Hz) H-14 C-13, C-14  

16 6.0 1.67(s) - C-2, C-3, C-4  

17 195.1 - -   

18 132.3 - -   

19 y 23 130.7 8.32(dd) H-20 o H-22 C-17, C-19 o C-23, C-21 H-20 o H-22 

20 y 22 128.7 7.48(m) H-19 y H-23, H-21 C- 18, C 20 o 22 H-19 o H-23, H-21 

21 134.7 7.63(m) H-20 o H-22 C 19 o C 23, C-20 o C-22 H-20 o H-22 

OMe 51.8 3.42(s) - C-8 H-9 

 

Tabla 3: Datos espectroscópicos observados para el compuesto 5, �G en ppm (J en Hz) 
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Aislamiento y elucidación estructural  

de metabolitos secundarios producidos por 

Ascosphaera apis (MP 07) 
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�™ Introducción. 

 

Los hongos entomopatógenos son microorganismos que viven a expensas de insectos de 

diferentes órdenes en forma natural. Algunas especies de insectos son particularmente susceptibles al 

ataque de hongos entomopatógenos, siendo estos últimos muy específicos al grado de género y/o 

especie, por lo que no infectan al hombre, a plantas y a animales. El desarrollo de estos patógenos es 

favorecido por condiciones particulares de humedad, pH y temperatura, las cuales varían para cada 

especie de hongo1. 

Los hongos entomopatógenos actúan por contacto en los diferentes estadíos de los insectos. 

Los conidios, que son las unidades infectivas, penetran el cuerpo del insecto, produciéndole al crecer 

disturbios a nivel digestivo, nervioso, muscular, respiratorio y/o excretorio, enfermando al insecto 

hasta provocarle la muerte, que dependiendo de la virulencia del hongo y del estadío del insecto, 

puede ocurrir entre los tres y los cinco días después de la infección. Por todos estos motivos esta clase 

de hongos posee extrema importancia ya que pueden utilizarse para el control de insectos plaga, en 

particular ectoparásitos (parásitos que viven en la superficie de otro organismo parasitado, huésped, 

como por ejemplo pulgas o piojos), ya que este tipo de insectos es muy susceptible a las enfermedades 

fúngicas1. 

Se conocen en la actualidad más de 700 especies de hongos entomopatógenos con alrededor 

de 100 géneros; dentro de los más importantes se encuentran: Metarhizium spp, Beauveria spp, 

Aschersonia spp, Entomopthora spp, Zoophthora spp, Erynia spp, Eryniopsis spp, Akanthomyces spp, 

Fusarium spp, Hirsutella spp, Hymenostilbe spp, Paecilomyces spp y Verticilliun spp1. Varias de estas 

especies son utilizadas actualmente para controlar diversas plagas como alternativa al uso de 

insecticidas químicos. Algunas de las especies comerciales son: Beauveria bassiana para controlar 

coleópteros o escarabajos; Verticillium lecanii para controlar áfidos o pulgones, moscas blancas y 

tisanópteros (insectos comúnmente conocidos como trips, que afectan la producción agrícola 

particularmente en Latinoamérica2) y Metarhizium anisopliae para controlar homópteros o cigarras. 

Se sabe que muchos hongos entomopatógenos ejercen su acción insecticida a través de la 

producción de diversos metabolitos secundarios, lo que los convierte en nuevas fuentes naturales 

potenciales de agentes insecticidas3 con bajo impacto ambiental4. Un claro ejemplo es el caso de las 

http://es.wikipedia.org/wiki/Par%C3%A1sito
http://es.wikipedia.org/wiki/Organismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Pulga
http://es.wikipedia.org/wiki/Piojo
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dextrudinas producidas por el hongo entomopatógeno Metarhizium anisopliae, que poseen actividad 

insecticida frente a ácaros y arañas5. 

Para conocer cuáles toxinas son las responsables de la actividad y porqué son tóxicas para los 

insectos, es importante estudiar el modo de acción del hongo patógeno tanto a nivel celular como 

molecular y los metabolitos secundarios que produce6. 

Por este motivo se decidió estudiar una cepa de Ascosphaera apis aislada de polen colectado 

de colmenas del apiario del INTA �t Balcarce, a pesar de que sus extractos no presentaban actividad ni 

antibiótica ni antifúngica. A. apis es un hongo entomopatógeno responsable de la enfermedad 

conocida como chalkbrood o cría yesificada que afecta a las larvas de las abejas melíferas como ha sido 

comentado en el capítulo 2. 

Debido a que no existe en la actualidad ningún compuesto antifúngico específico para 

controlar esta enfermedad y a que solamente existe una publicación del año 19937 acerca del 

aislamiento de algún metabolito producido por este hongo y que ese metabolito fue el ácido linoleico, 

se consideró importante estudiar químicamente la especie patógena para contribuir con su 

conocimiento y poder aportar datos que puedan servir para su control efectivo.  

 

 

 

Figura 48: Cultivo de A. apis en medio MY20 
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�™ Aislamiento de los metabolitos secundarios. 

La cepa de A. apis aislada se cultivó utilizando como medio de fermentación MY20. Una vez 

crecido el cultivo se separó el medio del micelio mediante filtración y se extrajo el medio 

exhaustivamente con AcOEt. El extracto de la fase orgánica obtenido fue fraccionado inicialmente 

mediante el uso de cromatografía flash en columna seca en sílica gel utilizando como eluyente mezclas 

de polaridad creciente de CH2Cl2: AcOEt. De esta separación se obtuvieron 2 fracciones que 

presentaron por ccd y RMN-1H compuestos de estructura químicamente interesante. Por esta razón 

ambas fueron separadas mediante el uso de HPLC a escala preparativa. 

La fracción III rindió los compuestos 6 y 7 y la IV el compuesto 8 (esquema 3). 

 

 

Esquema 3: Diagrama de separación de los compuestos producidos por A. apis 
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�™ Elucidación estructural de los compuestos aislados. 

Compuesto 6 

La fórmula molecular del compuesto 6 fue determinada como C10H16O3 mediante 

espectrometría de masa de alta precisión utilizando como técnica de ionización ESI/APCI, ya que el 

valor de m/z encontrado para el ión [M+H]+ fue 185.1183. En el espectro RMN-H1 (CDCl3) (figura 49), se 

observó la presencia de tres singuletes a �G 1.98, 1.27 y 1.25 correspondientes a tres metilos, indicando 

el valor de desplazamiento químico correspondiente al primero que se encontraba unido a un doble 

enlace. En este espectro se observaron también seis señales correspondientes a un hidrógeno cada 

una, a �G��5.86 ppm (qa, 1.2 Hz), perteneciente a un hidrógeno sobre un carbono olefínico, �G 4.04 (dd 9.0 

y 2.1 Hz), que podría pertenecer a un protón unido a un carbono oxigenado, �G 2.53, 2.16, 1.93 (dt, 17.7 

y 5.6 Hz), y el último a �G 2.36 (ddd 17.7, 8.8 y 7.0 Hz). 

 

Figura 49: Espectro RMN H1 del compuesto 6 (CDCl3) 

 

CHCl3 
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El espectro COSY (figura 51), permitió deducir las siguientes estructuras parciales: 

O

5.86 q a

1.98 s a

2.53 dt
2.36 ddd

2.16 m
1.93 m

4.04 dd

 

  Figura 50: Estructuras parciales correspondientes al compuesto 6 

 

 

Figura 51: Espectro COSY del compuesto 6 

 

En el espectro de RMN-13C (CDCl3-CD3OD, 95:5) del compuesto 6 (figura 52), se observaron 9 

señales, tres de las cuales pertenecían a carbonos cuaternarios (�G 169.3, 156.2 y 71.2), dos a grupos 

metinos (�G 117.8 y 84.7), otras dos a grupos metilenos (�G 33.6 y 27.2) y las dos restantes a 3 metilos (�G 

26.1 y 24.6). La multiplicidad de las señales de RMN-13C se determinó a través del espectro HSQC-DEPT 
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(figura 53). La señal de �G��24.6 pertenecía a dos grupos metilos según lo observado en el espectro 

HSQC. El valor de desplazamiento químico de la señal a 169.3 ppm indicaba probablemente la 

presencia de un grupo carbonilo �D,�E �t insaturado, las señales a �G��156.2 y 117.8 a un doble enlace 

conjugado con el carbonilo y las señales a �G��84.7 y 71.2 a carbonos oxigenados. 

 

Figura 52: Espectro RMN-13C del compuesto 6 (CDCl3 + CD3OD (95:5)) 

 

Figura 53: Espectro HSQC-DEPT del compuesto 6 y una ampliación 

CDCl3 

CD3OD 
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El experimento HMBC confirmó las estructuras parciales propuestas además de permitir 

elucidar completamente la estructura del compuesto 6. Se observó que los dos grupos metilos de �G 

1.27 y 1.25 correlacionaban con el carbono cuaternario a �G 71.2 y con el carbono oxigenado a �G 84.7, 

mientras que tanto el protón olefínico de �G 5.86 como el de �G 4.04 lo hacían con el carbonilo a �G 169.3. 

Esta última observación resultó muy importante ya que permitió determinar que el compuesto 6 

poseía un anillo lactónico de 7 miembros. 

En la figura 54 se muestra el espectro HMBC y algunas correlaciones ampliadas. 

 

 

Figura 54: Algunas ampliaciones del espectro HMBC del compuesto 6 
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Quedó así determinada la estructura del compuesto 6, que se muestra en la figura 55. En la 

misma figura se pueden observar las correlaciones mencionadas anteriormente del espectro HMBC. 

 

O

O
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Figura 55: Estructura propuesta para el compuesto 6 y correlaciones importantes observadas en el espectro HMBC 

 

El espectro ROESY permitió confirmar la configuración z del doble enlace. Se observó una 

fuerte correlación entre el protón olefínico y el grupo metilo unido al doble enlace (figura 56). 

 

 

Figura 56: Ampliación del espectro ROESY del compuesto 6 
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Compuesto 7 

El ión molecular obtenido por espectrometría de masa para el compuesto 7 fue  m/z 138 

(determinado por la técnica de ionización por electrones). En el espectro RMN-1H (CDCl3) del 

compuesto 7 (figura 57) se observó la presencia de dos dobletes a �G 7.01 (8.1 Hz) y 6.73 (8.1 Hz) que 

integraba cada uno para dos protones, lo cual estaría indicando la presencia de un anillo aromático 

para-disustituído. Se observaron también dos tripletes a �G 3.73 (6.8 Hz) y 2.72 (6.8 Hz) 

correspondientes a dos grupos metilenos, el primero de ellos probablemente perteneciente a un 

carbono oxigenado.  

 

Figura 57: Espectro RMN 1H del compuesto 7 (CDCl3) 

 

Teniendo en cuenta estos datos, y el espectro RMN-13C (CDCl3) que presentó 6 señales, 4 en la 

�Ì�}�v���� ���Œ�}�u���š�]������ �~�w�� �í�ñ�ñ�X�í�U�� �í�ï�ì�X�ì�U�� �í�î�õ�X�ò�U�� �í�í�ñ�X�ò�•�� �Ç�� ���}�•�� ���v���o���� �Ì�}�v���� ���o�]�(���š�]�����U�� �~�w�� �ò�ï�X�ó�U�� �ï�ô�X�ï�•�U�� �•���� �����š���Œ�u�]�v�•��

entonces la estructura del compuesto 7 como p-hidroxifeniletanol (figura 58). 

CHCl3 
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Figura 58: Estructura propuesta para el compuesto 7 

 

Los datos espectroscópicos obtenidos de RMN-1H, RMN-13C y espectrometría de masa para el 

compuesto 7, coinciden con los publicados en la base de datos japonesa SDBS8. 

 

Compuesto 8 

 

La fórmula molecular del compuesto 8 fue determinada por espectrometría de masa utilizando 

la técnica de ionización (ESI/APCI) con alta precisión, siendo la misma C10H18O4 sobre la base del ión 

[M+Na]+ medido a m/z 225.1099, indicando que 8 poseía 18 unidades de masa (2H y 1 O) más que 6. 

Tanto el espectro RMN-H1 (figura 59) como el de RMN-13C (figura 60) resultaron ser muy 

similares a los observados para el compuesto 6. La principal diferencia en el espectro RMN-H1 se 

encontraba en que el compuesto 8 presentaba una señal como doblete a �G 3.32 en lugar de un doble 

doblete a �G 4.04. En el espectro de RMN-13C, las principales diferencias se encontraban en los 

corrimientos de C-6 de 84.7 a 76.7 ppm y de C-3 de 156.2 a 161.8 ppm en el compuesto 8. Estas 

diferencias sugerían que el compuesto 8 podría ser la forma abierta de la lactona 6.  
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Figura 59: Espectro RMN-H1 del compuesto 8 (CDCl3) 

 

Figura 60: Espectro RMN - 13C del compuesto 8 (CDCl3) 

CDCl3 

CHCl3 
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En forma coherente con esta suposición, no se observó la presencia de correlación entre el H-6 

(�G=3.32) y el C-1 (�G= 170.4) en el espectro HMBC (figura 62). Todos los espectros de correlación 

realizados confirmaron la estructura propuesta (figura 61), mostrándose en la misma figura algunas de 

las correlaciones observadas en los espectros COSY y HMBC. 

En el espectro ROESY se observó, al igual que para el compuesto 6 una correlación entre el 

protón olefínco de �G 5.79 (H-2) y los protones del metilo unido al doble enlace (H-9) (figura 63), 

deduciéndose que la configuración del doble enlace también era Z. 
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Figura 61: Estructura del compuesto 8 y correlaciones observadas en los espectros COSY y HMBC 

 

Figura 62: Espectro HMBC del compuesto 8 
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Figura 63: Ampliación de una región del espectro ROESY del compuesto 8 

 

La estereoquímica absoluta del único centro quiral, C-6, del compuesto 8 metilado con CH2N2, 

fue determinada mediante la utilización del método de Mosher modificado9 a través de la 

derivatización química con el cloruro del ácido S y R-�D- metoxi-trifluorometil-fenilacético (MTPA) 

(figura 64) y el análisis subsecuente de los ésteres diastereoméricos resultantes por RMN-1H. 

COOMeOMTPA

HO

 

Figura 64: Derivado de Mosher del compuesto 8 

 

Se encontraron valores de �'�G (�GS-�GR) negativos para H-10 y H-8 mientras que para H-9, H-4 y H-

2 los valores fueron positivos (figura 65). Siguiendo las reglas del método9, estos datos indicaron una 

configuración R en el C-6. 
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Figura 65: Valores de �'�G (en Hz) obtenidos para los derivados de MTPA del compuesto 8 

 

Debido a que el compuesto 6 presentaba también un único centro quiral en la molécula, el 

mismo que 8, teniendo en cuenta además que para ambos compuestos el signo del poder rotatorio 

era negativo y que ambos compuestos estaban estructuralmente relacionados, se asumió que la 

configuración de C-6 era también R en el compuesto 6 (figura 66). La relación estructural entre ambos 

compuestos también se determinó químicamente, ya que al tratar al compuesto 8 con HCl 

concentrado en MeOH, se convirtió en 6 y al tratar a 6 con NaOH 40%  en MeOH se transformó en 8. 

La estereoquímica absoluta y el signo del poder rotatorio hallados resultaron coincidentes con 

datos informados previamente para un diol de farnesilacetona (figura 67), relacionado 

estructuralmente con los compuestos 6 y 8, aislado de Cystophora moniliformis10. 

Los compuestos 6 y 8 resultaron poseer una estructura no informada previamente como 

productos naturales. 

O

O

HO

COOH

HO

OH

 

Figura 66: Estructuras de los compuestos 6 y 8 
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HO

OH

O

 

Figura 67: Estructura de un diol de farnesilacetona 

 

Recientemente se ha publicado la obtención de una mezcla racémica del compuesto 6 como 

producto secundario de la reacción de 6,7-epoxicitral y malononitrilo11. 

El compuesto 7 fue aislado de diversas fuentes naturales, por ejemplo como metabolito de la 

esponja marina china Cinachyrella australiensis12, como componente del aceite de la semilla Neem 

Azadirachta indica (Meliaceae)13 y como metabolito secundario bioactivo inhibidor del citocromo 

CYP3A4, responsable de metabolizar drogas, aislado del cultivo de una especie marina de Penicillium14. 

Por otro lado este compuesto es comercializado como intermediario de la síntesis de metoprolol, 

medicamento utilizado en enfermedades cardio y cerebro vasculares, bajo el número de registro CAS 

501-94-0. 

Se ha publicado una patente sobre la síntesis del isómero E del compuesto 8 a partir del ácido 

geránico, para ser utilizado como principio activo en medicamentos tópicos para el tratamiento de 

acné, psoriasis y lesiones pre-cancerígenas de piel15.  

 

�™ Actividad biológica. 

La actividad antibiótica de los compuestos 6 a 8 fue determinada mediante el método de 

difusión en agar16 frente a cepas ATCC de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Escherichia coli y 

frente a dos cepas de P. larvae (A y C), ambas provenientes del laboratorio de bacteriología del 

departamento de producción animal, INTA, EEA Balcarce. 

Tanto el compuesto 6 como el compuesto 8 mostraron resultados positivos frente a B. subtillis, 

con halos de inhibición de 6 y 11 mm respectivamente. Por otro lado el compuesto 8 mostró actividad 

antibiótica frente a S. aureus con una zona de inhibición de 12 mm de diámetro y el compuesto 6 

contra E. coli con un halo de 7 mm. Estos valores corresponden a una actividad moderada o baja (< 10 
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mm). Como compuesto testigo se utilizó el antibiótico comercial gentamicina, el cual presentó halos 

de inhibición entre 25-30 mm a concentraciones similares. 

En una publicación del año 19937 se informó sobre el estudio de la actividad de un cultivo de A. 

apis frente a P. larvae, aislándose un único metabolito activo, el ácido 9, 12-octadecadienoico (ácido 

linoleico). Sin embargo en este trabajo no se ha encontrado actividad antibiótica alguna frente a P. 

larvae.  

Para evaluar la actividad antifúngica se empleó el método de bioautografía directa sobre 

placas de ccd17, a una concentración de 50 �Pg/punto. Se utilizó benomyl como compuesto testigo que 

presentó zonas de inhibición entre 20 y 28 mm a una concentración de 25�Pg/punto. Tanto el 

compuesto 6 como el 8 mostraron resultados positivos leves frente a F. lateritium con halos de 

inhibición de 4 y 5 mm respectivamente, mientras que el compuesto 7 mostró buena actividad 

antifúngica frente a F. virguliforme, con 15 mm de halo de inhibición. 

Por último se evaluó la actividad antioxidante de los compuestos 6 y 8 mediante el ensayo de 

decoloración de una solución metanólica del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)18, utilizando 

como referencia catequina. Los porcentajes de decoloración obtenidos fueron: compuesto 6 (100�Pg), 

34% , compuesto 8 (100�Pg), 37%  y catequina (10�Pg y 1�Pg), 96%  y 36%. Es decir, los compuestos 6 y 8 

presentan una leve actividad antioxidante. 

 

�™ Biosíntesis. 

Tanto el compuesto 6 como el 8 podrían biosintetizarse a través de la ruta típica de 

isoprenoides a geraniol19 , luego a geranial, neral y ácido nérico20, 21 (figura 68). La dihidroxilación del 

ácido nérico llevaría a la formación del compuesto 8, el cual luego podría ciclarse para dar como 

producto la lactona 6. 

Como los intermediarios biosintéticos no fueron aislados, no puede excluirse la biosíntesis a 

través de una ruta más compleja, por ejemplo a través de la oxidación de terpenos cíclicos. Se conoce 

sobre la presencia de Baeyer-Villiger monooxigenasas en diversos microorganismos22, las cuales 

poseen la capacidad de transformar monoterpenos cíclicos en sus correspondientes �H-lactonas, y 

además se ha demostrado que los microorganismos con esta habilidad pueden tener también 
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actividad hidrolasa sobre las lactonas formadas, con lo cual se podría explicar la presencia del 

compuesto 8 (lactona) y de su producto hidrolizado (compuesto 6). 
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Figura 68: Ruta biosintética propuesta para el ácido nérico y para los compuestos 6 y 819-22  
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�™ Antecedentes de compuestos con estructura similar. 

Si bien diversas clases de monoterpenos han sido aisladas previamente de hongos23, los 

compuestos 6 y 8 no fueron aislados con anterioridad de ninguna fuente natural. Entre los muchos 

ejemplos de monoterpenos aislados de microorganismos, pueden citarse geraniol y nerol presentes en 

Trametes odorata24 y Cetatocystis moniliformis25, mientras que del cultivo del hongo endofítico 

Phomopsis sp. se aisló el monoterpeno dihidroxisabinano (figura 69)26. 

 

OH

H

HO

 

Figura 69: Estructura de dihidroxisabinano  

 

 Por otro lado se han aislado también compuestos monoterpénicos de Amanita ovoidea, 

Amanita citrina, Agrocybe aegerita, Cantharellus cibarius, entre otras especies de hongos. Los 

principales monoterpenos aislados de estas especies se muestran en la figura 7023. 

�D-tujeno �D-pineno

OH

linalool camfeno
 

Figura 70: Monoterpenos aislados de hongos23 
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�™ Antecedentes de otros compuestos aislados de cultivos de 

la misma especie. 

Como se mencionó previamente, existe un único estudio del cultivo de A. apis previo a este 

trabajo. El único compuesto aislado en esa oportunidad fue el ácido linoleico, reportándolo como 

responsable de la actividad antibiótica frente a P. larvae. 

 

�™ Conclusión. 

A partir de un cultivo del hongo A. apis se aislaron y elucidaron dos monoterpenos 6 y 8, de 

estructura química no informada previamente como productos naturales y un fenol, compuesto 7.  

Los compuestos 6 y 8 mostraron actividades antimicrobianas moderadas y antioxidantes leves, 

mientras que el compuesto 7 mostró buena actividad antifúngica frente al hongo fitopatógeno F. 

virguliforme.  

Numerosos productos químicos han sido probados para intentar controlar la ascosfaerosis en 

colonias de abejas productoras de miel. Tanto el geraniol, el citral como el citronelal, todos 

compuestos relacionados estructuralmente con 6 y 8, han probado inhibir el crecimiento del hongo 

patógeno27. 

Por otro lado, es sabido que los monoterpenos como el citronelal y el nerol, son tóxicos para 

las larvas del escarabajo de la papa de Colorado28, mientras que el citral posee actividad insecticida 

contra el mosquito Culex pipiens quinquefasciatus29. 

También se sabe que las abejas poseen el sistema de comunicación feromonal más complejo 

que existe en la naturaleza. Entre las feromonas conocidas figuran los ácidos geránico y nérico30, 31. 

Debido a estos hechos cabe pensar que la producción del compuesto 6 y/o del 8 por parte de 

A. apis tiene algún propósito determinado, ya sea en la causa de la enfermedad de las larvas de las 

abejas o en el favorecimiento de la infección. 

El compuesto 4-hidroxi-3-metoxifeniletanol, relacionado estructuralmente con el compuesto 

7, también se ha informado como una feromona mandibular de la abeja reina 32. 
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Sería interesante poder estudiar la relación directa que puede existir entre los compuestos 

aislados y las abejas in vivo para poder así determinar fehacientemente la actividad que poseen como 

feromonas. Para este propósito se plantea sintetizar los compuestos en un futuro cercano para poder 

realizar los ensayos in vivo en un centro especializado. 

Este trabajo dio origen a una publicación33. 

 

�™ Detalles experimentales. 

La cepa estudiada del hongo A. apis (Maassen ex Claussen) Spiltoir y Olive fue aislada de polen 

del interior de colmenas, clasificada por la Dra. Nora Peña y depositada en el cepario de hongos de la 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires, Argentina (BAFC), con el 

número BAFC 3298. 

 

Cultivo de A. apis. 

La fermentación fue llevada a cabo utilizando como medio de cultivo MY20 líquido, el cual está 

compuesto por 20%  de glucosa, 0.5%  de peptona, 0.3%  de extracto de malta y 0.3%  de extracto de 

levadura. Como primer paso se deben colocar a baño María 70 ml de agua junto con la levadura y el 

extracto de malta hasta disolución total. Por otro lado se disuelve la glucosa en 30 ml de agua. Luego 

se mezclan ambas soluciones y se autoclava a 120° C y 1 atmósfera durante 20 minutos. 

Se realizaron cultivos en caja de Petri con agar MY20, compuesto por los nutrientes 

mencionados en el párrafo anterior más el agregado de un 2%  de agar junto con la levadura y el 

extracto de malta. Porciones pequeñas de 1 cm por 1 cm aproximadamente fueron empleadas para 

inocular 2 erlenmeyers de 250 ml conteniendo 75 ml de medio líquido cada uno. A la semana, estos 

cultivos líquidos fueron utilizados como inóculo de 2 cultivos de 1 litro cada uno con el mismo medio 

contenidos en erlenmeyers de 4 litros. La fermentación fue llevada a cabo a 25°C por 10 días bajo 

condiciones estáticas. Las condiciones óptimas fueron determinadas previamente en experimentos de 

escala menor. 

 



94 
 

Extracción y fraccionamiento. 

El cultivo fue filtrado, separando el medio de cultivo del micelio del hongo. Este último fue 

descartado, ya que en estudios previos se había determinado que era inactivo en los bioensayos 

testeados y no presentaba interés por ccd, y el medio de cultivo fue extraído con acetato de etilo (3 x 

500 ml). La masa de extracto obtenida fue de 2.2 g luego de ser evaporado en evaporador rotatorio. 

Como paso siguiente se fraccionó el extracto mediante cromatografía flash en columna seca en sílica 

gel, utilizando como eluyente mezclas de polaridad creciente de CH2Cl2:AcOEt. 

Se recogieron 10 fracciones de 200 ml cada una. Las fracciones III (134 mg, eluída con la mezcla 

CH2Cl2-AcOEt 60:40) y IV (106.4 mg, eluída con AcOEt puro) se purificaron mediante HPLC, utilizando 

una columna de fase reversa (YMC C 18, 5 �Pm, 20 x 250 mm, CH3OH:H2O (30:70) como eluyente, flujo 

3 ml/min, detectores UV a 254nm e índice de refracción en serie). De esta separación se obtuvieron de 

la fracción III el compuesto 6 (3.7 mg, 0.17%  del extracto original) y el compuesto 7 (4.5 mg, 0.20%  del 

extracto original) y de la fracción IV, el compuesto 8 (14.7 mg, 0.67%  del extracto original). 

Los compuestos 6 y 8 revelaron manchas amarillo-verdosas con vainillina y presentaban un Rf 

de 0.6 y 0.4 en CH2Cl2: AcOEt (50/50) respectivamente. 

 

Ensayo de decoloración de DPPH. 

Para medir la actividad antioxidante se utilizaron 100, 50, y 10 �Pg/ml de los compuestos 6 y 8 

puros mediante el ensayo de decoloración de una solución metanólica del radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo (DPPH
.
)18. Para realizar el ensayo se preparó una solución metanólica fresca de DPPH

. 

(Sigma Aldrich) (20 mg/l), la cual fue utilizada como blanco. Los compuestos fueron disueltos en 

metanol. Como control positivo se utilizó catequina (10 y 1 �Pg/ml). La capacidad antioxidante se 

determinó espectroscópicamente a 517 nm, como el porcentaje de decoloración del radical DPPH
.
, 

utilizando la siguiente ecuación: 

Porcentaje de decoloración = (1-(Abs. del compuesto/ Abs. del blanco)) X 100 
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Propiedades físicas de los compuestos aislados. 

Compuesto 6 ((6R)-3,7-dimetil-7-hidroxi-2(Z)-octen-6-ólido): aceite amarillo; [�r]D
25:-�ñ�ò�����~c = 0.1, 

MeOH); UV(MeOH) �„máx (log �x): 224 nm (2.7); FTIR (KBr) �†máx : 3439 (OH), 2962 (CH), 2920 (CH), 2850 

(CH), 1688 (CO), 1374, 1291, 1071, 1080 cm-1; EM-AR ESI/APCI m/z: [M+H]+ 185.1183, (valor calculado 

para C10H17O3, 185.1178, �'  2.9 ppm), [M+Na]+ 207.1001 (valor calculado para C10H16O3Na, 207.0997, �'  

1.7 ppm). Los valores de RMN-1H y RMN-13C se detallan en la tabla 4. 

Compuesto 7 (2-(p-hidroxifenil) etanol): aceite amarillo; EM EI (70 eV) m/z (abundancia 

relativa): 138 [M]+. (55), 107 C7H7O
+ (100). RMN-1H (CDCl3): �w 7.01 (d, J = 8.1 Hz, H-4, 8), 6.73 

(d, J = 8.1 Hz, H-5,7), 3.73 (t, J = 6.8 Hz, H-1), 2.72 (t, J = 6.8 Hz, H-2); RMN-13C (CDCl3): �w 155.1, 

C-6; 130.0, C-4, 8; 129.6, C-3; 115.6, C-5, 7; 63.7, C-1; 38.3, C-2. 

Compuesto 8 (ácido (6R)-3,7-dimetil-6,7-dihidroxi-2(Z)-octenoico): aceite amarillo; [�r]D
25:-�í�ì�����~c 

= 0.1, MeOH); UV(MeOH) �„máx (log �x) : 226 nm (2.7); FTIR (KBr) �†máx : 3384 (OH), 2976 (CH), 2912 (CH), 

2848 (CH), 1693 (CO), 1646 (CC), 1435, 1380, 1244, 1188, 1072 cm-1; EM FAB+ (Gly) m/z (abundancia 

relativa): 203 [M+H]+ (70), 185 [M+H-H2O]+ (60), 167 [M+H-2H2O]+ (100); EM FAB- (Gly) m/z 

(abundancia relativa): 201 [M-H]- (100), EM-AR ESI/APCI m/z: [M+Na]+ 225.1099, (valor calculado 

para C10H18O4Na, 225.1106, �'  1.7 ppm). Los datos de los espectros RMN-1H y RMN-13C se detallan en la 

tabla 4. 
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  Compuesto 6a  Compuesto 8b  

 13C 1H  13C  1H 

1 169.3   170.4  

2 117.8 5.86 qa (1.2)  116.8 5.79 sa 

3 156.2   161.8  

4 33.6 2.53 dt (17.7, 5.6)  29.9 3.07 m 

  2.36 ddd (17.7, 8.8, 7.0)   2.42m 

5 27.2 2.16 m  29.4 1.71m 

  1.93 m   1.56m 

6 84.7 4.04 dd (9.0, 2.1)  76.7 3.32 da (11.0) 

7 71.2   72.8  

8 24.6 1.27 s  26.1 1.19 s 

9 26.1 1.98 sa  25.0 1.92 sa 

10 24.6 1.25 s  23.4 1.16 s 

OH     4.25 sa 

Las asignaciones están basadas en experimentos COSY H, H, HSQC y HMBC. a CDCl3-CD3OD, 95:5, b CDCl3 

Tabla 4: Datos espectroscópicos de los compuesto 6 y 8, �G en ppm (J en Hz) 

Determinación de la configuración absoluta del éster m etílico del compuesto 8 

mediante la preparación de los ésteres de (R) y (S)-MT PA. 

El compuesto 8 (1mg) fue metilado con una solución etérea de CH2N2 (1ml). Luego, 10 �Pl del 

cloruro de (S) (o (R)) MTPA fueron agregados a 200 �Pl de una solución del éster metílico de 8 en 

piridina, dejando la mezcla a temperatura ambiente durante 1 hora con agitación. La mezcla fue 

entonces volcada sobre un baño de hielo con HCl (c), extraída con AcOEt (3x2 ml), lavada con una 

solución acuosa de NaHCO3 al 5%  y luego con agua. La fase orgánica se evaporó hasta sequedad y los 

diésteres derivados 8a (R-MTPA) y 8b (S-MTPA) fueron purificados mediante ccd preparativa utilizando 

una mezcla de CH2Cl2-AcOEt (80:20) como fase móvil. 

Derivado 8a: RMN-1H (CDCl3): �w 5.656 (sa, 1H, H-2), 2.183 (dt, J = 11.6, 5.0 Hz, H-4a), 2.803 

(m, H-4b), 1.183 (s, 3H, H-8), 1.792 (s, 3H, H-9), 1.247 (s, 3H, H-10). 

Derivado 8b: RMN-1H (CDCl3): �w 5.692 (sa, 1H, H-2), 2.445 (dt, J = 11.7, 5.4 Hz, H-4a), 2.803 

(m, H-4b), 1.143 (s, 3H, H-8), 1.852 (s, 3H, H-9), 1.188 (s, 3H, H-10). 
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Capítulo 5 

 

Aislamiento y elucidación estructural   de 

metabolitos secundarios producidos por 

Trichoderma koningii  (MP 18) 
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�™ Introducción. 

En la actualidad resulta de gran importancia encontrar variantes que permitan el desarrollo de 

una agricultura rentable y no contaminante del medio ambiente. Si bien el uso de productos químicos 

para intentar solucionar o prevenir los daños causados por hongos fitopatógenos aumenta 

notablemente los rendimientos y la rentabilidad de los cultivos, la utilización constante de éstos puede 

alterar el medio biológico produciendo graves daños en los diversos ecosistemas. Es por eso que la 

utilización de prácticas sostenibles como por ejemplo la reducción de productos químicos y las 

rotaciones de suelos son las mejores variantes para garantizar una buena producción manteniendo a 

salvo el futuro de nuestro planeta1. 

En la búsqueda de compuestos con actividades antifúngicas para intentar resolver esta 

problemática han sido probadas diversas fuentes naturales como plantas y microorganismos, ya que 

estos organismos, debido a su imposibilidad de movimiento, deben desarrollar numerosas estrategias 

de defensa frente a ataques de insectos y/o microorganismos parásitos. La eficacia de la defensa 

muchas veces radica en la producción de metabolitos bioactivos. 

Como ejemplos de compuestos antifúngicos aislados de plantas se pueden citar algunas flavonas 

e isoflavonas, aisladas de Eriosema tuberosum2, planta medicinal utilizada en la cultura china; 

miristicina, elemicina e isoelemicina aisladas de Diplolophium buchanani2 y diversos metabolitos 

bioactivos producidos por Hypericum brasiliense y Rapanea melanophloeos2. En la figura 71 se muestran 

algunas de las estructuras de los compuestos activos. 
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Figura 71: Compuestos antifúngicos aislados de plantas2 

 

Mientras que la relación entre los metabolitos producidos por las plantas y su actividad como 

defensa ya ha sido estudiada en detalle para una gran variedad de plantas3,4, los mecanismos de defensa 

de los hongos a través de la producción de metabolitos secundarios han sido menos investigados5. Es 

sabido que la diversidad de los metabolitos secundarios está relacionada con sus mecanismos de 

supervivencia, su continua competencia con otros hongos y/o bacterias por alimento y espacio6 y frente 

a microorganismos parásitos7. Por esta razón, muchos de los metabolitos secundarios aislados a partir 

de cultivos de hongos son compuestos que poseen actividades antibióticas y/o antifúngicas. 

Aprovechando estas potenciales actividades, se han realizado estudios sobre la producción de 

metabolitos secundarios de hongos, focalizados en el descubrimiento de nuevas drogas con potencial 

actividad frente a diversos microorganismos fitopatógenos8. Como primer ejemplo se puede citar el 

aislamiento de griseofulvina (figura 72), aislada de Penicillium griseofulvum, cuyo uso en agricultura fue 

discontinuado en 1975 debido al elevado costo de producción9. 
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Figura 72: Estructura de griseofulvina 
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Otro ejemplo importante es el de la oudemansina y la estrobilurina A (figura 73) aislados de 

Oudemansiella mucida9 y Strobilurus tenacellus10 respectivamente. Estos compuestos presentaron un 

mecanismo de acción antifúngico muy específico y particular basado en su habilidad de inhibir la 

respiración mitocondrial mediante el bloqueo de la transferencia de electrones entre los citocromos b y 

c1
11, 12. Debido a esta importante actividad, diversas empresas agroquímicas desarrollaron estrobilurinas 

sintéticas basándose en el producto natural, siendo algunos de estos productos líderes en el mercado 

actualmente11. 

En la figura 73 se muestra el desarrollo de estos los productos comerciales por dos empresas a 

partir de los metabolitos naturales. 
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OKresoxim-metilo
BASF  490  

Figura 73: Compuestos comerciales derivados de estrobilurina A y oudemansina A11 
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Ambos productos son comercializados actualmente y utilizados por los agricultores para la 

protección y cura de una amplia gama de cultivos de frutas, cereales, trigo y arroz13. 

Teniendo en cuenta estos antecedentes y que el extracto de medio de cultivo de una cepa de 

Trichoderma koningii aislada de colmenas del INTA Balcarce presentó importante actividad antifúngica 

frente a diferentes hongos fitopatógenos, se decidió cultivar este hongo en escala mayor para poder 

aislar e identificar los compuestos responsables de la actividad observada. 

 

Figura 74: Cultivo de T. koningii en medio MEA 

 

Los hongos pertenecientes al género Trichoderma suelen interactuar en ambientes diversos 

como hojas, raíces y/o suelos y se los utiliza comercialmente como agentes de biocontrol (ABC) contra 

hongos patógenos14, 15. Las especies de Trichoderma más conocidas y estudiadas como ABC son T. 

harzianum, T. virens y T. viride. Se ha descripto también a T. koningii como biocontrolador de 

enfermedades de plantas agrícolas causadas por hongos, como por ejemplo las producidas por 

Pyrenphora tritici-repentis, Sclerotium cepivorum y Sclerotinia sclerotiorum. 

 

�™ Aislamiento de los metabolitos secundarios. 

Se cultivó la cepa de T. koningii en medio líquido extracto de malta al 30% , detallado en la parte 

experimental general. Una vez crecido el cultivo, se separó el medio del micelio mediante filtración. 

Luego, el medio de cultivo fue extraído en fase sólida utilizando Amberlite XAD16 eluyendo con MeOH. 

El extracto orgánico obtenido se separó por cromatografía en una columna preparativa de sephadex LH-
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20 rindiendo 5 fracciones, de las cuales 2 demostraron poseer actividad antifúngica frente a Botrytis 

cinerea y Fusarium virguliforme, hongos patógenos de cultivos de vid y soja respectivamente. Las 

fracciones activas fueron separadas por medio de cartuchos de extracción en fase sólida (SPE) con fase 

reversa C18 eluyendo con un sistema H2O-MeOH de polaridad decreciente. Cada una de las fracciones 

activas rindió a su vez una subfracción activa, las que fueron purificadas finalmente por HPLC a escala 

preparativa, rindiendo la fracción III el compuesto 9 y la fracción IV el compuesto 10 (esquema 4) 

 

 

Esquema 4: Diagrama de extracción de T. koningii 
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�™ Elucidación estructural de los compuestos aislados. 

 

Compuesto 9 

La fórmula molecular del compuesto 9 fue determinada como C12H20N2O3 mediante 

espectrometría de masa de alta resolución utilizando la técnica DCI con NH3. 

En el espectro de RMN-1H (CD3OD) (figura 75), se observó la presencia un singulete a �G 7.45 

(1H), un doblete a 2.60 ppm (6.5 Hz) (2H), tres multipletes a �G��2.12 (1H), �G 2.01 (1H) y 1.94 (1H). La señal 

de �G 7.45 podía corresponder a un H perteneciente a un heterociclo aromático, teniendo en cuenta la 

fórmula molecular hallada, el número de insaturaciones (4), la presencia de 2 átomos de N y el número 

de carbonos aromáticos. Se observó además un singulete a �G 1.53 (3H), un doblete a �G 0.88 ppm (5.6 Hz) 

(6H) y un triplete ancho a �G 0.79 (3H) 

 

Figura 75: Espectro RMN 1H del compuesto 9 (CD3OD) 

CD3OH + 
CD2HOD 

HDO 
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En el espectro de RMN-13C (CD3OD) del compuesto 9, se observaron once señales, cuatro de las 

cuales pertenecían a carbonos cuaternarios (�G 158.3, 150.5, 144.3 y 74.9), dos a grupos metinos (�G 124.4 

y 28.6), otras dos a grupos metilenos (�G 42.8 y 33.2) y las tres restantes a metilos (�G 24.8, 22.9 y 8.8). 

Debido a la intensidad de la señal a �G��22.9 y a la fórmula molecular, ésta debía corresponder a dos 

grupos metilo equivalentes. 

El espectro HMQC permitió correlacionar las señales de H y C directamente unidos y el 

experimento COSY permitió deducir que la molécula poseía dos cadenas, un etilo y un isobutilo, ya que 

se observaban las correlaciones indicadas en la figura 76. 

0.88 d

0.88 d

2.12 m

2.60 d

0.79 ta

1.94 m
H H

2.01 m

 

Figura 76: Estructuras parciales y correlaciones observadas vía COSY del compuesto 9 

 

En el espectro HMBC se observó una correlación entre el protón de �G��7.45 y los carbonos 

cuaternarios de 150.5 y 144.3 ppm, y que los protones del metileno de �G��2.60 correlacionaban con los 

carbonos de 158.3 y 150.5 ppm. Otra importante correlación observada fue la del protón de �G��1.53 con 

el carbono de �G��144.3. Las demás correlaciones permitieron confirmar las subestructuras antes 

deducidas. 

En la figura 77 se muestran las correlaciones observadas en este experimento y la estructura 

propuesta para el compuesto 9. 
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Figura 77: Estructura propuesta para el compuesto 9 y las correlaciones observadas en el espectro HMBC 

 

La presencia de un N-óxido se estableció por consideración de la fórmula molecular. 

La configuración absoluta del carbono 1´ fue deducida como R según las reglas de asimetría de 

Brewster16 teniendo en cuenta que la molécula presenta un solo centro quiral, suponiendo al anillo 

pirazínico de igual efecto que un anillo aromático y considerando el valor positivo del poder rotatorio17, 

18 (figura 78).  
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Figura 78: Estructura propuesta para el compuesto 9 

 

El compuesto 9, conocido como ácido hidroxiaspergílico, fue previamente aislado de cultivos de 

Aspergillus flavus19 y A. oryzae20, aunque nunca fue determinada su esteroquímica absoluta. 

Los valores obtenidos experimentalmente para el poder rotatorio y el espectro UV coinciden 

con los datos bibliográficos hallados19. Sin embargo, no fue posible realizar una comparación de los 

datos de RMN debido a que las publicaciones referidas al aislamiento y elucidación estructural del ácido 
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hidroxiaspergílico son muy antiguas y carecen de estos datos. Por este motivo se comparó con los datos 

de literatura hallados para el ácido aspergílico21, los cuales resultaron coincidentes en línea general. 

Los N-óxidos de las hidroxipirazinas se encuentran en equilibrio tautomérico con la pirazinona 

correspondiente. Según estudios realizados con estos compuestos, la especie que predomina en 

solución es la hidroxil-amida. Uno de los factores que pueden afectar dicho equilibrio es el ambiente 

estérico en el cual se encuentra el anillo heterocíclico, en particular si posee sustituyente en la posición 

622. Por lo tanto, es posible que el compuesto 9 que se encuentra en el equilibrio tautomérico que se 

muestra en la figura 79, se halle predominantemente en la forma II. 
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Figura 79: Equilibrio tautomérico del compuesto 9 

 

Compuesto 10 

La fórmula molecular del compuesto 10 fue determinada como C11H14O4 sobre la base del 

espectro de masa de alta resolución utilizando la técnica de ionización ESI. 

El espectro RMN-1H (CDCl3) del compuesto 10 (figura 80) mostraba multipletes a �G 4.95 (1H), 

4.62 (1H), 3.62 (1H), 3.58 (1H), 3.30 (1H), 2.38 (1H), 1.96 (1H), 1.89 (1H) y 1.80 (1H), dos dobletes a 

�G��1.48 y 1.46 (1H) (7.2 Hz) y un triplete a �G 1.07 (3H) (7.5 Hz).  
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Figura 80: Espectro RMN 1H del compuesto 10 (CDCl3) 

 

En el espectro de RMN-13C (CDCl3) se observaba la presencia de señales que parecían duplicadas, 

lo que sugería que el compuesto 10 o no estaba puro y era una mezcla de dos compuestos distintos 

pero de similares características estructurales en relación 1:1, o eran dos isómeros de interconversión 

lenta. 

El análisis cromatográfico empleando distintas fases y condiciones parecía indicar que la 

segunda suposición era la correcta. 

Considerando entonces la presencia de señales duplicadas en el espectro de RMN-13C y que esas 

señales duplicadas correlacionaban cada una con dos señales de 1H en el espectro HMQC, la presencia 

de isómeros interconvertibles se hizo evidente. 

Se observaban entonces once pares de señales de 13C, de las cuales cuatro pares pertenecían a 

carbonos cuaternarios (�G 199.3 y 195.8, 187.6 y 186.9, 170.1 y 167.7 y 94.9 y 94.4), correspondiendo 

CHCl3 
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probablemente los dos primeros a carbonilos �D-�E insaturados. Se veían también dos pares de señales 

correspondientes a metinos oxigenados (�G��93.2 y 92.7 y 79.5 y 79.3), tres pares de señales de metilenos 

(�G 33.8 y 33.6, 27.5 y 27.4 y 26.2) y dos señales de metilos (�G 16.8 y 9.1). 

Las correlaciones observadas en el experimento COSY para uno de los isómeros se muestran en 

la figura 81. 
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Figura 81: Estructuras parciales propuestas para uno de los isómeros del compuesto 10 sobre la base del experimento COSY 

 

El otro isómero presentó correlaciones conducentes a las mismas subestructuras que las 

descriptas en la figura anterior. 

Los espectros HMQC y HMBC permitieron corroborar estas subestructuras y demás el HMBC 

determinó la presencia de un carbonilo �D al carbono oxigenado cuyo protón resonaba a �G 4.62 y de un 

doble enlace vecino a los protones de �G 3.62 y 3.30. 

Con estas subestructuras se realizó entonces una búsqueda en la base de datos Antibase 2000. 

Como resultado de la búsqueda se obtuvo el compuesto conocido como ácido terréstrico, cuyos datos 

espectroscópicos de literatura coinciden con los obtenidos para el compuesto 10 (figura 82). 

En esta figura se indican las correlaciones observadas en el HMBC que confirman la estructura 

propuesta. 
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Figura 82: Correlaciones observadas en el espectro HMBC del compuesto 10 

 

Para éste y otros compuestos similares también se ha informado que sus espectros de RMN 

presentan señales duplicadas que varían de intensidad relativa en distintos solventes. Por ejemplo al 

realizar los experimentos de RMN-1H y -13C en CDCl3 del ácido carólico (figura 83), aparecían todas las 

señales duplicadas en relación 4:5 debido a la presencia de los isómeros E y Z en equilibrio. En cambio, 

al cambiar el solvente por CD3CN prevalecía el isómero E. Estos hechos indican que el equilibrio entre el 

isómero E y el Z es dependiente de las condiciones experimentales23. 
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Figura 83: Estructura del ácido carólico 
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Figura 84: Equilibrio entre los isómeros E y Z del ácido terréstrico 

 

La configuración absoluta del carbono 5 en el ácido terréstrico es R24, 25 y la del �����Œ���}�v�}���ñ�[��es S26. 

Debido a que el valor experimental obtenido para el poder rotatorio del compuesto 10 coincidió con el 

de literatura, se concluyó que la estereoquímica absoluta del compuesto 10 era la misma. 

 

�™ Actividad biológica. 

Los hongos fitopatógenos empleados en los bioensayos fueron: Fusarium virguliforme, hongo 

que afecta a los cultivos de soja produciendo la enfermedad conocida como síndrome de muerte 

repentina (SMR) o síndrome de muerte súbita (SDS)27; Fusarium lateritium, hongo que afecta a los 

cultivos de batatas28, porotos, cucurbitáceas y otros cultivos; Botrytis cinerea, hongo patógeno de 

muchas especies de vegetales, aunque su hospedador económicamente más importante es la vid29 y 

Rhizoctonia solani, que es un patógeno de cultivos de soja entre otros, con un gran rango de huéspedes 

en horticultura y de distribución mundial30. 

Los resultados obtenidos para ambos compuestos frente a F. virguliforme fueron marcadamente 

positivos, siendo los halos de inhibición medidos de 25 mm para cada uno de ellos. Frente a Botrytis 

cinerea el compuesto 9 mostró también una fuerte actividad con un halo de 20 mm, mientras que la 

actividad observada para el compuesto 10 fue menor con un halo de inhibición de 5 mm. Las actividades 

observadas para ambos compuestos frente a F. lateritium y Rhizoctonia solani fueron negativas. 

Cabe destacar que estos halos de 20-25 mm son similares a los correspondientes para 

antifúngicos comerciales como el benomyl o el Maxim XL. 
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La actividad antibiótica fue determinada experimentalmente frente a dos cepas de P. larvae (A y 

C), ambas provenientes del laboratorio de bacteriología del departamento de producción animal, INTA, 

EEA Balcarce. El compuesto 9 fue el único que dio resultados positivos frente a la bacteria patógena con 

un halo de inhibición de crecimiento de 15 mm. 

Con respecto a la actividad biológica conocida para ambos compuestos se ha informado que el 

compuesto 9 posee actividad antibacteriana frente a diversas cepas de bacterias como por ejemplo 

Streptococcus pyogenes, Micrococcus pyogenes, Klebsiela pneumoniae y Escherichia coli entre otras19, 20, 

mientras que el compuesto 10 ha sido informado como agente fitotóxico en cultivos de arroz, 

inhibiendo el crecimiento de las raíces, ramas y hojas dependiendo de la concentración utilizada31. 

No existe ninguna publicación hasta el momento que describa la actividad antifúngica de estos 

compuestos. 

 

�™ Biosíntesis. 

 

Compuesto 9 

La ruta biosintética del ácido hidroxiaspergílico (compuesto 9) fue estudiada por primera vez en 

el año 196232. Este estudio se basó en la similitud que existe entre la estructura química del ácido 

hidroxiaspergílico con la del ácido aspergílico y que cepas de A. flavus bajo determinadas condiciones 

pueden biosintetizar una mezcla de ambos compuestos33, sugiriendo que las rutas biosintéticas de 

ambos compuestos son similares. En varios estudios sobre las rutas biosintéticas se propuso la 

condensación inicial de dos aminoácidos para formar una dicetopiperazina, que se oxida luego para 

formar el N-óxido de pirazina34-36 (figura 85).  
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Figura 85: Ruta biosintética propuesta por Mac Donald para el compuesto 9 32 

 

Cada uno de los pasos de esta ruta biosintética involucraría varias enzimas, las cuales no son aún 

conocidas. 

Sin embargo, otros estudios demostraron que la biosíntesis no necesariamente ocurriría vía la 

formación del cicloleucina-isoleucina, ya que comprobaron que este compuesto se incorpora con mayor 

eficiencia a las proteínas miceliales que al ácido hidroxiaspergílico37. 

 

Compuesto 10 

Debido a que los ácidos tetrónicos son compuestos habitualmente encontrados como productos 

naturales, existen diversos estudios acerca de la biosíntesis de los mismos. En el año 1962 se publicó la 

primera ruta biosintética (figura 86) para el ácido carólico38 la cual podría extrapolarse a su análogo, el 

compuesto 10. 
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Figura 86: Ruta biosintética propuesta para el ácido carólico, análogo al ácido terréstrico 

 

 



118 
 

�™ Antecedentes de compuestos con estructura similar. 

Se han aislado diversos compuestos pirazínicos de variadas especies de hongos y bacterias. Un 

ejemplo es el ácido aspergílico (figura 87), estructuralmente relacionado con el ácido hidroxiaspergílico. 

Tal como se indicó anteriormente ambos compuestos son producidos por las mismas especies de 

hongos19, 33. Otros ejemplos son los compuestos antifúngicos y antibacterianos denominados terezinas, 

aislados del hongo Sporormiella teretispora39 y las pirazinas A y B aisladas del hongo Menisporopsis 

theobromae40 (figura 87). 
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Figura 87: Algunas pirazinas aisladas de otras especies de hongos 

 

Los ácidos tetrónicos son compuestos producidos frecuentemente por hongos, en particular 

pertenecientes al género Penicillium38. El ácido terréstrico, compuesto 10, es uno de los compuestos 
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utilizados como marcador para identificar y clasificar diferentes cepas de este género41. En la tabla 5 se 

citan ejemplos. 

O

RHO

O

Nombre

ácido terréstrico

ácido L- �J- metiltetrónico

ácido carólico

ácido carolínico

ácido carlósico

ácido cárlico

ácido viridicático

ácido dehidrocarólico

R=

_COCH2CH2CHOHC2H5

_H

_COCH2CH2CH2OH

_COCH2CH2COOH

_COCH2CH2CH3

_COCH2CH2CH2OH

_COC5H11

_COCH2CH2CH2OH

hongo
P. terrestris
P.aurantiogriseum
P. veneium
P. hirsutum
P. hordei 
P. radicicola
P. viridicatum
P. crustosum
P. oryzae

P. charlesii

P. charlesii
P. cinerascens

P. charlesii

P. charlesii
P. cinerascens

P. charlesii

P. viridicatum

P. cinerascens

O

RHO

O

O

RHO

O

O

HO

Estructura

Tabla 5: Ácidos tetrónicos aislados de diversas especies de Penicillium31, 38, 41, 42 
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�™ Antecedentes de otros compuestos aislados de cultivos de 

la misma especie. 

 

La especie T. koningii ha sido estudiada en reiteradas oportunidades debido a la diversidad de 

metabolitos secundarios con variadas bioactividades que produce. Se puede citar el aislamiento de 

peptaiboles denominados trichokoninas, las cuales presentan actividad antibiótica frente a un amplio 

rango de bacterias Gram positivas y actividad antifúngica frente a diversos hongos fitopatógenos43, 44. 

También se ha aislado de la misma especie un compuesto denominado koningina D45 y varios 

sesquiterpenos46. Algunas estructuras se muestran en la figura 88. 
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Figura 88: Algunos compuestos aislados de T. koningii 
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�™ Conclusión. 

A partir de un cultivo de T. koningii aislado de polen de colmenas cuyo extracto preliminar 

poseía actividad antibiótica frente a P. larvae y antifúngica frente a F. virguliforme, fueron aislados los 

componentes activos. 

Se aislaron e identificaron dos compuestos, 9 y 10, de estructura conocida aunque nunca antes 

aislados en cultivos de T. koningii. Ambos compuestos presentaron importante actividad antifúngica 

frente a F. virguliforme, actividad que no había sido informada previamente para estos compuestos. El 

compuesto 9 además presentó buena actividad frente a P. larvae. 

 

�™ Detalles experimentales. 

La cepa de T. koningii estudiada fue aislada de polen, clasificada por la Dra. Nora Peña y 

depositada en el cepario de hongos de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de 

Buenos Aires, Argentina (BAFC), con el número de acceso BAFC 3293. 

Cultivo de T. koningii 

Se realizaron cultivos en caja de Petri en agar malta y se cortaron porciones pequeñas de 1 cm 

por 1 cm aproximadamente para inocular 2 erlenmeyers de 250 ml conteniendo 75 ml de medio líquido 

cada uno. La fermentación fue llevada a cabo utilizando como medio de cultivo líquido, extracto de 

malta 30% . A la semana, estos cultivos líquidos fueron utilizados como inóculo de 4 cultivos de 1 litro 

cada uno con el mismo medio, contenidos en erlenmeyers de 4 litros. La fermentación fue llevada a 

cabo a 25°C por 9 días bajo condiciones estáticas. Las condiciones óptimas fueron determinadas 

previamente en experimentos de escala menor. 

 

Extracción y fraccionamiento 

Los 4 litros de cultivo se filtraron, separándose el medio de cultivo del micelio del hongo. Este 

último fue descartado, ya que en estudios previos se había determinado que era inactivo en los 

bioensayos testeados y que no contenía compuestos con estructuras químicas interesantes. El medio 
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fue extraído en fase sólida utilizando Amberlite XAD-16 (Sigma) (200 g/l de cultivo), obteniéndose 1.26 g 

de extracto, luego de extraer el amberlite con 2 litros de MeOH y evaporar la fase obtenida en 

evaporador rotatorio. El extracto fue fraccionado en una columna semipreparativa (80 cm de largo y 3.5 

cm de diámetro interno) de Sephadex LH-20 como fase fija y metanol como fase móvil. Se recogieron 5 

fracciones de 200 ml cada una. Las únicas fracciones que demostraron poseer actividad antifúngica 

frente a Botrytis cinerea y Fusarium virguliforme, fueron la III (700 mg) y la IV (225 mg). Se analizaron los 

perfiles cromatográficos de estas fracciones activas mediante el uso de cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC) analítica, con gradiente de solventes desde 90%  de agua hasta 100%  de metanol. 

Mediante el análisis de los cromatogramas obtenidos para cada fracción se decidió realizar una 

separación previa al uso de HPLC preparativo con cartuchos de extracción en fase sólida (SPE) de 6 ml 

con relleno de C 18 (Supelco). Cada fracción activa fue eluída con 25 ml de cada una de las siguientes 

fases móviles: H2O, MeOH/H2O (50/50) y MeOH. Las fracciones eluídas con MeOH/H2O (50/50), 326 mg 

para III, 185 mg para IV resultaron activas y fueron purificadas finalmente por HPLC a escala preparativa, 

utilizando una columna de fase reversa (YMC C 18, 5 �Pm, 20 x 250 mm, CH3OH:H2O (85:15), 4 ml/min, 

detector de índice de refracción y UV a 215 nm en serie) rindiendo la fracción III el compuesto 9 (15 mg, 

1.19%) y la fracción IV el compuesto 10 (10 mg, 0.79 % ). 

 

Propiedades físicas de los compuestos aislados. 

Compuesto 9 (Ácido hidroxiaspergílico): sólido amarillo; �€�r�•D
25: +224�� (c = 0.1, MeOH); UV 

�~�D���K�,�•���„máx �~�o�}�P���x�•�W���î02 nm (3.49), 229 nm (3.60), 331 nm (3.34); EM-AR-ESI (+): m/z 263.1172 [M+Na]+ 

(valor calculado para C12H20N2NaO3, 263.1366, �'  -2.2 ppm); EM- AR- DCI/NH3: m/z 241.155218 [M+H]+ 

(valor calculado para C12H21N2O3, 241.15570, �'  -2.0 ppm); EM-EI (70 eV) m/z (abundancia relativa): 240 

[M]+. (1), 223 [M-OH.]+ (4), 211 [M-29]+ (5), 167 [M-73]+(3), 57 (46), 55 (57), 43 (100); RMN-1H (CD3�K���•�W���w��

7.45 (s, H-5); 2.60 (d, J = 6.5 Hz, H-1´´); 2.12 (m, H-2´´); 2.01 (m, H-2 á); 1.94 (m, H-2 b́); 1.53 (s, H-�ð�[�•�V���ì�X�ô�ô��

(d, J = 5.9 Hz, H-�ï�[�ò�•; 0.79 (ta; H-�ï�[�•�V RMN-13C (CD3�K���•�W���w���í58.3, C-2; 150.5, C-3; 144.3, C-6; 124.4, C-5; 

74.9, C-1 ;́ 42.8, C-1´́ ; 33.2, C-2´; 28.6, C-2´´; 24.8, C-4´; 22.9, C-3´´; 8.8, C-3 .́ 

Compuesto 10: aceite amarillo; �€�r�•D
25: �=�î�ð���� �~���� �A�� �ì�X2, MeOH); EM- AR-ESI (+): m/z: 233.0793 

[M+Na]+ (valor calculado para C11H14NaO4, 233.0784, �'  -3.7 ppm); 211.0972 [M+H]+ (valor calculado 

para C11H15O4, 211.0965, �'  -3.4 ppm); EM-EI (70 eV): m/z (abundancia relativa): 210 [M]+. (20), 166 [M-

44]+  (22), 138 [M-72]+
 
(100), 126 (16), 109 (18), 95 (23); RMN-1H (CD3�K���•�W���w��4.95 (m, H-5´); 4.64 (q, J= 
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7.5 Hz, H-5�,�,); 4.62 (q, J= 7.5 Hz, H-5�,); 3.62 (ddd, J= 9.3, 4.3, 3.2, H-3´a���,); 3.58 (ddd, J = 9.6, 4.6, 3.4, H-

3´a���,�,); 3.30 (m, H-3´b); 2.38 (m, H-6´a); 1.96 (m, H-�ð�[���•�V��1.89 (m, H-6´b); 1.80 (m, H-4 á); 1.48 (d, J= 7.2 

Hz, H-6���,�,); 1.46 (d, J= 7.2 Hz, H-6���,); 1.07 (t; J = 8.0 Hz, H-7�[). 

I y II representan a los dos isómeros geométricos en equilibrio. 

 

Posición C Datos experimentales Datos bibliográficos23 

 Isómero Z (II) Isómero E (I) Isómero Z Isómero E 

2 167.7 170.1 166.9 170.3 

3 94.4 94.9 94.3 94.8 

4 199.3 195.8 198.8 195.1 

5 79.5i 79.3 i 79.3 79.0 

6 16.8 16.8 17.0 17.0 

     

2  ́ 187.6 186.9 187.1 186.4 

3  ́ 33.6 33.8 33.6 33.9 

4  ́ 27.4ii 27.5ii 27.6 27.6 

5  ́ 92.7 93.2 93.0 92.5 

6  ́ 26.2 26.2 26.4 26.4 

7  ́ 9.1 9.1 9.5 9.5 

i y ii  pueden intercambiarse 

Tabla 6: Comparación de datos de RMN-13C experimentales (CD3OD) con bibliográficos (CDCl3) 
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Capítulo 6 

 

Aislamiento y elucidación estructural de 

metabolitos secundarios producidos por una 

cepa fúngica endofita septada oscura (DSE 01) 
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�™ Introducción. 

 

Todas las plantas pertenecientes a ecosistemas naturales establecen diferentes funciones 

simbióticas con diversos microorganismos endofíticos. Los hongos endofitos son aquellos que infectan 

plantas vasculares y se desarrollan dentro de ellas sin causarles síntomas patógenos. Se ha demostrado 

que plantas infectadas con esta clase de hongos son más sanas aún que las no infectadas1. Este hecho 

puede deberse a la producción por parte del hongo de fitohormonas y otros compuestos que 

promueven el crecimiento del hospedador y generan protección frente a pestes causadas por insectos, a 

ataques de herbívoros y/o infecciones causadas por diversos microorganismos patógenos2. 

Este tipo de hongos es omnipresente y hasta la fecha no se conoce ninguna especie vegetal en la 

cual no se haya detectado presencia de esta clase de microorganismos; en algunas especies de plantas 

incluso se han aislado más de cien cepas endofíticas siendo su diversidad biológica enorme3. 

Debido a la gran diversidad química que poseen, por su enorme biodiversidad, los metabolitos 

secundarios producidos por este tipo de hongos pueden tener variadas actividades biológicas. Se citan 

algunos de estos compuestos como ejemplo, clasificándolos según la actividad biológica que poseen: 

�¾ Compuestos anticancerígenos: El taxol (figura 89) es una de las drogas anticancerígenas 

más conocidas a nivel mundial, que se utiliza principalmente para el tratamiento de 

cáncer de ovario y mamas. La misma fue aislada por primera vez de las partes aéreas del 

árbol Taxus brevifolia4, el cual es de crecimiento lento y además produce la droga en 

muy baja concentración en comparación con las dosis necesarias para tratar este tipo de 

enfermedades. En la búsqueda de nuevas fuentes de producción de Taxol se encontró 

que era producido por diferentes especies de hongos como Taxomyces andreanae5, 

Pestalotiopsis microspora6, Pestalotiopsis guepini y Seimatoantlerium tepuiense, 

endófitos de los árboles Taxus brevifolia, Taxus globosa7 y Taxus wallachiana6. 

Otros compuestos con propiedades anticancerígenas son las sequoiatonas A y B 

(figura 89), las cuales se aislaron de Aspergillus parasiticus endófito del árbol de madera 

roja Sequoia sempervirens8. Ambos compuestos mostraron inhibición moderada y 

selectiva frente a diversos tumores celulares humanos, principalmente en líneas 

celulares tumorales mamarias.  
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Figura 89: Estructuras de compuestos antitumorales producidos por hongos endofitos4, 8 

 

�¾ Compuestos antivirales: Del cultivo del hongo endofito Cytonaema sp. se 

aislaron dos compuestos, los ácidos citónicos A y B (figura 90)9, ambos inhibidores de 

proteasas de citomegalovirus (hCMV).  
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Figura 90: Estructuras de compuestos antivirales producidos por hongos endofitos9 

 

�¾ Compuestos antifúngicos: La cryptocandina (figura 91) es un péptido aislado del cultivo 

del hongo endofítico Cryptosporiopsis quercina aislado de las partes aéreas de la planta 

medicinal Tripterigeum wilfordii10. Dicho compuesto posee actividad antifúngica frente a 

hongos patógenos para humanos como por ejemplo Candida albicans y Trycophyton 

mentagrophytes. Actualmente es utilizado como droga comercial para tratar 

enfermedades causadas por hongos en piel y uñas. 
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Figura 91: Estructura del compuesto antifúngico criptocandina producido por un hongo endofito10  

 

�¾ Compuestos antibacterianos: El guanacastepeno A (figura 92) es un compuesto 

producido por el cultivo de un hongo endofito no clasificado aislado de las ramas del 

árbol Daphnopsis Americana11. Es activo frente a cepas de bacterias resistentes a 

antibióticos comerciales de amplio espectro como Staphylococcus aureus y Enterococcus 

faecalis.  
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Figura 92: Estructura del compuesto antibacteriano guanacastepeno A aislado de un hongo endofito11 
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�¾ Compuestos inmunosupresores: Subglutinol A y B (figura 93) son compuestos aislados 

de Fusarium subglutinans, hongo endofito de Tripterigeum wilfordii12 con propiedades 

inmunosupresoras, no citotóxicos. 
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Figura 93: Estructuras de compuestos inmunosupresores aislados de un hongo endofito12 

 

Las raíces de las plantas vasculares también están colonizadas por hongos endofitos que se 

clasifican en micorrizas arbusculares (AM), ectomicorrizas (EM) y endofitos septados oscuros (DSE)3.  

Estos endofitos de raíz poseen funciones de gran implicancia en el ecosistema. Pueden absorber 

nutrientes del suelo como nitrógeno13, 14 y fósforo15, útiles para el crecimiento de la planta, y protegerla 

al mismo tiempo al limitar el transporte y acumulación de metales pesados en tejidos vasculares. 

También son útiles para facilitar la transferencia interna de nutrientes y agua por toda la superficie de la 

planta16. 

También se ha demostrado que algunas cepas de hongos endofíticos poseen un efecto protector 

de diversos cultivos agrícolas sobre enfermedades causadas por microorganismos17. 

Se conocen aproximadamente 600 especies de plantas hospedadoras de 320 géneros y más de 

110 familias de hongos endofíticos septados oscuros1, 18-20. De muchos de ellos no se conocen sus 

estructuras reproductivas, sexuales, ni asexuales y algunos han esporulado en condiciones particulares y 

específicas de cultivo y es por ello que resulta difícil su identificación por medio de caracteres 
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morfológicos21. Mediante técnicas moleculares se ha avanzado en la identificación de este grupo22 y se 

ha podido establecer tanto su origen polifilético como el hecho de que la mayoría pertenecen a la 

división Ascomycota23, 24. La especie más frecuentemente encontrada y por ende también la más 

estudiada es Phialocephala fortinii19. 

En contraste con el amplio conocimiento que se dispone de las micorrizas arbusculares y de las 

ectomicorrizas, es muy poco lo que se conoce acerca de los hongos endofitos septados oscuros. En 

particular, no existe información hasta el momento acerca de los metabolitos producidos por esta clase 

de hongos ni de sus potenciales actividades biológicas. 

Por estos motivos se consideró interesante realizar el estudio de los compuestos bioactivos 

provenientes de cultivos de un DSE aislado de raíces de plantas de soja, por la Dra. Alejandra Rodríguez 

(Laboratorio de microbiología del suelo, DBBE, FCEN, UBA). 

 

�™ Aislamiento de los metabolitos secundarios. 

Se realizó un cultivo en pequeña escala en medio líquido de una de las cepas DSE, denominada 

DSE1 (figura 94), aislada de raíces de soja. 

 

 

Figura 94: Cultivo del hongo endofito septado oscuro DSE1 en medio agarizado 
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Al analizar el extracto de este minicultivo por ccd y RMN 1H se determinó la presencia de 

compuestos que podrían poseer estructuras químicamente interesantes. Dicho extracto demostró 

también tener actividad antifúngica frente a hongos fitopatógenos. 

Por tal motivo se decidió cultivar este hongo en mayor escala para obtener mayor cantidad de 

los metabolitos para realizar la elucidación estructural de los compuestos bioactivos. 

Se realizó el cultivo utilizando extracto de malta al 30% , como medio de cultivo líquido. Una vez 

crecido el cultivo se separó el medio del micelio mediante filtración y se extrajo el medio 

exhaustivamente con AcOEt. El extracto de la fase orgánica obtenido fue fraccionado mediante el uso de 

cromatografía flash en columna seca en sílica gel utilizando como eluyente mezclas de polaridad 

creciente de CH2Cl2: AcOEt. De esta separación se obtuvieron tres fracciones (I, II y III) de las cuales 

solamente dos (II y III) demostraron poseer compuestos de estructura química interesante y/o actividad 

antifúngica. 

La fracción activa II fue purificada primero mediante el uso de cromatografía flash en columna 

seca en sílica gel utilizando como eluyente mezclas de polaridad creciente de ciclohexano: CH2Cl2: 

AcOEt, obteniéndose cinco fracciones (A, B, C, D y E). La fracción D, eluída con CH2Cl2: AcOEt (50/50), fue 

luego purificada utilizando una columna de sílica flash con mezclas de solventes de polaridad creciente 

CH2Cl2: AcOEt. De esta última separación se obtuvo el compuesto 11 (Esquema 5). La fracción E, eluída 

con AcOEt, fue luego purificada mediante ccd preparativa de sílica gel utilizando como fase móvil CH2Cl2: 

AcOEt (70/30) obteniéndose el compuesto 12 (Esquema 5). 

La fracción activa III fue purificada utilizando una columna de sílica flash con mezclas de 

solventes de polaridad creciente CH2Cl2: AcOEt, (50/50) hasta AcOEt. La fracción eluída con CH2Cl2: 

AcOEt (70/30) fue purificada mediante ccd preparativa de sílica gel utilizando como fase móvil CH2Cl2: 

AcOEt (60/40). Esta separación brindó el compuesto 13 (Esquema 5). 
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Esquema 5: Diagrama de extracción de DSE1 

 

�™ Elucidación estructural de los compuestos aislados. 

 

Compuesto 11 

La fórmula molecular del compuesto 11 fue determinada como C11H12O3 mediante 

espectrometría de masa de alta resolución utilizando la técnica de ionización ESI. Con este dato se 

dedujo que el número de insaturaciones que poseía la molécula era 6. 
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Al analizar el espectro de RMN-H1 (CDCl3) (figura 95), se observó la presencia de dos señales a �G 

5.34 y 5.28 correspondientes a un grupo metileno vinílico, cinco multipletes a �G 6.01, 4.46, 4.44, 3.56 y 

3.44 correspondientes a metinos, el primero de un doble enlace y los últimos cuatro a metinos cuyos 

carbonos están unidos a oxígeno, y un triplete a �G 1.91 (1.3 Hz) característico de un metilo unido a un 

doble enlace. 

Analizando los desplazamientos químicos observados en el espectro de RMN-13C, figura 96, se 

dedujo que la molécula poseía dos dobles enlaces cuyos carbonos resonaban a �G 132.0, 126.4, 122.8 y 

122.5 y un alquino sustituido cuyas señales de carbono se encontraban a �G 92.0 y 85.6. 

Teniendo en cuenta las correlaciones observadas entre los protones de los metinos en el 

experimento RMN 2D-COSY se estableció la presencia de un ciclohexeno polioxigenado con un epóxido, 

con lo cual teniendo en cuenta la presencia de dos dobles enlaces y un alquino, quedaban determinadas 

las 6 insaturaciones de la molécula. 

 

 

Figura 95: Espectro RMN-1H del compuesto 11 (CDCl3) 

CHCl3 
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Figura 96: Espectro RMN 13C del compuesto 11 (CDCl3) 

 

Con las correlaciones observadas en el experimento COSY, se dedujeron las siguientes 

estructuras parciales: 

H3C H
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HO
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H H
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Figura 97: Estructuras parciales del compuesto 11 establecidas mediante el experimento COSY. 

CDCl3 
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El experimento HMBC permitió conectar las estructuras parciales propuestas (figura 97), con lo 

cual se pudo deducir que el compuesto 11 poseía la estructura de la figura 98, conocida como 

asperpentina25. 

O
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85.6
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5.34-5.28 (122.4)

1.91 (23.0)

6.01 (131.9)

H OH

H OH

H

H

4.44

3.44

3.56

4.46

64.9
54.0

55.1
62.1

 

Figura 98: Correlaciones observadas en el espectro HMBC del compuesto 11 

 

Por comparación de los datos espectroscópicos, incluyendo el poder rotatorio, obtenidos en 

este trabajo con los bibliográficos se determinó que la estructura del compuesto 11 era idéntica a la 

aspertentina (figura 99) previamente aislada del cultivo del hongo Aspergillus duricaulis25. Cabe 

mencionar que se muestra en la figura la estereoquímica relativa, ya que no se determinó previamente 

la estereoquímica absoluta. 
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Figura 99: Estructura de la asperpentina, compuesto 11  
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Compuesto 12 

La fórmula molecular del compuesto 12 fue determinada como C11H14O5 mediante 

espectrometría de masa de alta resolución utilizando la técnica de ionización ESI. Con este dato se 

dedujo que la molécula poseía 5 insaturaciones. 

Al analizar el espectro de RMN-1H (CDCl3) del compuesto 12 (figura 100) se observó la presencia 

de seis señales que integraban para un protón cada una, tres de las cuales eran multipletes a �G��4.71, 

4.52 y 3.86, otra un doblete ancho a �G��3.55 (J = 3.8 Hz) y dos dobletes a �G��2.68 y 2.51, con una constante 

de acoplamiento de 16 Hz igual para ambos, sugiriendo que estaban unidos al mismo carbono. Las 

señales de �G��4.71 y 4.52, pertenecían probablemente a dos grupos metinos oxigenados, mientras que las 

de �G��3.86 y 3.55 a un grupo epóxido. También se observó la presencia de dos singuletes a �G 1.53 y 1.43, 

que integraban para tres protones correspondientes a metilos unidos probablemente un carbono 

cuaternario oxigenado.  

 

Figura 100: Espectro RMN-H1 del compuesto 12 (CDCl3) 

EtOH 
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En el espectro de RMN-13C del compuesto 12 (figura 101), se observó la presencia de once 

señales de carbonos, cuatro de los cuales pertenecían a carbonos cuaternarios (�G 190.7, 166.4, 110.0 y 

83.4), cuatro a grupos metinos (�G 66.8, 64.6, 57.9 y 49.7), una a un grupo metileno (�G 47.2) y las dos 

restantes a grupos metilo (�G 27.2 y 24.9). La multiplicidad de las señales de RMN-13C se determinó a 

través del espectro HSQC-DEPT (figura 102).  

El valor de desplazamiento químico de la señal de �G��190.7 indicaba la presencia de un grupo 

carbonilo �D,�E �t insaturado y en ese caso las señales de �G��166.4 y 110.0 debían corresponder al doble 

enlace conjugado con el carbonilo, debiendo estar el carbono de �G��166.4 unido a un átomo de oxígeno. 

El carbono cuaternario de �G��83.4 y los metinos de �G 66.8, 64.6, 57.9 y 49.7 parecían corresponder a 

carbonos oxigenados, los dos últimos de un epóxido. 

 

 

Figura 101: Espectro RMN-13C del compuesto 12 (CDCl3) 

CDCl3 



143 
 

 

Figura 102: Ampliación del espectro HSQC del compuesto 12 

 

 

 

 Figura 103: Ampliaciones del espectro COSY del compuesto 12  
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Al analizar esta información en conjunto con la obtenida en el experimento COSY (figura 103), se 

pudieron proponer las siguientes estructuras parciales (figura 104): 

OH

OH

O
O

1.43
1.53

  2.68
  2.51

O

4.71
4.52

3.86

3.55

W

(190.7)

(110.0)

(166.4)

 

Figura 104: Estructuras parciales propuestas para el compuesto 12 

 

El experimento HMBC (figura 105) fue utilizado para confirmar y conectar las estructuras 

parciales propuestas y permitió proponer una estructura para el compuesto 12. Esta estructura y 

algunas de las correlaciones observadas en el espectro HMBC se muestran en la figura 106. 

Por un lado se observó que los dos grupos metilos de �G 1.53 y 1.43 correlacionaban con el 

carbono cuaternario de �G 83.4, con el metileno de �G 47.2 y entre ellos, mientras que los protones del 

grupo metileno de �G 2.68 y 2.51 correlacionaban con el carbono cuaternario oxigenado de �G 83.4, con 

los dos metilos y con el carbonilo de �G��190.7. Los protones de �G��4.71 y��2.51 correlacionaban con el 

carbono de doble enlace de �G��110.0 y el protón de �G 4.71 correlacionaba además con los carbonos de �G 

190.7 y 166.4 y con el metino de �G 57.9. El protón de �G 4.52 correlacionaba con las señales de �G 110.0 y 

57.9, el protón de �G 3.86 correlacionaba con las señales de �G 66.8 y 64.6 y por último el protón de �G 3.55 

correlacionaba con los carbonos de 190.7, 166.4, 110.0 y 57.9.  
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Figura 105: Espectro HMBC del compuesto 12 y una ampliación 
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Figura 106: Algunas correlaciones observadas en el espectro HMBC para el compuesto 12 

 

 Las bajas constantes de acoplamiento observadas para los protones del anillo B del compuesto 

12 sugerirían que los protones se encuentran en posiciones pseudoecuatoriales. Esto indicaría la 

esteroquímica relativa mostrada en la figura 107. 

 Este hecho quedaría sustentado también con el acoplamiento W que se observa en el espectro 

RMN-1H y la correlación entre los protones de �G 4.71 y 3.86 en el experimento COSY. 
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Figura 107: Estructura propuesta para el compuesto 12 

 El espectro NOESY no mostró correlaciones lo cual es coherente con la estructura propuesta 

aunque por tratarse de un resultado por la negativa, no puede confirmarse la estructura propuesta. 

W 
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 Este compuesto no había sido previamente informado en la literatura. 

Compuesto 13 

La fórmula molecular del compuesto 13 fue determinada como C12H16O5 mediante 

espectrometría de masa de alta resolución utilizando la técnica de ionización ESI.  

Tanto el espectro de RMN-1H (figura 108), como el de RMN-13C del compuesto 13 eran similares 

a los obtenidos para el compuesto 12, diferenciándose únicamente en la presencia de una señal a �G 

3.42 (3H, s) en el espectro RMN-1H y una a 58.3 ppm en el espectro de RMN-13C. 

Estos datos indicaban que el compuesto 13 poseía una estructura similar a la del compuesto 12 

en la cual algún hidroxilo se encontraba metilado. Analizando las correlaciones observadas en el 

espectro de HMBC, se pudo deducir que el hidroxilo metilado era el de la posición 6, tal como se 

muestra en la figura 109, quedando determinada su estructura. 

 

  

Figura 108: Espectro RMN-1H (CDCl3) del compuesto 13 

Impureza 

Impureza 

CH3OH 
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Figura 109: Estructura propuesta para el compuesto 13 junto con algunas correlaciones observadas en el espectro HMBC 

 

 

Figura 110: Ampliación del espectro HMBC del compuesto 13 
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 Por los motivos expuestos anteriormente para el compuesto 12, se asume que la 

estereoquímica relativa del compuesto 13 es la que se muestra en la figura 109 y es similar a la del 

compuesto 12. 

Debido a la escasa cantidad de masa que se obtuvo del compuesto 13, aún después de realizar 

tres cultivos de 5 litros cada uno, no fue posible realizar experimentos para deducir su esteroquímica 

absoluta. Para optimizar la producción de los compuestos 12 y 13 para poder completar la elucidación 

estructural se planea realizar próximamente un estudio del medio de cultivo para encontrar tanto la 

composición del medio así como características del cultivo, (temperatura, agitación, tiempo, etc.) más 

adecuadas. 

La estructura del compuesto 13 tampoco ha sido informada previamente. 

 

�™ Actividad biológica. 

Para evaluar la actividad antifúngica se empleó el método de bioautografía directa sobre placas 

de ccd26. Los hongos fitopatógenos que se utilizaron para realizar los ensayos de bioactividad fueron 

Fusarium virguliforme27, Fusarium lateritium28, Botrytis cinerea29, Macrophomina phaseolina30 y 

Rhizoctonia solani31. 

El compuesto 11 presentó resultados positivos únicamente frente a las dos especies de 

Fusarium ensayadas con halos de inhibición de 10 mm y 5 mm contra F. virguliforme y F. lateritium 

respectivamente, mientras que los compuestos 12 y 13 fueron activos únicamente frente a F. 

virguliforme con halos de inhibición de 17 y 5 mm respectivamente. 

Los compuestos 11, 12 y 13 no presentaron actividad antibiótica frente a las especies 

bacterianas ensayadas (B. subtillis, S. aureus y E. coli). 

Se ha informado que el espectro de actividades biológicas que presentan la asperpentina, 

(compuesto 11) y compuestos de estructura similar es muy amplio, como actividad antifúngica, 

antitumoral y fitotóxica entre otras25, aunque no hay detalles publicados sobre los resultados de los 

bioensayos.  
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�™ Biosíntesis. 

 

Compuesto 11 

La ruta biosintética de la asperpentina no ha sido determinada aún. Su estructura parecería 

provenir de una biogénesis mixta con la incorporación de una unidad de isopreno a un anillo 

aromático32. 

 

Compuestos 12 y 13 

A partir del cultivo del hongo patógeno Eutypa lata se aislaron diferentes metabolitos 

relacionados con los compuestos 11, 12 y 1333. En ese trabajo se propuso una ruta biosintética para la 

obtención de los metabolitos aislados que podría aplicarse a los compuestos encontrados en este 

trabajo. Esta ruta se muestra en la figura 111. 
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Figura 111: Ruta biosintética propuesta para el compuesto I relacionado estructuralmente con 12 y 1333 
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Como puede observarse ,el precursor de esta ruta biosintética está relacionado 

estructuralmente con la asperpentina (compuesto 11) sugiriendo que podría ser el precursor de los 

compuestos 12 y 13 aislados. 

 

�™ Antecedentes de compuestos con estructura similar. 

Como ejemplos de compuestos estructuralmente similares al compuesto 11: se pueden citar el 

compuesto A, antibiótico obtenido del cultivo del deuteromycete Beauveria felinase35 y el compuesto B 

proveniente de otro deuteromycete, Helminthosporium siccans36 (figura 112).  
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Figura 112: Compuestos de estructura química similar a la Asperpentina35-36 

También se han aislado compuestos de estructura química semejante a la de los compuestos 11-

13 del cultivo del hongo Eutypa lata, patógeno de varias clases de árboles y cultivos de vid33 (figura 113). 
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Figura 113: Compuestos aislados de Eutypa lata33 

 

 Lamentablemente en el trabajo mencionado no se informan todos los datos espectroscópicos de 

estos compuestos, por lo que no ha sido posible su comparación. 

 

�™ Antecedentes de compuestos aislados de cultivos de 

hongos endofitos septados oscuros. 

 

Como se mencionó en la introducción de este capítulo, si bien existen numerosos DSE 

descriptos, siendo las especies encontradas con mayor frecuencia en las raíces de plantas Chloridium 

paucisporum, Leptodontidium orchidicola, Phialocephala dimorfospora, Phialocephala fortinii, 

Phialocephala finlandia18 y Acephala applanata37, hasta el momento no existen publicaciones referidas 

al aislamiento y elucidación estructural de metabolitos secundarios, ya sean bioactivos o no, de ninguna 

especie DSE. Únicamente se describe en las publicaciones el importante rol de los DSE y las diferentes 

funciones que cumplen en la simbiosis planta hospedadora-hongo endofito38, 39.  
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�™ Conclusión. 

El escaso conocimiento que existe sobre los compuestos naturales aislados de hongos endofitos 

y en particular de hongos endofitos septados oscuros40, hace de éstos una potencial fuente de 

metabolitos bioactivos por descubrir, ya que se sabe que alrededor del 80%  de las cepas de hongos DSE 

poseen tanto propiedades antibacterianas, antifúngicas, alguicidas y/o herbicidas39, como inhibitorias de 

depredación frente a animales o insectos herbívoros41. 

Este sería el primer estudio realizado sobre los metabolitos secundarios bioactivos producidos 

por el cultivo de una cepa DSE. En este trabajo se obtuvo el compuesto conocido como asperpentina y 

otros dos compuestos no descriptos anteriormente como productos naturales. 

En particular, los tres compuestos aislados presentaron actividad antifúngica importante frente 

a F. virguliforme, responsable de la enfermedad de soja síndrome de muerte súbita. 

Debido a que las estructuras de los compuestos 12 y 13 no fueron aisladas hasta el momento de 

ninguna fuente natural, se planea continuar con el cultivo del hongo, optimizando la producción de 12 y 

13 para obtener masa suficiente como para poder determinar la estereoquímica absoluta de sus centros 

quirales por métodos químicos. Así mismo, aprovechando la obtención de 11, se planea determinar su 

estereoquímica absoluta, debido a que en literatura solamente se encuentra informada su 

esteroquímica relativa. 

 

�™ Detalles experimentales. 

La cepa del hongo DSE1 estudiada fue aislada por la Dra M. Alejandra Rodríguez (Laboratorio de 

Microbiología del suelo, DBBE, FCEN, UBA). La misma se aisló de raíces de cultivos de soja utilizando un 

método novedoso para el aislamiento de microorganismos endofitos42. En particular, la cepa estudiada 

fue cultivada y aislada en cajas de Petri con agar malta (MEA) como medio de cultivo, compuesto por 

extracto de malta (3% ), peptona (0.5% ) y agar (1.5 % ). 
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Cultivo de la cepa fúngica DSE1. 

La cepa DSE1 estudiada fue cultivada en caja de Petri con MEA como medio de cultivo. La 

fermentación líquida fue llevada a cabo utilizando como medio de cultivo extracto de malta. Los cultivos 

en medio sólido se cortaron en porciones pequeñas de 1 cm por 1 cm aproximadamente para inocular 3 

erlenmeyers de 250 ml conteniendo 75 ml de medio líquido cada uno. A la semana, estos cultivos 

líquidos fueron utilizados como inóculo de 6 cultivos de 1 litro cada uno con el mismo medio, contenidos 

en erlenmeyers de 4 litros. La fermentación fue llevada a cabo a 25°C por 7 días bajo condiciones 

estáticas. Las condiciones óptimas de crecimiento fueron determinadas previamente en experimentos 

de escala menor. 

 

Extracción y fraccionamiento. 

Los 5 litros de cultivo se filtraron separándose el medio de cultivo del micelio del hongo. Este 

último fue descartado, ya que en estudios previos se había determinado que era inactivo en los 

bioensayos testeados. El medio de cultivo fue extraído con acetato de etilo (3 x 1000ml), siendo la masa 

de extracto obtenida de 1.5 g, luego de ser evaporado en rotavapor. Como paso siguiente se particionó 

el extracto mediante cromatografía flash en columna seca en sílica gel, utilizando como eluyente 

mezclas de polaridad creciente de CH2Cl2:AcOEt. 

Se recogieron 3 fracciones de 300 ml cada una. Dos de estas fracciones demostraron poseer 

compuestos de estructura química interesante por RMN-1H y/o presentaron actividad antifúngica frente 

a los hongos fitopatógenos testeados. 

La fracción II (386.5 mg, eluída con CH2Cl2-AcOEt (50:50)) fue fraccionada mediante el uso de 

cromatografía flash en columna seca en sílica gel utilizando como eluyente mezclas de polaridad 

creciente de cy: CH2Cl2: AcOEt, obteniéndose cinco fracciones, A, B, C, D y E, de 200 ml cada una. La 

fracción D, eluída con CH2Cl2: AcOEt (50/50), fue luego purificada utilizando una columna de sílica flash 

(50 cm de largo y 3.0 cm de diámetro interno) con mezclas de solventes de polaridad creciente CH2Cl2: 

AcOEt. De esta última separación se obtuvieron 45 mg del compuesto 11 (3%  del extracto original). La 

fracción E (55 mg), eluída con AcOEt, fue purificada mediante ccp utilizando como fase móvil CH2Cl2: 

AcOEt (70/30) obteniéndose 3 mg del compuesto 12 (0.2%  del extracto original). 
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La fracción activa III (141.9 mg, eluída con AcOEt) fue purificada utilizando una columna de sílica 

flash con un sistema CH2Cl2: AcOEt de polaridad creciente, desde 50:50 (v/v) hasta AcOEt puro. De esta 

separación se obtuvieron 4 fracciones de 100 ml cada una. La fracción II (64 mg, eluída con CH2Cl2: 

AcOEt, 70:30), fue purificada mediante ccp de sílica gel utilizando como fase móvil CH2Cl2: AcOEt 60:40. 

Esta separación brindó finalmente 1 mg del compuesto 13 (0.07 %  del extracto original). 

 

Propiedades físicas de los compuestos aislados. 

Compuesto 11 (Asperpentina, (-)-(1R*,2S*,5R*,6S*)-3-(3-metilbut-3-en-1-inil)-7-

oxabiciclo[4.1.0]hept-3-ene-2,5-diol): sólido amarillo; �€�r�•D
25 -24�����~�����A���ì�X�í�U���D���K�,�•�V��EM- AR-ESI/APCI m/z 

[M+Na]+ 215.06787, (valor calculado para C11H12NaO3, 215.06766, �'  2.0 ppm); EM-EI (70 eV) m/z 

(abundancia relativa): 192 [M]+. (25), 175 [M-OH.]+ (4), 163 [M-C3H5
.]+ (19), 145 (33), 131 (34), 117 (44), 

91 (100), 77 (73), 65 (53); RMN-1H (CDCl3): �w 6.01 (dt, J= 4.9, 2.0 Hz, H-4); 5.34 (m, H-4´a); 5.28 (m, H-

4´b); 4.46 (m, H-2); 4.44 (da, J= 4.9 Hz, H-5); 3.56 (m, H-1); 3.44 (m, H-6); 1.91 (t; J= 1.3 Hz, H-5 )́; RMN-
13C (CDCl3) tabla 7. 

Compuesto 12: sólido amarillo; EM- AR-ESI (+) m/z: 249.0799 [M+Na]+ , (valor calculado para 

C11H14NaO5, 249.07334, �'  1.4 ppm); EM-EI (70 eV) m/z (abundancia relativa): 226 [M]+. (4), 209 [M-OH.]+ 

(32), 211 [M-CH3
 
]+ (8), 154 (85), 83 (48); RMN-1H (CDCl3�•�W���w���ð�X�ó�í (ta, J = 2.5 Hz, H-6); 4.52 (ta, J = 2.5 Hz, 

H-7); 3.86 (dt, J = 3.8, 2.5 Hz, H-8); 3.55 (da, J = 3.8 Hz, H-9); 2.68 (d, J = 16.5 Hz, H-3a); 2.51 (d, J = 16.5, 

H-3b); 1.53 (s, C2-CH3); 1.43 (s, C2-CH3); RMN-13C (CDCl3�•�W���w��190. 7, C-4; 166.4, C-10; 110.0, C-5; 83.4, C-2; 

64.6, C-6; 66.8, C-7; 57.9, C-8; 49.7, C-9; 47.2, C-3; 27.2, C2-CH3; 24.9, C2-CH3. 

Compuesto 13: sólido amarillo; EM- AR-ESI (+) m/z: 263.0890 [M+Na]+ , (valor calculado para 

C12H16NaO5, 263.0890, �'  0 ppm); EM-EI (70 eV) m/z (abundancia relativa): 240 [M]+. (5), 225 [M- CH3
.]+ 

(1), 182 (54), 83 (58); RMN-1H (CDCl3�•�W���w���ð�X51 (ta, J = 2.1 Hz, H-7); 4.44 (ta, J = 2.1 Hz, H-6); 3.75 (dt, J = 

3.7, 2.5 Hz, H-8); 3.46 (da, J = 3.7 Hz, H-9); 3.42 (s, OCH3); 2.68 (d, J = 16.5 Hz, H-3a); 2.51 (d, J = 16.5 Hz, 

H-3b); 1.53 (s, C2-CH3); 1.43 (s, C2-CH3); RMN-13C (CDCl3�•�W���w���í�õ�ì�X���ó�U C-4; 167.4, C-10; 107.5, C-5; 83.4, C-2; 

73.7, C-6; 65.6, C-7; 58.3, OCH3; 57.0, C-8; 48.7, C-9; 47.2, C-3; 26.9, C2-CH3; 25.4, C2-CH3. 
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Posición C �G (ppm)  �G (ppm)25  

1 54.0  54.1a  

2 64.9  65.8b  

3 122.7  127.8  

4 131.9  133.0  

5 62.1  63.3b  

6 55.1  52.9a  

1  ́ 92.0  91.0c  

2  ́ 85.6  89.3c  

3  ́ 126.3  123.0  

4  ́ 122.4  122.3  

5  ́ 23.0  23.4  

 

Tabla 7: Comparación de los datos de RMN-13C (CDCl3) experimentales con bibliográficos (CD3COCD3)
25 para el compuesto 11 

a, b, c indican que esos carbonos pueden ser intercambiados 
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Capítulo 7 

 

Síntesis de metabolitos antimicrob ianos 

producidos por el hongo intermareal 

Acremonium furcatum  
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�™ Introducción. 

 

En estudios previos realizados en el laboratorio se aislaron e identificaron nuevos 

aminoalcoholes epímericos 14 y 15 (1:3) y aminoaldehídos epiméricos 16 y 17 (1:1) derivados de 

isoleucina, del cultivo del hongo intermareal Acremonium furcatum, con actividad antimicrobiana frente 

a bacterias y hongos fitopatogénos (figura 114). 

Debido a que no fue posible la separación de los epímeros, ni empleando HPLC con una columna 

quiral, ni por métodos químicos y enzimáticos, se decidió sintetizar a cada uno de los componentes de la 

mezcla para poder evaluar la bioactividad de cada compuesto por separado y poder determinar además 

las constantes físicas. 

 

N
H

O

OH

N
H

O CHO

Compuesto 14 (2S, 3S)

Compuesto 15 (2R, 3S)

Compuesto 16 (2S, 3S)

Compuesto 17 (2R, 3S)

2 3

2 3

 

Figura 114: Compuestos aislados del hongo marino Acremonium furcatum 
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�™ Síntesis de los compuestos 14 y 15. 

Como estrategia sintética se decidió realizar el acoplamiento entre el correspondiente ácido e 

isoleucina en forma tradicional empleando diciclohexilcarbodiimida (DCC)1 y posteriormente reducir el 

ácido carboxílico de la isoleucina con la metodología publicada por Hamada y colaboradores2. 

Esta metodología permitía además la posibilidad de obtener los diferentes epímeros y otros 

compuestos análogos con el fin de analizar la relación estructura actividad variando el aminoácido de 

partida. 

Por tal motivo el primer paso de síntesis fue la obtención del ácido insaturado 22, para lo cual se 

utilizó el procedimiento propuesto por Ceroni y Séquin3, que se muestra en la figura 115. 

H

O

+ Br

OCH2CH3

O

OCH2CH3

OOH

OCH2CH3

O

P2O5/CHCl3

18 19 20

21

OH

O

22

NaOH/t-BuOH

Zn/ Bz

 

Figura 115: Ruta sintética para la obtención del ácido 22  

 

La condensación de Reformatsky de crotonaldehído (compuesto 18) con 2-bromopropionato de 

etilo racémico (compuesto 19) brindó como producto una mezcla diasteromérica de los hidroxiésteres 

20. Esta mezcla se trató con P2O5 sobre sílica gel Kieselgel 60 G- Merck (1:2) en lugar del agente 

Sicapent3, utilizada en el trabajo de Ceroni, para obtener el compuesto 21. Dicho compuesto fue 

hidrolizado al ácido 22 con NaOH en t-butanol a reflujo. Fue necesario el uso de t-butanol ya que en 

presencia de otros alcoholes primarios, se producían numerosos subproductos de adición a los dobles 

enlaces, tanto en medio básico como ácido. 
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Como paso siguiente se obtuvo el clorhidrato correspondiente a L-isoleucina y D-allo-isoleucina 

metilados, tal como se muestra en la figura 116. Se emplearon estos aminoácidos ya que eran los 

precursores de los compuestos naturales aislados.  

Este paso consistió en primer lugar en la protección del grupo amino presente en el aminoácido 

utilizando di-t-butilcarbonato en TEA, posteriormente en la metilación del grupo carboxilo con ioduro de 

metilo en DMF y finalmente en la formación del clorhidrato, haciendo reaccionar a los aminoácidos 

protegidos con una solución saturada de cloruro de hidrógeno en acetato de etilo seco2, 4. 

Se utilizaron los clorhidratos correspondientes en lugar de los aminoácidos libres, ya que su uso 

mejora el rendimiento en el paso de acoplamiento posterior4. 

Partiendo del aminoácido L-Ile se obtuvo como producto el compuesto 23 y a partir de D-allo-Ile 

se obtuvo 24. 

L-Ile
    
(D-allo-Ile)

1- (Boc)2O/TEA
2- CH3I, KHCO3/ DMF

3- HCl/ AcOEt, 5h, t. amb.
HCl.NH2

COOCH3

compuesto 23 (2S, 3S)

(compuesto 24 (2R, 3S))

 

Figura 116: Ruta de obtención de los compuestos 23 y 24 

 

Una vez obtenidos los compuestos 22, 23 y 24 se procedió al paso de acoplamiento empleando 

DCC en THF, con previo agregado de 1 equivalente de base1. Este paso brindó como productos el 

compuesto 25, para L-Ile, y el 26 para D-allo-Ile (figura 117). 

Como base se empleó Py ya que se obtuvo un mejor rendimiento que con Et3N. 
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OH

O

22

HCl.NH2

COOCH3

23  (24)

+
Py, DCC/THF

NH

O CO2CH3

2 31´

7´

6´

 25 (2S, 3S)   (26 (2R, 3S))

 

Figura 117: Acoplamiento entre el ácido 22 y el aminoácido 23 (24) 1 

 

NH

O CO2CH3

2 31´

7´

6´

 25 (26)

NH

O CH2OH

14 (2S, 3S)    (15 (2R, 3S))

LiBH4/ MeOH- Et2O

Figura 118: Preparación del compuesto 14 (o 15) 

 

Como paso final para la obtención de los productos naturales 14 y 15 se redujeron los 

compuestos 25 y 26 con LiBH4/MeOH/Et2O
5 para dar los correspondientes alcoholes (figura 118). 
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Figura 119: Esquema general de la síntesis realizada 

Los datos espectroscópicos de los compuestos 14 y 15 sintetizados (figura 119), coincidieron con 

los de los compuestos naturales aislados previamente y los valores medidos de los poderes rotatorios 

molares ([�D]D)
6 para la mezcla de los compuestos naturales coincidió con la suma relativa de los 

obtenidos para los epímeros sintéticos.  

En el caso de los compuestos 16 y 17 que habían sido obtenidos naturalmente como 

compuestos minoritarios en relación 1:1 y que se descomponían con facilidad, restaba determinar la 

estereoquímica absoluta. 
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Si bien podía asumirse que la mezcla epimérica estaba formada por D-allo y L-isoleucinaldehído, 

de igual forma que los compuestos 14 y 15 presentes en el mismo extracto, se decidió confirmarlo a 

través de la síntesis del compuesto 28 (N-Boc-L - isoleucinaldehído), figura 120.  

El aminoácido L-isoleucina protegido en el N con Boc y metilado, obtenido como se detalló 

anteriormente, se redujo con borohidruro de litio dando como producto N-Boc-L-isoleucinol, compuesto 

27. Dicho compuesto fue luego oxidado con clorocromato de piridinio (PCC)7 para dar el producto 28.  

 

BocHN

COOMe

BocHN

OH

BocHN

CHO

LiBH4/MeOH-Et2O PCC/CH2Cl2

Compuesto 27 Compuesto 28

1

2 3

6

4

5

Figura 120: Esquema de obtención del compuesto 28 

 

Los datos espectroscópicos de RMN-1H y RMN-13C obtenidos para el compuesto 28 coinciden 

con los observados para las señales correspondientes a uno de los aldehídos naturales compuesto 16, 

confirmando así su identidad y permitiendo la completa asignación de la mezcla natural. 

Los datos espectroscópicos determinados en este trabajo para el éster 218 y para el ácido 229 

son coincidentes con los hallados en la literatura. 

 

�™ Actividad biológica. 

 

Se determinaron las actividades antibacterianas y antifúngicas de los compuestos naturales 

sintetizados y de los intermediarios sintéticos obtenidos. 
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La actividad antibiótica fue determinada mediante el método de difusión en agar frente a cepas 

de Bacillus subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Escherichia coli (ATCC 25922). 

Gentamicina que exhibe halos de inhibición de 25-30 mm frente a estas cepas, fue el compuesto 

comercial utilizado como testigo positivo. 

Para evaluar la actividad antifúngica se empleó el método de bioautografía directa sobre placas 

de ccd10. Se utilizó Benomyl como compuesto comercial testigo que presenta halos de inhibición entre 

20 y 28 mm por esta técnica. Cuando se consideró apropiado se determinaron las concentraciones 

mínimas de inhibición mediante el mismo método. 

Las cepas fúngicas contra las que se probó bioactividad fueron las siguientes: Fusarium 

virguliforme, responsable del síndrome de muerte súbita de la soja; Colletotrichum truncatum, causante 

de la enfermedad antracnosis; Macrophomina phaseolina, que causa la enfermedad conocida como 

podredumbre carbonosa; Botrytis cinerea, patógeno de vid y Aspergillus fumigatus. 

Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 8 (y las estructuras de los compuestos se 

resumen en las figuras 119 y 120). 

En línea general puede observarse que en los ensayos de actividad antibiótica los compuestos 

14 y 25, que poseen la misma esteroquímica en sus centros quirales, resultaron activos frente a B. 

subtilis y E. coli, mientras que los compuestos epiméricos 15 y 26 resultaron inactivos. Salvo el 

compuesto 15, que resultó levemente activo frente a S. aureus, los demás compuestos mencionados 

resultaron inactivos. 

Los intermediarios 21 y 22 en cambio resultaron poseer buena- moderada actividad antibiótica 

frente a las bacterias Gram �t positivas, sobre todo el compuesto 21 que presentó halos de inhibición de 

15 mm frente a ambas cepas. 
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 14 15 21 22 25 26 28 B Mn 

E. colia 7 _ _ _ 7 _ _ nd 9 

B. subtilisa 9 _ 15 9 10 _ _ nd 10 

S. aureusa _ 7 15 9 _ _ _ nd 8 

F. virguliformeb 10c 15 15 (5�Pg) 25 (1�Pg) 12c 15 _ 20 12 

A. fumigatusb 10c 15 24 (1�Pg) 29 (1�Pg) _ 10 14 20 10 

B. cinereab _ 15 12 (5�Pg) 15 (1�Pg) _ _ _ 28 12 

C. truncatumb 5 10 10 (10�Pg) 12 (1�Pg) _ 8 11 25 nd 

M. phaseolinab nd Nd 10 (25�Pg) 20 (1�Pg) nd nd nd 22 nd 

Halos de inhibición en mm (MIC �Pg/pt); nd no determinado; a concentración utilizada: 50 �Pg/6 mm disco; b 

concentración utilizada: 50 �Pg/punto; B benomyl (25 �Pg/punto); Mn muestra natural de epímeros 14/15 (1:3); c halos 

difusos. 

Tabla 8: Actividades antimicrobianas de los compuestos naturales y sintéticos 

 

Con respecto a los ensayos de actividad antifúngica se observó que el compuesto 15 era activo 

frente a F. virguliforme, A. fumigatus, B. cinerea y C. truncatum, con halos de inhibición de 15 mm frente 

a las tres primeras cepas y 10 mm frente a la última, mientras que su epímero, el compuesto 14, 

demostró poseer una pobre actividad antifúngica, con halos de inhibición difusos de 10 mm frente a F. 

virguliforme y A. fumigatus y 5 mm frente a C. truncatum. 

Los compuestos 21 y 22 demostraron poseer muy buena actividad antifúngica, comparable con 

la del producto comercial benomyl y por tal motivo se determinaron los valores de los MIC para cada 

compuesto frente a las especies fúngicas ensayadas. Los MIC observados para 21 fueron entre 1 y 25 

�Pg/pt, mientras que para 22 resultaron de 1 �Pg frente a todas las cepas ensayadas. 

Es interesante observar que la mezcla natural que contiene a los compuestos 14 y 15 en relación 

1:3 refleja este hecho en los ensayos realizados, ya que resultó tanto antibiótica como antifúngica y en 

los ensayos de actividad antifúngica con halos de inhibición inferiores a los del componente con mayor 

actividad. 
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Es notable que a partir de los resultados observados en los ensayos puede concluirse que los 

compuestos derivados de L-Ile (14 y 25) resultaron antibióticos pero poco antifúngicos, mientras que los 

derivados de D-allo-Ile (15 y 26), mostraron tener buena actividad antifúngica pero no antibiótica. 

 

�™ Conclusión. 

Se sintetizaron nuevos agentes antimicrobianos que habían sido previamente aislados del 

cultivo del hongo intermareal Acremonium furcatum pudiendo así confirmar las estructuras propuestas 

incluyendo la estereoquímica absoluta, y evaluar las actividades biológicas que posee cada compuesto 

en forma individual.  

Debido a la muy buena actividad de los intermediarios 21 y 22 comparada con los productos 

naturales se decidió no realizar la síntesis de otros análogos a partir de diferentes aminoácidos como se 

había planeado inicialmente al comentar la síntesis de 14 y 15. 

Este trabajo dio origen a una publicación11. 

 

�™ Detalles experimentales.  

�¾ Síntesis del éster etílico del ácido (4E)-3-hidroxi-2-metil-hex-4-enoico (Compuesto 20, 

figura 119, pág. 166). 

Se adicionó gota a gota una mezcla de crotonaldehído 18, (37 ml, 0.45 mol) y 2-

bromopropionato de etilo 19, (46 ml, 0.41 mol) a una suspensión de zinc (31 g, 0.47 mol) en 150 ml de 

benceno seco. El zinc fue previamente activado sumergiéndolo por 5 minutos en HCl 2 N, lavándolo 

luego con 2 porciones de agua, acetona y benceno sucesivamente. 

La reacción comenzó espontáneamente cuando se había agregado aproximadamente un tercio 

de los reactivos, y la ebullición se mantuvo constante mediante la regulación del flujo de la adición de la 

mezcla de reactivos y/o por enfriamiento del balón de reacción. El reflujo se mantuvo por 30 minutos y 

luego de este lapso se enfrió y se adicionaron 120 ml de H2SO4 2 N. Se extrajo la fase orgánica, la que se 

lavó con una solución de NaHCO3 (ss) y agua y se secó finalmente sobre Na2SO4 anhidro y se evaporó en 

rotavapor a presión reducida. 
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�¾ Síntesis del éster etílico del ácido (2E, 4E)-2-metil-hexa-2,4-dienoico (Compuesto 21, 

figura 119, pág. 166). 

El crudo de reacción obtenido en el paso anterior fue reflujado con 35 g de P2O5 en sílica gel 

Kieselgel 60 G- Merck (1:2)3 en CHCl3 durante 30 minutos. La mezcla fue entonces filtrada y el filtrado 

lavado con agua y secado sobre Na2SO4 anhidro. La fase orgánica fue evaporada a presión reducida 

brindando 25 g del compuesto 21 con un rendimiento total del 36% . 

 

�¾ Hidrólisis del compuesto 21 para dar el ácido (2E, 4E)-2-metil-hexa-2,4-dienoico, 

compuesto 22, (figura 119, pág. 166). 

A una suspensión del compuesto 21 (18 g, 0.11 mol) en t-butanol (200 ml) se le adicionaron 1.2 

equivalentes de NaOH (4.8 g, 0.13 mol), calentando a reflujo por 1 hora. Al producto crudo obtenido se 

le realizó una cromatografía flash en columna seca utilizando como solventes de elución un gradiente de 

polaridad creciente cy/cy:AcOEt (50:50), obteniéndose 10.1 g del compuesto 22 puro en la fracción 

cy/cy:AcOEt 90:10, con un rendimiento del 73 % . 

 

�¾ Obtención de los ésteres metílicos de N-Boc-L isoleucina y N-Boc-D-allo-isoleucina. 

Estos compuestos fueron preparados de acuerdo al procedimiento descripto por Hamada y 

colaboradores2 de la siguiente forma: a una suspensión de L-isoleucina (0.50 g) en acetonitrilo seco (33 

ml) se le agregó di-t-butilcarbonato (0.9 g) y TEA (0.56 ml). La mezcla fue agitada a temperatura 

ambiente durante 24 hs y concentrada a presión reducida, dando como producto de reacción 0.850 g de 

un aceite incoloro, correspondiente al aminoácido N-protegido, el cual se utilizó en el siguiente paso sin 

mayor purificación.  

El aminoácido protegido (0.850 g) se disolvió en 5.0 ml de DMF y se agregaron luego 0.70 g de 

K2CO3 pulverizado, seguido de 0.30 ml de ioduro de metilo. La mezcla fue agitada a temperatura 

ambiente durante 4-5 hs, después de lo cual se adicionaron 10 ml de agua y se extrajo con acetato de 

etilo: ciclohexano (1:1) (10 ml x 3). La fase orgánica fue lavada con agua (5 ml x 2), con solución de 

sulfito de sodio 5%  (5 ml x 2) y finalmente con una solución saturada de cloruro de sodio (5 ml). Se secó 
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la solución con sulfato de sodio anhidro y se evaporó el solvente a presión reducida. Se obtuvieron 

0.750 g (82% ) de producto, que fue utilizado en el siguiente paso sin purificación previa.  

Para preparar el éster metílico de N-Boc-D-allo-isoleucina, se procedió de igual forma que para 

N-Boc-L-isoleucina, partiendo de 0.50 g de aminoácido D-allo-isoleucina, obteniéndose 0.730 g de 

producto N-protegido. Con toda la masa obtenida se procedió a realizar la metilación obteniéndose 

finalmente 0.640 g (82% ) del correspondiente éster. 

 

�¾ Síntesis de los clorhidratos de los ésteres metílicos de L-isoleucina y D-allo-isoleucina 

(compuestos 23 y 24) (figura 119, pág. 166). 

A una solución de 0.40 g del éster metílico de N-Boc-L isoleucina en 5 ml de acetato de etilo 

seco, se le agregaron 5 ml de una solución saturada de cloruro de hidrógeno en acetato de etilo seco. 

Luego de 5 hs. de agitación a temperatura ambiente, el producto crudo fue concentrado a presión 

reducida, obteniéndose 0.30 g (83% ) del compuesto 23. Dicho producto fue utilizado tal cual en el 

siguiente paso. 

Para obtener el compuesto 24 se partió de 0.34 g del éster metílico N-Boc-D-allo-isoleucina y se 

repitió el procedimiento utilizado en el caso anterior, obteniéndose 0.250 g (98% ) de producto. 

 

�¾ Síntesis del éster metílico del ácido (2S, 3S)-3 metil-2-�€�~�î�[E�U�� �ð�[E)-�î�[-metil-hexa-�î�[�U�ð�[-

dienoilamino] pentanoico, compuesto 25, (figura 119, pág. 166). 

El producto obtenido 23 fue disuelto en 10 ml de THF junto con 0.19 g del compuesto 22 y 1 

equivalente de Py (0.1ml). La mezcla de reacción fue luego enfriada a 0 ºC en un baño de hielo y se le 

agregaron 0.33 g de DCC. Luego de 30 minutos se dejó que la reacción procediera a temperatura 

ambiente durante 4 hs. La N,N´-diciclohexilurea formada fue removida por filtración y el filtrado fue 

evaporado a presión reducida. El producto crudo obtenido fue purificado por medio de cromatografía 

flash en columna seca utilizando como solventes de elución un gradiente de polaridad creciente 

ciclohexano/CH2Cl2 (1:1) hasta CH2Cl2/AcOEt (1:1) obteniéndose 0.20 g (53% ) del compuesto 25 puro en 

la fracción eluída con CH2Cl2. 
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