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INTRODUCCIÓN 
[01] 
 
1. Productos naturales 
 
Desde siempre la naturaleza ha sido una fuente inagotable de compuestos activos que, 

desde un punto de vista farmacológico, se vienen utilizando con gran efectividad para combatir 

multitud de enfermedades. Tradicionalmente las plantas y, desde el descubrimiento de las 

penicilinas, los microorganismos de origen terrestre, fueron las primeras fuentes utilizadas por 

el ser humano para la curación de graves dolencias. Por otra parte, aunque los organismos 

marinos son más antiguos en el árbol de la evolución de las especies que las plantas y los 

animales terrestres, explorar el fondo de mares y océanos tiene, debido a su difícil 

accesibilidad, una historia más reciente. 

En las dos últimas décadas se ha producido un renovado interés en el campo de los 

productos naturales. Ahora somos conscientes de la diversidad de estructuras químicas que 

proporciona la naturaleza, lo que ha estimulado la búsqueda de nuevos compuestos bioactivos. 

Dichos compuestos constituyen herramientas útiles en el campo de la bioquímica y biología 

molecular para explorar con detalle la función celular. Con el desarrollo de la ecología química 

ha quedado patente el papel que desempeñan los productos naturales en las complejas 

relaciones de los organismos en un determinado ecosistema.  

Así pues, la investigación en productos naturales es uno de los medios principales para 

descubrir compuestos bioactivos, ya sea para aplicaciones farmacéuticas o agroquímicas. 

Debido a que en ocasiones se desconoce la etiología de muchas patologías, resulta difícil 

diseñar moléculas potencialmente activas para su tratamiento, de ahí la necesidad de buscar 

compuestos cabeza de serie a partir de fuentes naturales. De esto puede darnos una idea el 

siguiente dato: los agentes terapéuticos de origen natural suponen más del 30% de las ventas 

mundiales. El resurgimiento experimentado por la investigación en este campo va paralelo al 

desarrollo y disponibilidad de una serie de nuevos bioensayos, por una parte, y de métodos 

más eficaces de aislamiento, separación, purificación y elucidación, por otra. La velocidad y 

facilidad con la que los productos naturales pueden ser aislados y caracterizados seguirá 

aumentando conforme lo haga la automatización de cada una de las etapas, desde el ensayo 

biológico hasta la determinación estructural1. 

 

1.1. Un poco de historia 
 

El estudio de los productos naturales está ligado a su uso como fármacos y su origen 

en Occidente se sitúa en las civilizaciones asentadas en los valles del Nilo y del Eúfrates unos 

tres milenios antes de nuestra era. Los primeros textos sobre el uso de plantas medicinales 

proceden de las inscripciones sumerias del 2100 a. C., donde aparecen fármacos de origen 

animal, vegetal y mineral. Sobre el año 1550 a.C. se escribió la farmacopea egipcia: Papiro 
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Ebers, donde ya se mencionan unas setecientas sustancias utilizadas en distintas recetas 

médicas. 

En cuanto al sistema médico oriental, es el pueblo chino quien ha cultivado un mayor 

número de plantas desde la antigüedad, siendo el Peu-Tsao la obra recapitulativa al respecto 

más antigua que se conoce, ya que data del 2800 a.C. Sin embargo, la obra más famosa de 

este género es De Materia Médica, compuesta a mediados del siglo I por Diascórides y en la 

que se describen alrededor de 600 plantas medicinales clasificándolas según su acción 

fisiológica. 

Mención especial merece Claudio Galeno (129-200), el más famoso médico de la 

antigüedad después de Hipócrates, quien recopiló una serie de veinte volúmenes con 

información valiosa de plantas medicinales y su uso terapéutico, dando su nombre a todo un 

sistema de medicina. 

Durante la Edad Media (siglos V-XV), los intercambios culturales entre distintas 

civilizaciones permitieron extender conocimientos entre Europa y Oriente Medio. Precisamente 

entre los siglos VII y XI los árabes y el mundo islámico en general influyeron notablemente en 

el uso de plantas medicinales, creando las primeras boticas. Entre los médicos más famosos 

de esta época cabe destacar a Avicena y Averroes. 

Ya en el siglo XV comenzaron las grandes expediciones de los viajeros naturalistas, 

que se adentraron en las selvas vírgenes dando a conocer su flora y tradiciones curativas. De 

esta forma muchas drogas conocidas y utilizadas por los indígenas llegaron a Europa1. 

Posteriormente, Paracelso (1493-1541), médico y filósofo suizo, muy influenciado por la 

aparición de la imprenta y el descubrimiento de América, puso en duda toda la tradición médica 

medieval, haciendo quemar las obras de Galeno y Avicena. Además introdujo un gran número 

de sustancias inorgánicas en la terapéutica y entrevió el concepto de principio activo, 

denominándolo “quinta esencia”.  

En el siglo XVIII Linneo introdujo la descripción y sistemática del reino animal, vegetal y 

mineral. Su influencia en la taxonomía moderna es enorme dado que todavía en nuestros días 

se sigue usando, aunque con muchos cambios, su sistema para nombrar, ordenar y clasificar 

los organismos vivos. 

En el siglo XIX, el farmacéutico alemán Sertürner llevó a cabo el aislamiento, a partir 

del opio, del que se considera el primer principio activo conocido, la morfina. A partir de este 

descubrimiento, distintos investigadores comenzaron a aislar numerosos alcaloides, como la 

emetina a partir de la Ipecacuana, la quinina de la corteza de Quina o la cafeína del café. Estos 

éxitos llevaron además al descubrimiento de los heterósidos, entre los que pueden señalarse la 

digitalina, obtenida por Nativalle, y la digitoxina por Schmiedeberg. Durante este siglo la 

química y la medicina se desarrollaron paralelamente, lo que supuso un claro avance tanto en 

el conocimiento de los compuestos orgánicos como en las etiologías de las enfermedades. 

El progreso en la incorporación de nuevos fármacos de origen natural se aceleró 

notablemente durante el siglo XX, siendo el descubrimiento de la penicilina en 1928 una 

revolución mundial. El hecho de que la penicilina fuese aislada a partir de un hongo (Penicillium 
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notatum) hizo que los investigadores se dieran cuenta de la importancia de los 

microorganismos como una fuente todavía no explotada de metabolitos secundarios con 

aplicaciones médicas. 

Lógicamente, en nuestros días una parte muy importante de la investigación en el 

campo de los productos naturales se basa en el descubrimiento de nuevos fármacos con 

actividad terapéutica, pero actualmente la industria agroquímica también realiza una gran labor 

investigadora en el estudio de nuevos agroquímicos de origen natural. Aunque es difícil saber 

con exactitud dónde y en qué momento empezaron a utilizarse de forma sistemática productos 

naturales en la agricultura, es conocido que desde la antigüedad, los griegos y los romanos 

utilizaron, junto al azufre y el arsénico, plantas o extractos de plantas (Veratum sp., Taxus 

baccata, Azadirachta indica entre otras) como insecticidas. A partir del siglo XIX, con la 

identificación de algunos compuestos de origen vegetal como la nicotina se inició el desarrollo 

industrial de los plaguicidas a partir de productos naturales.  

Actualmente, la búsqueda cada vez más intensa de nuevas sustancias bioactivas incita 

a los científicos no sólo a sintetizar miles de nuevos compuestos, sino a estudiar también con 

más profundidad las sustancias que nos ofrece la naturaleza. El ritmo del descubrimiento de 

productos naturales ha ido en aumento durante los últimos cien años, siendo las plantas, los 

hongos y las bacterias las mayores fuentes de obtención. La mayoría posee alguna actividad 

biológica ya que su aislamiento suele ser dirigido por el bioensayo. Se estima que sólo un bajo 

porcentaje de las especies existentes han sido estudiadas, entre las cuales la cantidad de 

productos naturales identificados está muy por debajo del total producido por éstas. Así pues, 

hay grandes perspectivas en el aislamiento de nuevos principios activos con posibles 

aplicaciones no sólo en la industria farmacéutica sino también en la agroquímica2.  

 

1.2. Fuentes de obtención de productos naturales 
 

Aunque el término “productos naturales” debe tomarse en sentido amplio, es decir, 

compuestos que se originan en la naturaleza, este término se reserva fundamentalmente a los 

metabolitos secundarios, cuya función en el organismo no es del todo bien conocida y no son 

esenciales en su desarrollo3. Los seres vivos poseen además otros constituyentes, los 

llamados principios inmediatos (glúcidos, lípidos, aminoácidos y ácidos nucleicos) procedentes 

del metabolismo primario e indispensables para su vida.  

Existen diferentes fuentes de obtención de productos naturales. La de mayor 

importancia corresponde al mundo biológico terrestre: el reino animal, vegetal, hongos, algas, 

protozoos y bacterias. Otra fuente importante de obtención de compuestos naturales es el 

mundo marino que debido a su riqueza en distintos organismos biológicos se está investigando 

profundamente en la actualidad.  
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1.3. Principales rutas biosintéticas 
 

El metabolismo secundario se basa en moléculas provenientes del metabolismo 

primario, así que la interconexión entre ambos es inevitable4. La mayoría de los metabolitos 

secundarios derivan del acetil-CoA, del ácido sikímico o del ácido mevalónico que constituyen 

las tres principales rutas sintéticas (Fig 1).  
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Fig 1. Principales rutas biosintéticas 

 

El grupo acetato del acetil-CoA da lugar por condensación a los poliacetatos que, a su 

vez, originan ácidos grasos por reducción y antraquinonas por ciclación. El sikimato, derivado 

de los carbohidratos, es el compuesto clave para la formación de compuestos aromáticos como 

cumarinas, lignanos, ácidos fenólicos, fenoles simples, taninos hidrolizables o aminoácidos 

aromáticos que son los precursores directos de los alcaloides. El mevalonato, formado a partir 

de tres moléculas de acetil-CoA, da lugar al grupo de los terpenos y esteroides. Hay grupos de 

metabolitos que tienen biogénesis mixtas, es decir, en su síntesis se combinan elementos de 

diferentes rutas. Así por ejemplo, los flavonoides derivan de la combinación de derivados del 

sikimato y del acetato en la forma C6-C3 + (C2)n, donde n es generalmente 3. Esto incrementa la 

diversidad estructural y hace que las subdivisiones basadas únicamente en las rutas 

biosintéticas sean más difíciles. Por otra parte hay que tener en cuenta que muchos 

metabolitos secundarios contienen también una o más unidades de azúcar en su estructura 

formando heterósidos. Para saber cómo se ha biosintetizado un producto natural hay que 
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reconocer cuáles son sus rasgos estructurales característicos y de esta forma poder establecer 

la relación con una determinada ruta1. 

 

1.4. Importantes productos naturales 
 

1.4.1. En la industria farmacéutica  
 
Compuestos tales como la quinina, teofilina, penicilina G, morfina, digoxina, vincristina, 

taxol, ciclosporina o vitamina A, tienen dos características comunes, son fármacos y son 

productos naturales. Aunque el uso de productos provenientes de plantas y animales para el 

control de enfermedades se conoce desde la antigüedad, las bases bioquímicas y moleculares 

de su acción terapéutica comienzan a estudiarse a principios del siglo XIX, cuando se 

descubren un importante número de productos naturales farmacológicamente activos como los 

heterósidos cardiotónicos y una variedad de alcaloides bioactivos (la morfina, la atropina y la 

reserpina). Algunos de estos compuestos son importantes no sólo por su uso directo como 

agentes terapéuticos o como prototipo en el desarrollo de nuevos medicamentos, sino también 

como sondas bioquímicas para el estudio de la farmacología humana5. Así pues, los productos 

naturales constituyen la mayor fuente de obtención de principios activos con aplicaciones 

terapéuticas6. Su rica diversidad estructural ha inducido a estudiar su síntesis, de tal manera 

que un gran porcentaje de fármacos usados en la actualidad son productos naturales o 

derivados sintéticos de éstos7. A continuación se describen algunos compuestos de origen 

natural muy importantes desde el punto de vista farmacológico. 

 

Cardiovasculares 
 

Los efectos beneficiosos de los extractos de Digitalis purpurea y D. lanata fueron 

reconocidos mucho antes que sus constituyentes activos, los heterósidos cardiotónicos (la 

digoxina y la digitoxina, entre otros) fueran aislados y caracterizados estructuralmente. Estas 

moléculas ejercen un efecto isótropo positivo sobre el músculo cardíaco, aumentando la 

contractilidad intrínseca de la fibra muscular8. 

Además de estos glucósidos cardíacos, un elevado número de alcaloides naturales son 

importantes drogas en el control cardiovascular. Por ejemplo, la quinidina, aislada de la corteza 

del quino o árbol de la quina, Cinchona spp, es un importante antiarrítmico y representa uno de 

los más conocidos ejemplos de la importancia de la quiralidad en la acción de una droga: su 

diastereoisómero, quinina, no tiene actividad cardiaca sino antimalárica. Otros alcaloides 

importantes en este ámbito son la reserpina, un conocido agente antihipertensivo, y la 

papaverina, un vasodilatador periférico. La ergotamina, un alcaloide aislado del hongo 

Claviceps purpurea, parásito del cornezuelo del centeno, es un importante vasoconstrictor a 

nivel central que se usa terapéuticamente para el tratamiento de las migrañas. 
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Fig 2. Productos naturales que actúan a nivel cardiovascular 

 

Sistema nervioso central 
  

Uno de los compuestos de origen natural más importantes a nivel del sistema nervioso 

central es el bloqueante neuromuscular tubocurarina, principal componente activo del curare 

que es el extracto de la corteza y el tallo de Chondrodendron tomentosum. Además, los 

anestésicos locales de síntesis como lidocaína, benzocaína y dibucaína fueron sintetizados 

mimetizando la actividad bloqueante de la cocaína, un alcaloide natural que se obtiene de las 

hojas de Coca eroxylum. Los alcaloides opiáceos, codeína y morfina, sirvieron como modelo 

para la síntesis de naloxona, un importante análogo que mantiene el efecto analgésico 

(supresor del dolor) reduciendo los efectos de adicción. 

Recientemente, el hecho de que algunas enfermedades del sistema nervioso central y 

periférico, como la enfermedad de Alzheimer o de Parkinson, puedan ser controladas por 

agonistas de los receptores colinérgicos nicotínicos ha abierto una nueva área de investigación 

basada en la molécula de nicotina. Fisostigmina, un alcaloide natural y su éster carbamato, 

neostigmina, son importantes inhibidores de las colinesterasas, que actúan como 

parasimpático-miméticos siendo útiles en el tratamiento de la miastenia. 
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Fig 3. Productos naturales que actúan a nivel del sistema nervioso central 

 

Antiinfecciosos 
 

Los antibióticos forman parte de los fármacos más importantes que se han descubierto, 

proporcionándonos una mayor esperanza y calidad de vida. El descubrimiento de la penicilina 

por Fleming en 1928, como metabolito secundario del hongo Penicillium notatum, estimuló la 

búsqueda de otros antibióticos, como la estreptomicina, el cloranfenicol, la cefalosporina, la 

eritromicina y la vancomicina9, a partir de distintos microorganismos.  
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Fig 4. Productos naturales que actúan como antiinfecciosos 

 

También la quinina es un importante antimalárico aislado de la corteza de Cinchona, 

así como la artemisinina, principio activo de Artemisia annua. Otra importante clase de 
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antiinfecciosos de origen natural son las avermectinas, macrólidos derivados de la ruta de los 

poliacetatos, aislados a partir de varias especies de Streptomyces, que se usan para el 

tratamiento y control de nematodos y parásitos en el ganado.  

 

Anticancerígenos 
 

Otra importante área terapéutica donde los productos naturales han tenido una gran 

aplicación ha sido en la quimioterapia del cáncer. La bleomicina, la doxorubicina, la 

daunorubicina, la vincristina, la vinblastina, la mitomicina, el paclitaxel, la camptotecina y la 

podofilotoxina son importantes ejemplos de compuestos anticancerígenos descubiertos tras un 

screening para identificar, usando ensayos de inhibición celular, principios bioactivos frente a 

una batería de representativas líneas celulares10. Así, los laboratorios Lilly aislaron y 

desarrollaron a partir de Catharanthus roseus la vinblastina y la vincristina, dos alcaloides 

dímeros indólicos con actividad antimitótica y en 1993 el National Cancer Institute introdujo el 

taxol® (paclitaxel) como nuevo anticancerígeno. Éste último se extrajo inicialmente, con muy 

bajos rendimientos, de la corteza del tejo del Pacífico, Taxus brevifolia, originario de 

Norteamérica.  
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Fig 5. Productos naturales que actúan como anticancerígenos 
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Hipolipemiantes 
 

La mayoría de los productos naturales descubiertos en los últimos años para disminuir 

los niveles de colesterol derivan de los hongos y actúan inhibiendo una enzima crítica en la 

biosíntesis del colesterol. Ejemplos importantes son el compactin, aislado a partir de Penicillium 

breviocompactum y el lovastatin, a partir de Aspergillus terreus.  
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Fig 6. Productos naturales que actúan como hipolipemiantes 

 

Inmunomoduladores 
 

El inmunomodulador ciclosporina A fue aislado a partir del hongo terrestre Trichoderma 

ploysporum y supuso un gran avance en el transplante de órganos. Recientemente, el 

tacrolimus, un metabolito secundario de Streptomyces tsukabaensis, fue aprobado en 1994 

para su uso como fármaco inmunosupresivo. 
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Fig 7. Productos naturales que actúan como inmunosupresores 
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1.4.2. En la industria agroquímica 
 

Algunos insectos, malas hierbas y hongos fitopatógenos causan grandes daños en la 

agricultura. Si no se controlasen, se estima que un 40% de los cultivos podría perderse durante 

la cosecha y un 20% más durante la post-cosecha. El aumento en la productividad agrícola 

durante la segunda mitad del siglo pasado se ha debido en su mayor parte al control de estos 

insectos mediante plaguicidas químicos, más que al uso de principios activos o de extractos 

procedentes de fuentes naturales11. Sin embargo pronto se comprobó que los insecticidas 

sintéticos de amplio espectro llevaban asociados una serie de problemas como la persistencia 

en el medio, la bioacumulación en los tejidos animales, la resistencia desarrollada por los 

insectos, la toxicidad para el hombre y los desequilibrios ecológicos que conlleva la eliminación 

de una plaga en un determinado ecosistema, provocando una disminución de la fauna auxiliar y 

una proliferación de las especies que compiten con ella. De acuerdo con esto, se ha producido 

un aumento de la presión social y legislativa para sustituir o reducir el uso de plaguicidas 

químicos convencionales. Así, actualmente hay un enorme interés por identificar nuevos 

compuestos agroquímicos de origen natural que puedan sustituir a estos plaguicidas químicos 

convencionales.  

 

Primera generación de moléculas naturales insecticidas 
 

Los primeros plaguicidas eran aceites, compuestos inorgánicos y productos como la 

nicotina, la rotenona y las piretrinas, obtenidos a partir de plantas de uso tradicional12. 

La nicotina es un alcaloide que se obtiene de las especies Nicotina tabacum y Nicotina 

rustica y que a pesar de ser bastante tóxica para los mamíferos, en las formulaciones 

empleadas no resulta peligrosa. Solamente la nicotina natural, levógira, presenta propiedades 

insecticidas actuando como veneno cardíaco y neurotrópico. Su volatilidad hace que sea un 

excelente insecticida por inhalación, pero su estabilización en forma de sal la transforma en un 

insecticida más activo por ingestión. Dos derivados de la nicotina, la anabasina aislada a partir 

de Anaassis aphylla y la nornicotina obtenida de la planta australiana Duboisia howoodi, 

también se usan como plaguicidas de origen vegetal. Otros alcaloides neurotóxicos pero 

mucho menos utilizados que la nicotina son la veratrina (Veratrum album) y la rianodina 

(Ryania sp.)12.  

La rotenona y sus análogos, que se encuentran en plantas del género Derris, Amorpha 

y Tephrosia (Leguminosae), son isoflavonoides que no sólo actúan sobre el sistema nervioso 

del insecto sino también sobre los mecanismos de la respiración celular (inhiben la cadena 

respiratoria mitocondrial). Son prácticamente inofensivos para los animales de sangre caliente 

y, por el contrario, muy activos sobre los animales de sangre fría: batracios, peces y reptiles13 . 

De las flores del pelitre o Chrysantemum (Pyrethrum) sp. se obtiene un insecticida 

conocido como piretrina. La sustancia activa se denomina piretro y es una mezcla de seis 

ésteres terpenoides (piretrina I y II, cinerina I y II y jasmolina I y II) del ácido crisantemúmico 
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con la piretrolona, un alcohol derivado de la ciclopentanona. Actúa alterando la conducción 

nerviosa por ralentización del cierre de los canales de Na+ durante la fase de reconstitución del 

potencial de acción de las neuronas. En consecuencia, el insecto presenta hiperactividad y 

convulsiones. Sin embargo, su fotolabilidad motivó, muy pronto, la búsqueda de derivados más 

estables: los piretroides de síntesis que constituyen actualmente una herramienta fundamental 

en la defensa fitosanitaria12.  
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Fig 8. Primera generación de moléculas naturales insecticidas 

 

Por último, los aceites se han utilizado desde la antigüedad, en forma de emulsiones, 

en la lucha contra insectos. Según su origen y composición química, se distinguen los aceites 

vegetales, animales y minerales derivados del petróleo o de la hulla, siendo estos últimos los 

más usados actualmente. Engloban una gran heterogeneidad de ácidos grasos, saturados e 

insaturados, con cadenas carbonadas medias o largas, esterificados, etc., así como un gran 

porcentaje de terpenos volátiles. Sus propiedades insecticidas varían según su viscosidad, 

volatilidad, tensión superficial y composición química, aunque su acción como insecticidas se 

debe fundamentalmente a su poder de penetración en las tráqueas de los insectos produciendo 

su asfixia14. 

 

Segunda generación de moléculas naturales insecticidas 
 

Los productos fitosanitarios de origen natural de la primera generación fueron 

sustituidos a mediados del siglo XX por los insecticidas de síntesis (organoclorados (DDT), 

organofosforados y carbamatos). Pero el uso indiscriminado de los plaguicidas sintéticos ha 

generado una serie de graves problemas ambientales y de toxicidad15. En respuesta a estos 

inconvenientes provocados por la lucha química como único sistema de control de plagas, 
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surge en los años sesenta una nueva disciplina denominada Ecología Química que comprende 

el estudio de la estructura, función, origen e importancia de los compuestos naturales que 

regulan las interacciones entre organismos en su medio ambiente. Los descubrimientos 

logrados por la investigación en diversos campos de la biología de los insectos han estimulado 

la búsqueda de nuevos métodos con el fin de lograr técnicas que permitan el control de plagas, 

sin tener que recurrir a productos tóxicos que dañen el ecosistema. Algunos de estos nuevos 

sistemas, unos todavía en vías de experimentación y otros ya incorporados en las prácticas de 

control, se mencionan a continuación: 

 

1 IGR (Reguladores del crecimiento de los insectos) 

 

Son productos capaces de interferir en la regulación hormonal de los procesos de 

muda y metamorfosis del insecto. Entre los IGR caben destacar: los análogos y antagonistas 

de la hormona juvenil (HJ), análogos de la hormona de la muda e inhibidores de la formación 

de la cutícula16,17.  

 

• Análogos de la hormona juvenil: inducen efectos biológicos idénticos a las propias 

hormonas juveniles naturales, en particular inhiben la metamorfosis y son secundariamente 

letales17. Son efectivos sólo en determinados momentos del desarrollo de los insectos e 

inocuos frente a animales superiores18. Sustancias de este tipo que han alcanzado la 

comercialización son el metopreno, el kinopreno y el fenoxicarb19 (Fig 9).  

 

• Antagonistas de la hormona juvenil: impiden el desarrollo de los estadíos larvarios 

del insecto y la reproducción de los adultos, ya que la hormona juvenil además de intervenir en 

el desarrollo larvario participa en otros procesos del insecto adulto20. Con esta idea se empezó 

la búsqueda de inhibidores de la biosíntesis, secreción y transporte de HJ, así como de 

inhibidores de los receptores específicos de HJ. Como resultado, Bowers y su equipo 

descubrieron en 1976 los precocenos, cromenos naturales aislados a partir del género 

Ageratum21. A partir de estas estructuras se han sintetizado diversos análogos que han 

mostrado también actividad insecticida22. En 1997 se obtuvo el primer compuesto inhibidor de 

la biosíntesis de la HJ de origen fúngico, la brevioxima, aislado a partir del extracto de 

Penicillium breviocompactum23. Hasta ahora no se ha encontrado ningún antijuvenoide que 

tenga aplicación práctica, bien porque son inestables o sólo son activos in vitro o actúan en un 

margen estrecho de concentraciones (Fig 9). 
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Fig 9. Moléculas con actividad agonista y antagonista de la hormona juvenil 

 

• Análogos de la hormona de la muda: en los insectos, la muda está controlada por 

hormonas con estructuras de esteroides polihidroxilados con una cetona α,β-insaturada en el 

anillo B, denominadas ecdisteroides, siendo particularmente importante la 20-hidroxiecdisona 

(hormona de la muda). Sin embargo, los ecdisteroides no son exclusivos de insectos, ya que 

en extractos de plantas se han encontrado estructuras idénticas o similares (fitoecdisteroides) 

con la misma acción24. No obstante, son los análogos sintéticos los que han resultado ser más 

interesantes desde un punto de vista comercial. Entre estos compuestos, con esqueleto 

diacilhidracina, se encuentran la tebufenocida, la halofenocida y la metoxifenocida25. 

 

• Inhibidores de la formación de la cutícula: impiden la formación del exoesqueleto 

en el insecto inhibiendo la síntesis de quitina. Los compuestos más importantes de este grupo 

son las benzilfenilureas, destacando entre ellas el diflubenzurón26 y el lufenuron27. La 

plumbagina, extraída de las raíces de Plumbago capensis, también actúa como insecticida a 

este nivel28. 
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Fig 10. Estructura química de la hormona de la muda y de alguno de sus análogos 
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Fig 11. Inhibidores de la formación de la cutícula 

 

2 Semioquímicos: feromonas 

 

Se conocen como semioquímicos los compuestos químicos responsables de la 

comunicación entre organismos, es decir, las moléculas encargadas de llevar mensajes entre 

miembros de la misma especie, feromonas, o diferente especie, alomonas (benefician al 

emisor) y kairomonas (benefician al receptor), modificando su comportamiento. 

Las feromonas son sustancias químicas que emitidas por un organismo provocan una 

reacción específica de comportamiento en otros miembros de la misma especie29. Estas 

moléculas, en general, suelen tener estructuras sencillas, constituidas normalmente por una 

cadena lineal de un número par de átomos de carbonos (entre 10 y 18), con dos o tres dobles 

enlaces y con un grupo funcional en el extremo. La especificidad de la señal se logra variando 

estos elementos: longitud de la cadena, grupo funcional, número de dobles enlaces, posición y 

geometría E o Z de los mismos así como la estereoquímica de los centros quirales en el caso 
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de que la feromona se trate de una molécula quiral. Un factor crítico con respecto a la 

especificidad es que, a diferencia de lo que se creía inicialmente, en muchos casos la feromona 

consiste en una mezcla de varios componentes en una proporción determinada y no en un 

único compuesto.  

Las feromonas más importantes son las feromonas sexuales que son las más usadas 

hasta el momento para la lucha contra plagas. Éstas tienen la función de atraer, retener e 

inducir a la cópula y normalmente son segregadas por la hembra. Se utilizan como atrayentes 

para la captura de insectos o para lograr una confusión sexual disminuyendo así la población 

de la plaga1,29. Las ventajas que presentan las feromonas sobre otros métodos de control 

radican en su especificidad y no toxicidad, lo que ha estimulado su estudio en los últimos años. 

Las alomonas son aquellas señales químicas que, interviniendo en las relaciones entre 

especies diferentes, benefician al emisor; por ejemplo, las esencias florales que atraen a los 

polinizadores o las secreciones defensivas30. En el siguiente apartado se revisan más 

detenidamente los compuestos con actividad insecticida obtenidos a partir de plantas. 

 

3 Compuestos entomotóxicos de plantas 

 

Hoy en día se conocen alrededor de 2000 plantas que contienen compuestos tóxicos 

para los insectos y la mayor parte no están estudiadas. Además de compuestos insecticidas, a 

partir de las plantas se han obtenido metabolitos secundarios que pueden ocasionar 

perturbaciones en el sistema endocrino de los insectos31, que pueden actuar como 

estimulantes o inhibidores de la alimentación32,33 y de la oviposición34, así como atrayentes35 o 

repelentes36. 

Tras el estudio de la primera generación de moléculas naturales como insecticidas, una 

estrategia íntegramente química busca modificar las moléculas de origen vegetal para crear 

compuestos más activos15. Estos compuestos de semisíntesis se han comercializado más 

rápidamente que las moléculas identificadas y extraídas de los vegetales. Así por ejemplo, 

desde la identificación química de las piretrinas se han patentado y puesto en el mercado 

muchos análogos sintéticos que poseen mayor estabilidad, toxicidad, selectividad y eficacia 

que los insecticidas naturales, a los que han ido reemplazando gradualmente. La permetrina, la 

cipermetrina, la ciflutrina y el fenvalerato entre otros, hoy tienen un empleo importante en el 

mercado agroquímico37. 
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Fig 12. Estructura de algunos análogos sintéticos de las piretrinas 
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La búsqueda de nuevas moléculas de origen vegetal ha provocado el estudio más 

exhaustivo de algunas familias botánicas. De la familia Meliaceae destacan las especies 

Azadirachta indica, más conocida por árbol de Neem, originario de India, y Melia azedarach o 

árbol de Neem chino, utilizado tradicionalmente para el control de plagas y enfermedades en 

China38. Éstas y otras especies pertenecientes a esta familia poseen una clase de terpenoides, 

los limonoides, que presentan un amplio rango de acción frente a un gran número de especies 

de insectos39. Entre sus componentes activos, destaca la azadiractina, un triterpeno disuasorio 

de la alimentación40 y potente inhibidor del crecimiento y reproducción de los insectos41. 

Recientemente, a partir de varias especies del género Aglaia (Meliaceae) se han obtenido una 

serie de compuestos llamados rocaglamidas, con actividad similar a la azadiractina, aunque 

estructuralmente más sencillas42. 
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Fig 13. Estructuras de moléculas con actividad insecticida aisladas a partir de la Familia Meliaceae 

 

La familia Lamiaceae destaca por su actividad disuasoria de la alimentación, siendo los 

compuestos causantes de esta actividad terpenos volátiles. Destacan los géneros Mentha43 y 

Ocimum44, utilizados durante mucho tiempo como insecticidas domésticos. También a partir de 

la familia Myrtaceae se aislaron del género Leptospermum una serie de compuestos con 

esqueleto tricetónico como el aceite esencial leptospermona45 y del género Eucaliptus el 

terpeno 1,4-cineol, que han dado lugar a análogos sintéticos comerciales con actividad 

herbicida tales como la sulcotriona y la cinmetilina respectivamente46. 
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Fig 14. Análogos comerciales de fitotoxinas con actividad herbicida 
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Otras familias, como Rutaceae y Compositae, constituyen una variada fuente de 

isobutilamidas de ácidos insaturados de 10 a 18 átomos de carbono con actividad insecticida. 

La mayoría de estos compuestos han podido ser identificados y, en algunos casos, 

sintetizados47. En la familia Compositae destacan los géneros Artemisia, Imula y Ageratum, 

especialmente la especie Ageratum houstoniamun Millar, importante por contener los 

precocenos, antagonistas de la HJ21. Poseen una gran variedad de compuestos: 

sesquiterpenos, poliacetilenos, cromenos, flavonoides y alcaloides que actúan como 

antialimentarios, tóxicos y reguladores del crecimiento de los insectos48. 
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Fig 15. Estructuras de isobutilamidas con actividad insecticida 

 

4 Insecticidas microbianos 

 

El control biológico de las plagas se ha considerado siempre como el método menos 

contaminante y que produce menos daños ecológicos; sin embargo, por su acción más lenta y 

por la complejidad de los trabajos de investigación y desarrollo para establecer métodos 

óptimos de aplicación, el control biológico no ha podido competir con los insecticidas químicos 

de elevada toxicidad y de acción rápida49. Recientemente se han incrementado las 

investigaciones dirigidas hacia este campo y en la actualidad se conocen muchas bacterias, 

virus y hongos entomopatógenos que pueden reducir la población de una plaga50. Además, los 

microorganismos son una importante fuente de obtención de biomoléculas con una actividad 

muy significativa para la industria agroquímica. 

 

• A partir de bacterias 

La bacteria Bacillus thuringiensis (Bth) es un bacilo Gram-positivo, flagelado y 

esporulado que se caracteriza por la formación de una serie de toxinas durante la esporulación 

(la más importante es la δ-endotoxina) con actividad tóxica frente a larvas de insectos. En los 

últimos años, mediante ingeniería genética, se ha podido clonar el gen codificante de esta 

toxina e introducirlo en la dotación genética de distintas especies cultivadas, como tabaco, 
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algodón, arroz y maíz, obteniéndose así cultivos resistentes a plagas mediante expresión de 

proteínas insecticidas51.  

Del mismo modo que se han aislado muchos compuestos insecticidas a partir de 

extractos de plantas, también las bacterias ofrecen grandes posibilidades para el 

descubrimiento de nuevos compuestos útiles. Por ejemplo, a partir del caldo de fermentación 

de Streptomyces avermitilis, una bacteria filamentosa, se han aislado una serie de compuestos 

denominados avermectinas52 que han demostrado ser plaguicidas muy potentes, destacando la 

abamectina (mezcla de la avermectina B1a y B1b), de la cual se han obtenido ya derivados 

semisintéticos, como la ivermectina53 y la emamectina54. 

Los spinosyns son una clase altamente selectiva de insecticidas de tipo macrólido 

descubiertos alrededor de 1980 a partir del actinomiceto Saccharopolyspora spinosa. El 

producto comercial spinosad es una mezcla del spinosyn A (componente principal) y D55, 

aunque hasta la fecha se han aislado y caracterizado más de veintiséis spynosynas. Presentan 

las características necesarias para ser un buen plaguicida: compatibilidad medioambiental, 

especificidad, velocidad de acción y baja toxicidad en mamíferos15. 
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Fig 16. Estructuras químicas de la abamectina y el spinosad 

 

• A partir de virus 

Aproximadamente se han descrito 1200 virus causantes de enfermedades en más de 

800 especies de insectos, pero sólo unos cuantos han alcanzado aplicación comercial, la 

mayoría pertenecientes a la familia de los Baculovirus. Se caracterizan por su gran 

especificidad, por su inocuidad frente a peces, aves y mamíferos y porque no producen daños 

ecológicos49. 
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• A partir de hongos 

Los hongos entomopatógenos constituyen una vía muy interesante para el control de 

insectos y presentan una serie de ventajas: seguridad para el hombre, no producen 

desequilibrios ecológicos, no se han registrado resistencias y son persistentes. Muchos forman 

parte de sistemas ecológicos de distintos hábitats y contribuyen a mantener un nivel bajo en las 

poblaciones de distintas especies de insectos; esto ha sugerido la posibilidad de implantarlos 

como medio de lucha contra plagas. 

La mayor parte de los denominados hongos entomopatógenos son Ficomicetos y 

Deuteromicetos, aunque también están representadas especies de otras clases. Las esporas 

de estos hongos atacan o bien la cutícula externa o bien el intestino de los insectos huéspedes, 

después germinan y las hifas penetran en el hemocele. La muerte se origina por la producción 

de una toxina o por el uso directo de los fluidos corporales del insecto. En el último caso una 

vez utilizadas las reservas del organismo del insecto, el micelio muere por falta de alimento y 

esporula y esta masa de esporas actúa como un foco de futuras infecciones. Entre los hongos 

más estudiados y aplicados por sus propiedades insecticidas están: Beauveria bassiana, 

Metarhizium anisopliae, Hirsutilla thomsoni y Verticillium lecanii49. 

Algunos metabolitos secundarios aislados a partir de hongos entomopatógenos han 

demostrado tener una elevada actividad insecticida. Los compuestos más significativos se 

describen en el siguiente apartado. 
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2. Hongos: fuente de metabolitos bioactivos 
 

Los hongos tienen una gran importancia económica, debido a la vez a su nocividad y a 

su utilidad. Responsables de la destrucción de una gran parte de la materia orgánica terrestre, 

los hongos contribuyen a la realización de los ciclos biológicos. La explotación de sus 

actividades bioquímicas es un fenómeno muy antiguo, en cambio el cultivo deliberado de estos 

microorganismos con vistas a la producción industrial de metabolitos interesantes comenzó a 

principios del siglo XX. Todavía hoy, el conocimiento de la biología de los hongos es parcial; sin 

embargo los estudios realizados del metabolismo tanto primario como secundario y de su 

genética permite controlar cada vez mejor sus capacidades biosintéticas y ponerlas al servicio 

del hombre56. 

Los compuestos de origen fúngico comprenden una gran variedad de sustancias 

químicas de diversa complejidad y con estructuras muy variadas, dando lugar a un amplio 

rango de actividades biológicas57. Así los hongos filamentosos han demostrado ser una fuente 

inagotable de metabolitos con actividad antitumoral, antibiótica, citostática, antifúngica, 

antioxidante, insecticida o antiinflamatoria58. Por esta razón, existe un gran interés en el 

aislamiento de estas sustancias bioactivas para su utilización como fármacos o insecticidas.  

La extraordinaria diversidad de especies fúngicas y el hecho de que aproximadamente 

sólo un 5% de éstas hayan sido identificadas, indica el ilimitado potencial de los hongos como 

origen de nuevos biometabolitos secundarios59. 

Los hongos filamentosos más difundidos en la naturaleza pertenecen a los géneros 

Aspergillus y Penicillium. Exentos de clorofila, son incapaces de realizar la fotosíntesis y 

obtienen su energía de la respiración y fermentación de los materiales solubles que encuentran 

en su entorno. Heterótrofos eucariotas y poco exigentes, son capaces de asimilar una gran 

variedad de sustratos orgánicos gracias a su elevado potencial de secreción de enzimas 

exocelulares. La mayor parte de hidratos de carbono los asimilan fácilmente y las fuentes de 

nitrógeno que utilizan son muy variadas: sales de amonio, nitritos y nitratos, urea, aminoácidos 

y fuentes complejas de nitrógeno orgánico. La mayoría de las especies se desarrolla en rangos 

de pH bastante amplios, entre 3 y 8, y a temperaturas óptimas de 20 a 25 ºC, aunque se han 

descrito especies que crecen satisfactoriamente a 5 ó 37 ºC. Si bien algunos hongos viven en 

el agua, por ejemplo los Zygomicetos acuáticos, su hábitat más común es el suelo, donde 

llevan generalmente una vida saprofita sobre vegetales en curso de descomposición reciclando 

las sustancias orgánicas. Algunos viven en simbiosis con otros organismos como plantas 

verdes (hongos de la micorriza), algas (líquenes) o bacterias y muchos otros llevan una vida 

parasitaria sobre plantas y animales56. 

 

Aspergillus spp. 

 

Existen unas 200 especies de Aspergillus, identificadas en todo el mundo y creciendo 

en un amplio conjunto de sustratos. Forman parte de la microflora del aire y por ello se 
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encuentran frecuentemente como contaminantes de los medios de cultivo. Muchos aspergilos 

contaminan los alimentos produciendo productos tóxicos, como por ejemplo A. flavus que 

produce una micotoxina denominada aflatoxina. Las especies de Aspergillus producen 

numerosas enzimas exocelulares útiles en biotecnología y son importantes en medicina porque 

causan enfermedades de los órganos internos denominadas aspergilosis. Aspergillus fumigatus 

es el responsable de casi todas esta infecciones, aunque A. terreus, A. flavus y A. niger 

también han sido implicados. Éste último es particularmente significativo en la fabricación de 

ácidos cítrico y glucónico que tienen una amplia aplicación en la industria de los alimentos. A 

partir de este género se han aislado una gran cantidad de metabolitos secundarios, 

principalmente micotoxinas como ocratoxinas, aflatoxinas, esterigmatocistinas, verrucarinas o 

roridinas entre otras60. La causa por la que los hongos segregan estas sustancias en el medio 

no se conoce exactamente, sin embargo la competición por el hábitat y los nutrientes provocan 

que muchas especies fúngicas produzcan metabolitos que inhiban el crecimiento o que incluso 

causen la muerte de organismos que habitan a su alrededor, como bacterias, hongos e 

insectos61. 

 

Penicillium spp. 

 

Las especies de Penicillium se encuentran frecuentemente contaminando frutos de 

cítricos o produciendo deterioro en los alimentos. La obtención de penicilina es sin duda el uso 

más significativo de este género. Las 58 especies de Penicillium, subgénero Penicillium, 

producen un gran número de metabolitos secundarios, incluyendo varias micotoxinas. 

Recientemente Frisvad y colaboradores han publicado una extensa revisión de todos ellos, 

encontrándose con mayor frecuencia la roquefortina C, ciclopeninas, patulina, ácido terréstrico, 

ácido penicílico, ocratoxina A y citrinina62. 
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Fig 17. Aspergillus sp. (A) y Penicillium sp. (B) 
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Fig 18. Estructuras de algunas micotoxinas aisladas a partir de Aspergillus sp. y Penicillium sp. 

 

2.1. En la industria farmacéutica60 
 

La diversidad de acción de los hongos en el campo de la salud es muy amplia; se 

manifiesta sobretodo en la fabricación de antibióticos, vitaminas, hormonas y numerosas 

sustancias farmacológicamente activas. 

Entre los cerca de 10000 productos con actividad antibiótica de origen natural 

catalogados hasta el momento, alrededor del 20% provienen de los hongos filamentosos, 

esencialmente de los Fungi Imperfecti (Penicillium, Cephalosporium, Aspergillus). El desarrollo 

de dos de estos antibióticos (penicilina G y cefalosporina C), a través de mejoras en el 

desarrollo de cepas y de la tecnología de fermentación así como en la obtención de sus 

derivados de semisíntesis, ha sido de tal magnitud que representan hoy el 60% del mercado 

mundial de los antibióticos. Aunque gozando de un mercado mucho más modesto, la 

griseofulvina, proveniente de Penicillium griseofulvum y de P. patulum, es un antifúngico muy 

eficaz en el tratamiento sistémico de las micosis de la piel. 

Dos Ascomicetos levaduriformes, Eremothecium ashbyi y Ashbya gossypii han sido 

utilizados con éxito para la producción industrial de riboflavina: el 30% del mercado mundial de 

esta vitamina, estimado en 2000 toneladas al año, se prepara por esta vía. 

Por otra parte, las micotoxinas del cornezuelo y sus derivados, en su mayoría 

alcaloides, producidas por numerosas especies de Claviceps se utilizan a dosis terapéuticas 

como útero-contractivos, antimigrañosos, antidepresivos, euforizantes (LSD) e hipotensivos. 

Ciclosporina A, inmunosupresor importante proveniente de las fermentaciones de los 

hongos Trichoderma polysporum y Cylindrocarpon lucidum, ha sido introducida en el mercado. 

También la gliotoxina, un metabolito secundario producido por Aspergillus fumigatus, que 

pertenece a los denominados epipolitiodioxopiperazinas (ETPs) posee propiedades antibióticas 
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e inmunotóxicas. Tanto la gliotoxina como la ciclosporina han encontrado su uso en cirugía de 

transplantes de órganos. 

Otras muchas sustancias, que actúan como inhibidores de enzimas, han sido extraídas 

de hongos y han demostrado poseer actividades farmacológicas muy diversas: 

hipocolesteromiantes (la citrina de Penicillium citrinum, la compactina de P. breviocompactum, 

la mevinolina de Aspergillus terreus), hipolipemiantes (la ascofuranona de Ascochyta viciae) o 

hipotensivas (la oudenona de Oudemensiella radicata). 

Por último, aunque un gran número de metabolitos fúngicos (el lentinano de Lentinus 

edodes o el escleroglucano de Sclerotina glucanicum) muestran alguna actividad antitumoral y 

han sido sometidos a ensayos clínicos para el tratamiento del cáncer.  
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Fig 19. Productos naturales de origen fúngico con aplicaciones farmacéuticas 

 

2.2. En la industria agroquímica 
 

Insecticidas 
 

Más de 400 especies de hongos atacan insectos y ácaros, de forma que existe un gran 

potencial para el uso de estos organismos como insecticidas biológicos. Uno de los primeros 

estudios encaminados a la detección de sustancias entomotóxicas en hongos se realizó sobre 

cepas de Metarhizium anisopliae, conduciendo a la obtención de dos depsipéptidos cíclicos 

que se denominaron destruxinas A y B63. Actualmente se conocen 35 especies de destruxinas 

con actividades insecticidas variables64. Son varios los péptidos cíclicos entomotóxicos aislados 

a partir de diversos hongos; de Beauveria bassiana se identificaron la beauvericina65, las 

beauverolidas66 y la bassianolida67; a partir de Fusarium avenaceum las enniantinas68; de 

Tolypocladium niveum se obtuvieron cinco compuestos relacionados estructuralmente 

denominados efrapeptinas69 y de Eupenicillium shearii se aisló la shearamida A70. De este 

mismo hongo se habían aislado previamente shearinina A y B, activos frente a Helicoverpa zea 

y Spodoptera frugiperda, respectivamente71. 
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Fig 20. Péptidos cíclicos entomotóxicos de origen fúngico 

 

Además de estos compuestos de estructura peptídica existen una gran variedad de 

moléculas con actividad insecticida aisladas a partir de extractos fúngicos. Así, a partir de 

Chaetomium brasiliense se han obtenido varios compuestos con potente actividad insecticida 

frente a H. zea, tales como el chaetochalasin A, el chaetoglobosin D y el 19-O-

acetilchaetoglobosin A y D72. El ácido dipicolínico73 es el principal producto metabólico de 

Verticillium lecanii y su sal sódica tiene propiedades insecticidas frente a Calliphora 

erythrocephala; además a partir de este mismo hongo se han aislado otros compuestos 

minoritarios como el vertilecanin A que exhibe actividad insecticida frente a Helicoverpa zea74.  
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Fig 21. Compuestos entomotóxicos de origen fúngico 
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También a partir de hongos de origen marino se han descrito compuestos activos frente 

a insectos, así de Kandelia candel se han aislado dos nuevos metabolitos (1893A y 1893B) de 

estructura lactónica con una elevada toxicidad frente a Heliothis armigera y Sinergasilus spp75.  

Sin embargo, la mayoría de los compuestos activos frente a insectos, caracterizados 

hasta el momento, son producidos por los Fungi Imperfecti, concretamente por miembros de 

los géneros Aspergillus y Penicillium, conocidos por producir una gran variedad de metabolitos 

secundarios, siendo muchos de ellos antibióticos y micotoxinas. 

 
 Especie Metabolito Actividad 

A. flavus 

Aflavininas76 

Aflavazol77 

Aflavarin78 

Inhibición de la alimentación de Carpophilus 

hemipterus 

A. sulphureus 
Radarinas79 

Sulpininas y Secopenitrem B80 

Inhibición del desarrollo de Helicoverpa zea 

Tóxico frente a Helicoverpa zea 

A. nominus 

Derivados paspalina81 

Nominino82 

Aspernomino83 

Reducción de peso en Helicoverpa zea 

Reducción de peso en Helicoverpa zea 

Tóxico frente a Helicoverpa zea 

E
sc

le
ro

ci
os

 

A. arenarius Arenarinas84 Tóxico frente a C.hemipterus 

A. terreus Alantripinona y serantripinona85 Tóxico frente a Myzus persicae 

A. melleus Mellamida86 Tóxico frente a Lucilia sericata 

A. japonicus Asperparalinas87 Parálisis frente a Bombxy mori 

A. carneus Aspergilicinas88 Tóxico frente a Haemonchus contortus 

A. IMI337664 Aspergilamidas89 Tóxico frente a Haemonchus contortus 

C
al

do
 

A. ochraceus Aspirona y asperlactona61 IGR frente a Tribolium castaneum 

 
Tabla 1. Metabolitos con actividad insecticida aislados a partir de extractos de Aspergillus sp. 
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Fig 22. Compuestos entomotóxicos de Aspergillus sp. 

 

La investigación llevada a cabo con especies del género Aspergillus se ha dirigido 

principalmente hacia la búsqueda de nuevos compuestos producidos por los esclerocios, que 

han sido una fuente muy prolífica de metabolitos con actividad insecticida90. De este modo a 

partir de los extractos de los esclerocios de diferentes especies de Aspergillus se han aislado 

una serie de metabolitos que mostraron actividades antialimentarias, reductoras de peso y 

tóxicas frente a distintos insectos. Al mismo tiempo, el estudio de extractos orgánicos del caldo 
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de diversas especies de Aspergillus ha conducido al aislamiento de diversas sustancias con 

actividad insecticida (Tabla 1).  

 

Del género Penicillium también se han obtenido compuestos entomotóxicos de interés91 

(Tabla 2)  

 
 Especie Metabolito Actividad 

P. raistrickii p-terfenilos y derivados de xantona92 Tóxico frente a Helicoverpa zea 

P. sclerotigenum Esclerotigenina93 Tóxico frente a Helicoverpa zea 

P. thiersii Thiersininas94 Tóxico frente a Spodoptera frugiperda 

E
sc

le
ro

ci
os

 

P. crustosum Penitrems95 
Tóxico frente a Oncopeltus fasciatus y 

Ceratitis capitata96 

P. decaturense Decaturinas97 Tóxico frente a Spodoptera frugiperda 

P. expansum Comunesinas98 Tóxico frente a Bombix mori 

P. thiersii Oxalicinas99 Tóxico frente a Spodoptera frugiperda 

P. verruculosum Verruculogen100 Tóxico frente a Bombix mori101 

P. roqueforti Macfortinas102 
Tóxico frente a H. contortus y  

T. colubriformis103 

P. simplicissimum Okaraminas104 Tóxico frente a Bombix mori 

P. citrinum Quinolactacida105 Tóxico frente a Myzus persicae 

P. paraherquei 

P. charlesii 

Paraherquamida A106 

Paraherquamidas107 
Tóxico frente a Caenorhabditis elega107  

C
al

do
 

P. brevicompactum 

Compactina108 

Brevioxima23 

Brevianamidas109 

Inhibidor HJ de Blatella germanica110 

Inhibidor HJ de Locusta migratoria 

Tóxico frente a Spodoptera frugiperda111 

   
Tabla 2. Metabolitos con actividad insecticida aislados a partir de extractos de Penicillium sp. 
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Fig 23. Compuestos entomotóxicos de Penicillium sp. 
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Herbicidas, fungicidas y bactericidas 
 

Los metabolitos fúngicos no sólo poseen propiedades para combatir los insectos, 

también presentan características que les hacen útiles como herbicidas112, fungicidas61 o 

bactericidas61. 

Las brevionas, potentes agentes alelopáticos, son derivados spiroditerpénicos, aisladas 

a partir de Penicillium brevicompactum y muestran actividad fitotóxica113. También el cornexistin 

y el hidroxicornexistin son fitotoxinas producidas por el hongo Paecilomyces variotii114. El 

prehelminthosporal y el dihidroprehelminthosporal aislados a partir de Helminthosporium 

sativum115, al igual que los compuestos viridiol, tentoxin, zinniol, putaminoxin, pinolidoxin, 

ascochitina, pirenolida A, hialopirona y el ácido fusárico, son moléculas aisladas a partir de 

distintos hongos que también muestran propiedades herbicidas. Algunos compuestos son tan 

específicos que sólo son tóxicos frente a ciertas especies; el masculosin, un dipéptido cíclico 

producido por Alternaria alternata y el bipolaroxin por Bipolaris cyanodontis han mostrado una 

alta selectividad a bajas concentraciones frente a Cantaeurea maculosa y Cynodon dactylon, 

respectivamente116. 
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Fig 24. Fitotoxinas de origen fúngico 

 

La estrobilurina A y la oudemansina A son productos naturales fungicidas encontrados 

en los Basidiomicetos Strobilurus tenacellus y Oudemansiella mucida, respectivamente. Tienen 

un modo de acción común, la inhibición de la cadena respiratoria mitocondrial en el hongo. 

Estos productos estimularon la síntesis química de análogos estructurales, como la 

azoxistrobina y la kresoxima, que mostraron mayor resistencia a la luz y menor toxicidad frente 

a mamíferos117.  

 

Las citrafunginas118, las maletininas119, las apenolidas120, el cinodontin121 o el 

paecilosetin122 son diversos ejemplos de moléculas aisladas a partir de extractos fúngicos con 

actividad fungicida. 
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Fig 25. Análogos estructurales de las estrobilurinas 
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Fig 26. Fungicidas de origen fúngico 

 

Por último, existen también numerosas sustancias de origen fúngico con estructuras 

muy diversas que muestran actividad bactericida, como las terecinas (derivados 

piperacínicos)123, la phomadecalinas (decalinas)124, la arugosina F (derivado xantónico)125, la 

seragakinona A (derivado antraciclínico)126, el benesudin (pirano-furanona)127 y la arthrinona 

(furano-naftoquinona)128. Son varios los esqueletos peptídicos aislados a partir de hongos que 

mostraron actividad antibiótica como el leucocin F10129, el tricosporin130, las hipelcinas131 o el 

LP237-F8132.  
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Fig 27. Bactericidas de origen fúngico 
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2.3. Antecedentes en el grupo de investigación 
 

Dadas las grandes posibilidades que presentan los hongos como fuente de obtención 

de compuestos naturales bioactivos, nuestro grupo de investigación trabaja desde hace años 

en el aislamiento, elucidación, síntesis y transformación química de diversos compuestos de 

origen natural, procedentes de extractos fúngicos terrestres que han destacado por poseer 

actividad insecticida 23,96,133fungicida134, antioxidante135 y citotóxica136,137.  

Cabe destacar en esta línea, el estudio del extracto diclorometánico de Penicillium 

brevicompactum Dierckx que mostró una elevada actividad entomotóxica y antagonista de la 

HJ en O. fasciatus (20% de mortalidad y 40% de adultos precoces a 10 μg/cm2)23,138. Además 

manifestó una actividad fungicida importante contra Colletotrichum gloesporoides, Alternaria 

tenuis, Fusarium culmorum y Trichoderma viridae a una dosis de 500 μg/mL139. A partir de este 

extracto se aislaron varios compuestos: la (-)-brevioxima (1a)23, su análogo 1b134,140 y sus 

derivados 2-pirrolina (2a139 y 2b134,141) y 2-pirrol (2c y 2d142) y se evaluaron sus propiedades 

agroquímicas (Fig 28). El compuesto 1a exhibió una inhibición espontánea in vitro de la 

biosíntesis de la HJ en corpora allata (CA) de Locustra migratoria, bloqueando completamente 

la producción de hormona HJ3 a una dosis de 100 μM y causando 60% de inhibición a 0.5 

μM23,138, mientras que los compuestos relacionados mostraron una importante actividad anti-HJ 

in vivo y actividad insecticida134,139-142. 
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Fig 28. (-)-Brevioxima y sus derivados aislados a partir de Penicillium brevicompactum 

 

Algunos análogos sintéticos presentaron una mayor actividad fungicida (3 y 4) e 

insecticida (5 y 6) que los productos naturales cabeza de serie142. Los análogos sintéticos 7 y 8 

mostraron elevadas actividades insecticida en ninfas de tercer estadío de Oncopeltus con 

valores de toxicidad aguda (tras 72 h) DL50 de 3.0 y 1.5 μg/ cm2, respectivamente. Además, el 

derivado fenoxifenil 9 fue el compuesto más activo contra Colletotrichum gloesporoides y C. 

coccodes, con valores de DE50 de 2.04 y 11.7 μg/ mL, respectivamente141 (Fig 29). 
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Fig 29. Derivados sintéticos de la brevioxima 

 

A pesar de estas actividades interesantes in vitro y/ o in vivo, ninguno de estos 

compuestos fue lo bastante efectivo en comparación con un insecticida convencional. Sin 

embargo, debido a que la brevioxima y sus análogos parecen ser un buen objetivo como 

insecticidas selectivos, otros grupos de investigación también han descrito la síntesis tanto 

racémicas143-146 como quirales147,148 de estos compuestos. 

Continuando con la metodología de trabajo del laboratorio de Productos Naturales del 

Centro de Ecología Química Agrícola (CEQA) en la Universitat Politècnica de València, en la 

presente tesis se han estudiado los extractos orgánicos de diversos micro hongos: Aspergillus 

ochraceus Wilhelm, Penicillium cluniae Quintanilla y Penicillium coalescens Quintanilla como 

materia prima de biometabolitos con posibles aplicaciones farmacológicas o insecticidas. 
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OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO 
[02] 
 
El principal objetivo de este trabajo es la búsqueda de nuevos compuestos bioactivos a partir 

de los extractos fúngicos de Aspergillus ochraceus Wilhelm, de Penicillium cluniae Quintanilla y de P. 

coalescens Quintanilla. 

 

Para llevarlo a cabo se ha seguido el siguiente plan de trabajo: 

• Cultivo y extracción de los distintos hongos. 

• Ensayos biológicos de los extractos orgánicos del caldo y del micelio de los hongos. 

• Fraccionamiento de los extractos activos por cromatografía de adsorción-desorción en 

columna abierta de gel de sílice. 

• Ensayos biológicos de las distintas fracciones. 

• Aislamiento y purificación por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) de las 

fracciones activas. 

• Elucidación estructural de los productos puros mediante técnicas espectroscópicas y de 

espectrometría de masas. 

• Ensayos biológicos de las sustancias puras. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
[03] 
 
1. Cultivo del hongo y obtención del extracto fúngico 
 

Los hongos Penicillium cluniae y P. coalescens fueron proporcionados por la “Colección 

Española de Cultivos Tipo (CECT)” de la Universitat de València y codificados como CECT 2888 

en el caso de P. cluniae y como CECT 2764 y CECT 2766 en el caso de las dos cepas estudiadas 

de P. coalescens. En cambio, Aspergillus ochraceus fue aislado a partir de una muestra de suelos 

agrícolas en nuestro laboratorio y clasificado como tal por el Centralbureau voor Schimmelcultures 

(CBS, Utrecht, Holanda). 

 

1.1. Medios de cultivo 
 
Medio sólido: Potato Dextrose Agar (PDA) 

 

Composición: 39 g de PDA (Difco) (fórmula aproximada por litro: 4 g de almidón de patata, 

20 g de dextrosa y 15 g de agar) en 1litro de agua destilada esterilizada en el autoclave a 121 ºC 

durante 16 minutos. 

 

Medio líquido: Antibiotic Test Broth (ATB) 

 

Composición: 2 g de extracto de levadura (Difco), 3 g de bacto peptona, 2 g de glucosa, 30 

g de sacarosa, 5 g de corn steep, 2 g de NaNO3, 1 g de K2HPO4·3H2O, 0.5 g de MgSO4·7H2O, 0.2 

g de KCl y 0.01 g de FeSO4·7H2O en 1L de agua destilada esterilizada en el autoclave a 121 ºC 

durante 16 minutos. 

 

1.2. Condiciones de cultivo 
 

Las cepas se sembraron en placas Petri con PDA y se incubaron a 28ºC durante 7 días y 

en oscuridad. Posteriormente, se obtuvo una suspensión de 106 conidios/mL en agua destilada 

con Tween 80 al 0.05% previamente esterilizado. Esta suspensión se inoculó en matraces 

Erlenmeyer con 1 litro de ATB y se mantuvieron incubados en la oscuridad, con agitación (200 

rpm) a 25ºC durante 22 días en el caso de A. ochraceus, y 15 días en el caso de P. cluniae y P. 

coalescens. 

 

1.3. Extracción del caldo 
 

Tras el periodo de incubación se separó el micelio y el caldo por filtración a vacío a través 

de papel Whatman nº2. 
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El caldo (5 L) se evaporó parcialmente bajo presión reducida concentrándose a 1 L y se 

extrajo con una mezcla CH2Cl2/AcOEt 1:1 (3 x 1 L). El extracto orgánico se secó con sulfato sódico 

anhidro, se filtró y se concentró en el rotavapor hasta obtener un extracto seco. 

Los micelios se extrajeron con CH2Cl2 y CH3OH por percolación, obteniéndose dos 

extractos de micelio de distinta polaridad. 

 

2. Ensayos de actividad biológica  
 

Una vez se obtuvo el extracto del caldo y el extracto del micelio se sometieron a una 

batería de ensayos biológicos con el objetivo de conocer sus posibles actividades. Si los 

resultados eran positivos se procedía al cultivo del hongo a mayor escala y posteriormente se 

continuaba con el fraccionamiento guiado por actividad hasta conocer los productos puros 

responsables de dicha acción. 

 

2.1. Actividad antioxidante 
 

Para determinar la actividad antioxidante de los extractos se realizó en primer lugar un 

ensayo cualitativo basado en el método de Takao149 y si el resultado era positivo se establecía su 

poder antioxidante de forma cuantitativa según el método de Hirota150. 

 

1. Método cualitativo 

 

Los extractos preparados a una concentración de 1mg/10μL se aplicaron sobre 

cromatofolios de silicagel 60 F254 (20x20 cm) y se eluyeron con la siguiente fase móvil: 

DCM/EtOH/HA - 90/9/1. Se usó como revelador el radical libre DPPH (1,1-difenil-2-picrihidracilo) a 

una concentración de 80 μg/mL en etanol, el cual muestra una absorción característica a 517 nm 

(púrpura). Este color púrpura desaparece cuando el DPPH reacciona con una molécula 

antioxidante. Se empleó como control positivo el BHA (butil-hidroxi-anisol). 

 

2. Método cuantitativo 

 

La actividad antioxidante se cuantificó en relación a un antioxidante comercial, el BHT 

(2,6-di-tert-butil-4-metil-fenol). Una disolución etanólica de la muestra (2 mL) fue mezclada con 1 

mL de una disolución etanólica 0.5 mM DPPH y 2 mL de un tampón acetato 0.1 M a pH=5.5. Tras 

30 minutos de agitación se midió la absorbancia a 517 nm. La CE50 se determinó como la 

concentración de cada muestra requerida para conseguir el 50% de la absorbancia mostrada por 

el BHT. 
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2.2. Actividad fungicida 
 

La actividad fungicida se determinó contra 15 hongos fitopatógenos importantes desde el 

punto de vista agrícola: Fusarium culmorum (CCM 172), Geotrichum candidum (CCM 245), 

Fusarium oxysporum ssp gladioli (CCM 233), Fusarium oxysporum ssp niveum (CCM 259), 

Colletotrichum coccodes (CCM 327), Colletotrichum gloecesporoides (CECT 2859), Tricothecium 

roseum (CECT 2410), Alternaria alternata (AF 5199-2), Alternaria tenuis (CECT 2662), Rosellinia 

neccatrix (CCM 297), Verticillium dahliae (CCM 269), Trichoderma viride (CECT-2423), 

Phytphthora citrophthora (CECT-2353), Penicillium italicum (CECT-2294) y Aspergillus parasiticus 

(CECT-2681). Las cepas fueron proporcionadas por la “Colección Española de Cultivos Tipo” 

(CECT) de la Universitat de València, por la “Colección de la Cátedra de Microbiología” (CCM) del 

Departamento de Biotecnología de la Universitat Politècnica de València y por el Departamento de 

Fitopatología de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agrónomos (AF) de la Universitat 

Politècnica de València. 

Se realizaron dos tipos de ensayos151 en función del hongo a estudiar. Normalmente se ha 

utilizado el método de inclusión de las esporas en el medio de cultivo (PDA) y la aplicación de la 

muestra mediante discos. En el caso de A. alternata, A. tenuis y R. neccatrix, por la dificultad en la 

obtención de esporas, se procedió a la inclusión de la muestra en el medio de cultivo (PDA) y la 

aplicación del hongo por el método de toques. 

 

1. Determinación de la actividad fungicida mediante la inclusión de esporas en el medio 

de cultivo 

 

A partir de las cepas sembradas en placas Petri con PDA se obtuvo una suspensión de 

105 conidios/ mL en agua destilada con Tween 80 al 0.05% previamente esterilizado empleando 

para ello el microscopio óptico (40 X) y la cámara de Neubauer. 1 mL de esta suspensión se 

incluyó sobre 15 mL del medio de cultivo sólido (PDA) en una placa Petri de plástico estéril y 

cuando el medio con las esporas estuvo totalmente solidificado se colocaron 4 discos (papel 

Whatman, nº113, 0.5 cm de diámetro) impregnados con las muestras a ensayar a las dosis 

deseadas. Los extractos se ensayaron a una dosis inicial de 100 μg/mm2 (2 mg/disco), las 

fracciones a 50 μg/mm2 y los productos puros a 10 μg/mm2. Como control negativo se empleó el 

disolvente usado en la disolución de las muestras y por control positivo se usó el fungicida 

comercial Benomilo a las dosis de 10, 5, 1 y 0.1 μg/disco, dependiendo de cada hongo. Las placas 

se incubaron a 28ºC en la estufa y en oscuridad durante 3 días. Los ensayos se realizaron por 

triplicado y los resultados se obtuvieron por comparación con los datos obtenidos a partir del 

fungicida comercial, según fuese el halo de inhibición (mm) alrededor de los discos impregnados. 
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2. Determinación de la actividad fungicida mediante la inclusión del extracto en el medio 

de cultivo 

 

Los extractos disueltos a una concentración de 500 μg/mL se añadieron a 4mL de PDA. 

Se usaron placas Petri de vidrio estériles conteniendo únicamente el disolvente usado para 

preparar las diluciones como control. Cuando el agar estuvo solidificado se sembró el hongo 

fitopatógeno con un toque central y se incubó durante 3 días, a 28ºC, en estufa y oscuridad. Los 

ensayos se repitieron tres veces y los resultados se dieron como media del porcentaje de 

inhibición del crecimiento radial del micelio: la inhibición se calculó considerando como 100% el 

crecimiento obtenido en las placas de control negativo. 

 

2.3. Actividad bactericida 
 

Los ensayos de actividad bactericida se realizaron por el método del disco de papel en 

placa151. Cultivos de 24 horas de cada microorganismo, mantenidos en tubos inclinados en el 

medio de cultivo sólido recomendado por CECT, se reactivaron en caldo nutritivo Nutrient Broth 

(Difco) y se incubaron durante un periodo de 24 horas a 28 ó 37ºC, según la bacteria. 

Posteriormente se inoculó 1 mL de la suspensión bacteriana en una placa Petri de plástico estéril y 

se vertieron 15 mL del medio de ensayo Plate Count Agar (Difco); cuando el medio estuvo 

totalmente solidificado se colocaron 5 discos previamente impregnados con las muestras a las 

dosis deseadas y secados a temperatura ambiente. Asimismo se realizó un control negativo 

utilizando discos impregnados sólo con el disolvente utilizado para disolver las muestras y un 

control positivo que consistió en un disco impregnado con clorhidrato de tetraciclina, como 

antibiótico de amplio espectro que permite dar una estimación del poder bactericida del 

compuesto. Las placas de ensayo se incubaron a 28 ó 37ºC según la bacteria y en oscuridad, y 

los resultados se observaron tras 24 horas de incubación, expresándose como la media del 

diámetro del halo de inhibición del crecimiento bacteriano, en mm. 

La actividad bactericida de las muestras se estudió sobre las siguientes bacterias: Bacillus 

cereus (CECT 148), Staphylococcus aureus (CECT 86), Enterococcus faecalis (CECT 481), 

Salmonella typhi (choleraesuis) (CECT 409), Escherichia coli (CECT 405) y Erwinia carotovora 

(CECT 225). 

 

2.4. Actividad herbicida 
 

La actividad herbicida se determinó a través del poder inhibitorio de la enzima glutamina-

sintetasa152. Para ello se empleó como marcador una bacteria, Bacillus subtilis, cuyo crecimiento 

está ligado a esta enzima153. La bacteria reactivada proveniente de un medio de cultivo líquido 

incubado durante 24 horas se sembró en placas Petri sobre dos medios de cultivo agar distintos: 

un medio de cultivo sólido sin la enzima glutamina-sintetasa (Davis Minimal Agar) y otro medio de 

cultivo sólido con esta enzima (Plate Count). Una vez solidificado el medio, se colocaron los discos 

impregnados con los extractos a una dosis inicial de 100 μg/mm2 y el control positivo fosfinitricin a 
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una dosis de 10 μg/mm2. Se consideró que el extracto tuvo actividad herbicida si mostraba un halo 

de inhibición de crecimiento bacteriano mayor alrededor del disco de papel a las 24h en la placa 

Plate Count que en la placa Davis Minimal Agar. 

 

2.5. Actividad insecticida 
 

Los ensayos insecticidas se realizaron exclusivamente frente al hemíptero Oncopeltus 

fasciatus Dallas y el díptero Ceratitis capitata Wiedmann. El Centro de Ecología Química Agrícola 

dispone de un insectario donde se lleva a cabo la cría de éstas y otras especies de insectos. Las 

colonias se mantienen a 27 ± 2ºC, con una humedad relativa entre 50-60% y un fotoperiodo de 16 

horas de luz y 8 horas de oscuridad.  

La dieta de O. fasciatus está constituída por semillas de girasol y agua mientras que la de 

C. capitata es diferente para larvas y adultos: la dieta larvaria consiste en 200 g de salvado de 

trigo, 50 g de sacarosa, 25 g de levadura de cerveza, 2 g de Nipagin y 2 g de Nipasol y 500 mL de 

agua destilada con 7.5 mL de HCl (37%), mientras que la dieta para adultos consiste en un 

hidrolizado de proteínas (Sigma) y sacarosa en una proporción 1:4. 

 

1. Evaluación de la actividad entomotóxica aguda 

 

Los ensayos de entomotoxicidad se realizaron por aplicación tópica o contacto en placa 

dependiendo de la solubilidad de la muestra, según el método de Bowers et al.154 modificado por 

Cantín et al.142 y Cuñat et al.155, respectivamente. 

Por el método de aplicación tópica, las muestras a ensayar se disolvieron en acetona 

hasta obtener las concentraciones necesarias para el ensayo, siendo la dosis inicial de aplicación 

de 100 μg de extracto/μL y por insecto. Con una micropipeta se aplicó 1 μL de la disolución sobre 

la parte ventral del abdomen del insecto. Cada tratamiento se realizó sobre 10 ninfas de 4º estadío 

recién mudadas, en el caso de O. fasciatus, y 10 moscas adultas de 2-3 días vírgenes (5 hembras 

y 5 machos), en el caso de C. capitata. Los insectos se anestesiaron con cloroformo y hielo 

respectivamente, y después se procedió a la aplicación tópica de los extractos. Se efectuaron 2 

repeticiones por extracto en el caso de Oncopeltus y 5 en el caso de Ceratitis, con su 

correspondiente ensayo control. La mortalidad se observó diariamente, durante varios días (3 para 

el hemíptero y 10 para el díptero) y el grado de toxicidad se expresó como la media del porcentaje 

de mortalidad. 

Por el método de contacto en placa (sólo se usa frente al hemíptero O. fasciatus), las 

muestras previamente disueltas en su disolvente adecuado, se vertieron en una placa Petri de 5 

cm de diámetro, a la concentración inicial de 500 μg/ninfa. Tras la evaporación del disolvente a 

temperatura ambiente se introdujeron 15 ninfas de 3º estadío y se observaron durante 72 horas. 

En cada ensayo se realizaron tres repeticiones y su correspondiente control. 
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2. Evaluación de la actividad inhibidora del crecimiento de los insectos (IGR) 

 

En el caso del seguimiento de la actividad IGR en O. fasciatus155, las ninfas supervivientes 

a la aplicación tópica de la muestra se trasvasaron a botes de vidrio de 250 mL, con un vial de 

agua y dieta de mantenimiento, donde se hizo el seguimiento de su desarrollo. Si se efectuó la 

metamorfosis y la reproducción, y las ninfas fueron viables, el ensayo se consideró negativo. Por 

el contrario, la prueba fue positiva cuando se produjo una metamorfosis precoz o cuando se 

detectó esterilidad en los adultos. 

Para evaluar la actividad IGR sobre C. capitata156, se realizó un seguimiento de la 

fecundidad (número de huevos puestos por hembra y día) y de la fertilidad (porcentaje de eclosión 

de huevos). Para ello se recogieron los huevos los días 4, 7 y 10 sobre unas bandejas de plástico 

con agua, se contaron, se sembraron 30 huevos de cada jaula en placas Petri con agar al 0.3% y 

se realizó la lectura de la eclosión a los 3 días de la siembra. Los experimentos se contrastaron 

con un control para evaluar las conclusiones. 

 

2.6. Actividad citostática 
 

La actividad citostática se evaluó mediante la inhibición de la proliferación celular de la 

línea celular NIH 3T3 (fibroblastos de origen embrionario de ratón)157. Es una línea celular continua 

de alta inhibición de contacto establecida a partir de cultivos de embriones de ratón Swiss NIH. 

Estos ensayos se realizaron en el Instituto de Biomedicina de Valencia bajo la supervisión del Dr. 

Domingo Barettino. 

 

2.7. Actividad citotóxica 
 

Algunas de las fracciones que no dieron actividad positiva frente a los ensayos biológicos 

descritos anteriormente, también fueron analizadas cromatográficamente y los productos puros 

aislados fueron sometidos a ensayos de citotoxicidad a nivel de la cadena respiratoria 

mitocondrial. Los ensayos citotóxicos fueron realizados sobre partículas submitocondriales de 

corazón de ternera por el Dr. Ernesto Estornell en el Departamento de Bioquímica de la Universitat 

de València y se basaron en la evaluación de la inhibición de los complejos mitocondriales en 

mamíferos que intervienen en el proceso de la respiración celular158. 

 

3. Técnicas de aislamiento: cromatografía 
 
3.1. Cromatografía analítica de capa fina (CCF) 
 
Para la cromatografía de capa fina analítica y preparativa se utilizaron cromatofolios de 

silica gel 60 F254, se observaron con luz UV y se revelaron con varios tipos de reveladores 

específicos e inespecíficos. 
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Como reveladores inespecíficos se usaron anisaldehído sulfúrico y/o sulfato de cerio (IV) y 

como reveladores específicos: Erlich para detectar furanos, Dragendorff para alcaloides, 

Ninhidrina para aminoácidos, Dittmer para fosfolípidos y Diazo para fenoles. 

 

3.2. Cromatografía líquida de adsorción-desorción en columna abierta (CLC) 
 
El adsorbente que se utilizó fue gel de sílice para cromatografía flash 60 (0.040-0.063 

mm). Las fracciones eluídas con disolventes de creciente polaridad se estudiaron por CCF y se 

agruparon aquéllas que fueron análogas. 

 

3.3. Cromatografía líquida de media presión 
 

Se ha usado un cromatógrafo de media presión Biotage SP1 empleando columnas de 

silicagel, conectado a un detector UV de longitud de onda a 254 nm y un colector de fracciones.  

 

3.4. Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 
 
Se ha usado un cromatógrafo Waters con una bomba binaria 600 conectado en serie a 

varios detectores: un detector UV Photodiode Array Detector 2996 (PDA), un detector de índice de 

refracción 2414 y un detector de evaporación-dispersión ELSD 2420.  

Las columnas utilizadas en fase reversa han sido Spherisorb ODS2 C18 de 5 µm (25.0 x 

0.7 cm) y Tracer Exel 120 ODS-B C18 de 5 µm (25.0 x 1 cm) para cromatografía semipreparativa y 

Explore Luna (Phenomenex) C18 de 5 µm (25.0 x 0.46 cm), Tracer Exel 120 ODS-B C18 de 4 µm 

(25.0 x 0.46 cm) y Kromasil C18 de 5 µm (25.0 x 0.46 cm) para cromatografía analítica. En el caso 

de fase directa se emplearon las columnas Kromasil Si de 5 µm (25.0 x 1 cm) para cromatografía 

semipreparativa y Kromasil Si de 5 µm (25.0 x 0.46 cm) para cromatografía analítica. 

 

4. Técnicas de elucidación: espectrometría y espectroscopía 
 

4.1. Espectrometría de masas (LC-MS) 
 

Los espectros de masas se obtuvieron por la técnica de ionización por electro-spray (ES) 

en un espectrómetro Waters ZMD acoplado a un HPLC Waters 1525 con una bomba binaria y un 

detector UV Photodiode Array Detector 996. 

 

4.2. Espectrometría de masas de alta resolución (HRMS) 
 

Los datos de HRMS se consiguieron en un espectrómetro Fisons VG Autospec (GC 8000) 

mediante la técnica de impacto electrónico (EI) o bombardeo rápido de átomos (FAB) y en un 

espectrómetro Micromass Q-TOF Micro acoplado a un HPLC Waters Alliance 2695, mediante la 

técnica de ionización por electro-spray. 
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4.3. Espectroscopía de infrarrojo (IR) 
 

Los espectros de IR se obtuvieron en forma de película líquida en un espectrómetro 

Nicolet 710 FT-IR, que abarca la región de 4000-600 cm-1. Se indicaron las υmax para las bandas 

de absorción principales. 

 

4.4. Espectroscopía de resonancia magnética nuclear (RMN) 
 
Los espectros de RMN unidimensionales (1H, 13C y DEPT) y bidimensionales 

homonucleares 1H-1H (COSY, NOESY) fueron registrados en un espectrómetro Bruker AV 300 

MHz, mientras que los espectros de RMN de dos dimensiones heteronucleares 1H-13C (HSQC y 

HMBC) fueron registrados o en un espectrómetro Varian Unity 400 MHz o en un Bruker DPX 600 

MHz. Los desplazamientos químicos se expresaron en δ (ppm), usando TMS como patrón interno 

estándar y la constante de acoplamiento (J) en Hz. La determinación de la multiplicidad en los 

espectros de 13C RMN se realizó mediante la técnica de DEPT. 

 

5. Rotación óptica 
 

Los valores de la rotación óptica se determinaron en un polarímetro Jasco P-1030 

utilizando la luz de longitud de onda correspondiente a la línea D del espectro de emisión del 

sodio. 
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RESULTADOS 
[04] 
 
1. Aspergillus ochraceus Wilhelm 
 

1.1 Cultivo del hongo y obtención de los extractos 
 

Con el cultivo de la cepa de Aspergillus ochraceus en 30 L de medio ATB se obtuvieron 

5.2 g de extracto seco a partir del caldo y 27.2 g de extracto DCM del micelio, tal como se describe 

en el apartado 1 de Material y métodos. 

 

1.2 Actividades biológicas de los extractos 
 

Los extractos orgánicos se sometieron a los ensayos de actividades biológicas descritos 

en el apartado 2 de Material y métodos, resultando el extracto del caldo significativamente activo 

como citostático con una CI50=20 μg/mL por lo que se procedió a su estudio. 

 

1.3 Estudio del extracto orgánico del caldo 
 

5.2 g del extracto orgánico del caldo se fraccionaron en columna abierta sobre un relleno 

de sílice (1 g muestra x 80 g sílice), usando eluyentes de polaridad creciente, desde DCM hasta 

MeOH. Se obtuvieron 8 fracciones cuyos pesos y disolventes se indican en la tabla 3. 

 

Fracción Volumen (L) Eluyente Peso (mg) 

FI 1 DCM 67.8 

FII 1 DCM/AcOEt:7/3 39.4 

FIII 1 DCM/AcOEt:5/5 169.9 

FIV 1 DCM/AcOEt:2/8 131.8 

FV 1 AcOEt 132.3 

FVI 1 AcOEt/MeOH:96/4 942 

FVII 1 AcOEt/MeOH:8/2 1249 

FVIII 1 MeOH 1093 

 
Tabla 3. Fraccionamiento en columna del extracto del caldo de Aspergillus ochraceus 

 

1.4 Actividades biológicas de las fracciones 
 

Las fracciones cromatográficas del extracto orgánico del caldo se ensayaron como 

citostáticas, destacando la fracción V que mostró una CI50=9 μg/mL y se procedió al aislamiento e 

identificación de los componentes causantes de dicha actividad. 
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1.5 Aislamiento e identificación de los compuestos de las fracciones seleccionadas 
 
1.5.1 Estudio de la fracción V 
 

Aislamiento 

 

La fracción V (132 mg) se sometió a cromatografía líquida en columna abierta sobre sílice 

(1:100 p/p) usando como fase móvil DCM/MeOH:96/4. La mezcla se fraccionó en alícuotas de 3 

mL, las cuales se reunieron en 11 subfracciones de acuerdo con su similitud en CCF. La 

subfracción 6 (FV-6) se analizó por HPLC y se procedió a su purificación (21.1 mg) por HPLC en 

columna semipreparativa siguiendo las siguientes condiciones: columna Spherisorb ODS2 C18, 5 

µm (25.0 x 0.7 cm); fase móvil MeOH/H2O (70/30, v/v); flujo, 1 mL/min. Se obtuvo un producto 

puro, FV-6-A (15.7 mg) con un tiempo de retención de 13.62 min. 

 

Identificación del compuesto FV-6-A 

 

El espectro de masas por FAB de alta resolución (Fig 31) presenta un pico molecular (M+) 

a m/z 430.7553, lo que permite asignar al compuesto la fórmula molecular C26H29O3N3, indicando 

la presencia de 14 insaturaciones y un número impar de átomos de nitrógeno. Los fragmentos más 

destacables según el espectro de masas por EI son: m/z (intensidad relativa): 431 (52.9), 416 

(80.6), 279 (23.7), 167 (37.5), 149 (100), 129 (30.2), 83.5 (40.7), 71.5 (49.7) y 57.6 (94.5). 

 

El espectro de 1H RMN (300 MHz, DMSO d) (Fig 32) muestra las siguientes señales: δ 

10.44 (1H, s, H-9), 8.68 (1H, s, H-25), 7.09 (1H, d, J=8.4, H-17), 6.92 (1H, d, J=9.6, H-12), 6.47 

(1H, d, J=8.4, H-18), 5.72 (1H, d, J=9.6, H-13), 3.40-3.30 (3H, m, H-1a, H-1b, H-21a), 2.63 (1H, d, 

J=15.6, H-21b), 2.50 (1H, m, H-6), 2.42 (1H, m, H-3a), 2.10-1.90 (3H, m, H-3b, H-2a, H-2b), 1.90-

1.70 (2H, m, H-5a, H-5b), 1.37 (6H, s, CH3-29, CH3-30), 1.28 (3H, s, CH3-28) y 1.00 (3H, s, CH3-

27) ppm. 

 

El espectro de 13C RMN (75 MHz, DMSO d) (Fig 33) muestra las siguientes señales: δ 

173.42 (C-23), 168.83 (C-26), 147.85 (C-16), 139.95 (C-8), 133.52 (C-10), 129.33 (C-13), 121.88 

(C-19), 118.53 (C-12), 117.91 (C-17), 108.99 (C-18), 105.22 (C-20), 104.22 (C-11), 75.38 (C-14), 

66.35 (C-4), 60.02 (C-22), 49.57 (C-6), 43.91 (C-1), 34.96 (C-7), 30.46 (C-3), 29.07 (C-5), 28.35 

(C-30), 27.47 (C-29), 27.42 (C-27), 24.39 (C-21), 24.15 (C-2) y 21.89 (C-28) ppm. 

 

Los datos espectroscópicos coinciden con los datos descritos en literatura del (+) 
stephacidin A159. Este alcaloide fue descrito por Cutrone et al. en 2001 a partir de A. ochraceus 

ATCC-74432 y patentado como anticancerígeno, frente a tumores de mama, ovario, colon, pulmón 

y próstata, y como antibiótico160. Stephacidin A está relacionado estructuralmente con el producto 

natural avrainvillamida, aislado por primera vez por Fenical et al.161en el año 2000 a partir de una 

cepa marina de A. ochraceus, la cual también muestra actividad citotóxica frente a la línea celular 

del tumor humano de colon HCT-116 a una CI50=2 μg/mL. 
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Fig 30. Estructura de (+) stephacidin A y avrainvillamida aislados a partir de A. ochraceus 

 

 
 

Fig 31. FABHRMS de FV-6-A ((+) stephacidin A) 
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Fig 32. 1H RMN 300 MHz de FV-6-A ((+) stephacidin A) en DMSO d 
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Fig 33. 13C RMN 300 MHz de FV-6-A ((+) stephacidin A) en DMSO d 
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1.5.2 Estudio de la fracción IV 
 
Aislamiento 

 

La fracción IV (130 mg) se sometió a cromatografía líquida en columna abierta sobre sílice 

(1:100 p/p) usando como fase móvil DCM/MeOH:98/2. La mezcla se fraccionó en alícuotas de 3 

mL, las cuales se reunieron en 10 subfracciones de acuerdo con su similitud en CCF. Las 

subfracciones 4 (FIV-4) y 5 (FIV-5) se analizaron por HPLC y se procedió a su purificación por 

HPLC en columna semipreparativa.  

FIV-4 (18.3 mg) se purificó siguiendo las siguientes condiciones: columna Spherisorb 

ODS2 C18, 5 µm (25.0 x 0.7 cm); fase móvil MeOH/H2O (70/30, v/v); flujo, 1 mL/min. Se 

obtuvieron dos productos puros: FIV-4-A (2.5 mg) con un tiempo de retención de 11.45 min y FIV-

4-B (1.2 mg) con un tiempo de retención de 19.89 min. 

FIV-5 (5.8 mg) se purificó usando la misma columna y las mismas condiciones que para la 

subfracción anterior obteniéndose un producto puro FIV-5-A (5.0 mg) con un tiempo de retención 

de 14.53 min. 

 

Identificación del compuesto FIV-4-A 

 

El espectro de masas por ES positivo presenta un pico molecular (M+1) a m/z 364.18 y 

por ES negativo muestra un pico molecular (M-1) a m/z 362.06, lo que permite asignar la siguiente 

fórmula molecular C20H17N3O4.  

 

El espectro de 1H RMN (300 MHz, CDCl3) (Fig 35) muestra las siguientes señales: δ 8.00 

(1H, ddd, J=7.6, 1.6, 0.4, H-4), 7.60 (1H, m, H-6), 7.58 (1H, m, H-7), 7.55 (1H, m, H-5), 7.20 (1H, d, 

J=2.7, H-12), 6.90 (1H, d, J=2.7, H-14), 4.57 (1H,dd, J=7.8, 1.8, H-19), 3.93 (3H, s, CH3-23), 3.82 

(1H, m, H-22a), 3.62 (1H, m, H-22b), 3.08 (1H, m, H-20a), 2.28 (1H, m, H-21a), 2.23 (1H, m, H-

20b) y 2.08 (1H, m, H-21b) ppm. 

 

El espectro de 13C RMN (75 MHz, CDCl3) (Fig 36) muestra las siguientes señales: δ 

164.43 (C-2), 161.14 (C-10), 160.12 (C-13), 152.67 (C-15), 151.44 (C-18), 133.22 (C-8), 132.39 

(C-3), 130.83 (C-6), 129.99 (C-4), 129.12 (C-16), 128.86 (C-5), 128.46 (C-7), 122.07 (C-11), 

107.47 (C-11), 98.92 (C-12), 58.58 (C-19), 55.88 (C-23), 45.53 (C-22), 27.11 (C-20) y 23.78 (C-21) 

ppm. 

 

Estos datos espectroscópicos coinciden con los datos descritos en bibliografía de (-) 
circumdatin E162, benzodiazepina que pertenece a una familia de alcaloides llamadas 

circumdatinas y descubiertas por Frisvad et al. en 1999163. La mayoría de las benzodiazepinas de 

origen natural han sido aisladas a partir de hongos filamentosos y actinomicetos del género 

Penicillium, Aspergillus y Streptomyces. A partir de Aspergillus sp., se han purificado algunas 

benzodiazepinas como la aszonalenina de A. zonatus, benzodiacepinediona de A. flavipes y las 
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asperlicinas de A. alliaceus; un derivado de éstas últimas se usa terapéuticamente para el 

tratamiento de desórdenes gastrointestinales y del SNC. 
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Fig 34. Estructuras de la familia circumdatin162-164 
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Fig 35. 1H RMN 300 MHz de FIV-4-A ((-) circumdatin E) en CDCl3 

 



[04] Resultados 

47 

N

N

N

O

O

MeO

13

22

21

2019

18

16

15
12

11

10

14

8
7

6

5
4

3
2

1

17

9

23

OH

H
N

N

N

O

O

MeO

13

22

21

2019

18

16

15
12

11

10

14

8
7

6

5
4

3
2

1

17

9

23

OH

H

 
 

Fig 36. 13C RMN 300 MHz de FIV-4-A ((-) circumdatin E) en CDCl3 

 

Identificación del compuesto FIV-4-B 

 

El espectro de masas por ES positivo presenta un pico molecular (M+1) a m/z 348.18, 

confirmado por el espectro de masas de alta resolución (EIHRMS; M+ con una masa molecular 

encontrada de 347.1364 y con una masa calculada para C20H17N3O3 de 347.1269) lo que permite 

asignar al compuesto dicha fórmula molecular. Los fragmentos más destacables según EIHRMS 

son: m/z 347.1364 (100), 279.0821 (90.1), 201.1129 (10.3) y 161.9954 (10.1) (Fig 38). 

 

El espectro de 1H RMN (300 MHz, CDCl3) (Fig 39) muestra las siguientes señales: δ 8.00 

(1H, dd, J=7.2, 1.1, H-4), 7.68 (1H, d, J=2.9, H-12), 7.65 (1H, d, J=8.9, H-15), 7.57 (2H, m, H-6, H-

7), 7.55 (1H, m, H-5), 7.38 (1H, dd, J=8.9, 2.9, H-14), 4.54 (1H, brd, J=7.5, H-19), 3.93 (3H, s, CH3-

23), 3.79 (1H, m, H-22b), 3.62 (1H, m, H-22a), 3.16 (1H, m, H-20a), 2.32 (1H, m, H-21a), 2.18 (1H, 

m, H-20b) y 2.08 (1H, m, H-21b) ppm. 

 

El espectro de 13C RMN (75 MHz, CDCl3) (Fig 40) muestra las siguientes señales: δ 

165.12 (C-2), 162.53 (C-10), 159.0 (C-13), 153.72 (C-18), 141.75 (C-16), 134.22 (C-8), 133.13 (C-

3), 131.14 (C-6), 130.32 (C-4), 129.61 (C-15), 129.00 (C-5), 128.82 (C-7), 125.31 (C-14), 124.24 

(C-11), 107.35 (C-12), 59.20 (C-19), 56.32 (C-23), 46.81 (C-22), 27.44 (C-20) y 24.12 (C-21) ppm. 
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No hay referencias en la bibliografía sobre este compuesto, así que se procede a la 

interpretación del resto de los datos espectroscópicos que conducen a la estructura propuesta 

para FIV-4-B.  

La gran similitud existente entre los datos espectrales de este compuesto y los que 

presentan los compuestos del grupo de las circumdatinas, permite deducir que se trata de una 

molécula perteneciente a esta familia aunque de menor polaridad que el compuesto circumdatin E. 

La estructura de FIV-4-B se determina por comparación de sus datos espectroscópicos de 1H 

RMN y 13C RMN con los datos de otras circumdatinas y se confirma con los experimentos de dos 

dimensiones (COSY 1H-1H (Fig 42), HSQC (Fig 43) y HMBC (Fig 44)). Su fórmula molecular 

C20H17N3O3 determinada por HREIMS, indica que FIV-4-B tiene un átomo menos de oxígeno que 

el compuesto circumdatin E. Esta molécula también presenta una estructura constituida por una 

benzodiazepina derivada de una molécula de prolina y de ácido antranílico unida a una unidad de 

ácido metoxiantranílico.  

El estudio de los espectros COSY y HMBC (Tabla 4) indica la presencia de tres protones 

aromáticos en el anillo D (δ 7.68, d, J= 2.9 Hz; 7.65, d, J= 8.9 Hz; 7.38, dd, J= 8.9, 2.9 Hz) en lugar 

de los dos protones aromáticos que presentan las circumdatinas D y E, así como un grupo 

metoxilo en el C-13 de este mismo anillo, según las correlaciones 1H-13C a larga distancia (C-13-

H-23, C-13-H-15, C-16-H-14, C-14-H-12) observadas en el espectro HMBC y de acuerdo con la 

correlación 1H-1H que se aprecia en el NOESY entre H-23 y H-12 (Fig 45).  

La estereoquímica del C-19 se asigna por comparación del valor de poder rotatorio [α]D25 = 

–26.3º (c 0.078, MeOH) con otras circumdatinas. El espectro UV en MeOH presenta los siguientes 

máximos de absorción: λmax (log ε) 329 (3.08), 276 (2.61) y 230 (2.04) nm característicos de este 

tipo de esqueletos163, y el espectro IR muestra una banda de absorción a νmax 1685 cm-1 típica de 

amidas, otra a νmax 1644 cm-1 propia de lactamas de seis y siete miembros y otra banda a νmax 

1618 cm-1 característica del enlace conjugado C=N. 

A la vista de la discusión realizada, se ha propuesto la siguiente estructura (Fig 37) para 

FIV-4-B, que ha sido aislada por primera vez de fuentes naturales. Este compuesto ha sido 

denominado (-) circumdatin H, siguiendo el orden de las circumdatinas ya descritas. Esta nueva 

molécula se diferencia únicamente de la circumdatin E por la ausencia del grupo hidroxilo en 

posición 15, lo que podría justificar su menor polaridad. 
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Fig 37. Ruta biosintética y estructura del compuesto circumdatin H 



[04] Resultados 

49 

 δH (mult, J Hz) δC (mult, DEPT) 
Correlación 

1H-1H (COSY) 

Correlación 

1H-13C(HMBC) 

2 - 165.12 (C) - 8.00 (H-4) 

3 - 133.13 (C) - 7.57 (H-7), 8.00 (H-4) 

4 8.00 (dd, 7.2, 1.1) 130.32 (CH) 7.55 (H-5) - 

5 7.55 (m) 129.0 (CH) 8.00 (H-4), 7.57 (H-6) - 

6 7.57 (m) 131.14 (CH) 7.55 (H-5) 8.00 (H-4) 

7 7.57 (m) 128.82 (CH) 7.55 (H-5) 7.55 (H-5) 

8 - 134.22 (C) - - 

10 - 162.53 (C) - - 

11 - 124.24 (C) - 7.65 (H-15) 

12 7.68 (d, 2.9) 107.35 (CH) - - 

13 - 159.0 (C) - 7.65 (H-15), 3.93 (H-23) 

14 7.38 (dd, 8.9, 2.9) 125.31 (CH) 7.65 (H-15) 7.68 (H-12) 

15 7.65 (d, 8.9) 129.61 (CH) 7.38 (H-14) - 

16 - 141.75 (C) - 7.38 (H-14) 

18 - 153.72 (C) - 4.54 (H-19), 2.18 (H-20b) 

19 4.54 (brd, 7.5) 59.20 (CH) 3.16 (H-20a), 2.18 (H-20b) - 

20a 3.16 (m) 27.44 (CH2) 
4.54 (H-19), 2.18 (H-20b), 2.32 (H.21a), 

2.08 (H-21b) 
- 

20b 2.18 (m)  
4.54 (H-19), 3.16 (H-20a), 2.32 (H.21a), 

2.08 (H-21b) 
 

21a 2.32 (m) 24.12 (CH2) 
3.62 (H-22a), 3.79 (H-22b), 3.16 (H-20a), 

2.18 (H-20b), 2.08 (H-21b) 
4.54 (H-19) 

21b 2.08 (m)  
3.62 (H-22a), 3.79 (H-22b), 3.16 (H-20a), 

2.32 (H-21a), 2.18 (H-20b) 
 

22a 3.62 (m) 46.81 (CH2) 3.79 (H-22b), 2.32 (H-21a), 2.08 (H-21b) - 

22b 3.79(m)  3.62 (H-22a), 2.32 (H-21a), 2.08 (H-21b)  

23 3.93 (s) 56.32 (CH3) - - 

 
Tabla 4. 1H RMN, 13C RMN y correlaciones 1H-1H (COSY) y 1H-13C (HMBC) de FIV-4-B ((-) circumdatin H) en CDCl3 
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Fig 38. EIHRMS de FIV-4-B ((-) circumdatin H) 
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Fig 39. 1H RMN 300 MHz de FIV-4-B ((-) circumdatin H) en CDCl3 
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Fig 40. 13C RMN 300 MHz de FIV-4-B ((-) circumdatin H) en CDCl3 
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Fig 41. DEPT 300 MHz de FIV-4-B ((-) circumdatin H) en CDCl3 
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Fig 42. COSY 600 MHz de FIV-4-B ((-) circumdatin H) en CDCl3 

 

 
 

Fig 43. HSQC 600 MHz de FIV-4-B ((-) circumdatin H) en CDCl3 
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Fig 44. HMBC 600 MHz de FIV-4-B ((-) circumdatin H) en CDCl3 

 

 
 

Fig 45. NOESY 300 MHz de FIV-4-B ((-) circumdatin H) en CDCl3 
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Identificación del compuesto FIV-5-A 

 

El espectro de masas por EI de alta resolución (Fig 47) presenta un pico molecular (M+) a 

m/z 208.1532, lo que permite asignar al compuesto la fórmula molecular C12H20ON2. Los 

fragmentos más destacables según EIHRMS son: m/z 208.1532 (19.8), 166.1057 (100) y 123.0522 

(64.1). 

 

El espectro de 1H RMN (300 MHz, CDCl3) (Fig 48) muestra las siguientes señales: δ 7.16 

(1H, s, H-5), 2.65 (2H, d, J=7.1, H-11), 2.37 (2H, d, J=7.2, H-7), 2.20 (1H, m, H-12), 2.01 (1H, m, 

H-8), 0.98 (6H, d, J=2.9, H-9, H-10) y 0.96 (6H, m, J=2.9, H-13, H-14) ppm. 

 

El espectro de 13C RMN (75 MHz, CDCl3) (Fig 49) muestra las siguientes señales: δ 

158.07 (C-2), 157.08 (C-3), 137.41 (C-6), 122.91 (C-5), 151.44 (C-18), 41.69 (C-11), 39.54 (C-7), 

28.15 (C-8), 26.91 (C-12), 22.66 (C-13, C-14) y 22.18 (C-9, C-10) ppm. 

 

Estos datos espectroscópicos coinciden con los datos descritos en bibliografía de 

flavacol165. Esta pirazina fue descubierta en 1949 por Dunn et al. a partir de un extracto de A. 

flavus166 y está relacionado estructuralmente con el ácido aspergíllico167,168 aislado de A. flavus e 

importante por sus propiedades antibióticas. Este tipo de esqueleto proviene biosintéticamente de 

los aminoácidos; el flavacol es sintetizado por el hongo a partir de dos moléculas de leucina, 

mientras que el ácido aspergíllico se forma a partir de una molécula de leucina y una de 

isoleucina169. 

 

N

N
H

O

Flavacol Ácido Aspergíllico

N

N O

OH

N

N
H

O

Flavacol Ácido Aspergíllico

N

N O

OH

 
 

Fig 46. Estructuras de FIV-5-A (flavacol) y ácido aspergíllico 
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Fig 47. EIHRMS de FIV-5-A (flavacol) 
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Fig 48. 1H RMN-600 MHz de FIV-5-A (flavacol) en CDCl3 
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Fig 49. 13C RMN-300 MHz de FIV-5-A (flavacol) en CDCl3 

 

1.6  Actividades biológicas de los compuestos puros 
 

Se realizaron los ensayos de citotoxicidad de todos los compuestos puros aislados, 

midiendo la actividad NADH oxidasa, según el método descrito en el apartado 2.7 de Material y 

métodos; los resultados se describen en la tabla 5.  

Esta actividad integrada implica el estudio combinado de los complejos I, III y IV de la 

cadena respiratoria mitocondrial, considerando todo el sistema como una única enzima. El 

mecanismo de acción de estos compuestos consiste principalmente en la inhibición íntegra de la 

cadena respiratoria mitocondrial, bloqueando el transporte electrónico, lo que supone una 

inhibición en la formación de ATP por parte de la célula. 

Durante los últimos años, se ha acrecentado el interés por los complejos enzimáticos de la 

cadena respiratoria. Ello es debido al descubrimiento de la asociación entre diferentes patologías 

degenerativas, como el Parkinson, cardiopatía isquémica, episodios convulsivos similares a la 

epilepsia e incluso algunos casos de diabetes mellitus del adulto, con los defectos funcionales de 

estos complejos enzimáticos170. Las deficiencias funcionales de estos complejos afectan 

directamente a la producción de ATP en condiciones aeróbicas y, por tanto, a aquellos órganos y 

tejidos más dependientes de este proceso metabólico, como son el sistema nervioso central y el 

músculo esquelético.  

En conjunto, los inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial son una gran familia de 

compuestos naturales y sintéticos con estructuras químicas muy diversas171. Han adquirido 

especial relevancia los inhibidores de la NADH:ubiquinona oxidoreductasa (complejo I). Este es el 

complejo proteínico más grande y complicado de la membrana mitocondrial interna, implicado en 

la generación de energía por parte de la célula. Es el más conocido tanto estructural como 
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funcionalmente172, pero también es, dada sus especiales características, el complejo que mayor 

número de inhibidores presenta. Con el fin de entender los mecanismos moleculares de las 

patologías en las cuales está implicado este complejo, se ha impulsado la búsqueda de nuevos 

inhibidores específicos. Hay que destacar también la importancia del complejo I en el proceso de 

envejecimiento celular ya que se ha demostrado que es el mayor centro generador de especies de 

oxígeno reactivas (ROS) tanto en células como en tejidos fisiológicos173. Recientemente se ha 

sugerido que las especies ROS juegan un papel importante en el desencadenamiento del proceso 

apoptótico174. Además se ha demostrado que algunos inhibidores específicos del complejo I 

inducen la formación de ROS en determinadas líneas celulares tumorales humanas, lo que se 

traduce en una inducción del proceso apoptótico que desencadenaría la muerte celular175. Esto 

pone de relevancia la importancia de estos inhibidores como posibles fármacos antitumorales. 

Además la inhibición del enzima NADH:ubiquinona oxidorreductasa sigue siendo el punto 

central para el desarrollo comercial de insecticidas y acaricidas, ya que está demostrado que el 

complejo I de los insectos es especialmente sensible a la acción de estos inhibidores171. 

Debido a todo esto, en los últimos años se ha visto reforzada la búsqueda y 

caracterización de nuevos inhibidores específicos del complejo I. De los inhibidores de dicho 

complejo176 caben destacar los derivados de metilfenil piridinio (MPP+), utilizados para inducir el 

Parkinson experimental, la fenazaquina y el piridaben, comercializados como insecticidas y 

acaricidas, el raticida Vacor®, diversos neurolépticos utilizados en terapéutica y las acetogeninas 

de Annonaceas que han resultado ser las de mayor potencia177. 

En nuestro caso, las circumdatinas E y H muestran una actividad moderada como 

inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial respecto a uno de los inhibidores más activos del 

complejo I, la rotenona, que presenta una CI50 de 4.4 nM178, aunque la actividad inhibitoria de las 

circumdatinas es similar a otros interesantes inhibidores del complejo I de la cadena respiratoria 

como los estolonoxidos179. La circumdatin H es ligeramente más activa que la circumdatin E como 

se puede ver en la tabla 5.  

Por otra parte, el flavacol y el stephacidin A son capaces de inhibir la cadena respiratoria 

con valores de CI50 entre 5 y 25 veces mayores que las benzodiazepinas. Esta baja potencia 

inhibitoria que muestra el stephacidin A podría demostrar que la inhibición de la cadena 

respiratoria mitocondrial no es el mecanismo responsable de su actividad antitumoral descrita por 

Cutrone et al160. 

 

Compuestos CI50 (µM) 

(-) Stephacidin A 34.6 ± 2.2 

(-) Circumdatin E 2.5 ± 0.3 

(-) Circumdatin H 1.5 ± 0.1 

Flavacol 13.0 ± 0.4 

 

Tabla 5. Actividad citotóxica de los compuestos aislados en A. ochraceus 
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2. Penicillium cluniae Quintanilla (CECT 2888) 
 
2.1 Cultivo del hongo y obtención de los extractos 
 
Con el cultivo de la cepa de Penicillium cluniae en 30 L de medio ATB se obtuvieron a 

partir del caldo 7.1 g de extracto seco y a partir del micelio 3.7 g de extracto diclorometánico y 0.7 

g de extracto metanólico, tal como se describe en el apartado 1 de Material y métodos. 

 
2.2 Actividad biológica de los extractos 
 
Los extractos orgánicos se sometieron a los ensayos de actividades biológicas descritos 

en el apartado 2 de Material y métodos, resultando el extracto del caldo significativamente activo 

como citostático con una CI50=70 μg/mL y como insecticida frente a Oncopeltus fasciatus con una 

DL50= 23.4 ± 2.02 μg/ninfa, por lo que se procedió a su estudio. 

 
2.3 Estudio del extracto orgánico del caldo 
 

7.1 g del extracto orgánico del caldo se fraccionaron en columna abierta sobre un relleno 

de sílice (1:80 p/p), usando eluyentes de polaridad creciente, desde DCM hasta MeOH. Se 

obtuvieron 11 fracciones cuyos pesos y disolventes se indican en la tabla 6. 

 

Fracción Volumen (L) Eluyente Peso (mg) 

FI 3.5 DCM 434.2 

FII 3.5 DCM/AcOEt:9/1 176.2 

FIII 3.5 DCM/AcOEt:7/3 1623.2 

FIV 3.5 DCM/AcOEt:5/5 808.2 

FV 3.5 DCM/AcOEt:3/7 1501.3 

FVI 3.5 AcOEt 913.2 

FVII 3.5 AcOEt/MeOH:9/1 450.7 

FVIII 3.5 AcOEt/MeOH:8/2 195.4 

FIX 3.5 AcOEt/MeOH:7/3 96.8 

FX 3.5 AcOEt/MeOH:5/5 152.6 

FXI 3.5 MeOH 73.4 

 
Tabla 6. Fraccionamiento en columna del extracto del caldo de Peniciliium cluniae 

 

2.4 Actividades biológicas de las fracciones 
 

Las fracciones cromatográficas del extracto orgánico del caldo se ensayaron como 

citostáticas (según el apartado 2.6 de Material y métodos) e insecticidas (según el apartado 2.5 de 

Material y métodos). La fracción VII destacó por su actividad citostática con una CI50=2.2 μg/mL y 

las fracciones IX y X destacaron por su actividad insecticida frente a Oncopeltus fasciatus, con una 

mortalidad del 43.3% ± 6.6 y 86.6 % ± 3.3 a una dosis de 50 μg/cm2, respectivamente. Se procedió 

al aislamiento e identificación de los componentes causantes de dichas actividades. 
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2.5 Aislamiento e identificación de los compuestos de las fracciones seleccionadas 
 
2.5.1 Estudio de la fracción VII 
 
Aislamiento 

 

La fracción VII (448 mg) se sometió a cromatografía líquida en columna abierta sobre 

sílice (1:100 p/p) usando como fase móvil DCM/MeOH:98/2. La mezcla se fraccionó en alícuotas 

de 20 mL, las cuales se reunieron en 11 subfracciones de acuerdo con su similitud en CCF. La 

subfracción 7 (FVII-7) se cristalizó en acetona y se obtuvieron 35.5 mg de un producto puro 

denominado FVII-7-A. 

 

Identificación del compuesto FVII-7-A 

 

El espectro de masas por EI de alta resolución (Fig 51) presenta un pico molecular (M+) a 

m/z 280.2311, lo que permite asignar al compuesto la fórmula molecular C16H24O4. Los fragmentos 

más destacables según este espectro son: m/z (intensidad relativa): 220 (10.79), 202 (25.25), 161 

(26.61), 167 (37.50), 120 (74.73), 107 (39.23), 91.3 (49.30), 81.4 (54.41), 79.4 (64.85), 67.5 

(62.60) y 55.4 (100). 

 

El espectro de 1H RMN (MeOD) (Fig 52) muestra las siguientes señales: δ 7.46 (1H, dd, 

J=15.6, 3.0, H-3), 5.82 (1H, dd, J=15.6, 2.1, H-2), 5.74 (1H, m, H-11), 5.27 (1H, dd, J=15.0, 9.6, H-

10), 4.79 (1H, m, H-15), 4.21 (1H, m, H-7), 4.02 (1H, m, H-4), 2.39 (1H, m, H-9), 2.12 (1H, m, H-

8a), 2.05-1.95 (2H, m, H-6a, H-12a), 1.92-1.66 (5H, m, H-5, H-13b, H-12b, H-6b, H-14a), 1.56 (1H, 

m, H-14b), 1.35 (1H, m, H-8b), 1.24 (3H, d, J=6.3, CH3-16) y 0.92 (1H, m, H-13a) ppm. 

 

El espectro de 13C RMN (MeOD) (Fig 53) muestra las siguientes señales: δ 168.76 (C-1), 

155.49 (C-3), 138.51 (C-10), 131.79 (C-11), 118.17 (C-2), 77.02 (C-4), 73.59 (C-7), 73.37 (C-15), 

53.57 (C-5), 45.84 (C-9), 44.49 (C-8), 42.24 (C-6), 35.38 (C-14), 33.36 (C-12), 28.39 (C-13) y 

21.45 (C-16) ppm. 

 

Los datos espectroscópicos y el poder rotatorio coinciden con los datos descritos en 

literatura del (+) brefeldin A180. Este antibiótico de estructura macrólida fue descrito por Singleton 

et al.181 en 1958 a partir de Penicillium decumbens, por lo que también es denominado en 

numerosas ocasiones decumbin. En 1963 fue también aislado por Haerri et al.182 a partir de P. 

brefeldianum. Su ruta biosintética es la del acetato183 y ha sido descrito como una sustancia 

antitumoral184 siendo su mecanismo de acción la inhibición de la secreción de proteínas al interferir 

en las funciones del aparato del Golgi185. 
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Fig 50. Estructura del (+) brefeldin A 
 

 
 

Fig 51. EIHRMS de FVII-7-A ((+) brefeldin A) 
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Fig 52. 1H RMN 300 MHz de FVII-7-A ((+) brefeldin A) en MeOD 
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Fig 53. 13C RMN 300 MHz de FVII-7-A ((+) brefeldin A) en MeOD 
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2.5.2 Estudio de las fracciones IX y X 
 

Aislamiento 

 

La fracción IX (95 mg) se sometió a cromatografía líquida en columna abierta sobre sílice 

(1:100 p/p) usando como fase móvil DCM/MeOH:94/6. La mezcla se fraccionó en alícuotas de 3 

mL, las cuales se reunieron en 11 subfracciones de acuerdo con su similitud en CCF. Todas las 

subfracciones se ensayaron como insecticidas siendo las subfracciones 1 (FIX-1) y 2 (FIX-2) las 

que mostraron mayor actividad por lo que se procedió a su análisis por HPLC. 

La subfracción FIX-1 (29.3 mg) se fraccionó en HPLC mediante una columna 

semipreparativa Spherisorb ODS2 C18 column, 5 µm (25.0 x 0.7 cm) usando como fase móvil 

MeOH/H2O (70:30, v/v) a flujo 1 mL/min. Se aislaron seis compuestos que se purificaron en HPLC 

con una columna analítica Explore Luna (Phenomenex) C18 column, 5 µm (25.0 x 0.46 cm) 

usando la misma fase móvil a un flujo de 0.5 mL/min. Las propiedades cromatográficas de éstos 

fueron las siguientes; FIX-1-A [Tr= 5.9 minutos; 4.9 mg], FIX-1-B [Tr= 6.5 minutos; 5.5 mg], FIX-1-

C [Tr= 7.2 minutos; 1.4 mg], FIX-1-D [Tr= 7.3 minutos; 1.6 mg], FIX-1-E [Tr= 7.6 minutos; 3.4 mg] 

y FIX-1-F [Tr= 11.1 minutos; 3.3 mg]. 

La subfracción FIX-2 también fue sometida a un fraccionamiento por HPLC 

semipreparativo usando las condiciones que se han descrito para la subfracción FIX-1. Así se aisló 

el compuesto FIX-2-A [Tr= 14.5 minutos; 0.7 mg], que se purificó mediante HPLC analítico con las 

mismas condiciones cromatográficas que se describen anteriormente. 

La fracción X fue directamente fraccionada mediante HPLC semipreparativo en las 

mismas condiciones que las subfracciones anteriores y se aislaron cinco compuestos, que a su 

vez se purificaron mediante HPLC analítico con las mismas condiciones cromatográficas. Las 

propiedades cromatográficas de éstos fueron las siguientes: FX-1 [Tr= 18.0 minutos; 0.5 mg], FX-

2 [Tr = 18.7 minutos; 2.7 mg], FX-3 [Tr = 22.4 minutos; 1.8 mg], FX-4 [Tr = 33 minutos; 2.1 mg] y 

FX-5 [Tr = 18.9 minutos; 1.1 mg]. 

 

Identificación de los compuestos FIX-1-A, FIX-1-B, FIX-1-C, FIX-1-D y FIX-1-E 

 

El estudio de los espectros de RMN y de los espectros de masas permitió determinar una 

estructura peptídica cíclica para este tipo de compuestos (Tablas 7-9). La presencia de este 

sistema fue evidente por los desplazamientos químicos en el 13C RMN de los dos grupos amida 

(δC 165-170 ppm) así como los desplazamientos en el 1H RMN de dos metinos desapantallados 

próximos al nitrógeno (δH 3.9-4.3 ppm). 

Los ciclodipéptidos, también conocidos en la literatura como diketopiperazinas (DKPZs), 

son una clase importante de productos naturales, muchos de los cuales muestran un amplio rango 

de actividades biológicas186, incluyendo actividad antimicrobiana, antiviral, antitumoral e 

inmunosupresiva. Se han aislado a partir de levaduras, líquenes, hongos, bacterias y esponjas 

marinas187 y su esqueleto se genera por la ciclación de dos L-α-aminoácidos, por lo que la mayor 

parte de DKPZs de origen natural tienen una configuración cis188. El aminoácido L-prolina está 
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presente en todas las DKPZs aisladas a partir de P. cluniae, de acuerdo con la presencia de tres 

metilenos entre 1.8 y 3.7 ppm en el espectro de 1H RMN.  

Ciclo-(L-Pro-L-Tyr)189 (FIX-1-A), ciclo-(L-Pro-L-Val)190 (FIX-1-B), ciclo-(L-Pro-L-Ile)191 

(FIX-1-C), ciclo-(L-Pro-L-Leu)190 (FIX-1-D) y ciclo-(L-Pro-L-Phe)191 (FIX-1-E) (Fig 54) son 

diketopiperazinas ya conocidas, aunque es la primera vez que se describen en P. cluniae. Los 

datos espectroscópicos de RMN y el poder rotatorio de estos compuestos coinciden con los datos 

previamente descritos en bibliografía. 
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Fig 54. Estructuras de las diketopiperazinas aisladas a partir de Penicillium cluniae 

 

 
Ciclo-(L-Pro-L-Tyr) 

δH, m (Hz) 

Ciclo-(L-Pro-L-Phe) 

δH, m (Hz) 

Ciclo-(L-Pro-L-Val) 

δH, m (Hz) 

Ciclo-(L-Pro-L-Ile) 

δH, m (Hz) 

Ciclo-(L-Pro-L-Leu) 

δH, m (Hz) 

3 3.57, m 3.61, m 3.61, m 3.59, m 
3.62, m 

3.52, m 

4 1.96, m 2.01, m 2.01, m 1.98, m 1.92, m 

5 
2.32, m 

1.96, m 

2.34, m 

2.01, m 

2.37, m 

2.01, m 

2.35, m 

1.98, m 

2.41, m 

2.02, m 

6 4.07, t (7.2) 4.08, t (7.2) 4.08, t (7.2) 4.07, t (7.2) 4.09, m 

8 5.88, s 5.60, s 5.84, s 5.71, s 6.04,s 

9 4.22, dd (9.9, 2.7) 4.27, dd (10.5, 2.7) 3.94, br s 3.97, br s 3.93, m 

10 
3.46, dd (14.7, 2.7) 

2.78, dd (14.7, 9.9) 

3.61, m 

2.77, dd (14.7, 10.5) 
2.64, m 2.35, m 

2.02, m 

1.63, m 

11 - - 1.06, d (7.2)* 
1.42, m 

1.18, m 
1.75, m 

12 - - 0.91, d (7.2)* 0.93, t (7.2) 0.99, d (6.6)* 

13 - - - 1.05, d (7.2) 0.95, d (6.6)* 

1’ - 7.3, m - - - 

2’ 7.06, d (8.4) 7.3, m - - - 

3’ 6.78, d (8.4) 7.3, m - - - 

4’ - 7.3, m - - - 

5’ 6.78, d (8.4) 7.3, m - - - 

6’ 7.06,d (8.4) 7.3, m - - - 

* Intercambiables 

Tabla 7. 1H RMN 300 MHz de las diketopiperazinas aisladas en P. cluniae en CDCl3 
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Ciclo-(L-Pro-L-Tyr) 

δC, m (DEPT) 

Ciclo-(L-Pro-L-Phe) 

δC, m (DEPT) 

Ciclo-(L-Pro-L-Val) 

δC, m (DEPT) 

Ciclo-(L-Pro-L-Ile) 

δC, m (DEPT) 

Ciclo-(L-Pro-L-Leu) 

δC, m (DEPT) 

1 169.99 (C) 169.84 (C) 170.44 (C) 170.13 (C) 169.58 (C) 

3  45.85 (CH2) 45.53 (CH2) 45.53 (CH2) 46.03 (CH2) 

4  22.93 (CH2) 22.74 (CH2) 22.74 (CH2) 23.39 (CH2) 

5  28.74 (CH2) 28.91 (CH2) 28.92 (CH2) 29.37 (CH2) 

6 59.53 (CH) 59.52 (CH) 59.21 (CH) 59.18 (CH) 58.42 (CH) 

7 165.52 (C) 165.46 (C) 165.31 (C) 165.31 (C) 166.60 (C) 

9  56.59 (CH) 60.78 (CH) 60.87 (CH) 56.80 (CH) 

10  170.13 (C) 28.76 (CH) 35.66 (CH) 42.99 (CH2) 

11  - 19.61 (CH3)* 24.43 (CH2) 24.86 (CH) 

12  - 16.43 (CH3)* 12.43 (CH3) 22.59* (CH3) 

13  - - 16.35 (CH3) 21.77* (CH3) 

1’ 127.66 (C) 136.30 (C) - - - 

2’ 130.71 (CH) 129.51 (CH) - - - 

3’ 116.53 (CH) 129.67 (CH) - - - 

4’ 155.76 (C) 127.95 (CH) - - - 

5’ 116.53 (CH) 129.67 (CH) - - - 

6’ 130.71 (CH) 129.51 (CH) - - - 

* Intercambiables 

Tabla 8. 13C RMN 75 MHz de las diketopiperazinas aisladas en P. cluniae en CDCl3 

 

 Ciclo-(L-Pro-L-Tyr) Ciclo-(L-Pro-L-Phe) Ciclo-(L-Pro-L-Val) Ciclo-(L-Pro-L-Ile) Ciclo-(L-Pro-L-Leu) 

EIMS m/z 261.12 (M+1) m/z 245.13 (M+1) m/z 197.07 (M+1) m/z 211.13 (M+1) m/z 211.09 (M+1) 

FM C14H16N2O3 C14H16N2O2 C10H16N2O2 C11H18N2O2 C11H18N2O2 

 
Tabla 9. EIMS de las diketopiperazinas aisladas en P. cluniae 
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Fig 55. 1H RMN 300 MHz de FIX-1-A (ciclo-(L-Pro-L-Tyr)) en CDCl3 
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Fig 56. 13C RMN 75 MHz de FIX-1-A (ciclo-(L-Pro-L-Tyr)) en CDCl3 
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Fig 57. 1H RMN 300 MHz de FIX-1-B (ciclo-(L-Pro-L-Val)) en CDCl3 
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Fig 58. 13C RMN 75 MHz de FIX-1-B (ciclo-(L-Pro-L-Val)) en CDCl3 
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Fig 59. 1H RMN 300 MHz de FIX-1-C (ciclo-(L-Pro-L-Ileu)) en CDCl3 
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Fig 60. 13C RMN 75 MHz de FIX-1-C (ciclo-(L-Pro-L-Ileu)) en CDCl3 
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Fig 61. 1H RMN 300 MHz de FIX-1-D (ciclo-(L-Pro-L-Leu)) en CDCl3 
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Fig 62. 13C RMN 75 MHz de FIX-1-D (ciclo-(L-Pro-L-Leu)) en CDCl3 
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Fig 63. 1H RMN 300 MHz de FIX-1-E (ciclo-(L-Pro-L-Phe)) en CDCl3 
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Fig 64. 13C RMN 75 MHz de FIX-1-E (ciclo-(L-Pro-L-Phe)) en CDCl3 

 

Identificación de los compuestos FIX-1F, FIX-2-A, FX-1, FX-2, FX-3, FX-4 y FX-5 
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El análisis de los espectros de RMN, así como de los espectros de masas de estos 

compuestos, permitió determinar que se trata de estructuras de la familia de las paraherquamidas 

(PHQ). La PHQ-A, el primer miembro de esta familia, fue aislado y cristalizado por primera vez en 

1981 por Yamazaki et al.106 a partir de P. paraherquei. En la década de los 90 comenzaron a 

identificarse distintos miembros de la familia (PHQ-B-PHQ-G) a partir de P. charlesii192 y de otras 

especies de Penicillium (VM5595-97)193 (Fig 55). Este tipo de alcaloides, de estructura oxoindólica, 

destacan por su potente actividad antiparasitaria, especialmente como antihelmínticos194. 

 

Paraherquamida A; R1=OH, R2= CH3, R3=N, R4=H, R5=H, R6=CH3, X=O

Paraherquamida B; R1=H, R2=H, R3=N, R4=H, R5=H, R6=CH3, X=O

Paraherquamida C; R1, R2=H2C=, R3=N, R4=H, R5=H, R6=CH3, X=O

Paraherquamida D; R1, R2=-OCH2-, R3=N, R4=H, R5=H, R6=CH3, X=O

Paraherquamida E; R1=H, R2= CH3, R3=N, R4=H, R5=H, R6=CH3, X=O

Paraherquamida F; R1=H, R2= CH3, R3=N, R4=H, R5=H, R6=CH3, X=Ø

Paraherquamida G; R1=OH, R2= CH3, R3=N, R4=H, R5=H, R6=CH3, X=Ø

VM5595; R1=H, R2= CH3, R3=N, R4=H, R5=H, R6=H, X=Ø

VM5596; R1=OH, R2= CH3, R3=N+O-, R4=H, R5=H, R6=CH3, X=O

VM5597; R1=OH, R2= CH3, R3=N, R4, R5=O, R6=CH3, X=O
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Paraherquamida F; R1=H, R2= CH3, R3=N, R4=H, R5=H, R6=CH3, X=Ø

Paraherquamida G; R1=OH, R2= CH3, R3=N, R4=H, R5=H, R6=CH3, X=Ø

VM5595; R1=H, R2= CH3, R3=N, R4=H, R5=H, R6=H, X=Ø

VM5596; R1=OH, R2= CH3, R3=N+O-, R4=H, R5=H, R6=CH3, X=O

VM5597; R1=OH, R2= CH3, R3=N, R4, R5=O, R6=CH3, X=O
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Fig 65. Estructuras de la familia paraherquamida  

 

Estos compuestos, al igual que las brevianamidas109, las marcfortinas102, la 

esclerotiamida195, el stephacidin159, la avrainvillamida161, las aspergillimidas89 y las 

asperparalinas87 constituyen una familia de metabolitos fúngicos que poseen un único sistema de 

anillo biciclo [2.2.2] diazoctano que la naturaleza forma mediante una reacción de Diels-Alder entre 

una subunidad de isopreno y los carbonos α de dos aminoácidos196-198. En el caso de las 

paraherquamidas (PHQ) estos aminoácidos son el L-triptófano y la L-isoleucina199 

transformándose ésta última mediante una ciclación oxidativa en la β-metil-prolina200. Una segunda 

subunidad de isopreno se incorpora para formar el anillo dioxigenado de siete miembros que 

completa la estructura de las paraherquamidas aisladas en P. cluniae196 (Fig 66). 
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Fig 66. Ruta biosintética y estructura de paraherquamida A 

 

(-) PHQ-A106 (FX-2), (-) PHQ-B192 (FX-3), (-) PHQ-E192 (FX-4), (-) VM55597193 (FX-5) y (-) 
VM55596192 (FIX-1-F) (Fig 65) son paraherquamidas ya conocidas aunque es la primera vez que 

se describen en P. cluniae. Sin embargo, los datos espectroscópicos y espectrométricos de FX-1 y 

FIX-2-A no coinciden con ningún compuesto descrito hasta el momento en la bibliografía. La gran 

similitud existente entre los datos espectrales de estos compuestos y los derivados de la familia 

paraherquamida, permite deducir que se trata de moléculas pertenecientes a este grupo, así que 

han sido denominadas por nuestro laboratorio como PHQ-H y PHQ-I, respectivamente. La 

estructura se determina por comparación de sus datos espectroscópicos de 1H RMN y 13C RMN 

con los datos de otras paraherquamidas y se confirma con los experimentos de dos dimensiones 

(COSY 1H-1H, NOESY 1H-1H, HSQC y HMBC) y espectrometría de masas de alta resolución 

(Tabla 10). 
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Fig 67. Estructura de las nuevas paraherquamidas aisladas a partir de Penicillium cluniae 

 

El estudio de los espectros de RMN permitió identificar el anillo de siete miembros 

dioxigenado insaturado 1,2-disustituído unido a un spiro-indol y el anillo biciclo [2.2.2] diazoctano 

unido a una unidad de prolina. Diferencias en los sustituyentes de este aminoácido establecen las 
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distintas paraherquamidas aisladas en P.cluniae. La presencia en el espectro de 1H RMN de un 

singulete alrededor de 2.90 ppm que integra por tres protones para todos los compuestos aislados, 

indica que todos ellos poseen un grupo N-metilo. Los datos proporcionados por los espectros de 

masas fueron determinantes para la elucidación de las estructuras de los compuestos aislados. 

 

(-) PHQ-A (FX-2); 1H (300 MHz, CDCl3) RMN: 7.55 (1H, s, NH-1), 6.81 (1H, d, J4-5=8.1, H-

4), 6.68 (1H, d, J4-5=8.1, H-5), 6.31 (1H, d, J24-25=7.8, H-24), 4.89 (1H, d, J24-25=7.8, H-25), 3.62 

(1H, d, J12a-12b=11.4, H-12a), 3.23 (1H, td, J16a-15=8.7, J16a-16b=3.9, H-16a), 3.05 (3H, s, CH3-29), 

3.02 (1H, m, H-20), 2.69 (1H, d, J10a-10b=15.6, H-10a), 2.57 (1H, d, J12a-12b=11.4, H-12b), 2.35 (1H, 

m, H-16b), 2.31 (1H, m, H-15a), 1.88 (1H, m, H-15b), 1.85 (2H, m, H-19a, H-10b), 1.79 (1H, m, H-

19b), 1.65 (3H, s, CH3-17), 1.45 (3H, s, CH3-27), 1.44 (3H, s, CH3-28), 1.10 (3H, s, CH3-22) y 0.95 

(3H, s, CH3-23). 13C (75 MHz, CDCl3) RMN: 182.34 (C-2), 169.72 (C-18), 144.29 (C-6), 137.18 (C-

24), 133.42 (C-7), 130.47 (C-8), 123.36 (C-9), 118.69 (C-4), 115.55 (C-5), 113.38 (C-25), 78.05 (C-

26), 76.35 (C-14), 69.50 (C-13), 63.56 (C-11), 61.22 (C-3), 57.50 (C-12), 50.17 (C-16), 49.7 (C-20), 

44.65 (C-21), 36.35 (C-15), 35.50 (C-10), 28.21 (C-27), 28.05 (C-28), 24.14 (C-29), 22.09 (C-19), 

20.44 (C-23), 18.76 (C-22) y 17.33 (C-17). EIMS m/z 494.1 (M+1) C28H35N3O5. 

 

(-) PHQ-B (FX-3); 1H (300 MHz, CDCl3) RMN: 7.33 (1H, s, NH-1), 6.81 (1H, d, J4-5=8.4, H-

4), 6.71 (1H, d, J4-5=8.4, H-5), 6.30 (1H, d, J24-25=7.5, H-24), 4.88 (1H, d, J24-25=7.5, H-25), 3.63 

(1H, d, J12a-12b=11.1, H-12a), 3.11 (1H, m, H-16a), 3.05 (3H, s, CH3-29), 3.02 (1H, m, H-20), 2.70 

(1H, d, J10a-10b=15.3, H-10a), 2.63 (1H, d, J12a-12b=11.1, H-12b), 2.55 (1H, m, H-14a), 2.18 (1H, m, 

H-16a), 1.85 (1H, m, H-15a), 1.83 (1H, m, H-19a), 1.84 (1H, m, H-10b), 1.65 (1H, m, H-19b), 1.55 

(1H, s, H-15b), 1.45 (1H, m, H-14b), 1.45 (3H, s, CH3-27), 1.43 (3H, s, CH3-28), 1.09 (3H, s, CH3-

22), y 0.85 (3H, s, CH3-23). 13C (75 MHz, CDCl3) RMN: 182.24 (C-2), 174.72 (C-18), 147.19 (C-6), 

138.91 (C-24), 135.00 (C-7), 133.21 (C-8), 125.36 (C-9), 120.54 (C-4), 117.33 (C-5), 115.14 (C-

25), 80.01 (C-26), 74.02 (C-13), 66.32 (C-11), 63.01 (C-3), 59.69. (C-12), 53.99 (C-16), 52.79 (C-

20), 46.45 (C-21), 37.47 (C-10), 29.98 (C-27), 29.80 (C-28), 28.97 (C-14), 28.25 (C-15), 26.26 (C-

29), 28.15 (C-19), 24.06 (C-23) y 20.88 (C-22). EIMS m/z 464.4 (M+1) C27H33N3O4. 

 

(-) PHQ-E (FX-4); 1H (300 MHz, CDCl3) RMN: 7.43 (1H, s, NH-1), 6.82 (1H, d, J4-5=8.1, H-

4), 6.68 (1H, d, J4-5=8.1, H-5), 6.31 (1H, d, J24-25=7.8, H-24), 4.88 (1H, d, J24-25=7.8, H-25), 3.61 

(1H, d, J12a-12b=11.1 H-12a), 3.20 (1H, td, J16a-15=9, J16a-16b=4.2, H-16a), 3.06 (3H, s, CH3-29), 3.05 

(1H, m, H-20), 2.70 (1H, d, J10a-10b=15.3, H-10a), 2.54 (1H, d, J12a-12b=11.1, H-12b), 2.30 (1H, m, H-

16b), 2.10 (1H, m, H-15a), 2.05 (1H, m, H-19a), 1.93 (1H, m, H-14), 1.90 (1H, d, J10a-10b=15.3, H-

10b), 1.85 (1H, m, H-15b), 1.58 (1H, m, H-19b), 1.45 (3H, s, CH3-27), 1.43 (3H, s, CH3-28), 1.42 

(1H, m, H-19b), 1.42 (3H, d, J=7, CH3-17), 1.09 (3H, s, CH3-22) y 0.85 (3H, s, CH3-23). 13C (75 

MHz, CDCl3) RMN: 182.21 (C-2), 172.12 (C-18), 146.00 (C-6), 138.95 (C-24), 135.17 (C-7), 132.29 

(C-8), 125.40 (C-9), 120.53 (C-4), 117.32 (C-5), 115.15 (C-25), 79.79 (C-26), 67.65 (C-13), 65.17 

(C-11), 62.89 (C-3), 60.05 (C-12), 53.38 (C-16), 52.06 (C-20), 46.28 (C-21), 40.30 (C-14), 37.53 

(C-10), 30.21 (C-15), 29.98 (C-27), 29.79 (C-28), 27.71 (C-19), 25.55 (C-29), 24.03 (C-23), 20.80 

(C-22) y 13.08 (C-17). EIMS m/z 478.4 (M+1) C28H35N3O4. 
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Fig 68. 1H RMN 300 MHz de FX-2 ((-) PHQ-A) en CDCl3 
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Fig 69. 13C RMN 75 MHz de FX-2 ((-) PHQ-A) en CDCl3 
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Fig 70. 1H RMN 300 MHz de FX-3 ((-) PHQ-B) en CDCl3 
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Fig 71. DEPT 75 MHz de FX-3 ((-) PHQ-B) en CDCl3 
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Fig 72. 1H RMN 300 MHz de FX-4 ((-) PHQ-E) en CDCl3 
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Fig 73. 13C RMN 75 MHz de FX-4 ((-) PHQ-E) en CDCl3 
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(-) VM55597 (FX-5); 1H (300 MHz, CDCl3) RMN: 7.39 (NH-1), 6.82 (H-4, d, J4-5=7.5 Hz), 

6.72 (H-5, d, J4-5=7.5 Hz), 6.30 (H-24, d, J24-25=7.8 Hz), 4.90 (H-25, d, J24-25=7.8 Hz), 3.62 (H-12a, 

d, J12a-12b=11.4 Hz), 3.49 (H-12b, m), 3.21 (H-20, m), 3.03 (H-29, s), 3.05 (H-20, m), 2.70 (H-10a, d, 

J10a-10b=15.0 Hz), 2.66 (H-15a, m), 2.52 (H-15b, m), 2.03 (H-10b, m), 2.00 (H-19a, m), 2.00 (H-19b, 

m), 1.64 (H-17, s), 1.47 (H-27, s), 1.43 (H-28, s), 1.09 (H-22, s) y 0.89 (H-23, s). EIMS m/z 508.3 

(M+1) C28H33N3O6. 

 

(-) VM55596 (FIX-1-F); 1H (300 MHz, CDCl3) RMN: 7.46 (NH-1), 6.80 (H-4, d, J4-5=8.1 Hz), 

6.71 (H-5, d, J4-5=8.1 Hz), 6.30 (H-24, d, J24-25=7.8 Hz), 4.90 (H-25, d, J24-25=7.8 Hz), 4.12 (H-12a, 

d, J12a-12b=12.6 Hz), 4.05 (H-16a, m), 3.87 (H-12b, d, J12a-12b=12.6 Hz), 3.36 (H-16b, m), 3.25 (H-20, 

m), 3.14 (H-19a, m), 3.07 (H-29, s), 2.70 (H-10a, d, J10a-10b=15.6 Hz), 2.51 (H-15a, m), 2.51 (H-15b, 

m), 1.88 (H-10b, m), 1.85 (H-19b, m), 1.74 (H-17, s), 1.45 (H-27, s), 1.44 (H-28, s), 1.23 (H-22, s) y 

0.92 (H-23, s). 13C (75 MHz, CDCl3) RMN: 181.62 (C-2), 168.07 (C-18), 147.05 (C-6), 138.85 (C-

24), 135.26 (C-7), 132.15 (C-8), 124.01 (C-9), 120.42 (C-4), 117.70 (C-5), 115.27 (C-25), 83.60 (C-

13), 79.90 (C-26), 77.92 (C-14), 76.61 (C-12), 69.79 (C-16), 62.93 (C-3), 62.81 (C-11), 53.42 (C-

20), 46.93 (C-21), 39.24 (C-15), 36.29 (C-10), 30.94 (C-27), 29.93 (C-28), 27.12 (C-29), 23.44 (C-

23), 22.40 (C-17), 21.41 (C-22) y 14.64 (C-19). EIMS m/z 510.3 (M+1) C28H35N3O6. 
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Fig 74. 1H RMN 300 MHz de FIX-1-F ((-) VM55596) en CDCl3 
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Fig 75. 13C RMN 75 MHz de FIX-1-F ((-) VM55596) en CDCl3 

 

(-) PHQ-H (FX-1) se obtuvo como un sólido blanco con un poder rotatorio [α]D –30.0º (c 

0.03, MeOH); UV (MeOH) λmax (log ε) 222 (1.00) nm; IR (film) νmax 1736, 1706, 1669, 1459, 1188, 

1081, 968 cm-1. Posee la siguiente fórmula molecular C28H33N3O5, de acuerdo con el espectro de 

masas de alta resolución por ES positivo que presenta un pico molecular m/z 514.2292 [(M+Na)+]. 

El análisis de los datos de RMN permitió reconocer el esqueleto de la familia paraherquamida. En 

el espectro de 1H-RMN se observaron las señales de los protones aromáticos del triptófano y los 

protones olefínicos del ciclo de siete miembros dioxigenado como cuatro dobletes a campo bajo. 

Se atribuyeron los desplazamientos a 171.01, 174.82 y 182.21 ppm en el espectro de 13C-RMN a 

tres carbonilos tipo amida. El experimento de resonancia bidimensional a larga distancia localizó la 

señal del carbonilo a 174 ppm en el C-16 de la unidad de prolina por la correlación entre este 

carbono y el protón a δ 2.43 (H-15a). Sólo la PHQ VM55597 posee esta posición oxidada, y 

también ha sido aislada en este hongo y en otras cepas de Penicillium194. La única diferencia 

estructural entre FX-1 y VM55597 es la presencia en ésta última de un grupo hidroxilo en C-14. El 

estudio exhaustivo de los experimentos de resonancia de COSY y HMBC permitió observar la 

presencia del fragmento CH2CHCH3 de la subunidad de la prolina con un metilo en la posición 14, 

comprobándose así la ausencia del grupo OH en la nueva paraherquamida.  

 

(-) PHQ-I (FIX-2-A) se obtuvo como un sólido blanco con un poder rotatorio [α]D _ 25.1º (c 

0.04, MeOH); UV (MeOH) λmax (log ε) 225 (1.01) nm; IR (film) νmax 1740, 1716, 1674, 1470, 1178, 

1081, 968 cm-1. La estructura de FIX-2-A se estableció por comparación de sus espectros de RMN 

y EM con los de PHQ-H. HRESMS muestra un pico molecular m/z 512.2159 [(M+Na)+] que 
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corresponde a la fórmula molecular C28H31N3O5, dos unidades menos que PHQ-H. De acuerdo con 

los datos de RMN, PHQ-I y PHQ-H son muy similares, con diferencias apreciables solamente en la 

subunidad de prolina. Este compuesto posee también el carbonilo en posición 16 y el metilo en 

posición 14, al igual que PHQ-H, pero difiere de ésta en un doble enlace entre C-14 y C-15. Esto 

se estableció por la ausencia en su espectro de 13C RMN de las señales a δ 34.21 y 39.6, 

correspondientes a C-14 y C-15 en PHQ-H. En este caso, dos nuevas señales a δ 159.2 y 125.5 

aparecen en el espectro de 13C RMN, correspondiendo a un carbono sp2 cuaternario y un carbono 

sp2 protonado respectivamente, localizados en las posiciones 14 y 15 de acuerdo con los datos 

registrados por el HMBC.  

La estereoquímica relativa de PHQ-H y PHQ-I fue la misma que el resto de las 

paraherquamidas y se estableció en base a la similitud de los desplazamientos químicos de 1H 

RMN y 13C RMN y a las correlaciones observadas en el NOESY para cada una de ellas. En el 

caso de PHQ-H, la correlación entre el H-4 con H-5 y CH3-22 fue crítica para establecer la 

estereoquímica del spiro centro, mientras que las interacciones NOESY entre H-20 con H-12b, H-

19b y CH3-23, localizaron a estos sustituyentes en el lado opuesto del anillo ciclopentano. Estos 

datos NOESY también permitieron determinar la estereoquímica relativa de los protones 

geminales H-10 y H-15 y del protón H-14 y los protones del CH3-17. De esta manera el C-13 por 

tensión del anillo debe tener la configuración relativa descrita para permitir el enlace de puente 

amida con el C-11. Las correlaciones NOESY observadas para PHQ-I fueron muy similares a las 

de PHQ-H, indicando la misma estereoquímica relativa. Asumiendo que la configuración absoluta 

del C-20 en ambas moléculas es la misma que la que se determinó por difracción de Rayos X para 

el derivado de paraherquamida A201, se podría establecer que la configuración absoluta para PHQ-

H y PHQ-I es: 3R, 11S, 13R, 14S, 20S y 3R, 11S, 13R, 20S, respectivamente. 
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Fig 76. Correlaciones NOESY observadas para el compuesto FX-1 ((-) PHQ-H) 
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PHQ-H PHQ-I 

δH (m, J en Hz) δC HMBC con H COSY δH (m, J en Hz) δC HMBC con H COSY 

2 - 182.2 1.92, 2.69 - - 182.0 2.05, 2.85 - 

3 - 63.2 2.69, 1.08, 

0.88 
- - 62.8 0.95, 1.10, 

2.85, 2.05 
- 

4 6.80 (d, 8.1) 120.6 - 6.71 6.82 (d, 8.2) 121.1 - 6.72 

5 6.71 (d, 8.1) 117.4 - 6.80 6.72 (d, 8.2) 118.9 - 6.82 

6 - 147.2 6.71, 6.80 - - 147.6 6.82 - 

7 - 135.5 6.31, 6.71 - - 135.4 6.31, 6.72 - 

8 - 131.5 6.80 - - 133.1 6.82 - 

9 - 125.0 1.92, 6.71 - - 125.0 6.72 - 

10a 

10b 

2.69 (d, 15.7) 

1.92 (d, 15.7) 
37.2 - 

1.92 

2.69 

2.85 (d, 16.2) 

2.05 (d, 16.2) 
37.2 - 

2.05 

2.85 

11 - 64.0 2.69, 2.90, 

3.16, 3.42 
- - 66.5 2.85, 3.60, 

3.36, 3.07 
- 

12a 

12b 

3.53 (d, 11.6) 

3.42 (d, 11.6) 
49.1 1.92- 

3.42 

3.53 

3.91 (d, 12.0) 

3.60 (d, 12.0) 
48.0 2.05 

3.60 

3.91 

13 - 65.4 1.52, 2.43 - - 70.2 2.26, 5.90 - 

14 2.20 (m) 34.2 - 
1.52, 

2.31, 2.43 
- 159.2 2.26 - 

15a 

15b 

2.43 (dd, 16.1, 8.3) 

2.31 (dd, 16.1, 8.3) 
39.6 1.52 

- 

2.31 

2.43 
5.90 (s)  125.5 2.26 2.26 

16 - 174.8 2.43 - - 171.0 - - 

17 1.52 (m) 24.8 2.20 2.20 2.26 (s) 14.9 - 5.90 

18 - 171.0 2.90 - - 169.0 5.90, 3.07 - 

19a 

19b 

2.10 (m) 

1.48 (m) 
28.2 0.88, 3.16 

3.16, 1.48 

3.16, 2.10 

2.32 (m) 

1.51 (m) 
27.5 - 

3.36, 1.51 

3.36, 2.32 

20 3.16 (td, 10.3, 1.3) 53.2 0.88, 1.08 2.10, 1.48 3.36 (m) 52.7 1.10, 0.95 2.32, 1.51 

21 - 46.4 0.88, 1.08, 

2.69, 3.16 
- - 46.5 2.85, 3.36, 

1.10, 0.95 
- 

22 1.08 (s) 20.4 0.88 0.88 1.10 (s) 21.0 0.95 - 

23 0.88 (s) 23.8 1.08 1.08 0.95 (s) 24.0 1.10 - 

24 6.31 (d, 7.7) 138.4 1.46, 4.90 4.90 6.31 (d, 7.2) 140.0 4.90 4.90 

25 4.90 (d, 7.7) 115.0 1.44, 1.46, 

6.31 
6.31 4.90 (d, 7.2) 116.0 6.31 6.31 

26 - 80.1 1.44, 1.46, 

6.31, 4.90 
- - 80.1 6.31 - 

27 1.46 (s) 30.6 1.44 1.44 1.46 (s) 30.2 - - 

28 1.44 (s) 30.0 1.46 1.46 1.44 (s) 30.0 - - 

29 2.90 (s) 26.8 - - 3.07 (s) 25.9 - - 

 
Tabla 10. 1H RMN, 13C RMN, 1H-1H (COSY) y 1H-13C (HMBC) de FX-1 ((-) PHQ-H) y FIX-2-A ((-) PHQ-I) en CDCl3 
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Fig 77. EIHRMS de FX-1 ((-) PHQ-H) 
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Fig 78. 1H RMN 600 MHz de FX-1 ((-) PHQ-H) en CDCl3 
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Fig 79. COSY 600MHz de FX-1 ((-) PHQ-H) en CDCl3 

 

 
 

Fig 80. HSQC 600MHz de FX-1 ((-) PHQ-H) en CDCl3 
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Fig 81. HMBC 600MHz de FX-1 ((-) PHQ-H) en CDCl3 

 

 
 

Fig 82. NOESY 300MHz de FX-1 ((-) PHQ-H) en CDCl3 
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Fig 83. EIHRMS de FIX-2-A ((-) PHQ-I) 
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Fig 84. 1H RMN 600 MHz de FIX-2-A ((-) PHQ-I) en CDCl3 
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Fig 85. COSY 600 MHz de FIX-2-A ((-) PHQ-I) en CDCl3 

 

 
 

Fig 86. HSQC 600 MHz de FIX-2-A ((-) PHQ-I) en CDCl3 
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Fig 87. HMBC 600 MHz de FIX-2-A ((-) PHQ-I) en CDCl3 

 

 
 

Fig 88. NOESY 300 MHz de FIX-2-A ((-) PHQ-I) en CDCl3 
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2.6 Actividades biológicas de los compuestos puros 
 

2.6.1. Actividad citostática 
 

A partir de la fracción VII que mostró actividad citostática se aisló el (+) brefeldin A (BFA), 

macrólido ya conocido por sus propiedades antitumorales184 y se procedió a la realización de los 

ensayos citostáticos según el método descrito en el apartado 2.6 de Material y métodos. Se obtuvo 

una CI50 de proliferación de fibroblastos NIH-3T3 de 0.5 μg/mL (Fig 89). 

 

 
 

Fig 89. CI50 de (+) brefeldin A en células NIH-3T3  

 

Los resultados obtenidos muestran que efectivamente BFA es el compuesto responsable 

de la actividad citostática del extracto fúngico inicial. A pesar de que BFA presenta una CI50 de 

1.78 μM, el docetaxel y el paclitaxel, antitumorales de origen natural empleados en clínica, 

muestran una IC50 del orden nM frente a la misma línea celular202. El mecanismo de acción de 

BFA se basa en el bloqueo específico y reversible del transporte de proteínas desde el retículo 

endoplasmático hasta el aparato de Golgi203. Por estos efectos BFA se ha convertido en una 

buena herramienta en el desarrollo de técnicas de biología molecular. Aunque su síntesis 

estereoselectiva ya ha sido descrita204, BFA se sigue aislando a partir de P. brefeldianum, por lo 

que P. cluniae se puede considerar ahora una nueva fuente de obtención de BFA. 

 

2.6.2. Actividad insecticida frente a O. fasciatus 
 

A partir de las fracciones IX y X que mostraron actividad insecticida, se aislaron dos 

familias de compuestos: diketopiperazinas y paraherquamidas. Ambas se sometieron a los 

ensayos insecticidas según el apartado 2.5 de Material y métodos, siendo las paraherquamidas las 

responsables de la actividad insecticida del extracto fúngico inicial, ya que las DKPs no mostraron 

actividad a altas dosis (20 μg/ninfa). En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos para las 

PHQ aisladas en los ensayos insecticidas por aplicación tópica frente a O.fasciatus. PHQ.H y 

PHQ-I no fueron ensayadas porque no se dispuso de cantidad suficiente para realizar estos 

ensayos. 
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Compuestos DL50 (95%LC)a 

(-) PHQ-A 0.320 (0.260, 0.380) 

(-) PHQ-B 16.540 (13.140, 19.940) 

(-) PHQ-E 0.089 (0.086, 0.092) 

(-) VM55596 7.010 (4.680, 9.340) 

(-) VM55597 0.910 (0.850, 0.970) 
a Valores en μg/ninfa 

Tabla 11. Actividad insecticida de PHQ aisladas en P. cluniae 

 

Teniendo en cuenta la mortalidad aguda de O. fasciatus, calculada como DL50 a las 72h, 

los compuestos se podrían ordenar en términos de toxicidad relativa como: PHQ-E > PHQ-A > 

VM55597 > VM55596 > PHQ-B. Esta información nos permite establecer las siguientes relaciones 

estructura-actividad: PHQ-E es el compuesto más activo, seguido de PHQ-A y la única diferencia 

estructural entre ambos es la presencia de un grupo hidroxilo en el C-14 en PHQ-A, ausente en 

PHQ-E: esto parece indicar que este OH reduce la actividad insecticida. Por otra parte, VM55597 

es el tercer compuesto más potente de los ensayados y la única diferencia con PHQ-A es la 

presencia de un grupo carbonilo en C-16. Si se tiene en cuenta que PHQ-A es tres veces más 

activa que VM55597, es posible establecer que el grupo carbonilo disminuye la actividad 

insecticida. El cuarto compuesto más activo es VM55596 y la diferencia química con PHQ-A es el 

oxígeno en el N-12 que posee VM55596, así que esta sustitución oxidada en el N reduce la 

actividad insecticida. Por último, PHQ-B es el compuesto con menor actividad de los cinco 

ensayados a pesar de que tiene una estructura muy parecida a PHQ-E, siendo la presencia de un 

metilo en el C-14 la única diferencia estructural entre ambas, por lo que esta sustitución alquílica 

parece ser decisiva para la actividad insecticida. 

A la vista de todas estas correlaciones, es posible concluir que sustituciones oxidadas en 

la unidad prolina de las PHQs disminuyen la actividad insecticida, mientras que sustituciones 

alquílicas la aumentan. La importancia de esta posición alquilada ha sido ya demostrada en otras 

actividades biológicas de las paraherquamidas107.  

El mecanismo de acción de las PHQs y compuestos relacionados se basa en el bloqueo 

antagonista de los receptores nicotínicos de la acetilcolina (nAChR)205-207. Estos receptores son 

actualmente objetivo de nuevos compuestos insecticidas, siendo los compuestos antagonistas 

generalmente menos activos como insecticidas que los agonistas. A pesar del mecanismo de 

acción postulado, por el que las PHQs podrían ser tóxicas para mamíferos, en realidad se 

requieren niveles mucho más altos de sustrato para la inhibición de estos receptores en 

vertebrados que en insectos. 

Así pues, las PHQs han demostrado ser potentes insecticidas frente a O. fasciatus 

produciendo síntomas típicos de los compuestos que afectan al sistema nervioso del insecto tales 

como lentitud de movimientos y temblores. Esta interesante actividad estimula el aislamiento o la 

síntesis de nuevos análogos estructurales con menor toxicidad en mamíferos pero manteniendo su 

selectiva propiedad insecticida. 
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3. Penicillium coalescens Quintanilla (CECT 2764) 
 
3.1 Cultivo del hongo y obtención del extracto 
 
Con el cultivo de la cepa de Penicillium coalescens (CECT 2764) en 60 L de medio ATB 

se obtuvieron 5.8 g de extracto seco a partir del caldo y 6.2 g de extracto diclorometánico y 39.7 g 

de extracto metanólico a partir del micelio, según el apartado 1 de Material y métodos. 

 
3.2 Actividad biológica del extracto 
 
Los extractos orgánicos se sometieron a los ensayos de actividades biológicas descritos 

en el apartado 2 de Material y métodos, resultando el extracto del caldo significativamente activo 

como insecticida frente a Oncopeltus fasciatus con una DL50= 28.31 ± 19.56 μg/ninfa y frente a 

Ceratitis capitata con un 73.33% ± 8.8 de mortalidad a una dosis de 100 μg/mosca, destacando 

además el dato de 80.99% ± 2.11 de reducción en la eclosión de huevos en el estudio de fertilidad, 

por lo que se procedió a su estudio. 

 
3.3 Estudio del extracto 
 

5.3 g del extracto orgánico del caldo se fraccionaron en columna abierta sobre un relleno 

de sílice (1:80 p/p), usando eluyentes de polaridad creciente, desde DCM hasta MeOH. Se 

obtuvieron 10 fracciones cuyos pesos y disolventes se indican en la tabla 12. 

 

Fracción Volumen (L) Eluyente Peso (mg) 

FI 3 DCM/AcOEt:9/1 848.4 

FII 3 DCM/AcOEt:7/3 494.9 

FIII 3 DCM/AcOEt:5/5 285.1 

FIV 3 DCM/AcOEt:3/7 115.0 

FV 3 AcOEt 263.1 

FVI 3 AcOEt/MeOH:9/1 798.6 

FVII 3 AcOEt/MeOH:7/3 763.1 

FVIII 3 AcOEt/MeOH:5/5 575.1 

FIX 3 AcOEt/MeOH:3/7 548.8 

FX 3 MeOH 388.7 

 
Tabla 12. Fraccionamiento en columna del extracto del caldo de Peniciliium coalescens 

 
3.4 Actividades biológicas de las fracciones 
 

Las fracciones cromatográficas del extracto orgánico del caldo se ensayaron como 

insecticidas (según el apartado 2.5 de Material y métodos). La fracción III fue la que destacó por 

su actividad insecticida frente a Oncopeltus fasciatus, con una mortalidad del 100% a una dosis de 

25 μg/ninfa y frente a Ceratitis capitata con un 80.0% ± 10 de mortalidad a una dosis de 25 

μg/mosca. También la fracción I produjo un 83.3% ± 3.3 de mortalidad a una dosis de 25 
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μg/mosca frente a Ceratitis capitata. Se procedió al aislamiento e identificación de los 

componentes causantes de dichas actividades. 

 
3.5 Aislamiento e identificación de los compuestos de las fracciones seleccionadas 
 
3.5.1. Estudio de la fracción III 
 
Aislamiento 

 

La fracción III (270 mg) se sometió a cromatografía líquida en columna abierta sobre sílice 

(1:100 p/p) usando como fase móvil Hex/AcOEt:6/4. La mezcla se fraccionó en alícuotas de 20 

mL, las cuales se reunieron en 7 subfracciones de acuerdo con su similitud en CCF. Todas las 

subfracciones se ensayaron como insecticidas frente a O. fasciatus y C. capitata siendo la 

subfracción FIII/E la causante de ambas actividades: 100% de mortalidad aguda frente a O. 

fasciatus a una dosis de 20 μg/ninfa y un 50% de mortalidad aguda (muerte total de todos los 

machos) frente a C. capitata a una dosis de 20 μg/mosca (destaca el dato de la disminución de la 

fecundidad que impide valorar la fertilidad), por lo que se procedió a su análisis.  

La subfracción FIII/E (40.8 mg) se fraccionó de nuevo en columna abierta sobre sílice 

(1:100 p/p) usando como fase móvil DCM/MeOH:98/2. La mezcla se fraccionó en alícuotas de 5 

mL, las cuales se reunieron en 11 subfracciones de acuerdo con su similitud en CCF. La 

subfracción FIII/E-4 (28.3 mg) resultó ser el producto mayoritario, compuesto que no era visible a 

una λ de 254 nm y que para cuyo seguimiento fue necesario la utilización de sulfato de cerio (IV) 

como revelador inespecífico.  

 

Identificación 

 

El espectro de masas mediante la técnica de ionización por electro-spray presenta un pico 

molecular m/z 167.1 [(M+Na)+] que corresponde a la fórmula molecular C7H12O3. El fragmento más 

destacable según este espectro es m/z (intensidad relativa) 127.1 (100) correspondiente a [(M+1-

H2O)+]. 

 

El espectro de 1H RMN (300 MHz, CDCl3) (Fig 91) muestra la presencia de una mezcla 

anomérica en una proporción 65:35: δ 5.18 (1H, brs, H-2), 4.89 (1H, d, J=12.0, H-2’), 4.26 (1H, t, 

J=8.6, CH2a-5), 4.04 (3H, m, CH2b-5, CH2-5’), 3.67 (1H, m, H-4), 3.42 (1H, td, J=7.8, 3.0, H-4’), 3.23 

(1H, s, OH-2), 2.59 (1H, m, H-3), 2.46 (1H, m, H-3’), 2.30 (3H, s, CH3-7’), 2.21 (3H, s, CH3-7), 1.86 

(1H, s, OH-2’), 1.07 (3H, d, J=7.2, CH3-8’) y 0.87 (3H, d, J=7.2, CH3-8) ppm. 

 

El espectro de 13C RMN (75 MHz, CDCl3) (Fig 92) muestra también la presencia de una 

mezcla anomérica: δ 213.31 (C-6’), 206.26 (C-6), 103.91 (C-2), 100.09 (C-2’), 69.44 (C-5’), 66.13 

(C-5), 52.78 (C-4), 52.67 (C-4’), 42.30 (C-3), 40.97 (C-3’), 32.00 (C-7’), 29.99 (C-7), 12.10 (C-8) y 

9.25 (C-8’) ppm. 
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Los datos espectroscópicos coinciden con los datos encontrados en bibliografía del (-) 
botryodiplodin208. Esta micotoxina fue aislada a partir de Botyodiplodia theobromae en 1966 por 

Gupta et al.209 y en 1969 Arsenault et al.210 confirmaron su estructura. También ha sido identificado 

en otras especies fúngicas como Penicillium roqueforti211 y P. stipitatum212. Este hemiacetal 

presenta propiedades antibióticas y antileucémicas213,214, pero también mutagénicas ya que induce 

entrecruzamientos entre proteínas y ADN215. Se ha demostrado mediante marcaje isotópico que 

su ruta biosintética es la ruta de los acetatos213. 

 

O

MeMe

O

O

O

Me
O OH

MeMe

O

Botryodiplodin Acetato de botryodiplodin

O

MeMe

O

O

O

Me
O OH

MeMe

O

Botryodiplodin Acetato de botryodiplodin  
 

Fig 90. Estructuras del (-) botryodiplodin y del (-) acetato de botryodiplodin 
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Fig 91. 1HRMN 300 MHz de FIII-E-4 ((-) botryodiplodin) en CDCl3 
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Fig 92. 13CRMN 75 MHz de FIII-E-4 ((-) botryodiplodin) en CDCl3 
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Fig 93. DEPT 75 MHz de FIII-E-4 ((-) botryodiplodin) en CDCl3 
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En el espectro de 1H RMN se aprecia que el (-) botryodiplodin aparece como una mezcla 

anomérica. Para confirmar la estructura se procedió a la acetilación del mismo, mediante anhídrido 

acético y piridina, obteniéndose cuantitativamente el anómero 2,3-trans acetilado (95%) 214,216. 

 

3.5.2. Estudio de la fracción I 
 

Aislamiento 

 

La fracción I (830 mg) se sometió a cromatografía líquida en columna abierta sobre sílice 

(1:100 p/p) usando como fase móvil Hex/AcOEt:8/2. La mezcla se fraccionó en alícuotas de 20 

mL, las cuales se reunieron en 7 subfracciones de acuerdo con su similitud en CCF. Todas las 

subfracciones se ensayaron como insecticidas frente a O. fasciatus y C. capitata siendo la 

subfracción FI/D la que mostró mayor actividad (tabla 13) por lo que se procedió a su análisis por 

HPLC.  

 

Oncopeltus fasciatus Ceratitis capitata 
Subfracciones 

% Mortalidad  Seguimiento IGR %Mortalidad %reducción fecundidad %reducción fertilidad 

FI/A 10 ± 10 Ninfas 10 ± 5.7 5.44 ± 5.24 35.47 ± 24.44 

FI/B 10 ± 0 
100% MR 

D+27 (4º-5º) 
3.3 ± 3.3 1.33 ± 1.33 0.78 ± 0.78 

FI/C 0 ± 0 Ninfas 0 ± 0 0 ± 0 1.45 ± 0.87 

FI/D 10 ± 0 
100% MR 

D+17 (4º-5º) 
0 ± 0 0 ± 0 94.29 ± 1.14 

FI/E 5 ± 5 Ninfas 3.3 ± 3.3 10.18 ± 5.14 0 ± 0 

FI/F 5 ± 5 
100% MR 

D+60 
0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

FI/G 15 ± 5 
100% MR 

D+66 
0 ± 0 12.43 ± 6.69 0 ± 0 

Dosis de ensayo sobre O. fasciatus: 20 μg/ninfa 
Dosis de ensayo sobre C.capitata: 20 μg/mosca 
MR=Mortalidad retrasada 

 
Tabla 13. Actividades biológicas de las subfracciones FI de P. coalescens CECT 2764 

 

La subfracción FI/D (18.7 mg) se fraccionó en HPLC mediante una columna 

semipreparativa Tracer Exel 120 ODS-B C18 de 5 µm (25.0 x 1 cm) usando como fase móvil 

MeCN/H2O (70:30, v/v) a flujo 1 mL/min. Se aislaron dos compuestos con las siguientes 

propiedades cromatográficas: FI/D-1 [Tr= 15.2 minutos; 1.6 mg] y FI/D-2 [Tr= 19.8 minutos; 1.5 

mg]. 

 

Identificación del compuesto FI/D-1 

 

El espectro de masas mediante la tecnica de ionización por electro-spay de alta resolución 

presenta un pico molecular m/z 277.1419 [(M+Na)+] que corresponde a la fórmula molecular 

C14H22O4 (Fig 97). 
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El espectro de 1H RMN (300 MHz, CDCl3) (Fig 98) muestra las siguientes señales: δ 6.10 

(1H, s, CH2a-6’), 5.91 (1H, s, CH2b-6’), 4.62 (1H, d, J=6.0, H-2), 4.22 (1H, t, J=9.0, CH2a-6), 3.98 

(1H, dd, J=12.0, 0.5, CH2a-4), 3.82 (1H, dd, J=12.0, 3.0, CH2b-4), 3.50 (1H, t, J=9.0, CH2b-6), 3.06 

(1H, m, H-4’), 2.67 (1H, m, H-5), 2.34 (3H, s, CH3-1’), 1.46 (3H, s, CH3-9), 1.33 (1H, m, H-4a), 1.11 

(3H, d, J=9.0, CH3-5’) y 1.08 (3H, d, J=6.0, CH3-8) ppm. 

 

El espectro de 13C RMN (75 MHz, CDCl3) (Fig 99) muestra las siguientes señales: δ 

199.72 (C-2’), 149.40 (C-3’), 126.09 (C-6’), 105.41 (C-7a), 98.82 (C-2), 74.19 (C-6), 63.93 (C-4), 

50.06 (C-4a), 38.31 (C-4’), 33.31 (C-5), 26.28 (C-1’), 20.14 (C-9), 16.80 (C-8) y 13.80 (C-5’) ppm. 

 

La gran similitud existente entre los datos espectrales de este compuesto y los que 

presenta el botryodiplodin, permite deducir que se trata de una molécula con un esqueleto similar 

aunque de menor polaridad. La estructura de FI/D-1 se determina por comparación de sus datos 

espectroscópicos de 1H RMN y 13C RMN con los datos del botryodiplodin y se confirma con los 

experimentos de dos dimensiones (COSY 1H-1H (Fig 100), HSQC (Fig 101) y HMBC (Fig 102)). 

El estudio de los espectros COSY y HMBC (Tabla 14) indica la presencia de un sistema 

AMX asi como un sistema ABX, formados cada uno de ellos por un metileno unido tanto a un 

átomo electronegativo como a un metino (δ 4.22 (CH2a-6), 3.50 (CH2b-6) y 2.67 (H-5); δ 3.98 (CH2a-

4), 3.82 (CH2a-4) y 1.33 (H-4a)), así como dos carbonos sp3 desapantallados por la influencia de 

dos átomos electronegativos (δ 105.41 (C-7a) y 98.82 (CH-2)). Este carbono terciario muestra una 

correlación COSY con el metino de la posición 4’ (δ 4.62 (H-2) – 3.06 (H-4’)), el cual forma parte 

de otro fragmento de botryodiplodin en distinto estado de oxidación, presentando un doble enlace 

y un grupo aldehído fácilmente atacable para formar un acetal. Este compuesto, por tanto, 

presenta una estructura constituida por un anillo de furano y otro de dioxano y derivada de dos 

moléculas del botryodiplodin en distintos estados de oxidación. 

A la vista de la discusión realizada, se ha propuesto la siguiente estructura (Fig 94) para 

FI/D-1, aislada por primera vez a partir de fuentes naturales y ha sido denominada (-) 
botryodioxinenona.  
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Fig 94. Estructura del (-) botryodioxinenona 

 

La posible biogénesis de este compuesto podría ocurrir mediante la unión de dos 

moléculas de botryodiplodin: la apertura del anillo hemiacetálico origina una molécula capaz de 

reducirse o deshidratarse que reaccionan entre ellas para formar el núcleo bicíclico 

tetrahidrofurano-1,3-dioxano (Fig 95).  
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Fig 95. Posible biogénesis de la (-) botryodioxinenona 
 

Se obtuvo un valor de poder rotatorio [α]D25 = –8.72º (c 0.92, CHCl3) y considerando que 

esta posible ruta biogenética permite fijar la configuración de los carbonos C-4a, C-5 y C-4’ como 

(R), (S) y (R) se intentó establecer la configuración de la molécula a través de las correlaciones 

NOESY observadas (Fig 96). Estos experimentos mostraron una correlación entre δ 4.62 (H-2) y 

1.46 (CH3-9) indicando una relación cis entre ellos. Estos estudios no fueron suficientes para 

determinar la configuración de todos los esterocentros de la molécula por lo que se procedió a la 

realización de experimentos NOEDIFF. La irradiación de H-2 afectó tanto al CH3-9 como al H-4’ y 

se observó un aumento de la señal de H-4a al irradiar el CH3-9, indicando que H-2, CH3-9, H-4’ y 

H-4a se encuentran en el mismo plano. Así pues se pudo establecer la siguiente configuración 

para botryodioxinenona (2R, 4aS, 5R, 7aR, 4’R). 
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Fig 96. Correlaciones NOESY observadas para el compuesto FI/D-1 ((-) botryodioxinenona) 
 

 
 

Fig 97. ESMS de FI/D-1 ((-) botryodioxinenona) 
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 δH (mult, J en Hz) δC (mult, DEPT) 
Correlación 

1H-1H (COSY) 

Correlación 

1H-13C(HMBC) 

2 4.62 (d, 6) 98.82 (CH) 3.06 (H-4’) 3.98 (CH2a-4), 3.06 (H-4’), 1.11 (CH3-5’) 

4 
3.98 (dd, 12. 0.5) 

3.82 (dd, 12, 3) 
63.93 (CH2) 

3.82 (CH2b-4) 

3.98 (CH2a-4), 1.33 (H-4a) 
4.62 (H-2), 2.67 (H-5) 

4a 1.33 (m) 50.06 (CH) 2.67 (H-5), 3.82 (CH2b-4) 
4.22 (CH2a-6), 3.98 (CH2a-4), 2.67 (H-5),  

1.46 (CH3-9), 1.08 (CH3-8) 

5 2.67 (m) 33.31 (CH) 
4.22 (CH2a-6), 3.50 (CH2b-6),  

1.33 (H-4a), 1.08 (CH3-8) 

4.22 (CH2a-6), 3.98 (CH2a-4), 3.82 (CH2b-4), 

3.50 (CH2b-6), 1.33 (H-4a), 1.08 (CH3-8) 

6 
4.22 (t, 9) 

3.50 (dd, 12, 3) 
74.19 (CH2) 

3.50 (CH2b-6), 2.67 (H-5) 

4.22 (CH2a-6), 2.67 (H-5) 
2.67 (H-5), 1.08 (CH3-8) 

7a - 105.41(C) - 
3.98 (CH2a-4), 3.50 (CH2b-6), 1.46 (CH3-9), 

1.33 (H-4a) 

8 1.08 (d, 6) 16.80 (CH3) 2.67 (H-5) 4.22 (CH2a-6), 3.50 (CH2b-6), 1.33 (H-4a) 

9 1.46 (s) 20.14 (CH3) - - 

1’ 2.34 (s) 26.28 (CH3) - - 

2’ - 199.72 (C) - 6.10 (CH2a-6’), 5.91 (CH2b-6’), 2.34 (CH3-1’) 

3’ - 149.40 (C) - 
6.10 (CH2a-6’), 5.91 (CH2b-6’), 3.06 (H-4’), 

2.34 (CH3-1’), 1.11 (CH3-5’) 

4’ 3.06 (m) 38.31 (CH) 4.62 (H-2), 1.11 (CH3-5’) 6.10 (CH2a-6’), 5.91 (CH2b-6’), 1.11 (CH3-5’) 

5’ 1.11 (d, 9) 13.80 (CH3) 3.06 (H-4’) 4.62 (H-2), 3.06 (H-4’) 

6’ 6.10 (s), 5.91 (s) 126.09 (CH2) - 3.06 (H-4’), 2.34 (CH3-1’) 

 
Tabla 14. 1H RMN, 13C RMN y correlaciones 1H-1H (COSY) y 1H-13C (HMBC) de FI/D-1 ((-) botryodioxinenona) en CDCl3 
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Fig 98. 1H RMN 300 MHz de FI/D-1 ((-) botryodioxinenona) en CDCl3 

 

O

O

O
O

Me

MeMe

Me H
H

4'

5'

6'

1'
2'

3'

9

8

5

6

4

4a

7a

2

O

O

O
O

Me

MeMe

Me H
H

4'

5'

6'

1'
2'

3'

9

8

5

6

4

4a

7a

2

 
 

Fig 99. 13C RMN 75 MHz de FI/D-1 ((-) botryodioxinenona) en CDCl3 
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Fig 100. COSY 300 MHz de FI/D-1 ((-) botryodioxinenona) en CDCl3 

 

 
 

Fig 101. HSQC 600 MHz de FI/D-1 ((-) botryodioxinenona) en CDCl3 
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Fig 102. HMBC 600 MHz de FI/D-1 ((-) botryodioxinenona) en CDCl3 

 

Identificación del compuesto FI/D-2 

 

El espectro de masas mediante la técnica de ionización por electro spray de alta 

resolución presenta un pico molecular m/z 271.1301 [(M+Na)+] que corresponde a la fórmula 

molecular C15H20O3 (Fig 104). 

 

El espectro de 1H RMN (300 MHz, CDCl3) (Fig 105) muestra las siguientes señales: δ 7.24 

(5H, m, H-2’-6’), 4.93 (1H, d, J=4.8, H-2), 4.21 (1H, dd, J=9.6, 6.6, CH2a-5), 3.98 (1H, m, CH2a-9), 

3.93 (1H, m, CH2b-5), 3.58 (1H, m, CH2b-9), 3.09 (1H, m, H-4), 2.88 (2H, t, J= 6.6, H-10), 2.55 (1H, 

m, H-3), 2.12 (3H, s, CH3-7) y 0.95 (3H, d, J=7.8, CH3-8) ppm. 

 

El espectro de 13C RMN (75 MHz, CDCl3) (Fig 106) muestra las siguientes señales: δ 

207.82 (C-6), 139.13 (C-1’), 128.98 (C-2’, C-6’), 128.24 (C-3’, C-5’), 126.13 (C-4’), 104.77 (C-2), 

68.51 (C-9), 67.39 (C-5), 54.03 (C-4), 41.04 (C-3), 36.28 (C-10), 29.29 (C-7) y 9.82 (C-8) ppm. 

 

Al igual que FI/D-1, este compuesto presenta unos datos espectrales muy parecidos al 

botryodiplodin lo que permite deducir que se trata de una molécula con un esqueleto similar. Su 

estructura se determina por comparación de sus datos espectroscópicos de 1H RMN y 13C RMN 

con los datos de botryodiplodin y se confirma con los experimentos de dos dimensiones (COSY 
1H-1H (Fig 107), HSQC (Fig 108) y HMBC (Fig 109)). En este caso, se aprecia perfectamente en el 

espectro de 1H RMN la unidad de botryodiplodin unido a un etoxifenil. 
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El estudio de los espectros COSY y HMBC (Tabla 15) permitió identificar que la unión 

entre ambos fragmentos se produce mediante el OH de la posición 2, por la correlación a larga 

distancia entre el C-2 y el H-9 y entre el C-9 y H-2. 

Se obtuvo un valor de poder rotatorio [α]D25 = +13.33º (c 0.75, CHCl3) y la configuración 

relativa se asignó tanto mediante las correlaciones NOESY observadas (Fig 110); δ 3.08 (H-4)-

4.21 (CH2a-5) y δ 3.98 (CH2a-9)-4.21 (CH2a-5), como mediante el valor de la constante de 

acoplamiento del protón en posición 2 (J= 4.8 Hz) indicando una relación cis entre los H-2 y H-3214. 

A la vista de la discusión realizada, se ha propuesto la siguiente estructura (Fig 103) para 

FI/D-2, aislada por primera vez a partir de fuentes naturales y ha sido denominada (+) etoxifenil-
botryodiplodin.  

 

Etoxifenil-botryodoplodin
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Fig 103. Estructura de (+) etoxifenil-botryodiplodin 
 

 
 

Fig 104. EIHRMS de FI/D-2 ((+) etoxifenil-botryodiplodin) 
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 δH (mult, J en Hz) δC (mult, DEPT) 
Correlación 

1H-1H (COSY) 

Correlación 

1H-13C(HMBC) 

2 4.93 (d, 4.8) 104.77 (CH) 2.55 (H-3) 3.93 (CH2b-5), 3.58 (CH2b-9), 0.95 (CH3-8) 

3 2.55 (m) 41.04 (CH) 
4.93 (H-2), 3.09 (H-4),  

0.95 (CH3-8) 
3.93 (CH2b-5), 3.09 (H-4), 0.95 (CH3-8) 

4 3.09 (m) 54.03 (CH) 
4.21 (CH2a-5), 3.93 (CH2b-5), 

2.55 (H-3) 
2.12 (H-7), 0.95 (CH3-8) 

5 
4.21 (dd, 9.6, 6.6) 

3.93 (m) 
67.39 (CH2) 

3.93 (CH2b-5), 3.09 (H-4) 

4.21 (CH2a-5), 3.09 (H-4) 
2.12 (H-7) 

6 - 207.82 (C) - 
4.21 (CH2a-5), 3.93 (CH2b-5), 3.09 (H-4), 

2.12 (H-7) 

7 2.12 (s) 29.29 (CH3) - - 

8 0.95 (d, 7.8) 9.82 (CH3) 2.55 (H-3) - 

9 
3.98 (m) 

3.58 (m) 
68.51 (CH2) 

3.58 (CH2b-9), 2.88 (H-10) 

3.98 (CH2a-9), 288 (H-10) 
4.93 (H-2), 2.88 (H-10) 

10 2.88 (t, 6.6) 36.28 (CH2) 3.98 (CH2a-9), 3.58 (CH2b-9) 3.98 (CH2a-9), 3.58 (CH2b-9) 

1’ - 139.13 (C) - 3.98 (CH2a-9), 3.58 (CH2b-9), 2.88 (H-10) 

2’ 7.24 (m) 128.98 (CH) 7.24 2.88 (H-10) 

3’ 7.24 (m) 128.24 (CH) 7.24 - 

4’ 7.24 (m) 126.13 (CH) 7.24 - 

5’ 7.24 (m) 128.24 (CH) 7.24 - 

6’ 7.24 (m) 128.98 (CH) 7.24 2.88 (H-10) 

 
Tabla 15. 1H RMN, 13C RMN, 1H-1H (COSY) y 1H-13C (HMBC) de FI/D-2 ((+) etoxifenil-botryodiplodin) en CDCl3 
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Fig 105. 1H RMN 300 MHz de FI/D-2 ((+) etoxifenil-botryodiplodin) en CDCl3 
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Fig 106. 13C RMN 75 MHz de FI/D-2 ((+) etoxifenil-botryodiplodin) en CDCl3 
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Fig 107. COSY 300 MHz de FI/D-2 ((+) etoxifenil-botryodiplodin) en CDCl3 

 

 
 

Fig 108. HSQC 600 MHz de FI/D-2 ((-) etoxifenil-botryodiplodin) en CDCl3 
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Fig 109. HMBC 600 MHz de FI/D-2 ((+) etoxifenil-botryodiplodin) en CDCl3 

 

 
 

Fig 110. NOESY 300 MHz de FI/D-2 ((+) etoxifenil-botryodiplodin) en CDCl3 
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3.5.3. Estudio de la fracción IV 
 

Aislamiento 

 

La fracción IV (112 mg) se sometió a cromatografía líquida en columna abierta sobre sílice 

(1:100 p/p) usando como fase móvil Hex/AcOEt:3/7. La mezcla se fraccionó en alícuotas de 5 mL, 

las cuales se reunieron en 8 subfracciones de acuerdo con su similitud en CCF. La subfracción 

FIV/3 (6.1 mg) resultó ser prácticamente un producto puro y se procedió a su aislamiento mediante 

una CCF preparativa de fase directa usando como fase móvil Hex/AcOEt:5/5. Se obtuvo un 

compuesto mayoritario, FIV/3-A, que se purificó mediante HPLC con una columna analítica 

Kromasil C18 de 5 µm (25.0 x 0.46 cm) usando MeOH/H2O: 7/3 como fase móvil a un flujo de 0.5 

mL/min, siendo sus propiedades cromatográficas: FIV-3-A [Tr= 12.04 minutos; 1.2 mg]. 

 

Identificación del compuesto FIV/3-A 

 

El espectro de masas mediante la técnica de ionización por electro-spay de alta resolución 

presenta un pico molecular m/z 353.4065 [(M+Na)+] que corresponde a la fórmula molecular 

C18H22O4N2. 

 

El espectro de 1H RMN (600 MHz, MeOD) (Fig 112) muestra las siguientes señales: δ 6.40 

(1H, s, H-6), 4.35 (1H, d, J=6.6, H-4), 1.99 (1H, m, H-3), 0.99 (3H, d, J=6.6, CH3-1) y 0.88 (3H, d, 

J=6.6, CH3-2) ppm. 

 

El espectro de 13C RMN (75 MHz, MeOD) (Fig 113) muestra las siguientes señales: δ 

178.74 (C-9), 144.25 (C-5), 133.78 (C-8), 128.29 (C-7), 106.40 (C-6), 74.38 (C-4), 35.98 (C-3), 

19.46 (C-1) y 18.92 (C-2) ppm. 

 

Los datos espectroscópicos coinciden con los datos encontrados en bibliografía de la (+) 
terreusinona217. Aunque la composición molecular C18H22O4N2 fue analizada por HRESMS, los 

espectros de 1H RMN y 13C RMN sólo mostraban señales correspondientes a 9 protones y 9 

carbonos asignados a la mitad de la molécula; estos datos sugirieron que FIV/3-A era un dímero 

simétrico. Esta dipirroloquinona fue aislada en 2003 a partir del hongo marino Aspergillus terreus y 

destaca como protector de rayos UV-A. 
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Fig 111. Estructura de FIV/3-A ((+) terreusinona) 
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Fig 112. 1H RMN 600 MHz de FIV/3-A ((+) terreusinona) en MeOD 
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Fig 113. 13C RMN 75 MHz de FIV/3-A ((+) terreusinona) en MeOD 
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3.6 Actividades biológicas de los compuestos puros aislados 
 

Debido a la similitud de estructuras halladas en las dos cepas de P. coalescens, las 

actividades biológicas del botryodiplodin y sus análogos están descritas en el apartado 4.6. 
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4. Penicillum coalescens Quintanilla (CECT 2766) 
 

4.1 Cultivo del hongo y obtención del extracto 
 

Con el cultivo de la cepa de Penicillium coalescens (CECT 2766) en 20 L de medio ATB 

se obtuvieron a partir del caldo 8.1 g de extracto seco y a partir del micelio 0.25 g de extracto 

diclorometánico y 13.5 g de extracto metanólico, según el apartado 1 de Material y métodos. 

 

4.2 Actividad biológica del extracto 
 

Los extractos orgánicos se sometieron a los ensayos de actividades biológicas descritos 

en el apartado 2 de Material y métodos, resultando el extracto del caldo significativamente activo 

como bactericida, fungicida e insecticida, por lo que se procedió a su estudio. 

Respecto al ensayo bactericida, el extracto orgánico de caldo fúngico a una dosis de 100 

μg/mm2 presentó una actividad similar al control (clorhidrato de tetraciclina) a una dosis de 10 

μg/mm2 frente a todas las bacterias ensayadas (apartado 2.3 de Material y métodos). 

En el caso de la actividad fungicida el extracto orgánico de caldo fúngico a una dosis de 2 

mg/disco presentó una actividad mayor o igual al control (benomilo, que se aplica a distintas dosis 

según el hongo a estudiar) frente a Fusarium culmorum (10 μg/disco), Fusarium oxysporum 

gladioli (10 μg/disco), Verticillium dahliae (0.25 μg/disco), Phytophthora citrophthora (1.5 μg/disco) 

y Aspergillus parasiticus (1 μg/disco). También Rosellinia neccatrix mostró un 100% de reducción 

del halo de crecimiento a las 72 horas tras la inclusión del extracto orgánico del caldo en el medio 

de cultivo (apartado 2.2 de Material y métodos). 

Los ensayos de actividad insecticida del extracto orgánico del caldo se realizaron frente a 

Oncopeltus fasciatus y Ceratitis capitata obteniéndose un 100% de mortalidad a una dosis de 100 

μg/ninfa y 100 μg/mosca, respectivamente (apartado 2.5 de Material y métodos). 

 

4.3 Estudio del extracto orgánico del caldo 
 

8.1 g del extracto orgánico del caldo se fraccionaron en columna abierta sobre un relleno 

de sílice (1:80 p/p), usando eluyentes de polaridad creciente, desde hexano hasta MeOH. Se 

obtuvieron 12 fracciones cuyos pesos y disolventes se indican en la tabla 16. 

 

Fracción Volumen (L) Eluyente Peso (mg) 

FI, FII, FIII 2.0 Hex/AcOEt:7.5/2.5 362.1, 576.5, 149.2 

FIV, FV, FVI, FVII, FVIII, FIX 3.0 Hex/AcOEt:5/5 141.3, 205.4, 359.6, 699.8, 632.2, 1550.2 

FX, FXI 2.0 AcOEt 478.4, 256.2 

FXII, FXIII 2.0 MeOH 918.9, 1810.4 

 
Tabla 16. Fraccionamiento en columna del extracto del caldo de Penicillium coalescens (CECT 2766) 
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4.4 Actividades biológicas de las fracciones 
 

Las fracciones cromatográficas del extracto orgánico del caldo se ensayaron como 

bactericidas frente a Staphilococcus aureus 86 y Salmonella typhii 481, fungicidas frente a P. 

citrophthora y V. dahliae, porque fueron las especies que mostraron mayor sensibilidad en los 

ensayos del extracto del caldo, e insecticidas frente a O. fasciatus y C. capitata, siendo la fracción 

IX la responsable de las tres actividades. 

La fracción IX mostró actividad bactericida frente a S. aureus y S. typhii a una dosis de 50 

μg/mm2, observándose un halo de inhibición de 18 y 22 mm, respectivamente, frente a los 27 y 24 

mm del control (clorhidrato de tetraciclina, aplicado a 10 μg/mm2). 

En el caso de la actividad fungicida al aplicarse la fracción IX a una dosis de 0.2 mg /disco 

frente a V. dahliae se dió un 100% de eficacia, es decir, produjo un halo de inhición a las 72 horas 

igual que el control (benomilo, aplicado a 0.25 μg/disco). 

La fracción IX también fue la que destacó por su actividad insecticida frente a Oncopeltus 

fasciatus, con una mortalidad del 100% a una dosis de 25 μg/ninfa y frente a Ceratitis capitata con 

un 93.3% ± 6.6 de mortalidad a una dosis de 25 μg/mosca. Se procedió al aislamiento e 

identificación de los componentes causantes de dichas actividades. 

 

4.5 Aislamiento e identificación de los compuestos de las fracciones seleccionadas 
 

4.5.1. Estudio de la fracción IX 
 

Al hacer los espectros de 1H RMN y 13C RMN de la fracción se pudo identificar el (-) 
botryodiplodin (1.5 g) como producto puro. Este compuesto ya fue descrito previamente en la 

fracción III de P. coalescens (CECT 2764) (Ver apartado 3.5.1.). 

 

4.5.2. Estudio de la fracción III 
 

Aislamiento 

 

La fracción III (140 mg) se sometió a cromatografía líquida en columna abierta sobre sílice 

(1:100 p/p) usando como fase móvil un gradiente desde Hex/AcOEt:9/1 hasta Hex/AcOEt:7/3. La 

mezcla se fraccionó en alícuotas de 5 mL, las cuales se reunieron en 5 subfracciones de acuerdo 

con su similitud en CCF. La subfracción FIII/3 (18.5 mg), que se eluyó con Hex/AcOEt:8/2, resultó 

ser un producto puro y se inyectó en una columna analítica de HPLC Tracer excel ODSB C18 de 4 

µm (25.0 x 0.46 cm) usando MeCN/H2O:75/25 como fase móvil a un flujo de 0.5 mL/min, 

observándose un único pico a un tiempo de retención de 13.91 minutos. 
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Identificación del compuesto FIII/3 

 

El espectro de masas mediante la técnica de ionización por electro-spray de alta 

resolución presenta un pico molecular m/z 277.1421 [(M+Na)+] que corresponde a la fórmula 

molecular C14H22O4 (Fig 116). 

 

El espectro de 1H RMN (300 MHz, CDCl3) (Fig 117) muestra las siguientes señales: δ 6.07 

(1H, s, CH2a-6’), 5.76 (1H, s, CH2b-6’), 4.70 (1H, s, H-2), 4.25 (1H, t, J=8.4, CH2a-5), 3.87 (1H, t, 

J=8.4, CH2b-5), 3.53 (1H, dd, J=15.9, 8.4, H-4), 3.44 (1H, dd, J=9.3, 7.2, CH2a-5’), 3.32 (1H, dd, 

J=9.3, 5.7, CH2b-5’), 3.06 (1H, m, H-4’), 2.54 (1H, m, H-3), 2.33 (3H, s, CH3-1’), 2.17 (3H, s, CH3-7), 

1.05 (3H, d, J=7.2, CH3-7’) y 0.82 (3H, d, J=7.2, CH3-8) ppm. 

 

El espectro de 13C RMN (75 MHz, CDCl3) (Fig 118) muestra las siguientes señales: δ 

206.90 (C-6),199.89 (C-2’), 151.80 (C-3’), 124.64 (C-6’), 109.51 (C-2), 71.66 (C-5’), 66.29 (C-5), 

53.85 (C-4), 42.24 (C-3), 33.18 (C-4’), 30.53 (C-7), 26.56 (C-1’), 17.26 (C-7’) y 12.93 (C-8) ppm. 

 

La gran similitud existente entre los datos espectrales de este compuesto y los que 

presenta botryodiplodin, permite deducir que se trata de una molécula perteneciente a esta familia. 

La estructura de FIII/3 se determina por comparación de sus datos espectroscópicos de 1H RMN y 
13C RMN con los datos de botryodiplodin y se confirma con los experimentos de dos dimensiones 

(COSY 1H-1H (Fig 119), HSQC (Fig 120) y HMBC (Fig 121)). Al estudiar los espectros de 1H RMN 

y 13C RMN se identifica la estructura de botryodiplodin unida a un fragmento olefínico proveniente 

de otra molécula de botryodiplodin deshidratada y reducida (Fig 115). 

El estudio de los espectros COSY y HMBC (Tabla 17) permitió identificar que la unión 

entre ambas moléculas de botryodoplodin se produce mediante el OH hemiacetálico de la posición 

2 de botryodiplodin y el alcohol terminal de la segunda molécula, por la correlación a larga 

distancia entre el C-2 y los H-5’ y entre el C-5’ y H-2 y por la correlación H-H entre H-5’ y H-2. 

Se obtuvo un valor de poder rotatorio [α]D25 = –75.0º (c. 1, CHCl3) y la configuración 

absoluta se asignó teniendo en cuenta tanto la ruta biogenética, como mediante las correlaciones 

NOESY observadas (Fig 122); δ 4.70 (H-2)-0.81 (CH3-8) y 3.32 (CH2b-5’); δ 3.32 (CH2b-5’)-1.04 

(CH3-7’), indicando que H-2, CH3-8 y CH3-7’ están en el mismo plano, mientras que el valor de la 

constante de acoplamiento del protón en posición 2 (J= 0 Hz) indicaba una relación trans entre los 

H-2 y H-3.214 Así pues, la configuración absoluta de este compuesto se propuso como (2R, 3R, 4S, 

4’R).  

A la vista de la discusión realizada, se ha propuesto la siguiente estructura (Fig 114) para 

FIII/3, aislada por primera vez a partir de fuentes naturales y ha sido denominada (-) 
botryodiplodinenona.  
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Fig 114. Estructura de FIII/3 ((-) botryodiplodinenona) 
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Fig 115. Posible biogénesis de (-) botryodiplodinenona 
 

 
 

Fig 116. ESMS de FIII/3 ((-) botryodiplodinenona) 
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 δH (mult, J en Hz) δC (mult, DEPT) 
Correlación 

1H-1H (COSY) 

Correlación 

1H-13C(HMBC) 

2 4.70 (s) 109.51 (CH) - 
4.25 (CH2a-5), 3.44 (CH2a-5’), 3.32 (CH2b-5’),  

2.54 (H-3), 0.81(CH3-8) 

3 2.54 (m) 42.24 (CH) 3.53 (H-4), 0.81 (CH3-8)  4.70 (H-2), 3.87 (CH2b-5), 3.53 (H-4), 0.81 (CH3-8) 

4 3.53 (dd, 15.9, 8.4) 53.85 (CH) 
4.25 (CH2a-5), 3.87 

(CH2b-5), 2.54 (H-3) 

4.70 (H-2), 4.25 (CH2a-5), 2.54 (H-3),  

2.17 (CH3-7), 0.81 (CH3-8) 

5 
4.25 (t, 8.4) 

3.87 (t, 8.4) 
66.29 (CH2) 

3.87 (CH2b-5), 3.53 (H-4) 

4.25 (CH2a-5), 3.53 (H-4) 
4.70 (H-2), 3.53 (H-4), 2.54 (H-3) 

6 - 206.90 (C) - 
4.25 (CH2a-5), 3.87 (CH2b-5), 3.53 (H-4), 

2.17 (CH3-7) 

7 2.17 (s) 30.53 (CH3) - - 

8 0.81 (d, 7.2) 12.93 (CH3) 2.54 (H-3) 4.70 (H-2), 3.53 (H-4), 2.54 (H-3) 

1’ 2.33 (s) 26.56 (CH3) - - 

2’ - 199.89 (C) - 6.07 (CH2a-6’), 5.76 (CH2b-6’), 3.06 (H-4’), 2.33 (CH3-1’) 

3’ - 151.80 (C) - 
6.07 (CH2a-6’), 5.76 (CH2b-6’), 3.44 (CH2a-5’), 3.32 

(CH2b-5’), 3.06 (H-4’), 2.33 (CH3-1’), 1.04 (CH3-7’) 

4’ 3.06 (m) 33.18 (CH) 
3.44 (CH2a-5’), 3.32 

(CH2b-5’), 1.04 (CH3-7’) 

6.07 (CH2a-6’), 5.76 (CH2b-6’), 3.44 (CH2a-5’), 3.32 

(CH2b-5’), 1.04 (CH3-7’) 

5’ 
3.44 (dd, 9.3, 7.2) 

3.32 (t, 9.3, 5.7) 
71.66 (CH2) 

3.32 (CH2b-5’), 3.06 (H-4’) 

3.44 (CH2a-5’), 3.06 (H-4’) 
4.70 (H-2), 3.06 (H-4’), 1.04 (CH3-7’) 

6’ 6.07 (s), 5.76 (s) 124.64 (CH2) - 3.06 (H-4’), 2.33 (CH3-1’) 

7’ 1.04 (d, 7.2) 17.26 (CH3) 3.06 (H-4’) 3.44 (CH2a-5’), 3.32 (CH2b-5’), 3.06 (H-4’) 

 
Tabla 17. 1H RMN, 13C RMN, 1H-1H (COSY) y 1H-13C (HMBC) de FIII/3 ((-) botryodiplodinenona) en CDCl3 
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Fig 117. 1H RMN 300 MHz de FIII/3 ((-) botryodiplodinenona) en CDCl3 
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Fig 118. 13C RMN 75 MHz de FIII/3 ((-) botryodiplodinenona) en CDCl3 
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Fig 119. COSY 300 MHz de FIII/3 ((-) botryodiplodinenona) en CDCl3 

 
 

Fig 120. HSQC 400 MHz de FIII/3 ((-) botryodiplodinenona) en CDCl3 

 



[04] Resultados 

114 

 
 

Fig 121. HMBC 400 MHz de FIII/3 ((-) botryodiplodinenona) en CDCl3 

 

 
 

Fig 122. NOESY 300 MHz de FIII/3 ((-) botryodiplodinenona) en CDCl3 
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4.5.3. Estudio de la fracción IV 
 

Aislamiento 

 

La fracción IV (140 mg) se sometió a cromatografía líquida de media presión usando como 

fase móvil un gradiente desde hexano hasta AcOEt. La mezcla se fraccionó en alícuotas de 5 mL, 

las cuales se reunieron en 10 subfracciones de acuerdo con su similitud en CCF. La subfracción 

FIV/8 (39.6 mg) resultó ser el producto mayoritario y se procedió a su purificación mediante 

columna abierta de sílice (1:100 p/p) usando como fase móvil Hex/AcOEt:8.5/1.5. Así se obtuvo el 

compuesto FIV/8-5 (8.6 mg) que se inyectó en una columna analítica de HPLC Tracer excel ODSB 

C18 de 4 µm (25.0 x 0.46 cm) usando MeCN/H2O: 6/4 como fase móvil a un flujo de 0.5 mL/min, 

observándose un único pico a un tiempo de retención de 22.11 minutos. 

 

Identificación del compuesto FIV/8-5 

 

El espectro de masas mediante la técnica de ionización por electro-spray de alta 

resolución presenta un pico molecular m/z 403.2103 [(M+Na)+] que corresponde a la fórmula 

molecular C21H32O6 (Fig 125). 

 

El espectro de 1H RMN (600 MHz, CDCl3) (Fig 126) muestra las siguientes señales: δ 6.13 

(1H, s, CH2a-6’), 6.06 (1H, s, CH2a-6’’), 6.01 (1H, s, CH2b-6’), 5.84 (1H, s, CH2b-6’’), 4.78 (1H, d, 

J=6.0, H-6), 4.60 (1H, d, J=3.6, H-2), 3.88 (1H, dd, J=12.0, 0.5, CH2a-4), 3.78 (1H, dd, J=12.0, 3.0, 

CH2b-4), 3.64 (1H, dd, J=9.0, 7.2, CH2a-5’’), 3.44 (1H, dd, J=9.0, 6.0, CH2b-5’’), 3.09 (2H, m, H-2’, 

H-4’’), 2.54 (1H, m, H-5), 2.34 (6H, s, CH3-5’, CH3-1’’), 1.44 (3H, s, CH3-9), 1.37 (1H, m, H-4a), 

1.11 (3H, d, J=6.9, CH3-7’’) 1.10 (3H, d, J=6.9, CH3-1’) y 1.06 (3H, d, J=6.9, CH3-8) ppm. 

 

El espectro de 13C RMN (75 MHz, CDCl3) (Fig 127) muestra las siguientes señales: δ 

199.78 (C-2’’), 199.70 (C-4’), 151.47 (C-3’’), 149.15 (C-3’), 126.61 (C-6’), 124.43 (C-6’’), 111.43 (C-

6), 104.19 (C-7a), 98.85 (C-2), 72.67 (C-5’’), 63.49 (C-4), 49.22 (C-4a), 39.04 (C-5), 37.53 (C-2’), 

33.44 (C-4’’), 26.24 (C-1’’, C-5’), 20.53 (C-9),16.93 (C-7’’), 14.83 (C-8) y 13.52 (C-1’) ppm. 

 

La gran similitud existente entre los datos espectrales de este compuesto y los que 

presenta el botryodiplodin, permite deducir que se trata de una molécula perteneciente a esta 

familia. La estructura de FIV/8-5 se determina por comparación de sus datos espectroscópicos de 
1H RMN y 13C RMN con los datos de botryodiplodin y botryodioxinenona y se confirma con los 

experimentos de dos dimensiones (COSY 1H-1H (Fig 128), HSQC (Fig 129) y HMBC (Fig 130)). Al 

estudiar los espectros de 1H RMN y 13C RMN se identifica la estructura de la botryodioxinenona 

unida a un fragmento olefínico proveniente de otra molécula del botryodiplodin deshidratada y 

reducida (Fig 124). 

El estudio de los espectros COSY y HMBC (Tabla 18) permitió identificar que la unión 

entre ambas moléculas se produce mediante el CH de la posición 6 de la botryodioxinenona y el 
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alcohol terminal de la segunda molécula del botryodiplodin, por la correlación a larga distancia 

entre el C-6 y el H-5’’ y entre el C-5’’ y H-6 y por la correlación 1H-1H entre H-6 y H-5’’. 

Se obtuvo un valor de poder rotatorio [α]D25 = –0.39º (c 10.33, CHCl3) y la configuración de 

C-5, C-4a, C-2’ y C-4’’ se propuso según la ruta biogenética como (5R, 4aS, 2’R, 4’’R). Teniendo 

en cuenta a su precursor botryodioxinenona, se consideró una relación cis entre H-2, CH3-9 y H-4a 

y el valor de la constante de acoplamiento del protón en posición 6 (J= 6.0 Hz) indicó también una 

relación cis entre los protones H-6 - H-5 214. 

A la vista de la discusión realizada, se ha propuesto la siguiente estructura (Fig 123) para 

FIV/8-5, aislada por primera vez a partir de fuentes naturales y ha sido denominada (-) 
botryodioxindinenona. 
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Fig 123. Estructura de FIV/8-5 ((-) botryodioxindinenona) 
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Fig 124. Posible biogénesis de (-) botryodioxindinenona 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



[04] Resultados 

117 

 δH (mult, J en Hz) δC (mult, DEPT) 
Correlación 

1H-1H (COSY) 

Correlación 

1H-13C(HMBC) 

2 4.60 (d, 3.6) 98.85 (CH) 3.09 (H-2’) 
6.13 (CH2a-6’), 6.01 (CH2b-6’), 3.88 (CH2a-4), 

3.78 (CH2b-4), 3.09 (H-2’), 1.10 (CH3-1’) 

4 
3.88 (dd, 12, 0.5) 

3.78 (dd, 12, 3) 
63.49 (CH2) 

3.78 (CH2b-4), 1.37 (H-4a) 

3.88 (CH2a-4), 1.37 (H-4a) 
4.60 (H-2), 2.54 (H-5) 

4a 1.37 (m) 49.22 (CH) 
3.88 (CH2a-4), 3.78 (CH2b-4), 

2.54 (H-5) 

3.88 (CH2a-4), 2.54 (H-5),  

1.44 (CH3-9), 1.06 (CH3-8) 

5 2.54 (m) 39.04 (CH) 
4.78 (H-6), 1.37 (H-4a), 

1.06 (CH3-8) 

4.78 (H-6), 3.88 (CH2a-4), 3.78 (CH2b-4), 

1.37 (H-4a), 1.06 (CH3-8) 

6 4.78 (d, 6) 111.43 (CH) 2.54 (H-5) 
3.64 (CH2a-5’’), 3.44 (CH2b-5’’),2.54 (H-5),  

1.06 (CH3-8) 

7a - 104.19 (C) - 
4.78 (H-6), 4.60 (H-2), 3.88 CH2a-4), 3.78 

(CH2b-4), 1.44 (CH3-9), 1.37 (H-4a) 

8 1.06 (d, 6.9) 14.83 (CH3) 2.54 (H-5) 4.78 (H-6), 2.54 (H-5), 1.37 (H-4a) 

9 1.44 (s) 20.53 (CH3) - - 

1’ 1.10 (d, 6.9) 13.52 (CH3) 3.09 (H-2’) 6.01 (CH2b-6’), 4.60 (H-2), 3.09 (H-2’) 

2’ 3.09 (m) 37.53 (CH) 4.60 (H-2), 1.10 (CH3-1’) 6.13 (CH2a-6’), 6.01 (CH2b-6’), 1.10 (CH3-1’) 

3’ - 149.15 (C) - 
6.13 (CH2a-6’), 6.01 (CH2b-6’), 4.60 (H-2), 

3.09 (H-2’), 2.34 (CH3-5’), 1.10 (CH3-1’) 

4’ - 199.70 (C) - 
6.13 (CH2a-6’), 6.01 (CH2b-6’), 3.09 (H-2’),  

2.34 (CH3-5’) 

5’ 2.34 (s) 26.28 (CH3) - - 

6’ 6.13 (s), 6.01 (s) 126.61 (CH2) - 3.09 (H-2’), 2.34 (CH3-5’) 

1’’ 2.34 (s) 26.24 (CH3) - - 

2’’ - 199.78 (C) - 
6.06 (CH2a-6’’), 5.84 (CH2b-6’’), 3.09 (H-4’’),  

2.34 (CH3-1’’) 

3’’ - 151.47 (C) - 

6.06 (CH2a-6’’), 5.84 (CH2b-6’’),  

3.64 (CH2a-5’’), 3.44 (CH2b-5’’),3.09 (H-4’’),  

2.34 (CH3-1’’), 1.11 (CH3-7’’) 

4’’ 3.09 (m) 33.44 (CH) 
3.64 (CH2a-5’’), 3.44 (CH2b-5’’), 

1.11 (CH3-7’’) 

6.06 (CH2a-6’’), 5.84 (CH2b-6’’), 3.64 (CH2a-

5’’), 3.44 (CH2b-5’’), 1.11 (CH3-7’’) 

5’’ 
3.64 (dd, 9, 7.2) 

3.44 (dd, 9, 6) 
72.67 (CH2) 

3.44 (CH2b-5’’), 3.09 (H-4’’) 

3.64 (CH2a-5’’), 3.09 (H-4’’) 

6.06 (CH2a-6’’), 5.84 (CH2b-6’’), 4.78 (H-6),  

3.09 (H-4’’), 1.11 (CH3-7’’) 

6’’ 6.06 (s), 5.84 (s) 124.43 (CH2) - 3.09 (H-4’’), 2.34 (CH3-1’’) 

7’’ 1.11 (d, 6.9) 16.93 (CH3) 3.09 (H-4’’) 
6.06 (CH2a-6’’), 5.84 (CH2b-6’’),3.64 (CH2a-

5’’),3.44 (CH2b-5’’), 3.09 (H-4’’) 

 
Tabla 18. 1H RMN, 13C RMN, 1H-1H (COSY) y 1H-13C (HMBC) de FIV/8-5 ((-) botryodioxindinenona) en CDCl3 
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Fig 125. ESHRMS de FIV/8-5 ((-) botryodioxindinenona) 
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Fig 126. 1H RMN 600 MHz de FIV/8-5 ((-) botryodioxindinenona) en CDCl3 
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Fig 127. 13C RMN 75 MHz de FIV/8-5 ((-) botryodioxindinenona) en CDCl3 

 

 
 

Fig 128. COSY 300 MHz de FIV/8-5 ((-) botryodioxindinenona) en CDCl3 
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Fig 129. HSQC 600 MHz de FIV/8-5 ((-) botryodioxindinenona) en CDCl3 

 

 
 

Fig 130. HMBC 600 MHz de FIV/8-5 ((-) botryodioxindinenona) en CDCl3 
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4.5.4. Estudio de la fracción VI 
 

Aislamiento 

 

La fracción VI (350 mg) se sometió a cromatografía líquida en columna abierta sobre sílice 

(1:100 p/p) usando como fase móvil un gradiente desde Hex/AcOEt:6.6/3.4 hasta AcOEt. La 

mezcla se fraccionó en alícuotas de 8 mL, las cuales se reunieron en 9 subfracciones de acuerdo 

con su similitud en CCF.  

La subfracción FVI/7 (235 mg) que se eluyó con Hex/AcOEt:6.6/3.4 resultó ser un 

compuesto mayoritario y se purificó mediante otra columna abierta de sílice (1:80 p/p) usando 

como fase móvil Hex/AcOEt:8/2, obteniéndose un producto puro FVI/7-5 (1.7 mg). 

La subfracción FVI/8 (34 mg) que se eluyó con AcOEt resultó ser prácticamente un 

producto puro. Esta subfracción se purificó mediante otra columna abierta de sílice (1:80 p/p) 

usando como fase móvil Hex/AcOEt:8/2, obteniéndose un producto puro FVI/8-5 (19.2 mg). 

 

Identificación del compuesto FVI/7-5 

 

El espectro de masas mediante la técnica de ionización por electro-spray de alta 

resolución presenta un pico molecular m/z 277.1415 [(M+Na)+] que corresponde a la fórmula 

molecular C14H22O4 (Fig 132). 

 

El espectro de 1H RMN (300 MHz, CDCl3) (Fig 133) muestra las siguientes señales: δ 6.09 

(1H, s, CH2a-6’), 5.81 (1H, s, CH2b-6’), 4.91 (1H, d, J=5.1, H-2), 4.25 (1H, dd, J=9.0, 6.3, CH2a-5), 

3.92 (1H, dd, J=9.0, 7.8, CH2b-5), 3.69 (1H, dd, J=9.3, 6.0, CH2a-5’), 3.30 (1H, dd, J=9.3, 6.0, CH2b-

5’), 3.11 (2H, m, H-4, H-4’), 2.57 (1H, m, H-3), 2.34 (3H, s, CH3-1’), 2.20 (3H, s, CH3-7), 1.07 (3H, 

d, J=6.9, CH3-7’) y 0.93 (3H, d, J=7.2, CH3-8) ppm. 

 

El espectro de 13C RMN (75 MHz, CDCl3) (Fig 134) muestra las siguientes señales: δ 

208.57 (C-6),199.92 (C-2’), 151.74 (C-3’), 125.06 (C-6’), 105.01 (C-2), 71.88 (C-5’), 67.73 (C-5), 

54.26 (C-4), 41.41 (C-3), 33.20 (C-4’), 30.04 (C-7), 26.53 (C-1’), 17.28 (C-7’) y 10.25 (C-8) ppm. 

 

La gran similitud existente entre los datos espectrales de este compuesto y los que la 

presenta la botryodiplodinenona, permite deducir que se trata de una molécula muy similar. La 

estructura de FVI/7-5 se determina por comparación de sus datos espectroscópicos de 1H RMN y 
13C RMN con los datos de la botryodiplodinenona y se confirma con los experimentos de dos 

dimensiones (COSY 1H-1H, HSQC y HMBC) (Tabla 19). Al estudiar el espectro de 1H RMN y 13C 

RMN, las diferencias más significativas se encuentran en el protón en posición 4 y el carbono en 

posición 2 que se han apantallado 0.42 ppm y 4.5 ppm, respectivamente, en relación a la 

botryodiplodinenona. Además el protón en posición 2 aparece como un doblete con una J=5.1 Hz, 

indicando una configuración cis entre H-2 y H-3, en lugar de un singulete que aparecía en el caso 

de la botryodiplodinenona. Ambas moléculas poseen el mismo peso molecular, por lo que se 

puede concluir que se trata del epímero en posición 2 de la botryodiplodinenona.  
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Se obtuvo un valor de poder rotatorio [α]D25 = +9.0º (c 0.67, CHCl3) y la configuración 

absoluta se asignó mediante el valor de la constante de acoplamiento del protón en posición 2 (J= 

5.1 Hz), indicando una relación cis entre los H-2 y H-3214 y mediante las correlaciones NOESY 

observadas (Fig 135); δ 3.11 (H-4, H-4’) y 2.57 (H-3) que confirman que estos protones están en el 

mismo plano. Así pues la configuración absoluta de esta molécula se puede establecer como (2S, 

3R, 4S, 4’R). 

A la vista de la discusión realizada, se ha propuesto la siguiente estructura (Fig 131) para 

FVI/7-5, aislada por primera vez a partir de fuentes naturales y ha sido denominada (+) 2-epi-
botryodiplodinenona.  
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Fig 131. Estructura de FVI/7-5 ((+) 2-epi-botryodiplodinenona) 
 

 
 

Fig 132. ESMS de FVI/7-5 ((+) 2-epi-botryodiplodinenona) 
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 δH (mult, J en Hz) δC (mult, DEPT) 
Correlación 

1H-1H (COSY) 

Correlación 

1H-13C(HMBC) 

2 4.91 (d, 5.1) 105.01 (CH) 2.57 (H-3) 
4.25 (CH2a-5), 3.92 (CH2b-5), 3.69 (CH2a-5’),  

3.30 (CH2b-5’), 3.11 (H-4), 0.93(CH3-8) 

3 2.57 (m) 41.41 (CH) 
4.91 (H-2), 3.11 (H-4), 

0.93 (CH3-8)  

4.91 (H-2), 4.25 (CH2a-5), 3.92 (CH2b-5), 3.11 (H-4),  

0.93 (CH3-8) 

4 3.11 (m) 54.26 (CH) 
4.25 (CH2a-5), 3.92 

(CH2b-5), 2.57 (H-3) 

4.91 (H-2), 4.25 (CH2a-5), 3.92 (CH2b-5), 2.57 (H-3), 

2.20 (CH3-7), 0.93 (CH3-8) 

5 
4.25 (dd, 9.0, 6.3) 

3.92 (dd, 9.0, 7.8) 
67.73 (CH2) 

3.92 (CH2b-5), 3.11 (H-4) 

4.25 (CH2a-5), 3.11 (H-4) 
4.91 (H-2), 3.11 (H-4) 

6 - 208.57 (C) - 4.25 (CH2a-5), 3.92 (CH2b-5), 3.11 (H-4), 2.20 (CH3-7) 

7 2.20 (s) 30.05 (CH3) - - 

8 0.93 (d, 7.2) 10.25 (CH3) 2.57 (H-3) 3.11 (H-4), 2.57 (H-3) 

1’ 2.34 (s) 26.53 (CH3) - - 

2’ - 199.92 (C) - 6.09 (CH2a-6’), 5.81 (CH2b-6’), 3.11 (H-4’), 2.34 (CH3-1’) 

3’ - 151.74 (C) - 
6.09 (CH2a-6’), 5.81 (CH2b-6’), 3.69 (CH2a-5’), 3.30 

(CH2b-5’), 3.11 (H-4’), 2.34 (CH3-1), 1.07 (CH3-7’) 

4’ 3.11 (m) 33.20 (CH) 
3.69 (CH2a-5’), 3.30 

(CH2b-5’), 1.07 (CH3-7’) 

6.09 (CH2a-6’), 5.81 (CH2b-6), 3.69 (CH2a-5’), 

 3.30 (CH2b-5’), 1.07 (CH3-7’) 

5’ 
3.69 (dd, 9.3, 6.0) 

3.30 (dd, 9.3, 6.0) 
71.88 (CH2) 

3.30 (CH2b-5’), 3.11 (H-4’) 

3.69 (CH2a-5’), 3.11 (H-4’) 

6.09 (CH2a-6’), 5.81 (CH2b-6), 4.91 (H-2), 3.11 (H-4’), 

1.07 (CH3-7’) 

6’ 6.09 (s), 5.81 (s) 125.06 (CH2) - 3.11 (H-4’), 2.34 (CH3-1’) 

7’ 1.07 (d, 6.9) 17.28 (CH3) 3.11 (H-4’) 3.69 (CH2a-5’), 3.30 (CH2b-5’), 3.11 (H-4’) 

 
Tabla 19. 1H RMN, 13C RMN, 1H-1H (COSY) y 1H-13C (HMBC) de FVI/7-5 ((+) 2-epi-botryodiplodinenona) en CDCl3 
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Fig 133. 1H RMN 300 MHz de FVI/7-5 ((+) 2-epi-botryodiplodinenona) en CDCl3 
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Fig 134. 13C RMN 75 MHz de FVI/7-5 ((+) 2-epi-botryodiplodinenona) en CDCl3 
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Fig 135. NOESY 300 MHz de FVI/7-5 ((+) 2-epi-botryodiplodinenona) en CDCl3 
 

Identificación del compuesto FVI/8-5  

 

El espectro de masas mediante la técnica de ionización por electro-spray de alta 

resolución presenta un pico molecular m/z 293.1360 [(M+Na)+] que corresponde a la fórmula 

molecular C14H22O5 (Fig 137). 

 

El espectro de 1H RMN (300 MHz, CDCl3) (Fig 138) muestra las siguientes señales: δ 5.03 

(1H, brs, H-2), 4.28 (1H, t, J=8.7, H-5a), 3.93 (1H, t, J=8.7, H-5b), 3.54 (1H, m, H-4), 2.55 (1H, m, 

H-3), 2.19 (3H, s, CH3-7) y 0.86 (3H, d, J=7.2, CH3-8) ppm. 

 

El espectro de 13C RMN (75 MHz, CDCl3) (Fig 139) muestra las siguientes señales: δ 

206.19 (C-6), 105.42 (C-2), 67.09 (C-5), 53.39 (C-4), 41.93 (C-3), 30.23 (C-7) y 12.42 (C-8) ppm. 

 

Se obtuvo un valor de poder rotatorio [α]D25 = –99.10º (c 3.35, CHCl3) y la configuración 

relativa se asignó tanto mediante las correlaciones NOESY observadas (Fig 140); δ 3.54 (H-4) y 

2.55 (H-3); δ 5.03 (H-2) y 0.86 (CH3-8), como mediante el valor de la constante de acoplamiento 

del protón en posición 2 (J= 0 Hz) indicando una relación trans entre los H-2 y H-3214. 
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Los datos espectroscópicos indican que el compuesto FVI/8-5 es el (-) dímero de 
botryodiplodin, compuesto aislado por primera vez a partir de fuentes naturales (Fig 136). Su 

estructura se confirmó con los experimentos de dos dimensiones (COSY 1H-1H, HSQC y HMBC). 
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Fig 136. Estructura de FVI/8-5 ((-) dímero de botryodiplodin) 

 

 
 

Fig 137. ESHRMS de FVI/8-5 ((-) dímero de botryodiplodin) 
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Fig 138. 1H RMN 300 MHz de FVI/8-5 ((-) dímero de botryodiplodin) en CDCl3 
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Fig 139. 13C RMN 75 MHz de FVI/8-5 ((-) dímero de botryodiplodin) en CDCl3 
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Fig 140. NOESY 300 MHz de FVI/8-5 ((-) dímero de botryodiplodin) en CDCl3 
 

4.6 Actividades biológicas de los compuestos puros aislados 
 

4.6.1. Actividad insecticida frente a Oncopeltus fasciatus 
 

A partir de la fracción III de P. coalescens (CECT 2764) y la fracción IX de P. coalescens 

(CECT 2766), que mostraron actividad insecticida frente a Oncopeltus fasciatus, se aisló el 

compuesto botryodiplodin y se procedió a la realización de los ensayos de actividad entomotóxica 

según el apartado 2.5 de Material y métodos. El botryodiplodin mostró una DL50 5.497 μg/ninfa 

(5.127, 5.867) frente a O. fasciatus. En la tabla 20 se muestran los resultados obtenidos para 

algunos análogos del botryodiplodin aislados a partir de P. coalescens en los ensayos insecticidas 

por aplicación tópica frente a O. fasciatus. El compuesto botryodiplodin acetilado, se obtuvo 

mediante la acetilación del botryodiplodin de origen natural y el resto de análogos no fueron 

ensayados porque las fracciones de las que provenían no mostraron mortalidad aguda frente al 

hemíptero. 

Compuestos DL50 (95%LC)a 

Botryodiplodin 5.497 (5.127, 5.867) 

Botryodiplodin acetilado 12.667 (11.891, 13.443) 

Botryodiplodin dímero > 15.000 

Botryodiplodinenone > 15.000 
a Valores en μg/ninfa 

Tabla 20. Actividad insecticida de análogos de botryodiplodin aislados en P. coalescens 
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De los compuestos estudiados, el más activo es el botryodiplodin, seguido por el 

botryodiplodin acetilado que necesita aproximadamente el doble de concentración para matar al 

50% de la población. Sin embargo, tanto el botryodiplodin dímero como la botryodiplodinenona 

muestran una DL50 superior a 15 μg/ninfa. 

Hasta el momento no se había descrito esta actividad insecticida en la conocida 

micotoxina por lo que su mecanismo de acción es todavía desconocido, aunque parece esencial 

para su actividad el OH libre que posee el botryodiplodin, ya que al acetilarlo pierde la mitad de su 

potencia. 

 

4.6.2. Actividad insecticida frente a Ceratitis capitata 
 

A partir de la fracción III de P. coalescens (CECT 2764) y la fracción IX de P. coalescens 

(CECT 2766), que mostraron actividad insecticida frente a Ceratitis capitata, se aisló el compuesto 

botryodiplodin y se procedió a la realización de los ensayos de actividad entomotóxica según el 

apartado 2.5 de Material y métodos. Botryodiplodin mostró una DL50  de 12.907 μg/mosca (12.312, 

13.502) fente a la mosca de la fruta C.capitata a igualdad de sexos, pero se observa un 100% de 

mortalidad en machos, es decir el 50% de la población muerta observada se trata de machos. Se 

desconocía hasta el momento que este compuesto poseía esta importante actividad. 

A partir de la fración FI/D de P. coalescens (CECT 2764) que mostró un 94.29% ± 1.14 de 

reducción de la fertilidad en C. capitata, se aislaron los compuestos botryodioxinenone y etoxifenil-

botryodiplodin. Ambos compuestos junto con el resto de las subfracciones están bajo estudio a la 

espera de resultados.  

 

4.6.3. Actividad fungicida 
 

A partir de la fracción IX de P. coalescens (CECT 2766), que mostró actividad fungicida, 

se aisló el compuesto botryodiplodin y se realizó el ensayo fungicida frente a Verticillium dahliae, 

mediante la inclusión de las esporas en el medio de cultivo (PDA) y la aplicación de la muestra 

mediante discos, según el apartado 2.2 de Material y métodos. A una dosis de 0.25 μg/disco 

botryodiplodin no mostró actividad fungicida frente al hongo ensayado, mientras que el benomilo 

que se utilizó como control postitivo a la misma dosis, mostró un halo de inhibición de 17 mm de 

diámetro. Sin embargo, ensayándolo a una dosis de 0.2 mg /disco frente a V. dahliae presentó un 

100% de eficacia, por tanto botryodiplodin es el responsable de la actividad fungicida inicial del 

extracto aunque su potencia frente a V. dahliae no es comparable con la del benomilo. 

 

4.6.4. Actividad bactericida 
 

A partir de la fracción IX de P. coalescens (CECT 2766), que mostró actividad bactericida, 

se aisló el compuesto botryodiplodin. Se sometió a los ensayos bactericidas frente a S. aureus y S. 

typhii, según el apartado 2.3 de Material y métodos y se demostró que este compuesto era el 

responsable de la actividad bactericida del extracto fúngico inicial, tal y como se describe en 
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bibliografía209. En este caso, botryodiplodin mostró una actividad bactericida del 50 % frente a S. 

aureus y del 67% frente a S. typhii respecto al clorhidrato de tetraciclina que se utilizó como control 

positivo.
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CONCLUSIONES 
[05] 
 
Estudio del extracto orgánico del caldo de Aspergillus ochraceus Wilhelm 
 

1. A partir del extracto del caldo de A. ochraceus, que mostró actividad citostática, se han 

aislado cuatro compuestos: stephacidin A, circumdatin E, circumdatin H y flavacol, siendo el 

primero de ellos el responsable de dicha actividad. Todas estas moléculas habían sido aisladas 

previamente en esta misma especie, con excepción de circumdatin H que es la primera vez que se 

describe en la naturaleza. 

2. Estos cuatro compuestos son inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial en 

células de mamíferos a nivel micromolar. El más activo de ellos es circumdatin H con una CI50 de 

1.5 ± 0.1 μM. 

 
Estudio del extracto orgánico del caldo de Penicillium cluniae Quintanilla 
 

3. A partir del extracto del caldo de P. cluniae, que mostró actividad citostática e 

insecticida frente a Oncopeltus fasciatus Dallas, se han aislado trece compuestos. Uno de ellos es 

brefeldin A, cinco pertenecen al grupo de las diketopiperazinas: ciclo-(L-Pro-L-Tyr), ciclo-(L-Pro-L-

Val), ciclo-(L-Pro-L-Ileu), ciclo-(L-Pro-L-Leu) y ciclo-(L-Pro-L-Phe) y los siete restantes pertenecen 

a la familia de las paraherquamidas: VM55596, PHQ-I, PHQ-H, PHQ-A, PHQ-B, PHQ-E y 

VM55597. Ninguna de estas moléculas habían sido aisladas en P. cluniae anteriormente, aunque 

sí en otras especies, exceptuando PHQ-H y PHQ-I que son descritas por primera vez en la 

literatura. 

4. Brefeldin A es el causante de la actividad citostática con una CI50 de 0.5 μg/mL, 

mientras que las paraherquamidas lo son de la actividad insecticida, destacando la PHQ-E con 

una DL50 de 0.089 μg/ninfa (0.086, 0.092). 

 
Estudio del extracto orgánico del caldo de Penicillium coalescens Quintanilla 
 

5. Se han estudiado dos cepas distintas de P. coalescens, CECT-2764 y CECT-2766, que 

destacaron en los ensayos preliminares por su actividad insecticida, siendo el botryodiplodin el 

compuesto que ocasiona esta actividad. En la cepa CECT-2764 botryodiplodin se encontraba en 

un 0.49 % respecto al extracto del caldo seco, mientras que en la cepa CECT-2766 el rendimiento 

fue del 18.52%, por lo que la segunda cepa, además de mostrar actividad insecticida, también 

destacó por su actividad fungicida y bactericida propia del botryodiplodin. Además de esta 

micotoxina se han aislado seis nuevos análogos estructurales no descritos en literatura hasta el 

momento: botryodioxinenona, etoxifenil-botryodiplodin, botryodiplodinenona, botryodioxindinenona, 

2-epi-botryodiplodinenona y el dímero de botryodiplodin, así como una dipirroloquinona, conocida 

como terreusinona, no descrita en esta especie. 

6. Botryodiplodin muestra actividad insecticida frente a O. fasciatus con una DL50 de 5.497 

μg/ninfa (5.127, 5.867), mientras que frente a C. capitata la DL50  es de 12.907 μg/ninfa (12.312, 
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13.502) a igualdad de sexos, pero se observa un 100% de mortalidad en machos. Posee un 100% 

de eficacia como antifúngico frente a Verticillium dahliae a una dosis de 0.2 mg /disco respecto al 

benomilo que se utilizó como control positivo (0.25 μg/disco) y un 50% de eficacia como 

antibacteriano a una dosis de 0.2 mg /disco frente a Staphilococcus aureus y un 67% frente a 

Salmonella typhii usando el clorhidrato de tetraciclina como control positivo a la misma dosis. 
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