UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS
! DE GRAN CANARIA
Departamento de Biologia

Productos Naturales de Schizochytrium
aggregatum, Paecilomyces variotii y Penicillium
roqueforti, hongos de interés acuicola

Roberto Mioso
I.as Palmas de Gran Canaria, 2010



LECTURA DE TESIS DOCTORAL
UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS
DE GRAN CANARIA (ACTILLA)

Servicio de Investigacion y Tercer Ciclo

TITULO TESIS DOCTORAL:

PRODUCTOS NATURALES DE SCHIZOCHYTRIUM AGGREGATUM, PAECILOMYCES
VARIOTII Y PENICILLIUM ROQUEFORTI, HONGOS DE INTERES ACUICOLA.

AUTOR: ROBERTO MIOSO

DEPARTAMENTO/INSTITUTO: BIOLOGIA

La tesis doctoral ha sido defendida ante el tribunal compuesto por los siguientes doctores, en aplicacion del Real
Decreto 1393/2007, 29 de octubre, y el art° 9 del Reglamento para la elaboracion, tribunal, defensa y evaluacion de
tesis doctorales de esta Universidad (BOULPGC, de 5 de noviembre de 2008).

PRESIDENTE: Dr. D./DfAa. JAIME BERMEJO BARRERA
SECRETARIO: Dr. D./DAa. ELSA MARIA RODRIGUEZ PEREZ
VOCAL: Dr. D./Diia. CARMEN MARIA HERNANDEZ CRUZ

VOCAL: Dr. D./Diia. MARTIN BESSONART GONZALEZ
VOCAL: Dr. D./DAa. MARIA SALHI ROMERO

Y se le ha otorgado la calificacion de _SORRBSA(TEWTE Gy [ AURE

En Las Palmas de Gran Canaria, 217 de septiembre de 2010

El Presidente

JAIME BERMEJO BARRERA
El Vocal El Vocal

El Vocel

CARMEN MARIA HERNANDEZ CRUZ MARIA SALHI ROMERO

MARTIN BESSONART GONZALEZ
El Seeretario

ELSA MARIA RODRIGUEZ PEREZ

PARA EL/LA INTERESADO/A.

Debera personarse en la Subdireccion de Tercer Ciclo y Postgrado para tramitar la solicitud del
titulo de doctor



UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA

Departamento: BIOLOGIA

Programa de doctorado: ACUICULTURA

Titulo de la Tesis:

Productos Naturales de  Schizochytrium  aggregatum,
Paecilomyces variotii y Penicillium roqueforti, hongos de interés
acuicola.

Tesis doctoral presentada por D. Roberto Mioso

Dirigida por el Dr. D. Francisco Javier Toledo Marante

El Director El Doctorando

Las Palmas de Gran Canaria, 18 de mayo de 2010



D. FRANCISCO JAVIER TOLEDO MARANTE, CATEDRATICO DE
ESCUELAS UNIVERSITARIAS POR EL AREA DE CONOCIMIENTO DE
QUIMICA ORGANICA DE LA UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE
GRAN CANARIA

HACE CONSTAR:

Que la presente memoria titulada Productos Naturales de
Schizochytrium aggregatum, Paecilomyces variotii y Penicillium
roqueforti, hongos de interés acuicola, que presenta el doctorando Don
Roberto Mioso para optar al grado de Doctor en Ciencias del Mar por la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, ha sido realizada en el
laboratorio de “Quimica Organica II” del grupo de I+D+i de “Tecnologia
Quimica y Desarrollo Sostenible” adscrito al Departamento de Quimica
bajo mi direccién, autorizando con esta fecha su presentacion y defensa.

Y para que conste a los efectos oportunos firmo el presente en Las
Palmas de Gran Canaria a 11 de mayo de 2010.



Agradecimientos

Quiero aprovechar estas lineas para expresar mi agradecimiento a aquellas personas e
instituciones que de uno u otro modo me han apoyado en la realizacion de este trabajo.

Quisiera expresar mis mas sinceras gratitudes al Prof. Dr. Francisco Javier Toledo
Marante por dirigir este trabajo. Yo me considero muy afortunado por ser uno de sus
alumnos.

Especialmente, quiero agradecer al Dr. D. Jaime Bermejo Barrera, investigador
cientifico del Instituto de Productos Naturales y Agrobiologia del CSIC (IPBA, Tenerife) por
su asesoramiento espectroscopico durante la realizacion de la presente Tesis.

Al Dr. D. Juan Emilio Gonzdlez Gonzdlez y al Dr. D. Juan José Santana Rodriguez,
miembros del grupo CAFMA de la ULPGC, por su colaboracion en los andlisis de GC-MS.

A los profesores y personal integrante de los departamentos de Quimica y Biologia de
la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria y del Instituto de Productos Naturales y
Agrobiologia del CSIC (IPNA, Tenerife) por su colaboracion desinteresada.

A la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria y al Instituto de Productos Naturales
y Agrobiologia del CSIC (IPNA, Tenerife), por ofrecerme los medios técnicos y materiales
necesarios.

A la Comunidad Econémica Europea (FEDER), al gobierno de Espafa (CICYT);
Ministerio de Ciencia y Tecnologia, al gobierno autonomo de Canarias (DGUI); Consejeria
Educacion, Cultura y Deportes (ACIISI); por la financiacién de los sucesivos proyectos que
han hecho posible esta Tesis.

A la agencia CAPES, gobierno del Brasil, por concederme una beca sin la cual no
hubiera sido posible este trabajo. Y a la Unién Europea por concederme una beca “Marie
Curie” que me permitié realizar mi estancia en Aberdeen, UK.

Al Dr. Marcel Jaspars, profesor e investigador cientifico del Departamento de Quimica
de la Universidad de Aberdeen, UK, asi como al Dr. Richard Herbert, profesor emérito de la
Universidad de Leeds, UK, por ensefiarme elucidacion estructural y a trabajar con el aparato
de resonancia magnética nuclear.

Finalmente, a mi familia, por su paciencia y apoyo.

Roberto Mioso



A Irma,

Faola y Amaya



Vii

Resumen

El estudio quimico de un organismo, y la elucidacion de las estructuras moleculares de
sus componentes, puede dar lugar a descubrimientos que aconsejen una posterior produccion
industrial del mismo. Con este propdsito, se seleccionaron tres microorganismos para ser
investigadas quimicamente, siendo estos: un hongo zoospoérico, Schizochytrium aggregatum,
y dos hifomicetos, Paecilomyces variotii y Penicillium roqueforti; estos ultimos fueron
aislados del medio marino del litoral canario. La exploracion quimica de Schizochytrium
aggregatum condujo a la identificacién de 38 tipos de componentes volatiles, pertenecientes a
los grupos de los n-alcanos, 1-alquenos, 1-alcanoles, 2-alquil-1-alcanoles, 4dcidos grasos libres
saturados e insaturados, ésteres metilicos y etilicos de acidos grasos saturados e insaturados,
triglicéridos saturados, diglicéridos, monoglicéridos insaturados, ceras, esteroles, triterpenos,
catabolitos lipidicos, mono- y sesquiterpenos de cadena ciclica y lineal, entre otros. En
Paecilomyces variotii fueron identificados 46 grupos estructurales entre sus componentes voléatiles
que, mayoritariamente, son componentes lipidicos usuales implicados en la ruta de los 4cidos
grasos, fragmentos del catabolismo de los mismos, terpenoides y un metabolito de la ruta del
dcido shikimico. Se aislaron e identificaron espectroscopicamente dos componentes no voldtiles, a
saber, oleina y peréxido de ergosterol. La mayor parte de estos componentes se describen aqui por
primera vez para esta especie. La nueva cepa de Penicillium roqueforti, una vez cultivada y
procesada, no ha suministrado ni un solo componente quimico, ni voldtil ni no volatil, que esté
implicado en la ruta biogenética de la PR-toxina. Tampoco se ha encontrado indicio alguno de que
produzca la micotoxina botriodiplodina. Se trata, pues, de una cepa marina que no produce
toxinas. En su caldo de cultivo se identificaron 26 componentes voldtiles pertenecientes a los
grupos de los m-alcanos, 1-alcanoles, 2-alquil-1-alcanoles, dcidos grasos libres saturados e
insaturados, amidas de 4cidos grasos, ésteres metilicos de 4cidos grasos poliinsaturados,
monoglicéridos, ceras, alcoholes grasos libres, monoterpenos de cadena lineal, dipéptidos ciclicos
y ftalatos de dialquilo. En el micelio se identificaron 64 componentes voldtiles pertenecientes a
los grupos de los n-alcanos, 1-alquenos, 1-alcanoles, 2-alquil-1-alcanoles, dcidos grasos libres
saturados e insaturados, amidas de dcidos grasos, ésteres metilicos y etilicos de dcidos grasos
saturados e insaturados, triglicéridos insaturados, diglicéridos, monoglicéridos saturados e
insaturados, ceras, éteres grasos, catabolitos lipidicos, mono-, sesqui- y diterpenos de cadena
lineal, hidrocarburos aromaticos de la ruta del dcido shikimico y otros. También en el micelio se
identificaron cinco componentes no volatiles, que se describen aqui por primera vez para la
especie P. roqueforti, a saber: peréxido de ergosterol, (9,11)-dehidroperéxido del ergosterol, p-
hidroxi-benzaldehido, el D-(-)-manitol y la novedosa 2-deoxi-2-fosfamino-a-D-glucopyranosa.
Como consecuencia de estos resultados, se propone un modelo que ilustra el modo en que la
glucosamina se incorpora a la ruta biogenética de la quitina. Estos resultados han demostrado que
los tres hongos estudiados no son, en nuestras condiciones de cultivo, productores de
micotoxinas; al contrario, producen importantes componentes nutricionales, lo cual supone
que se pueden utilizar directamente para la nutricién animal en acuicultura. Por otra parte,
también se pueden usar para producir industrialmente productos de alto valor afiadido como
oleina, peréxido de ergosterol, (9,11)-dehidroperdxido del ergosterol, p-hidroxi-benzaldehido, D-
(-)-manitol y 2-deoxi-2-fosfamino-a-D-glucopyranosa. Esta tltima es nueva en la bibliografia.
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0-1. Introduccion

La acuicultura depende del uso de productos quimicos para su desarrollo, en una
proporcién creciente a medida que se intensifica la naturaleza del sistema de cultivo empleado.
Los productos quimicos son responsables de una mejora en la productividad en los criaderos pues
proporcionan una mayor supervivencia larvaria y una mejor eficiencia alimentaria, reducen el
estrés en el transporte de animales, controlan a los agentes patdgenos, combaten los epifitos y
organismos adheridos responsables de la disminucién del rendimiento de las conducciones de
agua, al incrementar la relacion carga/ peso de estructuras y materiales (Subasinghe y col., 2000).
Sin embargo, gran parte de estos procedimientos operativos utilizan productos quimicos
sintéticos, los cuales acaban impactando de forma negativa en el medio ambiente y salud animal/
humana por su ecotoxicidad (Tabla 0-1) (Alderman y Michel, 1992). Como es evidente, cualquier
investigacion dirigida hacia la obtencion de productos menos agresivos es de interés general, tanto

desde un punto de vista industrial como académico.

Contaminante Fuente/ uso Impacto
Antibiéticos Criaderos, tanques de cultivo ~ Acumulacion en sedimentos y
organismos, disminucion diversidad
genética de la microflora béntica.

Pesticidas Jaulas, lechos algales Muerte de invertebrados.
Desinfectantes Criaderos, tanques de cultivo  Hipoxia, mortalidad.
Antiincrustantes Jaulas Muerte de invertebrados.
Hormonas Criaderos Desconocido.

Tabla 0-1. Clasificacion de los compuestos quimicos usados en acuicultura que pueden
llegar a ser contaminantes, sus fuentes, usos e impacto (CBD, 1992, 2004).

En el contexto de un modelo de acuicultura racional y sostenible, los productos naturales
empiezan a adquirir importancia, una vez que pueden ofrecer un amplio repertorio de
componentes con diferentes aplicaciones. Se han aportado evidencias de que estos compuestos
han jugado un papel nada despreciable dentro de la acuicultura contemporénea, y que representan
un menor riesgo, cuando se les compara con los mencionados productos sintéticos. En este

sentido, el 31 de diciembre de 2003, la Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados Unidos
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(EPA) prohibi6 la utilizacién de todos los conservantes de la madera conteniendo arsenato de
cobre cromatado, resaltando la importancia de encontrar “alternativas naturales”. Hoy se sabe que
las esponjas del orden Verongida no son incrustadas por macroorganismos por poseer
mecanismos quimicos de defensa; la mas notable caracteristica de estas esponjas es que
biosintetizan alcaloides, derivados de la dibromotirosina, que son antimicrobianos, citotdxicos y
antiincrustantes (Venkateswarlu y col., 1998; Ferriol y col, 2008).

Por otra parte, los antecedentes relacionados con la acuicultura informan del uso de los
productos naturales como desinfectantes, herbicidas, pesticidas, parasiticidas y antibidticos
(Weston, 2000), asi como suplementos alimenticios, en forma de vitaminas, dcidos grasos,
carotenoides, inmunoestimuladores, hormonas y atrayentes (Boonyaratpalin, 2000). Es evidente el
interés fito y zootécnico que todo esto representa.

El estudio quimico de un organismo, y la elucidacién de las estructuras moleculares de sus
componentes, puede dar lugar a una serie de aplicaciones que van desde la utilizaciéon del propio
organismo estudiado como materia prima bruta, sin ningin tipo de tratamiento, hasta la
produccién masiva de éste para la posterior aplicacion de procedimientos extractivos, en orden a
la produccién industrial, en “biofdbricas”, de productos de alto valor afiadido aplicables a sectores
como el farmacéutico, cosmético, nutracéutico, agrario y, por supuesto, acuicola.

En esta tesis, con el propdsito de descubrir organismos y productos naturales
potencialmente aplicables a una acuicultura de cardcter sostenible, se han planteado los siguientes
objetivos:

1) Efectuar una revision de los antecedentes bibliograficos de la quimica de los
productos naturales en relacion con la acuicultura.

2) Estudiar los metabolitos producidos por el hongo zoospérico Schizochytrium
aggregatum suministrado por “Aquafauna Bio-Marine”.

3) Estudiar los metabolitos producidos por el hongo filamentoso Paecilomyces
variotii, aislado del medio marino canario.

4) Estudiar los metabolitos producidos por el hongo filamentoso Penicillium

roqueforti, aislado del medio marino canario.
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La preferencia de estos organismos como objeto de estudio, un microhongo zoospoérico y
dos hongos filamentosos, responde a unos motivos concretos. En primer lugar, hay antecedentes
de aplicacién de los hongos zoospdricos con fines nutricionales en acuicultura (Lewis y col.,,
1999; Nichols y col., 1999). En segundo lugar, como parte de la linea de investigacién en
“Quimica Orgénica y Materiales Bioactivos” que ha sido desarrollada desde hace dos décadas por
el grupo de investigacion de “Tecnologia Quimica y Desarrollo Sostenible” de la ULPGC, es
deseable abrir una nueva frontera, dirigida a la obtencién de productos naturales de microhongos
aislados en los ecosistemas marinos del litoral canario, con especial énfasis en los de tipo

filamentoso, por su potencial aplicabilidad en acuicultura.

0-2. Revision bibliografica: historia y aplicaciones de los productos
naturales en acuicultura

0-2.1. Definicion de Productos Naturales

La biosfera, con su inmensa diversidad, representa una fuente de productos naturales con
aplicaciones nutricionales, farmacoldgicas y cosméticas (Hay y Fenical, 1996; Nichols y col.,
1999). El hombre, conocedor de esta biodiversidad desde tiempos remotos, ha usado estos
recursos en forma de organismos o sus extractos para alimentarse, curarse e incluso matarse
(Herbert, 1989). Un ejemplo lo encontramos en el uso de microalgas en la nutricion, fechado hace
2000 afios, cuando la cianobacteria Nostoc flagelliforme fue utilizada como alimento en China
(Gao, 1998). Otro ejemplo, ahora de los tiempos modernos, lo constituye el uso del nutracéutico
glucosamina, que se obtiene a partir de la quitina del exoesqueleto de los crusticeos marinos
(Barrow y Shahidi, 2007).

Convencionalmente, los componentes orgdnicos producidos por los organismos son
considerados como productos naturales. Algunos autores consideran como “natural” sélo aquellas
sustancias que, procediendo directamente de una fuente renovable, no se deriven de otra por

modificacién quimica (CBD, 1992).
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En términos fisiolégicos, todo ser vivo posee un metabolismo primario, el cual es
responsable de la generacion de energia metabdlica y la elaboracion de estructuras moleculares
(Pietra, 1990). Tales estructuras estdn constituidas por unidades oligoméricas, como los
aminoacidos, azicares, dcidos grasos y nucleétidos que se combinan para producir los polimeros
necesarios para la vida, como las proteinas, carbohidratos y lipidos complejos (Harborne, 1988;
Mann y col., 1994).

Los metabolitos secundarios, sin embargo, son generados a través de rutas biogenéticas
especificas. Estas rutas son importantes, pero no criticas, para la vida del organismo, a saber: ruta
de los terpenoides, ruta de los policétidos, ruta del nitrégeno (alcaloides, polipéptidos), ruta del
dcido shikimico (shikimatos) y ruta de los dcidos grasos (Stone y Willians, 1992). En este
contexto, y desde la 6ptica de la quimica, la definicién de productos naturales marinos (PNMs)
alude a los compuestos orgdnicos producidos por microorganismos, algas, esponjas, cnidarios,
plantas marinas, moluscos y peces en el medio marino (McClintock y Baker, 2001).

Buscando evitar dificultades semdnticas, se ha optado en esta tesis por una definiciéon mas
amplia de lo que se entiende por productos naturales. Se han considerado como tales, aquellos
componentes orgdnicos producidos por un organismo en su totalidad; por lo tanto, abarca tanto a
los metabolitos primarios como a los derivados del metabolismo secundario, por ejemplo

polisacéridos y terpenoides respectivamente.

0-2.2. Acuicultura y productos de alto valor ahadido

Histéricamente, las actividades relacionadas con la prictica de la acuicultura se remontan
a méas de 3.000 afios (Guo, 2000). Durante la edad media, ya se habian establecido en Europa
algunas de estas pricticas de cultivo. No obstante, la acuicultura como actividad zootécnica
solamente ha comenzado a perfilarse a partir del dltimo siglo, con la introduccién de técnicas

depuradas de manejo, lo que permiti6 la intensificacion de los sistemas de cultivo.
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Técnicamente, esta actividad se desarrolla a través de précticas operacionales que
comprenden la preparacion de estanques y estructuras de cultivo, el manejo del suelo, del agua y
de la productividad acudtica, el transporte de organismos vivos, control de la reproduccion,
promocién del crecimiento y nutricion, gestion de enfermedades, procesamiento y mejora del
producto final (Bernabé, 1991; 1996).

El propésito fundamental de la acuicultura es, por l6gica, la produccién de materia viva a
partir del elemento acudtico. En este sentido, esta actividad consiste en la manipulacién de los
medios naturales o artificiales que puedan llevar a la produccién de especies ttiles al hombre.
Entre sus principales vertientes destacan la piscicultura, la carcinocultura, la malacocultura y la
talasiocultura (Pillay, 1997). Sin embargo, dltimamente se ha introducido el término “Acuicultura
de Organismos no Alimentarios” para describir una préspera actividad que acaba de aparecer
(Liebezeit, 2005). Consiste en la produccion de los productores de los “Productos de Alto Valor
Afadido”. Asi, invertebrados y peces marinos son ya fuentes de metabolitos de interés comercial.
Es presumible que esta actividad crecerd en importancia a medida que el conocimiento de los
productos naturales y la ecologia quimica se desarrollen (Inglis, 2000; Galm y Shen, 2007). Entre
los productores de estos componentes destacan las esponjas y sus organismos asociados, briozoos
y moluscos, los cuales han recibido especial atencién por parte de la investigacién y desarrollo
(Haefner, 2003). En este campo, la ULPGC, es pionera, pues estd desarrollando en este momento
un proyecto empresarial orientado a la produccién de citotéxicos por maricultura de la esponja
Verongia aerophoba, la cual se esté cultivando en el archipiélago balear (Ferriol y col., 2008).

Por otro lado, la reproduccién de los peces es regulada en el cerebro por medio de la
hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH), que se produce especificamente en el hipotdlamo
(Harvey y Hoar, 1980). Este decapéptido estimula la produccién de gonadotrofinas por parte de la
hipdfisis, y es uno de los primeros productos naturales de alto valor afiadido aplicados en
acuicultura para inducir la reproduccion. En este sentido, los extractos pituitarios provenientes de

la carpa (Cyprinus carpio) y del salmén (Salmo salar) se han utilizado con éxito (Sundararaj,
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1981). Tal procedimiento, conocido como hipofisacion, ha devenido en una prictica corriente en
la piscicultura moderna. En la actualidad, maduracién final, ovulacién y espermiacion se

provocan en las especies de mayor interés acuicola, sobretodo en peces de agua dulce (Tabla 0-2).

Fuente biologica del Especie inducida Referencia
extracto
Rana Clarias gariepinus (Adebayo y Fatoyinbo, 2008)
Gallina Tinca tinca (cyprinideo) (Amaral, 1995)
Esox lucius (lucio) (Billard y Marcel, 1980)
Clarias batrachus (Sahoo y col, 2008)
Colossoma mitrel (Godinho y Godinho, 1986)
Cyprinus carpio (Madu y col., 1990)
Carpa comun, Cyprinus  H. molitrix (Brzuska, 1999; Singh, 1989)
carpio Silurus glanis (Kouril y Hamackova, 1982)
Ictalurus punctatus (Bidwell y col., 1985)
Aristichthys nobilis (Ufodike y Amadi, 1991)
Dicentrarchus labrax (Arcarese y Ravagnan, 1972)
Carpa india, Labeo rohita  Labeo rohita (Khan y col., 1992)
Clarias gariepinus Ctenopharyngodon idella (Schoonbee y Prinsloo, 1986)
Clarias lazera Clarias lazera (Hogendoorn y Vismans, 1980)
Clarias macrocephalus Clarias macrocephalus (Mollah y Tan, 1983)
Salmon del Pacifico Chanos chanos (Vanstone y col., 1977)
Salmoén C. auratus (carpa dorada) (Suzuki y col., 1988)
Trucha arco-iris O. mykiss (trucha arco-iris) (Jalabert, 1978)
Pez gato marino H. molitrix (Varghese y Rao, 1976)
Mugil cephalus Mugil cephalus (Brasola y col., 1979)

Tabla 0-2. Extractos pituitarios usualmente utilizados como inductores hormonales en la
reproduccién de peces de cultivo.

Algunos fisidlogos de la reproducciéon han mostrado interés por los metabolitos
secundarios de una planta india conocida como céleo (Coleus forskohlii). Su utilidad reside en la
actividad de su componente principal, el diterpeno forskolina (1) (Bhat y col., 1983). Segun
Chaube y Haider (1997), este compuesto actia estimulando la accién gonadotrdpica,
desencadenando la esteroidogénesis folicular y maduracién ovocitaria final en peces. En concreto,
se ha observado que la forskolina estimula la maduracién ovocitaria en el pez medaka, Oryzias
latipes (Iwamatsu y col., 1987); ademds, presenta un efecto aditivo sobre la disolucién de la

vesicula germinal en la perca, Anabas testudineus (Bhattacharyya y col., 2000); y estimula la
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produccién de 17p-estradiol, hormona responsable de la sintesis de vitelogenina en el higado de la

trucha arco-iris, Oncorhynchus mykiss (Yeo, 1998).

Figura 0-1. Forskolina.

La hormona de la muda de los crusticeos marinos, al igual que la de los insectos, estd
constituida por mezclas de ecdisteroides como crustecdisona (3) (Horn y col, 1968), 2-
deoxicrustecdisona (4) (Galbraith y col., 1968) y la inokosterona (6) (Faux y col., 1969). Esta
familia de moléculas ha sido aislada del reino vegetal; asi por ejemplo, la ponasterona A (5), se
aislé de las hojas de Podocarpus nakaii (Nakanishi y col., 1966), crustecdisona (3) de Podocarpus
elata (Galbraith y Horn, 1969) y, finalmente, 2-deoxicrustecdisona (4), y ecdisona (2) del helecho,
Blechnum minus (Chong y col., 1970). Esto significa que se pueden utilizar determinadas
fracciones de extractos vegetales, ricas en estos fitoecdisteroides, para modular la metamorfosis,
crecimiento y reproduccion de crusticeos como el cangrejo azul, Callinectes sapidus (Chan,

1995) o la langosta americana, Homarus americanus (Cheng y Chang, 1991).
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* = Modificaciones estructurales con respecto a Ecdisona (2)

Figura 0-2. Fitoecdisteroides.

La rotenona (7) es una isoflavona biosintetizada por la ruta de los policétidos. Este
metabolito secundario, que se extrae de las raices de Derris sp. y otras variedades de plantas, se
presenta como un potente inhibidor metabdlico capaz de bloquear la respiracion celular en seres
vivos (Pires, 1978). Este compuesto tiene pues, un interés profildctico, ya que sirve para la
erradicacion de especies icticas indeseables presentes en estanques dedicados a la acuicultura

(Amey, 1981). Posee, ademds, una fuerte accién en el control de invertebrados acudticos,
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especialmente de las ninfas de odonatos, las cuales son voraces depredadoras de larvas de peces y

crusticeos (Beal y Anderson, 1993).

Figura 0-3. Rotenona.

Otro producto natural de interés acuicola es el aceite de clavo, el cual muestra propiedades
anestésicas (Lee y Shibamoto, 2001). Se trata de un componente obtenido a partir del extracto de
la flor de Syzygium aromaticum; segtin Della Porta y col. (1998), este aceite esencial contiene,
entre otras sustancias, un shikimato de naturaleza fendlica conocido como eugenol (8), y se
obtiene como un producto de bajo coste, reducida toxicidad y rdpida degradacion, lo que le aporta
gran seguridad de aplicacién y, por tanto, ventaja con respecto a otros anestésicos usados en
acuicultura (Taylor y Roberts, 1999). Paralelamente, este material se ha utilizado como fungicida

en la proteccion de los huevos de salménidos (Bouchard y col., 2001).

OCHj
Ho_ 2

8

Figura 0-4. Eugenol, o 4-alil-2-metoxifenol.
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0-3. Perspectivas actuales de los productos naturales marinos
(PNMs) en acuicultura

0-3.1. Perspectivas generales

Los organismos marinos biosintetizan los PNMs para conseguir ventaja adaptativa o para
mantener la homeostasis en su ambiente. Entre 1977 y 2009 se han descrito miles de metabolitos
nuevos en organismos que abarcan desde microbios hasta peces. Todo ello supone atin menos del
1% de los organismos marinos totales. Una revision de la literatura revela que incluso el agua de
mar tiene propiedades bactericidas, probablemente debido a la produccién de antibidticos por las
bacterias, algas plancténicas y hongos (McClintock y Baker, 2001).

En el campo de la acuicultura, las enfermedades aparecen en todos los estadios, desde los
huevos en adelante. El control de éstas mediante antibidticos tiene algunas limitaciones; asi, no es
de extrafiar que organismos competentes hayan regulado el uso de ellos en el cultivo del camardn.
Los problemas creados por el uso indiscriminado de estos compuestos incluyen: desarrollo de
bacterias resistentes a las drogas, contaminacién ambiental, y acumulacién de residuos en los
tejidos de la especie cultivada. Por otra parte, la gestion de la enfermedad usando vacunas tiene la
limitacién de que son demasiado especificas, es decir, si el agente que causa la enfermedad es
otro, la vacuna no sirve (Brown, 1989). Considerando la potencialidad de los PNMs para
desarrollar nuevas drogas, con aplicacién en la terapéutica de organismos acudticos o como
suplementos alimentarios, se ha considerado objetivo de esta tesis describir aquellos metabolitos
que, por su actividad, han generado grandes expectativas.

Una experiencia en este campo la constituye el caso del camarén de estuario, Palaemon
macrodactylus. Gil-Turnes y col. (1989) observaron que los huevos de P. macrodactylus poseen
un epibionte bacteriano, el cual, cuando se elimina por tratamiento con antibiéticos, produce un
rdpido ataque de los huevos por hongos patogénicos. Ello se debe a la ausencia del agente
antifingico producido por la bacteria, el shikimato isatina (9). Este caso demuestra que los

estudios de PNMs en los simbiontes bacterianos beneficiosos son relevantes en acuicultura.



Capitulo 0 11

N
\
H
9

Figura 0-5. Isatina.

La cianobacteria filamentosa Lyngbya majuscula produce la malingamida A (10). Este
metabolito resulté un fagorrepelente del pez cirujano y, sin embargo, fagoestimulador de la liebre
marina, Stylocheilus longicauda (McClintock y Baker, 2001). Otra cianobacteria, la Oscillatoria
spongeliae produce el difenil-éter bromado (11) con propiedades bactericidas (Unson y col.,

1994).
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Figura 0-6. El fagorrepelente/ fagoestimulador malingamida A.
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Figura 0-7. Un bactericida marino.
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Las esponjas marinas suelen producir fagorrepelentes, antiincrustantes, antibidticos,
(antibacterianos y fungicidas), antivirales, inhibidores del asentamiento larvario, fotoprotectores,
factores alelopdticos e inhibidores de la biosintesis del colesterol. Un ejemplo de este ultimo
grupo lo constituye el fosfolipido (12), aislado de la esponja Crella incrustans (Butler y col.,
1996). Por otra parte, en un experimento concebido para controlar los patégenos bacterianos en
camarones, se alimentaron éstos con extractos de la espoja marina Dendrilla nigra. Los resultados
indicaron actividad vibriostatica, demostrdndose asi que los metabolitos secundarios de D. nigra
constituyen una alternativa a los antibidticos que actualmente se usan en carcinocultura (Selvin y

col., 2004; Selvin y Lipton, 2004).
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Figura 0-8. Fosfolipido, inhibidor de la biogénesis del colesterol.

Las macroalgas marinas suelen producir fagorrepelentes, antiincrustantes, factores
alelopaticos y fitoalexinas (fungicidas). Asi, el diterpeno chlorodesmina (13) es un fagorrepelente
que elabora un alga del género Chlorodesmis; el pachidictiol A (14) es un diterpeno
antiincrustante que fabrica el alga Dictyota menstrualis (protege al alga del asentamiento de las
larvas de briozoos); el fimbrolido (15) es otro antiincrustante que biosintetiza el alga Delisea
pulchra; y la telfairina (16) es un molusquicida fabricado por el alga Plocamium telfairiae
(Watanabe y col., 1989; 1990; McClintock y Baker, 2001). Por otra parte, en Jap6n se ha utilizado
la harina de una macroalga (Ulva sp.) como suplemento alimenticio para incrementar tanto la
resistencia a enfermedades como la velocidad de crecimiento del besugo del Mar Muerto,

Acanthopagrus schlegeli (Nakagawa y col., 1987). El alga le suministra al pescado tanto
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estimuladores del sistema inmunolégico como hormonas de crecimiento, lo que indica que este

macrofito es “proactivo” cuando se utiliza como suplemento alimenticio.
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Figura 0-9. El fagorrepelente chlorodesmina.

Figura 0-10. El antiincrustante pachidictiol A.
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Figura 0-11. El antiincrustante fimbrolido.
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Figura 0-12. El fagorrepelente/ molusquicida telfairina.

Los cnidarios: corales, gorgonias y otros, fabrican normalmente fagorrepelentes,
antiincrustantes, factores alelopdticos, inhibidores del asentamiento/ metamorfosis larvaria y

fotoprotectores. La excepcion a esta regla la constituye la prostaglandina (15R)-PGA, (17), un
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derivado de los 4dcidos grasos que fabrica la gorgonia Plexaura hormomalla (Brackman y Daloze,
1983). Las prostaglandinas son moléculas presentes al nivel traza en todos los tejidos animales,
donde desempefian un importante papel en la regulacién de numerosos procesos bioquimicos,
aunque en P. hormomalla se acumula la (15R)-PGA, al nivel del 1,5% (w/ w). A pesar de que
estas sustancias suelen ser estimuladoras de la actividad de la musculatura lisa, hipotensoras y
tranquilizantes, la (15R)-PGA, result6 inactiva. Sin embargo, por sintesis se transformé en su

epimero (15S5)-PGA; que si result6 activa.

17

Figura 0-13. Prostaglandina (15R)-PGA..

Los diterpenos 11,12-dihidroflexibilido (18) y sinulariolido (19) son compuestos
producidos por el coral espagueti (Sinularia flexibilis); el primero resulté un fagorrepelente del
pez mosquito (Gambusia affinis) y el segundo resultd con actividad algicida (Aceret y col., 2001;

McClintock y Baker, 2001).

Figura 0-14. Fagorrepelentes/ algicidas del coral espagueti.
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La faner6gama marina Thalassia testudinum fabrica la fitoalexina (fungicida) luteolin-7-
O-B-D-glucopiranosil-2-sulfato (20) (Jensen y col., 1998); el molusco Tambja abdere produce la
tambjamina A (21), un fagorrepelente y, al mismo tiempo, feromona de alarma (McClintock y
Baker, 2001); finalmente, la prostaglandina F-1,15-lactonizada (22) es una hormona que influye

en la reproduccién y desarrollo de los estados juveniles del opistobranquio Tethys fimbria (Di

Marzo y col., 1991; 1992).
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Figura 0-15. Fungicida de Thalassia testudinum.

22

Figura 0-17. Hormona de Tethys fimbria.
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0-3.2. Perspectivas de los PNMs de origen fungico

Aunque los hongos y sus metabolitos sean habitualmente conocidos por su toxicidad e
influencia negativa en la salud humana, animal y vegetal (Bricknell y Dalmo, 2005), los dltimos
avances en la investigacion de los PNMs han demostrado que estos organismos constituyen,
ademds, una prometedora fuente de sustancias bioactivas con interesantes aplicaciones
(Rasmussen y Morrissey, 2007). Sus caracteristicas heterotréficas y frecuentemente saprofiticas
les confieren gran capacidad para producir y degradar compuestos quimicos (Verbist y col.,
2000). Sus enzimas han sido incluso propuestos como alternativa a los agentes anti-incrustantes
tradicionales (Kristensen y col., 2008).

El micelio del hongo filamentoso marino Phoma herbarum produce un polisacarido, de
tamano molecular 2,4 x 10° kDa, que es responsable del incremento de la actividad fagocitaria en
ratones, presentando ademds actividad inmunomoduladora (Yang y col., 2005). Los B-glucanos
son conocidos polisacaridos, siendo las estructuras activas las del B-1,3 y B-1,6 glucano, las cuales
son biosintetizadas principalmente por hongos y levaduras (Abad y Bermejo, 2001; Spiridon y
Popa, 2008). La immunoestimulacién, por suministro con la dieta de estos B-glucanos, ha
resultado eficaz frente a Aeromonas salmonicida, bacteria responsable de algunas enfermedades
que sufren los cultivos de la trucha arco-iris (Oncorhychus mykiss) y el salmén atlantico, Salmo
salar (Jeney y Anderson, 1993; Guttvik y col, 2002). También ha sido eficaz ante otras
enfermedades infecciosas que golpean la carcinocultura (Fisher y col., 1978; Shimonoseki y
Toshiaki, 1997). Por otro lado, suplementos alimenticios fabricados con el micelio del hongo
Paecilomyces japonica han producido un incremento de la eficiencia alimentaria, mejor
crecimiento y también mejor respuesta fagocitaria en juveniles de pez hirame, Paralichthys
olivaceus (Lee y col., 2002).

Los dinoflagelados producen un impacto comercial negativo en los cultivos de moluscos
ya que fabrican toxinas que, a través de éstos, transmiten hasta los consumidores finales (Garcia

Camacho y col,, 2007). Por la misma razén, también las cianobacterias son responsables del



Capitulo 0 17

desagradable sabor y olor que suele adquirir la carne del pez gato Ictalurus punctatus, una de las
principales especies dulceacuicolas cultivadas en Norte America (Martin y col., 1988; Smith y
col., 2008). La inhibicién de estos microorganismos en los cultivos es, pues, un objetivo
prioritario en acuicultura, habiéndose usado para ello multiples algicidas comerciales (Schrader,
2005). En un intento de encontrar PNMs que cumplan con la misma funcién, se han descubierto
las clonostachisinas A y B, que fueron aisladas a partir del hongo marino Clonostachys
rogersoniana. Se trata de dos nonapéptidos ciclicos (CssHgoNoOjg y Cs3Hg7NgO10) que presentan
un efecto inhibitorio selectivo frente al dinoflagelado Prorocentrum micans (Adachi y col., 2005).
Por otra parte, Redhead y Wright (1978) descubrieron dos cepas flngicas, Acremonium sp. y
Emericellopsis sp., que inhibieron el crecimento de cianoficeas, siendo el agente responsable de

esta actividad algicida el antibiético cefalosporina C (23), biosintetizado por ambos hongos.
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Figura 0-18. Cefalosporina C, de Acremonium sp. y Emericellopsis sp.

Del ascomiceto Chromocleista sp. se han aislado las dicetopiperazinas (Park y col., 2006).
Se trata de polipéptidos ciclicos que se han mostrado activos frente a la vibriosis, una de las
enfermedades que mds pérdidas econdmicas causan en maricultura (Bordas y col., 1998). Esta
enfermedad estd causada por varias especies bacterianas pertenecientes al género Vibrio, siendo la
especie Vibrio anguillarum la principal responsable del fendémeno en peces, crusticeos y
moluscos (Fdhila y col., 2003). Otra dicetopiperazina, la mactanamida (24), ha sido aislada del
hongo marino Aspergillus sp., y se ha manifestado con actividad fungistatica (Lorenz y col.,

2008).
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Figura 0-19. Mactanamida, de Aspergillus sp.

Kobayashi y col. (1993), estudiando el hongo imperfecto Trichoderma harzianum, un
simbionte asociado a la esponja marina Micale cecilia, han aislado un nuevo policétido, la

trichoharzina (25) con propiedades bactericidas.
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Figura 0-20. Trichoharzina, de Trichoderma harzianum.

Paralelamente, del fondo marino se ha aislado un nuevo Streptomiceto que produce otro
policétido denominado SBR-22, el cual presenté actividad frente a la bacteria Staphylococcus
aureus que, resistente a la methicillina (Sujatha y col., 2005), es responsable de la enfermedad que
afecta a los ojos de la carpa plateada (Hypophthalmichthys molitrix) cuando se la cultiva en

regiones tropicales (Shah y Tyagi, 1986).
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Los Thraustochytridos pertenecen a un grupo de microorganismos zoosporicos marinos
que pueden ser descritos funcionalmente como hongos (Barr, 1992). Estos organismos producen
moléculas de alto valor bioldgico, tales como los dcidos grasos poliinsaturados @3, utilizados
tanto en alimentacién funcional humana como en acuicultura (Fan y Chen, 2006). También
biosintetizan el thraustochitrosido C (26), el cual ha sido obtenido de una cepa de
Thraustochytrium globosum (Jenkins y col., 1999). Esta inusual substancia fingica abre
novedosas perspectivas en acuicultura, ya que la inclusion de este tipo de glicoesfingolipidos
naturales en las dietas, es presumible que mejorard el crecimiento, tanto en larvas como en
juveniles. Ademads, podria incrementar las tasas de supervivencia, disminuir la incidencia de

malformaciones larvales y aumentar la resistencia al estrés (Tocher y col., 2008).
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Figura 0-21. Thraustochitrosido C, de Thraustochytrium globosum.

El escualeno (27) es un triterpeno que se encuentra en el higado de peces
elasmobranquios, siendo éste su principal fuente (Xu y col., 2004). Este componente es un
efectivo antioxidante natural, util en nutracéutica (Yue y Jiang, 2009). En la actualidad, estin
siendo objeto de estudio una variedad de cepas de hongos Thraustochitridos y Labirintulomicetos,
las cuales estdn siendo propuestas como potenciales substitutas de la fuente tradicional de
escualeno (Jiang y col., 2004; Li y col., 2009). En este sentido, Chang y col. (2008) lograron aislar
una nueva cepa de la levadura Pseudozyma sp., que fabrica al escualeno. La elevada tasa de
producciéon de este metabolito hace que este organismo marino sea un firme candidato para la
produccién industrial de “escualeno microbiolégico”. Por otro lado, se ha observado que la

aplicacion de la vacuna 763 con pequefias dosis de escualeno es un remedio eficaz en la
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prevencion de la enfermedad causada por Flavobacterium psychrophilum en los cultivos de ayu
Plecoglossus altivelis, uno de los mas importantes peces de agua dulce en Japén (Rahman y col.,

2000).

27

Figura 0-22. Escualeno, de Pseudozyma sp.

Todos estos casos indican que el estudio de los PNMs, en especial los de origen fungico,
es un campo prometedor en acuicultura ya que se trata de organismos que suministran nuevas
drogas relacionadas con la estimulacion del sistema inmunolégico de las especies en cultivo o con

la gestién de sus enfermedades (Bachere, 2003).

0-4. El método aplicado en esta tesis

El aislamiento e identificacion de productos naturales requiere el uso de técnicas
fisicoquimicas de fraccionamiento y purificacién. La exploracion de estos productos es posible
una vez se obtiene material biologico suficiente, bien sea a partir de organismos recogidos
directamente de la naturaleza, bien cultivados a través de bioprocesos (fermentacion,
fotobiorreaccion o maricultura). La biomasa obtenida puede ser conservada mediante congelacion,
liofilizacién o fijada quimicamente en el seno de un disolvente. En el laboratorio de Quimica
Organica II, del grupo de “Tecnologia Quimica y Desarrollo Sostenible” de la ULPGC, el
material biolégico obtenido es habitualmente conservado congelado. Alternativamente, puede ser
dejado en maceracién en acetona o metanol varios dias.

Las técnicas preliminares de separacion empleadas en el laboratorio son aquellas
realizadas a través de cromatografia de adsorcion, por medio de columnas gravitatorias y a media

presion, asi como a través de métodos de particion liquido-liquido. Esta tdltima técnica puede
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aplicarse simplemente con la ayuda de un embudo de decantacion, pudiendo realizarse de acuerdo
con una variante del método establecido por Kupchan y col. (1973), el cual nos suministra
fracciones de polaridad diferente.

A lo largo del proceso de separacion de los componentes se podra optar por una
cromatografia de exclusién del tipo SEPHADEX, que permite separar familias de componentes
con tamafio molecular similar. A continuacién se podrin aplicar otras técnicas de separacion; tal
es el caso de la cromatografia de adsorcion en columnas tipo flash o HPLC/ TLC preparativas.
Finalmente, para la obtencion de cristales puros se recurre a la cristalizaciéon del componente
aislado (Leonard y col., 1998).

La elucidaciéon estructural por métodos espectroscOpicos requiere de sustancias
perfectamente puras. Si hay éxito en la obtencidn de cristales, atin se podra realizar un estudio de
difracciéon de rayos X. En el caso contrario, si el componente purificado presenta una estructura
no cristalina, entonces se recomienda la obtencién de espectros de resonancia magnética nuclear
de 'Hy °C, asi como los espectros de masas. Con los espectros en mano, y una vez estudiados, el
investigador propone la estructura del componente. Este proceso requiere de una revision
meticulosa de las estructuras ya descritas en la literatura.

Debido a la inmensa cantidad de productos conocidos, es muy conveniente recurrir a una
base de datos potente. En la actualidad se encuentran al alcance de la comunidad cientifica, via on
line, numerosas bases de datos que tratan sobre el tema. Desde la mds tradicional Chemical
Abstracts Registry, ahora integrada en Scifinder, a otras mds especificas como la MarinLit®
editada por la Universidad de Canterbury (Nueva Zelanda), la cual abarca toda la literatura
publicada sobre productos naturales marinos. Hay que citar también la Antibase (Chemical
Concepts), que trata exclusivamente sobre productos naturales aislados a partir de
microorganismos y hongos superiores.

Una vez comprobados los antecedentes bibliograficos, y conjeturizado que el componente

aislado es novedoso, la elucidacién estructural ha de realizarse de una forma mas refinada. Para
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tal fin, se necesita de un segundo espectro de masas de alta resoluciéon para que se pueda
determinar la férmula molecular con exactitud, tanto de la molécula como de sus fragmentos. Con
esta informacién en mano se puede deducir la estructura bidimensional del nuevo componente
aislado (Colegate y Molyneus, 1993).

La obtenciéon de la estructura tridimensional de las moléculas requiere de técnicas de
resonancia magnética nuclear de alta resolucidon. Tales espectros aportan datos indirectos de
acoplamiento entre nicleos cercanos en el espacio asi como su dependencia angular a través de
las constantes de acoplamiento Jyy. Complejos experimentos de resonancia bidimensional
denominados COSY, HMBC, NOESY y TOCSY nos aportan el resto de la informacién (Crews y
col., 1998).

Ademads de las técnicas anteriormente resefiadas, los métodos analiticos proporcionan
herramientas relevantes en el andlisis cualitativo y cuantitativo de las sustancias, permitiendo
establecer su identidad asi como la cantidad precisa de cada uno de los componentes presentes en
una determinada mezcla (Valcarcel y Gémez, 1988). Entre las técnicas instrumentales destacan la
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) y la cromatografia de gases (GC). Tales
herramientas, una vez conectadas a modernos detectores de espectrometria de masas, resuelven
una infinidad de problemas analiticos (HPLC-MS; GC-MS).

La realizacion de este trabajo fue posible gracias al esfuerzo cooperativo entre los diversos
laboratorios de investigacion integrados en este proyecto. En este sentido, el laboratorio de
Quimica Orgénica II, del grupo “Tecnologia Quimica y Desarrollo Sostenible” de la ULPGC
mantiene una colaboracién permanente con el Instituto de Productos Naturales y Agrobiologia
(IPNA) del CSIC, Tenerife, y el grupo CAFMA de la ULPGC. Se realizaron, ademds,
colaboraciones puntuales con el Laboratorio de Productos Naturales Marinos del Departamento de
Quimica de la Universidad de Aberdeen y el Laboratorio de Quimica Bioorgénica de la Facultad

de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de Leeds, Reino Unido.
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- CAPITULO | -

Composicion lipidica del hongo Schizochytrium aggregatum por
cromatografia de gases — espectrometria de masas (GC-MS).

I-1. Antecedentes

El hongo heterotréfico Schizochytrium aggregatum es un organismo zoosporico
perteneciente al Phylum Labyrinthulomycota, un conocido grupo de protistas abundantes en el
medio estuarino y marino (Porter y Kirk, 1986; Porter, 1990).

Recientemente se ha dado una particular atencion a este grupo de protistas, desde que se
ha demostrado que son una fuente muy productiva de importantes metabolitos primarios de
interés industrial (Yongmanitchai y Ward, 1989). Estos organismos son capaces de biosintetizar
acidos grasos poliinsaturados, conocidos como HUFAs, a partir de fuentes no lipidicas
convencionales (Barclay y col., 1994; Yokochi y col., 1998; Bowles y col., 1999). Su relevancia
se ha incrementado por la demanda creciente de estos productos naturales de origen marino
(Pomponi, 1999), potencialmente capaces de generar aplicaciones comerciales en nutracettica,
farmacéutica y acuicultura (Lewis y col., 1999; Nichols y col., 1999; Lewis y col., 2000). Los
ensayos clinicos revelan la importancia de su valor terapéutico-nutricional, sobre todo en la
prevencion y tratamiento de enfermedades como la arterioesclerosis, trombosis, artritis y diversos
tipos de cancer (Simopoulos, 1991; Conner, 1997; Horrocks y Yeo, 1999; Tapiero y col., 2002).

Los HUFAs son generalmente clasificados en dos grupos principales: los de la serie
omega-3 (w3 o n-3) y los de la serie omega-6 (w6 o n-6). Dentro de los HUFAs w3 se encuentran
los de cadena muy larga como el dcido docosahexaenoico [DHA, 22:6 (n-3)] y el 4cido
eicosapentaenoico [EPA, 20:5 (n-3)], los cuales desempefian un importante papel estructural en
los organismos vivos, ya que son constituyentes de las membranas celulares (Sargent y col.,
1995). Dentro de los w6 HUFAs, el 4cido araquidénico [AA, 20:4 (n-6)] es de particular interés,

ya que es el precursor de muchos eicosanoides: prostaglandinas y leucotrienos (Vas Dias, 1995).
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Para los organismos marinos, tanto el EPA como el DHA son considerados 4cidos grasos
esenciales (EFAs), sobre todo durante las fases iniciales de los desarrollos larvarios (Watanabe y
Kiron, 1994; Izquierdo, 1996). Se ha observado que la carencia nutricional de estos dcidos afecta
directamente a la viabilidad larvaria, actuando negativamente sobre su crecimiento, metamorfosis
y supervivencia (Rainuzzo y col., 1992; Sargent y col., 1999).

Tradicionalmente, las fuentes mds econdmicas y de gran disponibilidad de HUFAs han
sido los aceites de pescado de origen marino, ya que los peces suelen acumular estos dcidos
grasos eficientemente y en cantidades considerables bajo la forma esterificada (Ackman, 1982;
Van der Wielen y Cabatingan, 1999). Sin embargo, dada la gran diversidad de acidos grasos
presentes en la composicion de estos ésteres, y para mejorar los perfiles de HUFAs, el aceite
crudo pasa por un proceso de refinamiento que incrementa los contenidos de EPA y DHA (Stout y
col., 1990). No obstante, tales productos suelen retener un color y olor desagradable, limitando su
uso como aditivo alimenticio humano y en fines farmacéuticos (Zaldivar, 1992; Kiffe y col.,
1995). Ademds, la baja relacion DHA/ EPA proporcionada por estas fuentes lipidicas ha
demostrado ser nutricionalmente insuficiente como enriquecedor de organismos marinos, ya que
éstos tienen preferencia por altos contenidos de DHA (Sargent y col., 1995). Aunque por sintesis
quimica se pueden producir dcidos grasos (Rosu y col., 1998; Robles Medina y col., 1999), la
extraccion a partir de fuentes naturales parece ser lo mds econémico hasta el presente (Nilsson,
1996). En este sentido, la produccion y extraccion de HUFAs a partir de organismos autotréficos,
como las microalgas, podria suponer la via alternativa capaz de suplir el mercado (Balaban y col.,
1996; Cohen, 1996). Sin embargo, los elevados costes de produccién (Benemann, 1992; Coutteau
y Sorgeloos, 1992) y los constantes riesgos de contaminacion, suponen incertidumbre permanente
en los sistemas de cultivo (Molina Grima y col., 1994). Con ello, la produccion de estos
micréfitos se ha restringido a unas pocas especies muy resistentes capaces de producir
determinados metabolitos para fines especificos. No obstante, la produccion de estos bioproductos

por fermentacion exhibe una perspectiva prometedora ya que permite la obtencién de buenos



Capitulo | 38

perfiles de HUFAs a bajo coste (Swaaf y col, 1999; Fan y col, 2001). Asi, los
Labyrinthulomycotas podrian suponer respuestas a corto plazo de cardcter renovable, frente a las
tradicionales fuentes extractivas de origen marino (Bajpai y col., 1991; Bowles y col., 1999).

En este momento, Schizochytrium aggregatum es la base de algunos productos destinados
a la acuicultura. Utilizdndose como enriquecedor de rotiferos (Brachionus sp.) y de Artemia
(Artemia sp.) transfiriendo a las larvas de peces marinos perfiles de HUFAs compatibles con sus
requerimientos nutricionales (Barclay y Zeller, 1996; Luizi y col., 1999; Harel y col., 2002).
Ademds, también se presenta como sustituto parcial o total de las tradicionales microalgas
utilizadas en larvicultura de moluscos (Boeing, 1997; Langdon y Onal, 1999) y crusticeos
(Figueiredo y Narciso, 2000).

Aparte de la importancia resefiada con estos HUFAs, S. aggregatum puede ser igualmente
productor de interesantes metabolitos secundarios. De tal forma que, aunque sus perfiles de dcidos
grasos estén descritos (Barclay y Zeller, 1996; Ashford y col., 2000), los antecedentes
bibliogréficos indican la presencia de glicolipidos, fosfolipidos, esfingolipidos y esteroles
(colesterol, brasicasterol y estigmasterol) (Kendrick y Ratledge, 1992).

Asi pues, se ha seleccionado este interesante organismo para realizar un barrido de su
fraccion lipidica, buscando confirmar las sustancias anteriormente descritas en la literatura y aislar
nuevas estructuras que proporcionen algin tipo de aprovechamiento industrial, o incluso

demostrar algun tipo de bioactividad interesante.
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I-2. Objetivos de este trabajo

En este capitulo, y como consecuencia de haber adquirido una muestra del eucariota
marino S. aggregatum, se han planteado los siguientes objetivos:

I-2.1. Realizar un estudio de los productos naturales que dicha cepa es capaz de
biosintetizar en el mencionado producto comercial, realizando un minucioso barrido de sus
fracciones liposolubles e hidrosolubles, tanto en lo que se refiere a sus componentes volatiles
como a los que no lo son; todo ello en orden a encontrar componentes quimiotaxonémicos que
nos permitan correlacionarla con alguna de las cepas descritas previamente en la bibliografia,
esclareciendo si se trata de una cepa productora de micotoxinas o no.

I-2.2. Estudiar la futura aplicabilidad biotecnoldgica de nuestro organismo orientada hacia
la alimentacion animal (acuicultura) y humana. Esto se apoyaba en los antecedentes anteriormente

comentados.

I-3. Resultados y Discusion

I-3.1. Obtencion de biomasa, extraccion y fraccionamiento

En lo que se refiere a la produccion de la biomasa de S. aggregatum, comentar que el
material biolégico objeto de este estudio fue adquirido desecado bajo el nombre comercial
“Algamac 2000” a partir de la empresa Aquafauna Bio-Marine. La biomasa flingica se extrajo y

fracciond segun la Figura I-1.
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Biomasa fingica
seca
(110,0 g)

Maceracion (24 h) en CH,Cl, (x3) y
MeOH (x3), filtracién y evaporacion
v en rotavapor

Extracto
bruto
(10,42 g)

H,O (200 ml): CH,Cl,
(200 ml, x3)

A 4

Fase CH,Cl,

\ 4

Fase H,O:
Sa-H-0

\ 4
Sa-L-0
(9,64 g)

Extraida con igual volumen de

2-Butanol Extracto organico

evaporado en rotavapor/ 20

ml H,O + 180 MeOH;

¢ extraido con hexano hasta
Sa-H-1 la decoloracién de éste.

0,29 g)

v Fase acuosa ajustada al l
50% (+ 160 ml): 50%

MeOH; extraida con Sa-L-1
CH,Cl, (x3) (8.64¢)

Descartada

Fase CH,Cl,

\ 4
v Sa-L-2
Sa'L'3 (0’75 g)
021 g)

Figura I-1. Esquema de particion aplicado al extracto de la biomasa fungica de
Schizochytrium aggregatum.
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I-3.2. Estudio quimico de la biomasa fungica

Después de extraer la biomasa fingica y fraccionarla segtin la Figura I-1 se rastrearon
minuciosamente todas las fracciones, tanto por GC-MS para sus componentes voldtiles como por
refraccionamiento: CCF, cromatografia en columna, cromatografia de exclusién por tamaiio

molecular, y estudio espectroscopico (RMN), identificindose las siguientes sustancias:

I-3.2.1. Componentes volatiles en la biomasa fungica

Se identificaron por GC-MS, lo que rindi6 los datos de la Tabla I-1. Si se retdnen dichas
sustancias por criterios estructurales (Figuras I-2 hasta 1-7) se puede deducir que se han
identificado n-alcanos (1), 1-alquenos (6), 1-alcanoles (2), 2-alquil-1-alcanoles (3), dcidos grasos
libres - saturados (4) e insaturados (8, 9) -, ésteres metilicos y etilicos de dcidos grasos - saturados
(5, 7) e insaturados (10, 11, 12) -, triglicéridos saturados (15, 16, 17), diglicéridos (18, 19),
monoglicéridos insaturados (20), ceras - ésteres de dcidos y alcoholes grasos (21, 22, 23, 24) -,
esteroles (25, 26), triterpenos (27) catabolitos lipidicos (28), mono- y sesquiterpenos de cadena

ciclica y lineal (29-33), ftalatos de dialquilo (36, 37) y otros (13, 34, 35, 38).

Acido erticico (8;n=7, m=11; Tr=19,775)

Acido hexadecanoico (4;n=14; Tr= 16,316 + 0,089)

Acido (E)-9-octadecenoico (9; Tr= 16,399)

Acido tetradecanoico (4; n=12; Tr= 14,812 + 0,066)

Acido (Z)-T-tetradecenoico (8; n=5, m=5; Tr= 16,403 + 0,072)
N-Butil-bencenosulfonamida (38; Tr= 16,721 + 0,066)

Colesterol (25; Tr= 18,870)

1-Eicosanol (2; Tr= 16,330)

Ester bis(2-metilpropilico) del 4cido 1,2-bencenodicarboxilico (37; Tr= 17,028 + 0,060)
Ester bis(2-metilpropilico) del dcido hexanodioico (35; Tr= 15,601)

Ester dibutilico del dcido hexanodioico (34; Tr= 15,597)

Ester eicosilico del dcido (Z)-9-hexadecenoico (24; Tr= 18,764)

Ester etilico del 4cido dodecanoico (7; n= 10; Tr= 14,885)

Ester etilico del dcido pentadecanoico (7; n=13; Tr= 17,071 £ 0,026)

Ester etilico del 4cido hexadecanoico (7; n=14; Tr= 17,702 £ 0,044)

Ester etilico del dcido octadecanoico (7; n=16; Tr=18,954)

Ester etilico del 4cido tetradecanoico (7;n=12; Tr= 16,378 = 0,046)

Ester etilico del 4cido tridecanoico (7;n=11; Tr= 15,632)

Ester 2-hidroxi-1-(hidroximetil) etilico del 4cido (Z)-9-octadecenoico (20; Tr= 18,459 +
0,046)

Ester 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiilico del acido hexadecanoico (19; Tr= 17,735 +0,179)
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Ester metilico del dcido dodecanoico (5; n= 10; Tr= 14,396 + 0,053)

Ester metilico del 4cido heptadecanoico (5; n=15; Tr= 17,904)

Ester metilico del 4cido hexadecanoico (5;n=14, Tr= 17,303 £ 0,044)

Ester metilico del 4cido (Z)-9-hexadecenoico (10; n=5, m=7; Tr= 17,193 £ 0,053)
Ester metilico del dcido 14-metil-pentadecanoico (14; n=12; Tr= 17,311 + 0,044)
Ester metilico del dcido 10-metil-undecanoico (14; n= 8; Tr= 14,412)

Ester metilico del dcido nonadecanoico (5; n= 18; Tr= 20,024)

Ester metilico del 4cido (Z,7)-9,12-octadecadienoico (12; Tr= 18,413)

Ester metilico del 4cido octadecanoico (5; n= 16; Tr= 18,533)

Ester metilico del 4dcido 9-octadecenoico (10; n=7, m=7; Tr= 18,416)

Ester metilico del 4cido 11-octadecenoico (10; n=5, m=9; Tr= 18,423)
Ester metilico del 4cido (Z)-11-octadecenoico (10; n=5, m=9; Tr= 18,514)
Ester metilico del 4cido 3-octil-oxiranooctanoico (13; n=7, m="7; Tr= 18,286)
Ester metilico del dcido pentadecanoico (5; n= 13; Tr= 16,629 + 0,036)
Ester metilico del dcido 3-pentil-oxiranoundecanoico (13; n= 4, m= 10; Tr= 19,732)
Ester metilico del dcido tridecanoico (5; n= 11; Tr= 15,128)

Ester 1,2,3-propanotriilico del dcido docosanoico (17; Tr= 19,206)

Ester 1,2,3-propanotriilico del 4cido estedrico (16; Tr= 14,590)

Ester tetradecilico del 4cido (Z)-9-hexadecenoico (21; Tr= 15,609)

Ester 2-(octadeciloxi) etilico del dcido hexadecanoico (22; Tr= 15,016)
Ester 3-(octadeciloxi) propilico del 4cido estedrico (23; Tr= 13,862 + 0,231)
Estigmasterol (26; Tr= 15,672)

Ftalato de dibutilo (36; Tr= 17,684 = 0,012)

Germanicol (27; Tr=17,427)

1-Hexadeceno (6; n=13; Tr= 14,875 + 0,024)

9-Hexadecenoato de etilo (11; n=5, m=7; Tr= 17,607 + 0,037)
2-Hexil-1-octanol (3; n=3, m=5; Tr=13,977)

2-Hidroxi-1,3-propanodiil éster del 4cido octadecanoico (18; Tr= 17,735)
Lactona del 4cido 4-hidroxi-3,4,6-trimetilhept-5-enoico (32; Tr= 12,803)
(1a, 2B, 5B)-2-Metil-5-(1-metiletil)-ciclohexanol (31; Tr= 12,789)
4-Metil-1-(1-metiletil)-ciclohexanol (30; Tr= 12,837 + 0,009)

1-Octadeceno (6; n=15; Tr= 16,388)

Pentadecano (1; n=12; Tr= 14,145 + 0,012)

1-Pentadeceno (6; n=12; Tr= 13,230 + 0,006)

Tetradecano (1; n=11; Tr= 13,287 £ 0,012)

Tetradecanoato de metilo (5; n=12; Tr= 15,924 + 0,055)
Tetrahidro-4-hidroxi-4-metil-2H-piran-2-ona (Mevalonato) (29; Tr= 12,484)
3,7,11-Trimetil-1-dodecanol (33; Tr= 19,038)

Tridecano (1; n= 10; Tr= 12,377 + 0,009)

Trinonanoina (15; Tr= 14,260)

10-Undecenal (28; Tr= 13,125)

Tabla I-1. Componentes volatiles identificados en Schizochytrium aggregatum por GC-
MS.
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Figura I-2. Componentes lipidicos volatiles identificados en Schizochytrium aggregatum.
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Figura I-3. Componentes lipidicos volatiles identificados en Schizochytrium aggregatum.
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Figura I-4. Componentes lipidicos volatiles identificados en Schizochytrium aggregatum.
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28

Figura I-5. Fragmento lipidico volatil identificado en Schizochytrium aggregatum.
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Figura I-6. Terpenoides volatiles identificados en Schizochytrium aggregatum.
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Figura I-7. Otros componentes volatiles identificados en Schizochytrium aggregatum.

Obsérvese como las series homdlogas de los componentes voldtiles identificados se
comportan de forma lineal en los graficos que resultan de representar el tamafio de la cadena

hidrocarbonada (N° de C) frente al logaritmo del tiempo de retencién (log Tr) (Figuras I-8 a I-13).

n-Alcanos de Schizochytrium aggregatum

0 20 — — -
S 10 * ¢ ¢ ¢ v
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1,0819 1,0929 1,123 1,1502 1,172
Log tr

Figura I-8. Comportamiento en CG de los n-alcanos de Schizochytrium aggregatum (1;
n= 10-12) y patrones comerciales (1; n=9, y 13).
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1-Alquenos de Schizochytrium aggregatum
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Figura I-9. Comportamiento en CG de los 1-alquenos de Schizochytrium aggregatum (6;
n=12-13, y 15) y el patron comercial 1-octadeceno (6; n= 15).

EMAGs iso-metil-ramificados de
Schizochytrium aggregatum

1,26 -
1,24 -

1,22 /
1,2 /
1,18

1,16 /

1,14 T T T 1
0 5 10 15 20

Nede C

Log Tr

Figura 1-10. Comportamiento en CG de los acidos grasos saturados de cadena iso-
metil-ramificada identificados en Schizochytrium aggregatum (14; n= 8,y 12).
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Figura I-11. Comportamiento en CG de los acidos grasos saturados de cadena lineal
identificados en Schizochytrium aggregatum (4; n= 12,y 14).



Capitulo |

49

EMAGs saturados de cadena lineal
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Figura I-12. Comportamiento en CG de los ésteres metilicos de los acidos grasos
saturados de cadena lineal encontrados en Schizochytrium aggregatum (5; n= 10-18) y
patrones comerciales (5; n=9, y 18).
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EEAGs saturados de cadena lineal
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Figura 1-13. Comportamiento en CG de los ésteres etilicos de los acidos grasos
saturados de cadena lineal encontrados en Schizochytrium aggregatum (7; n= 10-14, y

16).
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I-3.2.2. Presencia de ésteres metilicos de acidos grasos ramificados en la biomasa
fungica

Los acidos grasos metilramificados (14) estin ampliamente distribuidos en la naturaleza
(Duncan y col., 1974; Perry y col., 1979; Seyama y col., 1983; Thiel y col., 1999; Carballeira y
col., 2001; Nechev y col., 2002). Ahora se sabe que se forman por incorporacién selectiva del
metilmalonil-CoA por el enzima “dcido-graso-sintetasa” (Seyama y col., 1981) y que este paso
biogenético es caracteristico de bacterias que producen relativamente altas concentraciones de
estos 4cidos grasos iso- y anteiso-metilramificados, los cuales son, por tanto, aceptados como
marcadores moleculares de la materia orgdnica de origen bacteriano (Leo y Parker, 1966; Cooper
y Blumer, 1968, Cranwell, 1973; 1974; Grimalt y Albaigés, 1990; Kaneda, 1991; Carballeira y
col., 2001). Es por ello que la identificacion en S. aggregatum de los ésteres metilicos de los
dcidos que como el 14-metilpentadecanoico (14, n= 12) y 10-metilundecanoico (14, n= 8), dos
derivados de 4cidos grasos iso-metilramificados, es un indicio de la presencia de bacterias del
genero Mycobacterium asociadas a este hongo (Lambert y col.,, 1986; Chou y col., 1996,
Carballeira y col., 2001; Nechev y col., 2002). Aparte de su identificacion por la huella dactilar en
GC-MS, las iso-metilsustituciones propuestas en 14 se confirmaron por los fragmentos
relativamente intensos que se observan en GC-MS para M*-43 junto a la disminucién de las

intensidades de los fragmentos M*-29 (Anderson, 1978).

I-3.2.3. Presencia de ftalatos de dialquilo en la biomasa fungica

El ftalato de bis-(2-etilhexilo) se ha propuesto anteriormente como un auténtico
metabolito en el hongo Penicillium olsonii (Amade y col., 1994). Sin embargo, esta sustancia,
conocida tanto por las siglas internacionales DEHP {di(2-ethylhexyl)phthalate} como DOP
(dioctylphthalate), se usa ampliamente como plasticida del PMMA {poly(methyl
methacrylate)} y el PVC {poly(vinyl chloride)}. Esta sustancia emigra de los materiales
plasticos y se introduce en los fluidos biolégicos donde se bioacumula con el paso del tiempo,

fenémeno que ha provocado incluso problemas de salud en seres humanos que han estado
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expuestos a diversos materiales plésticos (Freemantle, 2004). Es por ello que la identificacion
de las sustancias 36-37 en la biomasa fingica de S. aggregatum plantea dudas sobre su origen

debido a que el hongo vino empaquetado, precisamente, en recipientes de plastico.

I-4. Conclusiones

1. Se identificaron en el micelio 38 tipos de componentes voldtiles pertenecientes a los grupos de
los n-alcanos (1), 1-alquenos (6), 1-alcanoles (2), 2-alquil-1-alcanoles (3), acidos grasos libres -
saturados (4) e insaturados (8, 9) -, ésteres metilicos y etilicos de 4cidos grasos - saturados (5, 7) e
insaturados (10, 11, 12) -, triglicéridos saturados (15, 16, 17), diglicéridos (18, 19),
monoglicéridos insaturados (20), ceras - ésteres de acidos y alcoholes grasos (21, 22, 23 y 24) -,
esteroles (25, 26), triterpenos (27), catabolitos lipidicos (28), mono-, y sesquiterpenos de cadena
ciclica y lineal (29- 33), ftalatos de dialquilo (36, 37) y otros (13, 34, 35, 38).

2. En este estudio no se ha encontrado indicio alguno de que la cepa estudiada de S. aggregatum
produzca micotoxinas. Paralelamente, aporta importantes nutrientes y, por tanto, es
potencialmente aplicable al campo de la alimentacién funcional - animal o humana -.

3. Teniendo en cuenta el rendimiento en lipidos (9,47 %) de la extracciéon de la biomasa
fingica de S. aggregatum, se supone que este organismo puede ser usado para la produccién

de biodiesel.
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I-5. Experimental

I-5.1. General

La cromatografia en columna en fase normal se realizd sobre gel de silice de la casa
Scharlau de 0,06- 0,20 mm (cabezas cromatograficas) y 0,04- 0,06 mm (adsorbentes en fase
himeda), tanto a media presion (sistema para cromatografia Biichi) como a baja presién (motores
de Fluid Metering Inc. acoplados en serie a columnas de la marca Ace Glass Inc.). La
cromatografia en columna en fase reversa se realizé6 mediante columnas LiChroprep RP-18 (40-
63 um) integradas en circuitos para cromatografia a baja presion, basados en motores de Fluid
Metering Inc.

La filtracién a través de gel (cromatografia de exclusion por tamaiio molecular) se realizé
por gravedad a través de Sephadex LH-20 lipofilico, eluyendo con CH,Cl,: MeOH (1: 1).

La cromatograffa en capa fina en fase normal se realizé sobre capas de 0,25 mm de
espesor de la marca Tracer Analitica con mezclas de hexano, benceno, acetato de etilo,
cloroformo y metanol en las proporciones que se especifican en cada caso. La cromatografia en
capa fina en fase reversa se realiz6 sobre capas RP-18F;s4 de 0,25 mm de espesor de la marca
Merck con mezclas de acetonitrilo: metanol: agua (80: 18: 2). En todos los casos, el revelado de
las mismas se realizé por pulverizacion con oleum (4cido sulftrico al 4 %, 4cido acético al 80 % y
agua al 16 %) y calentdndolas a 120 °C durante 20 min.

La cromatografia HPLC semipreparativa se realizd bajo las siguientes condiciones:
columna Waters ODS (4,6 x 250 mm, con particulas de 10 pm y tamafio de poro de 100 A) para
las separaciones en fase reversa, y una Alltech Econosphere de SiO; (4,6 x 250 mm, con particulas
de 10 pm y tamafio de poro de 100 A) para las separaciones en fase normal. Ambas, en un aparato
HPLC semipreparativo compuesto por una bomba isocratica Spectraphysics P100 y un detector
UV Hewlett Packard 1050 de longitud de onda variable. En todos los casos se trabajé a
temperatura ambiente (26 °C).

La cromatografia HPLC analitica se realizé en un aparato Shimadzu, modelo LC-9A, con
un detector UV de la misma marca a 254 nm y un detector de indice de refraccion asociado en
serie. Las condiciones usadas fueron, bien una columna en fase normal con mezclas de n-hexano
y EtOAc como eluyente a un flujo de 1,0 ml/ min., bien una columna Shodex OH Pak SB 806 HQ
con agua con un 0,05 % de azida sédica como eluyente, también a un flujo de 1,0 ml/ min.

Los datos espectroscopicos de RMN fueron proporcionados por aparatos de resonancia
magnética nuclear, del tipo Bruker AC a 250 MHz, otro de tipo Bruker AMX a 300 MHz y
mediante una unidad Varian Inova de 400 MHz. Se utiliz6 tetrametilsilano como referencia
interna en los espectros de protén y cloroformo deuterado (6 77,0) o metanol deuterado (6 49,0)
de la casa Aldrich para calibrar los espectros de carbono 13.

La cromatografia analitica en fase gaseosa (GC-MS) se realiz6 en un aparato Saturn de
Varian en las siguientes condiciones: columna CP-Sil 8 Low bleed, temperatura del inyector de
270 °C durante 10 min.; condiciones de split inicial on, 0,01 min. off y 5 min. on; horno
programado a 50 °C durante 5 min., calentado a 15 °C/ min. hasta 250 °C y mantenido a esta
temperatura durante 10 min. (tiempo total de anélisis de 28,33 min. para cada muestra); flujo de 1
ml/ min.; detector de masas en modo EI (rango de m/ z de 20 a 400). Tiempos de retencion de
referencia se obtuvieron con patrones de alcanos (Dr. Ehrenstorfer GmbH Alkanes-Mix 10),
ésteres metilicos de dcidos grasos (SupelcoTM 37 Component FAME Mix), 1-alquenos (Fluka
Chemika) y I-alcanoles (Fluka Chemika). El resto se asignaron por semejanza de la huella MS
observada con las registradas en diferentes bases de datos contenidas en el instrumento.
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I-5.2. Obtencion de la cepa

La cepa se adquiri6 de Aquafauna Bio-Marine, Hawthorne, California, USA. El hongo
Schizochytrium aggregatum (American Type Culture Collection 20888) fue producido por la
empresa citada en fermentadores segun los procedimientos descritos por Barclay (1994) y Barclay
y col. (1994) y concentrado por centrifugacion, secado por aspersiéon y empaquetado al vacio
(Barclay y Zeller, 1996).

I-5.3. Analisis quimico de la biomasa fungica
I-5.3.1. Obtencion del extracto y fraccionamiento por polaridad

Una muestra de 110 g de Schizochytrium aggregatum se extrajo por maceracion
(diclorometano, x3, 24 h ¢/ u, y metanol, x3, 24 h ¢/ u). Los extractos se filtraron con papel
Watman n° 1 y evaporaron en rotavapor. Los extractos se reunieron y desecaron a alto vacio para
almacenarlos bajo nitrégeno con el nombre de “extracto bruto”, el cual, fue sometido
posteriormente a particion por polaridades segtn el esquema de la Figura I-1.

El espectro de "H-RMN delaté siete protones de dcidos carboxilicos a & 12,5- 11,2;
aromadticos a 9 8,5- 7,0; olefinicos a 6 5,9- 5,0; geminales a heterodtomos a o 4,3- 3,5 y alifaticos a
6 3,0- 0,6.

A dicho extracto bruto se le afiadieron 200 ml de agua y 200 ml de cloruro de metileno;
las fases se separaron en embudo de decantacion y la acuosa se reextrajo con cloruro de metileno
(x2, 200 ml ¢/ u). Las capas orgénicas se reunieron y el disolvente se evapord6 para dar 9,64 g de la
fraccion “liposoluble-0 (Sa-L-0)”.

La fase acuosa se extrajo con sec-butanol (x3, 200 ml ¢/ u) para dar 0,29 g de la fraccién
“hidrosoluble-1 (Sa-H-1)”.

A la fraccion “liposoluble-0 (Sa-L-0)” se le afiadieron 20 ml de agua, 180 ml de metanol y
200 ml de n-hexano; las fases se decantaron y la acuosa-metandlica se reextrajo con n-hexano
hasta la decoloracion de éste. Las fases n-hexdnicas se reunieron y el disolvente se elimind,
resultando 8,64 g de un semisélido amarillo que denominamos fraccién “liposoluble-1 (Sa-L-1)”.
A la fase acuosa-metandlica resultante se le afadieron 160 ml de agua, resultando una fase H,O:
MeOH (1: 1) que se extrajo con CH,Cl, (x3, 200 ml ¢/ u). Las fases orgdnicas reunidas se
evaporaron para dar 0,75 g de la denominada fraccién “liposoluble-2 (Sa-L-2)”. A la fase acuosa-
metandlica resultante se le afiadié méas metanol y evapord hasta sequedad, lo que rindi6 0,215 g de
la fraccién “liposoluble-3 (Sa-L-3)”.

Estudio de la fraccion “Extracto bruto”

Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volatiles:

Ester 3-(octadeciloxi) propilico del 4cido estedrico (23; Tr= 13,631)
Ester metilico del 4cido dodecanoico (5; n=10; Tr= 14,343)

Acido tetradecanoico (4; n=12; Tr= 14,746)

1-Hexadeceno (6; n=13; Tr= 14,851)

Ester etilico del dcido dodecanoico (7; n=10; Tr= 14,885)

Ester metilico del 4cido tridecanoico (5;n=11; Tr=15,128)

Ester dibutilico del 4cido hexanodioico (34; Tr= 15,597)

Ester bis(2-metilpropilico) del 4cido hexanodioico (35; Tr= 15,601)
Ester etilico del 4cido tridecanoico (7; n=11; Tr= 15,632)
Tetradecanoato de metilo (5; n= 12; Tr= 15,885)
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Acido hexadecanoico (4; n=14; Tr=16,227)

Acido 7-tetradecenoico (8; n=5, m=5; Tr=16,331)

Ester etilico del 4cido tetradecanoico (7; n= 12; Tr= 16,354)

Ester metilico del dcido pentadecanoico (§; n=13; Tr= 16,593)
N-Butil-bencenosulfonamida (38; Tr= 16,655)

Ester bis(2-metilpropilico) del 4cido 1,2-bencenodicarboxilico (37; Tr= 16,968)
Ester etilico del 4cido pentadecanoico (7; n=13; Tr= 17,045)

Ester metilico del 4cido (Z)-9-hexadecenoico (10; n= 5, m=7; Tr= 17,140)
Ester metilico del 4cido hexadecanoico (5; n= 14; Tr= 17,259)

Ester metilico del 4cido 14-metil-pentadecanoico (14; n=12; Tr= 17,267)
9-Hexadecenoato de etilo (11; n=5, m=7; Tr= 17,570)

Ester etilico del 4cido hexadecanoico (7; n= 14; Tr= 17,683)

Ester metilico del 4cido heptadecanoico (5; n= 15; Tr= 17,904)

Ester metilico del 4cido 3-octil-oxiranooctanoico (13; n=7, m="7; Tr= 18,286)
Ester 2-hidroxi-1-(hidroximetil) etilico del 4cido (Z)-9-octadecenoico (20; Tr= 18,413)
Ester metilico del 4cido 9-octadecenoico 10;n=7,m="7; Tr=18,416)

Ester metilico del 4cido octadecanoico (5;n=16; Tr=18,533)

Ester eicosilico del dcido (Z)-9-hexadecenoico (24; Tr= 18,764)

Ester etilico del 4cido octadecanoico (7; n= 16; Tr= 18,954)

Ester metilico del dcido 3-pentil-oxiranoundecanoico (13; n=4, m= 10; Tr= 19,732)
Ester metilico del 4cido nonadecanoico (5; n=18; Tr=20,024)

Estudio de la fraccion “liposoluble-0 (Sa-L-0)

Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias voldtiles:

Tridecano (1; n= 10; Tr= 12,384)

10-Undecenal (28; Tr= 13,125)

Ester metilico del dcido dodecanoico (5; n= 10; Tr= 14,422)

Acido tetradecanoico (4; n=12; Tr= 14,862)

Ester 2-(octadeciloxi) etilico del 4cido hexadecanoico (22; Tr= 15,016)
Tetradecanoato de metilo (5; n=12; Tr= 15,957)

Acido hexadecanoico (4; n=14; Tr= 16,354)

N-Butil bencensulfonamida (38; Tr= 16,786)

Ester metilico del dcido (7)-9-hexadecenoico (10; n=5, m=7; Tr= 17,230)
Ester metilico del 4cido hexadecanoico (5;n=14; Tr=17,344)

Ester 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiilico del dcido hexadecanoico (19; Tr= 17,714)
Ester metilico del dcido (Z)-11-octadecenoico (10; n= 5, m=9; Tr= 18,514)
Colesterol (25; Tr= 18,870)

3,7,11-Trimetil-1-dodecanol (33; Tr=19,038)

Estudio de la fraccion ‘“liposoluble-1 (Sa-1.-1)”

Por CCF analitica se identificaron seis sustancias.

En el espectro de "H-RMN de esta mezcla se detectaron protones olefinicos (& 5,1- 5,3),
geminales a heterodtomos (6 4,0- 4,2) y los propios de cadenas hidrocarbonadas alifaticas (& 2,9-
0,7).

En el espectro de BC-RMN se observaron seis carbonos carbonilicos (8 178- 187), 16
carbonos olefinicos (6 130,939 y 128,859), 4 carbonos geminales a heteroatomos (6 77,543-
65,914) y 34 senales de cadenas alifaticas (6 37,469- 14,132).



Capitulo | 55

Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volatiles:

Tridecano (1; n=10; Tr= 12,380)

(1a, 2B, 5B)-2-Metil-5-(1-metiletil)-ciclohexanol (31; Tr= 12,789)
1-Pentadeceno (6; n=12; Tr= 13,236)

Tetradecano (1; n= 11; Tr= 13,299)

Pentadecano (1; n=12; Tr= 14,156)

Ester metilico del 4cido 10-metil-undecanoico (14; n=8; Tr= 14,412)

Acido tetradecanoico (4; n=12; Tr= 14,858)

Ester tetradecilico del dcido (Z)-9-hexadecenoico (21; Tr= 15,609)
Estigmasterol (26; Tr= 15,672)

Tetradecanoato de metilo (5; n= 12; Tr= 15,952)

Acido hexadecanoico (4; n=14; Tr= 16,348)

Acido (E)-9-octadecenoico (9; Tr= 16,399)

Acido (Z)-7-tetradecenoico (8; n= 5, m= 5; Tr= 16,474)

Ester metilico del 4cido pentadecanoico (5; n= 12; Tr= 16,664)

Ester bis (2-metilpropilico) del dcido 1,2-bencenodicarboxilico (37; Tr= 17,057)
Ester metilico del 4cido (Z)-9-hexadecenoico (10; n=5, m=7; Tr=17,223)
Ester metilico del dcido 14-metil-pentadecanoico (14; n= 12; Tr= 17,339)

Ester 2-hidroxi-1-(hidroximetil) etilico del 4cido (Z)-9-octadecenoico (20; Tr= 18,504)

Por filtracion a través de Sephadex (LH-20), eluyendo con MeOH: CH,Cl, y
monitorizando por CCF analitica se obtuvieron las fracciones Sa-L-1-a y Sa-L-1-b, ambas como

mezclas de sustancias.

Estudio de la fraccion “liposoluble-1-a (Sa-L-1-a)”

Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volatiles:

Acido tetradecanoico (4; n= 12; Tr=14,748)

Tetradecanoato de metilo (5; n= 12; Tr= 15,879)

Ester etilico del 4cido tetradecanoico (7; n= 12; Tr= 16,356)

Ester metilico del acido (Z)-9-hexadecenoico (10; n= 5, m= 7; Tr= 17,155)
Ester metilico del 4cido hexadecanoico (5; n= 14; Tr= 17,270)

Ester 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiilico del acido hexadecanoico (19; Tr= 17,578)
Ester etilico del 4cido hexadecanoico (7; n= 14; Tr= 17,693)

Ester metilico del dcido 11-octadecenoico (10; n= 5, m=9; Tr= 18,423)

Por HPLC semipreparativa (fase normal, hexano: EtOAc, 80: 20) se obtienen tres

fracciones diferentes: Liposoluble-1-a-1 (Sa-L-1-a-1, 350 mg), Liposoluble-1-a-2 (Sa-L-1-a-2, 56
mg) y Liposoluble-1-a-3 (Sa-L-1-a-3, 5 mg).

Estudio de la fraccion (Sa-L-1-a-1)

Por CCF analitica (Hexano: EtOAc, 80: 20) se identificaron dos sustancias.

En el espectro de "H-RMN de esta mezcla se detectaron protones olefinicos (8 5,1- 5,5),
geminales a heterodtomos (8 4,0- 4,2; ddd) y los propios de cadenas hidrocarbonadas alifaticas (&
2,9-0,7).

En el espectro de BC-RMN se observaron seis carbonos carbonilicos (8 175,0- 185,0), 14
carbonos olefinicos (6 137,0 y 125,0), varios carbonos geminales a heteroatomos (6 60,0- 70,0) y
28 sefales de cadenas alifaticas (6 37,469- 14,132).
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Se abord¢ su separacion por CCF preparativa (fase normal, n-hexano: EtOAc, 90: 10).
Por GC-MS no se identific ningtin componente volatil.

Estudio de la fraccion (Sa-L-1-a-2)

En el espectro de 'H-RMN de esta mezcla se detectaron protones olefnicos (8 5,1- 5,3),
geminales a heterodtomos (6 3,3- 4,2) y los propios de cadenas hidrocarbonadas alifaticas (& 2,9-
0,7).

Por GC-MS no se identific6 ningiin componente volatil.

Estudio de la fraccion (Sa-L-1-a-3)

Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volatiles:

2-Hexil-1-octanol (3; n=3, m=5; Tr=13,977)

1-Eicosanol (2; Tr= 16,330)

Ester etilico del 4cido hexadecanoico (7; n=14; Tr=17,685)
Acido eriicico (8; n=7, m= 11; Tr= 19,775)

Se trata de una sustancia homogénea segtn informa la HPLC y la CCF (fase normal,
hexano: EtOAc, 80: 20, Rf=0,17).
En el espectro de '"H-RMN se detectaron protones olefinicos (8 4,9- 5,6), geminales a

heteroatomos (8 3,4- 4,8) y los metilenos/ metinos que sugieren un terpenoide tetraciclico del tipo
25 0 26.

Estudio de la fraccion “liposoluble-2 (Sa-L-2)”’

Por CCF (fase normal, n-Hexano: EtOAc, 80: 20, Rf= 0,81), el espectro de '"H-RMN y el
espectro de ?C-RMN se presenta como una sustancia lipidica mayoritaria y homogénea.
Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volatiles:

4-Metil-1-(1-metiletil)-ciclohexanol (30; Tr= 12,841)

Ester 3-(octadeciloxi)-propilico del 4cido estearico (23; Tr= 14,092)

Ester 1,2,3-propanotriilico del 4cido estedrico (16; Tr= 14,590)

Acido tetradecanoico (4; n=12; Tr= 14,845)

Tetradecanoato de metilo (5; n=12; Tr= 15,939)

Acido hexadecanoico (4; n=14; Tr= 16,334)

Ester etilico del 4cido tetradecanoico (7; n=12; Tr= 16,424)

Ester bis(2-metilpropilico) del acido 1,2-bencenodicarboxilico (37; Tr= 17,044)
Ester etilico del dcido pentadecanoico (7; n= 13; Tr= 17,096)

Ester metilico del dcido (Z)-9-hexadecenoico (10; n= 5, m=7; Tr= 17,210)
Ester metilico del 4cido hexadecanoico (5;n=14; Tr=17,326)

Germanicol (27; Tr= 17,427)

9-Hexadecenoato de etilo (11; n=5, m=7; Tr= 17,644)

Ftalato de dibutilo (36; Tr= 17,696)

Ester etilico del 4cido hexadecanoico (7; n= 14; Tr= 17,746)

Ester 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiilico del dcido hexadecanoico (19; Tr= 17,914)
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Estudio de la fraccion “liposoluble-3 (Sa-L-3)”

Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volatiles:

Tridecano (1; n= 10; Tr= 12,368)

Lactona del acido 4-hidroxi-3,4,6-trimetilhept-5-enoico (32; Tr= 12,803)
4-Metil-1-(1-metiletil) ciclohexanol (30; Tr= 12,841)

1-Pentadeceno (6; n=12; Tr= 13,224)

Pentadecano (1; n= 12; Tr= 14,146)

1-Hexadeceno (6; n= 13; Tr= 14,899)

1-Octadeceno (6; n=15; Tr= 16,388)

Ester bis(2-metilpropilico) del 4cido 1,2-bencenodicarboxilico (37; Tr= 17,035)
Ester metilico del 4cido 14-metil-pentadecanoico (14; n= 12; Tr= 17,327)
Ftalato de dibutilo (36; Tr=17,683)

Estudio de la fraccion ‘‘hidrosoluble-1 (Sa-H-1)”’

Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias voldtiles:

Tetrahidro-4-hidroxi-4-metil-2H-piran-2-ona (Mevalonato) (29; Tr= 12,484)
4-Metil-1-(1-metiletil)-ciclohexanol (30; Tr= 12,828)

Tetradecano (1; n= 11; Tr= 13,275)

Pentadecano (1; n= 12; Tr= 14,133)

Trinonanoina (15; Tr= 14,260)

Tetradecanoato de metilo (5; n= 12; Tr=15,930)

Ester bis(2-metilpropilico del acido 1,2-benzenodicarboxilico (37; Tr= 17,034)
Ester metilico del dcido (Z)-9-hexadecenoico (10; n= 5, m=7; Tr=17,200)
Ester metilico del 4cido hexadecanoico (5;n=14; Tr=17,316)

Ftalato de dibutilo (36; Tr=17,672)

2-Hidroxi-1,3-propanodiil éster del dcido octadecanoico (18; Tr= 17,735)
Ester metilico del dcido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (12; Tr= 18,413)

Ester 1,2,3-propanotriilico del dcido docosanoico (17; Tr= 19,206)
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- CAPITULO Il -

Composicion lipidica del hongo Paecilomyces variotii aislado del
medio marino.

lI-1. Antecedentes

El hongo filamentoso Paecilomyces variotii es conocido en biotecnologia por sus
multiples aplicaciones. La novedad en este caso es que se aislé a partir de una muestra de agua
colectada en la playa de La Laja, Gran Canaria, por lo que se ha estimado que procedia su
reestudio. El primer paso consistié en una revision bibliografica, de la que resultaron los
siguientes datos.

Aldridge y col. (1980) describieron el aislamiento de un anhidrido (1) a partir de P.

variotii.

0O
N /
@)
HO,C \
@)

Figura llI-1. Anhidrido (1), de P. variotii.

Waehner y col. (1983) aportaron un procedimiento para obtener proteina unicelular a
partir de P. variotii. Udall y col. (1984) fabricaron alimentos de origen microbiano con P. variotii,
y estudiaron las concentraciones adecuadas para el consumo humano. En relacion con esto, Bajpai
y Bajpai (1987) usaron P. variotii TCRDC-MS5 para producir proteina unicelular con un
rendimiento de 25 g de peso seco de biomasa por litro en un fermentador de laboratorio. También

Silva y col. (1995) abordaron la obtencién de proteina a partir de P. variotii, y, finalmente,
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Varsami y col. (1999) enriquecieron tallos de desecho de soja con la proteina fingica de P.
variotii.

Haneishi y col. (1988) aislaron cornexistina (2), originalmente antlercidina, de P. variotii
SANK 21086. Tras purificarlo por cromatografia de exclusion molecular (Sephadex LH-20) y
cristalizacién en diclorometano, se obtuvo con un rendimiento de 397 g/ 1. Su actividad herbicida
fue demostrada tanto por aplicacién foliar como en suelo. Nakajima y col. (1991) aislaron un
metabolito que también identificaron como Cornexistina (2) a partir del filtrado del cultivo de P.
variotii SANK 21086. Estructuralmente se agrup6 en los “nonadridos” después de un estudio
espectroscopico y cristalografico - difraccién de rayos X -. Desde el punto de vista de su actividad
biolégica, de nuevo, presentd accién herbicida frente a plantas anuales y perennes, tanto mono-
como dicotiledoneas, lo que supuso potencial proteccién para los cultivos de maiz. Amagasa y
col. (1994) cuantificaron la actividad al descubrir que el metabolito Cornexistina (2) presentaba
accion herbicida sobre diversos semilleros a la concentracién de 0,5 kg/ ha respetando la planta
del maiz (Zea mays L.); no deja de ser interesante el que dicho efecto resulte inhibido por los
intermedios del ciclo TCA. Takahashi y col. (1994) aportaron nuevos datos sobre Cornexistina (2)
confirmando su férmula molecular, C;¢H»)Os, y el mencionado esqueleto de “nonadrido” (2).
Ademads, descubrieron que también presenta actividad frente a hongos y bacterias gram positivas
y negativas, con LDsy de 100 mg/ kg. Finalmente, Fields y col. (1995) aislaron
hidroxicornexistina (3) por fermentacion de P.variotii, y Takeshiba y col. (1990) prepararon
diversos derivados de cornexistina (4, R;, R,= -CO,H, CONH,; R, R,= C(:X)YC(:Z), X,Y,Z= O,
NH; Rj, Rg= OH, SH, NH,, X; R4, Rs= H,OH; o R4, Rs= O, NH; A= enlace simple, O; los grupos
SH, -NH,, -CO;H, -CONH,, NH pueden estar protegidos o en forma de sus sales) y los ensayaron
como inhibidores de la germinacién, herbicidas y/ o reguladores del crecimiento de las plantas

(hormonas vegetales).



Capitulo Il 67

OH CH,R Re Me
O
Rs R;
O @) F'{4 R2
OH R
Me~ O Me
2,R=H 4
3,R=0H

Figura lI-2. Cornexistina (2), Hidroxicornexistina (3) y derivados (4).

Ayer y col. (1991) aislaron P. variotii Bainier a partir de larvas del escarabajo del pino, lo
cultivaron en medio liquido y extrajeron dos metabolitos nuevos con el esqueleto de 1H-nafto
[2,3-c] piran-1-ona. Sus estructuras moleculares, semiviriditoxina (§) y 4cido semiviriditéxico (6)

fueron elucidadas por métodos quimicos y espectroscopicos.

@) OH OH

5 R=Me
6,R=H

Figura II-3. Semiviriditoxina (5) y acido semiviriditoxico (6).

Horn y col. (1992) identificaron las Sphingofunginas E y F (7, 8) en el caldo de cultivo de
P. wvariotii. Al igual que la Sphingofungina B, inhibieron serinapalmitoiltransferasa a
concentracion nanomolar. Ademads, Sphingofungina E result6 con actividad fungicida frente a

varios hongos implicados en diversas dolencias humanas.
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Figura lI-4. Sphingofunginas E (7) y F (8).

Horn y col. (1993) identificaron dos acidos eicosenoicos con actividad fungicida en el
caldo de cultivo de P. variotii.

Leal (1994), estudid la estructura de los polisacaridos hidrosolubles de P. variotii por GC,
GC-MS y RMN. Domenech y col. (1994) ampliaron el estudio de los polisacédridos de las paredes
celulares de P. variotii a cuatro variedades del mismo hongo.

Dechkan-Khodzhaeva y col. (1997) estudiaron los fosfolipidos y dcidos grasos de ambas
formas, micelial y levadura, del hongo P. variotii con el resultado de la identificacién de un nuevo
acido graso, el neo-iso-pentadecanoico.

Terekhova y col. (1997) aislaron del caldo de cultivo de P. variotii el antibidtico de
biogénesis mixta ascofuranona (9), el cual habia sido aislado previamente de Ascochyta visiae
Libert.

Finalmente, Babitskaya y Shcherba (2002) aportaron luz sobre la naturaleza de los

pigmentos de melanina de P. variotii.
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Figura II-5. Ascofuranona (9).

En cuanto a las aplicaciones biotecnoldgicas, Behera y col. (2000) encontraron que P.
variotii es un hongo util en la biotransformacién del latex de Calotropis procera al enriquecerlo
en heptano, por lo que se considera el proceso como una fuente renovable de petréleo y
compuestos quimicos. Por otra parte, Deodhar y col. (2002) han aplicado el hongo P. variotii en la
biorreduccion de terpenoides ciclicos y aldehidos aromadticos; Vanhulle y col. (2003) lo han
aplicado para el tratamiento y detoxificacion de liquidos de desecho - aguas residuales y fluidos
agricolas -; Sachan y col. (2006) lo aplicaron en la biotransformacién del dcido p-coumarico;
Mukherjee y col. (2006) en la transformacion del acido sinaptico (10) en acido siringico (11),
feromona del coledptero Stenus comma; Ghosh y col. (2006) lo utilizaron en la transformacién del
acido fertlico en 4cido vanillico; Saad y Hamdy (2004) lo utilizaron para producir el enzima
Quitinasa; y, finalmente, Battestin y Macedo (2007) lo utilizaron para producir el enzima
Tannasa. En cuanto a aplicaciones agricolas, Wagid y col. (2001) han aplicado el hongo en el
control de la enfermedad que otro hongo, Fusarium sp. produce en el cultivo del tomate. El

mecanismo de accidn es, obviamente, la antibiosis.
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Figura 1I-6. Biotransformacién del acido sinaptico (10) en acido siringico (11).

II-2. Objetivos de este trabajo

En este trabajo, como consecuencia de haber aislado del medio marino una cepa de P.
variotii, clasificada por el Servicio de Identificacion de CABI Bioscience (Surrey, UK) se han
planteado los siguientes objetivos:

I1-2.1. Producir a escala de laboratorio dicho hongo mediante su cultivo en agua de mar.

I1-2.2. Realizar un estudio de los productos naturales que dicha cepa es capaz de
biosintetizar en las mencionadas condiciones, realizando un minucioso barrido de sus fracciones
liposolubles e hidrosolubles, tanto en lo que se refiere a sus componentes volatiles como a los que
no lo son; todo ello en orden a encontrar factores quimiotaxondmicos que nos permitan
correlacionarla con alguna de las cepas descritas en la bibliografia, esclareciendo si se trata de una

cepa con aplicabilidad en nutricién - animal y humana -.

II-3. Resultados y Discusion

1I-3.1. Obtencion de biomasa, extraccion y fraccionamiento

En lo que se refiere a la produccion de la biomasa de P. variotii, comentar que la cepa
fue aislada a partir de agua marina procedente del litoral Canario. Las colonias fueron aisladas y
repurificadas a través de placas de Petri conteniendo el medio s6lido KMV modificado (Tabla II-
3). La produccién de la biomasa flingica se consiguid, en el caldo KMV modificado, en un

sistema estdtico de cultivo, a escala de laboratorio. La biomasa miceliar sobrenadante se separé y
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extrajo (extraccién sélido-liquido), y sus metabolitos se fraccionaron por polaridad mediante

extraccion liquido-liquido segun la Figura I1-7.

Micelio seco
(118,00 g)

Maceracion (24 h) en CH,Cl, (x3) y
MeOH (x3), filtracién y evaporacion
en rotavapor

v

Extracto
bruto
(10,850 g)
H,0 (200 ml): CH,Cl,
(200 ml, x3)
l l Fase CH,Cl,
Fase H,O Pv-L-0
(1,673 g)

Extraida con igual volumen de
2-Butanol

Extracto orgédnico evaporado en

rotavapor/ 20 ml H,O + 180 MeOH;
¢ p
Pv-H0 extraido con hexano hasta la
( 0‘;3-0 6-g) decoloracion de éste.
v . l
D cad Fase acuosa ajustada al
cscartada 50% (+ 160 ml): 50% Pv-L-1
MeOH; extraida con (1,298 g)
CH2C12 (X3)
Fase CH,Cl,
i Pv-L-2
0,331
Pv-L-3 ( &
(0,023 g)

Figura 1I-7. Esquema de particion aplicado al extracto del micelio de Paecilomyces
variotii por extraccion liquido-liquido.
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11-3.2. Estudio quimico del micelio

Después de extraer el caldo de cultivo y fraccionarlo segtin la Figura II-7, se rastrearon
minuciosamente todas las fracciones por refraccionamiento (cromatografia en columna,
cromatografia de exclusion por tamafo molecular, CCF) y andlisis tanto por GC-MS para sus
componentes volatiles como por espectroscopia (RMN, EM, IR), identificindose las siguientes
sustancias:
1I-3.2.1. Componentes volatiles en el micelio

Se identificaron por GC-MS, lo que rindi6 los datos de la Tabla II-1. Si se reunen
dichas sustancias por criterios estructurales (Figuras II-8 hasta II-15) se puede deducir que se
han identificado y cuantificado n-alcanos (12), 1-alquenos (13), 1-alcanoles (14), 2-alquil-1-
alcanoles (15), acidos grasos libres - saturados (16) e insaturados (19, 21) -, amidas de dcidos
grasos (22), ésteres metilicos y etilicos de 4cidos grasos - saturados (17, 18, 25) e insaturados
(20, 23, 24) -, triglicéridos saturados (27), diglicéridos saturados (28, 29), ceras - ésteres de
acidos y alcoholes grasos (30, 31 y 32) -, éteres grasos (33), catabolitos lipidicos (34, 35),
terpenos de cadena lineal (36, 37), hidrocarburos aromaticos de la ruta del 4cido shikimico
(38), diésteres de acidos dicarboxilicos como maleatos (40) y ftalatos (41, 42), artefactos

antioxidantes (45 y 46) y compuestos curiosos (43 y 44).
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Acido (2)-13-docosenoico (erdcico) (19; n= 7, m= 11; Tr= 19,800 + 0,024)
Acido heptadecanoico (16; n=15; Tr= 16,912)

Acido hexadecanoico (16; n=14; Tr= 16,249 + 0,024)

Acido 9-hexadecenoico (21; Tr= 14,759)

Acido nonadecanoico (16; n=17; Tr = 17,722)

Acido octadecanoico (16; n= 16; Tr= 17,583)

Acido (Z)-9-octadecenoico (oleico) (19; n=5, m=7; Tr= 18,730)

Acido tetradecanoico (16; n= 12; Tr= 14,774 + 0,001)

Acido tridecanoico (16; n= 11; Tr= 12,236 + 0,006)

Benzoato de bencilo (38; Tr= 16,541)

2,4-Bis(1,1-dimetiletil)-fenol (45; Tr=14,397 £ 0,017)
N-Butil-bencensulfonamida (43; Tr= 16,699)

2-Butil-1-octanol (15; n= 3, m=3; Tr= 12,530 + 0,008)

Di-isobutil éster del acido hexanodioico (39; Tr= 15,607)
(E)-3,7-Dimetil-2,6-octadienal (36; Tr= 12,191)

1-Eicosanol (14; n= 18; Tr= 16,358)

Ester etilico del acido hexadecanoico (18; Tr=17,719)

Ester etilico del &cido (Z,2)-9,12-octadecadienoico (linoleico) (24; Tr= 18,596 + 0,221)
Ester metilico del acido hexadecanoico (17; n= 14; Tr= 17,298 + 0,006)
Ester metilico del acido 11-hexadecenoico (20; n=3, m=9; Tr= 17,144)
Ester metilico del acido (Z)-9-hexadecenoico (20; n=5, m=7; Tr= 17,604)
Ester metilico del 4cido 14-metil-pentadecanoico (25; Tr= 17,261)

Ester metilico del acido octadecanoico (17; n= 16; Tr= 18,565 + 0,007)
Ester metilico del acido (E)-9-octadecenoico (23; Tr= 18,388)

Ester metilico del acido 9-oxo-nonanoico (34; Tr= 13,676)

Ftalato de dietilo (41; Tr= 15,074 + 0,007)

Ftalato de diisobutilo (42; Tr= 17,008 + 0,001)

1-Hexadecanol (14; n= 14; Tr= 16,339 + 0,014)

1-Hexadeceno (13; n= 13; Tr= 14,876)

1-(Hidroximetil)-1,2-etanodiil éster del acido hexadecanoico (28; Tr= 17,614 + 0,019)
2-Hidroxi-1,3-propanodiil éster del acido hexadecanoico (29; Tr= 12,192)
2-Hidroxi-1-(hidroximetil)etil éster del acido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (linoleico) (33; Tr= 18,817).
Hidroxitolueno butilado (46; Tr= 14,325 + 0,010)

2-Hexil-1-octanol (15; n=3, m=5; Tr= 14,386)

Maleato de diisooctilo (40; Tr= 18,705 + 0,003)

2-Metil-1-hexadecanol (15; n= 11, m=0; Tr= 14,007 + 0,007)
1-Metilnonil-benceno (44; Tr= 15,051)

9-Octadecenamida (22; Tr= 18,371 + 0,004)

(Z,2)-9-Octadecenil éster del acido 9-hexadecenoico (30; Tr= 18,516)
Octadecil éster del 4cido hexadecanoico (32; Tr= 17,887)

Oleato de decilo (31; n=0; Tr= 13,768)

Pentadecano (12; n= 12; Tr= 14,280 + 0,188)

1-Pentadecanol (14; n= 13; Tr= 15,888)

1,2,3-Propanotriil éster del acido docosanoico (27; Tr= 17,114)
Tetradecano (12; n= 11; Tr= 13,262)

1-Tetradeceno (13; n= 11; Tr= 12,438)

Tetradecil éster del acido (Z)-9-octadecenoico (31; n=4; Tr= 19,818)
Trans-2-pentadecil-1,3-dioxan-5-il-éster del acido hexadecanoico (47; Tr= 12,165)
1-Tridecanol (14; n= 11; Tr= 14,670 + 0,207)

2,6,10-Trimetiltetradecano (37; Tr= 14,001)

2-Undecanona (35; Tr= 12,369)

Tabla II-1. Componentes volétiles identificados en el micelio de P. variotii por GC-MS.
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n n=11,13
12 13
\HCHon n=11,13,14,18 /\M/D/CHon n=3,m=3
n n n=3,m=5
)m n=11,m=0
14 15
CO.H COCH3  -14.16 CO,CH,CH
\Hn 2 no11,12,14,15,16,17 \Hn 2rs =l \Hn N
16 17 18
M CO,H n=5, m=7; MCO CH. n=3, m=9;
: m n=7, m=11 n m 20 s ey
’ 22
21

E 12 9
7= COLCH; \M/=\/—\[\/)/_0020H2CH3
4 7

23 24

Figura 11-8. Componentes lipidicos identificados en Paecilomyces varioti.
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CO,CH;
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25
O0C —
0O0C
00C R
26
0O0C
0O0C
O0C
27
O0C S
OOC\/\/\/\/\/\/\/\
HO
28
O0C. SN
HO

O0C N
29

Figura 11-9. Componentes lipidicos identificados en Paecilomyces variotii.
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Figura 1I-10. Componentes lipidicos identificados en Paecilomyces variotii.
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w i/\/\/\/\
34 35

Figura II-11. Fragmentos lipidicos - catabolitos - identificados en Paecilomyces variotii.

36 37

Figura lI-12. Terpenoides identificados en Paecilomyces variotii.

o@

38

Figura 1I-13. Componente de la ruta del acido shikimico identificado en Paecilomyces
variotii.
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39 © 40
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41 42
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S—NH
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43 44
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45 46

Figura 1I-14. Otros componentes identificados en el extracto del micelio de
Paecilomyces variotii.
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47

Figura lI-15. Componentes lipidicos identificados en Paecilomyces variotii.

Obsérvese como las series homdlogas de los componentes voldtiles identificados se
comportan de forma lineal en los griaficos que resultan de representar el tamafio de la cadena

hidrocarbonada (N° de C) frente al logaritmo del tiempo de retencién en GC (log Tr) (Figuras II-

16 a 11-20).
n-Alcanos
20
12) N -~ P —d
3 10 L 4 ¢ v > - -
< o ' ' ' ' '
1,0819 1,0893 1,1226 1,1547 1,172 1,1943
Log tr

Figura 1l-16. n-Alcanos identificados en Paecilomyces variotii y patrones.

1-Alquenos
20 -
|’ = . . e .
0 .
1,095 1,145 1,173 1,214
Log tr

Figura ll-17. 1-Alquenos identificados en Paecilomyces variotii y patrones.
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20

N2de C

30 -

1-Alcanoles

L 2

10 4

L 2

L 4
<4

L 3
L 2

1,2011

1,2132 1.2137
Log tr

1,3519

Figura 1l-18

Nede C

FAs saturados lineales

25 ~
20

15

10

0 T T T T T T T
1,09 117 12 121 123 125 125 1,28

Log Tr

. 1-Alcanoles identificados en Paecilomyces variotii y patrones.

Figura 1-19. Acidos grasos saturados de cadena lineal identificados en Paecilomyces
variotii y patrones.

N2de C

FAMES saturados de cadena lineal

25

20
| //

10

0 T T T T T T

1,201 1,222 1,238 1,255 1,269 1,305 1,326
Log Tr

Figura 11-20. Esteres metilicos de acidos grasos saturados de cadena lineal identificados
en Paecilomyces variotii y patrones.
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1I-3.2.1.1. Presencia de ésteres metilicos de acidos grasos ramificados en el
micelio

Los 4cidos grasos metilramificados estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza
(Duncan y col., 1974; Perry y col., 1979; Seyama y col., 1983; Thiel y col., 1999; Carballeira y
col., 2001; Nechev y col., 2002). Ahora se sabe que se forman por incorporacién selectiva del
metilmalonil-CoA por el enzima “4cido-graso-sintetasa” y que este paso biogenético es
caracteristico de bacterias que producen relativamente altas concentraciones de estos &cidos
grasos iso-metilramificados, los cuales son, por tanto, aceptados como marcadores moleculares de
la materia orgdnica de origen bacteriano (Leo y Parker, 1966; Cooper y Blumer, 1968, Cranwell,
1973, 1974; Grimalt y Albaigés, 1990, Kaneda, 1991; Carballeira y col., 2001). Es por ello que la
identificacion en P. variotii del éster metilico del dcido 14-metilpentadecanoico 25 - derivado de
un 4cido graso iso-metilramificado -, es un indicio de la presencia de bacterias del genero
Mycobacterium asociadas a este hongo (Lambert y col., 1986; Chou y col., 1996, Carballeira y
col., 2001; Nechev y col., 2002). Aparte de su identificacion por la huella dactilar en GC-MS, la
iso-metilsustitucion propuesta en 25 se confirmé por el fragmento relativamente intenso que se
observa en GC-MS para M*-43 (m/ z 227) junto a la disminucién de la intensidad del fragmento

M*-29 (m/ z 241) (Andersson, 1978).

11-3.2.1.2. Presencia de ftalatos de dialquilo en el micelio

El ftalato de bis-(2-etilhexilo) se ha propuesto anteriormente como un auténtico metabolito
en el hongo Penicillium olsonii (Amade y col., 1994). Sin embargo, esta sustancia, conocida tanto
por las siglas internacionales DEHP {di(2-ethylhexyl)phthalate} como DOP (dioctylphthalate),
se usa ampliamente como plasticida del PMMA ({poly(methyl methacrylate)} y el PVC
{poly(vinyl chloride)}. Esta sustancia emigra de los materiales pldsticos y se introduce en los
fluidos bioldgicos donde se bioacumula con el paso del tiempo, fenémeno que ha provocado
incluso problemas de salud en seres humanos que han estado expuestos a materiales pldsticos

(Freemantle, 2004). Es por ello que la identificacién de las sustancias 41 y 42, en el micelio de P.
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variotii plantea dudas sobre su origen debido a que el cultivo masivo se realizd, precisamente, en
recipientes de pléstico (vedse parte experimental). Asi, pués, se supone que estas sustancias son

artefactos o productos de transformacion de los mismos.

1I-3.2.2. Componentes no volatiles identificados en el micelio de P. variotii

El material “no volatil” obtenido a partir del micelio fue fraccionado y analizado por
espectroscopia (fundamentalmente RMN en una y dos dimensiones, IR y EM). Entre estos
componentes lipidicos no voldtiles se pudieron purificar y caracterizar s6lo las sustancias
mayoritarias: trioleina (26), peroxido del ergosterol (48) y D-(+)-glucosa.

La trioleina (26) se aisl6 pura a partir de una de las fracciones menos polares del extracto
del micelio como un aceite amarillento. En su espectro de IR se observan bandas a 3029, 3007,
1653 (CH=CH), a 1739 (C=0) y a 1233 (C-O) caracteristicas de ésteres insaturados.

En su espectro de "H-RMN se observan seis protones olefinicos a o 5,31- 5,25; cinco
protones geminales a oxigeno a & 5,22 (1H; dt; J= 5,2 Hz; J= 6,4 Hz); 6 4,26 (2H; dd; J= 5,2 Hz;
J=13,1 Hz) y 6 4,11 (2H; dd; J= 6,4 Hz; J= 13,1 Hz); seis hidrogenos en alfa a carbonilo a § 2,27;
doce hidrégenos alilicos a 6 2,01; seis hidrégenos en beta a carbonilo a 6 1,61; sesenta hidrégenos
de cadenas hidrocarbonadas lineales a 6 1,27 y nueve hidrégenos de los metilos terminales a o
0,90.

En su espectro de *C-RMN se observan tres sefiales correspondientes a carbonilos de
ésteres a 0 173,30; 173,20 y 172,80; carbonos que conforman dobles enlaces a & 130,20; 130,00;
129,90; 129,70 y 129,60; carbonos enlazados a oxigeno a 8 68,90 y 62,10 -x2- y sefiales tipicas de
metilenos y metilos a d 34,2— 14,0 caracteristicas de cadenas hidrocarbonadas lineales.

En el espectro 'H-'"H-COSY se observa correlacién entre el dt a § 5,22 y los dos dd a &
426 y 4,11 correspondientes a los protones geminales a oxigeno de la unidad de glicerol.

También entre los protones olefinicos a 6 5,27 y los metilenos alilicos a & 2,01.
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En el espectro HSQC se observa correlacion entre el dt a 6 5,22 correspondiente al metino
geminal a oxigeno de la unidad de glicerol y el carbono enlazado a dicho oxigeno a & 68,90.
También entre los dos dd a 6 4,26 y 4,11 correspondientes a los protones metilénicos geminales a
oxigeno de la misma unidad de glicerol y los carbonos enlazados a dichos oxigenos, que aparecen
ambos a o 62,10. También entre un triplete a 6 2,27 correspondiente a los protones en o a
carbonilo y los carbonos en a a carbonilo a 6 34,15. También entre un multiplete a 6 2,01
correspondiente a los protones alilicos y los carbonos en o a doble enlace a 6 27,20.

En el espectro HMBC se observa correlacion entre los protones en o a carbonilo a 6 2,27
y los carbonos de metilenos saturados a & 25,60 y 29,60. También se observa correlacion entre el
dt a & 5,22 correspondiente al metino geminal a oxigeno de la unidad de glicerol y los carbonos
metilénicos de dicha unidad de glicerol a 6 62,10 por un lado y uno de los carbonilos de los
ésteres a O 172,80. También entre los dos dd a 6 4,26 y 4,11 correspondientes a los protones
metilénicos geminales a oxigeno de la unidad de glicerol y los tres carbonos - metinico y
metilénicos - enlazados a oxigeno en dicha unidad a 6 68,90 y 62,10 respectivamente, asi como
con los carbonos carbonilicos a 173,30 y 173,20 (correlaciones a dos y tres enlaces de la unidad
de glicerol). También entre los protones alilicos a & 2,01 y los carbonos olefinicos a 6 130,20;
130,00; 129,90; 129,70; 129,60. También entre los dos dd a 6 4,26 y 4,11 correspondientes a los
protones geminales a oxigeno y los tres carbonos carbonilicos de los ésteres a 6 173,30; 173,20 y
172,80.

Otra sustancia que se pudo aislar y caracterizar espectroscOpicamente es el So,8a-
epidioxiergosta-6,22-dien-33-ol (48), a la que se denomina usualmente como peroxido del
ergosterol. El producto, que cristaliza a partir de metanol, posee un punto de fusién de 178- 180
°C. Su espectro de masas (con NaCl) muestra un pico correspondiente al ién molecular mds H" a
m/ z 429,1 (Cp3Hys03); en este espectro se observan, ademds, iones a m/ z 451,1 (M+Na)" y 879,4

(2M+Na)*, ello en consistencia con la férmula molecular C,gH4405.
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En el espectro IR aparece una sefial estrecha a 3618 cm™ y otra ancha en el intervalo
3600- 3200 cm™ correspondientes ambas a un grupo hidroxilo (libre y asociado respectivamente)
y una banda a 973 cm™ caracteristica de un doble enlace trans en C-22 de un ergoesteroide
(Gonzélez y col., 1983).

El espectro de '"H-RMN muestra dos doble dobletes centrados en & 5,12 y 5,08
caracteristicos del mencionado doble enlace en posicidn 22 sobre la cadena lateral del ergosterol.
La constante de acoplamiento de 15,2 Hz entre los protones olefinicos en C-22 y C-23 confirma
que la estereoquimica de este doble enlace es en efecto, trans. También se observa un sistema AB
achacable a un doble enlace cis centrado en 8 6,33 (5 6,46 y O 6,20 con Jag= 8,6 Hz). El alto
desplazamiento de estos protones es caracteristico de un puente endoperdxido entre los carbonos 5
y 8 de los ergoesteroides. Dicho puente de oxigeno se confirma en el espectro de *C-RMN (Tabla
II-2) con las sefiales a & 82,170 y 79,453 que se ha asignado a los carbonos 5 y 8 respectivamente.
Obsérvese que el resto de las sefales desplazadas en los espectros de protén y de carbono (Tabla
II-2), junto con las constantes de acoplamiento, son consistentes con la estereoférmula 48 (Figura
II-21).

Por otra parte, en el espectro DEPT_135 se desplazan sefiales positivas para 6 CH3z, 7 CH
y 4 =CH, asi como negativas para 7 CH,.

En el espectro 'H-"H-COSY se observa correlacién entre si para los protones olefinicos
que conforman el sistema AB a d 6,46 y 6,20, asi como entre los protones olefinicos en C-22 y C-
23 y los metinos alilicos sobre C-20 (8 2,00) y C-24 (6 1,82).

En el espectro HSQC se observa correlacion entre los dos protones olefinicos centrados en
0 6,46y 6,20 y los dos carbonos olefinicos directamente enlazados a ellos que desplazan sefiales
en & 130,784 y 135,442 respectivamente. Esto es, el H sobre C-7 y el propio C-7 por un lado y el
H sobre C-6 con el propio C-6 por otro. Ello confirma que el doble enlace cis se encuentra, en
efecto, entre los carbonos 6 y 7. También se observa correlacion entre los dos protones olefinicos

centrados en o 5,12 y 5,08 y los dos carbonos olefinicos directamente enlazados a ellos que
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desplazan sefales en & 132,337 y 135,240, o sea, el H sobre C-23 y el propio C-23 por un lado y
el H sobre C-22 y el propio C-22 por otro.

En el espectro HMBC se observa correlacion entre los dos protones olefinicos del sistema
AB en C-7 (8 6,46) y C-6 (5 6,20) y los dos carbonos puente del endoperdxido (C-8 a 6 79,453 y
C-5 a 6 82,170). Ello confirma la presencia del puente epidioxi caracteristico de endoperdxidos
esteroidales. También entre los dos protones olefinicos en C-22 (8 5,08) y C-23 (d 5,12) y los

carbonos vecinales C-20 (8 39,767) y C-24 (6 42,794) respectivamente.

Figura 1I-21. 50, 8a-Epidioxiergosta-6,22-dien-3-ol (Peroxido del ergosterol)

En la fraccion mads polar de P. variotii se encontré ademds un compuesto polihidroxilico
cuyo espectro de 'H-RMN sugiere una estructura de monosacérido {8 5,10 (1H, m, protén
anomérico); & 3,90- 3,20 (6H, m, CH+CH, geminales a oxigeno); o 2,16 (0,25 H, s, OH)}.
Mediante un andlisis de esta fraccién por HPLC con una columna Shodex OH Pak SB806 HQ se
dedujo que estd constituida fundamentalmente por D-(+)-glucosa, la cual habia sido introducida

como constituyente del caldo de cultivo KMV modificado (Tabla II-3).
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c 5 (°C) A ('H)

18 12,890 0,771 (3H, s)

28 17,579 0,863 (3H, d, J= 6,8 Hz)

19 18,185 0,839 (3H, s)

21 19,660 0,954 (3H, d, J=6,4 Hz)

26 19,970 0,772 (3H, d, J= 6,8 H2)

27 20,653 0,788 (3H, d, J=6,4 Hz)

11 20,902

15 23,417

4 28,665

16 29,721

2 30,140

25 33,075

1 34,705 3,45 (1H, s); 2,10- 1,15 (18 H, m)
10 36,972

12 39,363

20 39,767 2,00 (1H, m)

24 42,794 1,82 (1H, m)

13 44580 3,45 (1H, s)

9 51,101

14 51,707

17 56,209

3 66,504 3,94 (1H, m)

8 79,453

5 82,170

7 130,784 6,46 (1H, d, J= 8,60 Hz), sist. AB
23 132,337 5,12 (1H, dd, J=7,5; 15,2)

22 135,240 5,08 (1H, dd, J= 8,0; 15,2)

6 135,442 6,20 (1H, d, J= 8,60 Hz), sist. AB

Tabla lI-2. Espectros ("*C-RMN y 'H-RMN, CDCls, 400 MHz) del peréxido del ergosterol
aislado de P. variotii (48).
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I1-4. Conclusiones

1. Se ha aislado del medio marino una nueva cepa de Paecilomyces variotii.

2. Se ha producido, a escala de laboratorio, la biomasa de Paecilomyces variotii necesaria para su
estudio quimico.

3. Se identificaron 46 grupos estructurales entre sus componentes volatiles (Tabla II-1, Figuras II-
8 a II-20) que, mayoritariamente, son componentes lipidicos usuales implicados en la ruta de los
acidos grasos (Figuras II-8, 1I-9, 1I-10 y II-15), fragmentos del catabolismo de los mismos (Figura
II-11), terpenoides (Figura II-12) y un metabolito de la ruta del 4cido shikimico (Figura II-13). La
mayor parte de estos componentes se describen aqui por primera vez para la especie P. variotii.

4. Se aislaron e identificaron espectroscopicamente dos componentes no voldtiles, que se
describen aqui por primera vez para la especie P. variotii, a saber, oleina (26) y peroxido del
ergosterol (48).

5. Se ha descubierto, pues, una cepa inusual de P. variotii que no produce micotoxinas y
paralelamente aporta importantes nutrientes, siendo por tanto, potencialmente aplicable al campo
de la alimentacion funcional - animal o humana -.

6. Se ha desarrollado un bioproceso para producir industrialmente el Perdxido del ergosterol (48).
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Il-5. Experimental

11-5.1. General

La cromatografia en columna en fase normal se realizd sobre gel de silice de la casa
Scharlau de 0,06- 0,2 mm (cabezas cromatogréificas) y 0,04- 0,06 mm (adsorbentes en fase
hiimeda), tanto a media presion (sistema para cromatografia Buchi) como a baja presién (motores
de Fluid Metering Inc. acoplados en serie a columnas de la marca Ace Glass Inc.). La
cromatografia en columna en fase reversa se realiz6 mediante columnas LiChroprep RP-18 (40-
63 um) integradas en circuitos para cromatografia a baja presion, basados en motores de Fluid
Metering Inc.

La filtracién a través de gel (cromatografia de exclusiéon por tamafio molecular) se realizé
por gravedad a través de Sephadex LH-20 lipofilico. El polvo LH-20 se empaquet6 en la columna
con metanol, lavdndose con el mismo disolvente durante 2 h. Luego se acondicion6 con CH,Cly:
Metanol (1: 1) durante otras 2 h. Los extractos se aplicaron en la cabeza de la columna y se
eluyeron con CH,Cl,: MeOH (1: 1).

La cromatografia en capa fina en fase normal se realizé sobre capas de 0,25 mm de
espesor de la marca Tracer Analitica con mezclas de hexano, acetato de etilo, cloroformo y
metanol en las proporciones que se especifican en cada caso. La cromatografia en capa fina en
fase reversa se realizo sobre capas RP-18F;s; de 0,25 mm de espesor de la marca Merck con
mezclas de acetonitrilo: metanol: agua (80: 18: 2). En todos los casos, el revelado de las mismas
se realizé por pulverizacion con oleum (écido sulftrico al 4 %, acido acético al 80 % y agua al 16
%) y calentdndolas a 120 °C durante 20 min.

La cromatografia HPLC semipreparativa se realizd bajo las siguientes condiciones:
columna Waters ODS (4,6 x 250 mm, con particulas de 10 pm y tamafio de poro de 100 A) para
las separaciones en fase reversa, y una Alltech Econosphere de SiO; (4,6 x 250 mm, con particulas
de 10 pm y tamafio de poro de 100 A) para las separaciones en fase normal. Ambas, en un aparato
HPLC semipreparativo compuesto por una bomba isocritica Spectraphysics P100 y un detector
UV Hewlett Packard 1050 de longitud de onda variable. En todos los casos se trabajé a
temperatura ambiente (26 °C).

La cromatografia HPLC analitica se realiz6 en un aparato Shimadzu, modelo LC-9A, con
un detector UV de la misma marca a 254 nm y un detector de indice de refraccién asociado en
serie. Las condiciones usadas fueron, bien una columna en fase normal con mezclas de n-hexano
y acetato de etilo como eluyente a un flujo de 1,0 ml/ min., bien una columna Shodex OH Pak SB
806 HQ con agua con un 0,05 % de azida s6dica como eluyente, también a un flujo de 1,0 ml/
min.

Los espectros infrarrojos se realizaron en un espectrofotémetro Shimadzu modelo FTIR-
8400S. Como disolvente se utilizd cloroformo para espectroscopia de la casa Merck. Los
espectros realizados en pelicula se obtuvieron con ventanas de cloruro sédico. El calibrado del
aparato se verificé con la banda a 1603 cm™ del poliestireno.

Los datos espectroscopicos de RMN fueron proporcionados por aparatos de resonancia
magnética nuclear, del tipo Bruker AC a 250 MHz, otro de tipo Bruker AMX a 300 MHz y
mediante una unidad Varian Inova de 400 MHz. Se utilizé tetrametilsilano como referencia
interna en los espectros de proton y cloroformo deuterado (6 77,00) o metanol deuterado (3 49,00)
de la casa Aldrich para calibrar los espectros de carbono 13.

La espectrometria de masas se realizé tanto a baja como a alta resolucion mediante las
técnicas de ionizacién por impacto electrénico (IE) o ionizaciéon por bombardeo con 4tomos
rapidos (FAB) a 70 eV en un espectrometro de masas FISONS VG Micromass, modelo VG
Autospec. En el caso de los FAB (modo positivo) se utiliz6 como matriz el alcohol 3-
nitrobencilico.

Los puntos de fusién se realizaron en un aparato Gallenkamp, y estdn sin corregir.



Capitulo Il 89

La cromatografia analitica en fase gaseosa (GC-MS) se realizé en un aparato Saturn de
Varian en las siguientes condiciones: columna CP-Sil 8 Low bleed, temperatura del inyector de
270 °C durante 10 min.; condiciones de split inicial on; 0,01 min. off y 5 min. on; horno
programado a 50 °C durante 5 min., calentado a 15 °C/ min. hasta 250 °C y mantenido a esta
temperatura durante 10 min. (tiempo total de andlisis de 28,33 min. para cada muestra); flujo de 1
ml/ min.; detector de masas en modo EI (rango de m/ z de 20 a 400).

1I-5.2. Aislamiento e identificacion de la cepa

El hongo fue aislado a partir de muestras de agua marina colectada en la playa de La Laja,
Las Palmas de Gran Canaria, en pozas de marea ubicadas sobre una zona de afloramiento rocoso,
donde se observa la presencia constante de sedimentos, detritus y restos vegetales en
descomposicion. El proceso de aislamiento y purificacion de la cepa se ha realizado en el
laboratorio de Quimica Orgéanica II de la ULPGC a través de placas de Petri (Figura II-22) en un
medio sélido KMV modificado (Tabla II-3). El hongo Paecilomyces variotii fue identificado por
el Dr. Lawrence de CABI Bioscience, Surrey (UK) conforme al Anexo 1 de esta memoria de
Tesis. Un ejemplar de la cepa se encuentra depositado en el citado laboratorio de Quimica
Organica II, Departamento de Quimica de la ULPGC.

KMV KMV modificado
Agua marina (35 g/ |) 1,0 Agua marina (35 g/ 1) 1,01
Gelatina hidrolizada 1,0g Gelatina hidrolizada 1,09
Glucosa 509 Glucosa 509
Peptona 0,1g Peptona 1,09
Extracto de levadura 0,1g Extracto de levadura 1,09
Agar bacteriolégico’ 12,0g Agar bacteriologico’ 12,0 g

! Usado para la preparacién del medio sélido

Tabla 1I-3. Composicién del medio de cultivo KMV utilizado para organismos
heterotréficos y el KMV modificado.

Figura 11-22. Aislamiento y purificacién de la cepa de Paecilomyces variotii.
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1I-5.3. Cultivo masivo del hongo

La produccién de la biomasa fingica se realiz6 en un sistema estatico de cultivo, en cajas
de plastico de (83 x 46 x 18) cm, conforme a las cajas de tapa azul de la Figura II-23 previamente
lavadas con detergente, esterilizadas con hipoclorito sédico y aclaradas, boca abajo, con corriente
de vapor de agua. Una vez enfriadas y escurrido el vapor condensado se les introdujo el caldo de
cultivo con la cepa del hongo previamente inoculada. El medio utilizado para la produccién
fingica fue el caldo KMV modificado (Tabla II-3), el cual fue previamente esterilizado en una
autoclave (20 min.) y repartido en varias cajas (2 1 por caja). Tras 10 dias de cultivo, la parte
solida sobrenadante fue separada por filtracion y desecada bajo radiacion IR (de cada 2 1 de KMV
modificado, a 22- 25 °C, se obtuvieron 39,20- 51,00 g de material hiimedo o 3,99- 5,56 g de
material seco).

Figura 11-23. Vista del cultivo masivo de Paecilomyces variotii en el laboratorio de la
ULPGC (cajas de tapa azul).

1I-5.4. Estudio quimico del micelio

Se obtuvieron en total 1110,65 g de micelio himedo que, por desecacién bajo lamparas
IR, supusieron 118,00 g de micelio seco. Este se extrajo por maceracion en diclorometano (x3, 24
h ¢/ u, temperatura ambiente) y metanol (x3, 24 h c/ u, temperatura ambiente). Después de la
filtracion, evaporacion y desecacion - a vacio - se obtuvieron 10,850 g de extracto bruto - aceite
marrén -. Por CCF analitica (hexano: AcOEt, 80: 20) se observan al menos seis sustancias
mayoritarias.

El espectro de 'H-RMN de esta mezcla de sustancias informé de la presencia de protones
olefinicos (6 5,40- 5,00), protones geminales a heterodtomos (6 4,40- 3,20) y de cadenas
hidrocarbonadas tipicas (5 3,00- 0,80), lo cual delata presencia de componentes lipidicos.

El espectro de 13C—RMN, de esta mezcla de sustancias informé de la presencia de
carbonos carbonilicos (& 180,00- 170,00), carbonos olefinicos (6 142,00- 125,00), carbonos
unidos a heteroatomos (6 90,00- 68,00) y de cadenas hidrocarbonadas tipicas (6 64,00- 14,00) que
también delatan presencia de componentes lipidicos.
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Una muestra del extracto bruto se sometié a andlisis GC-MS, identificandose las
siguientes sustancias:

(E)-3,7-Dimetil-2,6-octadienal (36; Tr=12,191)

1-Tetradeceno (13; n= 11; Tr= 12,438)

2-Butil-1-octanol (15; n= 3, m= 3; Tr= 12,528)

Hidroxitolueno butilado (46; Tr= 14,321)

Pentadecano (12; n= 12; Tr= 14,372)

Acido tetradecanoico (16; n= 12; Tr= 14,773)

1-Hexadeceno (13; n= 13; Tr= 14,876)

Ftalato de dietilo (41; Tr = 15,071)

1-Pentadecanol (14; n= 13; Tr= 15,888)
N-Butil-bencensulfonamida (43; Tr= 16,699)

Ftalato de diisobutilo (39; Tr= 17,009)

Ester metilico del 4cido hexadecanoico 17;n=14; Tr=17,292)
9-Octadecenamida (22; Tr= 18,367)

Ester metilico del 4cido octadecanoico (17; n= 16; Tr= 18,558)
Tetradecil éster del acido (Z)-9-octadecenoico (31; n=4; Tr=19,818)

El resto del material se someti6 al esquema de particion descrito en la Figura II-7. Asi, se
disolvié en 200 ml de CH,Cl, y someti6 a reparto en un embudo de decantacién con otros 200 ml
de H,O. La fase organica se separd y la acuosa se reextrajo con CH,Cl, (x3). Las fases organicas
se reunieron y el disolvente se elimind en rotavapor para dar 1,673 g de la fraccién liposoluble

bruta (Pv-L-0). La fase acuosa residual se denominé ‘“hidrosoluble bruta” (Pv-H-0), y se obtuvo a
partir de la acuosa por reextraccién con 2-butanol.

Estudio de la fraccion liposoluble bruta (Pv-L-0)

En su espectro de "H-RMN se observan protones olefinicos, 8 5,20- 5,10; geminales a
heterodtomos, dos dd a 6 4,40- 4,00 caracteristicos de triglicéridos y metilenos/ metilos de
cadenas hidrocarbonadas a & 2,80- 0,60.

En el espectro de BC-RMN se observan: carbonos carbonilicos a & 180,00- 175,00
carbonos olefinicos a 6 142,00- 115,00; geminales a heterodtomos a 6 75,00- 60,00 y metilenos/
metilos de cadenas hidrocarbonadas a & 58,00- 12,00; todo ello en consistencia con la posible
presencia de triglicéridos insaturados.

Una muestra de esta fraccion, Pv-L-0, se sometié a andlisis GC-MS, identificandose las
siguientes sustancias:

Trans-2-pentadecil-1,3-dioxan-5-il-éster del 4cido hexadecanoico (47; Tr= 12,165)
Acido tridecanoico (16; n=11; Tr=12,242)

Oleato de decilo (31; n= 0; Tr= 13,768)

2,6,10-Trimetiltetradecano (37; Tr= 14,001)

Hidroxitolueno butilado (46; Tr= 14,323)

1-Tridecanol (14; n= 11; Tr= 14,875)

Ftalato de dietilo (41; Tr= 15,081)

Acido hexadecanoico (16; n=14; Tr=16,272)

Ester metilico del 4cido hexadecanoico (17; n=14; Tr=17,303)
1-(Hidroximetil)-1,2-etanodiil éster del 4cido hexadecanoico (28; Tr= 17,633)
Acido nonadecanoico (16; n=17; Tr=17,722)

Octadeciléster del acido hexadecanoico (32; Tr=17,887)

Ester metilico del 4cido octadecanoico (17; n=16; Tr= 18,572)
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El resto del material Pv-L-0 se repartio en tres subfracciones, a saber: Pv-L-1, Pv-L-2 y
Pv-L-3. Para ello, a la fraccién Pv-L-0, concentrada en rotavapor, se le aiadieron 20 ml de agua y
180 ml de metanol. Esta mezcla se extrajo con hexano hasta que éste se obtuvo incoloro. Los
extractos hexdnicos reunidos se evaporaron para dar 1,298 g de un s6lido marrén que se denominé
Pv-L-1. A la fase acuosa-metandélica resultante de la separacion anterior se le afiadieron 160 ml de
agua para obtener una fase con el 50 % de agua y 50 % de metanol que se reextrajo con
diclorometano (x3, 200 ml). Las fases orgédnicas reunidas se evaporaron, lo que rindi6 0,331 g de
un aceite marrén que denominamos fraccion Pv-L-2. A la disolucién acuosa-metandlica resultante
se le afiladié mds metanol y evapord en rotavapor para dar un aceite (0,023 g) que se denomind
fraccion Pv-L-3.

Estudio de la fraccion liposoluble -1 (Pv-L-1)

Supuso 1298 mg de un sélido marrén que, por filtracion a través de Sephadex (LH-20,
lipofilico, MeOH: CH,Cl,, 1: 1) y CCF (en fase reversa, MeOH: H,0, 98: 2) di6é dos
subfracciones: Pv-L-1-a (457 mg) y Pv-L-1-b (316 mg).

Estudio de la fraccion Pv-L-1-a

Por CCF en fase normal (SiO,, hexano: AcOEt 8: 2) se observan dos sustancias
mayoritarias (Rf= 0,5 y 0,8). Espectro de '"H RMN: protones olefinicos, 6 5,20- 5,10, geminales a
heterodtomos, dos dd a 0 4,40- 4,00 caracteristicos de triglicéridos y metilenos/ metilos de
cadenas hidrocarbonadas. Por anélisis GC-MS se identificaron/ cuantificaron las siguientes
sustancias volatiles:

Acido tridecanoico (16; n=11; Tr=12,230)

1-Tridecanol (14; n= 11; Tr= 14,877)

1,2,3-Propanotriil éster del dcido docosanoico (27; Tr=17,114)

1-Eicosanol (14; n=18; Tr= 16,358)

Ester etilico del 4cido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico(linoleico) (24; Tr= 18,375)

Se abordd su purificaciéon por cromatografia en columna y CCF preparativa en fase
normal (SiO,) siguiéndose la separacion por CCF analitica en fase normal (SiO,, hexano: AcOEt,
85: 15) lo que rindi6 una sustancia, homogénea por CCF, que denominamos Pv-L-1-a-1 (Rf=

0,69).

Estudio de la fraccion Pv-L-1-a-1

Por espectroscopia se identificé como trioleina (26). Asi, su espectro de IR muestra
bandas de absorcién a 3029, 3007 y 1653 (dobles enlaces), 1739 y 1233 (ésteres).

Su espectro de '"H-RMN delaté protones olefinicos (6 5,31- 5,25, 6H, m), protones
geminales a heterodtomos a & 5,22 (1H; dt; J= 5,2 Hz; J= 6,4 Hz); 6 4,26 (2H; dd; J= 5,2 Hz; J=
13,1 Hz) y 0 4,11 (2H; dd; J= 6,4 Hz; J= 13,1 Hz), hidr6genos en o a carbonilo (6 2,27; t, 6H),
hidrégenos alilicos (6 2,01; m; 12H), hidrégenos en B a carbonilo (6 1,61; m; 6H), metilenos de
cadenas hidrocarbonadas lineales (& 1,27; 60H) y metilos terminales de dichas cadenas
hidrocarbonadas (6 0,9; 9H) .

En su espectro de BC-RMN se observaron tres carbonos carbonilicos (6 173,30; 173,20;
172,80), seis carbonos olefinicos (6 130,20; 130,00; 129,90; 129,70; 129,60; 128,00), tres
carbonos geminales a oxigeno (& 68,90; 62,10 -x2-) y carbonos saturados tipicos de cadenas
hidrocarbonadas lineales (6 50,80; 34,20; 34,10; 31,90; 31,50; 29,60 (varios); 27,20; 27,10; 25,60;
24,90; 24,80; 22,70; 22,60; 14,10; 14,00).
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En el espectro "H-'"H-COSY se observa correlacién, entre si, del dt a & 5,22 y los dos dd a
0 4,26 y 4,11 correspondientes a los protones geminales a oxigeno de la unidad de glicerol.
También entre los protones olefinicos y metilenos alilicos a 6 5,27 y 2,01 respectivamente.

En el espectro HSQC se observa correlacién entre el dt a & 5,22 correspondiente al metino
geminal a oxigeno de la unidad de glicerol y el carbono enlazado a dicho oxigeno a & 68.9.
También entre los dos dd a 6 4,26 y 4,11 correspondientes a los protones metilénicos geminales a
oxigeno de la misma unidad de glicerol y los carbonos enlazados a dichos oxigenos, que aparecen
ambos a & 62,10. También entre un triplete a 6 2,27 correspondiente a los protones en o a
carbonilo y los propios carbonos en a a carbonilo a 6 34,15. También entre un multiplete a 6 2,01
correspondiente a los protones alilicos y los carbonos en o a doble enlace a 6 27,20.

En el espectro HMBC se observa correlacién entre los protones en o a carbonilo a & 2,27
y los carbonos de metilenos saturados a & 25,60 y 29,60. También se observa correlacion entre el
dt a § 5,22 correspondiente al metino geminal a oxigeno de la unidad de glicerol y los carbonos
metilénicos de dicha unidad de glicerol a 6 62,10 por un lado y uno de los carbonilos de los
ésteres a 0 172,80 (conectividades a dos y tres enlaces). También entre los dos dd a 6 4,26 y 4,11
correspondientes a los protones metilénicos geminales a oxigeno de la unidad de glicerol y los tres
carbonos - metinico y metilénicos - enlazados a oxigeno a ¢ 68,80 y 62,10 respectivamente, asi
como con los carbonos carbonilicos a 6 173,30 y 173,20 (correlaciones a dos y tres enlaces de la
unidad de glicerol). También entre los protones alilicos a & 2,01 y los carbonos olefinicos a &
130,20; 130,00; 129,90; 129,70; 129,60; 128,00. También entre los dos dd a & 4,26 y 4,11
correspondientes a los protones geminales a oxigeno y los carbonos carbonilicos de los tres
ésteres a 6 173,30; 173,20; 172,80.

Estudio de la fracciéon Pv-L-1-b

Por CCF (SiO,, hexano: AcOEt, 8: 2) se observan dos sustancias mayoritarias (Rf= 0,22
y 0,36) impurificadas por otras cinco minoritarias (espectro de '"H-RMN: protones olefinicos, &
6,60- 5,00 con sistema AB tipico del peréxido del ergosterol, geminales a heteroatomos, & 4,10-
3,30 y metilenos/ metilos de cadenas hidrocarbonadas, & 2,90- 0,60), lo que indica presencia de
componentes lipidicos con abundancia de los insaturados. Se sometieron a separacién por
cromatografia en columna - fase normal, hexano: AcOEt - seguida de HPLC semipreparativa, lo

que dio las siguientes sustancias homogeneas por CCF analitica (SiO,, hexano: AcOEt, 85: 15):
Pv-L-1-b-1 (Rf=0,62), Pv-L-1-b-2 (Rf=0,59), Pv-L-1-b-3 (Rf=0,32).

Estudio de la fraccion Pv-L-1-b-1

Su espectro de 'H-RMN delaté protones olefinicos (8 5,50- 5,20), protones geminales a
heteroatomos (& 4,25- 4,00) y cadenas hidrocarbonadas (6 3,00- 0,80). En su espectro de Bc-
RMN se observaron carbonos carbonilicos (6 180,314), carbonos olefinicos (& 130,225- 128,082),
carbonos geminales a heterodtomos (& 77,543- 76,534) y carbonos saturados tipicos de cadenas
hidrocarbonadas (6 34,115- 14,132). Esto parece indicar la presencia abundante de 4cidos grasos
libres, con abundancia de los insaturados (la curva integral de los protones olefinicos es intensa).

En consistencia con lo anterior, por GC-MS se identificaron las siguientes sustancias:

Acido hexadecanoico (16; n= 14; Tr= 16,225)

Acido heptadecanoico (16; n=15; Tr=16,912)

1-(Hidroximetil)-1,2-etanodiil éster del acido hexadecanoico (28; Tr= 17,595)
Ester metilico del dcido 14-metil-pentadecanoico (25; Tr=17,261)

Acido (Z)-9-octadecenoico (oleico) (19; n= 5, m= 7; Tr= 18,730)

Acido (Z)-13-docosenoico (ericico) (19; n=7, m= 11; Tr= 19,760)
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Estudio de la fraccion Pv-L-1-b-2

Su espectro de 'H-RMN delaté protones olefinicos (8 6,70- 5,10), protones geminales a
heteroatomos (& 4,80- 4,00) y cadenas hidrocarbonadas (6 3,00- 0,80). En su espectro de Be-
RMN se observaron carbonos carbonilicos (6 180,00), carbonos olefinicos (6 130,00- 120,00),
carbonos geminales a heterodtomos (6 77,00- 60,00) y carbonos saturados tipicos de cadenas
hidrocarbonadas (6 34,00- 14,00). Esto parece indicar la presencia abundante de 4cidos grasos
libres, con abundancia de los insaturados (la curva integral de los protones olefinicos es intensa).

En consistencia con esto, por GC-MS se identificaron las siguientes sustancias:

Ester metilico del dcido 9-0xo0-nonanoico (34; Tr= 13,676)
2-Hidroxi-1,3-propanodiil éster del 4cido hexadecanoico (29; Tr= 12,192)
Acido 9-hexadecenoico (21; Tr= 14,759)

Ester metilico del dcido 14-metil-pentadecanoico (25; Tr=17,261)

Ester metilico del 4cido 11-hexadecenoico 20;n=3, m=9; Tr=17,144)
Ester metilico del dcido (E)-9-octadecenoico (23; Tr= 18,388)

Acido octadecanoico (16; n=16; Tr=17,583)

(Z,2)-9-Octadecenil éster del acido 9-hexadecenoico (30; Tr= 18,516)

Estudio de la fraccion Pv-L-1-b-3

Se trata de un sélido blanco (150 mg). Una muestra se sometié a andlisis GC-MS sin que
se identificase ningin componente voldtil - o no se volatilizaron a la temperatura del inyector
usada o se salieron del tiempo de anélisis prefijado en el método -. El producto se cristalizé a
partir de metanol, p.f.= 178- 180 °C y se someti6 a un estudio espectroscépico detallado.

En su espectro IR aparecen sefiales a 3618 (OH libre), 3600- 3200 (OH asociado) y 973
(A*-trans).

Su espectro de 'H-RMN delaté protones olefinicos pertenecientes a un doble enlace cis a
6,46 (1H, d, J= 8,6 Hz, C;-H) y 6 6,20 (1H, d, J= 8,6 Hz, C¢-H) (sistema AB caracteristico) y
protones olefinicos pertenecientes a un doble enlace trans a 6 5,12 (1H, dd, J=7,5; 15,2; C3-H); o
5,08 (1H, dd, J= 8,0; 15,2; Cy,-H), protones geminales a heterodtomos (6 3,94; 1H, m), protén
hidroxilico (0 3,45; 1H, s), metinos y metilenos tipicos de esqueletos esteroidales (6 2,10- 1,15;
20H, m) y metilos - angulares y secundarios - tipicos de esqueletos esteroidales (& 1,00- 0,77;
18H), concretamente aparecen en el espectro a 6 0,954 (3H, d, J= 6,4 Hz); 0,863 (3H, d, J= 6,8
Hz); 0,839 (3H, s); 0,788 (3H, d, J= 6,4 Hz); 0,772 (3H, d, J= 6,8 HZ); 0,771 (3H, s) (Tabla II-2).

En su espectro de BC-RMN se observaron cuatro carbonos olefinicos (8 135,442;
135,240; 132,337; 130,784), tres carbonos geminales a heterodtomos (6 82,170; 79,453; 66,504) y
carbonos saturados tipicos de cadenas hidrocarbonadas esteroidales (metinos a & 56,209; 51,707;
51,101) (metilenos y metilos a & 44,580; 42,794; 39,767; 39,363; 36,972; 34,705; 33,075; 30,140;
29,721; 28,665; 23,417; 20,902; 20,653; 19,970; 19,660; 18,185; 17,579; 12,890).

En su espectro DEPT_135 se observan 11 sefiales positivas correspondientes a metinos
(CH), 7 senales negativas correspondientes a metilenos (CH,) y otras 6 positivas correspondientes
a metilos (CH3), lo cual es caracteristico de un esqueleto esteroidal.

En su espectro 'H-'"H-COSY se observa correlacién entre si en los protones olefinicos del
sistema AB anteriormente mencionado (5 6,46 y 6,20), asi como los centrados en § 5,12y 5,08 y
los metinos en los carbonos 24 y 20 (6 1,82 y 2,00 respectivamente).

En su espectro HSQC se observa correlacion entre los protones olefinicos del sistema AB
(6 6,46 y 6,20) y sus carbonos olefinicos respectivos (6 130,784 y 135,442), lo que delata un doble
enlace entre los carbonos 6 y 7. También se observa correlacién de los protones olefinicos en C-
22 (6 5,08) y C-23 (8 5,12) y los carbonos en 22 y 23 (6 135,24 y 132,337 respectivamente).

En su espectro HMBC se observa correlacion entre los protones olefinicos del sistema AB
(0 6,46y 6,20) y los carbonos geminales a oxigeno (6 82,170 y 79,453) por un lado y los carbonos
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olefinicos a & 130,784 y 135,442 por otro (conectividades a través de tres y dos enlaces
respectivamente). Ello delata un puente epidioxi, caracteristico de endoperdxidos esteroidales.
También se observa correlacién de los protones olefinicos en C-22 (6 5,08) y C-23 (3 5,12) y los
carbonos vecinales C-20 (6 39,767) y C-24 (6 42,794) respectivamente.

En su espectro de masas (con NaCl) se aprecian los siguientes iones: 429,1 (M+H)*; 451,1
(M+Na)"; 879,4 (2M+Na)"; lo que nos da una férmula molecular de CogH4405.

Todos estos datos indican que esta fraccion esta constituida por el Sa,8a-epidioxiergosta-
6,22-dien-3B-ol (peroxido del ergosterol) (48), sustancia anteriormente descrita en otra especie
fingica (Gonzalez y col., 1983).

Estudio de la fraccion liposoluble -2 (Pv-L-2)

Supuso 331 mg de un aceite amarillo cuyo espectro de "H-RMN delaté protones olefinicos
(0 5,30- 5,00), protones geminales a heterodtomos (6 4,20- 3,40) y cadenas hidrocarbonadas (6
2,90- 0,80); el de 3C-RMN delaté carbonos carbonilicos a & 174,00; carbonos olefinicos (&
130,00- 128,00); y cadenas hidrocarbonadas (& 72,00- 14,00); lo que informa a favor de una
posible presencia de componentes lipidicos. Por filtracion a través de Sephadex (LH-20 lipofilico,
MeOH: CH,Cl,, 1: 1) y CCF (fase reversa, MeOH: H,0, 98: 2) suministré dos subfracciones: Pv-
L-2-a (120 mg) y Pv-L-2-b (165 mg).

Estudio de la fraccion Pv-L-2-a

Por HPLC analitica se trata, al menos, de ocho sustancias - cuatro mayoritarias -. Su
espectro de '"H-RMN desplaza protones olefinicos a & 6,60- 5,00; con sistema AB caracteristico
del peréxido del ergosterol (48) centrado en 6 6,46 y 6,20; geminales a heterodtomos a o 4,30-
3,50 y metilenos/ metilos de cadenas hidrocarbonadas saturadas. Ello anuncia presencia de
posibles componentes lipidicos. Por GC-MS sélo se identificaron las siguientes sustancias:

Pentadecano (12; n= 12; Tr= 14,375)
1-Hexadecanol (14; n=14; Tr= 16,332)
2,4-Bis(1,1-dimetiletil)-fenol (45; Tr= 14,413)

Se abord6 su purificaciéon por HPLC semipreparativa (fase normal, hexano: AcOEt, 50:
50), lo que rindi6 la siguiente sustancia, homogénea por CCF analitica (SiO,, hexano: AcOEt, 85:
15): Pv-L-2-a-1 (Rf=0,67).

Estudio de Pv-L-2-a-1

Su espectro de "H-RMN mostré un sistema AB a & 6,46 y 6,20 que delata, de nuevo, al
peroxido del ergosterol (48), protones olefinicos (6 5,60- 5,00), protones geminales a
heteroatomos (& 4,15- 3,25) y cadenas hidrocarbonadas (6 2,50- 0,60) superpuestos a metilos
angulares esteroidales. Esto parece indicar la presencia abundante de peroxido del ergosterol y
otros componentes lipidicos. Por GC-MS se identificaron las siguientes sustancias:

Pentadecano (12; n= 12; Tr= 14,092)
2,4-Bis(1,1-dimetiletil)-fenol (45; Tr= 14,380)
1-Hexadecanol (14; n= 14; Tr= 16,332)

Di-isobutil éster del acido hexanodioico (39; Tr= 15,607)
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Estudio de la fraccion Pv-L-2-b

Por HPLC analitica se muestra como una mezcla compleja. Se abordé su purificacién por
HPLC semipreparativa (fase normal, hexano: AcOEt, 50: 50) sin éxito. Por andlisis GC-MS se
identificaron las siguientes sustancias:

2-Butil-1-octanol (15; n=3, m= 3; Tr= 12,538)
2-Undecanona (35; Tr= 12,369)
2-Metil-1-hexadecanol (15; n= 11, m= 0; Tr= 14,013)
Hidroxitolueno butilado (46; Tr= 14,335)
1-Tridecanol (14; n= 11; Tr= 14,258)
2-Hexil-1-octanol (15; n= 3, m= 5; Tr= 14,386)

Estudio de la fraccion liposoluble-3 (Pv-L-3)

Supuso 23 mg de un aceite amarillo cuyos datos de "H-RMN indican que se trata de una
mezcla de sustancias. Esta presenta protones olefinicos (& 5,40- 5,00), geminales a heterodtomos
(0 4,10- 3,00) y cadenas hidrocarbonadas (& 3,00- 0,80). Esto parece indicar a su vez la presencia
abundante de ésteres de dcidos grasos insaturados. Por escasez de material se sometié
directamente a un estudio de GC-MS de sus componentes voldtiles resultando identificadas las
siguientes sustancias:

2-Butil-1-octanol (15; n=3, m= 3; Tr= 12,524)

1-Metilnonil-benceno (44; Tr=15,051)

Benzoato de bencilo (38; Tr= 16,541)

Ester metilico del dcido (Z)-9-hexadecenoico (20; n= 5, m= 7; Tr= 17,604)
N-butil-bencensulfonamida (43; Tr= 16,699)

Maleato de diisooctilo (40; Tr= 18,702)

Ester etilico del 4cido hexadecanoico (18; Tr= 17,719)

Acido (Z)-13-docosenoico (ericico) (19; n=7, m= 11; Tr= 19,824)
2-Hidroxi-1-(hidroximetil) etil éster del acido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (linoleico) (33;
Tr=18,817).

Estudio de la fracciéon hidrosoluble bruta (Pv-H-0)

Se obtuvo por extraccion con 2-butanol de la fase acuosa seguido de evaporacion del
disolvente en rotavapor (806 mg). Sus espectros de resonancia delatan componentes lipidicos:

Espectro de "H-RMN: muestra protones olefinicos a 6 5,20; geminales a heterodtomos a &
4,50- 3,00; y metilenos/ metilos de cadenas hidrocarbonadas a 6 2,50- 0,80.

Espectro de BC-RMN: presenta carbonos carbonilicos a 6 175,00; olefinicos a & 132,00-
118,00; geminales a heterodtomos a o 70,00- 64,00 y metilenos/ metilos de cadenas
hidrocarbonadas a & 70,00- 64,00.

Por filtracién a través de Sephadex (LH-20 lipofilico, MeOH: CH,Cl,, 1: 1) se obtuvieron
tres subfracciones que se diferenciaron por su comportamiento en CCF: Pv-H-1-a (311 mg), Pv-
H-1-b (132 mg) y Pv-H-1-c (238 mg)

Cada una de estas fracciones se sometieron a purificacion por HPLC semipreparativa (fase
reversa, MeOH: H,0, 98: 2 hasta 90: 10), recomprobandose la purificaciéon por CCF en fase
reversa, MeOH: H,0, 98: 2. Se obtuvieron asf las siguientes subfracciones:
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Estudio de la fraccion Pv-H-1-a-1

Su espectro de '"H-RMN delata protones olefinicos a o 5,00- 4,80; geminales a
heterodtomos a 6 4,00- 3,50; y metilenos/ metilos de cadenas hidrocarbonadas a & 2,20- 0,80 lo
que informa sobre presencia de componentes lipidicos. Se sometié directamente a un estudio de
GC-MS de sus componentes voldtiles, resultando identificados:

Tetradecano (12; n=11; Tr= 13,262)
2-Metil-1-hexadecanol (15; n= 11; Tr= 14,000)
Hidroxitolueno butilado (46; Tr= 14,323)
Ftalato de dietilo (41; Tr= 15,069)

Ftalato de diisobutilo (39; Tr= 17,008)
9-Octadecenamida (22; Tr= 18,375)

Maleato de diisooctilo (40; Tr= 18,707)

Estudio de la fraccion Pv-H-1-b-1

Su espectro de "H-RMN delata protones olefinicos a & 5,40; geminales a heteroitomos a &
4,60- 3,00; y metilenos/ metilos de cadenas hidrocarbonadas a 6 2,50- 0,80 lo que informa sobre
presencia de componentes lipidicos. Se someti6é directamente a un estudio de GC-MS de sus
componentes volatiles, resultando identificados:

Acido tetradecanoico (16; n= 12; Tr= 14,775)
1-Hexadecanol (14; n= 14; Tr= 16,353)
Acido (Z)-13-docosenoico (erticico) (19;n=7, m=11; Tr= 19,816)

Estudio de la fraccion Pv-H-1-c-1

Su espectro de "H-RMN muestra sélo protones geminales a heteroatomos, 6 5,10 (1H, m,
protéon anomérico) y & 3,90- 3,60 (4H, m, CH geminales a oxigeno), 6 3,40- 3,20 (2H, CH,
geminal a oxigeno) y protones hidroxilicos a 6 2,16 (0,25 H, s, OH), lo que delata una estructura
de monosacarido.

Su espectro de BC-RMN presenta un carbono anomérico a & 93,976; cuatro carbonos
metinicos geminales a heterodtomos a & 74,879; 73,880; 72,973 y 71,885; y un carbono
metilénico geminal a heterodtomos a & 62,770 en consistencia con la mencionada estructura de
monosacdrido. Mediante un andlisis de esta fraccion por HPLC con una columna Shodex OH Pak
SB806 HQ termostatada a 30 °C (agua con un 0,05 % de NaN3; como eluyente a un flujo de 1,0
ml/ min. y un detector de indice de refraccidn), después de filtrarla a través de un cartucho Sep-
Pak C,3 de Waters se dedujo, por comparacion con una muestra auténtica, que estd constituida por
D-(+)-glucosa (Tr= 11,474 + 0,007).
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- CAPITULO III -

Composicion lipidica del hongo Penicillium roqueforti aislado del
medio marino.

llI-1. Antecedentes

El hongo filamentoso Penicillium roqueforti Thom es un hifomiceto tradicionalmente
usado en la industria biotecnoldgica lactica. Si bien s6lo se le ha descrito hasta ahora como hongo
terrestre, algunos estudios indican que P. roqueforti es capaz de crecer sobre disoluciones salinas
(Kubeczka, 1968) y que la germinacion de sus esporas es inhibida sélo a concentraciones de NaCl
superiores a 100 g/ 1 (Godinho y Fox, 1981). Ello parece indicar que podria haberse adaptado para
actuar como un hongo facultativo marino.

También, bajo determinadas condiciones de cultivo, muestra una pronunciada capacidad
para biosintetizar metabolitos secundarios (Szoltysek, 1982; Engel y Teuber, 1983; Engel y
Spicher, 1985; Peberdy, 1985; Sharpell, 1985), algunos de los cuales presentan propiedades
antiparasitarias (Mrozik, 1989; Ruddock, 1992; Lee y col.,, 2002) y bacteriostiticas (Kopp-
Holtwiesche y Rehm, 1990). Sus enzimas proteoliticos le habilitan para aplicaciones diversas,
tanto en la industria pesquera - descamacion del pescado - (Woloszyn y col., 1988) como en
biotecnologia - produccién de lipidos de alta calidad a partir de productos alimenticios de desecho
- (Hassanien y col., 1986; Ragab y col., 1986).

En relacién con la composicién quimica de P. roqueforti cabe resaltar los trabajos
relativos a su perfil de 4cidos grasos y su metabolismo lipidico (Lawrence, 1965; 1966), asi como
los estudios sobre su capacidad para formar 2-heptanona y otras metilcetonas por fisiéon oxidativa
de dichos dcidos grasos (Gehrig y Knight, 1958; Jackson y Hussong, 1958; Knight, 1966;
Larroche y col., 1989; Larroche y Gros, 1989). Segin Dartey y Kinsella (1973), el hongo podria
emplear este mecanismo como una forma de auto desintoxicacién. Paralelamente, se han

detectado aldehidos volétiles en el queso fabricado con este hongo (Dolezalek y Hoza, 1969).
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Kaufmann y col. (1966), en un estudio cromatogréfico de la fraccién lipidica total de P.
roqueforti describieron la presencia mayoritaria de los 4cidos palmitico, oleico y linoleico,
esterificados en forma de fosfolipidos y/ o aciltriglicéridos, asi como esteroides libres con el
esqueleto del ergosterol. A continuacién se aportaron nuevos datos relativos a la biogénesis de los
dcidos grasos insaturados en funcién de las fases del crecimiento (Lawrence, 1967; Salvadori y
Salvadori, 1967; Lawrence y Hawke, 1968; Fan y Kinsella, 1976) y, mds recientemente, fue
confirmado el perfil de 4cidos grasos (Lomascolo y col., 1994).

Shimp y Kinsella (1977a) determinaron el contenido en macronutrientes del micelio de P.
roqueforti demostrando que, en condiciones 6ptimas de cultivo, es posible encontrar en €l altos
niveles de hidratos de carbono, proteinas y lipidos, aportando, ademds, que los lipidos menos
polares estin formados predominantemente por aciltriglicéridos, diglicéridos y dcidos grasos
libres, mientras que los mds polares estan constituidos por fosfolipidos y glicolipidos, siendo
siempre los 4cidos palmitico, estedrico, oleico y linoleico los principales &4cidos grasos
esterificantes.

Sin embargo, la aplicabilidad del hongo en alimentaria se vié limitada tras descubrir que
estos organismos son capaces de producir metabolitos secundarios téxicos (Kolousek y Michalik,
1954; Kanota, 1969; 1970; Scott, 1977). En este sentido, Ohmomo y col. (1975) aislaron y
elucidaron la estructura de los alcaloides Roquefortina A (1), también denominada
Isofumigaclavina A; Roquefortina B (2), también denominada Isofumigaclavina B; Festuclavina
(3); y Roquefortina C (4), las cuales, pronto serian descritas como neurotoxinas (Scott y col.,
1976; Polonsky y col., 1977). Poco después se aisla el alcaloide Roquefortina D (5),
proponiéndose que su biogénesis transcurre a través del dcido mevalénico y los aminoécidos
triptéfano y histidina (Ohmomo y col., 1978). M4s recientemente se aportan pruebas que

sustentan esta hipdtesis (Bhat y col., 1993).
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Figura llI-1. Roquefortina A - Isofumigaclavina A - (1); Roquefortina B - Isofumigaclavina
B - (2) y Festuclavina (3).
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Figura IlI-2. Roquefortinas C (4) y D (5).

Por otra parte, Bellinck (1975) estudia quimicamente los pigmentos de P. roqueforti
demostrando que dichos componentes son de naturaleza polifendlica.

La aplicabilidad del hongo en alimentaria se vié atn mas limitada cuando Wei y col.
(1973; 1975; 1976) purifican otra micotoxina a partir de una cepa de P. roqueforti que habia sido
aislada a partir de alimentos téxicos. Esta sustancia result letal al ser administrada oralmente a
ratas de laboratorio y, su estructura, se elucidé por métodos quimicos y espectroscopicos como PR
toxina (6). Estos mismos autores aportaron, ademds, que esta micotoxina posee un fuerte efecto

inhibitorio de la biosintesis del DNA, del RNA y de las proteinas.
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AcO H

6

Figura IlI-3. PR toxina (PRT)

Inmediatamente, Moreau y col. (1976) descubrieron tres nuevos metabolitos relacionados
biosintéticamente con PR toxina, las Eremofortinas A (7); B (8); y D (10) y propusieron a este
ultimo como el precursor biogenético de los sesquiterpenos 9-OH o 6-OH-furoeremofildnicos

previamente conocidos en diversos organismos.

0
O o)

AcO HO (

7 8
Figura llI-4. Eremofortinas A (7) y B (8)
Posteriormente, Moreau y col., (1977) aportaron luz sobre las dos formas estructurales de

la Eremofortina C (9a/ 9b) y Arnoux y col. (1977) completaron la descripcion estructural de la

Eremofortina D (10).
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Figura llI-5. Eremofortinas C (9a/ 9b) y D (10)

Moreau y col. (1980b) vincularon a las Eremofortinas A, B y C con la aparicién de PR
toxina en las cepas tdxicas, proponiendo al sesquiterpeno Eremofortina C como su precursor
biosintético directo.

Finalmente se completaron, desde un punto de vista estereoquimico, las estructuras de las
Eremofortinas A, B, C, D y E por correlaciéon con la configuraciéon absoluta de PR toxina
elucidindose ademads la estructura de la Eremofortina E o PR-amida (11) por difraccién de rayos
X (Moreau y col., 1980a). Algo més tarde se volveria a implicar a estos metabolitos en la ruta

biosintética/ degradativa de PR toxina (Wei y col., 1989).
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Figura lll-6. Eremofortina E - PR amida - (11), PR &cido (12) y PR imina (13)

A continuaciéon se revis6 la quimica y actividad biologica de estos sesquiterpenos
eremofilanicos (Moreau, 1981) y se describieron los factores que, relacionados con las
condiciones de cultivo, afectan a la produccion de PR toxina (Scott, 1984; Chang y col., 1991), asi
como la degradacién que sufre la toxina en el propio productor - P. roqueforti -, descubriéndose
los metabolitos que se liberan y acumulan en el medio como consecuencia de la misma, a saber,
Eremofortina E (PR amida, 11); PR 4cido (12); y PR imina (13) (Chang y col., 1993; 1996).

Entre los avances en la descripcion del metabolismo secundario de P. roqueforti hay que
resaltar también la descripcidn de la configuracion absoluta de la Isofumigaclavina A (1) (Arnoux
y col., 1978), la elucidacién estructural de las Marcfortinas A (14); B (15); y C (16) (Polonsky y
col., 1980; Prangé y col., 1981) y la descripcién de la estructura cristalina del enzima
Aristolocheno-sintetasa (Caruthers y col., 2000). Esta dltima supone el primer enzima terpenoide-
ciclasa de origen fingico y, su estructura, muestra los centros activos que, presumiblemente,

participan en la ciclacion del pirofosfato de farnesilo (25) que conduce al Aristolocheno (17) que
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14, R=Me 16
15, R=H

Figura IlI-7. Marcfortinas A (14), B (15) y C (16)

es, a su vez, el precursor biogenético de todos los sesquiterpenos que, relacionados
estructuralmente con PR toxina, han sido descritos anteriormente. Obsérvese que todos ellos

poseen el esqueleto del eremofilano (18).

1 9
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Figura IlI-8. (+)-Aristolocheno (17) y esqueleto carbonado del eremofilano (18)

Por otra parte, Olivigni y Bullerman (1978) detectaron el 4cido penicilico (19) y patulina
(20) en una cepa atipica de P. roqueforti. Lafont y Debeaupuis (1980) describieron el acido
micofendlico (21) y Brueckner y Reinecke (1988) identificaron por GC-MS el 4cido

aminoisobutirico.
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Figura IlI-9. Acido penicilico (19), patulina (20) y &cido micofenélico (21)

Chalier y Crouzet (1992) sefialaron a las y-lactonas como las responsables del aroma del
queso azul, describiendo al 4-dodecanolido (y-C12, 22), al (Z)-6-dodecen-4-olido {(6Z)-y-C12:1,
23} y al minoritario 4-hexanolido (y-C6), asi como la estereoquimica en el carbono 4 {R para 22y

S para 23}, que P. roqueforti elabora a partir de los dcidos oleico y linoleico respectivamente.

\/\/\/\}& —
0 @) 0 O

22 23

Figura IlI-10. 4-Dodecanolido (22) y (Z)-6-Dodecen-4-olido (23)
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Finalmente, Moreau y col. (1982) aislaron a partir de una cepa de P. roqueforti no
productora de PR-toxina otra micotoxina previamente descrita en Botryodiplodia theobromae, la
Botriodiplodina (24). Los autores elucidan su configuracion absoluta por difraccién de rayos X e

informan de su actividad mutagénica.

CH
CHy

HO "
o)

24

Figura llI-11. Botriodiplodina

Tradicionalmente, la taxonomia del grupo P. roqueforti se basé en criterios morfoldgicos,
su capacidad de difusion sobre medios de cultivo estandarizados y el andlisis de sus perfiles
bioquimicos, conociéndose la variedad P. roqueforti var. roqueforti, usada en la fabricacion del
queso, y P. roqueforti var. carneum que es la productora de patulina (20) (Pitt, 1979; Frisvad,
1981; Engel y Teuber 1983; Blomquist y col.,1992; Lomascolo y col., 1994). Sin embargo, las
modernas herramientas de genética molecular, combinadas con perfiles bioquimicos, pusieron de
manifiesto la necesidad de reclasificar el grupo P. roqueforti, dividiéndolo en tres especies que
fueron nombradas como: P. roqueforti, P. carneum 'y P. paneum (Boysen y col., 1996; Boysen y
col., 2000).

El uso de técnicas de microextraccion en fase sélida, seguido del andlisis por
cromatografia capilar con detector de masas (GC-MS) ha permitido la deteccién de los
sesquiterpenos volatiles intermediarios de las diferentes rutas metabdlicas que intervienen en P.
roqueforti (Demyttenaere y col., 2002; Jelen, 2002) consoliddndose la idea de que, como se indicé

anteriormente, el enzima aristolocheno-sintetasa (AS) es el responsable, en P. roqueforti, de ciclar
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el pirofosfato de farnesilo (25) hasta aristolocheno (17), el cual, a su vez, se considera el precursor
biogenético de PR toxina (Figura I1I-13). Es por ello que tanto Demyttenaere y col. (2002) como
Jelen (2002) y Calvert y col. (2002) lo propusieron, junto a germacreno A (26), valenceno (27), -
elemeno (28), B-gurjuneno (29), a-chamigreno (30), a-panasinseno (31), B-patchouleno (32), a-
selineno (33), diepi-a-cedreno (34), 3-himachaleno (35) y B-bisaboleno (36) como el perfil de
componentes volatiles que permite diferenciar quimiotaxonémicamente las cepas productoras de
la PR toxina de aquellas que no la pueden biosintetizar. Los autores subrayaron que estos
marcadores quimicos, detectables por GC-MS, estuvieron ausentes tanto en las cepas de
Penicillium roqueforti no téxicas como en las otras cepas de Penicillium sp. que fueron
analizadas. La identificaciéon de los metabolitos secundarios puede asistir, pues, la labor de
diferenciaciéon taxonOmica, si bién, dado que las rutas biogénicas son dependientes de las
condiciones de cultivo se debe de tomar los resultados con la debida cautela (Scott y col., 1977;
Shimp y Kinsella, 1977b; Maheva y col., 1984; Hassanien y col., 1986; Gock y col., 2003). Es por
ello que Jelen (2002) estudid la influencia de las condiciones de cultivo (temperatura y contenido
en agua del caldo) y concluyd que, si bien éstos influyen en la cantidad de sesquiterpenos
producidos - andlisis cuantitativo -, no lo hacen en su perfil - andlisis cualitativo -, el cual resultd

tnico y caracteristico de las cepas toxicas.
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Figura llI-12. Biogénesis de los sesquiterpenos volatiles implicados en la ruta de la PR
toxina (6) en las cepas téxicas de P. roqueforti.
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Figura llI-13. Trazadores volatiles tipicos de las cepas toxicas de P. roqueforti.

La razén de esta especificidad ha sido justificada mediante estudios estructurales del
enzima aristolocheno-sintetasa AS (Caruthers y col, 2000; Calvert y col., 2002;
Deligeorgopoulou y Allemann, 2003), evidencidndose que el pirofosfato de farnesilo se acomoda
al centro activo de AS adoptando la conformacién cuasi-ciclica necesaria (25) que hace posible el
ataque nucleofilico de C1 por el doble enlace en C10 produciendo, estereoespecificamente, el (S)-
germacreno A (26), intermedio éste implicado en la ruta de la PR toxina (Figura III-13), mientras
que la mutacion del AS en un solo punto - residuo 92 - lo convierte en un enzima que desvia la
ruta biogenética hacia la produccién de terpenoides de cadena lineal, como el (E)-B-farneseno
(38) y (E.E)-a-farneseno (39) al permitir un acomodo en el centro activo del pirofosfato de

farnesilo con su conformacién cuasi-lineal (37).
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Figura IlI-14. Biogénesis de algunos trazadores volatiles encontrados en las cepas no
toxicas de Penicillium roqueforti.

lll-2. Objetivos de este trabajo

En este trabajo, y como consecuencia de haber aislado del medio marino una cepa de P.
roqueforti, clasificada por CABI Bioscience (Identification Services, Surrey, UK) se han planteado
los siguientes objetivos:

III-2.1. Producir a escala de laboratorio dicho hongo mediante su cultivo en agua de mar.

III-2.2. Realizar un estudio de los productos naturales que dicha cepa es capaz de
biosintetizar en las mencionadas condiciones, realizando un minucioso barrido de sus fracciones
liposolubles e hidrosolubles, tanto en lo que se refiere a sus componentes volatiles como a los que
no lo son; todo ello en orden a encontrar componentes quimiotaxonémicos que permitan
correlacionarla con alguna de las cepas descritas previamente en la bibliografia, esclareciendo si
se trata de una cepa productora de micotoxinas o no.

Ambos objetivos, que son la base de una futura aplicabilidad biotecnoldgica del
organismo aislado orientada hacia la alimentacién animal (acuicultura) y humana (industria

lactica) se apoyaban en los antecedentes anteriormente comentados.
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llI-3. Resultados y Discusion
llI-3.1. Obtencion de biomasa, extraccion y fraccionamiento

En lo que se refiere a la produccién de la biomasa de P. roqueforti, comentar que la
cepa fue aislada a partir de agua marina procedente del litoral Canario. Las colonias en desarrollo
fueron traspasadas a placas de Petri conteniendo el medio s6lido KMV modificado, en el que se
pudieron purificar. La producciéon de la biomasa fiungica se consigui6, en el caldo KMV
modificado, en un sistema estdtico de cultivo, a escala de laboratorio. El caldo fue recogido y
sometido a extraccién liquido-liquido segiin la Figura III-15. Paralelamente, la biomasa miceliar

sobrenadante se recolectd, extrajo y fraccion6 segin la Figura I11-16.

Caldo filtrado
(121

Extraido con 2,5 1 de CH,Cl,
(x3).

Pr-L-0
(0,175 g)

Extracto orgédnico evaporado en
rotavapor/ 20 ml H,O + 180 ml
MeOH; extraido con hexano hasta la
decoloracion de éste.

Fase acuosa ajustada hasta

50% (+ 160 ml): 50% (I))Ii-olgl
MeOH; extraido con (0,106 g)
CH2Cl, (x3).
Fase CH,Cl,
Pr-L-2
Pr-L-3 (0,052 ¢)
(0,017 &)

Figura llI-15. Esquema de particidén aplicado al caldo de Penicillium roqueforti.
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Micelio fresco
(89,90 g)

Maceracion (24 h) en CH,Cl, (x3) y
MeOH (x3), filtracién y evaporacion
en rotavapor

A 4

Extracto
bruto
(14,804 g)
H>0O (200 ml): CH,Cl,
(200 ml, x3)
l Fase CH,Cl,
\ 4
Fase H,O Prm-L-0
(1,637 )

Extraida con igual
volumen de 2-Butanol

Extracto orgédnico evaporado
en rotavapor/ 20 ml H,O + 180

¢ ml MeOH; extraido con hexano
Prm-H-0 hasta la decoloracién de €éste.
(1,761 g)
y Fase acuosa ajustada al
Descartada 50% (+ 160 ml): 50% P(;"S‘ZOL'I
MeOH; extraida con ©, g
CH2C12 (X3)
Fase CH,Cl,
Prm-L-3 Prm-L-2
(0,380 g) (0,710 g)

Figura IlI-16. Esquema de particion aplicado al extracto del micelio de Penicillium
roqueforti.
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llI-3.2. Estudio quimico del caldo de cultivo

Después de extraer el caldo de cultivo y fraccionarlo (Figura III-15) se rastrearon
minuciosamente todas las fracciones, tanto sus componentes volatiles como los no volatiles,

identificandose y cuantificindose las siguientes sustancias:

lll-3.2.1. Componentes volatiles en el caldo de cultivo

Se identificaron y cuantificaron por GC-MS, lo que rindi6 los datos de la Tabla III-1. Si se
reunen dichas sustancias por criterios estructurales (Figuras III-17 hasta III-24) se puede afirmar
que se han identificado y cuantificado n-alcanos (40), 1-alcanoles (42), 2-alquil-1-alcanoles (43),
dcidos grasos libres - saturados (44) e insaturados (50) -, amidas de dcidos grasos (51), ésteres
metilicos de 4cidos grasos poliinsaturados (52), monoglicéridos (61), ceras - ésteres de acidos y
alcoholes grasos (66, 67 y 70) -, alcoholes grasos libres (69), monoterpenos de cadena lineal (74),

dipéptidos ciclicos (80) y ftalatos de dialquilo (83-85).

llI-3.2.2. Componentes no volatiles en el caldo de cultivo

El material “no volatil” obtenido a partir del caldo de cultivo fue fraccionado por
cromatografia en columna en fase normal (gel de silice), cromatografia de exclusién por tamafio
molecular (LH-20 lipofilico) y HPLC semipreparativa en fase normal y, las fracciones obtenidas,
se analizaron por espectroscopia - fundamentalmente RMN - lo que permite afirmar que esta
constituida fundamentalmente por 151,3 mg de una mezcla compleja de ceras - alcanos de alto
peso molecular (40) -, ftalatos de alquilo (por ej., ftalato de dinonilo, 83, n= 8), dcidos grasos
libres - saturados (44) e insaturados (46) -, 1-alcanoles (42), triglicéridos insaturados (por ej., 58)
y compuestos polihidroxilicos (89, 92). Obsérvese que diferentes componentes que pertenecen a

estos grupos estructurales fueron descritos en el apartado anterior como “componentes volatiles”.
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CALDO
Tr mg ppm
(min.) (mg/ 1x10%
12,166 £ 0,012 Ester metilico del acido (2-pentadecil-1,3-dioxolan-4-il) hexadecanoico (61) 0,0088 0,733
12,179 (E)-3,7-dimetil-2,6-octadienal (74) 0,079 6,583
12,524 + 0,007 2-Butil-1-octanol (43; n= 3, m= 3) 0,0025 0,208
13,991 £ 0,001 Pentadecano (40; n=12) 0,042 3,5
14,771 £ 0,005 Acido tetradecanoico (44; n=11) 0,0063 0,525
14,857 +0,010  1-Tridecanol (42; n= 11) 0,0023 0,192
15,063 + 0,001 Ftalato de dietilo (83; n=1) 0,0083 0,692
15,642 £ 0,000 Heptadecano (40; n= 14) 0,030 2,5
16,338 £ 0,010  1-Hexadecanol (42; n= 14) 0,0030 0,25
17,0085 + 0,0005 Ftalato de bis(2-metilpropilo) (84; n= 1) 0,017 1,39
17,393 Eicosano (40; n= 17) 0,063 5,25
17,56 Ciclo-ProLeu (80) 0,21 17,583
17,653 +0,009  Ftalato de dibutilo (83; n=3) 6,52 543,292
17,948 Ester 3-(octadeciloxi) propilico del &cido estearico (67) 0,0024 0,2
18,327 Heneicosano (40; n= 18) 0,14 11,75
18,360 + 0,008 9-Octadecenamida (51) 0,067 5,583
18,378 Ester metilico del acido 7,10-octadecadienoic (52; n= 6, m=5) 0,18 14,833
18,646 Ester octadecilico del &cido hexadecanoico (66) 0,25 20,916
18,978 Docosano (40; n= 19) 0,14 11,833
19,048 £ 0,058 Ester etilico del acido 2-(octadeciloxi)-hexadecanoico (70) 0,12 9,917
19,748 + 0,005 Tricosano (40; n= 20) 0,25 20,833
19,810 £ 0,004  Acido (E)-9-Octadecenoico (50) 0,078 6,475
20,4125 Ftalato de bis(4-metilpentilo) (84; n= 3) 0,97 80,667
20,714 Ester mono (2-etilhexilico) del acido hexanodioico (82) 0,14 11,917
21,805 2-(octadeciloxi)-etanol (69) 0,56 46,25
22,648 £0,003  Ftalato de bis(2-etilhexilo) (85) 0,21 17,833
22,746 +0,013  Ftalato de dihexilo (83; n=5) 2,92 243,25
26,3896 + 0,0226 Ftalato de dioctilo (83; n=7) 2,35 195,75
23,242 Hexacosano (40; n= 23) 1,77 147,167
25,07 Heptacosano (40; n= 24) 0,59 49,00
Volatiles 17,72 1477,00
No volatiles 157,28 13107,00
Totales 175,00 14583,00

Tabla lll-1. Componentes volatiles identificados/ cuantificados en el caldo de cultivo de
Penicillium roqueforti.
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Figura IlI-17. Componentes lipidicos volatiles identificados en Penicillium roqueforti.
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Figura IlI-18. Componentes lipidicos volatiles identificados en Penicillium roqueforti.



Capitulo Il

122

70

Figura IlI-19. Componentes lipidicos volatiles identificados en Penicillium roqueforti.
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Figura IlI-20. Fragmentos lipidicos volatiles identificados en Penicillium roqueforti.
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Figura IlI-21. Terpenoides volatiles identificados en Penicillium roqueforti.



Capitulo Il 124

O _H 0
1
| O ©
4
OH 79
78

Figura IlI-22. Componentes volatiles, de la ruta del acido shikimico, identificados en
Penicillium roqueforti.
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Figura IlI-23. Componentes volatiles, de la ruta de los aminodacidos, identificados en
Penicillium roqueforti.
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Figura I1I-24. Otros componentes volatiles identificados en Penicillium roqueforti.

llI-3.2.3. Ausencia de toxinas en el caldo de cultivo

Los intentos de encontrar metabolitos implicados en la ruta biogenética de PR-toxina en el
caldo de cultivo usado resultaron, pues, infructuosos al no detectarse ninguno de los trazadores
quimicos volatiles propuestos por Demyttenaere y col. (2002), Jelen (2002) y Calvert y col.
(2002) (compuestos 17 y 26-36) a pesar de que dichos componentes se encuentran en las bases de
datos Nist y Wiley del equipo GC-MS utilizado. En consistencia con esta observacién, tampoco se
ha encontrado ni un solo componente quimico no volétil que se pueda vincular biogenéticamente

con la PR-toxina (compuestos 6 y/ o 7-13).

llI-3.2.4. Presencia de dipéptidos ciclicos en el caldo de cultivo
Sin embargo, hay que resaltar aqui la identificacion de ciclo-ProLeu {3-
isobutilhexahidropirrolo[1,2-a]pirazin-1,4-diona} (80). Esta sustancia, que se habia aislado

previamente tanto a partir de peptona (Kosuge y Kamiya, 1960) como de diversos caldos de
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cultivo fingico (Stopsack y col., 1991), pertenece estructuralmente a una familia - dipéptidos
ciclicos - que presentan un amplio espectro de actividad biolégica. Asi, la misma ciclo-ProLeu
(80) se ha propuesto como aditivo alimentario de sabor amargo con actividad fungicida (Stopsack
y col., 1991), la ciclo-ProTyr y la ciclo-ProPhe, inicialmente descritas como fitotoxinas del hongo
Alternaria alternata (Stierle y col., 1988), han sido comercializadas como plaguicidas
biorracionales por su elevada estabilidad y baja toxicidad hacia los mamiferos - el herbicida
Scythe - (Bobylev y col., 1999), y otras han sido patentadas por su actividad antiinflamatoria y
antialérgica (Orihashi y col., 2000). Obsérvese que las mismas roquefortinas C (4) y D (5),

discutidas anteriormente, son dipéptidos ciclo-TryHis ligeramente transformados.

llI-3.2.5. Presencia de hidrocarburos y acidos grasos libres en el caldo de cultivo
Algunos organismos marinos usan hidrocarburos sencillos o 4cidos grasos, que son
practicamente insolubles en el agua de mar, como sefales quimicas (Yasumoto y col., 2000). En
unos casos actian como feromonas sexuales (Maier y Miiller, 1986) y, en otros, como factores
alelopaticos (Kakisawa y col., 1988). No es de extrafiar, pues, la identificacién en el caldo de

cultivo de n-alcanos (40, n= 12, 14, 17-20, 23-24) y acidos grasos libres (44, n=11; 50).

llI-3.3. Estudio quimico del micelio

Después de extraer el caldo de cultivo y fraccionarlo segin la Figura III-16 se rastre6
minuciosamente todas las fracciones, tanto por GC-MS para sus componentes voldtiles como por
refraccionamiento (CCF, cromatografia en columna, cromatografia de exclusién por tamafio
molecular) y estudio espectroscopico (RMN) identificindose y cuantificindose las siguientes

sustancias:
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llI-3.3.1. Componentes volatiles en el micelio

Se identificaron y cuantificaron por GC-MS, lo que rindié los datos de la Tabla III-2. Si se

reunen dichas sustancias por criterios estructurales (Figuras III-17 hasta I11-24) se puede deducir

que se han identificado y cuantificado n-alcanos (40), 1-alquenos (41), 1-alcanoles (42), 2-alquil-

I-alcanoles (43), dcidos grasos libres - saturados (44, 48) e insaturados (46) -, amidas de dcidos

grasos (51), ésteres metilicos y etilicos de 4cidos grasos - saturados (45, 49, 56, 57) e insaturados

(47, 52-55) -, triglicéridos insaturados (58), diglicéridos (59), monoglicéridos - saturados (61) e

insaturados (60, 62, 63) -, ceras - ésteres de 4cidos y alcoholes grasos (64, 65y 70) -, éteres grasos

(68), catabolitos lipidicos (71-73), mono-, sesqui- y diterpenos de cadena lineal (75-77),

hidrocarburos aromadticos de la ruta del dcido shikimico (78, 79) y ftalatos de dialquilo (83-85).

MICELIO
Tr (min.) mg ppm (mg x kg™)
12,075 Dodecano (40; n= 9) 0,0003 0,0036
12,166 £ 0,012  Ester metilico del acido (2-pentadecil-1,3-dioxolan-4-il) hexadecanoico (61) 3,27 36,37
12,437 1-Dodecanol (42; n= 10) 0,0002 0,0022
12,524 + 0,007  2-Butil-1-octanol (43; n= 3, m= 3) 0,39 4,34
13,235 Tetradecano (40; n= 11) 0,0058 0,065
13,252 2-Hexil-1-octanol (43; n= 3, m= 5) 0,055 0,61
13,427 (Z,2)-1,1"-[1,2-etanodiil bis(oxi)]bis- 9-octadeceno (68) 0,0005 0,0052
13,454 4-Hidroxi-benzaldehido (78) 0,10 1,11
13,684 £ 0,004  Ester metilico del acido 9-oxo-nonanoico (71) 3,57 39,71
13,830 Ester metilico del acido 10-undecenoic o (72) 0,23 2,56
13,972 1-Pentadeceno (41; n= 12) 0,098 1,09
14,005 Isovalerato de geranilo (75) 10,28 114,35
14,471 3,7,11-trimetil-1-dodecanol (76) 0,34 3,78
14,751 Ester 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiilico del &cido hexadecanoico (59) 0,050 0,56
14,771 £ 0,005  Acido tetradecanoico (44; n= 12) 0,0013 0,0145
14,843 £0,002  1-Hexadeceno (41; n= 13) 0,96 10,68
14,857 +0,010  1-Tridecanol (42; n= 11) 0,29 3,23
15,063 * 0,001 Ftalato de dietilo (83; n=1) 0,24 2,67
15,548 + 0,006  Benzofenona (79) 1,56 17,35
15,602 Ester dibutilico del &cido hexanodioico (81) 0,039 0,43
15,642 + 0,000 Heptadecano (40; n= 14) 0,024 0,27
15,655 £ 0,015  2-Hexil-1-decanol (43; n=5, m=5) 0,37 4,12
15,890 £ 0,008  Ester metilico del acido tetradecanoic (45; n= 12) 0,164 1,82
15,906 Acido pentadecanoico (44; n= 13) 0,22 2,45
16,220 Acido cis-3-octil-oxiranooctanoico (48) 0,045 0,50
16,338 £ 0,010  1-Hexadecanol (42; n= 14) 0,32 3,56
16,348 £ 0,022  1-Eicosanol (42; n= 18) 1,80 20,02
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MICELIO
Tr (min.) mg ppm (mg x kg™)
16,418 Octadecano (40; n= 15) 0,20 2,22
16,501 Ester (Z)-eicosilico del &cido 9-hexadecenoico (65; n= 5) 0,14 1,56
16,509 Ester metilico del acido 2-octilciclopropanododecanoico (49) 0,63 7,01
16,538 Acido 9-hexadecenoico (46; n= 5, m=7) 1,01 11,23
16,604 £ 0,020  Ester metilico del acido pentadecanoico (45; n= 13) 2,89 32,15
16,711 6,10,14-trimetil- 2-pentadecanona (77) 1,43 15,91
17,008 £ 0,001  Ftalato de bis(2-metilpropilo) (84; n=1) 1,18 13,13
17,160 £ 0,015  Ester metilico del acido (Z)-9-Hexadecenoico (47; n=5, m=7) 34,40 382,66
17,273 £ 0,006  Ester metilico del acido 14-metil-pentadecanoico (56) 15,00 166,85
17,289 + 0,019  Ester metilico del 4cido hexadecanoico (45; n= 14) 169,38 1884,09
17,653 £ 0,009  Ftalato de dibutilo (83; n=3) 20,15 224,14
17,928 £ 0,020  Ester metilico del acido heptadecanoico (45; n= 15) 0,87 9,68
18,352 Ester etilico del acido 13-formiltridecanoico (73) 0,099 1,10
18,360 + 0,008  9-Octadecenamida (51) 0,86 9,57
18,385 £ 0,004  Ester metilico del acido 11-octadecenoico (47; n=5, m=9) 26,18 291,21
18,389 Trioleina (58) 0,26 2,89
18,394 £ 0,009  Ester metilico del acido 8,11-octadecadienoico (52; n= 5, m= 6) 9,06 100,78
18,550 £ 0,028  Ester metilico del 4cido octadecanoico (45; n= 16) 5,46 60,73
18,558 Ester metilico del acido 16-metil-heptadecanoico (57) 1,04 11,57
18,811 Ester 2-hidroxi-1-(hidroximetil)-etilico del acido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (62) 0,064 0,71
18,962 Acido eicosanoico (44; n= 18) 2,78 30,92
19,048 £ 0,058  Ester 2-(octadeciloxi) etilico del acido hexadecanoico (70) 0,12 1,33
19,542 Ester metilico del acido 7,10,13-eicosatrienoico (54) 12,60 140,16
19,748 £ 0,005  Tricosano (40; n= 20) 0,53 5,90
19,793 £ 0,024  Ester (Z,Z)-9-octadecenilico del &cido 9-Hexadecenoico (64; n= 5) 1,00 11,12
19,796 Ester (Z)-9-octadecenilico del acido (Z)-9-octadecenoico (64; n= 7) 0,0040 0,0445
19,814 £ 0,004  Acido (Z)-13-docosenoico (erucico) (46; n=7, m=11) 0,93 10,34
19,8175 + 0,001  Ester eicosilico del acido (Z)-9-octadecenoico (oleico) (65; n= 7) 5,84 64,96
20,205 Ester metilico del acido 6,9,12,15-docosatetraenoico (55) 7,73 85,98
20,413 Ftalato de bis(4-metilpentilo) (84; n= 3) 0,14 1,56
20,724 Ester metilico del acido cis-(2-fenil-1,3-dioxolan-4-il)-9-octadecenoico (60) 0,38 423
21,454 Ester etilico del acido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (linoleico) (53) 6,18 68,74
21,820 Pentacosano (40; n= 22) 2,86 31,81
22,143 Ester 2,3-dihidroxipropilico del &cido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (63) 4,40 48,94
22,244 Ester metilico del acido docosanoico (45; n= 20) 0,46 512
22,486 1-Docosanol (42; n= 20) 2,28 25,36
22,648 £ 0,003  Ftalato de bis(2-etilhexilo) (85) 0,99 11,01
22,746 +0,013  Ftalato de dihexilo (83; n=5) 0,86 9,57
25,823 Ester metilico del acido tetracosanoico (45; n= 22) 1,14 12,68
26,389 + 00,0226  Ftalato de dioctilo (83; n=7) 3,34 37,15
Volatiles 369,29 4107,74
No volatiles 14434,71 160564,12
Totales 14804,00 164671,86

Tabla Ill-2. Componentes volatiles identificados y cuantificados en el micelio de
Penicillium roqueforti.
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Obsérvese como las series homodlogas de los componentes voldtiles identificados se
comportan de forma lineal en los graficos que resultan de representar el tamafio de la cadena

hidrocarbonada (N° de C) frente al logaritmo del tiempo de retenciéon (log Tr) (Figuras III-25 a

I11-29).
n-Alcanos de Penicillium roqueforti
8 20 % — ¢
% O T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1,082 1,089 1,122 1,146 1,172 1,194 1,215 1,23 1,24 1,263 1,278 1,296 1,312 1,339 1,366 1,399
Log tr

Figura 111-25. Comportamiento en CG de los n-alcanos de Penicillium roqueforti (40; n=
9, 11-12, 14-15, 17-20, 22-24) y patrones comerciales (40; n= 10, 13, 16 y 21).
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Figura Il1I-26. Comportamiento en CG de los 1-alquenos de Penicillium roqueforti (41; n=
12-13) y el patron comercial 1-octadeceno (41; n= 15).
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Figura I1I-27. Comportamiento en CG de los 1-alcanoles de Penicillium roqueforti (42; n=
10-11, 14, 18 y 20). La posicion cromatografica del 1-eicosanol (42; n= 18) se comprobd
por inyeccion de una muestra comercial del mismo.
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AGs saturados lineales
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Figura IlI-28. Comportamiento en CG de los acidos grasos saturados de cadena lineal
identificados en Penicillium roqueforti (44; n= 12-13 y 18) y el acido estearico comercial
(44; n= 16).
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Figura IlI-29. Comportamiento en CG de los ésteres metilicos de los acidos grasos
saturados de cadena lineal encontrados en Penicillium roqueforti (45; n= 12-16, 20 y 22)
y varios patrones comerciales (45; n= 8-11, 17-18).

llI-3.3.1.1. Presencia de ésteres metilicos de acidos grasos ramificados en el
micelio

Los é4cidos grasos metilramificados estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza
(Duncan y col., 1974; Perry y col., 1979; Seyama y col., 1983; Thiel y col., 1999; Carballeira y
col., 2001; Nechev y col., 2002). Ahora se sabe que se forman por incorporacion selectiva del
metilmalonil-CoA por el enzima “4cido-graso-sintetasa” (Seyama y col., 1983) y que este paso
biogenético es caracteristico de bacterias que producen relativamente altas concentraciones de

estos dcidos grasos iso- y anteiso-metilramificados, los cuales son, por tanto, aceptados como

marcadores moleculares de la materia orgdnica de origen bacteriano (Leo y Parker, 1966; Cooper



Capitulo Il 131

y Blumer, 1968, Cranwell, 1973; 1974; Grimalt y Albaigés, 1990; Kaneda, 1991; Carballeira y
col., 2001). Es por ello que la identificacion en P. roqueforti de los ésteres metilicos de los acidos
14-metilpentadecanoico (56) y 16-metilheptadecanoico (57) - dos derivados de dcidos grasos iso-
metilramificados -, es un indicio de la presencia de bacterias del genero Mycobacterium
asociadas a este hongo (Lambert y col., 1986; Chou y col., 1996, Carballeira y col., 2001; Nechev
y col.,, 2002). Aparte de su identificaciéon por la huella dactilar en GC-MS, las iso-
metilsustituciones propuestas en 56 y 57 se confirmaron por los fragmentos relativamente intensos
que se observan en GC-MS para M*-43 (m/ z 227 y 255 respectivamente) junto a la disminucién

de las intensidades de los fragmentos M*™-29 (m/ z 241 y 269 respectivamente) (Anderson, 1978).

llI-3.3.1.2. Presencia de ftalatos de dialquilo en el micelio

El ftalato de bis-(2-etilhexilo) (85) se ha propuesto anteriormente como un auténtico
metabolito en el hongo Penicillium olsonii (Amade y col., 1994). Sin embargo, esta sustancia,
conocida tanto por las siglas internacionales DEHP {di(2-ethylhexyl)phthalate} como DOP
(dioctylphthalate) se usa ampliamente como plasticida del PMMA {poly(methyl methacrylate)}
y el PVC {poly(vinyl chloride)}. Esta sustancia emigra de los materiales pldsticos y se introduce
en los fluidos bioldgicos donde se bioacumula con el paso del tiempo, fendmeno que ha
provocado incluso problemas de salud en seres humanos que han estado expuestos a diversos
materiales plasticos (Freemantle, 2004). Es por ello que la identificacion de las sustancias 83-8S,
tanto en el caldo de cultivo como en el micelio de P. roqueforti plantea dudas sobre su origen
debido a que el cultivo masivo se realizd, precisamente, en recipientes de plastico (ver parte

experimental).
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l1I-3.3.2. Componentes no volatiles identificados y cuantificados en el micelio de P.
roqueforti

El material “no volatil” obtenido a partir del micelio fue fraccionado y analizado por
espectroscopia (fundamentalmente RMN) lo que ha llevado a deducir que estd constituida sélo
por alcanos de alto peso molecular (40; 1,29 %), ceras con estructura molecular del tipo 64-67
(0,37 %), ceras esteroidales insaturadas (1,11 %), ceras de otros tipos (2,73 %), ftalatos de alquilo
de alto peso molecular (3,15 %), triglicéridos insaturados (trioleina 58 y otros; 2,56 %), per6xido
del ergosterol (86; 12,63 %), 9(11)-dehidroperéxido del ergosterol (87; 2,15 %), 4-
hidroxibenzaldehido (78; 0,92 %), fosfo- y glicolipidos no identificados (0,31 %) y compuestos
polihidroxilicos - manitol 89 y la hexosa 92 - (72,78 %). Obsérvese que algunos de estos
compuestos fueron descritos en el apartado anterior por haber sido detectados también como
componentes volatiles.

Entre estos componentes lipidicos no volatiles se pudieron purificar y caracterizar sélo las
sustancias mayoritarias, a saber: trioleina (58), peroxido del ergosterol (86) y 9(11)-
dehidroperéxido del ergosterol (87). Entre los componentes aromdticos monociclicos de la ruta
del 4cido shikimico se pudo purificar y caracterizar el 4-hidroxibenzaldehido (78). Entre los
componentes del metabolismo primario se identificaron el manitol (89) y una hexosa (92).

La trioleina (58) se aislo pura a partir de la fraccion menos polar del extracto del micelio
como un aceite amarillento. En su espectro de IR se observan bandas a 3029,48; 3006,99 y
1653,08 (CH=CH); a 1738,68 (C=0) y a 1232,81 (C-O) y en su espectro de masas (Figura III-30)

se observan fragmentaciones tipicas de un trioleato de alquilo.
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Figura llI-30. Fragmentaciones que presenta en espectrometria de masas el triglicérido
trioleina.

En su espectro de "H-RMN se observan seis protones oleffnicos a & 5,34; cinco protones
geminales a oxigeno a 6 5,27 (1H, dd, J=4,3 Hz; J= 5,9 Hz); 4,30 (2H, dd, J=4,3 Hz; J= 11,9 Hz)
y 4,14 (2H, dd, J= 5,9 Hz; J= 11,9 Hz); seis hidrégenos en alfa a carbonilo a & 2,30; doce
hidrégenos alilicos a & 2,01; seis hidrégenos en beta a carbonilo a & 1,61; sesenta hidrogenos de
metilenos de cadenas hidrocarbonadas lineales a 6 1,27; y nueve hidrégenos de los metilos
terminales a & 0,89.

En su espectro de *C-RMN se observan tres sefiales correspondientes a carbonilos de
ésteres a 0 173,73; 173,132 y 172,723; senales tipicas de dobles enlaces a 6 129,892 y 129,592;
carbonos enlazados a oxigeno a & 68,810 y 62.006; y catorce sefiales tipicas de metilenos y

metilos a 6 34,092- 14,018.
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Finalmente, los espectros de correlacién 'H-'H (COSY, TOCSY y NOESY) son

consistentes con la estructura asignada a este metabolito (Figura III-31).
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Figura Il-31. Correlaciones 'H-'H observadas en los espectros en dos dimensiones del
triglicérido trioleina.

Otra sustancia que se pudo aislar y caracterizar espectroscOpicamente es el 5o.,8a-
epidioxiergosta-6,22-dien-3f3-ol, a la que se denomina usualmente como perdéxido del ergosterol

(86). El producto, que cristaliza a partir de metanol, posee un punto de fusién de 178- 180 °C y

una rotacion optica especifica de -25°. Su espectro de masas de alta resolucién muestra un pico
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correspondiente al i6n molecular a m/ z 428,32890 (C,3H4403). En este espectro se observan,
ademds de la ruptura tipica de la cadena lateral del ergosterol (m/ z 303,19601), pérdidas de agua
(m/ z 410,31140) y de oxigeno (m/ z 396,33612). Esta tltima fragmentacién tiene una intensidad
del 33,6 % del pico base en el espectro de masas, hecho que confirma la existencia de un puente
peroxidico. En el espectro IR aparece una sefial estrecha a 3618,18 cm™ y otra ancha entre
3600,00 y 3200,00 cm™ correspondientes a un grupo hidroxilo (libre y asociado respectivamente)
y una banda a 973,53 cm’' caracteristica de un doble enlace trans en C-22 (Gonzalez y col., 1983).

El espectro de "H-RMN muestra dos multipletes en 6 5,12 y 5,08 caracteristicos de un
doble enlace en posicion 22 sobre la cadena lateral del ergosterol, asi como un sistema AB
centrado en d 6,33 (34 6,46 y 05 6,20 con Jog= 8,40 Hz) caracteristico de un puente endoperéxido
entre los carbonos 5 y 8 de los ergoesteroides. Dicho puente de oxigeno se confirma en el espectro
de *C-RMN (Tabla III-3) con las sefiales a & 82,135 y 79,406 asignadas a los carbonos 5y 8
respectivamente. Obsérvese que el resto de las sefiales desplazadas en los espectros de protén y de

carbono (Tabla III-3) son consistentes con la estercoestructura 86.

Figura IlI-32. 50, 8a-Epidioxiergosta-6,22-dien-33-ol (Peroxido del ergosterol).
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c 5 (°C) 5 ('H)

18 12,859 0,771 (3H, s)

28 17,547 0,863 (3H, d, J= 6,8 Hz)
19 18,163 0,839 (3H, s)

21 19,624 0,954 (3H, d, J= 6,4 Hz)
26 19,932 0,772 (3H, d, J= 6,8 Hz)
27 20,617 0,788 (3H, d, J= 6,4 Hz)
11 20,866

15 23,389

4 28,630

16 29,686

2 30,106

25 33,053

1 34,683 1,0- 2,2 (20 H, m)

10 36,956

12 39,335

20 39,712

24 42,760

13 44,550

9 51,081

14 51,671

17 56,195

3 66,465 3,93 (m, 1H)

8 79,406

5 82,135

7 130,733 6,46 (1H, d, J= 8,40 Hz), sist. AB
23 132,295 5,12 (1H, m)

22 135,183 5,08 (1H, m)

6 135,390 6,20 (1H, d, J= 8,40 Hz), sist. AB

Tabla llI-3. Espectros ("*C-RMN y 'H-RMN, CDCls, 400 MHz) del peréxido del ergosterol

(86).

Por otra parte, en el espectro DEPT se desplazan sefiales positivas para 6 CH;, 7 CH y 4

C=CH, asi como negativas para 7 CH,.

En el espectro 'H-'"H-COSY se observa correlacién entre los protones oleffnicos que

conforman el sistema AB a 8 6,20 y 6,46; asi como entre los protones olefinicos en C-22 y C-23 y

los metinos alilicos sobre C-20 (3 1,99) y C-24 (5 1,82).

En el espectro HSQC se observa correlacion entre los dos protones olefinicos centrados en

06,20y 6,46 y los dos carbonos olefinicos directamente enlazados a ellos y que desplazan sefiales

en & 135,390 y 130,733; osea, el H sobre C-6 y el propio C-6 por un lado y el H sobre C-7 con el
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propio C-7 por otro. También se observa correlacion entre los dos protones olefinicos centrados
en & 5,08 y 5,12 y los dos carbonos olefinicos directamente enlazados a ellos que desplazan
sefiales en 6 135,183 y 132,295; o sea, el H sobre C-22 y el propio C-22 por un lado y el H sobre
C-23 y el propio C-23 por otro. El resto de las correlaciones carbono-protén que se observan en
este espectro son consistentes con las asignaciones propuestas en la Tabla III-3.

En el espectro HMBC se observa correlacion entre los dos protones olefinicos en C-7 (8
6,46) y C-6 (6,20) y los dos carbonos puente del endoperéxido (C-5 a 6 82,135 y C-8 a 6 79,406).
También entre los dos protones olefinicos en C-22 (& 5,08) y C-23 (6 5,12) y los carbonos
vecinales C-20 (6 39,712) y C-24 (8 42,760) respectivamente.

Otra sustancia, que no se pudo aislar en su forma pura, se presenta mezclada con el
anteriormente descrito peréxido del ergosterol (86) conformando con él un sélido blanco con p.f.=
171-176 °C y [oc]D20= -9,7 (CHCl;, ¢ 1,2). En el espectro IR aparece una sefial ancha entre 3600 y
3200 cm’ correspondiente a grupos hidroxilo y su espectro de masas muestra un pico
correspondiente al ién molecular a 428,32761 (4,7 %, C,3H4403), acompaiiado de otra sefial a
426,31196 (1,5 %, CysH4,03). En este espectro se observan ademds las rupturas tipicas de la
cadena lateral del ergosterol (M-CoH;7 a m/ z 303,19458 y 301,17893), la pérdida de oxigeno (M-
0, am/ z396,33778 y 394,32213) y de agua (M-H,O a m/ z 410,31703 y 408,30139).

El espectro de "H-RMN muestra un multiplete en o 5,2 caracteristico de un doble enlace
en posicion 22 sobre la cadena lateral del ergosterol y dos sistemas AB superpuestos y centrados

en O 6,41 y 6,48 respectivamente con J= 8,7 Hz para ambos.
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87

Figura IlI-33. 5a, 8a-Epidioxiergosta-6, 9(11), 22-trien-33-ol [9(11)-Dehidroperdxido del
ergosterol).

Después de consultar la bibliografia se ha identificado este material como una mezcla del
perdxido del ergosterol y su 9(11)-dehidroderivado (Fisch y col., 1973). La relacién cuantitativa
de estos productos en nuestra mezcla se obtuvo por integracién de los protones olefinicos del
sistema AB en el espectro de RMN (400 MHz), resultando que se trata de una mezcla de peréxido

del ergosterol (86) (79 %) y 9(11)-dehidroperdxido del ergosterol (87) (21 %).

Figura IlI-34. Integracion de las senales correspondientes a los hidrégenos Ce-H y C7-H
en el espectro de una mezcla de los endoperéxidos 86 (79 %) y 87 (21 %) a 400 MHz.
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Esta relacion cuantitativa se confirmé por el método de las rotaciones Opticas. Segin éste,
se ha construido un grafico representando los valores experimentales de la rotacién 6ptica de la
mezcla frente al porcentaje de per6xido de ergosterol. Al entrar en esta grafica los datos de la
rotacién optica aportados por Fisch y col. (1973) por un lado y Mediavilla (1984) por otro (Tabla

II1-4) se observé una relacion lineal entre el valor de [a]p y el porcentaje de perdxido de

ergosterol:

% Perdxido ergosterol= 70 — 0,91 x [a]p
Mezcla 0: 100 {9(11)-dehidroperoéxido del ergosterol puro} + 80,0
Nuestra mezcla (fraccién Prm-L-2-b-1) -9,7
Mezcla 81,5: 18,5 (Mediavilla, 1984) -12,5
Mezcla 84: 16 (Fisch y col., 1973) -14,2
Mezcla 100: 0 (Perdxido de ergosterol puro) -32,9

Tabla IlI-4. Rotacién éptica descrita para mezclas de peréxido del ergosterol (86) y el
9(11)-dehidroperéxido del ergosterol (87).

Al entrar en esta ecuacioén el valor de la rotacion Optica obtenida para este material
([a]lp™= -9.7) resulté un valor para el % de peréxido del ergosterol de 78,8; dato que
consideramos consistente con el 79,0 % obtenido por integracién del espectro de 'H-RMN.
Finalmente, resaltar que en el espectro de *C-RMN de esta mezcla pueden observarse las
pequefias sefiales de los seis carbonos olefinicos del 9(11)-dehidroperdxido del ergosterol, siendo
relevantes las sefiales asignadas para el carbono 9 a & 130,970 (& 51,081 en el peréxido del
ergosterol) y el carbono 11 a & 125,000 (o 20,866 en el peréxido del ergosterol). También el
espectro de "H-RMN de esta mezcla muestra una sefial a § 5,48 (0,21 H, m) que hemos asignado
al protén vinilico sobre el carbono 11.

Por otra parte, el 4-hidroxibenzaldehido (78) se obtuvo puro por cristalizacién a partir de

metanol (p.f.= 121- 122 °C). Su estructura se elucid6é a partir de sus datos espectroscpicos,
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fundamentalmente la espectroscopia de RMN (Tabla III-5), la cual delata a un sistema aromatico
monociclico p-disustituido mediante las sefiales caracteristicas de un sistema AB producido por el
acoplamiento de los protones aromadticos en orto. En el espectro IR se aprecian bandas a 3590,81
cm” (-OH libre); 3338,71 cm™ (-OH asociado); 3002,84 cm™ (Ar-H) y 1687,99 cm™ (C=0
conjugado con anillo aromadtico); y, finalmente, en el espectro de masas se detecta el i6n
molecular a m/ z= 106,0794. Todos estos datos son consistentes con la estructura asignada (78).
Por otra parte, las asignaciones del espectro de '*C (Tabla III-5) se apoyaron en el espectro 'H-
BC-COSY, en el que se aprecia correlacién entre la sefial a & 132,195 (C, y Cq) de la proyeccién
de carbono y la sefial a 6 7,812 (C,-H y C¢-H) de la proyeccién de protén por un lado y entre la
sefial a 0 115,556 (C5 y Cs) de la proyeccion de carbono y la sefial a 6 6,948 (C5-H y Cs-H) de la
proyeccién de proton por otro. Ademds, todos los espectros de correlacion protén-protén (COSY,
TOCSY y NOESY) demuestran proximidad estructural entre los protones aromaticos (C,-H>C;-

H y Cs-H>Cs-H), lo que nos confirma que, en efecto, se encuentran en disposicién “orto”.

@] H
7
1
6 2
5 3
4
OH
78

Figura IlI-35. 4-Hidroxibenzaldehido

c 5 (**C), CDCly/ DOCD; 5 ('H), CDCl;

1 128,299 7,812 (2H, d, J= 8,541 Hz)
2y6 132,195 6,949 (2H, d, J= 8,541 Hz)
3y5 115,556

4 163,226 9,881 (1H, s)

7 191,584 5,522 (1H, s, -OH)

Tabla llI-5. Espectros de *C-RMN y 'H-RMN del 4-hidroxibenzaldehido (300 MHz).
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Esta sustancia, si bien es la primera vez que se la describe en hongos, estd
estructuralmente relacionada con otros metabolitos previamente conocidos en este tipo de
organismos e implicados en la ruta del dcido shikimico, como la oxima del 2-(4-hidroxifenil)-2-
oxacetaldehido (88; Figura III-36), metabolito aislado previamente de Penicillium olsonii (Amade

y col., 1994).

NH, CO,H
CO,H CO,H |

Etapas - NH3

----- > — >

OH

OH
Tirosina - CH3COoH
\ -COo, - NH3
0]

0
0
H H
[ ox]
%
OH
OH

OH
78

-Ho0
+ HoNOH

0\5\\1«(’“
OH

88

Figura IlI-36. Ruta del acido shikimico produciendo las alomonas 78 (en nuestra cepa
de Penicillium roqueforti) y 88 (en una cepa de Penicillium olsonii).



Capitulo Il 142

Este resultado plantea dudas sobre su origen biogenético en la esponja marina Isodictya
erinacea, a partir de la cual ha sido aislado, asigndndosele un papel de alomona dado que repele al
mayor depredador de esponjas presente en su habitat, la estrella marina Perknaster fuscus (Moon
y col., 1998). Tras este descubrimiento, adquiere importancia la idea de que podria ser producida
por algin hongo simbionte que habita sobre la mencionada esponja. Apoyando esta idea estd el
hecho de que otras alomonas de naturaleza fendlica hayan sido identificadas entre los
componentes volatiles de otras esponjas (Nechev y col., 2002), ostras (Chung y col., 2001) y algas
(Kamenarska y col., 2000).

En la fraccién més polar se identificaron los compuestos polihidroxilicos 89 y 92. Asi, del
espectro de 'H-RMN de la misma, disuelta en DOCD;, se deduce la estructura de un
monosacarido en su forma de a-piranosa {6 5,10 (1H, d, J= 3,6 Hz, CH anomérico); 3,83- 3,21
(9H, m, OH, NH, CH+CH, geminales a oxigeno u otro heterodtomo)}. La posicién del protén
anomérico - el protén sobre C-1- en el espectro de '"H-NMR aparece en todas las piranosas a
campos magnéticos relativamente bajos (3 4,42- 5,42) debido a que el carbono al cual estad unido,
C-1, estd enlazado a dos dtomos de oxigeno electrén atrayentes (Van der Veen, 1963). Por otra
parte, segin la bibliografia (Van der Veen, 1963), los protones anoméricos de los isémeros o
(aquellos en los que el hidroxilo del carbono anomérico es o) resuenan, cuando las muestras se
disuelven en D,O, a & 5,22 £ 0,01 (en DOCD; aparecerian a o alin mads bajos) y muestran
constantes de acoplamiento J;,= 3,2 + 0,5 Hz, caracteristicas de acoplamientos axial-ecuatorial.
Por otra parte, también se sabe que la sustituciéon del grupo hidroxilo en C-2 por un grupo -
NH;*CI" 0 un grupo -NHCOCH; tiene un marcado efecto sobre el desplazamiento quimico del
proton anomérico adyacente (Van der Veen, 1963). Ademds, en la mayor parte de los
monosacaridos en que es posible la mutarrotacion, la resonancia del protén anomérico del isémero
-B es mas intensa que la del isémero -a, con la excepcion, precisamente, de la N-acetil
glucosamina, que desplaza s6lo una sefial achacable al protén anomérico del isémero -a. (6 5,19;

J12,= 2,7 Hz en D,0), habiéndose justificado mediante la hipétesis de un puente de hidrégeno O-
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H N entre el hidroxilo axial y el NHCOCH; ecuatorial de la forma -o. (Van der Veen, 1963). El
espectro de *C-RMN también es consistente con dicha deduccién (5 94,897 para el carbono
anomérico y 74,383- 54,716 para los otros cinco carbonos), y es consistente con los datos
previamente publicados para la glucosamina y sus derivados (Bock y Pedersen, 1974).
Mediante un andlisis de esta fraccion por HPLC con una columna Shodex OH Pak SB806
HQ termostatada a 30 °C (agua con un 0,05 % de NaN; como eluyente a un flujo de 1,0 ml/ min. y
un detector de indice de refraccion), después de filtrarla a través de un cartucho Sep-Pak C;g de
Waters se dedujo que estd constituida por dos componentes, uno minoritario (30,63 %) cuyo
tiempo de retencion coincide con el del D-(-)-manitol (Tr= 11,481) y otro mayoritario (69,11 %)
cuyo tiempo de retencion (Tr= 12,711) se aproximé al de muestras auténticas de monosacéridos
comerciales como D-(+)-glucosa (Tr= 11,481) o D-(+)-Manosa (Tr= 11,188). Un estudio més
detallado de los espectros de 'H-RMN y "C-RMN confirmé las deducciones anteriores
observandose el espectro de la sustancia minoritaria {coincidente con el de una muestra auténtica
del D-(-)-manitol} (Tabla III-6) superpuesto al de una hexosa en su forma de piranosa. Es por ello
que le hemos asignado la estructura de D-(-)-manitol (89) a dicho metabolito minoritario (Tabla
I11-6).
' CH,OH
HO=C=H
H03§<H
H—C—OH
H=C—=OH
sCH,OH

89

Figura IlI-37. D-(-)-Manitol
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[ 5 (**C), DOCD; 5 ("H), DOCD;
1y6 128,299
2y5 132,195 3,82752 — 3,59146 (8H)
3y4 115,556 2,15096 (0,7H)

Tabla IlI-6. Espectros de *C-RMN y 'H-RMN del D-(-)-Manitol (89) (300 MHz).

Una comparacién de los espectros de "H-RMN y *C-RMN de la piranosa desconocida - es
el componente mayoritario - con los de la a-D-(+)-glucosa, el clorhidrato de la a-D-(+)-
glucosamina y la sal sddica de la a-D-(+)-glucosamina 2-sulfato (Tabla III-7) indica que se
diferencia de estas piranosas, fundamentalmente, en la posicién de algunas sefiales, como la
correspondiente al carbono anomérico (a & 94,897) y el protén sobre C-2 que se desplaza en
forma de un doble doblete a 6 3,4685 (J;,= 3,6 Hz; J,5= 9,8 Hz). En este sentido, tanto el
espectro 'H-'"H-COSY como el TOCSY y el NOESY muestran una clara correlacién entre el
protén anomérico a o 5,0998 y el mencionado doble doblete a & 3,4685. Ello permite asignar esta
sefial al protén unido al carbono 2 del anillo de piranosa, el cual, por otro lado, se acopla con el
protén enlazado al carbono 3 con una constante de acoplamiento tipicamente trans-diaxial de J, 3=
9,8 Hz. Una constante de acoplamiento J; , de 3,6 Hz indica, por otro lado, que estamos ante una
glucopiranosa de la serie -o (Walker y col., 1978) y un desplazamiento quimico del protén
anomérico a o 5,0998 es consistente, segun la bibliografia (Hall y col., 1983), con una estructura
de glucosamina N-fosforilada. Por cromatografia en columna —baja presion, fase reversa- se pudo
acceder a una muestra cristalina de este componente. Un espectro de masas de alta resolucion
consistente con la férmula C¢H;OgNP y los datos de RMN (Tabla I1I-7) son consistentes con los
descritos en la bibliografia para un 2-deoxy, 2-amino azicar descrito en la bibliografia para el
micelio de Penicillium notatum, y cuya estructura quedd sin elucidar (Applegarth, 1966).

Apoyando esto resultdé que el andlisis quimico de la pared celular de Penicillium roquefortii
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resulté muy similar al de Penicillium notatum, encontrandose en la misma tanto fosfato como
hexosaminas (Applegarth y Bozoian, 1968). Por otra parte, y en consistencia con estos datos
bibliograficos, un ensayo positivo con molibdato del producto separado por cromatografia en
columna indica que, en efecto, se trata de un éster del 4cido fosférico (Hanes y Isherwood, 1949;
Harris y Turvey, 1970a,b; Inoue y Nagasawa, 1973; Yoza y col., 1977; Tsuhako y col., 1980;
Mulloy y col., 1994; Ojala y col., 1995; Yates y col., 1995).

Para abundar més en esta deduccién, comentar que, asi como la O-sulfatacién de hexosas
produce desplazamientos paramagnéticos del protén geminal al grupo O-sulfato de 0,7- 0,8 ppm
(Inoue y Nagasawa, 1973; Kamerling y col., 1988) y la N-sulfatacién de hexosaminas provoca
desplazamientos paramagnéticos de 0,47- 0,57 ppm para el H geminal al grupo N-sulfato (Lloyd y
col., 1964; Inoue y Nagasawa, 1973), es l6gico que la O-fosfatacion genere desplazamientos
paramagnéticos ain mayores en dicho protén geminal al O-fosfato, > 0,70 - 0,80 ppm, y la N-
fosfatacion de la glucosamina los genere > 0,47- 0,57, como el valor aqui observado, de 0,84 ppm
(0,46 ppm respecto al clorhidrato de la glucosamina) (Tabla III-7). Todo apunta en la direccién de
que nuestra sustancia es la 2-deoxi-2-fosfoamino-a-D-glucopyranosa (92) (Figura III-40), la

estructura que proponemos en este trabajo para este metabolito.

Figura IlI-38. Sal sédica de 2-deoxi-2-sulfoamino-a-D-glucopyranosa.
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91a

91b

Figura IlI-39. Epimerizacion de la a-D-glucosamina-1-fosfato.

COSY, TOCSYyNOESY

Ji5=36Hz(519

1
Jo3 =9,8 Hz (1779

Figura I1I-40. 2-Deoxi-2-fosfamino-a-D-glucopiranosa (estructura asignada a la hexosa
ciclica aislada de P. roqueforti).
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Carbono C-RMN de C-RMN del SC-RMN de la C-RMN de la
la a-D- clorhidrato de la sal sddica de hexosa
glucosa a-D-glucosamina la o-D- aislada
(DOCDs) (DOCD,) glucosamina (DOCD,)
2(N)-sulfato
(DOCD»)
1 93,976 90,822 93,082 94,897
2 72,973 56,232 59,914 54,716
3 74,879 71,731 72,779 71,801
4 71,885 71,466 72,319 73,107
5 73,880 73,317 73,756 74,383
6 62,771 62,189 62,823 62,469
Proton "H-RMN de la "H-RMN del 'H-RMN de la 'H-RMN dela 'H-RMN de la
a-D-glucosa clorhidrato dela  sal sédica de o-D- hexosa
o-D-glucosamina la o-D- glucosamina aislada
glucosamina 1-fosfato
2(N)-sulfato
C+-H 5,0967 (1H,d, 5,2816 (1H,d, J= 5,3735 (1H,d, 5,6457 (1H,dd, 5,0998 (1H, d,
J= 3,7 H2) 3,6 Hz) J= 3,3 Hz) J= 38,3 Hz; J= J= 3,6 Hz)
7,0 Hz)
Cs-H, 3,79396- 3,80364- 3,70133 3,79947- 3,8444- 3,7581 3,82106-
Cs-H, 3,66530 (4H, (4H, m) 3,56384 (4H, m) (4H, m) 3,56785 (4H,
Ce-H m) m)
C,H 3,36604- 3,37146- 3,26863 3,39564- 3,4115- 3,2746 3,34062-
3,32151 (2H, (1H) 3,36535 (1H) (1H) 3,22075 (1H)
incluye al
Ca-H)
C,-H 3,0129 3,1808 3,1063 3,4685
(1H, dd, J=3,6 Hz; (1H, dd, J=3,3 (1H, ddd, J= (1H, dd, J= 3,6
J=10,4 Hz) Hz; J= 10,2 Hz) 2,1 Hz;J=3,4 Hz; J= 9,8 Hz;
Hz; J= 10,5 Hz) Jop=0 HZz)
OH, NH 2,15144 2,12821 2,1508 2,1398 2,800
(0,3H, s) (0,5H,s) (1H,s) (0,1 H,s) (0,1 H,s)

Tabla lll-7. Datos de *C-RMN y 'H-RMN de la a-D-glucosa, el clorhidrato de la a-D-
glucosamina, la sal sédica de la a-D-glucosamina 2-sulfato, de la a-D-glucosamina-1-
fosfato y del compuesto polihidroxilico mayoritario de P. roqueforti (DOCD3, 300 MHz).

Obsérvese que la estructura alternativa de 2-O-sulfato-a-D-glucosa ha sido descartada,
fundamentalmente, por la ausencia en el espectro de RMN de la sefial correspondiente al carbono
2, la cual tendria que aparecer a unas 6,39 ppm hacia campos bajos con respecto a la
correspondiente a dicho carbono en la D-(+)-glucosa, osea, a unos 79,3627 ppm (72,9727 +
6,3900) (Archbald y col., 1981). Obsérvese, también, que la estructura alternativa de 2-N-sulfato-
a-D-glucosa  (2-deoxi-2-sulfoamino-a-D-glucopiranosa, 90) ha  sido  descartada,
fundamentalmente, por la ausencia en el espectro de RMN de la sefial correspondiente al carbono

2, la cual tendria que aparecer a unas 3,68 ppm hacia campos bajos con respecto a la

correspondiente a dicho carbono en la D-(+)-glucosamina, osea, a unos 59,914 ppm. En
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consistencia con nuestra asignacion, el desplazamiento quimico que presenta el protén geminal al
grupo fosfamino -NHPOsH (6 3,4685) se encuentra desplazado hacia campos bajos con respecto
al protén geminal al grupo amonio - NH;"Cl" del clorhidrato de la glucosamina (8 3,0129) en
0,4556 ppm, lo cual estd de acuerdo con los saltos que han sido descritos para el hidrogeno en C-2
como consecuencia de la N-fosfatacion de hexosaminas y, al mismo tiempo, en desacuerdo con
los saltos que aparecen descritos en la literatura para el hidrégeno en C-2 como consecuencia de la
O-sulfatacion de hexosaminas, el cual es del orden de 0,6660 ppm (Kamerling y col., 1988).
Desde el punto de vista de la biogénesis, comentar que la glucosamina N-fosfatada (92) es
un metabolito que los hongos biosintetizan mediante fosfotransferasas, justificindose la N-
fosfatacion por la mayor nucleofilia del grupo -NH; que los grupos —OH (Tsuhako y col., 1980).
Segtin la bibliografia, las paredes celulares de Penicillium charlesii G. Smith presentan un
contenido en hidrato de carbono total neutro del 69 %. Los principales polisacaridos presentes son
la quitina y la celulosa. La glucosamina, que comprende el 12 % de la pared celular, estd presente
principalmente como quitina (Bulman y Chittenden, 1976). Encontrar una glucosamina N-
fosfatada es nuevo en la bibliografia, y aporta luz sobre el modo en que la glucosamina se
incorpora a la biogénesis de la quitina: la 2-Deoxi-2-fosfamino-a-D-glucopiranosa (92) se
transpone por sustitucion nucleofilica intramolecular para dar o-D-glucosamina-1-fosfato (91b)
que, a su vez, se epimeriza espontdneamente para dar la -D-glucosamina-1-fosfato (91a) vy,
ambos epimeros, 91a y 91b contienen el grupo saliente adecuado en C-1 para que un hidroxilo en

C-4 pueda atacar nucleofilicamente (SN; — SN») y elabore las uniones 1-4 de la quitina.
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II1-4. Conclusiones

1. Se ha aislado del medio marino una nueva cepa de Penicillium roqueforti.

2. Se ha producido, a escala de laboratorio, la biomasa de Penicillium roqueforti necesaria para su
estudio quimico.

3. La cepa cultivada de P. roqueforti no ha suministrado ni un solo componente quimico volatil
que esté implicado en la ruta biogenética de la PR-toxina {los trazadores quimicos propuestos por
Demyttenaere y col., (2002), Jelen (2002) y Calvert y col., (2002)}, a saber: los hidrocarburos 17
y 26— 36 a pesar de que dichos componentes voldtiles se encuentran en las bases de datos Nist y
Wiley del equipo GC-MS utilizado (Saturn de Varian).

4. La cepa estudiada de P. roqueforti no ha suministrado ni un solo componente quimico no
volatil que esté implicado en la ruta biogenética de la PR-toxina, a saber, los eremofilanos 6- 13.
5. No se ha encontrado indicio alguno de que la cepa estudiada de P. roqueforti produzca
botriodiplodina (24), la micotoxina descrita por Moreau y col. (1982) en una cepa de P. roqueforti
no productora de PR-toxina.

6. Se identificaron en el caldo de cultivo 26 componentes voldtiles pertenecientes a los grupos de
los n-alcanos (40), 1-alcanoles (42), 2-alquil-1-alcanoles (43), dcidos grasos libres - saturados (44)
e insaturados (50) -, amidas de d4cidos grasos (51), ésteres metilicos de 4cidos grasos
poliinsaturados (52), monoglicéridos (61), ceras - ésteres de dcidos y alcoholes grasos (66, 67 y
70) -, alcoholes grasos libres (69), monoterpenos de cadena lineal (74), dipéptidos ciclicos (80) y
ftalatos de dialquilo (82-85).

7. Se identificaron en el micelio 64 componentes volatiles pertenecientes a los grupos de los n-
alcanos (40), 1-alquenos (41), 1-alcanoles (42), 2-alquil-1-alcanoles (43), dcidos grasos libres -
saturados (44, 48) e insaturados (46) -, amidas de acidos grasos (51), ésteres metilicos y etilicos
de 4cidos grasos - saturados (45, 49, 56, 57) e insaturados (47, 52-55) -, triglicéridos insaturados
(58), diglicéridos (589), monoglicéridos - saturados (61) e insaturados (60, 62, 63) -, ceras - ésteres

de 4cidos y alcoholes grasos (64, 65 y 70) -, éteres grasos (68), catabolitos lipidicos (71-73),
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mono-, sesqui- y diterpenos de cadena lineal (75-77), hidrocarburos arométicos de la ruta del
dcido shikimico (78, 79) y ftalatos de dialquilo (81, 83-85).

8. Se identificaron cinco componentes no volétiles, que se describen aqui por primera vez en la
especie P. roqueforti, a saber: peréxido del ergosterol (86), 9(11)-dehidroperdxido del ergosterol
(87), el 4-hidroxi-benzaldehido (78), el D-(-)-manitol (89) y la 2-deoxi-2-fosfamino-a-D-
glucopyranosa (92).

9. Se aporta un modelo que ilumina el modo en que la glucosamina se incorpora a la ruta
biogenética de la quitina.

10. Se ha descubierto una cepa inusual de P. roqueforti que no produce micotoxinas Yy,
paralelamente aporta importantes nutrientes y, por tanto, potencialmente aplicable al campo de la
alimentacion funcional - animal o humana -.

11. Se ha desarrollado un bioproceso para la produccién industrial de Trioleina, Peréxido del
ergosterol (86), 9(11)-dehidro peréxido del ergosterol (87), 4-hidroxibenzaldehido (78), y de la

novedosa 2-deoxi-2-fosfamino-o.-D-glucopyranosa (92).
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lll-5. Experimental

111-5.1. General

La cromatografia en columna en fase normal se realizd sobre gel de silice de la casa
Scharlau de 0,06- 0,2 mm (cabezas cromatograficas) y 0,04- 0,06 mm (adsorbentes en fase
himeda), tanto a media presion (sistema para cromatografia Biichi) como a baja presién (motores
de Fluid Metering Inc. acoplados en serie a columnas de la marca Ace Glass Inc.). La
cromatografia en columna en fase reversa se realizé mediante columnas LiChroprep RP-18 (40-
63 um) integradas en circuitos para cromatografia a baja presion basados en motores de Fluid
Metering Inc.

La filtracién a través de gel (cromatografia de exclusion por tamafio molecular) se realizd
por gravedad a través de Sephadex LH-20 lipofilico, eluyendo con CH,Cl,: Metanol (1: 1).

La cromatografia en capa fina en fase normal se realizé sobre capas de 0,25 mm de
espesor de la marca Tracer Analitica con mezclas de hexano, benceno, acetato de etilo,
cloroformo y metanol en las proporciones que se especifican en cada caso. La cromatografia en
capa fina en fase reversa se realizo sobre capas RP-18F;s4 de 0,25 mm de espesor de la marca
Merck con mezclas de acetonitrilo: metanol: agua (80: 18: 2). En todos los casos, el revelado de
las mismas se realizé por pulverizacion con oleum (4cido sulftrico al 4 %, 4cido acético al 80 % y
agua al 16 %) y calentdndolas a 120 °C durante veinte minutos.

La cromatografia HPLC semipreparativa se realizd bajo las siguientes condiciones:
columna Waters ODS (4,6 x 250 mm, con particulas de 10 um y tamafio de poro de 100 A) para
las separaciones en fase reversa, y una Alltech Econosphere de SiO; (4,6 x 250 mm, con particulas
de 10 pm y tamafio de poro de 100A) para las separaciones en fase normal. Ambas, en un aparato
HPLC semipreparativo compuesto por una bomba isocratica Spectraphysics P100 y un detector
UV Hewlett Packard 1050 de longitud de onda variable. En todos los casos se trabajé a
temperatura ambiente (26 °C).

La cromatografia HPLC analitica se realizé en un aparato Shimadzu, modelo LC-9A, con
un detector UV de la misma marca a 254 nm y un detector de indice de refraccién asociado en
serie. Las condiciones usadas fueron, bien una columna en fase normal con mezclas de n-hexano
y acetato de etilo como eluyente a un flujo de 1,0 ml/ min., bien una columna Shodex OH Pak SB
806 HQ con agua con un 0,05 % de azida s6dica como eluyente, también a un flujo de 1,0 ml/
min.

Las rotaciones pticas especificas se midieron con un aparato Atago, modelo Polax-D.

Los espectros infrarrojos se realizaron en un espectrofotémetro Shimadzu modelo FTIR-
8400S. Como disolvente se utilizd cloroformo para espectroscopia de la casa Merck. Los
espectros realizados en pelicula se obtuvieron con ventanas de cloruro sédico. El calibrado del
aparato se verificé con la banda a 1603 cm™ del poliestireno.

Los espectros ultravioleta-visible se realizaron en un espectrofotémetro Shimadzu, modelo
UV-1203, con etanol al 96 % para espectroscopia de la casa Merck.

Los datos espectroscopicos de RMN fueron proporcionados por aparatos de resonancia
magnética nuclear, del tipo Bruker AC a 250 MHz, otro de tipo Bruker AMX a 300 MHz y
mediante una unidad Varian Inova de 400 MHz. Se utilizé tetrametilsilano como referencia
interna en los espectros de protén y cloroformo deuterado (6 77,0) o metanol deuterado (5 49,0)
de la casa Aldrich para calibrar los espectros de carbono 13.

La espectrometria de masas se realiz6 tanto a baja como a alta resoluciéon mediante las
técnicas de ionizacidén por impacto electrénico (IE) o ionizacién por bombardeo con dtomos
répidos (FAB) a 70 eV en un espectrometro de masas FISONS VG Micromass, modelo VG
Autospec. En el caso de los FAB (modo positivo) se utilizd6 como matriz el alcohol 3-
nitrobencilico.

Los puntos de fusion se realizaron en un aparato Gallenkamp, y estdn sin corregir.
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La cromatografia analitica en fase gaseosa (GC-MS) se realizé en un aparato Saturn de
Varian en las siguientes condiciones: columna CP-Sil 8 Low bleed, temperatura del inyector de
270 °C durante 10 min.; condiciones de split de inicial on, 0,01 min. off y 5 min. on; horno
programado a 50 °C durante 5 min., calentado a 15 °C/ min. hasta 250 °C y mantenido a esta
temperatura durante 10 min. (tiempo total de andlisis de 28,33 min. para cada muestra); flujo de 1
ml/ min.; detector de masas en modo EI (rango de m/ z de 20 a 400). Los factores de respuesta se
obtuvieron con patrones de alcanos (Dr. Ehrenstorfer GmbH Alkanes-Mix 10), ésteres metilicos
de 4cidos grasos (SupelcoTM 37 Component FAME Mix), 1-alquenos (Fluka Chemika) y 1-
alcanoles (Fluka chemika). El resto se asignaron por semejanza estructural con los anteriores. Asi,
a los componentes lipidicos éster 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiilico del dcido hexadecanoico (59),
éster octadecilico del acido hexadecanoico (66), el éster 2-octadeciloxietilico del 4acido
hexadecanoico (70) y el éster (2-pentadecil-1,3-dioxolan-4-il)-metilico del dcido hexadecanoico
(61), se les asigné el factor obtenido experimentalmente para el éster metilico del &cido
hexadecanoico (45; n= 14; 764,117 x 10712 mg/ kcuenta). A los componentes aromaticos
(bencenoides) se asigné el mismo factor que el tetrainsaturado éster metilico del acido 6,9,12,15-
Docosatetraenoico (85) y al dipéptido cyclo-ProlLeu se le asigné el mismo factor que al éster
metilico del 4cido 10-Undecenoico (72) por parecerse en tamafio molecular y nimero de dobles
enlaces.

mg/ kcuenta (x10™)

4-Hidroxi-benzaldehido (78) 911,246
Benzofenona (79) 911,246
Ftalato de bis(2-etilhexilo) (85) 911,246
Ftalato de bis(4-metilpentilo) (84; n= 3) 911,246
Ftalato de bis(2-metilpropilo) (84; n= 1) 911,246
2-Butil-1-octanol (43; n= 3, m= 3) 89,020
Ciclo-ProLeu (80) 192,627
Ester metilico del acido 2-octil-ciclopropanododecanoico (49) 1248,300
Ftalato de dietilo (83; n= 1) 911,246
Ftalato de dibutilo (81) 911,246
Ftalato de dihexilo (83; n=5) 911,246
Ftalato de dioctilo (83; n= 7) 911,246
Docosano (40; n=19) 259,050
Ester metilico del acido docosanoico (45; n= 20) 394,737
1-Docosanol (42; n= 20) 259,050
Ester metilico del acido 6,9,12,15-docosatetraenoico (55) 911,246
Ester metilico del acido (Z)-13-docosenoico (erucico) (46; n=7, m= 11) 246,041
Dodecano (40; n=9) 89,020
1-Dodecanol (42; n=10) 89,020
3,7,11-Trimetil-1-dodecanol (76) 394,737
Eicosano (40; n=17) 117,870
Acido eicosanoico (44; n= 18) 1248,000
1-Eicosanol (42; n= 18) 117,870
Ester metilico del acido 7,10,13-eicosatrienoico (54) 756,191
2-Octadeciloxietanol (69) 394,737
Isovalerato de geranilo (75) 518,916
Heneicosano (40; n= 18) 183,620
Heptacosano (40; n= 24) 579,270
Heptadecano (40; n= 14) 66,340
Ester metilico del acido heptadecanoico (45; n= 15) 269,605
Ester metilico del acido 16-metilheptadecanoico (57) 328,783
Hexacosano (40; n= 23) 551,320
Ester 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiilico del acido tetradecanoico (59) 764,117
Ester metilico del acido hexadecanoico (45; n= 14) 764,117
Ester octadecilico del &cido hexadecanoico (66) 764,117

Ester 2-(octadeciloxi) etilico del 4cido hexadecanoico (70) 764,117
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mg/ kcuenta (x10™)

Ester (2-pentadecil-1,3-dioxolan-4-il) metilico del &cido hexadecanoico (61) 764,117
1-Hexadeceno (41; n=13) 328,783
Acido 9-hexadecenoico (46; n= 5, m=7) 518,916
Ester metilico del acido (Z)-9-hexadecenoico (47; n= 5, m=7) 518,916
Ester tetradecilico del 4cido (Z2)-9-hexadecenoico (65; n= 5) 518,916
1-Hexadecanol (42; n= 14) 69,390
Ester dibutilico del acido hexanedioico (81) 94,737
Ester mono(2-etilhexilico) del acido hexanedioico (82) 394,740
2-Hexil-1-decanol (43; n= 5, m=5) 69,390
2-Hexyl-1-octanol (43; n= 3, m= 5) 9,940
Ester metilico del acido 9-oxo-nonanoico (71) 394,737
Ester 2,3-dihidroxipropilico del acido (Z,2)-9,12-octadecadienoico (63) 518,916
Ester etilico del acido (Z,2)-9,12-eicosadienoico (/inoleico) (53) 518,916
Ester metilico del acido 7,10-octadecadienoico (52; n= 6, m=5) 518,916
Ester metilico del acido 8,11-octadecadienoico (52; n= 5, m= 6) 518,916
Octadecano (40; n= 15) 80,840
Ester metilico del &cido octadecanoico (45; n= 16) 497,985
9-Octadecenamida (51) 328,783
1,17-[1,2-etanodiilbis(oxi)]-(Z,Z)-bis-9-octadeceno (68) 328,783
Acido (E)-9-octadecenoico (50) 82,220
Ester metilico del acido 11-octadecenoico (47; n= 5, m=9) 192,627
Ester (2-fenil-1,3-dioxolan-4-il) metilico del acido (Z)-9-octadecenoico (60) 328,783
Ester (Z,Z)-9-octadecenilico del acido 9-octadecenoico (64) 328,783
Ester eicosilico del acido (Z)-9-octadecenoico (65; n= 7) 518,916
(E)- 3,7-dimetil-2,6-Octadienal (74) 518,920
Ester 2-hidroxi-1-(hidroximetil) etilico del acido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico

(62) 42,916
Ester metilico del acido 8,11-octadecadienoico (52; n= 5, m= 6) 518,916
Acido (Z)-3-octil-oxiranoctanoico (48) 497,985
Pentacosano (40; n= 22) 415,390
Pentadecano (40; n= 12) 69,100
Acido pentadecanoico (44; n= 13) 236,763
Ester metilico del acido pentadecanoico (45; n= 13) 236,763
Ester metilico del acido 14-metilpentadecanoico (56) 764,117
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (77) 394,737
1-Pentadeceno (41; n=12) 192,627
Ester 3-(octadeciloxi) propilico del acido estearico (67) 394,737
Ester metilico del acido tetradecanoico (45; n= 22) 394,737
Acido Tetradecanoico (44; n= 12) 512,766
Ester metilico del acido tetradecanoico (45; n= 12) 512,766
Acido 9-tetradecenoico (46; n=5, m=5) 518,916
Tricosano (40; n= 20) 346,520
Ester etilico del acido 13-formiltridecanoico (73) 272,265
1-Tridecanol (42; n= 11) 83,700
Trioleina (58) 192,627
Ester metilico del acido 10-undecenoico (72) 192,627
Tetradecano (40; n=11) 79,940

Tabla IlI-8. Factores de respuesta en GC-MS usados en la cuantificacion de los
componentes volatiles de Penicillium roqueforti.



Capitulo IlI 154

llI-5.2. Aislamiento e identificacion de la cepa

El hongo fue aislado a partir de muestras de agua marina colectada en la playa de La Laja,
Las Palmas de Gran Canaria, en pozas de marea ubicadas sobre una zona de afloramiento rocoso,
donde se observa la presencia constante de sedimentos, detritus y restos vegetales en
descomposicion (Figura I1I-41). Las colonias en desarrollo fueron aisladas y repurificadas a través
de placas de Petri en medio sélido KMV modificado (Tabla III-9). El hongo Penicillium
roqueforti fue identificado por el Dr. Lawrence de CABI Bioscience, Surrey (UK) conforme al
Anexo 1. Un ejemplar de la cepa se encuentra depositado en el laboratorio de Quimica Orgénica
II, Departamento de Quimica de la ULPGC.

Figura IlI-41. Afloramiento rocoso en la playa de La Laja, localidad de colecta de la cepa
de Penicillium roqueforti.

KMV KMV modificado
Agua marina (35 g/ 1) 1,0 | Agua marina (35 g/ 1) 1,01
Gelatina hidrolizada 1,0g Gelatina hidrolizada 1,09
Glucosa 509 Glucosa 50¢9
Peptona 0,1g Peptona 1,09
Extracto de levadura 0,1g Extracto de levadura 1,09
Agar bacteriologico' 12,0 g  Agar bacteriologico’ 12,0 g

! Usado para la preparacion del medio sélido

Tabla 1lI-9. Composicion del medio de cultivo KMV utilizado para organismos
heterotroficos.

llI-5.3. Cultivo masivo del hongo

La produccién de la biomasa fingica se realiz6 en un sistema estético de cultivo, en cajas
de plastico de (83 x 46 x 18) cm, conforme a la Figura III-42. El medio utilizado para la
produccién fingica fue el caldo KMV modificado (Tabla III-9), el cual fue previamente
esterilizado en una autoclave (20 min.) y repartido en varias cajas (1,2 1 por caja). Tras 10 a 12
dias de cultivo, la parte solida sobrenadante fue recolectada y separada por filtracién. El caldo
colado se guard¢ en frigorifico para su posterior extraccion liquido-liquido.
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Figura IlI-42. Vista superior del cultivo masivo de Penicillium roqueforti.

llI-5.3.1. Analisis quimico del caldo de cultivo

Doce litros de caldo de cultivo se extrajeron en embudo de decantacién con 2,5 1 de
CH,Cl; (x3) para obtener 175 mg de un extracto bruto (Pr-L-0) el cual fue sometido al esquema
de particién descrito anteriormente (Figura I1I-15).

El espectro de '"H-RMN delaté siete protones de dcidos carboxilicos a & 12,5- 11,2;
aromaticos a 9 8,5- 7,0; olefinicos a 6 5,9- 5,0; geminales a heterodtomos a o 4,3- 3,5 y alifaticos a
6 3,0- 0,6.

Dicho extracto bruto se disolvié en 20 ml de agua y 180 ml de MeOH y se extrajo en
embudo de decantacién con hexano hasta que éste resultd incoloro (10 extracciones). La
evaporacion del disolvente di6 106 mg de la fraccion liposoluble (Pr-L-1).

A la fraccion hidrosoluble se le anadié mds agua (160 ml) para obtener una fase acuosa de
composicién 50 % H,O- 50 % MeOH que se reextrajo con CH,Cl, (x3) para dar las fracciones
Pr-L-2 (soluble en CH,Cl,, 52 mg) y Pr-L-3 (17 mg).

Estudio de la fraccion liposoluble-1 (Pr-L-1)

Por CCF (fase normal, Hexano: AcOEt, 80: 20) se detectaron 6 sustancias mayoritarias.
Lo mismo se observé por HPLC (fase normal, Hexano: AcOEt, 80: 20) (Figura I11-43):

V[p VL) \ A

y4 roja a 365 nm
y> azul a 365 nm

A

"O'\

Figura IlI-43. Cromatografias analiticas - en capa fina y HPLC - de la fraccion Pr-L-1.
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En el espectro de 'H-RMN de esta mezcla se detectaron protones aromiticos (8 7,70 y
7,53), olefinicos (6 5,38), geminales a heterodtomos (3 4,31) y los propios de cadenas
hidrocarbonadas alifaticas (5 2,9- 0,7).

En el espectro de BC-RMN se observaron carbonos carbonilicos (6 178,187), aromaticos
(0 167,753), olefinicos (6 130,939 y 128,859), geminales a heteroatomos (& 77,543- 65,914) y de
cadenas alifaticas (6 37,469- 14,132).

La mezcla se someti6 a HPLC semipreparativa en fase normal (Hexano: AcOEt, 80: 20,
detector UV ajustado a 254 nm) proporcionando dos fracciones: Pr-L-1-1 y Pr-L-1-2.

Fraccion Pr-L-1-1

Se trata de un aceite incoloro (50 mg). Por espectroscopia de "H-RMN sélo se observan
sefiales a & 0,85- 1,86 por lo que se sospecha que se trata de una mezcla de alcanos. Un estudio
por GC-MS permiti6 identificar y cuantificar los siguientes componentes voldtiles:

Pentadecano, C;s (40; n=12; Tr= 13,990; 0,037 mg)
Heptadecano, C;7 (40; n= 14; Tr= 15,642; 0,030 mg)
Eicosano, Cy (40; n= 17; Tr= 17,393; 0,063 mg)
Ciclo-ProLeu (80; Tr= 17,56; 0,211 mg)
Heneicosano, C;; (40; n=18; Tr= 18,327; 0,141 mg)
Docosano, Cy; (40; n=19; Tr= 18,978; 0,142 mg)
Tricosano, Cy3 (40; n= 20; Tr= 19,744; 0,250 mg)
Hexacosano, Cys (40; n= 23; Tr=23,242; 1,766 mg)
Heptacosano, Cy7 (40; n= 24; Tr=25,07; 0,588 mg)

Ello di6 un total de 46,772 mg de material no volatil que se le asigné a los alcanos de mds
alto peso molecular, las cuales, o no se volatilizaron a la temperatura del inyector usada o se
salieron del tiempo de anélisis prefijado en el método.

Fraccion Pr-L-1-2

Se trata de un aceite incoloro (50 mg). Por "H-RMN se observaron protones aromaticos (0
7,70 y 7,53), olefinicos (6 5,48- 5,26), geminales a heterodtomos (6 4,42), en alfa a carbonilos (&
2,80), de metilenos/ metinos alifaticos (6 1,83- 1,20) y de metilos (6 0,96- 0,81). Parece, pues,
tratarse de una mezcla de ftalatos de alquilo y 4cidos grasos insaturados. En efecto, un estudio por
GC-MS revelo la presencia de los siguientes compuestos volatiles:

Ftalato de dibutilo (83; n=3; Tr=17,649; 5,126 mg)

Ester metilico del dcido 7,10-octadecadienoico (52; n= 6, m=5; Tr= 18,378; 0,178 mg)
Ester octadecilico del 4cido hexadecanoico (66; Tr= 18,646; 0,251 mg)

Ester 2-(octadeciloxi) etilico del dcido hexadecanoico (70; Tr= 19,106; 0,119 mg)
Acido (E)-9-octadecenoico (50; Tr= 19,807; 0,039 mg)

Ftalato de bis(4-metilpentilo) (84; n= 3; Tr= 20,407; 0,968 mg)

2-Octadeciloxietanol (69; Tr=21,805; 0,555 mg)

Ftalato de bis(2-etilhexilo) (85; Tr= 22,645; 0,214 mg)

Ftalato de dihexilo (83; n=§; Tr=22,735; 2,919 mg)

Ftalato de dioctilo (83; n=7; Tr= 26,367; 2,349 mg)

Con un peso total de 37,282 mg de material no volatil que se asignd, por espectroscopia
de 'H-RMN, a una mezcla de ftalatos de alquilo de mayor tamafio molecular y a dcidos grasos
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insaturados libres que, como antes, o no se volatilizaron a la temperatura del inyector usada o se
salieron del tiempo de andlisis prefijado en el método. En efecto, por recromatografia de esta
fraccion a través de silica, eluyendo con hexano-acetato de etilo, se obtuvo una muestra pura
(homogénea por CCF) de uno de estos ftalatos. A partir de su espectro de "H-RMN, se le asigné la
estructura del ftalato de dinonilo (83; n=8): 6 7,70 (2H, dd); 7,53 (2H, dd); 4,32 (4H, t); 1,75 (4H,
m); 1,48- 1,20 (24H, m) y 0,89 (6H, t).

Estudio de la fraccion liposoluble-2 (Pr-1.-2)

Se obtuvieron 52 mg de una mezcla que por TLC analitica se reveld6 como ocho
sustancias, coindidiendo los Rfs con cinco componentes de la fraccién anterior Pr-L-1).

El espectro de 'H-RMN present protones aromdticos (5 7,78- 7,47), geminales a
heterodtomos (6 4,28 por un lado y 3,90- 3,15 por otro) y tipicos de cadenas hidrocarbonadas
saturadas (0 2,50- 0,75). Sospechdndose, pues, en la presencia de ftalatos y componentes lipidicos
saturados. Un andlisis por GC-MS de esta fraccion permitié identificar/ cuantificar los siguientes:

Ester (2-pentadecil-1,3-dioxolan-4-il) metilico del dcido hexadecanoico (61; Tr= 12,154;
0,0088 mg)

2-Butil-1-octanol (43; n= 3, m= 3; Tr= 12,519; 0,0025 mg)

Acido tetradecanoico (44, n=12; Tr= 14,776; 0,0063 mg)

1-Tridecanol (42; n= 11; Tr= 14,867; 0,0023 mg)

Ftalato de dietilo (83; n=1; Tr= 15,062; 0,0083 mg)

1-Hexadecanol (42; n= 14; Tr= 16,348; 0,003 mg)

Ftalato de bis(2-metilpropilo) (84; n=1; Tr= 17,009; 0,0167 mg)

Ftalato de dibutilo (83; n=3; Tr=17,653; 1,3935 mg)

Ester 3-(octadeciloxi) propilico del acido esteérico (67; Tr= 17,948; 0,0024 mg)
9-Octadecenamida (51; Tr= 18,358; 0,0181 mg)

Acido (E)-9-octadecenoico (50; Tr= 19,814; 0,0087 mg)

Con un peso total de 50,5294 mg de material no volatil que se le asignd por
espectroscopia de '"H-RMN a una mezcla de ftalatos y componentes lipidicos saturados del tipo de
los anteriores aunque de mayor tamafo molecular que, como antes, o no se volatilizaron a la
temperatura del inyector usada o se salieron del tiempo de andlisis prefijado en el método. Asi,
por recromatografia en columna, se separaron distintas fracciones enriquecidas en: a) alcanos (40;
6 1,62- 0,77), b) ftalato de dinonilo {(83; n=8): 6 7,70 (2H, dd); 7,53 (2H, dd); 4,32 (4H, t); 1,75
(4H, m); 1,48- 1,20 (24H, m) y 0,89 (6H, t)}, c) ftalato de dibutilo {(83; n=3): & 7,70 (2H, dd);
7,53 (2H, dd); 4,31 (4H, t); 1,72 (4H, m); 1,44 (4H, m); 0,96 (6H, t)}, d) 4cidos grasos libres
saturados (44; 6 1,85- 0,80) e) 1-alcanoles saturados (42 y 43; 6 3,80- 3,50; 1,85- 0,80).

Estudio de la fraccion liposoluble-3 (Pr-L-3)

La fraccién bruta (17 mg) presenta un espectro de 'H-RMN que desplaza protones
geminales a heteroatomos (0 4,10- 3,15), de grupos -NH, (6 3,03) y de cadenas aliféticas (d 2,50-
0,75).

Un andlisis por GC-MS de esta fracciéon permitié identificar/ cuantificar los siguientes
componentes lipidicos volatiles:

(E)-3,7-dimetil-2,6-Octadienal (74; Tr= 12,179; 0,079 mg)

Pentadecano, Cys, (40; n=12; Tr= 13,992; 0,005 mg)

9-Octadecenamida (51; Tr= 18,366; 0,0489 mg)

Acido (E)-9-octadecenoico (50; Tr= 19,809; 0,03 mg)

Ester mono(2-etilhexil) del dcido hexanedioico (82; Tr= 20,714; 0,143 mg)
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Ello da un total de 16,694 mg que, por 'H-RMN, que se asigné a una mezcla de glicéridos
insaturados (& 5,46- 5,14; 4,37- 4,06; 2,53- 2,23; 1,84- 0,80) y compuestos polihidroxilicos (8
4,10- 3,15) que, como antes, o no se volatilizaron a la temperatura del inyector usada o se salieron
del tiempo de andlisis prefijado en el método.

111-5.3.2. Estudio del micelio

Se obtuvieron 89,9 g de micelio himedo. Este se extrajo por maceracién en CH,Cl, (x3,
24 h c/ u, temperatura ambiente). Después de la filtracion, evaporacioén y desecacion (vacio) se
obtuvieron 14,804 g de extracto bruto. El espectro de "H-RMN, de esta mezcla de sustancias
inform6 de la presencia de protones aromdticos (6 8,4- 7,2), protones olefinicos (5 6,6- 5,0),
protones geminales a heterodtomos (6 4,0- 3,2) y de cadenas hidrocarbonadas tipicas (6 3,0- 0,8).
Este se someti6 al esquema de particién descrito en la Figura I1I-16.

Asi, se disolvié en 200 ml de CH,Cl, y someti6 a reparto en un embudo de decantacion
con otros 200 ml de H,O. La fase orgénica se separd y la acuosa se reextrajo con CH,Cl, (x3). Las
fases orgdnicas se reunieron para dar 1,637 g de la fraccién liposoluble bruta (Prm-L-0). El
espectro de '"H.RMN de esta mezcla delata la presencia de protones olefinicos (6 5,8- 5,0),
geminales a heteroatomos (8 4,0- 3,0) y cadenas hidrocarbonadas tipicas (6 3,0- 0,8).

Finalmente, la fraccién liposoluble se repartié en tres subfracciones, a saber: Prm-L-1,
Prm-L-2 y Prm-L-3. La fase acuosa se reextrajo con 2-butanol para dar la denominada fraccién
hidrosoluble (Prm-H-0).

Estudio de la fraccion liposoluble-1 (Prm-L-1)

Supuso 540 mg de un aceite incoloro que, por TLC analitica, se presentdé como una
mezcla de 5 sustancias mayoritarias. Por GC-MS se identificaron/ cuantificaron las siguientes
sustancias voldtiles:

2-Hexil-1-decanol (43; n= 5§, m=5§; Tr= 15,670; 0,083 mg)

Ester metilico del 4cido pentadecanoico (45; n= 13; Tr= 16,622; 0,61 mg)

Ftalato de bis (2-metilpropilo) (84; n=1; Tr=17,008; 1,179 mg)

Ester metilico del dcido (Z)-9-hexadecenoico (47; n=5, m=7; Tr=17,175; 0,316 mg)
Ester metilico del dcido hexadecanoico (45; n=14; Tr=17,302; 12,16 mg)

Ftalato de dibutilo (81; Tr=17,662; 5,66 mg)

Ester metilico del dcido heptadecanoico (45; n= 15; Tr=17,942; 0,44 mg)

Ester metilico del dcido 8,11-octadecadienoico (52; n= 5, m= 6; Tr= 18,403; 8,060 mg)
Ester metilico del 4cido octadecanoico (45; n=16; Tr= 18,568; 1,93 mg)

Ftalato de dihexilo (83; n=5; Tr=22,759; 0,318 mg)

Con un peso total de 409,24 mg que, de nuevo, correspondieron al material no volatil.
Como antes, o0 no se volatilizaron a la temperatura del inyector usada o se salieron del tiempo de
anlisis prefijado en el método. Su espectro de 'H-RMN delaté protones arométicos (8 7,7 (m);
7,5 (m); un sistema AB a o 6,8- 6,0, protones olefinicos (6 5,6- 5,0), protones geminales a
heterodtomos ( 4,1- 3,0) y cadenas hidrocarbonadas (6 3,0- 0,5). En su espectro de BC-RMN se
observaron carbonos carbonilicos (6 178- 173), carbonos olefinicos (6 142- 116), carbonos
geminales a heteroatomos (6 83- 60) y carbonos saturados tipicos de cadenas hidrocarbonadas (&
56- 11). Esto parece indicar la presencia abundante de ftalatos de alquilo, peréxido del ergosterol
y triglicéridos insaturados.
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Se procedié a una filtracién a través de Sephadex LH-20 lipofilico eluyendo con CH,Cl,:
MeOH (1: 1), lo que rindi¢ tres fracciones que se muestran homogéneas por CCF:

Prm-L-1-a (290 mg)
Prm-L-1-b (105 mg)
Prm-L-1-¢ (110 mg)

La mezcla Prm-L-1-a se fraccion6 a su vez por HPLC semipreparativa (fase normal, Hex:
AcOEt, 80: 20) para dar tres subfracciones: Prm-L-1-a-1, Prm-L-1-a-2 y Prm-L-1-a-3. Todas
ellas se analizaron por RMN y GC-MS como se describe a continuacion.

Prm-L-1-a-1:

Se trata de 45 mg de un aceite en el que, por GC-MS, se identificaron las siguientes
sustancias voldtiles:

Ftalato de dietilo (83; n=1; Tr= 15,064; 0,205 mg)

Octadecano (40; n= 15; Tr=16,418; 0,2 mg)

Ester metilico del 4cido hexadecanoico (45; n=14; Tr=17,297; 1,891 mg)

Ftalato de dibutilo (81; Tr= 17,653; 0,923 mg)

Ester metilico del dcido heptadecanoico (45; n= 15; Tr=17,933; 0,12 mg)

Ester metilico del dcido 8,11-octadecadienoico (52; n=5, m= 6; Tr= 18,391; 3,62 mg)
Ester metilico del dcido 16-metilheptadecanoico (57; Tr= 18,558; 1,04 mg)

Ester (Z.,Z)-9-octadecenilico del dcido 9-octadecenoico (64; Tr= 19,817; 0,47 mg)
Ftalato de dioctilo (83; n= 7; Tr= 26,41; 0,492 mg)

Ello di6 un total de 36,039 mg de material no volétil, presumiblemente formado por
componentes que, como antes, 0 no se volatilizaron a la temperatura del inyector usada o se
salieron del tiempo de andlisis prefijado en el método. Este se identificS, por integracién del
espectro de "H-RMN, como una mezcla (1,0: 1,6) de peréxido del ergosterol (86) {d 6,55- 6,14
(sistema AB caracteristico)} y triglicéridos insaturados del tipo de la trioleina (58) {d 5,28 (m);
4,34- 4,01 (dos dd caracteristicos); 2,79 (t); 2,31 (t); 2,04 (m); 1,63 (m); 1,29 (m); 0,92 (t)}.

Prm-L-1-a-2:

Se trata de 187 mg de un aceite en el que, por GC-MS, se identificaron las siguientes
sustancias volatiles:

Ester metilico del 4cido 9-oxo-nonanoico (71; Tr=13,687; 3,42 mg)

Ester metilico del 4cido 10-undecenoico (72; Tr=13,830; 0,23 mg)

Ester metilico del 4cido tetradecanoico (45; n= 12; Tr= 15,898; 0,07 mg)

Ester metilico del dcido pentadecanoico (45; n= 13; Tr=16,598; 1,57 mg)

Ester metilico del 4cido hexadecanoico (45; n=14; Tr= 17,270; 154,73 mg)

Ester metilico del 4cido 11-octadecenoico (47; n=5, m=9; Tr= 18,389; 25,38 mg)

Con un peso total de 1,60 mg de material no volétil cuyo componente, como antes, 0 no se
volatilizé a la temperatura del inyector usada o se sali¢ del tiempo de andlisis prefijado en el
método. Este se identificé a partir del espectro de "H-RMN como peréxido del ergosterol (86) {(8
6,55- 6,14 (dd caracteristico) } del sistema AB producido por los protones vinilicos en C-6 y C-7.
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Prm-L-1-a-3:

Se trata de 53 mg de un aceite amarillo en el que se identificaron por GC-MS los
siguientes componentes volatiles:

1-Dodecanol (42; n= 10; Tr= 12,437; 0,0002 mg)
1-Tridecanol (42; n= 11; Tr= 14,847; 0,2912 mg)
1-Hexadecanol (42; n= 14; Tr= 16,329; 0,3238 mg)
Trioleina (58; Tr= 18,389; 0,26 mg)

Acido eicosanoico (44; n=18; Tr= 18,962; 2,78 mg)
1-Docosanol (42; n= 20; Tr=22,482; 2,28 mg)

Ello di6é un total de 47,065 mg de material no volitil cuyos componentes, o no se
volatilizaron a la temperatura del inyector usada, o se salieron del tiempo de andlisis prefijado en
el método. Este se determing, por "H-RMN como una mezcla de triglicéridos insaturados del tipo
de la trioleina (58) {0 5,22 (m); 4,35- 3,90 (dos dd caracteristicos); 2,78 (t); 2,33 (t); 2,04 (m);
1,62 (m); 1,29 (m); 0,91 (m)}. El espectro de BC-RMN también sostiene esta asignacion
{carbonos carbonilicos a & 173,979- 173,948; olefinicos a & 130,054- 127,927; geminales a
oxigenos en la subunidad estructural de glicerol a & 72,124- 62,001; y los propios de cadenas
hidrocarbonadas alifaticas a 6 34,286- 14,163}.

En efecto, por recromatografia a través de gel de silice con hexano-acetato de etilo 98: 2
se obtuvieron 17 mg de un aceite homogeneo por CCF cuyos datos espectroscopicos fueron
consistentes con la estructura de la trioleina (58):

I.R (CHCIl3).- 3029,48; 3006,99; 1738,68; 1653,08; 1232,81; 1168,45 cm’!

"H-RMN (CDCl).- 8 5,34 (6H, t, J= 5,6 Hz); 5,27 (1H, dd, J= 4,3 Hz; J= 5,9 Hz); 4,30
(2H, dd, J= 4,3 Hz; J= 11,9 Hz); 4,14 {2H, dd (J= 5,9 Hz; J= 11,9 Hz); 2,30 (6H, t, J= 7,5 Hz);
2,01 (12H, m); 1,61 (6H, m); 1,27 (60H, m); 0,89 (9H, t, J= 6,6 Hz)}.

EM, m/ z (%).- 603,5567 (M™-CgH330,; 49,16 %); 602,5514 (M*-C,3H3,0,; 30,03 %);
265,2749 (C3H330; 23,14 %); 55,0413 (100 %).

BC-RMN (300 MHz, CDCl5).- & 14,018; 22,606; 24,767; 27,087; 27,130; 29,022; 29,094;
29,248; 29,454, 29,623; 29,684; 31,835; 33,930; 34,092; 62,006; 68,810; 129,592; 129,892;
172,723; 173,132; 173,73.

La fraccion Prm-L-1-b (105 mg) es una mezcla de, al menos, seis sustancias, hecho que
se revela por TLC analitica. Por HPLC, sin embargo, se separaron diez sustancias mayoritarias, de
las que fueron identificadas por GC-MS sélo los siguientes componentes voldtiles:

Ester metilico del 4cido hexadecanoico (45; n=14; Tr=17,288; 5,01 mg)
Ftalato de dibutilo (81; Tr= 17,647; 2,631 mg)

Ester metilico del 4cido octadecanoico (45; n= 16; Tr= 18,554; 0,67 mg)
Ftalato de dihexilo (83; n=5; Tr=22,745; 0,155 mg)

Ftalato de dioctilo (83; n= 7; Tr=26,398; 0,144 mg)

Su fraccionamiento se abordé por HPLC semipreparativa (fase normal, Hex: AcOEt, 80:
20) para dar las siguientes subfracciones: Prm-L-1-b-1 y Prm-L-1-b-2.
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Prm-L-1-b-1:

Se trata de 78 mg de un material semisolido cuyo andlisis por GC-MS permiti6 identificar/
cuantificar las siguientes sustancias voléatiles:

1-Hexadeceno (41; n= 13; Tr= 14,845; 0,96 mg)

Ester metilico del dcido pentadecanoico (45; n= 13; Tr= 16,584; 0,67 mg)

6, 10, 14-trimetil-2-pentadecanona, (77; Tr=16,711; 1,43 mg)

Ester metilico del 4cido (Z2)-9-hexadecenoico (47; n= 5, m=7; Tr=17,145; 34,08 mg)

Ester metilico del 4cido 7,10,13-eicosatrienoico (54; Tr= 19,542; 12,6 mg)

Ester metilico del 4cido 6,9,12,15-docosatetraenoico (85; Tr=20,205; 7,73 mg)

Ester etilico del dcido (Z,7)-9,12-eicosadienoico (linoleico) (53; Tr=21,454; 6,18 mg)

Ester 2,3-dihidroxipropilico del acido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (63; Tr= 22,143; 4,4
mg)

Ester metilico del 4cido docosanoico (45; n= 20; Tr=22,244; 0,46 mg)

Ester metilico del 4cido tetracosanoico (45; n=22; Tr=25,823; 1,14 mg)

Con un peso total de 8,35 mg de material no volatil cuyos componentes, como antes, 0 no
se volatilizaron a la temperatura del inyector usada o se salieron del tiempo de andlisis prefijado
en el método. Un estudio de la curva integral del espectro de 'H-RMN de esta fraccién indica que
se trata de una mezcla 1,0: 2,3: 0,4 de ftalatos de n-alquilo (83) {0 7,74- 7,45 (dos dd
caracteristicos); 4,3 (4H t caracteristico}; peroxido del ergosterol (86) y 9(11)-dehidroperéxido
del ergosterol (87) {5 6,55- 6,20 (dos sistemas AB caracteristicos ligeramente desplazados el uno
del otro); 5,43- 5,10 (m, protones vinilicos); 3,96 (m caracteristico de H geminal a hidroxilo en C-
3}; 2,14- 0,60 (m, x CH,; y CH3). Estas deducciones vienen confirmadas por el espectro de Be-
RMN, en el que se observan carbonos carbonilicos (& 179,440); aromaticos (8 167,80); olefinicos
(6 135,000- 126,000); geminales a dtomos de oxigeno (8 82,000- 65,000); y metinos/ metilenos/
metilos (& 55,000- 12,500).

Prm-L-1-b-2:

Se trata de 23 mg de un semisdlido en el que, mediante un andlisis por GC-MS, se
identificaron/ cuantificaron las siguientes sustancias voldtiles:

Ester metilico del 4cido 9-oxo-nonanoico (71; Tr=13,680; 0,1500 mg)

Ester 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiilico del acido tetradecanoico (59; Tr= 14,751; 0,0501
mg)

1-Hexadeceno (41; n= 13; Tr= 14,842; 0,2276 mg)

Ester metilico del 4cido tetradecanoico (45; n= 12; Tr= 15,882; 0,094 mg)

Acido (Z)-3-octil-oxiranoctanoico (48; Tr= 16,220; 0,045 mg)

Ester metilico del dcido pentadecanoico (45; n= 13; Tr= 16,595; 0,436 mg)

Ester metilico del dcido 14-metilpentadecanoico (56; Tr=17,267; 14,39 mg)

Ester metilico del dcido heptadecanoico (45; n= 15; Tr= 17,908; 0,308 mg)

Ester metilico del 4cido 11-octadecenoico (47;n=5,m=9; Tr= 18,382; 0,7964 mg)
Ester metilico del 4cido octadecanoico (45; n=16; Tr= 18,522; 1,46 mg)

Resultando un total de 5,0429 mg de material no volatil constituido por componentes que,
como antes, 0 no se volatilizaron a la temperatura del inyector usada o se salieron del tiempo de
anilisis prefijado en el método. Un estudio de la curva integral del espectro de '"H-RMN de esta
fraccion en lo referente a los dos sistemas AB desplazados a & 6,65- 6,1 indica que se trata de una
mezcla 6,0: 1,0 (86 %: 14 %) del peréxido del ergosterol (86) y del 9(11)-dehidroperdxido del
ergosterol (87) {d 6,65- 6,21 (dos sistemas AB caracteristicos, ligeramente desplazados); 5,45-
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5,02 (m, protones vinilicos); 3,97 (m caracteristico de H geminal a hidroxilo en C-3}; 3,68
(protén hidroxilico); 2,42- 0,72 (m, metilenos y metilos). Esta fraccién se someti6 a HPLC
semipreparativa (fase normal, hexano-acetato de etilo, 80: 20), lo que rindié unos 3 mg del
peréxido del ergosterol puro (86):

P.f=177- 179 °C

IR (CHCL).- 3618,18; 3024,99; 3011,06; 2957,69; 2933,7; 2871;04; 1603,24; 1461,19;
1377,92; 1221,18; 1208,93 y 973,53 (A*-trans) cm™.

EM nv/ z (%) 428,329 (1,8 %); 410,042 (1,0 %); 396,113 (100 %); 363,099 (88,2 %);
303,052 (1,7 %); 271,062 (19,0 %); 253,076 (17,2 %); 217,061 (11,6 %).

'H-RMN (250 MHz, CDCls).- 6,58- 6,11 (2H, sistema AB caracteristico, CH=CH); 5,17-
5,00 (2H, m, C=CH); 3,98 (1H, m, CH-OH); 2,15- 1,19 (20H, m, CH y CH,); 1,08- 0,74 (18H,
CH,).

BC-RMN (250 MHz, CDCly).- 12,921; 17,595; 18,231; 19,691; 19,986; 20,669; 20,933;
23,433; 28,681; 29,721; 30,140; 33,090; 34,721; 36,987; 39,363; 39,767; 42,794; 44,580; 51,101;
51,707; 56,209; 66,504; 79,453; 82,046; 130,703; 132,305; 135,209; 135,411.

La fraccion Prm-L-1-¢

Consistié en 110 mg de un material aceitoso que se mostr6 como una mezcla de seis
sustancias por TLC analitica. Un andlisis por GC-MS permiti6 identificar/ cuantificar los
siguientes componentes volatiles:

2-Butil-1-octanol (43; n= 3, m= 3; Tr= 12,528; 0,14 mg)

2-Hexil-1-octanol (43; n= 3, m=5; Tr=13,252; 0,055 mg)
3,7,11-trimetil-1-dodecanol (76; Tr= 14,471; 0,34 mg)

2-Hexil-1-decanol (43; n= 5, m=5; Tr= 15,647; 0,131 mg)

Ester metilico del 4cido hexadecanoico (45; n=14; Tr= 17,290, 5,78 mg)
Ftalato de dibutilo (81; Tr= 17,647; 7,518 mg)

Ester metilico del 4cido octadecanoico (45; n=16; Tr= 18,552; 0,86 mg)
Acido (Z)-13-docosenoico (erucico) (46; n=7, m= 11; Tr= 19,815; 0,3 mg)
Ftalato de bis(2-etilhexilo) (85; Tr= 22,648; 0,94 mg)

Ello di6 un total de 93,936 mg de material no volatil que, por HPLC semipreparativa, se
fraccioné en dos, a saber, la fraccién Prm-L-1-c-1 y la fraccién Prm-L-1-c-2.

Prm-L-1-c¢-1

Consistié en 55 mg de una sustancia sélida de color blanco que se identific6 de nuevo
como el peroxido del ergosterol (86) por sus constantes fisicoquimicas y datos espectroscopicos:

P.f.=178- 180 °C (cristalizado a partir de metanol)

[a]p?”“(CHCL, ¢ 1,24 )= -25°

IR (CHCl).- 3618,18; 3024,99; 1603,24; 1461,19; 1377,92; 1221,18; 1208,93; 973,53
(A**-trans) cm™.

EM, m/ z (%): 428,917 (1,4 %); 410,921 (3,0 %); 395,069 (33,6 %); 362,991 (16,2 %);
336,997 (7,2 %); 252,956 (7,1 %); 151,972 (28,8 %); 80,981 (48,6 %); 68,991 (93,7 %); 28,105
(100 %).

EMAR, m/ z (férmula): 428,32890 (CysH1403); 410,31140 (CysH0,); 396,33612
(C28H440); 303,19601 (C19H27O3).

'H-RMN (250 MHz, CDCls).- 6,58- 6,19 (2H, sistema AB caracteristico, CH=CH); 5,23
(2H, m, C=CH); 4,01 (1H, m, CH-OH); 3,65 (1H, OH); 2,20- 1,18 (20H, m, CH y CH,); 1,08-
0,75 (18H, CHj).
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'H-RMN (400 MHz, CDCls).- Ver la tabla III-3.

BC-RMN (250 MHz, CDCls).- 12,890; 17,595; 18,200; 19,675; 19,986; 20,653; 20,902;
23,417; 28,681; 29,721; 30,140; 33,090; 34,705; 36,972; 39,363; 39,782; 42,794; 44,580; 51,086;
51,691; 56,209; 66,504; 79,453; 82,185; 130,784; 132,337; 135,240; 135,442.

BC-RMN (400 MHz, CDCl5).- Ver tabla III-3.

Prm-L-1-c-2

50 mg de un semisélido en el que, por GC-MS, han sido identificados algunos
componentes volatiles minoritarios:

1-Pentadeceno (41; n= 12; Tr= 13,972; 0,098 mg)

1-Eicosanol (42; n=18; Tr= 16,327; 0,073 mg)

Ester metilico del dcido 2-octil-ciclopropanododecanoico (49; Tr= 16,509; 0,63 mg)
Ester (Z.,7)-9-octadecenilico del dcido 9-octadecenoico (64; Tr= 19,769; 0,533 mg)

Con un peso total de 48,666 mg de material no volatil que, como antes, o no se volatiliz6 a
la temperatura del inyector usada o se salieron del tiempo de andlisis prefijado en el método. Un
estudio del espectro de "H-RMN indica que, de nuevo, se trata del peréxido del ergosterol (86) {&
6,57- 6,17 (2H, sistema AB caracteristico, CH=CH); 5,21 (2H, m, C=CH); 4,10 (1H, m, CH-OH);
2,43 (1H, OH); 2,20- 1,16 (20H, m, CH y CH»); 1,09- 0,72 (18H, CHs)}.

Estudio de la fraccion liposoluble-2 (Prm-L-2)

Se obtuvieron 710 mg de este material, con aspecto de semis6lido. Por CCF analitica, se
observan 5 sustancias mayoritarias. Su espectro de 'H-RMN desplazé protones arométicos (& 8,4-
6,91), olefinicos (6 5,54- 5,22), geminales a heteroatomos (6 4,51- 3,49) y los propios de cadenas
hidrocarbonadas saturadas (6 2,84- 0,75). El espectro de BBC-RMN delat6 carbonos carbonilicos (&
173,529), aromdticos (& 146,419- 142,103), olefinicos (6 132,305- 127,880), geminales a
heteroatomos (& 76,642- 54,439) y tipicos de cadenas hidrocarbonadas alifaticas (& 42,825-
14,117). Estos datos indican la presencia de una mezcla de hidrocarburos arométicos,
endoperoxidos y triglicéridos poliinsaturados.

Esta fraccion se filtr6 a través de Sephadex (LH-20 lipofilico), lo que origind las
siguientes subfracciones: Prm-L-2-a, Prm-L-2-b, Prm-L-2-¢ y Prm-L-2-d.

Prm-L-2-a

Se trata de 35 mg de un material aceitoso en el que se identificaron/ cuantificaron por GC-
MS sélo dos componentes voldtiles, presentes a nivel traza:

Etalato de dibutilo (81; Tr=17,657; 0,048 mg)
Ester metilico del acido (Z)-13-docosenoico (erucico) (46; n=7, m= 11; Tr= 19,816;
0,034 mg)

Ello di6 un total de 34,918 mg de material no voléatil que, como antes, o no se volatilizé a
la temperatura del inyector usada o se salieron del tiempo de andlisis prefijado en el método. Un
estudio del espectro de "H-RMN (8 1,92- 0,73) indica que se trata de una mezcla de alcanos de
alto peso molecular.
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Prm-L-2-b

Se trata de 355 mg de un aceite en el que, por GC-MS, se detectaron/ cuantificaron las
siguientes sustancias volatiles traza:

2-Butil-1-octanol (43; n= 3, m= 3; Tr=12,527; 0,0287 mg)

Ftalato de dibutilo (83; n=3; Tr= 17,648; 7,352 mg)

Ester etilico del 4cido 13-formiltridecanoico (73; Tr=18,352; 0,0988 mg)

Ester 2-hidroxi-1-(hidroximetil) etilico del dcido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (62; Tr=
18,811; 0.0637 mg)

Ester 2-(octadeciloxi) etilico del dcido hexadecanoico (70; Tr= 18,990; 0,1233 mg)
Ftalato de bis(4-metilpentilo) (84; n= 3; Tr= 20,418; 0,14 mg)

Ftalato de dihexilo (83; n=§; Tr=22,745; 0,382 mg)

Ftalato de dioctilo (83; n= 7; Tr= 26,395; 0,316 mg)

Por HPLC analitica (fase normal, Hexano: AcOEt, 1: 1) se observan dos picos
mayoritarios; éstos se separaron por HPLC semipreparativa en las mismas condiciones, resultando
las siguientes fracciones: Prm-L-2-b-1 y Prm-L-2-b-2.

Prm-L-2-b-1

Se trata de 270 mg de un s6lido blanco que cristaliza a partir de metanol para dar cristales
con p.f.= 171- 176 °C y [a]p™’= -9.7 (CHCIs, ¢ 1,2). En su espectro IR se observan grupos
hidroxilos a 3400,00 cm™. Por el resto de sus datos espectroscopicos (fundamentalmente la
integral del espectro de "H-RMN a 400 MHz, en la zona de los dos sistemas AB que se resuelven
en el intervado o 6,55- 6,15 se identific6 como una mezcla 79: 21 del peréxido del ergosterol (86)
y el 9(11)-dehidroperdxido del ergosterol (87). De nuevo, esta deduccion se confirma mediante el
espectro de *C-RMN a 250 MHz, en el que se encuentran los carbonos del componente
mayoritario (86) a & 12,875; 17,579; 18,185; 19,660; 19,970; 20,638; 20,902; 23,402; 28,665;
29,686; 30,094; 33,075; 34,690; 36,972; 39,332; 39,767; 42,779; 44,564; 51,070; 51,691; 56,194;
66,488; 79,453; 82,185; 130,768; 132,321; 135,224; 135,426 y algunos del minoritario a o
125,000; 130,784; 130,970; 132,337; 135,240; 135,442; asi como por el espectro de masas de alta
resolucion en el que se puede apreciar picos a m/ z 428,32761 (4,7 %; calculado para CygHa4O3
428,32905); 426,31196 (1,5 %; calculado para CysH4O3 426,31340); 410,3170 (10,7 %);
408,30139 (5,4 %); 396,33778 (32,2 %); 394,32213 (20,3 %); 303,19458 (5,9 %); 301,17893 (5.9
%).

Prm-L-2-b-2

Se trata de 30 mg de un material aceitoso en el que, por andlisis GC-MS, se identificaron
las siguientes sustancias:

Tetradecano (40; n= 11; Tr= 13,235; 0,0058 mg)
Heptadecano (40; n= 14; Tr= 15,642; 0,0240 mg)
Ester tetradecilico del 4cido (Z)-9-hexadecenoico (65; n=5; Tr= 16,501; 0,1400 mg)

Ello di6 un total de 29,94 mg de material no volétil que, como antes, o no se volatilizé a la
temperatura usada del inyector o se salieron del tiempo de anélisis prefijado en el método. Por
espectroscopia de "H-RMN, se revela como una mezcla de ceras esteroidales insaturadas (8 5,56-
5,03 (C=CH); 4,81- 4,57 (COOCH); 2,84-2,64 (C=C-CH,-C=C); 2,15- 1,40 (CH,COO, CH y CH,
de esqueletos esteroidales); 1,38- 1,11 (CHo, intensa, cadenas hidrocarbonadas largas); 1,04- 0,72
(CHs, intensa, metilos angulares de esqueletos esteroidales). Los intentos de separacidon de éstos
resultaron infructuosos.
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Prm-L-2-c

Se trata de 109 mg de un material semisélido en el que, por andlisis GC-MS, se detectaron
los siguientes componentes volatiles:

Ftalato de dietilo (83; n= 1; Tr= 15,064; 0,0392 mg)
1-Eicosanol (42; n= 18; Tr= 16,358; 0,0093 mg)
Ftalato de dibutilo (81; Tr= 17,657; 1,6728 mg)

Ftalato de bis(2-etilhexilo) (85; Tr=22,651; 0,0523 mg)
Ftalato de dioctilo (83; n=7; Tr= 26,378; 0,034 mg)

Ello supone que esta fraccién contiene 107,1924 mg de componentes no volétiles que,
como antes, o no se volatilizaron a la temperatura usada del inyector o se salieron del tiempo
de andlisis prefijado en el método. Por HPLC semipreparativa en fase normal se obtuvieron
dos subfracciones: Prm-L-2-c-1 y Prm-L-2-c-2.

Prm-L-2-c-1

Se trata de 10 mg de un material aceitoso en cuyo espectro de 'H-RMN se desplazan
sefales propias de ceras estructuralmente anédlogas a las identificadas por GC-MS en otras
fracciones (64-67) (8 5,57- 5,26 (C=CH); 4,81- 4,54 (COOCH); 2,83- 2,69 (C=C-CH,-C=C);
2,21- 1,48 (CH,CO, C=C-CH,); 1,43- 1,19 (CH,, intensa, cadenas hidrocarbonadas largas);
1,01- 0,74 (CHj; terminales).

Prm-L-2-c-2

Se trata de 83 mg de un material semisélido en el que se identificé un solo componente
volatil por andlisis GC-MS:

Ester dibutilico del dcido hexanodioico (81; Tr= 15,602; 0.039 mg)

Ello di6é un total de 82,961 mg de material no volétil cuyos componentes, o no se
volatilizaron a la temperatura usada del inyector o se salieron del tiempo de anélisis prefijado en
el método. Estos componentes se identificaron por integracién del espectro de "H-RMN como una
mezcla 1,0: 2,0 de ftalatos de n-alquilo (83; n> 7) {d 7,73 (2H, dd); 7,53 (2H, dd); 4,24 (4H, t)} y
peréxido del ergosterol (86) {6 6,57- 6,17 (2H, sistema AB caracteristico, CH=CH); 5,21 (2H, m,
C=CH); 4,10 (1H, m, CH-OH); 2,17- 1,10 (m, CH y CH, del esqueleto esteroidal); 1,09- 0,72
(CHs; angulares)}.

Prm-L-2-d

Se trata de 105 mg de un aceite viscoso en el que, por andlisis GC-MS, se pusieron de
manifiesto los siguientes componentes voldtiles:

4-Hidroxi-benzaldehido (78; Tr= 13,454; 0,1 mg)

Benzofenona (79; Tr= 15,542; 0,064 mg)

1-Eicosanol (42; n= 18, Tr= 16,352; 0,062 mg)

Ester metilico del dcido pentadecanoico (45; n= 13; Tr= 16,622; 0,036 mg)

Ester metilico del 4cido hexadecanoico (45; n=14; Tr= 17,290, 1,97 mg)
9-Octadecenamida (51; Tr= 18,366; 0,85 mg)

Ester metilico del 4cido 8,11-octadecadienoico (52; n= 5, m= 6; Tr= 18,389; 1,0 mg)
Ester metilico del 4cido octadecanoico (45; n= 16; Tr= 18,556; 0,54 mg)



Capitulo Il 166

Tricosano (40; n= 20; Tr=19,753; 0,53 mg)
Ester eicosilico del dcido (Z)-9-octadecenoico (65; n= 7; Tr= 19,817; 0,86 mg)

Con un total de 98,99 mg de material no voldtil cuyos componentes, o no se volatilizaron
a la temperatura usada del inyector o se salieron del tiempo de anélisis prefijado en el método. Por
anélisis del espectro de 'H-RMN parece estar constituido por una mezcla de fenoles aldehidicos
{6 12,29; 12,10; 9,88; 7,91- 7,50; 7,15- 6,67} y ceras. Este se purificé por CC a baja presion (gel
de silice, hexano-acetato de etilo, 90: 10) lo que rindié la fraccion Prm-L-2-d-1 (25 mg),
homogenea por CCF. Esta se cristalizd a partir de metanol para dar prismas incoloros de 4-
hidroxibenzaldehido (78):

P.f..- 118- 119 °C (Metanol).

I.R (CHCI3).- 3590,81; 3338,71; 3002,84; 1687,99; 1604,06; 1586,85; 1511,54; 1442,68;
1274,83; 1223,19; 1156,48; 1102,69; 859,53; 838,01 cm.

"H-RMN .- Ver tabla III-5

BC-RMN.- Ver tabla III-5

EM, m/ z (%).- 106,0794 (M*; 2,5 %); 105,0747 (M*-H; 16,7 %); 79,0599 (52,61 %):
78,0516 (M* -CO: 25,43 %); 77,0444 (M*-H —CO; 72,4 %).

Estudio de la fraccion liposoluble-3 (Prm-L.-3)

Se obtuvo como un aceite viscoso (380 mg) cuyo espectro de '"H-RMN (DOCD5) delata
que se trata de uno o varios compuestos polihidroxilicos {d= 5,16 (1H, s ancho; 4,05- 3,35 (6H,
m)}. Este material se purific6 por HPLC semipreparativa en fase reversa, lo que origind la
fraccion Prm-L-3-1 (310 mg). Esta también se analizé por GC-MS, lo que permitié identificar/
cuantificar las siguientes sustancias volatiles:

Benzofenona (79; Tr= 15,554; 1,5 mg)

1-Eicosanol (42; n= 18; Tr= 16,357; 1,66 mg)

Acido 9-tetradecenoico (46; n=5, m=5; Tr= 16,538; 1,0054 mg)

Ester (2-fenil-1,3-dioxolan-4-il) metilico del 4cido (Z)-9-octadecenoico (60; Tr= 20,724;
0,38 mg)

Ello di6 un total de 305,45 mg de material no voldtil cuyos componentes, o no se
volatilizaron a la temperatura usada en el inyector o se salieron del tiempo de anélisis prefijado en
el método. Por andlisis del espectro de 'H-RMN parece estar constituido por uno o varios
monosacaridos en su forma de a-piranosa {3 5,10 (1H, d, J= 3,6 Hz, CH anomérico); 3,83- 3,21
(9H, m, CH+CH, geminales a grupos OH)}; el espectro de "*C-RMN (DOCD3) también apoy6
dicha deduccion (& 94,948 para el carbono anomérico y 74,442- 54,716 para los otros carbonos).

Mediante un andlisis de esta fraccion por HPLC con una columna Shodex OH Pak SB806
HQ termostatada a 30 °C (agua con un 0,05 % de NaN3 como eluyente a un flujo de 1,0 ml/ min. y
un detector de indice de refraccion) después de filtrarla a través de un cartucho Sep-Pak C;g de
Waters resulté estar constituida por dos componentes, uno minoritario (30,63 %) cuyo tiempo de
retenciéon (Tr= 11,481 min.) coincide con el del D-(-)-manitol {una inyeccién mixta de nuestra
fraccién Prm-L-3-1 con una muestra auténtica de D-(-)-manitol present6 el mismo cromatograma
con el pico de la sustancia minoritaria (Tr= 11,481) incrementado en intensidad (57,38 %)} y otra
mayoritaria (69,11 %) cuyo tiempo de retenciéon (Tr= 12,711) no coincidié con muestras
auténticas de monosacaridos comerciales como D-(+)-Glucosa (Tr= 11,481) o D-(+)-Manosa (Tr=
11,188).

Un estudio mds detallado de esta sustancia supuso su purificacién por recromatografia en
columna de fase reversa (Merck, Lobar LiChroprep RP-18, 40- 63 pm; acetonitrilo: metanol:
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agua, 80: 18: 2; CCF analitica con placas Merck RP-18F,ss5) y comparacién de sus espectros de
'H-RMN y "*C-RMN (Tabla III-7) con los de patrones. Ello confirmé las deducciones anteriores
observiandose el espectro de la sustancia minoritaria {coincidente con el del D-(-)-manitol}
superpuesto al del desconocido monosacarido en su forma de piranosa. Es por ello que se le ha
asignado la estructura de D-(-)-manitol (89) a dicha sustancia minoritaria. A continuacién se
abord6 la identificacién de la mencionada ‘“‘sustancia mayoritaria”. Una comparacién de sus
espectros de 'H-RMN y BC-RMN con los de la D-(+)-glucosa, el clorhidrato de la D-(+)-
glucosamina y las sales sddicas de la a-D-glucosamina 2(N)-sulfato y la a-D-glucosamina-1-
fosfato (Tabla III-7) confirma que se trata de una hexosa en su forma ciclica - piranosa -,
distinguiendose de las anteriores, fundamentalmente, en la posicion de las sefiales
correspondientes al carbono anomérico a 6 94,9481 y un protén que se desplaza en forma de un
doble doblete a 6 3,4685 (Jae= 3,6 Hz; Jaa= 9,8 Hz). En este sentido, tanto el espectro 'H-'H-
COSY como el TOCSY y el NOESY muestran una clara correlacion entre el protén anomérico a
0 5,0998 y el mencionado doble doblete a 6 3,4685. Ello permite asignar esta sefial al proton
unido al carbono 2 del anillo de piranosa, el cual, por otro lado, se acopla con el protén enlazado
al carbono 3 con una constante de acoplamiento frans-diaxial de 9,8 Hz.

El espectro de masas de alta resolucion (HRMS) de esta sustancia presentd un pico a m/ z
207,029661 (C¢H;iOsNP) que corresponde a [M-OOH]" asi como un pico base a m/ z 48,984330
[POH,] " Ello informa de que se trata de un compuesto organofosforado.

Determinacion del fosforo por el método heteropoliazul ortofosforico.

Curva de calibrado: Se pesaron, en matraz aforado de 25 ml, 64,2 mg de K,;HPO,.3HO0,
se disolvié en agua y diluyé hasta 25 ml. A partir de ésta, por diluciones progresivas, se
prepararon tres disoluciones patrén con 102,70; 4,10 y 0,16 pg respectivamente. De estas
disoluciones se recogieron 10 ml e introdujeron en sendos matraces aforados de 25 ml de agua
destilada. A continuacién se afiadieron 4 ml del reactivo Mo(V)/ Mo(VI) (Yoza y col., 1977;
Tsuhako y col., 1980) y otros 6 ml de agua destilada. La mezcla se calenté en un bafio de agua a
95 °C durante 1 h, se dej6 enfriar, se diluyé con agua destilada hasta 25 ml y se midié la
absorbancia a 830 nm mediante un espectrofotometro ‘“Thermo Electrén Corporation”.

Cada fraccion (100 ml) del liquido que efluye de la columna en fase reversa (LiChroprep
RP-18) con el metabolito puro segin informa la TLC se llevaron a sequedad en rotavapor y
redisolvieron en 10 ml de agua destilada. A continuacién se afiadieron 4 ml del reactivo Mo(V)/
Mo(VI]) y otros 6 ml de agua destilada. La mezcla se calent6 en un bafio de agua a 95 °C durante 1
h, se dejo enfriar, se diluyé con agua destilada hasta 25 ml y se midi6 la absorbancia a 830 nm
mediante el mismo espectrofotometro. Lecturas directas en la curva de calibrado dieron
cantidades de K,HPO4.3H,O de 8,44— 13,44 pg (37- 59 pmoles de fosfato o glucosamina N-
fosfatada). Las fracciones eluidas contuvieron, pues, el mencionado metabolito fosfatado (92) a
concentraciones de 0,37- 0,59 M.

Es por ello que se le ha propuesto una estructura de a-hexosa con uno de sus hidroxilos (el
C,-OH) sustituido por un grupo amino fosfatado, segtin se deduce del espectro de '"H-NMR {C,H
resuena a 0 3,4685 en forma de un doble doblete caracteristico (Jae= 3,6 Hz; Jaa= 9,8 Hz)} (92).

En este momento estdn en progreso los trabajos orientados hacia su sintesis y posible
actividad biolégica.

Estudio de la fraccion hidrosoluble (Prm-H-0)

Fraccién que se obtuvo directamente de la fase acuosa resultante de separar la liposoluble
del extracto bruto, y que se reextrajo (igual volumen, x1) con 2-butanol. Por evaporacién del
disolvente se obtuvieron 1761 mg de un aceite viscoso (Prm-H-0) que se mostré6 como “muy
polar” por cromatografia en capa fina en fase normal. En el espectro de "H-RMN de esta fraccién
bruta se observan protones geminales a heterodtomos (6 3,83- 3,21) y los tipicos de cadenas
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hidrocarbonadas insaturadas (& 5,32 y 2,31- 0,79). El espectro de BC-RMN muestra carbonos
olefinicos (6 130,240- 127,865); geminales a heterodtomos (8 77,590- 54,517) y tipicos de
cadenas hidrocarbonadas aliféticas (& 31,507- 9,598). Se deduce, por tanto, la probable presencia
de una mezcla de azicares con impurezas de las fracciones lipidicas anteriores. En efecto, por
GC-MS se detectaron los siguientes componentes lipidicos volatiles:

I/sovalerato de geranilo (75; Tr= 14,005; 10,28 mg)
Ester tetradecilico del 4cido (Z)-9-octadecenoico (oleico) (65; n=7; Tr= 19,818; 4,98 mg)
Pentacosano (40; n= 22; Tr= 21,820; 2,86 mg)

Por HPLC a escala semipreparativa y fase reversa se separaron dos subfracciones, Prm-
H-0-1 y Prm-H-0-2.

Prm-H-0-1

Se traté de 8,5 mg de un aceite viscoso. Por GC-MS se detectaron en €l los siguientes
componentes volatiles:

Dodecano (40; n=9; Tr= 12,075; 0,00032 mg)

2-Butil-1-octanol (43; n=3, m= 3; Tr=12,517; 0,00053 mg)
1,17-[1,2-etanodiilbis(oxi)]-(Z,Z)-bis-9-octadeceno (68; Tr= 13,427; 0,00047 mg)
Acido tetradecanoico (44; n=12; Tr= 14,766; 0,00131 mg)

9-Octadecenamida (51; Tr= 18,352; 0,00475 mg)

Ester (Z)-9-octadecenilico del 4cido (Z)-9-octadecenoico (64; Tr= 19,796; 0,00401 mg)

Ello di6 un total de 8,49 mg de material no volétil cuyos componentes, 0 no se
volatilizaron a la temperatura usada del inyector o se salieron del tiempo de anélisis prefijado en
el método. Por andlisis del espectro de '"H-RMN parece estar constituido por fosfo- y glicolipidos
que quedaron sin identificar.

Prm-H-0-2

Se trat6 de 1670 mg de un material semisélido en el que, por GC-MS, se detectaron los
siguientes componentes lipidicos volatiles:

Ester (2-pentadecil-1,3-dioxolan-4-il) metilico del dcido hexadecanoico (61; Tr= 12,178;
3,27 mg).

2-Butil-1-octanol (43; n= 3, m= 3; Tr= 12,528; 0,22 mg)

2-Hexil-1-decanol (43; n= 5, m=5§; Tr= 15,649; 0,16 mg)

Acido pentadecanoico (44; n= 13; Tr= 15,906; 0,22 mg)

Ester metilico del 4cido 14-metil-pentadecanoico (56; Tr=17,279; 0,61 mg)

Acido (Z)-13-Docosenoico (ericico) (46; n="7, m= 11; Tr= 19,810; 0,59 mg)

Con un total de 1664,93 mg de material no voldtil cuyos componentes, o no se
volatilizaron a la temperatura usada del inyector o se salieron del tiempo de anélisis prefijado en
el método. Por andlisis del espectro de 'H-RMN (DOCD3) parece estar constituido por un
monosacdrido en su forma de piranosa {6 5,13 (IH, m, CH anomérico); 3,89- 3,35 (6H, m,
4CH+1CH, geminales a O u otros heterodtomos)}. Es por ello que, de nuevo, se le ha identificado
como una mezcla de manitol (89) y la nueva hexosa N-fosfatada discutida anteriormente (92).
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Anexos
Anexo 1
CABI BIOSCIENCE
IDENTIFICATION SERVICES
Report:  H275/01/YS4

Your ref: Jaspars/Roberto/PMA

Your M1

number number Identification and comments

PM 001 386936 Paecilomyces variotii Bainier. Description found in Domsch ef al. A Compendium
of Soil Fungi. Academic Press, 534-536 pp. A common contaminant in air and often
isolated from substrates originating from higher temperatures eg. compost. The
species has also been isolated from sea water and wood exposed to sea water. This
material has been discarded. Report from Dr Z. Lawrence.

PA 002 386937 Penicillium roqueforti Thom. A widely distributed agent of biodeterioration.

Description found in Pitt. J.1. (1980), The genus Penicillium and ifs teleomorphic
states Bupenicillium and Talaromyces. Academic Press, 345-356 pp. This species is
capable of growing at low oxygen levels. It is found on cellophane wrapped foods,
canned carbonated drinks, silage, as well as from cheese. Also isolated from soil.
This material has been discarded. Report from Dr Z. Lawrence.




Mo Paipte 15444 MY eerint run at- Tuaedsy Movember 90 2009 {-N0-RR p
t.lrll_.;illlr‘li:“:l;{_:.'m:- t‘_lI Macintesh HD:MachND 5.3 AC2T0:data:marce) . ROBERTC, PEM2005F
Scan Caunt 16
6.5 Gt y D
3 aon  4.0§
4. VE 4. &G0 W20
.87 04T
I ) it 33 ?;‘ G349
o 6 2.30 2.1y 0.1
DR o 7 215  1.37 7.60
DEC Atin 58 8 1.38 1.19 3.00
) 9 1.08 0.74 B8.53

Espectro de "H-NMR del Peréxido del ergosterol
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3384 H1 script run at: Sunday, November 11, 2001 6:47:46 pm

soxauy

€ oxauy

No. Points 16
No. Scans 16 Macintosh HD:MacNMR 5.3-AC250:data:marcel:ROBERTO:Prm3002FH-1H-CDCI3
Dummy Scans 0
Scan Count 16
Fiter 5400
ier
Acq. Time 3.277s Start pgm Slor pgrn Integral
Dwell 200u 12.21 1.97 0.10 File created:
Obs Freq 250.1340000 7.87 7.54 0.20 Sunday, November 11, 2001
Obs base 250.1300000 7.39 7.04 1.69 6:48 pm
O1 offset 4,0000 KHz 6.57 6.17 1.00
deplfreq 250.1340000 5.41 5.01 1.19
02 offset 4.0000 KHz 4.35 3.84 1.13
RCVR gain 100 2.55 2.28 0.81
P 2 i em
LR s 1.42 116 517
1.09 0.72 8.68 7.11
I- -
Espectro de H-NMR del Peréxido del ergosterol
4.20
1169 J.' |"
b g 1.00 : |k a
/ > O'BJ / _L M\'Wr
0.10 0.20 J’ll ) v
B e e = e T
12.0 10.0 8.0 7.0 4.0 3.0 2.0
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C13 script run at: Sunday, November 11, 2001 7:40:58 pm
Macintosh HD:MacNMR 5.3-AC250:data:marcel: ROBERTO:Prm3001FH-13C-CDCI3

No. Points 16384
go‘ Scargsc 61 File created:
S{l:j;?1m (}unétms 16132 ?i%d?:“ November 11, 2001
SW +|- 8000.0 x
Filter 8000
Acq. Time 1.024s
Dwell 62.5u
Obs Freq 62.9020019
Obs base 62.8960000 - —
01 offset 6.0019 KHz
deplfreq 250.1337000
02 offset 3.7000 KHz
RCVR gain 200
DEC Mode B8
DEC Attn, 118
Espectro de "C-NMR del Peréxido del ergosterol
6
%2 ampo’lay Shs
3% 7 30 8133 3436 4048 5aBe

3 | 6
Pt ':1 A Vo Y A o g u-.":w'j;[f“ e bamrAr Y MMW UL.;J...W A

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 -0 -20
ppm

soxauy
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H1 script run at: Tuesday, October 2, 2001 11:49:12 am
Macintosh HD:MacNMR 5.3-AC250:data:marcel:ROBERTO:Pm5003FHSc-1H-CDCI3

Nao. Points 16384
No. Scans 16
Dummy Scans 0
Scan Count 16
SW +I- 2500.0
Filter 2400
Acg. Time 3.277s
Dwell 200u
Obs Freq 250.1340000
Obs base 250.1300000
01 offset 4.0000 KHz
deplireq 250.1340000
02 offset 4.0000 KHz
RCVR gain 64
DEC Mode OFF
DEC Attn. 58
1.01
| I -
7.0 6.0
ppm

# Start ppm Stop ppm Integral

1 6.57 6.15 1.01 File created:

2 5.28 5.07 0.87 Tuesday, October 2, 2001
3 4.07 3.86 0.56 11:49 am

4 2.16 1.77 3.01

5 1.67 1.41 4.14

6 1.30 1.19 1.50

7 1.05 0.73 7.51

Espectro de 'H-NMR del peréxido del ergosterol y su
9(11)-dehidroderivado

4.14
3.01 ’
i i oM
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G oxauy
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Espectro HSQC del peroxido del ergosterol y su 9(11)-
dehidroderivado
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soxauy

Espectro HMBC del peroxido del ergosterol y su 9(11)-
dehidroderivado
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Anexos

Anexo 9

Espectro COSY del Peroéxido del ergosterol (86) y
el 9(11)-Dehidroperéxido del ergosterol (87).
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No. Points
Mo Scans
Luium
scan
SW +l-
Fllter
Acg. Time
Dwell
Jus Freg

) binae

b L TS

Lount

J1 ulfsel
feplfreq

22 offsel
HCVR gan
DEC Mede
DEC Attn,

16384
16 H1 secript run at: Monday, Movambar 19, 2001 £ 01-49 pan
l; G Macintosh HD:MacNMR 5.3-AC250 data:marcel:BOBERTO: Prm2004FH-1H-CDCI
2500.0
2400
3.2775 # Start ppm Stop ppm Integral
208u 1 B B5 6.21 101
el b 34U LU 3 A 45 Sl 1 A1
W, 1At | f y B 0,5 e De
4. 0000 KHe d e Oy i 3.62 : o X
550 1340000 r‘. _5‘& :‘: 3: g leg Mgﬁuﬁ% November 18, 2001
10000 KiH2 & a 47 ¥ Y 382 v
9.0 7 1.81 1.42  5.05
OFF 8 1.45 .16 5.70
58 9 1.16 0.72 8.59

Espectro de '"H-NMR del Peréxido del ergosterol

(86) y el 9(11)-Dehidroperéxido del ergosterol el

(87). e
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roberto_mioso Prm2007F0_hsgc

Solvent: COCI|3
Temp 26.0 C / 299.1 K
INBVA-48T “callfornium"

YULSE SEQUENCE: ghsgc_da
Relax. delay 1,000 sec

#fcg. time D.283 sec

Width 3508.7 Hz

20 Width 27446.7 Hz

32 repetitions

2 % 256 increments

DBSERVE Hl, 399 . 8965638 MHz

DECOUPLE T13, 100.5644308 MHz 2
Power a5 dB
on furing acquisition S
of I dur ing delay -
CARP=1 modulated
OATA PROCESSING .
Sqg. sine bell 0.287 sec ik
Shifted by -0.283 Sec
Fl DATA PROCESSING Ny | "|
5q. sine bell 0,011 sec * ~
Shifted by -0. 01l sec 15 vl & H | I
- HT e h | |
FT &ize 4096 « 1024 G \ I
Total time 5.9 hours | R L 1'.L"|!.’."-_-‘I'H!."I'. 1
A N N I N ¥ B e : 3 {1
'1 ]
ppm ) +
iy - 20 | Lo .-.Iﬂ.:\ﬂ‘ e
3 - ]
i - ‘1‘
ano ! e I e
1
| — -
60—
1 -
|
80 -
1
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120 "
1T b - -
140
160
180
200
a 7 6 5 q 3 2 1
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Filename: p3lpw_

Espectro HSQC del Perodxido del ergosterol (86) y
el 9(11)-Dehidroperoxido del ergosterol (87).
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roberto_mioso_Pra200/F0_hmbc

Solvent: COCI3
Temp. 26.0 C / 299.1 R
INOVA=-200 “californium

PULSE SEQUENCE : ghmgc_da
Eelax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.283 sec
Width 3509.7 He

2D Width 22446.7 Hz

3? repetitions

256 increments

OBSERVE H1, 399 .B965638 MHz
NATA PROCESSING

Line broadening 4.0 Hz
Sine bell 0,181 sec

FlL DATA PROCESSING

Line broadening 153.3 Hz
Sine bel] D.006 sEC

FT size 4096 w 512

Total Lime 2.9 hours

Espectro HMBC del Peroxido del ergosterol (86)
y el 9(11)-Dehidroperéxido del ergosterol (87).
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roberto_miose_Prm2007F0_IN

Solvent: CDCIE

Temp. 26.0 C J ¥99.1 &
INOVA-400 "callfornium®

FULSE SEQUENCE

Relaw. delay 1.000 sec

Pulse &7.1 degrees
Acg. time 2,925 Sec
Width 5602.2 Hz
64 repetitions

OBSERVE Hl, 399 BRGSGIA MHz

DATA PROCESSING

Ling broadening 0.2
FT size 32768

Total tiee 4 minutes

in |

Hz

—

Espectro de "H-NMR del Peréxido del ergosterol
(86) y el 9(11)-Dehidroperdéxido del ergosterol

(87).
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H1 script run at: Sunday, November 11, 2001 7:04:24 pimn

No. Paints 16384  Macintosh HD:MacNMR 5.3-AC250:data:marcel:ROBERTO:Prm3001-1H-CDCI3
No. Scans 186
Dummy Scans 0
gf’\?nl o 12200 0

b g # Start Sto Integral File created:
i:‘:‘erTimB 32073’3 1 %D?B P %pTg 1%% Sunday, November 11, 2001
Dusi ik 2 5.43 5.03 1.46 7:04 pm
Obs Freq 250.1340000 : - 41
Qbs base 250.1300000 5 859 334 035
dcplireq 250.1340000 7 220 1.77 4.57
02 offset 4.0000 KHz 8 e 1540 675
RCVR gain 80 ; : '
DEC Mode OFF 9 1.40 1.18 5.33
DEC Aftn. 58 10 1.08 0.75 9.32

l -
Espectro de H-NMR del Peréxido del ergosterol
(86) y el 9(11)-Dehidroperéxido del ergosterol
I 1.00 il 0.87 0.370.35
s Jipi—-- it __a,_-)';._. ———— e A —
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04 Aug 2003 10:46:39

NIST Target Spectrum Search Hit List
NIST Target Spectrum Search Results

Hits Found 100
NIST Ta%get S:jpet:trum Search Parameters
Searc Mode Normal (Forward) H .
Min lon: B Huella MS del 1-metilnonil-benceno
Min Intensity: |
Constraints
PMYVW Range: 1 - 8000

Name Fragment. —_—
Elements in Compound: —E=E
Elaeament Counts: et

Peaks: ——

Other Databases: s
Requested Pre-Search: =1elels
Requested Final Search: 100
Search 2 Libraries AL mainlib

B. replib

Target Spectrum

Targest
BFP 105 (106336=1DD%)PVI3.sms 15 . 051 miin. Scan:. 9558 Chan: 1 lon: 581 us RIC: 334082 BC
os
100%%
FE5Y%
S0D%%
25% a9
. o | = T 218
o4 = =3 A8 28 TEs =05 _ =255 =287 313
so ~ too Al 1isa " =200 zs50 - =eo 350

Spectrum from ciAisaturnws\data\fames\muestras\pvI3 sms

Scan No: 958, Time: 15 . 051 minutes

No averaging. Background corrected.

Comment: 15 051 min. Scan: 958 Chan: 1 Ion: 581 us RIC: 3340682 BC

Pair Count: 195 MYV O Formula, None CAS No: None Acquired Range: 20 - 400

1
Benzense, (1-methyinonyl)-

Sim.: 739, RevSim.: 868, Prob.: 62.64 Formula: C18H26
MYV: 218 CAS No: 4537-13-7

Entry #: 11365 of REFPLIB

NIST No: 10180 Other Databases, HODOC

=2

Benzene, (1-meaethylinonyl)-

Sim.. 714, RevSim.: 837, Prob, 62.64 Formula: C16H26
MWV 218 CAS No: A4537-13-7

Entry # 446674 of MAINLIEB

MNIST No: 61120 Other Databases: HODOC

=
Benzens, (1-methylinonyl)-
Sim.. 713, RevSim.: 832, Prob.:. 62.64 Formula. C18sH26

MVV: 218 CAS No 4S37-13-7
Entry #: 11335 of REPLIB
NIST No: 27554 Other Databases: HODOC

267

391

=

gl oxauy

soxauy
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NIST Target Spectrum Search Hit List
NIST Target Spectrum Search Results

Hits Found:

100

NIST Target Spectrum Search Parameters

Search Modeae
Min lon.
Min INntensity:
Constraints
MYV Range:
Name Fragment:

Elements in Compound: _—

Element Counts:

Peaks:

Other Databases:
Requested Fre-Search:
Requested Final Search:
Search 2 Libraries:

Target Spectrum
T gt

BP an (4539%—-91 OO%6) pvr axtr bruto . sms

Normal (Forward)

— Huella  MS
= (monoterpeno)

S000

100

A mainlib
B replib

12 1899 miin. Scan:. 736 Chan

1009%
-
Fd -0
B0
23
259 s 13T
109
152 -
o%% L ——— < & oX .5 ‘"E‘_j!__ _?_51
50 100 150 zZ00 250

Spectrum from c:\...

‘data\famesuwnueastras\pwvr ex<tr bruto_sms

Scan No: 736, Time: 12 191 minutes

No averaging. Background
Comment:

Fair Count: 172

LY AVAVE e | Formula: None

corrected (E).

1
2, 6-Octadienal, 3, 7-dimethyl-, (E)-

Sim.: 8968, RevSim.. 8az22,

FProb.: 36.068 Formula: C10H1T680

MWW: 1S2 CAS No: 141-27-5

Entry # 2470 of MAINLIB

NIST No:! 159020 Other Databases:

-

2. 6-Octadienal, 3, 7-dimeathyl-

Sirm.
MV
Entry #: 6257 of REFPLIB
NIST No:

BOsS, RevsSim. B28,

3

FProb.. 29,08 Formula: C10H1680

152 CAS No: 5S392-40-5

2. 8-Octadienal, 3, 7-dimsthyl-, (Z)-

Sim.: 887, RevSsim,.: 8209,

Prob.: 23 42 Formula: CT1OM160

MYV 152 CAS No: 106-26-3

Entry #: Za36 of MAINLIB
MNIST No:

1S1978 Other Databases: TSCA HODOC EINECS

del (E)-3,7-dimetil-2,6-octadienal

1 lon: FO5 us RIC Z2es430 EAC

297 3zs
300

12.1971 min. Scan: 7368 Chan: 1 lon: 705 us RIC: 298430 EBC
CAS No: None Acquired Range: 20 - 400

-

TSCA RTECS HODOC EINECS

185297 Other Databases: Fine TSCA RTECS NIH EINECS IR

L1 oxauy

soxauy

861



NIST Target Specitrurm Search Hit List
NIST Target Spectrum Search Results

Hits Found: 100
NIST Target Spectrum Search FParameters
Search Mode Normal (Forvward)
Min lon: 1
oA e : 2
“Mw Range: 1 - sooo Huella MS del Ftalato de dietilo

Name Fragment: _—
Elements imn Compound: —
Eleament Counts. ===

Peaks: _—

Other Databases: -—-
Requested Pre-Search: sS000
Requested Final Search. 100
Search 2 Libraries: A omainlib

B replib

Target Spectrum - — e —

Targeaet
BFP 149 (2936G0=100%6) pvhila sms 15,069 min. Scan. 8959 Chan: 1 lon 744 us RIC 192893 EBC
149
10026
TFS%% 10S
509%% 177
=259 as so
| I =18
i i il -l Ve SN il il - ST . S 331 aso
50 100 150 200 250 300 350

Spectrum from ciisaturnws\data\fames\muestras\pvhilia. sms

Scanmn No: 959, Time: 15.069 minutes

No averaging. Background corrected (E).

Comment: 15, 089 min. Scan: 959 Chan: 1 lon: 744 us RIC: 192893 EBC

Pair Count: 173 MMV O Formula: None CAS No: None Acqquired Range: 20 - 400

1
Diethyl Phthalate

= T

Sim. ;. 828, RevSim.: 842, Prob.: 62 23 Faormula: C12H1a40O4a o CPos

MYV 222 CAS No: 84-66-2
Entry #: 15629 of REFLIB
NIST No: 114975 Other Databases: Fine TSCA RTECS ERPA USPF HODOC NIH EINECS 1R

=2
Diethyl Phthalate

Sim.: 619, RevSim.: 750, Prob.: 62.23 Formula: C12H 1404 ro

MVWW. 222 CAS No: 84-66-2
Entry #: 15631 of REPLIB
NIST No:! 155450 Other Databases: Fine TSCA RTECS EPA USSP HODOC NIH EINECS IR

=
Diethyl Phthalate

=

Sim.: 805, RevSim.: 769, Prob.: 62.23 Formula: Ci12H14a404 a FPo

MVYV: 222 CAS No: 84-66-2
Entry #: 15628 of REFPLIB
NIST No: 2499962 Other Databases: Fine TSCA RTECS EFA USPF HODOC NIH EINECS IR

=

gL oxauy

soxauy
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Anexo 19
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AST Target Spectrum Search Hit List

NIST Target Spectrum Search Results
Hits Found: 100

NIST Target Spectrum Search Parameters

Search Mode Normal (Forwarad)
Min lom: |
Min Intensity: 1
Constraints
:\“aw F!aana; 1 - 8000
ame ragrment: -— e
Elements in Compound: _—
Elements in Con — Huella MS del ester metilico del
Peaks: _— i H
i PR, WS - oxiranooctanoico
Requested Pre-Search: s8000
Requested Final Search: 100
Search 2 Libraries: AL mainlib

B. replib

Target Spectrum

acido 3-octil-

Target .
BFP 55 (68303068="100%%) sas.5-2 sm=s 18.288 miin. Scan:. 1200 Chan: 1 lon 42 us RIC: 128581 78 AC
100% | Bs
T5%0 109
i =27
S50% as e
25%— 2as
i | | { 198 297
. sl =253 B
PO, S U1 1P 11N 11 b ol g 1 L L =52y 282 208 3=a 3oz
50 100 150 200 250 Aoo Aaso

Spectrum from ciisaturmws\data\fames\muestras\sasS . 5-2 sms

Scan No: 1209, Time: 18.286 minutes

No averaging. Background corrected.

Comment: 18.286 min. Scan: 1209 Chan: 1 lon: 42 us RIC: 12658178 BC

FPair Count:. 193 MWWV O Formula: Nons CAS No: None Acquired Range: 20 - 400

1

Oxiraneoctanoic acid, S3-octyl-, methyl ester, cis-

Sim.: 776, RevSim.: 785, Prob.: 35.43 Formula: C19H36803 (=]
MYVW: 312 CAS No: 25686-91-8

Entry #: 14066 of MAINLIB

MNIST No: 36237 Other Databases: None

=2
Oxiraneoctanolc acid, 3-octyl-, methy| ester
Sim.: 758, RevSim.: 764, Prob.: 21 47 Formula: C19H3603 ©

MVV: 312 CAS No: 2500-59-6
Entry #: 69057 of MAINLIB |
NIST No: 14768 Other Databases: EINECS

3
Oxiraneoctanoic acid, 3-octyl-, methyl ester, trans-
Sim.: 744, RevSim.: 769, Prob.. 17.30 Formula: C19H3603 “»

MV 312 CAS No: 6084-76-0
Entry #: 34749 of REPLIB
NIST No: 36281 Other Databases: None

0Z oxauy

Soxouy
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NIST Target Spectrum Search Hit List

NIST Target Spaectrum Search Results
Hits Found: oo

NIST Target Spectrum Search Parameaeters
Search Mode Normal (Forward)
Minm lon: B

Min Intensity: 1
Constraints
MYV Range: 1 - 8000

Name Fragment: -—
Elements in Compound: —_—
Element Counts: _—
Peaks: -——
Other Databases: -
Requested Pre-Search:
Requested Final Search:
Search 2 Libraries:

100
AL mainlib
B replib

Target Spectrum
Target
BF—' 43 (B2 167=100%) Sa-H-1.5MS

12 484 min Scan: 759 Chan:
1 00%%

S50%%h

ssag 131
103

183 187 =14 2687

50 100 150 260 250

Spectrurm from csaturnws\datalVMfames\muestras\Sa-H-1.SMS
Scan No. 759, Timsa: 12 484 minutes
No averaging. Background corrected.
Comment: 12 484 min. Scan: 759 Chan: 1 lon:
Pair Count: 129

1

ZH-Pyran-2-one, tetrahydro-4q4-hydroxy-4-methyl-

Sim.: 744, RevSim.. 768, Prob.: 732.11 Formula: CEH1003
MYW: 130 CAS No: SO03-a48-0

Entry #: 2023 of REFPLIB

NIST No: 188011 Other Databases. Nons

=2

Z2H-FPyran-2-one, tetrahydro-4-hydroxy-<g-methyl-

Sim. 693, RevSim.: 804, Prob.: 73.11 Formula: CEH1003
MWV 130 CAS No: SO03-a48-0

Entry #: 2022 of REPLIB

NIST No: 79631 Other Databases: None

=3
ZH-Pyran-Z-one, tetrahydro-4-hydroxy-4-methyl-

Sim.:. 690, RevsSim.: 709, Prob.: 73.11 Formula: CEH100O3
MWW 130 CAS No: S03-a48-0

Entry #: 2021 of REFPLIB

NIST No: 79344 Other Databases: Nona

Huella MS del tetrahidro-4-hidroxi-4-metil-2H-Piran-2-
ona (Mevalonato)

1 lon: 106 us RIC: 3248803 BC

320 359 393

nE

106 us RIC: 3248803 BC
MWW O Formula: None CAS No None Acquiraed Range: 20 - 400

=1
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o
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o
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L2 oxauy
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ST Target Spectrum Search Hit List

NIST Target Spectrum Search Results
1

Hits Founcd:

oo

NIST Target Spectrum Search Parameters

Search Mode
Min lon:

Min Intensity:
Constraints

MW Range:

Name Fragment:

Elements in Compound:

Element Counts:

FPeaks:

Other Databases:
Requested Pre-Search:
Requested Final Search:
Search 2 Libraries:

Target Spectrum

Normal (Forward)

H

s000

100

AL o mainlib
B replib

uella MS del ester metilico del acido eicosanoico

[Target : = -
|BF 74 (119686=100%) sas5.5-2 sms 20.024 min. Scan: 1345 Chan: 1 lon: 236 us RIC: 1723140 BC
100% i
a3ze
TS 14
a3 i
S0% -
: YT RE=1= =227
e, . 101 - A 171 241 e
115 =233 zes9 297
aso
e e e e e e e e e e = e L e e s e
s0 100 1850 200 250 300 aso \

/e

Spectrum from cisaturnws\data\fames\muestras\sasS. 5-2 asms

Scan No: 1345, Time: 20.0249 minutes

MNo averaging. Background corrected.

Comment: 20.0249 min. Scan: 1345 Chan: 1 lon: 2385 us RIC: 1723140 BC

FPair Count: 2422 MWV O Formula: None CAS No: None Acquired Range: 20 - 400

1

Eicosanoic acid, methyl ester
Sim.: 784, RevSim.: 846, Prob : 68.23 Formula: CZ1Ha4Z0DO2
MW: 3268 CAS No: 1120-28-1 bi
Entry #: 7543 of REPLIB

NIST No: 109469 Other Databases. Fine TSCA HODOC EIIJEC:S

=

Eicosanoic acid, methyl ester

Sim.: 756, RevSim.: 819, Prob.. 69.23 Formula: C2Z21H430O2 . -
MW: 326 CAS No: 1120-28-1 .
Entry #: 7537 of REPLIB

NIST No: 71624 Other Databases: Fine TSCA HODOCGC EINECS

=

Eicosanoic acid, methyl ester

Sim.: 741, RevSim.: 778, Prob.: 68.23 Formula: C21HATO2-
MW: 326 CAS No: 1120-28-1 i
Entry #: 7540 of REPLIB

NIST No: 15260 Other Databases: Fine TSCA HODOC EINEES

22 oxauy

soxauy
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Chromatogram Plot

File. c\saturmnws\data\fames\muestras\sas S5-Z2Z.sms

Sample: sas. 5-2 O perator: Juanjo

Scan Range: 1 - 1969 Time Range: .00 - 27.98 min. Date: 22/08/03 15:a48

SGCounts - . 2 =i an sas5 5 2 sms
1.50

Cromatograma de gases tipico

1= 14 - al 5" 1S ) 1.7 18 1 ﬂ_
e — - = minutes
Segrment =

7oa a87rs 53 1031 1109 Gas7 1265 Scans

soxauy

€2 oxauy

¥0¢



NIST Target Spectrum Search Hit List

NIST Target Spectrum Search Results
Hits Found: 10

NIST Target Spectrum Search Parameters

Search Mode Normal (Forward)

Min lon: -

Mim Intensity: 1

Constraints
MYW Range: 1 - 2B000
Name Fragment: ——=
Elaeaments in Compound: —_— . .
Elament Counts: = Huella MS de la N-Butil-bencenosulfonamida
Other Databases: A

Requested Pre-Search: S000

Requested Final Search: 100

Search 2 Libraries: AL mainlib

B. replib

Target Spectrurm - — S _— S —

Taarget z % Tyeo
lEF—' 1417 (3aAaa78=100% ) sa-1-1 sms 18, . 788 min,. Scan: 1095 Chan: 1 lon: 332 us RIC: 265813 EBC
1«41 170
100%
TFEMe |
SO 1
- s |
|
250G —~
56 =203 ass
' 123 i zaz =209 207 ass ao3 |
a%e § : e e S e e e W R e I e et e e e
s0 100 150 zoo 2s0 soo aso

=
Spectrum from ciisaturmnwsi\data\fames\muestrasi\sa-|I-1.sms
Scanmn No: 1095, Time: 1686. 766 minutes

No averaging. Background corrected (E).

Comment: 16. 766 min. Scan: 1095 Chan: 1 lon: 332 us RIC: 28581 'iBC

Pailr Count: 185 MVYW: O Formula: None CAS No: None Acquired Range: 20 - 400

1
Benzenesulfonamide, N-butyl-

Sirm . 483, RevSim.: 8920, Prob . S4. 6494 Formula: CT1O0H1I1SNOZ2S
MVW: 213 CAS No: 3622-84-2 o
Entry #: 7862 of REPLIB

NIST No: 99168 Other Databases:. Fine TSCA RTECS ERPA NIH EINECS IR

2

BEenzenesulfTonamide, N-butyl-

Sim.. 474, RevSim.: 762, Prob.. 54 84 Formula: CT1O0HISNOZ2S

MVWV: 213 CAS No: 368622-8B4-2

Entry #. 29878 of MAINLIB

MNIST No: 125087 Other Databases: Fine TSCA RTECS EPA NIH EINECS IR

3

Bensramnesulfonmnamide, N-butyl-

Sim.: 469, RevSim.: 753, Prob.: 54 64 Formula: CT1O0H1I1SNOZ2S
MVYW: 213 CAS No: 3622-84-2 Dg—c
Entry # 78683 of REPLIB

NIST No: 232333 Other Databases:. Fine TSCA RTECS EFRPA NIH EINECS IR

SoXoUY

pzZ oxauy
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NIST Target Spectrum Search Hit List

NIST Target Spectrum Search Results
Hits Found: 100

NIST Target Spectrurm Search Parameters
Search Mode Normal (Forward)

Mim lom: 1
Min Intensity: 1
Constraints

MWW Range. 1 - 8000

Name Fragment: -—

Elements in Compound: —-—

Elemeant Counts: -

Peaks: -—

Other Databases: —_—
Requeaested Pre-Search: [clelela]
Requested Final Search: 100
Search 2 Libraries: AL mainlib

B. replib

Target Speactrurm
Target

T1TB.838 min, Scan: 1252 Chan: 1 jlon: 45 us RIC:

B 65é505709=1 DO0%%) sabh 5-2 sms

100% o
s
75% | =
a7
o
s50%— 47 =
| 15s
25% aon
. . 180 [ 311
OG- - l L L ] | AT el shail ! | - Il E— = T
i e z00 R 200

Spectrum from ci\saturnws\data\fTames\muestras\sasS 5-2 . sms

Scan No: 1252, Time: 18.838 minutes

No averaging Background corrected.

Comment: 18 838 min. Scan: 1252 Chan: 1 lon: 45 us RIC: 120889468 BC

Pair Count: 222 MYV O Formula: None CAS No None Acquired Range: 20

1
Ethyl Oleate

Sim.: 842, RevSim.: 849, Prob.: 43 12 Formula: C2Z0H3802

MVWW: 310 CAS No: 111-82-68

Entry #. 3628 of REFPLIB

NIST No: 14676 Other Databases: Fine TSCA USP HODOC NIH EINECS IR

=2

Ethyl Oleate

Sim.: B32, RevSim.: 843, Prob.. 43.12 Formula CZOoOH3802
MVW: 310 CAS No: 111-82-6

Entry #. 3629 of REFPLIB

NIST No: 150157 Other Databases: Fine TSCA USSP HODOC NIH EINECS IR

3

Ethyl Oleate

Sim.: 831, RevSim.: 833, Frob.: 43 12 Formula; C2oH3802

MVW: 310 CAS No: 111-862-8

Entry #. 3802 of REPLIEB

NIST No: 2418132 Other Databases: Fine TSCA USSP HODOC NIH EINECS IR

Huella MS del Oleato de etilo

120088940 BC

341
380

- 400

=l

Gz oxauy
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NIST Target Spectrum Search Hit List

NIST Target Spectrurm Search Results

Hits Found: 100
NIST Target Spectrurm Search Parameters

Search Mode Normal (Forward)

Min lon: 5

Min Intensity: 1

oW o

ange: 1 - 800 i )

Name Fragment: —- Huella MS del ftalato de dibutilo
Elements Iin Compound: —_—
Elemeant Counts: —_—
Peaks: _—
Other Databases: -—

Requested Pre-Search: Ss000

Requested Final Search: 100

Search 2 Libraries: AL o mainlib

B8 replib

Target Spectrum

Targel -
l BF 148 (148305 1=100%:) sa-I-3 . srm= 17883 min, Scan’ 1187 Chan: 1 jlon: 88 us RIC: 3128827 EBC
1009%G 148
T 5%
50%y
]
26% |
| 223
| =2
P b, T . |, 1 5 R | . Ao LT . SRS SR U
 so e RN T 150 T T T R - 3so

Spectrum from ci\saturnws\data\fames\mueastras\sa-1-3 sms

Scan No: 1187, Time. 17.683 minutes

No averaging. Background corrected (E).

Comment: 17.683 min. Scan: 1167 Chan: 1 lon: 99 us RIC: 3128927 EBC

Pair Count: 204 MW O Formula: None OCAS No None Acquired Range: 20 - 400

1
Dibutyl phthalate

Sim.: 849, RevSim.: 929, Prob.: 43.76 Formula: C18H2204

MWW: 278 CAS No: 84-74-2

Entry #: 66999 of MAINLIB

NIST No: 114974 Other Databases: Fine TSCA RTECS EPA HODOC NIH EINECS IR

2

Dibutyl phthalate

Sim.: B20, RevSim.: 909, Prob.: 43.768 Fprmula: C1686HZ204a

MWW 278 CAS No: B4-7T4-2

Entry #: 155468 of REPLIB

NIST No: 23125 Other Databases: Fine TSCA RTECS EPA HODOC NIH EINECS IR

3

Dibutyl phthalate

Sim.: 820, RevSim.: 886, Prob.  43.76 Formula: C16H2204

MWV 278 CAS No: 84-74-2

Entry # 15599 of REPLIB

NIST No: 7068684 Other Databases: Fine TSCA RTECS EPA HODOC NIH EINECS IR

|
ara 393 |

=

9z oxauy
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T Target Spectrum Search Hit List

> T Target! Spectrum Search Hesuus
Hits Found: 100

NIST Target Spectrum Search Parameters

Search Mode Normal (Forwarad)

Min lon: 1

Min Intensity . 1

Constraints
MYW Range: 1 - B000
e T L h st ; : ;
e iabordb e B e et = Huella MS del ster etilico del acido tetradecanoico
FPeaks: B
Other Databases: —

Requested Pre-Search: S000

Requested Final Search: 100

Search 2 Libraries: AL mainlib

B. replib

Target Spectrum - Ry

_é:'r%ﬂ (& | 177Q‘1f_’l°%& sab 5 ams 16 354 miin,. Scan. 1054 Chan' 1 jlon: 815 us RIC. 1980683 BC
100%6 -
55
T5%
-1 1857

s50% i 213
2896 115 129 143 171 oe 19O | so.

i I | L Hws moa 31D 3a1 asz

P e NN 11| | 1 TR 1)) YL LTSN 11 11/ T Y0 O (NPT [ PFTRRrY| P S /S PO, 0 Y | M) S| e B - by 520 N e .
' e T —— 5o . 280  =d0 T =so

Spectrum from cisaturnwsi\data\fTames\muestras\sast S sms

Scan No: 1054, Time. 16 354 minutes

No averaging., Background corrected.

Comment: 16. 354 min. Scan:. 1054 Chan: 1 lon: 9215 us RIC: 1880683 BC

Pair Count: 223 MWVW: O Formula: None CAS No: None Acquired Range 20 - 400

Tatradecnnoic acid, ethyl ester

Sim. 607, RevSim.: 727, Prob.: 19.40 Formula: Cci1eH3IZOZ

MWW 256 CAS No: 124-06-1

Entry #: 35857 of MAINLIEB

NIST No: 229118 Other Databases: Fine TSCA EPA HODOC Nlﬂ EINECS IR

2
Tetradecanoilc acld, ethyl ester

Sim.: 600, RevSim.: 8682, Prob.: 19 40 Formula: C18H3z202<

MW: 2568 CAS No: 124-06-1

Entry # 9179 of REPLIB

NIST No: 12454 Other Databases. Fine TSCA EPA HODOC NIHPEINECS IR

3

Tetradecanolc acid, ethy!| ester

Sim.: 598, RevSim.: 718, Prob.: 19 .40 Formula: C16H3z2029

MWW: 2568 CAS No: 124-06-1

Entry #: 9180 of REFPLIB

NIST No: 1568923 Other Databases:. Fine TSCA EPA HODOC NITI EINECS IR

12 oxauy

SoxoUy

80¢




Chromatogram Plot

File: cihsaturmnws\data\famesymuestras\prmiia-2Z . sms

Sample: prmili1a-2

Scan Range:. 1 - 1965 Time Range: 0.00 - 27 .98 min

PMMCounts
15.0

125

n
0

12.5 15 O

Sacans 750 252

1145

O perator: Juanjo
Date: Z22/06/03 0126

=i @l prmii a-Z . sms

Cromatograma GC-MS tipico

L EYUESERFTINISE S0 o o o s 1 A S 1 LR 5
T s ] T '
=20.0 225 =25.0
E‘reﬂmen‘ln-z -
1340 1535 1T7FAa

T

minties

18928

gz oxauy

soxauy

60¢



NIST Target Spectrum Search Hit List

NIST Target Spectrum Search Results

Hits Found: 100
NIST Target Spectrum Search Farameters
Search Mode Normal (Forward)
PMimn o T
Min INntensity: : |

TN Range: 1 - soo0 Huella del 3,7-Dimetil-2,6-octadienal (74,
monoterpeno), identificado por GC-MS

Name Fragment: _—
Elements in Compound: e
Element Counts: _—

Peaks: =

Other Databases: =
Requested Pre-Search! sS000
Requested Final Search: 100
Search 2 Libraries: AL mainlib

B. replib

Target Spectrum - -

Target
BF 60 (38339="100%) pri3 sms 12,179 min Scan. 725 Chan: 1 lan 804 us RIC: 2954680 EBC
100%- as
1 1
7S%
5094
a3
137
259 341
= TOR 455
15=2 ans
e
ove-] ]l o lbt ol Wl o wd 1 (] %S tee 295 =283  zeo B S T2
S50 100 150 =200 250 300 350

Spectrum from ciisaturnws\data\fameswymuestras\prid. sms

Scan No: 735, Time: 12.179 minutes

No averaglng. Background corrected (E).

Comment: 12179 min. Scan: 735 Chan: 1 lon: 804 us RIC: 295460 EBC

Pair Count: 189 MYV O Formula: Nons CAS No: None Acqquired Range: 20 - 400

1
2. 86-Octadienal, 3, 7-cimeathyl- o
Sim.: 804, RevSim.: 811, Prob.: 29.77 Formula: C10H180O
MVWWVW: 152 CAS No: 5392-40-5

Entry #: 6257 of REFPLIB ¥

NIST No: 185297 Other Databases: Fine TSCA RTECS NIH EINECS IR

=2
2. 6-Octadienal, 3, 7-dimethvyl-, (E)- =1
Sim.. 800, RevSim.: 802, Prob.: 23 .99 Formula: C10H16860

MW: 152 CAS No: 141-27-5S |
Entry #- 249470 of MAINLIB

NIST No: 159020 Other Databases: TSCA RTECS HODOC EINECS

3

2 6-Octadienal, 3, 7-dimethyl- (=]
Sim. 597, RevSim.: 821, Prob.: 29 .77 Formula: C10H160 =
MWW: 152 CAS No: 5§392-40-5

Entry #: 6256 of REPLIB

NIST No: 248401 Other Databases: Fine TSCA RTECS NIH EINECS IR

ELER

62 oxauy

soxauy
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NIST Target Spectrum Search Hit List

NIST Target Spectrum Search Results
Hits Found: 10

NIST Target Spectrum Search Parameters
Search Mode Normal (Forward)

M lom: 1
PMinm Intensity: 1
Constraints

MW Range: 1 - 8000

Name Fragrment: S,
Elements in Compound: _—
Element Counts: S

Peaks: -—

Other Databases: -
Requested Pre-Search: S000
Requested Final Search: 100
Search 2 Libraries: AL o mainliu

B. replib

Target Spectrum ——
Target
BP 81 (290337-‘!‘;’:‘!‘0%) prmilb-1 . sms

100 %

T 5%

=1 b

ao
25% a7
as
| Vi 123
R T A Y F— _____1__§3 : 17a _399 ¢ zae
s0 100 150 =200 2650

Spectrum from ciisaturnws\data\fTames\muestras\prmiib-1.sms

Scan No: 772, Time: 12.660 minutes
No aaveraging.  Background corrected.

Commeaent: 12 660 min. Scan: 772 Chan: 1 lon: 233 us RIC: 1061076 BC

z81

31s

300

12 860 min. Scan:. 772 Chan: 1 lon! 233 us RIC: 10817076 BC

341 356
aso

FPair Count: 116 MVWW: O Formula: None CAS No None Acquired Range: 20 - 400

1
Z.a9-Decadienal

Sim 7TO7, RevSim.: 910, Prob.: 34.85 Formula: CT1O0H1T168C0
MW: 152 CAS No: 2363-88-4

Entry #: 8157 of REFPLIB

NIST No: 121814 Other Databases: TSCA EINECS

=2

2. a-Decadienal, (E . E)-

Sim : 786, RevSim.: 818. Prob : 28.09 Formula: C10H1eD
MW 152 CAS No, 25152-84-5

Entry #: 31387 of MAINLIEB

NIST No: 1332817 Other Databases: Fine TSCA EINECS

AA-Decadienal

Sim.: 778, RevSim.: 849, PFProb.: 34.85 Formula: C1O0H180
MW, 152 CAS No: 2363-88-4

Entry # 31400 of MAINLIB

NIST No:. 249237 Other Databases: TSCA EINECS

Huella del 2,4-Decadienal (catabolito de HUFAs),
identificado por GC-MS

aoa

0€ oxauy

SoxoUy
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NIST Target Spectrum Search Hit List

NIST Target Spectrum Search Results
Hits Found: 100

NIST Target Spectrum Search Parameters
Search Mode Normal (Forwara )

MM lom: 1
Min Intensity ]
Constraints
MWW Range: 1 - BOOO
Name Fragment: —_—
Elemeaents in Compound: —_— = 9 =
et et - Huella del 4-Hidroxi-benzaldehido (78, ruta del

Other Databases:
Requested Pre-Search:
Requested Final Search:
Search 2 Libraries:

s000

00 acido shikimico), identificado por GC-MS

AL mainlib

B. raeplib

Targel Spectrurm

T T
.B:"“’l;‘l (1 S0080=100%6) ’3"'"“'12.-“,7‘1‘1 sms 13407 mMin. Scan: B2 Chan: 1 lon: 462 us RIC: S810682 BC

1009%: 0

7T5% | {

S50% as (==

259 a9

e L e | 154 188 221 247 2668 284 <le] 32 3a4s a7 aes

so0 B 1_00 1 5?__ zo00 ze_sn 300 _:550 iy

Spectrum from c\saturnws\data\fTames\muestras\prmli2d-1.sms
Scan No: 829, Time: 12 407 minutes
No averaging. Background corrected.
Comment: 13 407 min. Scan: 829 Chan: 1 lon: 4682 us RIC: Ss10682 BC
FPair Count: 163 MWW: O Formula: None CAS No None Acquired Range: 20 - 400
1 (=]
Benzaldehyde, A-hydroxy- P
Sim.: 808, RevSim.: 881, FProb.: 29.94 Formula: C7HB80O2
MVUVV: 122 CAS No: 123-08-0
Entry #: S4810 of MAINLIB
NIST No:® 135511 Other Databases: Fine TSCA RTECS ERPA HODOC NIH EINECS IR
=2 (=]
Benzaldehyda, A-hydroxy -
Sim.: BO0O. RevSim.: 853, Prob.: 20.94 Formula: C7TH8OZ2
MVYW: 122 CAS No: 123-08-0
Entry #: 13239 of REFPLIB
NIST No: 184160 Other Databases: Fine TSCA RTECS EFRPA HODOC NIH EINECS IR 2
= =)
Benzaldehyde, A4-hydroxy-
Sim.: 793, RevSim.: 850, Prob.: 20.94 Formula: C7HS80O2 !
MVYWV: 122 CAS No: 123-08-0
Entry #: 13235 of REPLIB
NIST No: 229910 Other Databases: Fine TSCA RTECS EPA HODOC NIH EINECS IR ":H

LE oxauy

Soxouy
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NIST Target Spectrum Search Hit List

NIST Target Spectrum Search Results
Hits Found: 100

NIST Target Spectrum Search Parameters
Search Mode Normal (Forward)
Min lon: 1
Min Intensity: i |
Constraints

MYV Range:

Name Fragrment: —

Elemeants in Compoaound: -—

Element Counts:

Peaks.

Other Databases:
Requested Pre-Search:
Requested Final Search:
Search 2 Libraries:

AL mainlib
B replib

Target Spectrum ; s

Target

Huella del Ftalato de dietilo (83, n=1),
identificada por GC-MS

BF 149 (Z095S4=100%6) primiie. sms 15 0684 Mmin. Scan: 959 Chan: 1 lon 884 us RIC 130208 EBC

100% Lo oo

7TE5%—

S50% - V7

=594 . a0 a9 ":I'ﬁ
| 0% : bl 0 T 1 Y R 1 FETIN | G0RPT | VC S JIA___ ot sl WS L ST =09 318 3:3-:3_“___ G 39_:_’

— 80 0= vSa ..., A— o S i /=

Spectrum from ciisaturnwsi\data\fames\muestras\prmi1a. sms
Scan No: 959, Tima: 15 0684 minutes
No averaging., Background corrected (E)
Comment: 15 0684 min. Scan: 859 Chan: 1 lon: 684 us RIC: 130208 EBC
Pailr Count: 157 MYV O Formula: None CAS No: None Acquired Range: 20 - 400
3
Diethyl Phthalate o
Sim.: 5268, RevSim.: 878, Prob.: 5S8. 74 Formula: C12H1404a [ = 3 .
MWWV 222 CAS No: 84-66-2 | |
Entry #: 15629 of REFPLIB —~T L=
NIST No: 114975 Other Databases: Fine TSCA RTECS EPA USP HODOC NII1 EINEC SR
=2
Diethyl Phthalate =
Sim.: S0S, RevsSim.: 757, Prob.: S8.74 Formula: C12H1404 Qo
MW 222 CAS No: a4-a8-2
Entry #: 15631 of REFPLIB ©
NIST No: 155450 Other Databases: Fine TSCA RTECS ERPA USP S IR
Dlathyl Phthalate o

Sirm . 498, RevsSim.: 752, Prob.: SB8. 74 Formula C12H1404 L= ]
MW 222 CAS No: 84-6866-2 Il
Entry #. 87077 of MAINLIB 3

NIST No: 227685 Other Databases: Fine TSCA RTECS ERFPA USSP HODCOCC NIiH EINECS lﬁ

ZE oxauy

SoxXouy

1384




NIST Target Spectrum Search Hit List

NIST Target Spectrum Search Results
Hits Found: 100

NIST Target Spectrum Search Parameters
Search Mode Normal (Forward)

Min lomn: &)
Min Intensity: 1
Constraints

MYW Range: 1 - 8000

Name Fragment: ———
Elements in Compound: —
Elemeaent Counts: _—
Peaks: _
Other Databases:
Requested Pre-Search:
Requested Final Search:
Search 2 Libraries:

s000

100

AL mainlib
B. replib

Target Spectrum i
Targeat
BF 105 (41212=100%%) s?'rorgIS-‘! SIS

| ToO0%%
756 | —

50%% | | 182

25%% | |

o9 —

15 . 554 miin. Scan: 994 Chan:

GC-MS

T lon: 782 us FIC: 198529 EBC

SRR - pipe

=223 247 265

250

Spectrum from ciisaturnwsidata\famesunuestras\prmiII2-1.sms
Scan No: 994, Time: 15.554 minutes
No averaging Background corrected (E).

Comment: 15 S5S54 min. Scan: 994 Chan: 1 lon: 762 us RIC: 198529 EBC

Pair Count: 182 MVV: O Formula: None
1

Benzophenone

Sim.: 701, RevSim.: 863, Prob.: 64.0686 Formula: C13H100
MYW: 182 CAS No: 119-61-9

Entry #: 4656089 of MAINLIB

NIST No: 118652 Other Databases: Fine TSCA RTECS ERPA

=2
Benzophenone
Sim.: 685, RevSim.: 844, Prob.: 64. 068 Formula: C13H100

MUWW: 182 CAS No: 119-61-9
Entry #: 11497 of REFPLIBEB
NIST No: 228289 Other Databases: Fine TSCA RTECS EPA

=

Benzophenons

Sim.:. 8685, RevSim.: 814, Prob.: 64.06 Formula: C13aH100
MW: 182 CAS No: 119-61-9

Entry #: 11166 of REPLIB

NIST No: 226272 Other Databases: Fine TSCA RTECS EPA

CAS No: None Acquired Range: 20 - 400

HODOC NIH EINECS IR

HODOC NIH EINECS IR

HODOC NIH EINECS IR

Huella de la Benzofenona (79), identificada por

€€ oxauy

soxauy

vie



NIST Target Spectrum Search Hit List
NIST Target Spectrum Search Results

Hits Found:

100

NIST Target Spectrum Search Parameters

Search Mode
Min lon:

Min Intensity:
Constraints

MYW Range:

Name Fragment:

Elements Iin Compound:

Element Counts:

Feaks:

Other Databases:
Requested Pre-Search:
Requested Final Search:
Search 2 Libraries:

Target Spectrum
| Target
BP 57 (16%%4-100%) Prmho-2 smis

| 100%
5% |
o7
SO% |
| O
25% | | | ||| fl
! i || |
O 1
o e s g LA g U
50 100

Normal (Forward)
1
1

1-=°°c  Huella del Acido pentadecanoico (44, n=13),
= identificado por GC-MS

s000
100

AL mainhib
B. replib

15 908 min. Scan: 1023 Chan:' 1 lon: 728 us RIC: 22717 EBC

143

199 ’

90 ape Srs 299

150 200

Specirum from ciisaturnws\data\fTames\muestras\primho-2 . sms

Scan No: 1023, Time: 15.906 minutes

No averaging Background corrected (E).

Comment: 15.906 min. Scan: 1023 Chan: 1 lon: 728 us RIC: 282717 EBC

Pair Count: 183 MW: O Formula: None

1

Pentadecanoic acid

Sim.: 649, RevSim.: 717, Prob.:
MWW: 242 CAS No: 1002-849-2
Entry #: 1406 of REFPLIB

CAS No: None Acquired Range. 20 - 400

(=]
47 .66 Formula: C15H3002 o

NIST No: 130842 Other Databases. Fine TSCA RTECS HOPMOC NIH EINECS IR

=2

Paentadecanoic acid

Sim.: 640, RevSim.: 711, Prob.:
MW: 24842 CAS No: 1002-84-2
Entry #: 701710 of REFPLIB

L=
47 686 Formula: C15H3IQ0O=2

NIST No: 221146 Other Databases: Fine TSCA RTECS HOBP'YOC NIH EINECS IR

3

Pentadecanolac acid
Sim.: 606, RevSim :
MWV: 2442 CAS No: 1002-84-2
Entry # 65917 of MAINLIB

868, Prob.:

(=]
47 66 Formula: Cl15H3I00O2

NIST No: 637417 Other Databases: Fine TSCA RTECS Hcm NIH EINECS IR

pe oxauy

SoXoUY

Gle




NIST Target Spectrum Search Hit List

NIST Target Spectrum Search Results
Hits Found: 100

NIST Target Spectrum Search Parameters

Search Mode Normal (Forward)

Min lon: 1

Sonstrainte. 2
Name Fragment: 12 °°°°Huella del 6,10,14-Trimetil-2-pentadecanona (77,
e~ = sesterterpeno degradado), identificado por GC-

Requestaed Pre 8000 MS
Requested Final Search: 100
Search 2 Libraries: AL mainlib

B. replib
Target Spectrum

Target p

BFP a3 g’“ B8A7=100%:) prrnl1b-1 . ams 18. 711 min, Scan: 1087 Chan: 1 lon: 308 ua RIC: B80980 EBC
10096 - =
TE%— 2
3 109 1
: es 4
s50%6— o= 4
2594 e
] 181 9% oo 214 235 2850 ges ]
o%%— | B b et/ Ly : 281 2985 aze ass se
so 1do 150 2do 2&0 ado aso . Q

Spectrum from ci\saturnws\data\fTames\MmMuestras\prmii1b-1.sms

Scan No: 1087, Time: 18. 711 minutes

No averaging. Background corrected (E).

Comment: 18. 711 min. Scan: 1087 Chan: 1 lon: 308 us RIC: 8809680 EBC

Fair Count: 198 MW: O Formula: None CAS No: None Acquired Range: 20 - 400

4
Z-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl- o

Sim.: 72656, RevSim.: 775, Prob.: 47.6868 Formula: C18H380G._ _ = =i
MWW: 2688 CAS No: S02Z2-89-2 |

Entry #: 4966 of REFPLIB

NIST No: 168613468 Other Databases: TSCA EINECS

2
2-Pentadecanone, 8,10.14-trimethyl-

(=1
Sim.: 710, RevSim.: 810, Prob.: 47 .68 Formula: Cc1aHaso, _— — _ s /
MWW: 2688 CAS No: S02-89-2 l T
Ent #: 5795 of MAINLIB
NIS No: 129768 Other Databases: TSCA EINECS

3

2-Pentadecanone, 8,10, 14-trimethyl- - =
Sim.: 885, RevSim.: 840, Prob.: 47.88 Formula: C18H38G. "~ " "~ =
MWV: 288 CAS No: 502-68-2 T T f
Entry #: 1858 of REPLIB |

NIST No: 34110 Other Databases: TSCA EINECS

GE oxauy

soxauy
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NIST Target Spectrum Search Hit List
NIST Target Spectrum Search Results

Hits Found: 100
NIST Target Spectrum Search Parameters
Search Mode Normal (Forward)
Mim lorm: 1
Min Intensity: 1

Constraints

o Fapmat A Huella del Ftalato de dibutilo (83, n=3),

Elements in Compound: ---

Element Counts: —— . .
Peaks: T r GC-MS
=t — o identificada po
Requested Pre-Search: S000
Requested Final Search: 100
Search 2 Libraries: AL mainlib

B. replib

Target Spectrurm

Target
1B 1499 (2Z375363=100%) prrmil1. . ams 17,6682 Mmin, Scan: 1159 Chan:. 1 lon M1 us RIC 5135381 BC
100% 1","3
T5%0
50% |
2050
205 223
S -1 = 1‘?4 121 . — s = : == 279 313 334 355 389
S50 ; - 100 150 ! z00 - ._;_‘éo_ e _:300 aso

Spectrum from ciisaturmws\ddataVMfames'\mueaestras\prmili1 . sms

Scamn No: 1159, Time: 17 662 minutes

No averaging. Background corrected.

Comment: 17.662 min. Scan: 1159 Chan: 1 lon: 91 us RIC: S5S135381 BC

FPalir Count: 184 MW: O Formula. Nona CAS No: None Acquired Range: 20 - 400

1
Dibutyl phthalate

Sim.: 871, RevSim.: 945, Prob.: 51.83 Formula: C16H22049

MYV 278 CAS No: Ba4-74-2

Entry # 66999 of MAINLIB

NIST No' 114974 Other Databases: Fine TSCA RTECS ERPA HODOC NIH EINECS IR

=

Dibuty)l phthalate

Sim.: 851, RevSim.: 937, Prob.: 51.83 Formula: C18sH2204

MWV 278 CAS No: 84-7T4a4-2

Entry #: 15546 of REPLIB

NIST No: 23125 Other Databases: Fine TSCA RTECS EFA HODOC NIH EINECS IR

3

Dibutyl phthalate

Sim. . 850, RevsSim. 9068, Prob.: §1.83 Formula. C16H2204a

MWW 278 CAS No: 84-74-2

Entry # 15599 of REPLIB

NIST No: 70664 Other Databases. Fine TSCA RTECS ERPA HODOC NIH EINECS IR

/=

g€ oxauy

soxauy
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NIST Target Spectrum Search Hit List
NIST Target Spectrum Search Results

Hits Found: 100
NIST Targeat Spectrurm Search Parameaters
Search Mode Normal (Forward)
Mim lon: 1
PN INtensity: |
Constraints
rI':‘«!'I'lW R?—_nge: . 1 - 8000 - p-
ame ragment: —_— ]
Elaments |gn Compound: -—= Hllﬁ“ﬂ del Ftalato de dloctllo (83, “'_7),

Elament Counts: -—

g?::?oatabasea: e idenﬁﬁcada ])0]' GC'MS

Requeslted Pre-Search. S000
Requested Final Search: 100
Search 2 Libraries: A o mainlib

B. replib

Target Spectrum — e TR . . e e ——

T eargemt )

BP 146 (1891 75=100%) prmlib.sms 26 398 min. Scan: 1847 Chan: 1 lon” 226 Le RIC: 605457 BC
100%6 b i s i
s '
5095 _
25%: 7o _

1

— oo A e N I HEE 220 241 204 | 313 338 357 e
sa 160 180 =200 T T — 00 T Tl e |
[ als 3

Spectrum from cAsaturnws\data\fameaes\mueaestras\prmili1b sms

Scan No: 1847, Time: 26 398 minutes

No averaging. Backgrouund corrected

Comment: 26 _ 398 min. Scan: 1847 Chan: 1 lon: 2268 us RIC: 805457 BC

Pair Count: 215 mMW. O Formula: None CAS No: None Acquired Rar ge: 20 - 400

1
Di-n-octyl phthalate
Sim.: 811, RevSim,: 858, Prob.. 55.20 Formula CZaH3s0O4

MW: 390 CAS No: 117-84-0 o
Entry #: 66743 of MAINLIE =2~
NIST No. 114979 Other Databases: Fine TSCA RTECS EPRPA HODOC NIH EIN. 'S I ©
2

Di-mn-octy! phithalate
Sim.: S97, RevSim.. 837, Prob 55 20 Formiula C2aH3804

MVYW: 390 CAS No: 11 7-84-0 =
Entry #: 156829 of REFPLIB p=2
NIST No' 13298S Other Databases: Fine TSCA RTECS EFPA HODOC NIH EINECS IR o -
<

Di-n-octy) phthalate

Sim 500, RevSim.: 822, Prob.. 55 20 Formula: CZaH3804a

MWW 390 CAS No: 117-84-0 c
Entry # 15640 of REPLIB oD
NIST No. 160686 Other Databases. Fine TSCA RTECS EPA HODOC NIH EINECS IR =

1€ oxauy

soxauy
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= B B & & 38 & B B 8 8 B 8 &8 B B & &8 &8 § 8§ B B
Pl e g ¥ S E B P S R BB BB L 8B & 5B 5.5 3
Fraccion: Prm-1.-3-1
Columna: Shodex OH Pak SB 806 HQ.
Eluyente: Agua deionizada (0.05% de NaN;).
Detector: Indice de refraccion.
Flujo: 1.0 ml / min.
Presion: 15-16 atm.
kk_
“H‘H“‘“——__
P Bam———— ——————— |\ [
e
- g SR
| - . e
-|.|5.192
| Fraccion Prm-L-3-1 enriquecida con D-(-)-manitol
:—13,303 e ‘t‘_—_——_ S = = — 12,283

8¢ oxauy

soxauy
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Anexos

Anexo 39

Espectro de "C-NMR de la 2-Deoxi-2-fosfamino-

0PI Y-
SE2v Bp
Evvl 6v—"

a-D-glucopiranosa (92) impurificada por manitol
(89).
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opm

Integral

Espectro de "H-NMR de la 2-Deoxi-2-fosfamino-
o-D-glucopiranosa (92) impurificada por manitol
(89).

Lurrent Dala Parameters

NANE Pre-L-3-1
IREZ8Y 8 g RES2OCENNSNEL S ONBRIRERE o !
BEREE 5 88 ARETRENEEIEEEEES SRR e '
- - 000 ml"‘-h DO~~~ OODOODEOSTST YT OMAMNWUNOY D
mwmmon T v W mmrpmﬂirﬁrﬁrﬁmrﬁr:immhmmrﬁﬁrrimr-limn% F2 - Acquisiti-n Parameters
\\[/7 | \/ e SANVANYP g b
TZaN Y SO0\ eEE
J INGTAUM spect
PRUBHD 5 mm Dual 13
PuLRRDG 2930
e 10 65536
SOLVENT MelH
NS 16
DS 2
SHH 6250 000 Mz
o FIDRES 0, 095367 Hi
: o ) 5, 2429299 sec
o RE 128
/ OW BO 000 usec
DE 114 29 uset
/ £ 300 0 K
| HL 7d8
D1 . DDODDOOD sec
54 By 1000 usec
/ SFO1 300 13168534 MHz
f WJTLEUS 1"
J | F2 - Pru“essing parameters
| | 51 12768
( ‘ | | SF 200 13001268 MEz
I WOW M
i } | ' / R 0
| ‘ LB 0.30 Mz
: || . F M 0
.f. I (\ M - \ Pr 100
| ] '
[Il | \ m | N | 10 NMA plot parameters
| / J | L | | cy 20 .00 tm
;l | . \H,\ \) MU} V k.)L £1p 5785 oom
— \/ e \ ] ey F1 1718, 29 Hz
e e et S SRS F2p 2 563 ppm
k | y g F2 BEY 15 H2
| : =40 PRMEM 013813 ppm/ce
el ) / HIEN 41 45683 Wz /cm
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Anexos

Anexo 41

Espectro de 'H-NMR de la 2-Deoxi-2-fosfamino-

o-D-glucopiranosa (92) impurificada por manitol
(89).
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Anexos 223

Anexo 42

Espectro COSY de la 2-Deoxi-2-fosfamino-o-D-
glucopiranosa (92) impurificada por manitol (89).
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Espectro TOCSY de la 2-Deoxi-2-fosfamino-o-D-
glucopiranosa (92) impurificada por manitol
(89)..
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Glucosamna-1-fosfata (rradiata en senal de gisolvente (MeOH)
6-6-06
Current Data Parassters
NAME Giucamin-1p-2
oS e e e MIDMMNUl—-CTINODM0NDWOoOT oW~ M EXPND 1
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; INGTRUM spect
PROBRD 5 ma (Qual 13
PuULFROG pr
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NG 16

Espectro de 'H-NMR de la a-D-Glucosamina-1- S
FIDRES 0. 1645585 Hz
fosfato (91b). W

RG 3
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Dtz 0 000000 sec
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Glucosamina-1p Oespues de 1 semana en tubo de AMN len CO30D)

R i b
Espectro de '"H-NMR de la a-D-Glucosamina-1-
fosfato después de una semana en tubo de RMN

(91a <==>91b). La seiial del CD;OD a 4,88
irradiada.
!
A,”. l (1
M : WM W M
[um "1|*. ‘|I|! ' _:I-Z, ki 430 ki 15 " ;T‘ S _,]a

Current flata Paramsters

NAME Glucosamina-1ip
EXPND 1
PROCND )

Fe - Acouisition Paramcilers

20080421
16.35
spect
§ mm Cual 13
PULPROG 1qnr
10 16384
SOLYENT oz
NS 8
0s 2
S 3030 303 Hr
FLOVES O, 164855 Hz
3] 27034059 sec
Ha 16
ow V65 000 uzec
e BOE 25 usec
TE 300.0 K
wi & 1B
2 2, 0000200 sec
w2 B0 a8
P1B 1000000 .00 usec
o3 0. 0000040 sec
L] 1.20 usec
SFOY 300 1314769 WAz
N M
F2 - Processing parameters
sl 15384
ar 300 1300154 NH2
W EM
S58 [i]
LA 0.00 He
;] o
’ § 00
17 NMA plok parametscs
L 20 00 e
iR > ppm
1 Mz
FaE poe
Fa 3 Mg
PRMIM ppm/om
HILM e fem

9p oxauy
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Anexo 47

Espectro NOESY de la a-D-Glucosamina-1-

fosfato (91b).
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Anexo 48

Espectro TOCSY de la a-D-Glucosamina-1-
fosfato (91b).
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Anexo 49

Espectro COSY de la a-D-Glucosamina-1-fosfato

(91b).

&3} giren ol

NI/ GORYS O
2y wsr
o dem |
LN
Wl 3G 1
I gm rGr
Wi gis |
o G
i 155§
wign g0
=t 08 51
GasiaeTaRl 1010 ewh 02

L w

mbu o "

o 5

iz Wim

liw BOSSESL GOC &

2 t=1

2it 5
EJaimee iy BUTERIIG 14

Ll an

o al

woea 4l

L] (=3

w5 miw

duw gEEG2] DL =

ragl 15
SqaTaURLTE DUIESEIGL g4

afd poo o 3

o gaate 1 S301 4

tvw SIE| o0e N4

L iy

! 00k

SSajaemall Lol || Ninhay -

0% RIECTNI0 o oNi

i SNFTIN

dvw DOOSICY GOC LS

3% 0L90003 0 on

TN W4 (T

334 pOOODRan ! 16

B 7 i

» 0ok ]

SN B LEE £l

957 004 S ury

2 e

e gefadit o '3

Iw ESKINE 2 ST 4

B Bl 2V0L s

L] -

4] N

Wl (T

w0 i

oBkaad it e

T | e g (i

17ams mimEH|

FL il

SAUI00: L2l
Lasmtavg LUy INTALdY 24

i =)

[ et |

deaff Ui lg Tk

Tauend Uie Ny

90-3-9 AS0D [(O0EOD ud) NWH 30 Dgni

wod

ot

&)

ua 01e}s50)-j-BUtWES

% _

TSRS SR

asiil

g 8

Lidpbitisaiipieevietlidaupigensludaipg,

01

aiy

wdd

slialalas

7 |




No. Points
No. Scans
Dummy Scans
Scan Count
SW +l-
Filter

Acqg. Time
Dwell

Obs Freq
Obs base
01 offset

deplfreq
Of offset

DEC Attn.

A

8.0
ppm

16384
16 H1 script run at: Monday, October 29, 2001 4:54:44 pm
? 6 Macintosh HD:MacNMR 5.3-AC250:data:marcel:ROBERTO:Prb2003FD-1H-CDCI3
2500.0
Sarr
=l (S File created:
00u 4 ‘Start ppro_Stop ppin. intagral Monday, October 29, 2001
1 7.78 AT 0.84 :
250.1340000 4:54 pm
250.1300000 2 4.30 4.23 1.00 -~ p
4.0000 KHz 3 1.81 1.63 1.04
sifadiion 4 rel  1sl 2w
<R 6 1.31 121 0.33
OFF 7 1.04 0.88 1.56
58
l - -
Espectro de 'H-NMR del Ftalato de dibutilo (83,
n=3)
ﬁo
N
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

1.0

0S oxauy

soxauy

L€¢



ppm

No. Points
No. Scans

Dummy Scans

Scan Count

SW +l-
Filter
Acq. Time
Obs F
Obs bar?sg
531 '?lfse!
cplfre
02p otfs?el
RCVR gain
DEC Mode
DEC Attn.

Espectro de '"H-NMR del Ftalato de dinonilo (83,

250.1340000
250.1300000
4.0000 KHz
250.1340000
4.0000 KHz
100

OFF

58

# Start ppm Stop ppm Integral
1 g.su T.47 0:95
2 4.41 4.23 1.00
3 1.83 1.66 0.98
4 1.61 1.49 0.67
5 1.48 1.20 5.41
6 0.96 0.81 1.61

n=8)

H1 script run at: Thursday, November 1, 2001 8:23:43 pm
Macintosh HD:MacNMR 5.3-AC250:data:marcel:ROBERTO:Prb2002FH-1H-CDCI3

7.0

6.0

4.0

File created:
Thursday, November 1, 2001
8:24 pm
5.41
l
,'le
| |
| | 1.8
| I} [ |
0.-9%.67 // |,“‘|
fx L f/ .
Wi Y,
R/, el W
3.0 2.0 1.0

LG oxauy

soxauy
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ppm

Manitol

~ 4 BH058
3.82752
3.81742
3.79265
3.78150
3 75536
3.71062
3.69184
3.68097
3,.65589
3. 64544
3.61063
3.591486
3 31435
3,30904
3.30363
3.29830

‘%

/[
3
|

Espectro de "H-NMR del Manitol (89)

3.29293
2. 15086

incegra|

ppm

m—

o—

e
T

0.0412

Current Data Parameters

NAME Manjto]
EXPND 1
PROCND 1

F2 - Acguisition Parameters

Date_ 20040810

Time 13.2¢
INSTRUM Spect
PROSHD 6 mm Dual 13
FULFROG 1930

10 65536
SOLVENT Me G

NS 16

05 2

SHH 6250 000 Hz
FIDRES 0 095367 Hz
40 5 2429299 sec
AG 1024

D B0 000 usec
DE 11429 usec
TE 300.0 K
HLt 7 48
o1 1. 00000000 sec
1 10 00 usec
SFOY 300 1318534 MH2
NUCLEUS iH

F2 - Process:ng narameiers

51 32768
SF 300 1300069 MHy
WOW EM
558 1]
La 0.30 H2
Ga 1]
PC 1.00

10 NMA plol parameters

cx 20.00 cm
FiP 10 117 ppm
¥ 3036. 56 H2
FeP -0.081 pom
F2 -24.38 Hz
PRMCH 0.50994 pom/cm
HZCM 153 04747 Hz/cm
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Manitol

nom
o
- m
o m
M -
M~ P~

Espectro de "C-NMR del Manitol (89)

1545

65

~—49 8519
/.—49.5682

49 2845
49 0019
48,7171

48 4327

Curregnt Data Parameters

NAME
EXPND
PROCND

Manitol
2
1

F2 - Acguisition Parameters

Date
Time
INSTRUM
PROSHD
PULPARDG
o
SOLVENT
NS

o5

S
FIORES
AQ

RG

oW

OE

TE

HLY

01
CPOPRG
P31

54

o1

52

By

SF01
NUCLEUS

20040810
13.27
spect
5 mm Jus) 13
1qpg2
16384
EBE S
7948
4

19230770 H2
1 173763 W2
0 4260340 sec
16384
o6.000 usec
37 14 usec
300 0 K
3uB
! DDDODOOD sec
waltZ16
100 .00 usec
31 48
0 0300000 sec
31 o8
12,00 usec
5 4760200 MHz
13C

Fé - Processing parameters

S
SF
WON
558
LB
GE
PC

32768
5 4676423 MHy
EN
0
3.00 M
1]
1 40

~d

10 NMA plot parameters

£x
Fip
Ft
Fom
Fe
]
HZCM

20.00 cm
204 080 pom
15399.9% W2
-0.732 pom
I5 .28 Hy
10, 23958 pom/om
772 7665 Ha/fom
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Anexo 54
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File:5911 Ident:100_105+102 Win 100PPM Acqg: 3-MAR-2004 13:56:08 +5:03 Cal:-g8911
AutoSpec EI+ Magnet BpM:55 BpI:233499 TIC:4739166 Flags:ACC

File Text: LT'JﬂpqngyU ( Tnofeima ) EI+ ( 70eV ) Temp. fuente: 230C
100% .

951
904
85
80
75

5o Espectro de masas (MS) de Trioleina (58)
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Anexo 56

Espectro TOCSY de Trioleina (58)

A g : i : i £ £2s
2 ] E ot §¥ dogsdygedd d5 ¢! 3020137 g i ¥ ]auhé;é;&ai?iz
7T EUSEERTIEEREIIEREelESETacen; DGR LfacEeY LSpRecit ASRIETsgRicyy
g g FETIER  e E el
= ¥ = I = e ae B~ 3 g : g2
£ i H - 3 i i :'
o R 0 o T 2. = . : Bz =,z 7208
s ;‘E i!E§§25u5.§~=usu:t253:33?5 —eE8r §=BE; safBusy sUadfes 15!‘*.‘?55??2?25
2
2
E
=
g
S &
& n m -7 w E
P y L s e N T TR
—_/j \? - + -’ 8
N
L] o >
i o L
=
f [
L<
=£J L l
% LT
b
= 5 5
| 14
| E
- : i PO PSR <




oom

Integral

v + =K
Al - ¥
ok e 00 s YO WwWwo @~ WMo Omod T 0o ;n g ogin
O uooO=-=wOUr~MM~FM=-TUUD0NNOYT O MmMUOUoDh~>O-"DOM~ OD0OOW
M~ m= DW= O~ OMM--"MMDODIH—-0Or=MuUO QWi oomes1un
MMOMmMMmMmMUOAMMEO MO0 == MOMNMANCCOoCOODWDMmMOAMN O Do
PN ODINEOS 9SS YT YT TAUMUNAUNMMMS o000 0O

o
——==={1.0003
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Current Data Parameters

NAME Prm-L-1-a-3
EXPNO |
PROCND |

F2 - Acguisition Parameters

Date_ 200408086
Time 11.06
INSTRUM spect
PAOBHD 5 mm Dual 13
PULPROG 2q930

i 63536
SOLVENT coci3

NS 18

0s 2

SwH 6260 000 Hz
FIDRES 0 095367 Hz
A 5 2425299 sec
RG 1E

0w 80 D00 usec
OE 114 29 usec
TE 300.0 K
HLY 4 Ha
1} 1 00000000 sec
P 7-20 usec
SFO1 300 1318534 MMz
NUCLEUS iH

F2 - Processing parameters

1 32768
SF 300 1299993 MHz
Ll EM
558 o
L8 0.30 Hz
68 1]
FC 1.00

10 NMA plot parameters

Cx 20.00 cm
Fip 10 154 ppm
F1 3047 .57 W2

Fop -0 120 pom
F2 =36.04 Hr
PRMCM 0 51371 pom/cm
HZLM 15418047 Hz/cm
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Penicillium raguefort: Prm-L-1-a-3

Current Data Parameters

NAME Prm-L-1-a-3
e S EHRAINISINEEESD XN 2
e %g DO @MIDWOUYNOO —OM™ WO PROCND 1
'y oo TSSO OO OO T ~~S NS
fu fu s TS I e VA PV IRV SV VI S VR S R
— T Il ) I Lo ’/y J ;2 ncuulsnau:n;i;::gtars
| 2 ate
\-\{f | \\%’ Time 11 22
| f INSTHUM spect
PROEHO § mm Oual 13
PULPROG gpge
1o 16384
SOLVENT coci3
NS 3337
l - r 0s 4
Espectro de 'C-NMR de Trioleina (58) w1 19230 770 a
FIORES 1,473753 Hz
AG 0, 4260340 sec
RG 16384
] 26.000 usec
(1.3 37.14 ysec
TE 300.0 K
HL1 308
03 4 00000000 sec
CPOPAG waltzig
a1 100. 60 usec
54 31 of
01t 0 0300000 sec
52 34 aB
Pl 12.00 usec
SFO1 15 4760200 NH2
NUCLEUS 13C
F2 - Processing parameters
1 32768
75 4677540 MH2
W EM
558 0
LB 3,00 Mz
BB 0
PC 2.00
10 NMH plot parameters
43 20.00 cm
Fip 236 940 pom
Fi 17881 31 M
l .L UJ fan ~17 881 ppm
_J l L i l} F2 <1349 46 Hz
FRMCM 12.74105 ppm/cm
HZLM 864 53839 Ha/fcm
™ T L i T T T T T T T ™ 'T_'! T T T | i e e T | T T T T T T T T | T T T T T T T T ™ _T -7 ™
200 150 100 a0 0
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Espectro DEPT-135 del 4-Hidroxibenzaldehido

AAA T Ay

- VL(MG\-U}

(78)

Y, 30§

Current Oats Parameters

HAME 4-0H-Bene
EXPND £l
PROCNO 1

E2 Jisition Parameters
[ate 20040608
Time 12.58
INSTALM spect
PROEHD 5 =m Dual 13
PULFRDG oept

70

S0LVENT Acetic

NS 256

05 4
SWH 18548 518 Hz

0 282570 Hz
1 7695820 sec
16364
27 D00 usec
38 57 usec
300 0 K
12 00 usec
11 00 usec
145 QOOGO0O
748
@ DO0OOC00 sec
1 o8
300 1312005 MHZ
14
0 0034483 set
22 0 u
24 .0
Do0onA0

SFO1 8
NUCLEUS
CROPAG

Pal

F2 « Prooessing paraméters

81 32768

5F 75 4677190 WMz
KON EM
558 o

L 100 Mz
68 o

PC 140

10 NMA plot paraméters

C¥ 20 00 co
Fip 5 000 pom

56 He
-5.000 ppm
377 34 Ha
14,00600 ppmicm
B30. 14490 Hz/cm

Fi

09 oxauy

soxauy
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opm

— 191 584

Espectro de TC-NMR del 4-Hidroxibenzaldehido

—132 195

128.299

115 556

(78)

77.424
76.997
~— 75.569

/.
P
s’
:-q,

ppm

Lurrent Dala Parameters

NAME
EXPND
PROCND

4-0H-Benz
14
1

F2 - Acquisition Parameters

Date_
Timg
INGTRLM
PROBHD
PULRROG
o

SOL VENT
NS

s

SWH
FIDRES
A

RE

1]

E

TE

D14
CROPRE
P11

52

HLY

[14]

Py

SF
NUCLEUS

20040701
22.22

Spect

5 mm Dual 13
1gde30
B553E

=

10457

Il
19230 770
0.293438
1 7035860

16384

©6 000

37 14

300 0

0 0300000
weitzig
100,00

31

é

¢ Bo0oood0
12 .00

745 4760P00

13C

L&

HE
He
sec

usec
usen
K
sec

UGEC
]
U]
5ec
USEC
MHZ

F2 - Procesaing paramelers

3 §
5F
WOW
558
L8
6B
PE

32768

75 4BHDESS
M

g

1 0o

o

1 .40

i NMA plot parameters

Cx
Fir
ri
Fan
£z
FRMEM
HICM

2a oo

201 239
14187 10
2 M
-159 30
10, 16748
TE7 32043

MHZ

pom
Ha

pom

Ha
pomfom
Helem

8

L9 oxauy

soxauy

cve
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Anexo 62

Espectro TOCSY del 4-Hidroxibenzaldehido (78)
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HzZ

2958.25

- i
3 5
: L I [ ]
ppm 10 0

Espectro de "H-NMR del 4-Hidroxibenzaldehido
(78)

2355 .33
2352.78
2350.85
2346.05
2344 12
2341 58
~21B0 .80
2105.03
2102.55
2100 74
2095.70
2093.84
2091 .43
2059.84

£
¥
V;
%

34 547

T N . . O T S ) T T BT T S el T T e i i e O I L T B

8.5 30 B-5 B.0 | Y| B 5

Current
NAME
EXPNO
PROCND

Oata Parameters

4-0H-BENZ
1
1

F2 - Acquisition Parameters

Date_
Time
TNSTHUM
PROBHD
PULFROG
1]
SOLVENT
NS

05

ShH
FIORES
a0

A

OW

OE

TE

HL1

[i}]

Py

S0
NUCLEUS

20040607
818

spect

5 mm Dual 13
2930
£5536
£oc13

16

2

6250 000
0.085367
5 2429299
1024

BO 00O
114,29
3004

4

1. 00000000
720

300 1318534
1H

Hz
Hz

USEC
usec

usec
MHZ

F2 - Frocessing parameters

SI
SF
Wi
558
LB
GB
FC

32768

306 1300047
EM

o

0.30

a

1 DG

{0 NMR plot parameters

20.00
10 540
3163 .50
.05
1823 .30
0 22327
67 00956

MH2

cm
pam

Hz

oom

Hz
ppm/cm
Hr/fem
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File:5911 Tdent: 118 _123+119 Win I0UPPH Acq: 3-MAR-2004 I3:56:08 +5:55 Cal:S9l1
AutoSpec EI+ Magnet BpM:71 BpI:102000 TIC:1956254 Flags:ACC
File Text: ) ; ( - ) EI+ ( 70eV ) Temp. fuente: 230C
1008 71 J- 55””% #-oH - Gen _1.0E5
954 £ 9. 784
a0 Espectro de masas (MS) del 4- ' . ...
g5 Hidroxibenzaldehido (78) 8. 784
80 211 L 9. 284
751 121 . 784
703 e [ 7.1E4
651 F 6.684
60- L 6.184
123 :
503 [ 5.1E4
45: F 4. 6E4
40° 243 F4.1E4
351 F 3,684
30 £ 3,184
25 £ 2. 654
109 | 139 g
Sah 2. 04
F 1. 584
5 A 1. 04
e 288 -
- 5. 1E3
| H“I! ..mL.JM.._EMH,EL.,,l,.,,l,,,, S A e STGAD
0 100 120 140 160 180 200 250 240 260 280 300 320 340 350 3B0 400  m/z
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S 55 T H Espectro de '"H-NMR del 4-Hidroxibenzaldehido
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