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Resumen 

 
 

 El estudio químico de un organismo, y la elucidación de las estructuras moleculares de 
sus componentes, puede dar lugar a descubrimientos que aconsejen una posterior producción 
industrial del mismo. Con este propósito, se seleccionaron tres microorganismos para ser 
investigadas químicamente, siendo estos: un hongo zoospórico, Schizochytrium aggregatum, 
y dos hifomicetos, Paecilomyces variotii y Penicillium roqueforti; estos últimos fueron 
aislados del medio marino del litoral canario. La exploración química de Schizochytrium 
aggregatum condujo a la identificación de 38 tipos de componentes volátiles, pertenecientes a 
los grupos de los n-alcanos, 1-alquenos, 1-alcanoles, 2-alquil-1-alcanoles, ácidos grasos libres 
saturados e insaturados, ésteres metílicos y etílicos de ácidos grasos saturados e insaturados, 
triglicéridos saturados, diglicéridos, monoglicéridos insaturados, ceras, esteroles, triterpenos, 
catabolitos lipídicos, mono- y sesquiterpenos de cadena cíclica y lineal, entre otros. En 
Paecilomyces variotii fueron identificados 46 grupos estructurales entre sus componentes volátiles 
que, mayoritariamente, son componentes lipídicos usuales implicados en la ruta de los ácidos 
grasos, fragmentos del catabolismo de los mismos, terpenoides y un metabolito de la ruta del 
ácido shikímico. Se aislaron e identificaron espectroscópicamente dos componentes no volátiles, a 
saber, oleína y peróxido de ergosterol. La mayor parte de estos componentes se describen aquí por 
primera vez para esta especie. La nueva cepa de Penicillium roqueforti, una vez cultivada y 
procesada, no ha suministrado ni un solo componente químico, ni volátil ni no volátil, 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 volátiles pertenecientes a los 
grupos de los n-alcanos, 1-alcanoles, 2-alquil-1-alcanoles, ácidos grasos libres saturados e 
insaturados, amidas de ácidos grasos, ésteres metílicos de ácidos grasos poliinsaturados, 
monoglicéridos, ceras, alcoholes grasos libres, monoterpenos de cadena lineal, dipéptidos cíclicos 
y ftalatos de dialquilo. En el micelio se identificaron 64 componentes volátiles pertenecientes a 
los grupos de los n-alcanos, 1-alquenos, 1-alcanoles, 2-alquil-1-alcanoles, ácidos grasos libres 
saturados e insaturados, amidas de ácidos grasos, ésteres metílicos y etílicos de ácidos grasos 
saturados e insaturados, triglicéridos insaturados, diglicéridos, monoglicéridos saturados e 
insaturados, ceras, éteres grasos, catabolitos lipídicos, mono-, sesqui- y diterpenos de cadena 
lineal, hidrocarburos aromáticos de la ruta del ácido shikímico y otros. También en el micelio se 
identificaron cinco componentes no volátiles, que se describen aquí por primera vez para la 
especie P. roqueforti, a saber: peróxido de ergosterol, (9,11)-dehidroperóxido del ergosterol, p-
hidroxi-benzaldehido, el D-(-)-manitol y la novedosa 2-deoxi-2-fosfamino--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 nutrición animal en acuicultura. Por otra parte, 
también se pueden usar para producir industrialmente productos de alto valor añadido como 
oleína, peróxido de ergosterol, (9,11)-dehidroperóxido del ergosterol, p-hidroxi-benzaldehido, D-
(-)-manitol y 2-deoxi-2-fosfamino--D-glucopyranosa. Esta última es nueva en la bibliografía. 
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0-1. Introducción 

 La acuicultura depende del uso de productos químicos para su desarrollo, en una 

proporción creciente a medida que se intensifica la naturaleza del sistema de cultivo empleado. 

Los productos químicos 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 patógenos, combaten los epífitos y 

organismos adheridos responsables de la disminución del rendimiento de las conducciones de 

agua, al incrementar la relación carga/ peso de estructuras y materiales (Subasinghe y col., 2000). 

Sin embargo, gran parte de estos procedimientos operativos utilizan productos químicos 

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 

investigación dirigida hacia la obtención de productos menos agresivos es de interés general, tanto 

desde un punto de vista industrial como académico. 

 
Contaminante Fuente/ uso Impacto 

Antibióticos Criaderos, tanques de cultivo Acumulación en sedimentos y 
organismos, disminución 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. Clasificación de los compuestos químicos 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 contemporánea, 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 Protección Medioambiental de Estados Unidos 
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(EPA) prohibió la utilización 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 químicos de defensa; la más notable característica de estas esponjas es que 

biosintetizan alcaloides, derivados de la dibromotirosina, que son antimicrobianos, citotóxicos 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 antibióticos 

(Weston, 2000), así como suplementos alimenticios, en forma de vitaminas, ácidos grasos, 

carotenoides, inmunoestimuladores, hormonas y atrayentes (Boonyaratpalin, 2000). Es evidente el 

interés fito y zootécnico que todo esto representa. 

El estudio químico de un organismo, y la elucidación de las estructuras moleculares de sus 

componentes, puede dar lugar a una serie de aplicaciones que van desde la utilización del propio 

organismo estudiado como materia prima bruta, sin ningún tipo de tratamiento, hasta la 

producción masiva de éste para la posterior aplicación de procedimientos extractivos, en orden a 

la producción industrial, en “biofábricas”, de productos de alto valor añadido aplicables a sectores 

como el farmacéutico, cosmético, nutracéutico, agrario y, por supuesto, acuícola. 

En esta tesis, con el propósito de descubrir organismos y productos naturales 

potencialmente aplicables a una acuicultura de carácter sostenible, se han planteado los siguientes 

objetivos: 

 1) Efectuar una revisión de los antecedentes bibliográficos de la química de los 

productos naturales en relación con la acuicultura. 

 2) Estudiar los metabolitos producidos por el hongo zoospórico 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 zoospórico y 

dos hongos filamentosos, responde a unos motivos concretos. En primer lugar, hay antecedentes 

de aplicación de los hongos zoospóricos con fines nutricionales en acuicultura (Lewis y col., 

1999; Nichols y col., 1999). En segundo lugar, como parte de la línea de investigación en 

“Química Orgánica y Materiales Bioactivos” que ha sido desarrollada desde hace dos décadas por 

el grupo de investigación de “Tecnología Química y Desarrollo Sostenible” de la ULPGC, es 

deseable abrir una nueva frontera, dirigida a la obtención 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. Revisión bibliográfica: historia y aplicaciones de los productos 
naturales en acuicultura 
 

0-2.1. Definición de Productos Naturales  

 La biosfera, con su inmensa diversidad, representa una fuente de productos naturales con 

aplicaciones nutricionales, farmacológicas 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 nutrición, fechado hace 

2000 años, 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 crustáceos marinos 

(Barrow y Shahidi, 2007).      

Convencionalmente, los componentes orgánicos producidos por los organismos son 

considerados como productos naturales. Algunos autores consideran como “natural” sólo aquellas 

sustancias que, procediendo directamente de una fuente renovable, no se deriven de otra por 

modificación química (CBD, 1992). 
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En términos fisiológicos, todo ser vivo posee un metabolismo primario, el cual es 

responsable de la generación de energía metabólica y la elaboración de estructuras moleculares 

(Pietra, 1990). Tales estructuras están constituidas por unidades oligoméricas, como los 

aminoácidos, azúcares, ácidos grasos y nucleótidos que se combinan para producir los polímeros 

necesarios para la vida, como las proteínas, carbohidratos y lípidos complejos (Harborne, 1988; 

Mann y col., 1994). 

Los metabolitos secundarios, sin embargo, son generados a través de rutas biogenéticas 

específicas. Estas rutas son importantes, pero no críticas, para la vida del organismo, a saber: ruta 

de los terpenoides, ruta de los policétidos, ruta del nitrógeno (alcaloides, polipéptidos), ruta del 

ácido shikímico (shikimatos) y ruta de los ácidos grasos (Stone y Willians, 1992). En este 

contexto, y desde la óptica de la química, la definición de productos naturales marinos (PNMs) 

alude a los compuestos orgánicos producidos por microorganismos, algas, esponjas, cnidarios, 

plantas marinas, moluscos y peces en el medio marino  (McClintock y Baker, 2001). 

Buscando evitar dificultades semánticas, se ha optado en esta tesis por una definición más 

amplia de lo que se entiende por productos naturales. Se han considerado como tales, aquellos 

componentes orgánicos 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 

polisacáridos y terpenoides respectivamente. 

 

0-2.2. Acuicultura y productos de alto valor añadido 

 Históricamente, las actividades relacionadas con la práctica de la acuicultura se remontan 

a más de 3.000 años (Guo, 2000). Durante la edad media, ya se habían establecido en Europa 

algunas de estas prácticas de cultivo. No obstante, la acuicultura como actividad zootécnica 

solamente ha comenzado a perfilarse a partir del último siglo, con la introducción de técnicas 

depuradas de manejo, lo que permitió la intensificación de los sistemas de cultivo. 
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Técnicamente, esta actividad se desarrolla a través de prácticas operacionales que 

comprenden la preparación de estanques y estructuras de cultivo, el manejo del suelo, del agua y 

de la productividad acuática, el transporte de organismos vivos, control de la reproducción, 

promoción del crecimiento y nutrición, gestión de enfermedades, procesamiento y mejora del 

producto final (Bernabé, 1991; 1996).  

 El propósito fundamental de la acuicultura es, por lógica, la producción de materia viva a 

partir del elemento acuático. En este sentido, esta actividad consiste en la manipulación de los 

medios naturales o artificiales que puedan llevar a la producción de especies útiles al hombre. 

Entre sus principales vertientes destacan la piscicultura, la carcinocultura, la malacocultura y la 

talasiocultura (Pillay, 1997). Sin embargo, últimamente se ha introducido el término “Acuicultura 

de Organismos no Alimentarios” para describir una próspera actividad que acaba de aparecer 

(Liebezeit, 2005). Consiste en la producción de los productores de los “Productos de Alto Valor 

Añadido”. Así, invertebrados y peces marinos son ya fuentes de metabolitos de interés comercial. 

Es presumible que esta actividad crecerá en importancia a medida que el conocimiento de los 

productos naturales y la ecología química 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 atención por parte de la investigación y desarrollo 

(Haefner, 2003). En este campo, la ULPGC, es pionera, pues está desarrollando en este momento 

un proyecto empresarial orientado a la producción de citotóxicos por maricultura de la esponja 

Verongia aerophoba, la cual se está cultivando en el archipiélago balear (Ferriol y col., 2008). 

 Por otro lado, la reproducción de los peces es regulada en el cerebro por medio de la 

hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH), que se produce específicamente en el hipotálamo 

(Harvey y Hoar, 1980). Este decapéptido estimula la producción de gonadotrofinas por parte de la 

hipófisis, y es uno de los primeros productos naturales de alto valor añadido aplicados en 

acuicultura para inducir la reproducción. En este sentido, los extractos pituitarios provenientes de 

la carpa (Cyprinus carpio) y del salmón (Salmo salar) se han utilizado con éxito (Sundararaj, 
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1981). Tal procedimiento, conocido como hipofisación, ha devenido en una práctica corriente en 

la piscicultura moderna. En la actualidad, maduración final, ovulación y espermiación se 

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

 

Fuente biológica del 

extracto  

Especie inducida Referencia 

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 mitrei (Godinho y Godinho, 1986) 
Cyprinus carpio (Madu y col., 1990) 
H. molitrix (Brzuska, 1999; Singh, 1989) 
Silurus glanis (Kouril y Hamackova, 1982) 
Ictalurus punctatus (Bidwell y col., 1985) 
Aristichthys nobilis (Ufodike y Amadi, 1991) 

 

 

Carpa común, Cyprinus 

carpio 

 

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) 
Salmón del Pacífico Chanos chanos (Vanstone y col., 1977) 

Salmón 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 
reproducción de peces de cultivo. 

 

 Algunos fisiólogos de la reproducción han mostrado interés por los metabolitos 

secundarios de una planta india conocida como cóleo (Coleus forskohlii). Su utilidad reside en la 

actividad de su componente principal, el diterpeno forskolina (1) (Bhat y col., 1983). Según 

Chaube y Haider (1997), este compuesto actúa estimulando la acción gonadotrópica, 

desencadenando la esteroidogénesis folicular y maduración ovocitaria final en peces. En concreto, 

se ha observado que la forskolina estimula la maduración ovocitaria en el pez medaka, Oryzias 

latipes (Iwamatsu y col., 1987); además, presenta un efecto aditivo sobre la disolución de la 

vesícula germinal en la perca, Anabas testudineus (Bhattacharyya y col., 2000); y estimula la 
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producción de 17β-estradiol, hormona responsable de la síntesis de vitelogenina en el hígado de la 

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

 

O

H
OH

O

O

O

OH

OH

1  

Figura 0-1. Forskolina. 

 

 La hormona de la muda de los crustáceos marinos, al igual que la de los insectos, está 

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; así por ejemplo, la ponasterona A (5), se 

aisló 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 reproducción de crustáceos como el cangrejo azul, Callinectes sapidus (Chan, 

1995) o la langosta americana, Homarus americanus (Cheng y Chang, 1991). 
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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 raíces de Derris sp. y otras variedades de plantas, se 

presenta como un potente inhibidor metabólico capaz de bloquear la respiración celular en seres 

vivos (Pires, 1978). Este compuesto tiene pues, un interés profiláctico, ya que sirve para la 

erradicación de especies ícticas indeseables presentes en estanques dedicados a la acuicultura 

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

crustáceos (Beal y Anderson, 1993). 

OCH3

CH3O

O
O

O
H

H O

7  

Figura 0-3. Rotenona. 

 

Otro producto natural de interés acuícola 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; según Della Porta y col. (1998), este aceite esencial contiene, 

entre otras sustancias, un shikimato de naturaleza fenólica conocido como eugenol (8), y se 

obtiene como un producto de bajo coste, reducida toxicidad y rápida degradación, lo que le aporta 

gran seguridad de aplicación 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 protección de los huevos de salmónidos (Bouchard y col., 2001). 

 

OCH3

HO 2

4

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 aún menos del 

1% de los organismos marinos totales. Una revisión de la literatura revela que incluso el agua de 

mar tiene propiedades bactericidas, probablemente debido a la producción de antibióticos por las 

bacterias, algas planctónicas y hongos (McClintock y Baker, 2001). 

 En el campo de la acuicultura, las enfermedades aparecen en todos los estadíos, desde los 

huevos en adelante. El control de éstas mediante antibióticos tiene algunas limitaciones; así, no es 

de extrañar que organismos competentes hayan regulado el uso de ellos en el cultivo del camarón. 

Los problemas creados por el uso indiscriminado de estos compuestos incluyen: desarrollo de 

bacterias resistentes a las drogas, contaminación ambiental, y acumulación de residuos en los 

tejidos de la especie cultivada. Por otra parte, la gestión de la enfermedad usando vacunas tiene la 

limitación de que son demasiado específicas, 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 aplicación en la terapéutica de organismos acuáticos 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 camarón 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 antibióticos, produce un 

rápido ataque de los huevos por hongos patogénicos. Ello se debe a la ausencia del agente 

antifúngico 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. 
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Figura 0-5. Isatina. 

 

La cianobacteria filamentosa Lyngbya majuscula produce la malingamida A (10).  Este 

metabolito resultó 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). 

N

OCH3 O

CH3 Cl
OCH3
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10  

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, antibióticos, 

(antibacterianos y fungicidas), antivirales, inhibidores del asentamiento larvario, fotoprotectores, 

factores alelopáticos e inhibidores de la biosíntesis del colesterol. Un ejemplo de este último 

grupo lo constituye el fosfolípido (12), aislado de la esponja Crella incrustans (Butler y col., 

1996). Por otra parte, en un experimento concebido para controlar los patógenos bacterianos en 

camarones, se alimentaron éstos con extractos de la espoja marina Dendrilla nigra. Los resultados 

indicaron actividad vibriostática, demostrándose así que los metabolitos secundarios de D. nigra 

constituyen una alternativa a los antibióticos que actualmente se usan en carcinocultura (Selvin y 

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

 

Las macroalgas marinas suelen producir fagorrepelentes, antiincrustantes, factores 

alelopáticos y fitoalexinas (fungicidas). Así, 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 Japón 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 inmunológico como hormonas de crecimiento, lo que indica que este 

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

H

H

H
HO

14  

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 alelopáticos, inhibidores del asentamiento/ metamorfosis larvaria y 

fotoprotectores. La excepción a esta regla la constituye la prostaglandina (15R)-PGA2 (17), un 
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derivado de los ácidos grasos que fabrica la gorgonia Plexaura hormomalla (Braekman y Daloze, 

1983). Las prostaglandinas son moléculas presentes al nivel traza en todos los tejidos animales, 

donde desempeñan un importante papel en la regulación de numerosos procesos bioquímicos, 

aunque en P. hormomalla se acumula la (15R)-PGA2 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)-PGA2 resultó inactiva. Sin embargo, por síntesis se transformó en su 

epímero (15S)-PGA2 que sí resultó activa. 
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Figura 0-13. Prostaglandina (15R)-PGA2. 

 

 Los diterpenos 11,12-dihidroflexibilido (18) y sinulariolido (19) son compuestos 

producidos por el coral espagueti (Sinularia flexibilis); el primero resultó un fagorrepelente del 

pez mosquito (Gambusia affinis) y el segundo resultó con actividad algicida (Aceret y col., 2001; 

McClintock y Baker, 2001). 
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Figura 0-14. Fagorrepelentes/ algicidas del coral espagueti. 
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 La fanerógama marina Thalassia testudinum fabrica la fitoalexina (fungicida) luteolin-7-

O--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 reproducción 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. 
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Figura 0-16. Fagorrepelente de Tambja abdere. 
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Figura 0-17. Hormona de Tethys fimbria. 
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0-3.2. Perspectivas de los PNMs de origen fúngico 

 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 últimos 

avances en la investigación de los PNMs han demostrado que estos organismos constituyen, 

además, una prometedora fuente de sustancias bioactivas con interesantes aplicaciones 

(Rasmussen y Morrissey, 2007). Sus características heterotróficas y frecuentemente saprofíticas 

les confieren gran capacidad para producir y degradar compuestos químicos (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 polisacárido, de 

tamaño molecular 2,4 × 103 kDa, que es responsable del incremento de la actividad fagocitaria en 

ratones, presentando además actividad inmunomoduladora (Yang y col., 2005). Los β-glucanos 

son conocidos polisacáridos, siendo las estructuras activas las del β-1,3 y β-1,6 glucano, las cuales 

son biosintetizadas principalmente por hongos y levaduras (Abad y Bermejo, 2001; Spiridon y 

Popa, 2008). La immunoestimulación, por suministro con la dieta de estos β-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 salmón atlántico, 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 (García 

Camacho y col., 2007). Por la misma razón, también las cianobacterias son responsables del 
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desagradable sabor y olor que suele adquirir la carne del pez gato Ictalurus punctatus, una de las 

principales especies dulceacuícolas cultivadas en Norte America (Martin y col., 1988; Smith y 

col., 2008). La inhibición de estos microorganismos en los cultivos es, pues, un objetivo 

prioritario en acuicultura, habiéndose usado para ello múltiples algicidas comerciales (Schrader, 

2005). En un intento de encontrar PNMs que cumplan con la misma función, se han descubierto 

las clonostachisinas A y B, que fueron aisladas a partir del hongo marino Clonostachys 

rogersoniana. Se trata de dos nonapéptidos cíclicos (C54H89N9O10 y C53H87N9O10) 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 fúngicas, Acremonium sp. y 

Emericellopsis sp., que inhibieron el crecimento de cianofíceas, siendo el agente responsable de 

esta actividad algicida el antibiótico 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 cíclicos que se han mostrado activos frente a la vibriosis, una de las 

enfermedades que más pérdidas económicas causan en maricultura (Bordas y col., 1998). Esta 

enfermedad está causada por varias especies bacterianas pertenecientes al género Vibrio, siendo la 

especie Vibrio anguillarum la principal responsable del fenómeno en peces, crustáceos 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 fungistática (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 presentó 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 zoospóricos marinos 

que pueden ser descritos funcionalmente como hongos (Barr, 1992). Estos organismos producen 

moléculas de alto valor biológico, tales como los ácidos grasos poliinsaturados 3, utilizados 

tanto en alimentación 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 fúngica abre 

novedosas perspectivas en acuicultura, ya que la inclusión de este tipo de glicoesfingolípidos 

naturales en las dietas, es presumible que mejorará el crecimiento, tanto en larvas como en 

juveniles. Además, podría 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 hígado de peces 

elasmobranquios, siendo éste su principal fuente (Xu y col., 2004). Este componente es un 

efectivo antioxidante natural, útil en nutracéutica (Yue y Jiang, 2009). En la actualidad, están 

siendo objeto de estudio una variedad de cepas de hongos Thraustochitridos y Labirintulomicetos, 

las cuales están 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 

producción de este metabolito hace que este organismo marino sea un firme candidato para la 

producción industrial de “escualeno microbiológico”. Por otro lado, se ha observado que la 

aplicación de la vacuna 763 con pequeñas dosis de escualeno es un remedio eficaz en la 
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prevención de la enfermedad causada por Flavobacterium psychrophilum en los cultivos de ayu 

Plecoglossus altivelis, uno de los mas importantes peces de agua dulce en Japón (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 fúngico, 

es un campo prometedor en acuicultura ya que se trata de organismos que suministran nuevas 

drogas relacionadas con la estimulación del sistema inmunológico de las especies en cultivo o con 

la gestión de sus enfermedades (Bachère, 2003). 

 

0-4. El método aplicado en esta tesis 

 El aislamiento e identificación de productos naturales requiere el uso de técnicas 

físicoquímicas de fraccionamiento y purificación. La exploración de estos productos es posible 

una vez se obtiene material biológico suficiente, bien sea a partir de organismos recogidos 

directamente de la naturaleza, bien cultivados a través de bioprocesos (fermentación, 

fotobiorreacción o maricultura). La biomasa obtenida puede ser conservada mediante congelación, 

liofilización o fijada químicamente en el seno de un disolvente. En el laboratorio de Química 

Orgánica II, del grupo de “Tecnología Química y Desarrollo Sostenible” de la ULPGC, el 

material biológico obtenido es habitualmente conservado congelado. Alternativamente, puede ser 

dejado en maceración en acetona o metanol varios días. 

 Las técnicas preliminares de separación empleadas en el laboratorio son aquellas 

realizadas a través de cromatografía de adsorción, por medio de columnas gravitatorias y a media 

presión, así como a través de métodos de partición líquido-líquido. Esta última técnica puede 
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aplicarse simplemente con la ayuda de un embudo de decantación, 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 separación de los componentes se podrá optar por una 

cromatografía de exclusión del tipo SEPHADEX, que permite separar familias de componentes 

con tamaño molecular similar. A continuación se podrán aplicar otras técnicas de separación; tal 

es el caso de la cromatografía de adsorción en columnas tipo flash o HPLC/ TLC preparativas. 

Finalmente, para la obtención de cristales puros se recurre a la cristalización del componente 

aislado (Leonard y col., 1998). 

 La elucidación estructural por métodos espectroscópicos requiere de sustancias 

perfectamente puras. Si hay éxito en la obtención de cristales, aún se podrá realizar un estudio de 

difracción de rayos X. En el caso contrario, si el componente purificado presenta una estructura 

no cristalina, entonces se recomienda la obtención de espectros de resonancia magnética nuclear 

de 1H y 13C, así 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 revisión 

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 científica, vía on 

line, numerosas bases de datos que tratan sobre el tema. Desde la más tradicional Chemical 

Abstracts Registry, ahora integrada en Scifinder, a otras más específicas 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 bibliográficos, y conjeturizado que el componente 

aislado es novedoso, la elucidación estructural ha de realizarse de una forma más refinada. Para 
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tal fin, se necesita de un segundo espectro de masas de alta resolución para que se pueda 

determinar la fórmula molecular con exactitud, tanto de la molécula como de sus fragmentos. Con 

esta información en mano se puede deducir la estructura bidimensional del nuevo componente 

aislado (Colegate y Molyneus, 1993). 

La obtención de la estructura tridimensional de las moléculas requiere de técnicas de 

resonancia magnética nuclear de alta resolución. Tales espectros aportan datos indirectos de 

acoplamiento entre núcleos cercanos en el espacio así como su dependencia angular a través de 

las constantes de acoplamiento JHH. Complejos experimentos de resonancia bidimensional 

denominados COSY, HMBC, NOESY y TOCSY nos aportan el resto de la información (Crews y 

col., 1998).  

Además de las técnicas anteriormente reseñadas, los métodos analíticos proporcionan 

herramientas relevantes en el análisis cualitativo y cuantitativo de las sustancias, permitiendo 

establecer su identidad así como la cantidad precisa de cada uno de los componentes presentes en 

una determinada mezcla (Valcárcel y Gómez, 1988). Entre las técnicas instrumentales destacan la 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y la cromatografía de gases (GC). Tales 

herramientas, una vez conectadas a modernos detectores de espectrometría de masas, resuelven 

una infinidad de problemas analíticos (HPLC-MS; GC-MS). 

La realización de este trabajo fue posible gracias al esfuerzo cooperativo entre los diversos 

laboratorios de investigación integrados en este proyecto. En este sentido, el laboratorio de 

Química Orgánica II, del grupo “Tecnología Química y Desarrollo Sostenible” de la ULPGC 

mantiene una colaboración permanente con el Instituto de Productos Naturales y Agrobiología 

(IPNA) del CSIC, Tenerife, y el grupo CAFMA de la ULPGC. Se realizaron, además, 

colaboraciones puntuales con el Laboratorio de Productos Naturales Marinos del Departamento de 

Química de la Universidad de Aberdeen y el Laboratorio de Química Bioorgánica de la Facultad 

de Bioquímica y Biología Molecular de la Universidad de Leeds, Reino Unido. 
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- CAPITULO I - 

 

Composición lipídica del hongo Schizochytrium aggregatum por 
cromatografía de gases – espectrometría de masas (GC-MS). 
  
 
I-1. Antecedentes 
 

El hongo heterotrófico Schizochytrium aggregatum es un organismo zoospórico 

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 atención 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 

ácidos grasos poliinsaturados, conocidos como HUFAs, a partir de fuentes no lipídicas 

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 nutraceútica, 

farmacéutica y acuicultura (Lewis y col., 1999; Nichols y col., 1999; Lewis y col., 2000). Los 

ensayos clínicos revelan la importancia de su valor terapéutico-nutricional, sobre todo en la 

prevención y tratamiento de enfermedades como la arterioesclerosis, trombosis, artritis y diversos 

tipos de cáncer (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 ácido docosahexaenoico [DHA, 22:6 (n-3)] y el ácido 

eicosapentaenoico [EPA, 20:5 (n-3)], los cuales desempeñan 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 ácido araquidónico [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 ácidos 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 ácidos 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 más económicas y de gran disponibilidad de HUFAs han 

sido los aceites de pescado de origen marino, ya que los peces suelen acumular estos ácidos 

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 ácidos grasos 

presentes en la composición 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 (Zaldívar, 1992; Kiffe y col., 

1995). Además, la baja relación DHA/ EPA proporcionada por estas fuentes lipídicas 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 síntesis 

química se pueden producir ácidos grasos (Rosu y col., 1998; Robles Medina y col., 1999), la 

extracción a partir de fuentes naturales parece ser lo más económico hasta el presente (Nilsson, 

1996). En este sentido, la producción y extracción de HUFAs a partir de organismos autotróficos, 

como las microalgas, podría suponer la vía alternativa capaz de suplir el mercado (Balaban y col., 

1996; Cohen, 1996). Sin embargo, los elevados costes de producción (Benemann, 1992; Coutteau 

y Sorgeloos, 1992) y los constantes riesgos de contaminación, suponen incertidumbre permanente 

en los sistemas de cultivo (Molina Grima y col., 1994). Con ello, la producción de estos 

micrófitos se ha restringido a unas pocas especies muy resistentes capaces de producir 

determinados metabolitos para fines específicos. No obstante, la producción de estos bioproductos 

por fermentación exhibe una perspectiva prometedora ya que permite la obtención de buenos 
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perfiles de HUFAs a bajo coste (Swaaf y col., 1999; Fan y col., 2001). Así, los 

Labyrinthulomycotas podrían suponer respuestas a corto plazo de carácter 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. Utilizándose como enriquecedor de rotíferos (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). 

Además, también se presenta como sustituto parcial o total de las tradicionales microalgas 

utilizadas en larvicultura de moluscos (Boeing, 1997; Langdon y Önal, 1999) y crustáceos 

(Figueiredo y Narciso, 2006). 

 Aparte de la importancia reseñada con estos HUFAs, S. aggregatum puede ser igualmente 

productor de interesantes metabolitos secundarios. De tal forma que, aunque sus perfiles de ácidos 

grasos estén descritos (Barclay y Zeller, 1996; Ashford y col., 2000), los antecedentes 

bibliográficos indican la presencia de glicolípidos, fosfolípidos, esfingolípidos y esteroles 

(colesterol, brasicasterol y estigmasterol) (Kendrick y Ratledge, 1992). 

 Así pues, se ha seleccionado este interesante organismo para realizar un barrido de su 

fracción lipídica, buscando confirmar las sustancias anteriormente descritas en la literatura y aislar 

nuevas estructuras que proporcionen algún tipo de aprovechamiento industrial, o incluso 

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

En este capítulo, 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 volátiles 

como a los que no lo son; todo ello en orden a encontrar componentes quimiotaxonómicos  que 

nos permitan correlacionarla con alguna de las cepas descritas previamente en la bibliografía, 

esclareciendo si se trata de una cepa productora de micotoxinas o no. 

I-2.2. Estudiar la futura aplicabilidad biotecnológica de nuestro organismo orientada hacia 

la alimentación animal (acuicultura) y humana. Esto se apoyaba en los antecedentes anteriormente 

comentados. 

 

I-3. Resultados y Discusión 
 

I-3.1. Obtención de biomasa, extracción y fraccionamiento 

En lo que se refiere a la producción de la biomasa de S. aggregatum, comentar que el 

material biológico objeto de este estudio fue adquirido desecado bajo el nombre comercial 

“Algamac 2000” a partir de la empresa Aquafauna Bio-Marine. La biomasa fúngica se extrajo y 

fraccionó según la Figura I-1. 
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(0,21 g)  

 
 

Figura I-1. Esquema de partición aplicado al extracto de la biomasa fúngica de 
Schizochytrium aggregatum. 
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I-3.2. Estudio químico de la biomasa fúngica 

Después de extraer la biomasa fúngica y fraccionarla según la Figura I-1 se rastrearon 

minuciosamente todas las fracciones, tanto por GC-MS para sus componentes volátiles como por 

refraccionamiento: CCF, cromatografía en columna, cromatografía de exclusión por tamaño 

molecular, y estudio espectroscópico (RMN), identificándose las siguientes sustancias: 

 

I-3.2.1. Componentes volátiles en la biomasa fúngica 

Se identificaron por GC-MS, lo que rindió los datos de la Tabla I-1. Si se reúnen dichas 

sustancias por criterios estructurales (Figuras I-2 hasta I-7) se puede deducir que se han 

identificado n-alcanos (1), 1-alquenos (6), 1-alcanoles (2), 2-alquil-1-alcanoles (3), ácidos grasos 

libres - saturados (4) e insaturados (8, 9) -, ésteres metílicos y etílicos de ácidos grasos - saturados 

(5, 7) e insaturados (10, 11, 12) -, triglicéridos saturados (15, 16, 17), diglicéridos (18, 19), 

monoglicéridos insaturados (20), ceras - ésteres de ácidos y alcoholes grasos (21, 22, 23, 24) -, 

esteroles (25, 26), triterpenos (27) catabolitos lipídicos (28), mono- y sesquiterpenos de cadena 

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

____________________________________________________________ 
 Ácido erúcico (8; n= 7, m= 11; Tr= 19,775) 
 Ácido hexadecanoico (4; n= 14; Tr= 16,316 ± 0,089) 

Ácido (E)-9-octadecenoico (9; Tr= 16,399) 
Ácido tetradecanoico (4; n= 12; Tr= 14,812 ± 0,066) 
Ácido (Z)-7-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) 

Éster bis(2-metilpropílico) del ácido 1,2-bencenodicarboxílico (37; Tr= 17,028 ± 0,060) 
Éster bis(2-metilpropílico) del ácido hexanodioico (35; Tr= 15,601) 
Éster dibutilico del ácido hexanodioico (34; Tr= 15,597) 
Éster eicosílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (24; Tr= 18,764) 
Éster etílico del ácido dodecanoico (7; n= 10; Tr= 14,885) 
Éster etílico del ácido pentadecanoico (7; n= 13; Tr= 17,071 ± 0,026) 
Éster etílico del ácido hexadecanoico (7; n= 14; Tr= 17,702 ± 0,044) 
Éster etílico del ácido octadecanoico (7; n= 16; Tr= 18,954) 
Éster etílico del ácido tetradecanoico (7; n= 12; Tr= 16,378 ± 0,046) 
Éster etílico del ácido tridecanoico (7; n= 11; Tr= 15,632) 
Éster 2-hidroxi-1-(hidroximetíl) etílico del ácido (Z)-9-octadecenoico (20; Tr= 18,459 ± 
0,046) 
Éster 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiilico del ácido hexadecanoico (19; Tr= 17,735 ± 0,179) 
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Éster metílico del ácido dodecanoico (5; n= 10; Tr= 14,396 ± 0,053) 
Éster metílico del ácido heptadecanoico (5; n= 15; Tr= 17,904) 
Éster metílico del ácido hexadecanoico (5; n= 14, Tr= 17,303 ± 0,044) 
Éster metílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (10; n= 5, m= 7; Tr= 17,193 ± 0,053) 
Éster metílico del ácido 14-metil-pentadecanoico (14; n= 12; Tr= 17,311 ± 0,044) 
Éster metílico del ácido 10-metil-undecanoico (14; n= 8; Tr= 14,412) 
Éster metílico del ácido nonadecanoico (5; n= 18; Tr= 20,024)  
Éster metílico del ácido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (12; Tr= 18,413) 
Éster metílico del ácido octadecanoico (5; n= 16; Tr= 18,533) 
Éster metílico del ácido 9-octadecenoico (10; n= 7, m= 7; Tr= 18,416) 

 Éster metílico del ácido 11-octadecenoico (10; n= 5, m= 9; Tr= 18,423) 
 Éster metílico del ácido (Z)-11-octadecenoico (10; n= 5, m= 9; Tr= 18,514) 

Éster metílico del ácido 3-octil-oxiranooctanoico (13; n= 7, m= 7; Tr= 18,286) 
Éster metílico del ácido pentadecanoico (5; n= 13; Tr= 16,629 ± 0,036) 
Éster metílico del ácido 3-pentil-oxiranoundecanoico (13; n= 4, m= 10; Tr= 19,732) 
Éster metílico del ácido tridecanoico (5; n= 11; Tr= 15,128) 
Éster 1,2,3-propanotriilico del ácido docosanoico (17; Tr= 19,206) 

 Éster 1,2,3-propanotriilico del ácido esteárico (16; Tr= 14,590) 
Éster tetradecilico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (21; Tr= 15,609) 

 Éster 2-(octadeciloxi) etílico del ácido hexadecanoico (22; Tr= 15,016) 
Éster 3-(octadeciloxi) propílico del ácido esteárico (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 ácido octadecanoico (18; Tr= 17,735) 

 Lactona del ácido 4-hidroxi-3,4,6-trimetilhept-5-enoico (32; Tr= 12,803) 
(1, 2, 5)-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 volátiles identificados en Schizochytrium aggregatum por GC-
MS. 
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Figura I-2. Componentes lipídicos volátiles identificados en Schizochytrium aggregatum.  
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Figura I-3. Componentes lipídicos volátiles identificados en Schizochytrium aggregatum. 
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Figura I-4. Componentes lipídicos volátiles identificados en Schizochytrium aggregatum. 



CCaappííttuulloo  II  
 

46

O

H
10

28  

Figura I-5. Fragmento lipídico volátil identificado en Schizochytrium aggregatum. 
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Figura I-6. Terpenoides volátiles identificados en Schizochytrium aggregatum.  
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Figura I-7. Otros componentes volátiles identificados en Schizochytrium aggregatum. 
 
 

Obsérvese cómo las series homólogas de los componentes volátiles identificados se 

comportan de forma lineal en los gráficos que resultan de representar el tamaño de la cadena 

hidrocarbonada (Nº de C) frente al logaritmo del tiempo de retención (log Tr) (Figuras I-8 a I-13).  
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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

10

15

20

1,1218 1,1732 1,2145

Log tr

N
º 

d
e 

C
 

  
 
Figura I-9. Comportamiento en CG de los 1-alquenos de Schizochytrium aggregatum (6; 
n= 12-13, y 15) y el patrón comercial 1-octadeceno (6; n= 15). 
 
 

EMAGs iso -metil-ramificados de 
Schizochytrium aggregatum

1,14

1,16

1,18

1,2

1,22

1,24

1,26

0 5 10 15 20

Nº de C

L
o

g
 T

r

 

Figura I-10. Comportamiento en CG de los ácidos 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 ácidos grasos saturados de cadena lineal 
identificados en Schizochytrium aggregatum (4; n= 12, y 14).  



CCaappííttuulloo  II  
 

49

EMAGs saturados de cadena lineal

0
5

10
15
20
25

1,
13

3
1,

15
9

1,
18

1,
20

2
1,

22
2

1,
23

6
1,

25
3

1,
26

8
1,

30
2

1,
32

6

Log Tr

N
º 

d
e

 C

 

Figura I-12. Comportamiento en CG de los ésteres metílicos de los ácidos 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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Figura I-13. Comportamiento en CG de los ésteres etílicos de los ácidos 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 metílicos de ácidos grasos ramificados en la biomasa 
fúngica 
  
 Los ácidos grasos metilramificados (14) están 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 incorporación selectiva del 

metilmalonil-CoA por el enzima “ácido-graso-sintetasa” (Seyama y col., 1981) y que este paso 

biogenético es característico de bacterias que producen relativamente altas concentraciones de 

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

marcadores moleculares de la materia orgánica 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 identificación en S. aggregatum de los ésteres metílicos de los 

ácidos que como el 14-metilpentadecanoico (14, n= 12) y 10-metilundecanoico (14, n= 8), dos 

derivados de ácidos 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 identificación 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 disminución de las 

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

 

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

 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 

plásticos y se introduce en los fluidos biológicos donde se bioacumula con el paso del tiempo, 

fenómeno que ha provocado incluso problemas de salud en seres humanos que han estado 
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expuestos a diversos materiales plásticos (Freemantle, 2004). Es por ello que la identificación 

de las sustancias 36-37 en la biomasa fúngica de S. aggregatum plantea dudas sobre su origen 

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

 

I-4. Conclusiones 
 
 
1. Se identificaron en el micelio 38 tipos de componentes volátiles pertenecientes a los grupos de 

los n-alcanos (1), 1-alquenos (6), 1-alcanoles (2), 2-alquil-1-alcanoles (3), ácidos grasos libres -

saturados (4) e insaturados (8, 9) -, ésteres metílicos y etílicos de ácidos grasos - saturados (5, 7) e 

insaturados (10, 11, 12) -, triglicéridos saturados (15, 16, 17), diglicéridos (18, 19), 

monoglicéridos insaturados (20), ceras - ésteres de ácidos y alcoholes grasos (21, 22, 23 y 24) -, 

esteroles (25, 26), triterpenos (27), catabolitos lipídicos (28), mono-, y sesquiterpenos de cadena 

cíclica 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 alimentación funcional - animal o humana -. 

3. Teniendo en cuenta el rendimiento en lípidos (9,47 %) de la extracción de la biomasa 

fúngica de S. aggregatum, se supone que este organismo puede ser usado para la producción 

de biodiesel. 
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I-5. Experimental 
 
I-5.1. General 
 
 La cromatografía en columna en fase normal se realizó sobre gel de sílice de la casa 
Scharlau de 0,06- 0,20 mm (cabezas cromatográficas) y 0,04- 0,06 mm (adsorbentes en fase 
húmeda), tanto a media presión (sistema para cromatografía Büchi) como a baja presión (motores 
de Fluid Metering Inc. acoplados en serie a columnas de la marca Ace Glass Inc.). La 
cromatografía en columna en fase reversa se realizó mediante columnas LiChroprep RP-18 (40- 
63 m) integradas en circuitos para cromatografía a baja presión, basados en motores de Fluid 
Metering Inc.  
 La filtración a través de gel (cromatografía de exclusión por tamaño molecular) se realizó 
por gravedad a través de Sephadex LH-20 lipofílico, eluyendo con CH2Cl2: MeOH (1: 1). 

La cromatografía en capa fina en fase normal se realizó sobre capas de 0,25 mm de 
espesor de la marca Tracer Analítica con mezclas de hexano, benceno, acetato de etilo, 
cloroformo y metanol en las proporciones que se especifican en cada caso. La cromatografía en 
capa fina en fase reversa se realizó sobre capas RP-18F254s 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 realizó por pulverización con oleum (ácido sulfúrico al 4 %, ácido acético al 80 % y 
agua al 16 %) y calentándolas a 120 ºC durante 20 min. 
 La cromatografía HPLC semipreparativa se realizó bajo las siguientes condiciones: 
columna Waters ODS (4,6 x 250 mm, con partículas de 10 μm y tamaño de poro de 100 Å) para 
las separaciones en fase reversa, y una Alltech Econosphere de SiO2 (4,6 x 250 mm, con partículas 
de 10 μm y tamaño de poro de 100 Å) para las separaciones en fase normal. Ambas, en un aparato 
HPLC semipreparativo compuesto por una bomba isocrática Spectraphysics P100 y un detector 
UV Hewlett Packard 1050 de longitud de onda variable. En todos los casos se trabajó a 
temperatura ambiente (26 ºC).  

La cromatografía HPLC analítica se realizó en un aparato Shimadzu, modelo LC-9A, con 
un detector UV de la misma marca a 254 nm y un detector de índice de refracción 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 sódica como eluyente, también a un flujo de 1,0 ml/ min. 

Los datos espectroscópicos 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 utilizó tetrametilsilano como referencia 
interna en los espectros de protón y cloroformo deuterado ( 77,0) o metanol deuterado ( 49,0) 
de la casa Aldrich para calibrar los espectros de carbono 13. 

La cromatografía analítica en fase gaseosa (GC-MS) se realizó en un aparato Saturn de 
Varian en las siguientes condiciones: columna CP-Sil 8 Low bleed, temperatura del inyector de 
270 ºC durante 10 min.; condiciones de split inicial on, 0,01 min. off y 5 min. on; horno 
programado a 50 ºC durante 5 min., calentado a 15 ºC/ min. hasta 250 ºC y mantenido a esta 
temperatura durante 10 min. (tiempo total de análisis 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 retención de 
referencia se obtuvieron con patrones de alcanos (Dr. Ehrenstorfer GmbH Alkanes-Mix 10), 
ésteres metílicos de ácidos grasos (SupelcoTM 37 Component FAME Mix), 1-alquenos (Fluka 
Chemika) y 1-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. Obtención de la cepa 
 

La cepa se adquirió de Aquafauna Bio-Marine, Hawthorne, California, USA. El hongo 
Schizochytrium aggregatum (American Type Culture Collection 20888) fue producido por la 
empresa citada en fermentadores según los procedimientos descritos por Barclay (1994) y Barclay 
y col. (1994) y concentrado por centrifugación, secado por aspersión y empaquetado al vacío 
(Barclay y Zeller, 1996). 
 
 
I-5.3. Análisis químico de la biomasa fúngica 
 
I-5.3.1. Obtención del extracto y fraccionamiento por polaridad 
 

Una muestra de 110 g de Schizochytrium aggregatum se extrajo por maceración 
(diclorometano, x3, 24 h c/ u, y metanol, x3, 24 h c/ u). Los extractos se filtraron con papel 
Watman nº 1 y evaporaron en rotavapor. Los extractos se reunieron y desecaron a alto vacío para 
almacenarlos bajo nitrógeno con el nombre de “extracto bruto”, el cual, fue sometido 
posteriormente a partición por polaridades según el esquema de la Figura I-1. 

El espectro de 1H-RMN delató siete protones de ácidos carboxílicos a δ 12,5- 11,2; 
aromáticos a δ 8,5- 7,0; olefínicos a δ 5,9- 5,0; geminales a heteroátomos a δ 4,3- 3,5 y alifáticos a 
δ 3,0- 0,6. 

A dicho extracto bruto se le añadieron 200 ml de agua y 200 ml de cloruro de metileno; 
las fases se separaron en embudo de decantación y la acuosa se reextrajo con cloruro de metileno 
(x2, 200 ml c/ u). Las capas orgánicas se reunieron y el disolvente se evaporó para dar 9,64 g de la 
fracción “liposoluble-0 (Sa-L-0)”. 

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

A la fracción “liposoluble-0 (Sa-L-0)” se le añadieron 20 ml de agua, 180 ml de metanol y 
200 ml de n-hexano; las fases se decantaron y la acuosa-metanólica se reextrajo con n-hexano 
hasta la decoloración de éste. Las fases n-hexánicas se reunieron y el disolvente se eliminó, 
resultando 8,64 g de un semisólido amarillo que denominamos fracción “liposoluble-1 (Sa-L-1)”. 
A la fase acuosa-metanólica resultante se le añadieron 160 ml de agua, resultando una fase H2O: 
MeOH (1: 1) que se extrajo con CH2Cl2 (x3, 200 ml c/ u). Las fases orgánicas reunidas se 
evaporaron para dar 0,75 g de la denominada fracción “liposoluble-2 (Sa-L-2)”. A la fase acuosa-
metanólica resultante se le añadió más metanol y evaporó hasta sequedad, lo que rindió 0,215 g de 
la fracción “liposoluble-3 (Sa-L-3)”. 

 
 
Estudio de la fracción “Extracto bruto” 
 
Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volátiles: 
 
Éster 3-(octadeciloxi) propílico del ácido esteárico (23; Tr= 13,631) 
Éster metílico del ácido dodecanoico (5; n= 10; Tr= 14,343) 
Ácido tetradecanoico (4; n= 12; Tr= 14,746) 
1-Hexadeceno (6; n= 13; Tr= 14,851) 
Éster etílico del ácido dodecanoico (7; n= 10; Tr= 14,885) 
Éster metílico del ácido tridecanoico (5; n= 11; Tr= 15,128) 
Éster dibutilico del ácido hexanodioico (34; Tr= 15,597) 
Éster bis(2-metilpropílico) del ácido hexanodioico (35; Tr= 15,601) 
Éster etílico del ácido tridecanoico (7; n= 11; Tr= 15,632) 
Tetradecanoato de metilo (5; n= 12; Tr= 15,885) 
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Ácido hexadecanoico (4; n= 14; Tr= 16,227) 
Ácido 7-tetradecenoico (8; n= 5, m= 5; Tr= 16,331) 
Éster etílico del ácido tetradecanoico (7; n= 12; Tr= 16,354) 
Éster metílico del ácido pentadecanoico (5; n= 13; Tr= 16,593) 
N-Butil-bencenosulfonamida (38; Tr= 16,655) 
Éster bis(2-metilpropílico) del ácido 1,2-bencenodicarboxílico (37; Tr= 16,968) 
Éster etílico del ácido pentadecanoico (7; n= 13; Tr= 17,045) 
Éster metílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (10; n= 5, m= 7; Tr= 17,140) 
Éster metílico del ácido hexadecanoico (5; n= 14; Tr= 17,259) 
Éster metílico del ácido 14-metil-pentadecanoico (14; n= 12; Tr= 17,267) 
9-Hexadecenoato de etilo (11; n= 5, m= 7; Tr= 17,570) 
Éster etílico del ácido hexadecanoico (7; n= 14; Tr= 17,683) 
Éster metílico del ácido heptadecanoico (5; n= 15; Tr= 17,904) 
Éster metílico del ácido 3-octil-oxiranooctanoico (13; n= 7, m= 7; Tr= 18,286) 
Éster 2-hidroxi-1-(hidroximetíl) etílico del ácido (Z)-9-octadecenoico (20; Tr= 18,413) 
Éster metílico del ácido 9-octadecenoico (10; n= 7, m= 7; Tr= 18,416) 
Éster metílico del ácido octadecanoico (5; n= 16; Tr= 18,533) 
Éster eicosílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (24; Tr= 18,764) 
Éster etílico del ácido octadecanoico (7; n= 16; Tr= 18,954) 
Éster metílico del ácido 3-pentil-oxiranoundecanoico (13; n= 4, m= 10; Tr= 19,732) 
Éster metílico del ácido nonadecanoico (5; n= 18; Tr= 20,024)  
 
 
Estudio de la fracción “liposoluble-0 (Sa-L-0)” 
 

 Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volátiles: 

 Tridecano (1; n= 10; Tr= 12,384) 
 10-Undecenal (28; Tr= 13,125) 
 Éster metílico del ácido dodecanoico (5; n= 10; Tr= 14,422) 
 Ácido tetradecanoico (4; n= 12; Tr= 14,862) 
 Éster 2-(octadeciloxi) etílico del ácido hexadecanoico (22; Tr= 15,016) 
 Tetradecanoato de metilo (5; n= 12; Tr= 15,957) 
 Ácido hexadecanoico (4; n= 14; Tr= 16,354) 
 N-Butil bencensulfonamida (38; Tr= 16,786) 

Éster metílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (10; n= 5, m= 7; Tr= 17,230) 
 Éster metílico del ácido hexadecanoico (5; n= 14; Tr= 17,344) 

Éster 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiilico del ácido hexadecanoico (19; Tr= 17,714) 
Éster metílico del ácido (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 fracción “liposoluble-1 (Sa-L-1)” 

 
Por CCF analítica se identificaron seis sustancias. 
En el espectro de 1H-RMN de esta mezcla se detectaron protones olefínicos (δ 5,1- 5,3), 

geminales a heteroátomos ( 4,0- 4,2) y los propios de cadenas hidrocarbonadas alifáticas (δ 2,9- 
0,7). 

En el espectro de 13C-RMN se observaron seis carbonos carbonílicos (δ 178- 187), 16 
carbonos olefínicos (δ 130,939 y 128,859), 4 carbonos geminales a heteroátomos (δ 77,543- 
65,914) y 34 señales de cadenas alifáticas (δ 37,469- 14,132). 
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 Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volátiles: 
 

Tridecano (1; n= 10; Tr= 12,380) 
(1, 2, 5)-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) 
Éster metílico del ácido 10-metil-undecanoico (14; n= 8; Tr= 14,412) 
Ácido tetradecanoico (4; n= 12; Tr= 14,858) 
Éster tetradecilico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (21; Tr= 15,609) 
Estigmasterol (26; Tr= 15,672) 
Tetradecanoato de metilo (5; n= 12; Tr= 15,952) 
Ácido hexadecanoico (4; n= 14; Tr= 16,348) 
Ácido (E)-9-octadecenoico (9; Tr= 16,399) 
Ácido (Z)-7-tetradecenoico (8; n= 5, m= 5; Tr= 16,474) 
Éster metílico del ácido pentadecanoico (5; n= 12; Tr= 16,664) 
Éster bis (2-metilpropílico) del ácido 1,2-bencenodicarboxílico (37; Tr= 17,057) 
Éster metílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (10; n= 5, m= 7; Tr= 17,223) 
Éster metílico del ácido 14-metil-pentadecanoico (14; n= 12; Tr= 17,339) 
Éster 2-hidroxi-1-(hidroximetil) etílico del ácido (Z)-9-octadecenoico (20; Tr= 18,504)   
 
Por filtración a través de Sephadex (LH-20), eluyendo con MeOH: CH2Cl2 y 

monitorizando por CCF analítica se obtuvieron las fracciones Sa-L-1-a y Sa-L-1-b, ambas como 
mezclas de sustancias. 

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

 
 Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volátiles: 
 
 Ácido tetradecanoico (4; n= 12; Tr=14,748) 
 Tetradecanoato de metilo (5; n= 12; Tr= 15,879) 
 Éster etílico del ácido tetradecanoico (7; n= 12; Tr= 16,356) 

Éster metílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (10; n= 5, m= 7; Tr= 17,155) 
 Éster metílico del ácido hexadecanoico (5; n= 14; Tr= 17,270) 

Éster 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiilico del ácido hexadecanoico (19; Tr= 17,578) 
 Éster etílico del ácido hexadecanoico (7; n= 14; Tr= 17,693) 
 Éster metílico del ácido 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 fracción (Sa-L-1-a-1) 

Por CCF analítica (Hexano: EtOAc, 80: 20) se identificaron dos sustancias. 
En el espectro de 1H-RMN de esta mezcla se detectaron protones olefínicos (δ 5,1- 5,5), 

geminales a heteroátomos ( 4,0- 4,2; ddd) y los propios de cadenas hidrocarbonadas alifáticas (δ 
2,9- 0,7). 

En el espectro de 13C-RMN se observaron seis carbonos carbonílicos (δ 175,0- 185,0), 14 
carbonos olefínicos (δ 137,0 y 125,0), varios carbonos geminales a heteroátomos (δ 60,0- 70,0) y 
28 señales de cadenas alifáticas (δ 37,469- 14,132). 
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Se abordó su separación por CCF preparativa (fase normal, n-hexano: EtOAc, 90: 10). 
Por GC-MS no se identificó ningún componente volátil.  

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

En el espectro de 1H-RMN de esta mezcla se detectaron protones olefínicos (δ 5,1- 5,3), 
geminales a heteroátomos ( 3,3- 4,2) y los propios de cadenas hidrocarbonadas alifáticas (δ 2,9- 
0,7). 

Por GC-MS no se identificó ningún componente volátil. 
 
  
 Estudio de la fracción (Sa-L-1-a-3) 
 
 Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volátiles: 
 
 2-Hexil-1-octanol (3; n= 3, m= 5; Tr= 13,977) 
 1-Eicosanol (2; Tr= 16,330) 
 Éster etílico del ácido hexadecanoico (7; n= 14; Tr= 17,685) 
 Ácido erúcico (8; n= 7, m= 11; Tr= 19,775) 
 
 Se trata de una sustancia homogénea según informa la HPLC y la CCF (fase normal, 
hexano: EtOAc, 80: 20, Rf= 0,17). 

En el espectro de 1H-RMN se detectaron protones olefínicos (δ 4,9- 5,6), geminales a 
heteroátomos ( 3,4- 4,8) y los metilenos/ metinos que sugieren un terpenoide tetracíclico del tipo 
25 o 26. 
 

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

 
 Por CCF (fase normal, n-Hexano: EtOAc, 80: 20, Rf= 0,81), el espectro de 1H-RMN y el 
espectro de 13C-RMN se presenta como una sustancia lipídica mayoritaria y homogénea.  
 Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volátiles: 
 
 4-Metil-1-(1-metiletil)-ciclohexanol (30; Tr= 12,841) 
 Éster 3-(octadeciloxi)-propílico del ácido esteárico (23; Tr= 14,092) 
 Éster 1,2,3-propanotriilico del ácido esteárico (16; Tr= 14,590) 
 Ácido tetradecanoico (4; n= 12; Tr= 14,845) 
 Tetradecanoato de metilo (5; n= 12; Tr= 15,939) 
 Ácido hexadecanoico (4; n= 14; Tr= 16,334) 
 Éster etílico del ácido tetradecanoico (7; n= 12; Tr= 16,424) 

Éster bis(2-metilpropilico) del ácido 1,2-bencenodicarboxílico (37; Tr= 17,044) 
 Éster etílico del ácido pentadecanoico (7; n= 13; Tr= 17,096) 

Éster metílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (10; n=  5, m= 7; Tr= 17,210) 
 Éster metílico del ácido 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) 
 Éster etílico del ácido hexadecanoico (7; n= 14; Tr= 17,746) 

Éster 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiílico del ácido hexadecanoico (19; Tr= 17,914) 
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Estudio de la fracción “liposoluble-3 (Sa-L-3)” 
 
 Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volátiles: 
 
 Tridecano (1; n= 10; Tr= 12,368) 
 Lactona del ácido 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) 

Éster bis(2-metilpropílico) del ácido 1,2-bencenodicarboxílico (37; Tr= 17,035) 
Éster metílico del ácido 14-metil-pentadecanoico (14; n= 12; Tr= 17,327) 

 Ftalato de dibutilo (36; Tr= 17,683) 
 

 
Estudio de la fracción “hidrosoluble-1 (Sa-H-1)” 

 
 Por GC-MS resultaron identificadas las siguientes sustancias volátiles: 
 

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) 
Éster bis(2-metilpropilico del ácido 1,2-benzenodicarboxílico (37; Tr= 17,034) 
Éster metílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (10; n= 5, m= 7; Tr= 17,200) 
Éster metílico del ácido hexadecanoico (5; n= 14; Tr= 17,316) 
Ftalato de dibutilo (36; Tr= 17,672) 
2-Hidroxi-1,3-propanodiil éster del ácido octadecanoico (18; Tr= 17,735) 
Éster metílico del ácido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (12; Tr= 18,413) 
Éster 1,2,3-propanotriilico del ácido docosanoico (17; Tr= 19,206) 
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- CAPITULO II - 

 

Composición lipídica del hongo Paecilomyces variotii aislado del 
medio marino. 
 
  
II-1. Antecedentes 
 

El hongo filamentoso Paecilomyces variotii es conocido en biotecnología por sus 

múltiples aplicaciones. La novedad en este caso es que se aisló a partir de una muestra de agua 

colectada en la playa de La Laja, Gran Canaria, por lo que se ha estimado que procedía su 

reestudio. El primer paso consistió en una revisión bibliográfica, de la que resultaron los 

siguientes datos. 

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

variotii. 

O

HO2C

O

O

1
 

Figura II-1. Anhídrido (1), de P. variotii. 

 

Waehner y col. (1983) aportaron un procedimiento para obtener proteína 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 relación con esto, Bajpai 

y Bajpai (1987) usaron P. variotii TCRDC-M5 para producir proteína 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 obtención de proteína a partir de P. variotii, y, finalmente, 
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Varsami y col. (1999) enriquecieron tallos de desecho de soja con la proteína fúngica de P. 

variotii. 

 Haneishi y col. (1988) aislaron cornexistina (2), originalmente antlercidina, de P. variotii 

SANK 21086. Tras purificarlo por cromatografía de exclusión molecular (Sephadex LH-20) y 

cristalización en diclorometano, se obtuvo con un rendimiento de 397 g/ l. Su actividad herbicida 

fue demostrada tanto por aplicación 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 agrupó en los “nonadridos” después de un estudio 

espectroscópico y cristalográfico - difracción de rayos X -. Desde el punto de vista de su actividad 

biológica, de nuevo, presentó acción herbicida frente a plantas anuales y perennes, tanto mono- 

como dicotiledoneas, lo que supuso potencial protección para los cultivos de maíz. Amagasa y 

col. (1994) cuantificaron la actividad al descubrir que el metabolito Cornexistina (2) presentaba 

acción herbicida sobre diversos semilleros a la concentración de 0,5 kg/ ha respetando la planta 

del maíz (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 fórmula molecular, C16H20O6, y el mencionado esqueleto de “nonadrido” (2). 

Además, descubrieron que también presenta actividad frente a hongos y bacterias gram positivas 

y negativas, con LD50 de 100 mg/ kg. Finalmente, Fields y col. (1995) aislaron 

hidroxicornexistina (3) por fermentación de P.variotii, y Takeshiba y col. (1990) prepararon 

diversos derivados de cornexistina (4, R1, R2= -CO2H, CONH2; R1, R2= C(:X)YC(:Z), X,Y,Z= O, 

NH; R3, R6= OH, SH, NH2, X; R4, R5= H,OH; o R4, R5= O, NH; A= enlace simple, O; los grupos 

SH, -NH2, -CO2H, -CONH2, NH pueden estar protegidos o en forma de sus sales) y los ensayaron 

como inhibidores de la germinación, herbicidas y/ o reguladores del crecimiento de las plantas 

(hormonas vegetales). 
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Figura II-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 líquido y extrajeron dos metabolitos nuevos con el esqueleto de 1H-nafto 

[2,3-c] piran-1-ona. Sus estructuras moleculares, semiviriditoxina (5) y ácido semiviriditóxico (6) 

fueron elucidadas por métodos químicos y espectroscópicos. 

O

O OH OH

OMe
H

RO2C

5, R = Me
6, R = H

 

Figura II-3. Semiviriditoxina (5) y ácido semiviriditóxico (6). 

 

Horn y col. (1992) identificaron las Sphingofunginas E y F (7, 8) en el caldo de cultivo de 

P. variotii. Al igual que la Sphingofungina B, inhibieron serinapalmitoiltransferasa a 

concentración nanomolar. Además, Sphingofungina E resultó con actividad fungicida frente a 

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

 

Horn y col. (1993) identificaron dos ácidos eicosenoicos con actividad fungicida en el 

caldo de cultivo de P. variotii. 

Leal (1994), estudió la estructura de los polisacáridos hidrosolubles de P. variotii por GC, 

GC-MS y RMN. Domenech y col. (1994) ampliaron el estudio de los polisacáridos de las paredes 

celulares de P. variotii a cuatro variedades del mismo hongo. 

Dechkan-Khodzhaeva y col. (1997) estudiaron los fosfolípidos y ácidos grasos de ambas 

formas, micelial y levadura, del hongo P. variotii con el resultado de la identificación de un nuevo 

ácido graso, el neo-iso-pentadecanoico. 

Terekhova y col. (1997) aislaron del caldo de cultivo de P. variotii el antibiótico de 

biogénesis mixta ascofuranona (9), el cual había 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 biotecnológicas, Behera y col. (2000) encontraron que P. 

variotii es un hongo útil en la biotransformación del latex de Calotropis procera al enriquecerlo 

en heptano, por lo que se considera el proceso como una fuente renovable de petróleo y 

compuestos químicos. Por otra parte, Deodhar y col. (2002) han aplicado el hongo P. variotii en la 

biorreducción de terpenoides cíclicos y aldehídos aromáticos; Vanhulle y col. (2003) lo han 

aplicado para el tratamiento y detoxificación de líquidos de desecho - aguas residuales y fluidos 

agrícolas -; Sachan y col. (2006) lo aplicaron en la biotransformación del ácido p-coumarico; 

Mukherjee y col. (2006) en la transformación del ácido sinaptico (10) en ácido siringico (11), 

feromona del coleóptero Stenus comma; Ghosh y col. (2006) lo utilizaron en la transformación del 

ácido ferúlico en ácido 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 agrícolas, 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 acción es, obviamente, la antibiosis. 
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Figura II-6. Biotransformación del ácido sináptico (10) en ácido siríngico (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 Identificación de CABI Bioscience (Surrey, UK) se han 

planteado los siguientes objetivos: 

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

II-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 volátiles como a los que 

no lo son; todo ello en orden a encontrar factores quimiotaxonómicos que nos permitan 

correlacionarla con alguna de las cepas descritas en la bibliografía, esclareciendo si se trata de una 

cepa con aplicabilidad en nutrición - animal y humana -. 

 

II-3. Resultados y Discusión 

II-3.1. Obtención de biomasa, extracción y fraccionamiento 

En lo que se refiere a la producción 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 sólido KMV modificado (Tabla II-

3). La producción de la biomasa fúngica se consiguió, en el caldo KMV modificado, en un 

sistema estático de cultivo, a escala de laboratorio. La biomasa miceliar sobrenadante se separó y  
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extrajo (extracción sólido-líquido), y sus metabolitos se fraccionaron por polaridad mediante 

extracción líquido-líquido según la Figura II-7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Maceración (24 h) en CH2Cl2 (x3) y 
MeOH (x3), filtración y evaporación 
en rotavapor 

H2O (200 ml): CH2Cl2 
(200 ml, x3) 

Pv-H-0 
(0,806 g) 

Extraída con igual volumen de 
2-Butanol 

Extracto orgánico evaporado en 
rotavapor/ 20 ml H2O + 180 MeOH; 
extraído con hexano hasta la 
decoloración de éste. 

Fase CH2Cl2 

Pv-L-0  
(1,673 g) 

Extracto 
bruto 

(10,850 g)

Fase H2O 

Micelio seco 
(118,00 g) 

 

 

 

 

 

 

 

Fase acuosa ajustada al  
50% (+ 160 ml): 50% 
MeOH; extraída con 
CH2Cl2 (x3) 

Pv-L-1 
(1,298 g) 

 
Descartada 

 

 

Fase CH2Cl2

Pv-L-2 
(0,331 g) 

Pv-L-3 
(0,023 g) 

 

 

 

 

 

Figura II-7. Esquema de partición aplicado al extracto del micelio de Paecilomyces 
variotii por extracción líquido-líquido. 
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II-3.2. Estudio químico del micelio 

Después de extraer el caldo de cultivo y fraccionarlo según la Figura II-7, se rastrearon 

minuciosamente todas las fracciones por refraccionamiento (cromatografía en columna, 

cromatografía de exclusión por tamaño molecular, CCF) y análisis tanto por GC-MS para sus 

componentes volátiles como por espectroscopía (RMN, EM, IR), identificándose las siguientes 

sustancias: 

II-3.2.1. Componentes volátiles en el micelio 

Se identificaron por GC-MS, lo que rindió 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), ácidos grasos libres - saturados (16) e insaturados (19, 21) -, amidas de ácidos 

grasos (22), ésteres metílicos y etílicos de ácidos grasos - saturados (17, 18, 25) e insaturados 

(20, 23, 24) -, triglicéridos saturados (27), diglicéridos saturados (28, 29), ceras - ésteres de 

ácidos y alcoholes grasos (30, 31 y 32) -, éteres grasos (33), catabolitos lipídicos (34, 35), 

terpenos de cadena lineal (36, 37), hidrocarburos aromáticos de la ruta del ácido shikímico 

(38), diésteres de ácidos dicarboxílicos como maleatos (40) y ftalatos (41, 42), artefactos 

antioxidantes (45 y 46) y compuestos curiosos (43 y 44). 
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_____________________________________________________ 
Ácido (Z)-13-docosenoico (erúcico) (19; n= 7, m= 11; Tr= 19,800  0,024) 
Ácido heptadecanoico (16; n= 15; Tr= 16,912) 
Ácido hexadecanoico (16; n=14; Tr= 16,249  0,024) 
Ácido 9-hexadecenoico (21; Tr= 14,759) 
Ácido nonadecanoico (16; n= 17; Tr = 17,722) 
Ácido octadecanoico (16; n= 16; Tr= 17,583) 
Ácido (Z)-9-octadecenoico (oleico) (19; n= 5, m= 7; Tr= 18,730) 
Ácido tetradecanoico (16; n= 12; Tr= 14,774  0,001) 
Ácido 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 ácido hexanodioico (39; Tr= 15,607) 
(E)-3,7-Dimetil-2,6-octadienal (36; Tr= 12,191) 
1-Eicosanol (14; n= 18; Tr= 16,358) 
Éster etílico del ácido hexadecanoico (18; Tr= 17,719) 
Éster etílico del ácido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (linoleico) (24; Tr= 18,596  0,221) 
Éster metílico del ácido hexadecanoico (17; n= 14; Tr= 17,298  0,006) 
Éster metílico del ácido 11-hexadecenoico (20; n= 3, m= 9; Tr= 17,144) 
Éster metílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (20; n= 5, m= 7; Tr= 17,604) 
Éster metílico del ácido 14-metil-pentadecanoico (25; Tr= 17,261) 
Éster metílico del ácido octadecanoico (17; n= 16; Tr= 18,565  0,007) 
Éster metílico del ácido (E)-9-octadecenoico (23; Tr= 18,388) 
Éster metílico del ácido 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 ácido hexadecanoico (28; Tr= 17,614  0,019) 
2-Hidroxi-1,3-propanodiil éster del ácido hexadecanoico (29; Tr= 12,192) 
2-Hidroxi-1-(hidroximetil)etil éster del ácido (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,Z)-9-Octadecenil éster del ácido 9-hexadecenoico (30; Tr= 18,516) 
Octadecil éster del ácido 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 ácido docosanoico (27; Tr= 17,114) 
Tetradecano (12; n= 11; Tr= 13,262) 
1-Tetradeceno (13; n= 11; Tr= 12,438) 
Tetradecil éster del ácido (Z)-9-octadecenoico (31; n= 4; Tr= 19,818) 
Trans-2-pentadecil-1,3-dioxan-5-il-éster del ácido 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 volátiles identificados en el micelio de P. variotii por GC-MS. 
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_________________________________________________________ 
 

Figura II-8. Componentes lipídicos identificados en Paecilomyces variotii.  
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Figura II-9. Componentes lipídicos identificados en Paecilomyces variotii. 
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Figura II-10. Componentes lípídicos identificados en Paecilomyces variotii. 
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Figura II-11. Fragmentos lipídicos - catabolitos - identificados en Paecilomyces variotii. 
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Figura II-12. Terpenoides identificados en Paecilomyces variotii. 
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Figura II-13. Componente de la ruta del ácido shikímico identificado en Paecilomyces 
variotii. 
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Figura II-14. Otros componentes identificados en el extracto del micelio de 
Paecilomyces variotii. 
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Figura II-15. Componentes lípídicos identificados en Paecilomyces variotii. 

 

Obsérvese cómo las series homólogas de los componentes volátiles identificados se 

comportan de forma lineal en los gráficos que resultan de representar el tamaño de la cadena 

hidrocarbonada (Nº de C) frente al logaritmo del tiempo de retención en GC (log Tr) (Figuras II-

16 a II-20). 
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Figura II-16. n-Alcanos identificados en Paecilomyces variotii y patrones. 
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Figura II-17. 1-Alquenos identificados en Paecilomyces variotii y patrones. 

 

 



CCaappííttuulloo  IIII  
 

80

1-Alcanoles

0
10
20
30

1,2011 1,2132 1,2137 1,3519

Log tr

N
º 

d
e 

C

 

Figura II-18. 1-Alcanoles identificados en Paecilomyces variotii y patrones. 
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Figura II-19. Ácidos grasos saturados de cadena lineal identificados en Paecilomyces 
variotii y patrones. 
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Figura II-20. Ésteres metílicos de ácidos grasos saturados de cadena lineal identificados 
en Paecilomyces variotii y patrones. 
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II-3.2.1.1. Presencia de ésteres metílicos de ácidos grasos ramificados en el 
micelio 
 
 Los ácidos grasos metilramificados están 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 incorporación selectiva del 

metilmalonil-CoA por el enzima “ácido-graso-sintetasa” y que este paso biogenético es 

característico de bacterias que producen relativamente altas concentraciones de estos ácidos 

grasos iso-metilramificados, los cuales son, por tanto, aceptados como marcadores moleculares de 

la materia orgánica 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 

identificación en P. variotii del éster metílico del ácido 14-metilpentadecanoico 25 - derivado de 

un ácido 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 identificación por la huella dactilar en GC-MS, la 

iso-metilsustitución propuesta en 25 se confirmó por el fragmento relativamente intenso que se 

observa en GC-MS para M+-43 (m/ z 227) junto a la disminución de la intensidad del fragmento 

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

 

II-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 plásticos y se introduce en los 

fluidos biológicos donde se bioacumula con el paso del tiempo, fenómeno que ha provocado 

incluso problemas de salud en seres humanos que han estado expuestos a materiales plásticos 

(Freemantle, 2004). Es por ello que la identificación 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 realizó, precisamente, en 

recipientes de plástico (veáse parte experimental). Así, pués, se supone que estas sustancias son 

artefactos o productos de transformación de los mismos.  

 

II-3.2.2. Componentes no volátiles identificados en el micelio de P. variotii 
 

El material “no volátil” obtenido a partir del micelio fue fraccionado y analizado por 

espectroscopía (fundamentalmente RMN en una y dos dimensiones, IR y EM). Entre estos 

componentes lipídicos no volátiles se pudieron purificar y caracterizar sólo las sustancias 

mayoritarias: trioleína (26), peróxido del ergosterol (48) y D-(+)-glucosa. 

La trioleína (26) se aisló 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=O) y a 1233 (C-O) características de ésteres insaturados. 

En su espectro de 1H-RMN se observan seis protones olefínicos a  5,31- 5,25; cinco 

protones geminales a oxígeno a  5,22 (1H; dt; J= 5,2 Hz; J= 6,4 Hz);  4,26 (2H; dd; J= 5,2 Hz; 

J= 13,1 Hz) y  4,11 (2H; dd; J= 6,4 Hz; J= 13,1 Hz); seis hidrógenos en alfa a carbonilo a  2,27; 

doce hidrógenos alílicos a  2,01; seis hidrógenos en beta a carbonilo a  1,61; sesenta hidrógenos 

de cadenas hidrocarbonadas lineales a  1,27 y nueve hidrógenos de los metilos terminales a  

0,90. 

 En su espectro de 13C-RMN se observan tres señales correspondientes a carbonilos de 

ésteres a  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 oxígeno a  68,90 y 62,10 -x2- y señales típicas de 

metilenos y metilos a  34,2– 14,0 características de cadenas hidrocarbonadas lineales. 

En el espectro 1H-1H-COSY se observa correlación entre el dt a  5,22 y los dos dd a δ 

4,26 y 4,11 correspondientes a los protones geminales a oxígeno de la unidad de glicerol. 

También entre los protones olefínicos a δ 5,27 y los metilenos alílicos a  2,01. 
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En el espectro HSQC se observa correlación entre el dt a  5,22 correspondiente al metino 

geminal a oxígeno de la unidad de glicerol y el carbono enlazado a dicho oxígeno a  68,90. 

También entre los dos dd a δ 4,26 y 4,11 correspondientes a los protones metilénicos geminales a 

oxígeno de la misma unidad de glicerol y los carbonos enlazados a dichos oxígenos, que aparecen 

ambos a δ 62,10. También entre un triplete a δ 2,27 correspondiente a los protones en  a 

carbonilo y los carbonos en  a carbonilo a δ 34,15. También entre un multiplete a δ 2,01 

correspondiente a los protones alílicos y los carbonos en  a doble enlace a δ 27,20. 

En el espectro HMBC se observa correlación entre los protones en  a carbonilo a  2,27 

y los carbonos de metilenos saturados a δ 25,60 y 29,60. También se observa correlación entre el 

dt a  5,22 correspondiente al metino geminal a oxígeno de la unidad de glicerol y los carbonos 

metilénicos de dicha unidad de glicerol a  62,10 por un lado y uno de los carbonilos de los 

ésteres a  172,80. También entre los dos dd a δ 4,26 y 4,11 correspondientes a los protones 

metilénicos geminales a oxígeno de la unidad de glicerol y los tres carbonos - metinico y 

metilénicos  - enlazados a oxígeno en dicha unidad a δ 68,90 y 62,10 respectivamente, así como 

con los carbonos carbonílicos a 173,30 y 173,20 (correlaciones a dos y tres enlaces de la unidad 

de glicerol). También entre los protones alílicos a  2,01 y los carbonos olefínicos a δ 130,20; 

130,00; 129,90; 129,70; 129,60. También entre los dos dd a δ 4,26 y 4,11 correspondientes a los 

protones geminales a oxígeno y los tres carbonos carbonílicos de los ésteres a  173,30; 173,20 y 

172,80. 

 Otra sustancia que se pudo aislar y caracterizar espectroscópicamente es el 5,8-

epidioxiergosta-6,22-dien-3-ol (48), a la que se denomina usualmente como peróxido del 

ergosterol. El producto, que cristaliza a partir de metanol, posee un punto de fusión de 178- 180 

ºC. Su espectro de masas (con NaCl) muestra un pico correspondiente al ión molecular más H+ a 

m/ z 429,1 (C28H45O3); en este espectro se observan, además, iones a m/ z 451,1 (M+Na)+ y 879,4 

(2M+Na)+, ello en consistencia con la fórmula molecular C28H44O3. 
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En el espectro IR aparece una señal estrecha a 3618 cm-1 y otra ancha en el intervalo 

3600- 3200 cm-1 correspondientes ambas a un grupo hidroxilo (libre y asociado respectivamente) 

y una banda a 973 cm-1 característica de un doble enlace trans en C-22 de un ergoesteroide 

(González y col., 1983). 

 El espectro de 1H-RMN muestra dos doble dobletes centrados en  5,12 y 5,08 

característicos del mencionado doble enlace en posición 22 sobre la cadena lateral del ergosterol. 

La constante de acoplamiento de 15,2 Hz entre los protones olefínicos en C-22 y C-23 confirma 

que la estereoquímica de este doble enlace es en efecto, trans. También se observa un sistema AB 

achacable a un doble enlace cis centrado en  6,33 (A 6,46 y B 6,20 con JAB= 8,6 Hz). El alto 

desplazamiento de estos protones es característico de un puente endoperóxido entre los carbonos 5 

y 8 de los ergoesteroides. Dicho puente de oxígeno se confirma en el espectro de 13C-RMN (Tabla 

II-2) con las señales a  82,170 y 79,453 que se ha asignado a los carbonos 5 y 8 respectivamente. 

Obsérvese que el resto de las señales desplazadas en los espectros de protón y de carbono (Tabla 

II-2), junto con las constantes de acoplamiento, son consistentes con la estereofórmula 48 (Figura 

II-21). 

Por otra parte, en el espectro DEPT_135 se desplazan señales positivas para 6 CH3, 7 CH 

y 4 =CH, así como negativas para 7 CH2. 

 En el espectro 1H-1H-COSY se observa correlación entre sí para los protones olefínicos 

que conforman el sistema AB a δ 6,46 y 6,20, así como entre los protones olefínicos en C-22 y C-

23 y los metinos alílicos sobre C-20 ( 2,00) y C-24 ( 1,82). 

 En el espectro HSQC se observa correlación entre los dos protones olefínicos centrados en 

δ 6,46 y 6,20 y los dos carbonos olefínicos directamente enlazados a ellos que desplazan señales 

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 correlación entre los dos protones olefínicos 

centrados en δ 5,12 y 5,08 y los dos carbonos olefínicos directamente enlazados a ellos que 
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desplazan señales 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 correlación entre los dos protones olefínicos del sistema 

AB en C-7 (δ 6,46) y C-6 ( 6,20) y los dos carbonos puente del endoperóxido (C-8 a  79,453 y 

C-5 a  82,170). Ello confirma la presencia del puente epidioxi característico de endoperóxidos 

esteroidales. También entre los dos protones olefínicos en C-22 ( 5,08) y C-23 ( 5,12) y los 

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

HO

O O
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Figura II-21. 5, 8-Epidioxiergosta-6,22-dien-3-ol (Peróxido del ergosterol) 

 
 

En la fracción más polar de P. variotii se encontró además un compuesto polihidroxílico 

cuyo espectro de 1H-RMN sugiere una estructura de monosacárido { 5,10 (1H, m, protón 

anomérico);  3,90- 3,20 (6H, m, CH+CH2 geminales a oxígeno);  2,16 (0,25 H, s, OH)}. 

Mediante un análisis de esta fracción por HPLC con una columna Shodex OH Pak SB806 HQ se 

dedujo que está constituida fundamentalmente por D-(+)-glucosa, la cual había sido introducida 

como constituyente del caldo de cultivo KMV modificado (Tabla II-3). 
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C δ (13C) Δ (1H)  
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 Hz) 
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 44,580 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 II-2. Espectros (13C-RMN y 1H-RMN, CDCl3, 400 MHz) del peróxido del ergosterol 
aislado de P. variotii (48). 
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II-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 químico. 

3. Se identificaron 46 grupos estructurales entre sus componentes volátiles (Tabla II-1, Figuras II-

8 a II-20) que, mayoritariamente, son componentes lipídicos usuales implicados en la ruta de los 

ácidos grasos (Figuras II-8, II-9, II-10 y II-15), fragmentos del catabolismo de los mismos (Figura 

II-11), terpenoides (Figura II-12) y un metabolito de la ruta del ácido shikímico (Figura II-13). La 

mayor parte de estos componentes se describen aquí por primera vez para la especie P. variotii.  

4. Se aislaron e identificaron espectroscópicamente dos componentes no volátiles, que se 

describen aquí por primera vez para la especie P. variotii, a saber, oleína (26) y peróxido 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 alimentación funcional - animal o humana -. 

6. Se ha desarrollado un bioproceso para producir industrialmente el Peróxido del ergosterol (48). 
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II-5. Experimental 
 
II-5.1. General 
 
 La cromatografía en columna en fase normal se realizó sobre gel de sílice de la casa 
Scharlau de 0,06- 0,2 mm (cabezas cromatográficas) y 0,04- 0,06 mm (adsorbentes en fase 
húmeda), tanto a media presión (sistema para cromatografía Buchi) como a baja presión (motores 
de Fluid Metering Inc. acoplados en serie a columnas de la marca Ace Glass Inc.). La 
cromatografía en columna en fase reversa se realizó mediante columnas LiChroprep RP-18 (40- 
63 m) integradas en circuitos para cromatografía a baja presión, basados en motores de Fluid 
Metering Inc.  
 La filtración a través de gel (cromatografía de exclusión por tamaño molecular) se realizó 
por gravedad a través de Sephadex LH-20 lipofílico. El polvo LH-20 se empaquetó en la columna 
con metanol, lavándose con el mismo disolvente durante 2 h. Luego se acondicionó con CH2Cl2: 
Metanol (1: 1) durante otras 2 h. Los extractos se aplicaron en la cabeza de la columna y se 
eluyeron con  CH2Cl2: MeOH (1: 1). 

La cromatografía en capa fina en fase normal se realizó sobre capas de 0,25 mm de 
espesor de la marca Tracer Analítica con mezclas de hexano, acetato de etilo, cloroformo y 
metanol en las proporciones que se especifican en cada caso. La cromatografía en capa fina en 
fase reversa se realizó sobre capas RP-18F254 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 realizó por pulverización con oleum (ácido sulfúrico al 4 %, ácido acético al 80 % y agua al 16 
%) y calentándolas a 120 ºC durante 20 min. 

La cromatografía HPLC semipreparativa se realizó bajo las siguientes condiciones: 
columna Waters ODS (4,6 x 250 mm, con partículas de 10 μm y tamaño de poro de 100 Å) para 
las separaciones en fase reversa, y una Alltech Econosphere de SiO2 (4,6 x 250 mm, con partículas 
de 10 μm y tamaño de poro de 100 Å) para las separaciones en fase normal. Ambas, en un aparato 
HPLC semipreparativo compuesto por una bomba isocrática Spectraphysics P100 y un detector 
UV Hewlett Packard 1050 de longitud de onda variable. En todos los casos se trabajó a 
temperatura ambiente (26 ºC). 

La cromatografía HPLC analítica se realizó en un aparato Shimadzu, modelo LC-9A, con 
un detector UV de la misma marca a 254 nm y un detector de índice de refracción 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 sódica como eluyente, también a un flujo de 1,0 ml/ 
min. 

Los espectros infrarrojos se realizaron en un espectrofotómetro Shimadzu modelo FTIR-
8400S. Como disolvente se utilizó cloroformo para espectroscopía de la casa Merck. Los 
espectros realizados en película se obtuvieron con ventanas de cloruro sódico. El calibrado del 
aparato se verificó con la banda a 1603 cm-1 del poliestireno. 

Los datos espectroscópicos 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 utilizó tetrametilsilano como referencia 
interna en los espectros de protón y cloroformo deuterado ( 77,00) o metanol deuterado ( 49,00) 
de la casa Aldrich para calibrar los espectros de carbono 13. 

La espectrometría de masas se realizó tanto a baja como a alta resolución mediante las 
técnicas de ionización por impacto electrónico (IE) o ionización por bombardeo con átomos 
rápidos (FAB) a 70 eV en un espectrómetro de masas FISONS VG Micromass, modelo VG 
Autospec. En el caso de los FAB (modo positivo) se utilizó como matriz el alcohol 3-
nitrobencílico.  

Los puntos de fusión se realizaron en un aparato Gallenkamp, y están sin corregir. 
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La cromatografía analítica en fase gaseosa (GC-MS) se realizó en un aparato Saturn de 
Varian en las siguientes condiciones: columna CP-Sil 8 Low bleed, temperatura del inyector de 
270 ºC durante 10 min.; condiciones de split inicial on; 0,01 min. off y 5 min. on; horno 
programado a 50 ºC durante 5 min., calentado a 15 ºC/ min. hasta 250 ºC y mantenido a esta 
temperatura durante 10 min. (tiempo total de análisis 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). 

  
 

II-5.2. Aislamiento e identificación 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 
descomposición. El proceso de aislamiento y purificación de la cepa se ha realizado en el 
laboratorio de Química Orgánica II de la ULPGC a través de placas de Petri (Figura II-22) en un 
medio sólido 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 Química 
Orgánica II, Departamento de Química de la ULPGC.  

 
KMV KMV modificado 

Água marina (35 g/ l) 
Gelatina hidrolizada 
Glucosa 
Peptona 
Extracto de levadura 
Ágar bacteriológico1 

  1,0 l 
  1,0 g 
  5,0 g 
  0,1 g 
  0,1 g 
12,0 g 

Agua marina (35 g/ l) 
Gelatina hidrolizada 
Glucosa 
Peptona 
Extracto de levadura 
Ágar bacteriológico1 

   1,0 l 
   1,0 g 
   5,0 g 
   1,0 g 
   1,0 g 
 12,0 g 

          1 Usado para la preparación del medio sólido 
 
Tabla II-3. Composición del medio de cultivo KMV utilizado para organismos 
heterotróficos y el KMV modificado. 

 
       

 
  

Figura II-22. Aislamiento y purificación de la cepa de Paecilomyces variotii. 
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II-5.3. Cultivo masivo del hongo 

La producción de la biomasa fúngica se realizó en un sistema estático de cultivo, en cajas 
de plást

        

 

ico 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 sódico 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 producción 
fúngica fue el caldo KMV modificado (Tabla II-3), el cual fue previamente esterilizado en una 
autoclave (20 min.) y repartido en varias cajas (2 l por caja). Tras 10 días de cultivo, la parte 
sólida sobrenadante fue separada por filtración y desecada bajo radiación IR (de cada 2 l de KMV 
modificado, a 22- 25 ºC, se obtuvieron 39,20- 51,00 g de material húmedo o 3,99- 5,56 g de 
material seco). 
 

 
 

Figura II-23. Vista del cultivo masivo de P ecilomyces variotii en el laboratorio de la 

-5.4. Estudio químico del micelio 

Se obtuvieron en total 1110,65 g de micelio húmedo que, por desecación bajo lámparas 
IR, sup

ectro de H-RMN de esta mezcla de sustancias informó de la presencia de protones 
olefínic

ncia de 
carbono

a
ULPGC (cajas de tapa azul). 
 
 
II

 

usieron 118,00 g de micelio seco. Este se extrajo por maceración en diclorometano (x3, 24 
h c/ u, temperatura ambiente) y metanol (x3, 24 h c/ u, temperatura ambiente). Después de la 
filtración, evaporación y desecación - a vacío - se obtuvieron 10,850 g de extracto bruto - aceite 
marrón -. Por CCF analítica (hexano: AcOEt, 80: 20) se observan al menos seis sustancias 
mayoritarias. 

El esp 1

os (δ 5,40- 5,00), protones geminales a heteroátomos (δ 4,40- 3,20) y de cadenas 
hidrocarbonadas típicas (δ 3,00- 0,80), lo cual delata presencia de componentes lipídicos. 

El espectro de 13C-RMN, de esta mezcla de sustancias informó de la prese
s carbonílicos (δ 180,00- 170,00), carbonos olefínicos (δ 142,00- 125,00), carbonos 

unidos a heteroátomos (δ 90,00- 68,00) y de cadenas hidrocarbonadas típicas (δ 64,00- 14,00) que 
también delatan presencia de componentes lipídicos. 
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Una muestra del extracto bruto se sometió a análisis GC-MS, identificándose 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) 
Ácido 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) 
Éster metílico del ácido hexadecanoico (17; n= 14; Tr= 17,292) 
9-Octadecenamida (22; Tr= 18,367) 
Éster metílico del ácido octadecanoico (17; n= 16; Tr= 18,558) 
Tetradecil éster del ácido (Z)-9-octadecenoico (31; n= 4; Tr= 19,818) 
 
El resto del material se sometió al esquema de partición descrito en la Figura II-7. Así, se 

disolvió en 200 ml de CH2Cl2 y sometió a reparto en un embudo de decantación con otros 200 ml 
de H2O. La fase orgánica se separó y la acuosa se reextrajo con CH2Cl2 (x3). Las fases orgánicas 
se reunieron y el disolvente se eliminó en rotavapor para dar 1,673 g de la fracción liposoluble 
bruta (Pv-L-0). La fase acuosa residual se denominó “hidrosoluble bruta” (Pv-H-0), y se obtuvo a 
partir de la acuosa por reextracción con 2-butanol. 

 
Estudio de la fracción liposoluble bruta (Pv-L-0) 
 
En su espectro de 1H-RMN se observan protones olefínicos,  5,20- 5,10; geminales a 

heteroátomos, dos dd a  4,40- 4,00 característicos de triglicéridos y metilenos/ metilos de 
cadenas hidrocarbonadas a  2,80- 0,60. 

En el espectro de 13C-RMN se observan: carbonos carbonílicos a  180,00- 175,00; 
carbonos olefínicos a  142,00- 115,00; geminales a heteroátomos a  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 fracción, Pv-L-0, se sometió a análisis GC-MS, identificándose las 
siguientes sustancias: 

 
Trans-2-pentadecil-1,3-dioxan-5-il-éster del ácido hexadecanoico (47; Tr= 12,165) 
Ácido 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) 
Ácido hexadecanoico (16; n= 14; Tr= 16,272) 
Éster metílico del ácido hexadecanoico (17; n= 14; Tr= 17,303) 
1-(Hidroximetil)-1,2-etanodiil éster del ácido hexadecanoico (28; Tr= 17,633) 
Ácido nonadecanoico (16; n= 17; Tr= 17,722) 
Octadeciléster del ácido hexadecanoico (32; Tr= 17,887) 
Éster metílico del ácido octadecanoico (17; n= 16; Tr= 18,572) 
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El resto del material Pv-L-0 se repartió en tres subfracciones, a saber: Pv-L-1, Pv-L-2 y 
Pv-L-3. Para ello, a la fracción Pv-L-0, concentrada en rotavapor, se le añadieron 20 ml de agua y 
180 ml de metanol. Esta mezcla se extrajo con hexano hasta que éste se obtuvo incoloro. Los 
extractos hexánicos reunidos se evaporaron para dar 1,298 g de un sólido marrón que se denominó 
Pv-L-1. A la fase acuosa-metanólica resultante de la separación anterior se le añadieron 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 orgánicas reunidas se evaporaron, lo que rindió 0,331 g de 
un aceite marrón que denominamos fracción Pv-L-2. A la disolución acuosa-metanólica resultante 
se le añadió más metanol y evaporó en rotavapor para dar un aceite (0,023 g) que se denominó 
fracción Pv-L-3. 

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

 
Supuso 1298 mg de un sólido marrón que, por filtración a través de Sephadex (LH-20, 

lipofílico, MeOH: CH2Cl2, 1: 1) y CCF (en fase reversa, MeOH: H2O, 98: 2) dió dos 
subfracciones: Pv-L-1-a (457 mg) y Pv-L-1-b (316 mg). 

 
Estudio de la fracción Pv-L-1-a 

 
Por CCF en fase normal (SiO2, hexano: AcOEt 8: 2) se observan dos sustancias 

mayoritarias (Rf= 0,5 y 0,8). Espectro de 1H RMN: protones olefínicos,  5,20- 5,10, geminales a 
heteroátomos, dos dd a  4,40- 4,00 característicos de triglicéridos y metilenos/ metilos de 
cadenas hidrocarbonadas. Por análisis GC-MS se identificaron/ cuantificaron las siguientes 
sustancias volátiles: 

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

1-Tridecanol (14; n= 11; Tr= 14,877) 
 1,2,3-Propanotriil éster del ácido docosanoico (27; Tr= 17,114) 

1-Eicosanol (14; n= 18; Tr= 16,358) 
Éster etílico del ácido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico(linoleico) (24; Tr= 18,375) 
 
Se abordó su purificación por cromatografía en columna y CCF preparativa en fase 

normal (SiO2) siguiéndose la separación por CCF analítica en fase normal (SiO2, hexano: AcOEt, 
85: 15) lo que rindió una sustancia, homogénea por CCF, que denominamos Pv-L-1-a-1 (Rf= 
0,69). 

 
Estudio de la fracción Pv-L-1-a-1  
 
Por espectroscopía se identificó como trioleina (26). Así, su espectro de IR muestra 

bandas de absorción a 3029, 3007 y 1653 (dobles enlaces), 1739 y 1233 (ésteres). 
Su espectro de 1H-RMN delató protones olefinicos (δ 5,31- 5,25, 6H, m), protones 

geminales a heteroátomos a  5,22 (1H; dt; J= 5,2 Hz; J= 6,4 Hz);  4,26 (2H; dd; J= 5,2 Hz; J= 
13,1 Hz) y  4,11 (2H; dd; J= 6,4 Hz; J= 13,1 Hz), hidrógenos en  a carbonilo (δ 2,27; t, 6H), 
hidrógenos alílicos (δ 2,01; m; 12H), hidrógenos en  a carbonilo (δ 1,61; m; 6H), metilenos de 
cadenas hidrocarbonadas lineales (δ 1,27; 60H) y metilos terminales de dichas cadenas 
hidrocarbonadas (δ 0,9; 9H)  . 

En su espectro de 13C-RMN se observaron tres carbonos carbonílicos (δ 173,30; 173,20; 
172,80), seis carbonos olefínicos (δ 130,20; 130,00; 129,90; 129,70; 129,60; 128,00), tres 
carbonos geminales a oxígeno (δ 68,90; 62,10 -x2-) y carbonos saturados típicos de cadenas 
hidrocarbonadas lineales (δ 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 1H-1H-COSY se observa correlación, entre sí, del dt a  5,22 y los dos dd a 
δ 4,26 y 4,11 correspondientes a los protones geminales a oxígeno de la unidad de glicerol. 
También entre los protones olefínicos y metilenos alílicos a δ 5,27 y 2,01 respectivamente. 

En el espectro HSQC se observa correlación entre el dt a  5,22 correspondiente al metino 
geminal a oxígeno de la unidad de glicerol y el carbono enlazado a dicho oxígeno a δ 68,9. 
También entre los dos dd a δ 4,26 y 4,11 correspondientes a los protones metilénicos geminales a 
oxígeno de la misma unidad de glicerol y los carbonos enlazados a dichos oxígenos, que aparecen 
ambos a δ 62,10. También entre un triplete a δ 2,27 correspondiente a los protones en  a 
carbonilo y los propios carbonos en  a carbonilo a δ 34,15. También entre un multiplete a δ 2,01 
correspondiente a los protones alílicos y los carbonos en  a doble enlace a δ 27,20. 

En el espectro HMBC se observa correlación entre los protones en  a carbonilo a  2,27 
y los carbonos de metilenos saturados a δ 25,60 y 29,60. También se observa correlación entre el 
dt a  5,22 correspondiente al metino geminal a oxígeno de la unidad de glicerol y los carbonos 
metilénicos de dicha unidad de glicerol a  62,10 por un lado y uno de los carbonilos de los 
ésteres a  172,80 (conectividades a dos y tres enlaces). También entre los dos dd a δ 4,26 y 4,11 
correspondientes a los protones metilénicos geminales a oxígeno de la unidad de glicerol y los tres 
carbonos - metínico y metilénicos - enlazados a oxígeno a δ 68,80 y 62,10 respectivamente, así 
como con los carbonos carbonílicos a  173,30 y 173,20 (correlaciones a dos y tres enlaces de la 
unidad de glicerol). También entre los protones alílicos a  2,01 y los carbonos olefínicos a δ 
130,20; 130,00; 129,90; 129,70; 129,60; 128,00. También entre los dos dd a δ 4,26 y 4,11 
correspondientes a los protones geminales a oxígeno y los carbonos carbonílicos de los tres 
ésteres a δ 173,30; 173,20; 172,80.   

 
Estudio de la fracción Pv-L-1-b 
 
Por CCF (SiO2, hexano: AcOEt, 8: 2)  se observan dos sustancias mayoritarias (Rf= 0,22 

y 0,36) impurificadas por otras cinco minoritarias (espectro de 1H-RMN: protones olefínicos,  
6,60- 5,00 con sistema AB típico del peróxido del ergosterol, geminales a heteroátomos,  4,10- 
3,30 y metilenos/ metilos de cadenas hidrocarbonadas,  2,90- 0,60), lo que indica presencia de 
componentes lipídicos con abundancia de los insaturados. Se sometieron a separación por 
cromatografía en columna - fase normal, hexano: AcOEt - seguida de HPLC semipreparativa, lo 
que dio las siguientes sustancias homogeneas por CCF analítica (SiO2, 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 fracción Pv-L-1-b-1  

 
Su espectro de 1H-RMN delató protones olefinicos (δ 5,50- 5,20), protones geminales a 

heteroátomos (δ 4,25- 4,00) y cadenas hidrocarbonadas (δ 3,00- 0,80). En su espectro de 13C-
RMN se observaron carbonos carbonílicos (δ 180,314), carbonos olefínicos (δ 130,225- 128,082), 
carbonos geminales a heteroátomos (δ 77,543- 76,534) y carbonos saturados típicos de cadenas 
hidrocarbonadas (δ 34,115- 14,132). Esto parece indicar la presencia abundante de ácidos grasos 
libres, con abundancia de los insaturados (la curva integral de los protones olefínicos es intensa). 

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

 Ácido hexadecanoico (16; n= 14; Tr= 16,225) 
Ácido heptadecanoico (16; n= 15; Tr= 16,912) 
1-(Hidroximetil)-1,2-etanodiil éster del ácido hexadecanoico (28; Tr= 17,595) 
Éster metílico del ácido 14-metil-pentadecanoico (25; Tr= 17,261) 
Ácido (Z)-9-octadecenoico (oleico) (19; n= 5, m= 7; Tr= 18,730) 
Ácido (Z)-13-docosenoico (erúcico) (19; n= 7, m= 11; Tr= 19,760) 
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Estudio de la fracción Pv-L-1-b-2  
 
Su espectro de 1H-RMN delató protones olefinicos (δ 6,70- 5,10), protones geminales a 

heteroátomos (δ 4,80- 4,00) y cadenas hidrocarbonadas (δ 3,00- 0,80). En su espectro de 13C-
RMN se observaron carbonos carbonílicos (δ 180,00), carbonos olefínicos (δ 130,00- 120,00), 
carbonos geminales a heteroátomos (δ 77,00- 60,00) y carbonos saturados típicos de cadenas 
hidrocarbonadas (δ 34,00- 14,00). Esto parece indicar la presencia abundante de ácidos grasos 
libres, con abundancia de los insaturados (la curva integral de los protones olefínicos es intensa). 

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

 Éster metílico del ácido 9-oxo-nonanoico (34; Tr= 13,676) 
2-Hidroxi-1,3-propanodiil éster del ácido hexadecanoico (29; Tr= 12,192) 
Ácido 9-hexadecenoico (21; Tr= 14,759) 
Éster metílico del ácido 14-metil-pentadecanoico (25; Tr= 17,261) 
Éster metílico del ácido 11-hexadecenoico (20; n= 3, m= 9; Tr= 17,144) 
Éster metílico del ácido (E)-9-octadecenoico (23; Tr= 18,388) 
Ácido octadecanoico (16; n= 16; Tr= 17,583) 
(Z,Z)-9-Octadecenil éster del ácido 9-hexadecenoico (30; Tr= 18,516) 
 
Estudio de la fracción Pv-L-1-b-3  
 
Se trata de un sólido blanco (150 mg). Una muestra se sometió a análisis GC-MS sin que 

se identificase ningún componente volátil - o no se volatilizaron a la temperatura del inyector 
usada o se salieron del tiempo de análisis prefijado en el método -. El producto se cristalizó a 
partir de metanol, p.f.= 178- 180 ºC y se sometió a un estudio espectroscópico detallado. 

En su espectro IR aparecen señales a 3618 (OH libre), 3600- 3200 (OH asociado) y 973 
(22-trans). 

Su espectro de 1H-RMN delató protones olefínicos pertenecientes a un doble enlace cis a δ 
6,46 (1H, d, J= 8,6 Hz, C7-H) y δ 6,20 (1H, d, J= 8,6 Hz, C6-H) (sistema AB característico) y 
protones olefínicos pertenecientes a un doble enlace trans a δ 5,12 (1H, dd, J= 7,5; 15,2; C23-H); δ 
5,08 (1H, dd, J= 8,0; 15,2; C22-H), protones geminales a heteroátomos (δ 3,94; 1H, m), protón 
hidroxílico (δ 3,45; 1H, s), metinos y metilenos típicos de esqueletos esteroidales (δ 2,10- 1,15; 
20H, m) y metilos - angulares y secundarios - típicos de esqueletos esteroidales (δ 1,00- 0,77; 
18H), concretamente aparecen en el espectro a δ 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 13C-RMN se observaron cuatro carbonos olefínicos (δ 135,442; 
135,240; 132,337; 130,784), tres carbonos geminales a heteroátomos (δ 82,170; 79,453; 66,504) y 
carbonos saturados típicos de cadenas hidrocarbonadas esteroidales (metinos a δ 56,209; 51,707; 
51,101) (metilenos y metilos a δ 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 señales positivas correspondientes a metinos 
(CH), 7 señales negativas correspondientes a metilenos (CH2) y otras 6 positivas correspondientes 
a metilos (CH3), lo cual es característico de un esqueleto esteroidal. 

En su espectro 1H-1H-COSY se observa correlación entre sí en los protones olefínicos del 
sistema AB anteriormente mencionado (δ 6,46 y 6,20), así como los centrados en δ 5,12 y 5,08 y 
los metinos en los carbonos 24 y 20 (δ 1,82 y 2,00 respectivamente). 

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

En su espectro HMBC se observa correlación entre los protones olefínicos del sistema AB 
(δ 6,46 y 6,20) y los carbonos geminales a oxígeno (δ 82,170 y 79,453) por un lado y los carbonos 
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olefínicos a  130,784 y 135,442 por otro (conectividades a través de tres y dos enlaces 
respectivamente). Ello delata un puente epidioxi, característico de endoperóxidos esteroidales. 
También se observa correlación de los protones olefínicos en C-22 (δ 5,08) y C-23 (δ 5,12) y los 
carbonos vecinales C-20 ( 39,767) y C-24 ( 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 fórmula molecular de C28H44O3. 

Todos estos datos indican que esta fracción está constituida por el 5,8-epidioxiergosta-
6,22-dien-3-ol (peróxido del ergosterol) (48), sustancia anteriormente descrita en otra especie 
fúngica (Gonzalez y col., 1983). 

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

 
Supuso 331 mg de un aceite amarillo cuyo espectro de 1H-RMN delató protones olefínicos 

(δ 5,30- 5,00), protones geminales a heteroátomos (δ 4,20- 3,40) y cadenas hidrocarbonadas (δ 
2,90- 0,80); el de 13C-RMN delató carbonos carbonílicos a δ 174,00; carbonos olefinicos (δ 
130,00- 128,00); y cadenas hidrocarbonadas (δ 72,00- 14,00); lo que informa a favor de una 
posible presencia de componentes lipídicos. Por filtración a través de Sephadex (LH-20 lipofílico, 
MeOH: CH2Cl2, 1: 1) y CCF (fase reversa, MeOH: H2O, 98: 2) suministró dos subfracciones: Pv-
L-2-a (120 mg) y Pv-L-2-b (165 mg). 

 
Estudio de la fracción Pv-L-2-a 
 
Por HPLC analítica se trata, al menos, de ocho sustancias - cuatro mayoritarias -. Su 

espectro de 1H-RMN desplaza protones olefínicos a  6,60- 5,00; con sistema AB característico 
del peróxido del ergosterol (48) centrado en  6,46 y 6,20; geminales a heteroátomos a  4,30- 
3,50 y metilenos/ metilos de cadenas hidrocarbonadas saturadas. Ello anuncia presencia de 
posibles componentes lipídicos. Por GC-MS sólo 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 abordó su purificación por HPLC semipreparativa (fase normal, hexano: AcOEt, 50: 

50), lo que rindió la siguiente sustancia, homogénea por CCF analítica (SiO2, hexano: AcOEt, 85: 
15): Pv-L-2-a-1 (Rf= 0,67). 

 Estudio de Pv-L-2-a-1 
 
 Su espectro de 1H-RMN mostró un sistema AB a δ 6,46 y 6,20 que delata, de nuevo, al 

peróxido del ergosterol (48), protones olefinicos (δ 5,60- 5,00), protones geminales a 
heteroátomos (δ 4,15- 3,25) y cadenas hidrocarbonadas (δ 2,50- 0,60) superpuestos a metilos 
angulares esteroidales. Esto parece indicar la presencia abundante de peróxido del ergosterol y 
otros componentes lipídicos. 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 ácido hexanodioico (39; Tr= 15,607) 
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Estudio de la fracción Pv-L-2-b 
 
Por HPLC analítica se muestra como una mezcla compleja. Se abordó su purificación por 

HPLC semipreparativa (fase normal, hexano: AcOEt, 50: 50) sin éxito. Por análisis 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 fracción liposoluble-3 (Pv-L-3) 
 
Supuso 23 mg de un aceite amarillo cuyos datos de 1H-RMN indican que se trata de una 

mezcla de sustancias. Ésta presenta protones olefinicos (δ 5,40- 5,00), geminales a heteroátomos 
(δ 4,10- 3,00) y cadenas hidrocarbonadas (δ 3,00- 0,80). Esto parece indicar a su vez la presencia 
abundante de ésteres de ácidos grasos insaturados. Por escasez de material se sometió 
directamente a un estudio de GC-MS de sus componentes volátiles 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) 

Éster metílico del ácido (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) 
Éster etílico del ácido hexadecanoico (18; Tr= 17,719) 
Ácido (Z)-13-docosenoico (erúcico) (19; n= 7, m= 11; Tr= 19,824) 
2-Hidroxi-1-(hidroximetil) etil éster del ácido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (linoleico) (33; 
Tr= 18,817). 
 
Estudio de la fracción hidrosoluble bruta (Pv-H-0) 

 
 Se obtuvo por extracción con 2-butanol de la fase acuosa seguido de evaporación del 
disolvente en rotavapor (806 mg). Sus espectros de resonancia delatan componentes lipídicos: 
 Espectro de 1H-RMN: muestra protones olefínicos a  5,20; geminales a heteroátomos a  
4,50- 3,00; y metilenos/ metilos de cadenas hidrocarbonadas a  2,50- 0,80. 
 Espectro de 13C-RMN: presenta carbonos carbonílicos a  175,00; olefínicos a  132,00- 
118,00; geminales a heteroátomos a  70,00- 64,00 y metilenos/ metilos de cadenas 
hidrocarbonadas a  70,00- 64,00. 
 Por filtración a través de Sephadex (LH-20 lipofílico, MeOH: CH2Cl2, 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 purificación por HPLC semipreparativa (fase 
reversa, MeOH: H2O, 98: 2 hasta 90: 10), recomprobándose la purificación por CCF en fase 
reversa, MeOH: H2O, 98: 2. Se obtuvieron así las siguientes subfracciones: 
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 Estudio de la fracción Pv-H-1-a-1 
 

 Su espectro de 1H-RMN delata protones olefínicos a  5,00- 4,80; geminales a 
heteroátomos a  4,00- 3,50; y metilenos/ metilos de cadenas hidrocarbonadas a  2,20- 0,80 lo 
que informa sobre presencia de componentes lipídicos. Se sometió directamente a un estudio de 
GC-MS de sus componentes volátiles, 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 fracción Pv-H-1-b-1 

 

 Su espectro de 1H-RMN delata protones olefínicos a  5,40; geminales a heteroátomos a  
4,60- 3,00; y metilenos/ metilos de cadenas hidrocarbonadas a  2,50- 0,80 lo que informa sobre 
presencia de componentes lipídicos. Se sometió directamente a un estudio de GC-MS de sus 
componentes volátiles, resultando identificados: 
 
 Ácido tetradecanoico (16; n= 12; Tr= 14,775) 
 1-Hexadecanol (14; n= 14; Tr= 16,353) 

Ácido (Z)-13-docosenoico (erúcico) (19; n= 7, m= 11; Tr= 19,816) 
 

 Estudio de la fracción Pv-H-1-c-1 
 

 Su espectro de 1H-RMN muestra sólo protones geminales a heteroátomos,  5,10 (1H, m, 
protón anomérico) y  3,90- 3,60 (4H, m, CH geminales a oxígeno),  3,40- 3,20 (2H, CH2 
geminal a oxígeno) y protones hidroxílicos a  2,16 (0,25 H, s, OH), lo que delata una estructura 
de monosacárido. 
 Su espectro de 13C-RMN presenta un carbono anomérico a  93,976; cuatro carbonos 
metínicos geminales a heteroátomos a  74,879; 73,880; 72,973 y 71,885; y un carbono 
metilénico geminal a heteroátomos a  62,770 en consistencia con la mencionada estructura de 
monosacárido. Mediante un análisis de esta fracción por HPLC con una columna Shodex OH Pak 
SB806 HQ termostatada a 30 ºC (agua con un 0,05 % de NaN3 como eluyente a un flujo de 1,0 
ml/ min. y un detector de índice de refracción), después de filtrarla a través de un cartucho Sep-
Pak C18 de Waters se dedujo, por comparación con una muestra auténtica, que está constituida por 
D-(+)-glucosa (Tr= 11,474  0,007). 
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- CAPITULO III - 

 

Composición lipídica del hongo Penicillium roqueforti aislado del 
medio marino. 
 
  
III-1. Antecedentes 
 

El hongo filamentoso Penicillium roqueforti Thom es un hifomiceto tradicionalmente 

usado en la industria biotecnológica láctica. Si bien sólo 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 germinación de sus esporas es inhibida sólo a concentraciones de NaCl 

superiores a 100 g/ l (Godinho y Fox, 1981). Ello parece indicar que podría 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 bacteriostáticas (Kopp-

Holtwiesche y Rehm, 1990). Sus enzimas proteolíticos le habilitan para aplicaciones diversas, 

tanto en la industria pesquera - descamación del pescado - (Woloszyn y col., 1988) como en 

biotecnología - producción de lípidos de alta calidad a partir de productos alimenticios de desecho 

- (Hassanien y col., 1986; Ragab y col., 1986). 

En relación con la composición química de P. roqueforti cabe resaltar los trabajos 

relativos a su perfil de ácidos grasos y su metabolismo lipídico (Lawrence, 1965; 1966), así como 

los estudios sobre su capacidad para formar 2-heptanona y otras metilcetonas por fisión oxidativa 

de dichos ácidos grasos (Gehrig y Knight, 1958; Jackson y Hussong, 1958; Knight, 1966; 

Larroche y col., 1989; Larroche y Gros, 1989). Según Dartey y Kinsella (1973), el hongo podría 

emplear este mecanismo como una forma de auto desintoxicación. Paralelamente, se han 

detectado aldehídos volátiles en el queso fabricado con este hongo (Dolezalek y Hoza, 1969).  
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Kaufmann y col. (1966), en un estudio cromatográfico de la fracción lipídica total de P. 

roqueforti describieron la presencia mayoritaria de los ácidos palmítico, oleico y linoleico, 

esterificados en forma de fosfolípidos y/ o aciltriglicéridos, así como esteroides libres con el 

esqueleto del ergosterol. A continuación se aportaron nuevos datos relativos a la biogénesis de los 

ácidos grasos insaturados en función de las fases del crecimiento (Lawrence, 1967; Salvadori y 

Salvadori, 1967; Lawrence y Hawke, 1968; Fan y Kinsella, 1976) y, más recientemente, fue 

confirmado el perfil de ácidos grasos (Lomascolo y col., 1994). 

Shimp y Kinsella (1977a) determinaron el contenido en macronutrientes del micelio de P. 

roqueforti demostrando que, en condiciones óptimas de cultivo, es posible encontrar en él altos 

niveles de hidratos de carbono, proteínas y lípidos, aportando, además, que los lípidos menos 

polares están formados predominantemente por aciltriglicéridos, diglicéridos y ácidos grasos 

libres, mientras que los más polares estan constituidos por fosfolípidos y glicolípidos, siendo 

siempre los ácidos palmítico, esteárico, oleico y linoleico los principales ácidos grasos 

esterificantes. 

Sin embargo, la aplicabilidad del hongo en alimentaria se vió limitada tras descubrir que 

estos organismos son capaces de producir metabolitos secundarios tóxicos (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 serían 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 ácido mevalónico y los aminoácidos 

triptófano y histidina (Ohmomo y col., 1978). Más recientemente se aportan pruebas que 

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

 

Por otra parte, Bellinck (1975) estudia químicamente los pigmentos de P. roqueforti 

demostrando que dichos componentes son de naturaleza polifenólica.  

La aplicabilidad del hongo en alimentaria se vió aún más limitada cuando Wei y col. 

(1973; 1975; 1976) purifican otra micotoxina a partir de una cepa de P. roqueforti que había sido 

aislada a partir de alimentos tóxicos. Esta sustancia resultó letal al ser administrada oralmente a 

ratas de laboratorio y, su estructura, se elucidó por métodos químicos y espectroscópicos como PR 

toxina (6). Estos mismos autores aportaron, además, que esta micotoxina posee un fuerte efecto 

inhibitorio de la biosíntesis del DNA, del RNA y de las proteínas.  
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Figura III-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 

último como el precursor biogenético de los sesquiterpenos 9-OH o 6-OH–furoeremofilánicos 

previamente conocidos en diversos organismos. 

AcO

O
O

O

7 8

O
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Figura III-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 descripción estructural de la 

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

 

Moreau y col. (1980b) vincularon a las Eremofortinas A, B y C con la aparición de PR 

toxina en las cepas tóxicas, proponiendo al sesquiterpeno Eremofortina C como su precursor 

biosintético directo. 

Finalmente se completaron, desde un punto de vista estereoquímico, las estructuras de las 

Eremofortinas A, B, C, D y E por correlación con la configuración absoluta de PR toxina 

elucidándose además la estructura de la Eremofortina E o PR-amida (11) por difracción de rayos 

X (Moreau y col., 1980a). Algo más tarde se volvería a implicar a estos metabolitos en la ruta 

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

 
 

A continuación se revisó la química y actividad biológica de estos sesquiterpenos 

eremofilánicos (Moreau, 1981) y se describieron los factores que, relacionados con las 

condiciones de cultivo, afectan a la producción de PR toxina (Scott, 1984; Chang y col., 1991), así 

como la degradación 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 ácido (12); y PR imina (13) (Chang y col., 1993; 1996). 

 Entre los avances en la descripción del metabolismo secundario de P. roqueforti hay que 

resaltar también la descripción de la configuración absoluta de la Isofumigaclavina A (1) (Arnoux 

y col., 1978), la elucidación estructural de las Marcfortinas A (14); B (15); y C (16) (Polonsky y 

col., 1980; Prangé y col., 1981) y la descripción de la estructura cristalina del enzima 

Aristolocheno-sintetasa (Caruthers y col., 2000). Esta última supone el primer enzima terpenoide-

ciclasa de origen fúngico y, su estructura, muestra los centros activos que, presumiblemente, 

participan en la ciclación del pirofosfato de farnesilo  (25) que conduce al  Aristolocheno (17) que  
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Figura III-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). 
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Figura III-8. (+)-Aristolocheno (17) y esqueleto carbonado del eremofilano (18) 
 

 
Por otra parte, Olivigni y Bullerman (1978) detectaron el ácido penicílico (19) y patulina 

(20) en una cepa atípica de P. roqueforti. Lafont y Debeaupuis (1980) describieron el ácido 

micofenólico (21) y Brueckner y Reinecke (1988) identificaron por GC-MS el ácido 

aminoisobutírico.  
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Figura III-9. Ácido penicílico (19), patulina (20) y ácido micofenólico (21) 
 
 

Chalier y Crouzet (1992) señalaron a las -lactonas como las responsables  del aroma del 

queso azul, describiendo al 4-dodecanolido (-C12, 22), al (Z)-6-dodecen-4-olido {(6Z)--C12:1, 

23} y al minoritario 4-hexanolido (-C6), así como la estereoquímica en el carbono 4 {R para 22 y 

S para 23}, que P. roqueforti elabora a partir de los ácidos oleico y linoleico respectivamente. 
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Figura III-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 configuración absoluta por difracción de rayos X e 

informan de su actividad mutagénica. 

O
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CH3
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Figura III-11. Botriodiplodina 

 

Tradicionalmente, la taxonomía del grupo P. roqueforti se basó en criterios morfológicos, 

su capacidad de difusión sobre medios de cultivo estandarizados y el análisis de sus perfiles 

bioquímicos, conociéndose la variedad P. roqueforti var. roqueforti, usada en la fabricación 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 bioquímicos, 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 microextracción en fase sólida, seguido del análisis por 

cromatografía capilar con detector de masas (GC-MS) ha permitido la detección de los 

sesquiterpenos volátiles intermediarios de las diferentes rutas metabólicas que intervienen en P. 

roqueforti (Demyttenaere y col., 2002; Jelen, 2002) consolidándose la idea de que, como se indicó 

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 III-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), -gurjuneno (29), -chamigreno (30), -panasinseno (31), -patchouleno (32), -

selineno (33), diepi--cedreno (34), -himachaleno (35) y -bisaboleno (36) como el perfil de 

componentes volátiles que permite diferenciar quimiotaxonómicamente las cepas productoras de 

la PR toxina de aquellas que no la pueden biosintetizar. Los autores subrayaron que estos 

marcadores químicos, detectables por GC-MS, estuvieron ausentes tanto en las cepas de 

Penicillium roqueforti no tóxicas como en las otras cepas de Penicillium sp. que fueron 

analizadas. La identificación de los metabolitos secundarios puede asistir, pues, la labor de 

diferenciación taxonómica, 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) estudió la influencia de las condiciones de cultivo (temperatura y contenido 

en agua del caldo) y concluyó que, si bien éstos influyen en la cantidad de sesquiterpenos 

producidos - análisis cuantitativo -, no lo hacen en su perfil - análisis cualitativo -, el cual resultó 

único y característico de las cepas tóxicas. 
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Figura III-12. Biogénesis de los sesquiterpenos volátiles implicados en la ruta de la PR 
toxina (6) en las cepas tóxicas de P. roqueforti. 
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Figura III-13. Trazadores volátiles típicos de las cepas tóxicas de P. roqueforti. 
 
 

La razón 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), evidenciándose que el pirofosfato de farnesilo se acomoda 

al centro activo de AS adoptando la conformación cuasi-cíclica necesaria (25) que hace posible el 

ataque nucleofílico de C1 por el doble enlace en C10 produciendo, estereoespecíficamente, el (S)-

germacreno A (26), intermedio éste implicado en la ruta de la PR toxina (Figura III-13), mientras 

que la mutación del AS en un solo punto - residuo 92 - lo convierte en un enzima que desvía la 

ruta biogenética hacia la producción de terpenoides de cadena lineal, como el (E)--farneseno 

(38) y (E,E)--farneseno (39) al permitir un acomodo en el centro activo del pirofosfato de 

farnesilo con su conformación cuasi-lineal (37). 
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Figura III-14. Biogénesis de algunos trazadores volátiles encontrados en las cepas no 
tóxicas de Penicillium roqueforti. 
 
 
III-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 volátiles como a los que 

no lo son; todo ello en orden a encontrar componentes quimiotaxonómicos que permitan 

correlacionarla con alguna de las cepas descritas previamente en la bibliografía, esclareciendo si 

se trata de una cepa productora de micotoxinas o no. 

Ambos objetivos, que son la base de una futura aplicabilidad biotecnológica del 

organismo aislado orientada hacia la alimentación animal (acuicultura) y humana (industria 

láctica) se apoyaban en los antecedentes anteriormente comentados. 
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III-3. Resultados y Discusión 
 
III-3.1. Obtención de biomasa, extracción y fraccionamiento 

En lo que se refiere a la producción 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 sólido KMV modificado, en el que se 

pudieron purificar. La producción de la biomasa fúngica se consiguió, en el caldo KMV 

modificado, en un sistema estático de cultivo, a escala de laboratorio. El caldo fue recogido y 

sometido a extracción líquido-líquido según la Figura III-15. Paralelamente, la biomasa miceliar 

sobrenadante se recolectó, extrajo y fraccionó según la Figura III-16.  

 
 
 
 
 
 
 
 

Extraído con 2,5 l de CH2Cl2 

(x3). 

Pr-L-0 
(0,175 g) 

Caldo filtrado 
(12 l) 

 Extracto orgánico evaporado en 
rotavapor/ 20 ml H2O + 180 ml 
MeOH; extraído con hexano hasta la 
decoloración de éste. 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 

Pr-L-1 
(0,106 g) 

Fase acuosa ajustada hasta 
50% (+ 160 ml): 50% 
MeOH; extraído con 
CH2Cl2 (x3). 

 
 

 
 

 
 
 

 

Pr-L-2 

(0,052 g) 
Pr-L-3 

(0,017 g) 

Fase CH2Cl2

Figura III-15. Esquema de partición aplicado al caldo de Penicillium roqueforti. 
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Maceración (24 h) en CH2Cl2 (x3) y 
MeOH (x3), filtración y evaporación 
en rotavapor 

H2O (200 ml): CH2Cl2 
(200 ml, x3) 

Descartada 
Fase acuosa ajustada al  
50% (+ 160 ml): 50% 
MeOH; extraída con 
CH2Cl2 (x3) 

Prm-H-0 
(1,761 g) 

Extraída con igual 
volumen de 2-Butanol 

Extracto orgánico evaporado 
en rotavapor/ 20 ml H2O + 180 
ml MeOH; extraído con hexano
hasta la decoloración de éste. 

Extracto 

bruto 
(14,804 g) 

Prm-L-0  
(1,637 g) 

Fase H2O 

Micelio fresco 
(89,90 g) 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
Fase CH2Cl2  

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

Prm-L-1 
(0,540 g) 

 

 
 

 
 

Fase CH2Cl2  

 
 

 
Prm-L-3 
(0,380 g) 

Prm-L-2 
(0,710 g)  

 

 
 
Figura III-16. Esquema de partición aplicado al extracto del micelio de Penicillium 
roqueforti. 
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III-3.2. Estudio químico 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 volátiles como los no volátiles, 

identificándose y cuantificándose las siguientes sustancias: 

 

III-3.2.1. Componentes volátiles en el caldo de cultivo 

Se identificaron y cuantificaron por GC-MS, lo que rindió 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), 

ácidos grasos libres - saturados (44) e insaturados (50) -, amidas de ácidos grasos (51), ésteres 

metílicos de ácidos grasos poliinsaturados (52), monoglicéridos (61), ceras - ésteres de ácidos y 

alcoholes grasos (66, 67 y 70) -, alcoholes grasos libres (69), monoterpenos de cadena lineal (74), 

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

 

III-3.2.2. Componentes no volátiles en el caldo de cultivo 
El material “no volátil” obtenido a partir del caldo de cultivo fue fraccionado por 

cromatografía en columna en fase normal (gel de sílice), cromatografía de exclusión por tamaño 

molecular (LH-20 lipofílico) y HPLC semipreparativa en fase normal y, las fracciones obtenidas, 

se analizaron por espectroscopía - fundamentalmente RMN - lo que permite afirmar que está 

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), ácidos grasos 

libres - saturados (44) e insaturados (46) -, 1-alcanoles (42), triglicéridos insaturados (por ej., 58) 

y compuestos polihidroxílicos (89, 92). Obsérvese que diferentes componentes que pertenecen a 

estos grupos estructurales fueron descritos en el apartado anterior como “componentes volátiles”. 
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  CALDO 

Tr 
(min.) 

 mg ppm 
(mg/ l x103) 

12,166 ± 0,012 Éster metílico del ácido (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 Ácido 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 Éster 3-(octadeciloxi) propílico del ácido esteárico (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 Éster metílico del ácido 7,10-octadecadienoic (52; n= 6, m= 5) 0,18      14,833 
18,646 Éster octadecílico del ácido hexadecanoico (66) 0,25      20,916 
18,978 Docosano (40; n= 19) 0,14      11,833 

19,048 ± 0,058 Éster etílico del ácido 2-(octadeciloxi)-hexadecanoico (70) 0,12        9,917 
19,748 ± 0,005 Tricosano (40; n= 20) 0,25      20,833 
19,810 ± 0,004 Ácido (E)-9-Octadecenoico (50) 0,078        6,475 

20,4125 Ftalato de bis(4-metilpentilo) (84; n= 3) 0,97      80,667 
20,714 Éster mono (2-etilhexilico) del ácido 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 

Volátiles    17,72   1477,00 
No volátiles  157,28 13107,00 

Totales  175,00 14583,00 

 
Tabla III-1. Componentes volátiles identificados/ cuantificados en el caldo de cultivo de 
Penicillium roqueforti. 
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Figura III-17. Componentes lipídicos volátiles identificados en Penicillium roqueforti.  
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Figura III-18. Componentes lipídicos volátiles identificados en Penicillium roqueforti. 
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Figura III-19. Componentes lipídicos volátiles identificados en Penicillium roqueforti. 
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Figura III-20. Fragmentos lipídicos volátiles identificados en Penicillium roqueforti. 
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Figura III-21. Terpenoides volátiles identificados en Penicillium roqueforti. 
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Figura III-22. Componentes volátiles, de la ruta del ácido shikímico, identificados en 
Penicillium roqueforti. 
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Figura III-23. Componentes volátiles, de la ruta de los aminoácidos, identificados en 
Penicillium roqueforti. 
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Figura III-24. Otros componentes volátiles identificados en Penicillium roqueforti. 

 
 
III-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 

químicos volátiles 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 observación, tampoco se 

ha encontrado ni un solo componente químico no volátil que se pueda vincular biogenéticamente 

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

 

III-3.2.4. Presencia de dipéptidos cíclicos en el caldo de cultivo 

 Sin embargo, hay que resaltar aquí la identificación de ciclo-ProLeu {3-

isobutilhexahidropirrolo[1,2-a]pirazin-1,4-diona} (80). Esta sustancia, que se había aislado 

previamente tanto a partir de peptona (Kosuge y Kamiya, 1960) como de diversos caldos de 
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cultivo fúngico (Stopsack y col., 1991), pertenece estructuralmente a una familia - dipéptidos 

cíclicos - que presentan un amplio espectro de actividad biológica. Así, 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 mamíferos - 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.  

 

III-3.2.5. Presencia de hidrocarburos y ácidos grasos libres en el caldo de cultivo 

 Algunos organismos marinos usan hidrocarburos sencillos o ácidos grasos, que son 

prácticamente insolubles en el agua de mar, como señales químicas (Yasumoto y col., 2000). En 

unos casos actúan como feromonas sexuales (Maier y Müller, 1986) y, en otros, como factores 

alelopáticos (Kakisawa y col., 1988). No es de extrañar, pues, la identificación en el caldo de 

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

 

III-3.3. Estudio químico del micelio 

Después de extraer el caldo de cultivo y fraccionarlo según la Figura III-16 se rastreó 

minuciosamente todas las fracciones, tanto por GC-MS para sus componentes volátiles como por 

refraccionamiento (CCF, cromatografía en columna, cromatografía de exclusión por tamaño 

molecular) y estudio espectroscópico (RMN) identificándose y cuantificándose las siguientes 

sustancias: 
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III-3.3.1. Componentes volátiles en el micelio  

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

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

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

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

grasos (51), ésteres metílicos y etílicos de ácidos 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 ácidos y alcoholes grasos (64, 65 y 70) -, éteres grasos 

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

hidrocarburos aromáticos de la ruta del ácido shikímico (78, 79) y ftalatos de dialquilo (83-85).  
 
 
 

  MICELIO 
Tr (min.)  mg ppm (mg x kg-1) 

12,075 Dodecano (40; n= 9)          0,0003           0,0036 
12,166 ± 0,012 Éster metílico del ácido (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,Z)-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 Éster metílico del ácido  9-oxo-nonanoico (71)          3,57         39,71 
13,830 Éster metílico del ácido 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 Éster 1-(hidroximetíl)-1,2-etanodiilico del ácido hexadecanoico (59)          0,050           0,56 

14,771 ± 0,005 Ácido 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 Éster dibutílico del ácido 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 Éster metílico del ácido tetradecanoic (45; n= 12)          0,164           1,82 

15,906 Ácido pentadecanoico (44; n= 13)          0,22           2,45 
16,220 Ácido 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 



CCaappííttuulloo  IIIIII  
 

128

  MICELIO 
Tr (min.)  mg ppm (mg x kg-1) 

16,418 Octadecano (40; n= 15)          0,20           2,22 
16,501 Éster (Z)-eicosílico del ácido 9-hexadecenoico (65; n= 5)          0,14           1,56 
16,509 Éster metílico del ácido 2-octilciclopropanododecanoico (49)          0,63           7,01 
16,538 Ácido 9-hexadecenoico (46; n= 5, m= 7)          1,01         11,23 

16,604 ± 0,020 Éster metílico del ácido 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 Éster metílico del ácido (Z)-9-Hexadecenoico  (47; n= 5, m= 7)        34,40       382,66 
17,273 ± 0,006 Éster metílico del ácido 14-metil-pentadecanoico (56)        15,00       166,85 
17,289 ± 0,019 Éster metílico del ácido 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 Éster metílico del ácido heptadecanoico (45; n= 15)          0,87           9,68 

18,352 Éster etílico del ácido 13-formiltridecanoico (73)          0,099           1,10 
18,360 ± 0,008 9-Octadecenamida (51)          0,86           9,57 
18,385 ± 0,004 Éster metílico del ácido 11-octadecenoico (47; n= 5, m= 9)        26,18       291,21 

18,389 Trioleina (58)          0,26           2,89 
18,394 ± 0,009 Éster metílico del ácido 8,11-octadecadienoico (52; n= 5, m= 6)          9,06       100,78 
18,550 ± 0,028 Éster metílico del ácido octadecanoico (45; n= 16)          5,46         60,73 

18,558 Éster metílico del ácido 16-metil-heptadecanoico (57)          1,04         11,57 
18,811 Éster 2-hidroxi-1-(hidroximetil)-etílico del ácido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (62)          0,064           0,71 
18,962 Ácido eicosanoico (44; n= 18)          2,78         30,92 

19,048 ± 0,058 Éster 2-(octadeciloxi) etílico del ácido hexadecanoico (70)          0,12           1,33 
19,542 Éster metílico del ácido 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 Éster (Z,Z)-9-octadecenílico del ácido 9-Hexadecenoico (64; n= 5)          1,00         11,12 

19,796 Éster (Z)-9-octadecenílico del ácido (Z)-9-octadecenoico (64; n= 7)          0,0040           0,0445 
19,814 ± 0,004 Ácido (Z)-13-docosenoico (erúcico) (46; n= 7, m= 11)          0,93         10,34 

19,8175 ± 0,001 Éster eicosílico del ácido (Z)-9-octadecenoico (oleico) (65; n= 7)          5,84         64,96 
20,205 Éster metílico del ácido 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 Éster metílico del ácido cis-(2-fenil-1,3-dioxolan-4-il)-9-octadecenoico (60)          0,38           4,23 
21,454 Éster etílico del ácido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (linoleico) (53)          6,18         68,74 
21,820 Pentacosano (40; n= 22)          2,86         31,81 
22,143 Éster 2,3-dihidroxipropílico del ácido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (63)          4,40         48,94 
22,244 Éster metílico del ácido docosanoico  (45; n= 20)          0,46           5,12 
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 Éster metílico del ácido tetracosanoico (45; n= 22)          1,14         12,68 
26,389 ± 0,0226 Ftalato de dioctilo (83; n= 7)          3,34         37,15 

Volátiles       369,29     4107,74 
No volátiles   14434,71 160564,12 

Totales   14804,00 164671,86 

 
Tabla III-2. Componentes volátiles identificados y cuantificados en el micelio de 
Penicillium roqueforti. 
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Obsérvese cómo las series homólogas de los componentes volátiles identificados se 

comportan de forma lineal en los gráficos que resultan de representar el tamaño de la cadena 

hidrocarbonada (Nº de C) frente al logaritmo del tiempo de retención (log Tr) (Figuras III-25 a 

III-29).   
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Figura III-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 III-26. Comportamiento en CG de los 1-alquenos de Penicillium roqueforti (41; n= 
12-13) y el patrón comercial 1-octadeceno (41; n= 15). 
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Figura III-27. Comportamiento en CG de los 1-alcanoles de Penicillium roqueforti (42; n= 
10-11, 14, 18 y 20). La posición cromatográfica del 1-eicosanol (42; n= 18) se comprobó 
por inyección de una muestra comercial del mismo. 
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Figura III-28. Comportamiento en CG de los ácidos grasos saturados de cadena lineal 
identificados en Penicillium roqueforti (44; n= 12-13 y 18) y el ácido esteárico comercial 
(44; n= 16).  
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Figura III-29. Comportamiento en CG de los ésteres metílicos de los ácidos 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).  
 
 
 
III-3.3.1.1. Presencia de ésteres metílicos de ácidos grasos ramificados en el 
micelio 
 Los ácidos grasos metilramificados están 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 incorporación selectiva del 

metilmalonil-CoA por el enzima “ácido-graso-sintetasa” (Seyama y col., 1983) y que este paso 

biogenético es característico de bacterias que producen relativamente altas concentraciones de 

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

marcadores moleculares de la materia orgánica de origen bacteriano (Leo y Parker, 1966; Cooper 
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y Blumer, 1968, Cranwell, 1973; 1974; Grimalt y Albaigés, 1990; Kaneda, 1991; Carballeira y 

col., 2001).  Es por ello que la identificación en P. roqueforti de los ésteres metílicos de los ácidos 

14-metilpentadecanoico (56) y 16-metilheptadecanoico (57) - dos derivados de ácidos 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 identificación 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 disminución 

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

 

III-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 plásticos y se introduce 

en los fluidos biológicos donde se bioacumula con el paso del tiempo, fenómeno que ha 

provocado incluso problemas de salud en seres humanos que han estado expuestos a diversos 

materiales plásticos (Freemantle, 2004). Es por ello que la identificación de las sustancias 83-85, 

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 realizó, precisamente, en recipientes de plástico (ver parte 

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

El material “no volátil” obtenido a partir del micelio fue fraccionado y analizado por 

espectroscopía (fundamentalmente RMN) lo que ha llevado a deducir que está constituida sólo 

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 (trioleína 58 y otros; 2,56 %), peróxido 

del ergosterol (86; 12,63 %), 9(11)-dehidroperóxido del ergosterol (87; 2,15 %), 4-

hidroxibenzaldehído (78; 0,92 %), fosfo- y glicolípidos no identificados (0,31 %) y compuestos 

polihidroxílicos - 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 volátiles. 

 Entre estos componentes lipídicos no volátiles se pudieron purificar y caracterizar sólo las 

sustancias mayoritarias, a saber: trioleína (58), peróxido del ergosterol (86) y 9(11)-

dehidroperóxido del ergosterol (87). Entre los componentes aromáticos monocíclicos de la ruta 

del ácido shikímico se pudo purificar y caracterizar el 4-hidroxibenzaldehído (78). Entre los 

componentes del metabolismo primario se identificaron el manitol (89) y una hexosa (92). 

 La trioleína (58) se aisló pura a partir de la fracción 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=O) y a 1232,81 (C-O) y en su espectro de masas (Figura III-30) 

se observan fragmentaciones típicas de un trioleato de alquilo. 
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Figura III-30. Fragmentaciones que presenta en espectrometría de masas el triglicérido 
trioleína. 

 
 

 En su espectro de 1H-RMN se observan seis protones olefínicos a  5,34; cinco protones 

geminales a oxígeno a  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 hidrógenos en alfa a carbonilo a  2,30; doce 

hidrógenos alílicos a  2,01; seis hidrógenos en beta a carbonilo a  1,61; sesenta hidrógenos de 

metilenos de cadenas hidrocarbonadas lineales a  1,27; y nueve hidrógenos de los metilos 

terminales a  0,89. 

 En su espectro de 13C-RMN se observan tres señales correspondientes a carbonilos de 

ésteres a  173,73; 173,132 y 172,723; señales típicas de dobles enlaces a  129,892 y 129,592; 

carbonos enlazados a oxígeno a  68,810 y 62.006; y catorce señales típicas de metilenos y 

metilos a  34,092- 14,018. 
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 Finalmente, los espectros de correlación 1H-1H (COSY, TOCSY y NOESY) son 

consistentes con la estructura asignada a este metabolito (Figura III-31).  
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Figura III-31. Correlaciones 1H-1H observadas en los espectros en dos dimensiones del 
triglicérido trioleína. 
 

 

 Otra sustancia que se pudo aislar y caracterizar espectroscópicamente es el 5,8-

epidioxiergosta-6,22-dien-3-ol, a la que se denomina usualmente como peróxido del ergosterol 

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

una rotación optica específica de -25º. Su espectro de masas de alta resolución muestra un pico 
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correspondiente al ión molecular a m/ z 428,32890 (C28H44O3). En este espectro se observan, 

además de la ruptura típica de la cadena lateral del ergosterol (m/ z 303,19601), pérdidas de agua 

(m/ z 410,31140) y de oxígeno (m/ z 396,33612). Esta última fragmentación tiene una intensidad 

del 33,6 % del pico base en el espectro de masas, hecho que confirma la existencia de un puente 

peroxídico. En el espectro IR aparece una señal estrecha a 3618,18 cm-1 y otra ancha entre 

3600,00 y 3200,00 cm-1 correspondientes a un grupo hidroxilo (libre y asociado respectivamente) 

y una banda a 973,53 cm-1 característica de un doble enlace trans en C-22 (González y col., 1983).  

 El espectro de 1H-RMN muestra dos multipletes en  5,12 y 5,08 característicos de un 

doble enlace en posición 22 sobre la cadena lateral del ergosterol, así como un sistema AB 

centrado en  6,33 (A 6,46 y B 6,20 con JAB= 8,40 Hz) característico de un puente endoperóxido 

entre los carbonos 5 y 8 de los ergoesteroides. Dicho puente de oxígeno se confirma en el espectro 

de 13C-RMN (Tabla III-3) con las señales a  82,135 y 79,406 asignadas a los carbonos 5 y 8 

respectivamente. Obsérvese que el resto de las señales desplazadas en los espectros de protón y de 

carbono (Tabla III-3) son consistentes con la estereoestructura 86.  
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Figura III-32. 5, 8-Epidioxiergosta-6,22-dien-3-ol (Peróxido del ergosterol). 
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C δ (13C) δ (1H)  
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 III-3. Espectros (13C-RMN y 1H-RMN, CDCl3, 400 MHz) del peróxido del ergosterol 
(86). 
 
 
 Por otra parte, en el espectro DEPT se desplazan señales positivas para 6 CH3, 7 CH y 4 

C=CH, así como negativas para 7 CH2. 

 En el espectro 1H-1H-COSY se observa correlación entre los protones olefínicos que 

conforman el sistema AB a δ 6,20 y 6,46; así como entre los protones olefínicos en C-22 y C-23 y 

los metinos alílicos sobre C-20 ( 1,99) y C-24 ( 1,82). 

En el espectro HSQC se observa correlación entre los dos protones olefínicos centrados en 

δ 6,20 y 6,46 y los dos carbonos olefínicos directamente enlazados a ellos y que desplazan señales 

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 correlación entre los dos protones olefínicos centrados 

en δ 5,08 y 5,12 y los dos carbonos olefínicos directamente enlazados a ellos que desplazan 

señales en  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-protón que se observan en 

este espectro son consistentes con las asignaciones propuestas en la Tabla III-3. 

En el espectro HMBC se observa correlación entre los dos protones olefínicos en C-7 (δ 

6,46) y C-6 (6,20) y los dos carbonos puente del endoperóxido (C-5 a  82,135 y C-8 a  79,406). 

También entre los dos protones olefínicos en C-22 ( 5,08) y C-23 ( 5,12) y los carbonos 

vecinales C-20 ( 39,712) y C-24 ( 42,760) respectivamente. 

 Otra sustancia, que no se pudo aislar en su forma pura, se presenta mezclada con el 

anteriormente descrito peróxido del ergosterol (86) conformando con él un sólido blanco con p.f.= 

171-176 ºC y []D
20= -9,7 (CHCl3, c 1,2). En el espectro IR aparece una señal ancha entre 3600 y 

3200 cm-1 correspondiente a grupos hidroxilo y su espectro de masas muestra un pico 

correspondiente al ión molecular a 428,32761 (4,7 %, C28H44O3), acompañado de otra señal a 

426,31196 (1,5 %, C28H42O3). En este espectro se observan además las rupturas típicas de la 

cadena lateral del ergosterol (M-C9H17 a m/ z 303,19458 y 301,17893), la pérdida de oxígeno (M-

O2 a m/ z 396,33778 y 394,32213) y de agua (M-H2O a m/ z 410,31703 y 408,30139).  

 El espectro de 1H-RMN muestra un multiplete en  5,2 característico de un doble enlace 

en posición 22 sobre la cadena lateral del ergosterol y dos sistemas AB superpuestos y centrados 

en  6,41 y 6,48 respectivamente con J= 8,7 Hz para ambos. 
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Figura III-33. 5, 8-Epidioxiergosta-6, 9(11), 22-trien-3-ol [9(11)-Dehidroperóxido del 
ergosterol]. 
 

 Después de consultar la bibliografía se ha identificado este material como una mezcla del 

peróxido del ergosterol y su 9(11)-dehidroderivado (Fisch y col., 1973). La relación cuantitativa 

de estos productos en nuestra mezcla se obtuvo por integración de los protones olefínicos del 

sistema AB en el espectro de RMN (400 MHz), resultando que se trata de una mezcla de peróxido 

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

 

 
 

Figura III-34. Integración de las señales correspondientes a los hidrógenos C6-H y C7-H 
en el espectro de una mezcla de los endoperóxidos 86 (79 %) y 87 (21 %) a 400 MHz. 
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 Esta relación cuantitativa se confirmó por el método de las rotaciones ópticas. Según éste, 

se ha construido un gráfico representando los valores experimentales de la rotación óptica de la 

mezcla frente al porcentaje de peróxido de ergosterol. Al entrar en esta gráfica los datos de la 

rotación óptica aportados por Fisch y col. (1973) por un lado y Mediavilla (1984) por otro (Tabla 

III-4) se observó una relación lineal entre el valor de []D y el porcentaje de peróxido de 

ergosterol:        

    % Peróxido ergosterol= 70 – 0,91 x []D 

 

Mezcla 0: 100 {9(11)-dehidroperóxido del ergosterol puro} + 80,0 

Nuestra mezcla (fracción 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 (Peróxido de ergosterol puro) -32,9 

 
Tabla III-4. Rotación óptica descrita para mezclas de peróxido del ergosterol (86) y el 
9(11)-dehidroperóxido del ergosterol (87). 
 

 Al entrar en esta ecuación el valor de la rotación óptica obtenida para este material 

([]D
20= -9.7) resultó un valor para el % de peróxido del ergosterol de 78,8; dato que 

consideramos consistente con el 79,0 % obtenido por integración del espectro de 1H-RMN. 

Finalmente, resaltar que en el espectro de 13C-RMN de esta mezcla pueden observarse las 

pequeñas señales de los seis carbonos olefínicos del 9(11)-dehidroperóxido del ergosterol, siendo 

relevantes las señales asignadas para el carbono 9 a  130,970 ( 51,081 en el peróxido del 

ergosterol) y el carbono 11 a  125,000 ( 20,866 en el peróxido del ergosterol). También el 

espectro de 1H-RMN de esta mezcla muestra una señal a  5,48 (0,21 H, m) que hemos asignado 

al protón vinílico sobre el carbono 11. 

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

metanol (p.f.= 121- 122 ºC). Su estructura se elucidó a partir de sus datos espectroscópicos, 
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fundamentalmente la espectroscopía de RMN (Tabla III-5), la cual delata a un sistema aromático 

monocíclico p-disustituido mediante las señales características de un sistema AB producido por el 

acoplamiento de los protones aromáticos en orto. En el espectro IR se aprecian bandas a 3590,81 

cm-1 (-OH libre); 3338,71 cm-1 (-OH asociado); 3002,84 cm-1 (Ar-H) y 1687,99 cm-1 (C=O 

conjugado con anillo aromático); y, finalmente, en el espectro de masas se detecta el ión 

molecular a m/ z= 106,0794. Todos estos datos son consistentes con la estructura asignada (78). 

Por otra parte, las asignaciones del espectro de 13C (Tabla III-5) se apoyaron en el espectro 1H-

13C-COSY, en el que se aprecia correlación entre la señal a  132,195 (C2 y C6) de la proyección 

de carbono y la señal a  7,812 (C2-H y C6-H) de la proyección de protón por un lado y entre la 

señal a  115,556 (C3 y C5) de la proyección de carbono y la señal a  6,948 (C3-H y C5-H) de la 

proyección de protón por otro. Además, todos los espectros de correlación protón-protón (COSY, 

TOCSY y NOESY) demuestran proximidad estructural entre los protones aromáticos (C2-HC3-

H y C6-HC5-H), lo que nos confirma que, en efecto, se encuentran en disposición “orto”.  
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Figura III-35. 4-Hidroxibenzaldehído 
 
 

C δ (13C), CDCl3/ DOCD3 δ (1H), CDCl3  

1 128,299 7,812 (2H, d, J= 8,541 Hz) 

2 y 6 132,195 6,949 (2H, d, J= 8,541 Hz) 

3 y 5 115,556  

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

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

 
Tabla III-5. Espectros de 13C-RMN y 1H-RMN del 4-hidroxibenzaldehído (300 MHz). 
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Esta sustancia, si bien es la primera vez que se la describe en hongos, está 

estructuralmente relacionada con otros metabolitos previamente conocidos en este tipo de 

organismos e implicados en la ruta del ácido shikímico, como la oxima del 2-(4-hidroxifenil)-2-

oxacetaldehido (88; Figura III-36), metabolito aislado previamente de Penicillium olsonii (Amade 

y col., 1994).  
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Figura III-36. Ruta del ácido shikímico produciendo las alomonas 78 (en nuestra cepa 
de Penicillium roqueforti) y 88 (en una cepa de Penicillium olsonii). 
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Este resultado plantea dudas sobre su origen biogenético en la esponja marina Isodictya 

erinacea, a partir de la cual ha sido aislado, asignándosele un papel de alomona dado que repele al 

mayor depredador de esponjas presente en su hábitat, la estrella marina Perknaster fuscus (Moon 

y col., 1998). Tras este descubrimiento, adquiere importancia la idea de que podría ser producida 

por algún hongo simbionte que habita sobre la mencionada esponja. Apoyando esta idea está el 

hecho de que otras alomonas de naturaleza fenólica hayan sido identificadas entre los 

componentes volátiles de otras esponjas (Nechev y col., 2002), ostras (Chung y col., 2001) y algas 

(Kamenarska y col., 2000). 

En la fracción más polar se identificaron los compuestos polihidroxílicos 89 y 92. Así, del 

espectro de 1H-RMN de la misma, disuelta en DOCD3, se deduce la estructura de un 

monosacárido en su forma de -piranosa { 5,10 (1H, d, J= 3,6 Hz, CH anomérico); 3,83- 3,21 

(9H, m, OH, NH, CH+CH2 geminales a oxígeno u otro heteroátomo)}. La posición del protón 

anomérico - el protón sobre C-1- en el espectro de 1H-NMR aparece en todas las piranosas a 

campos magnéticos relativamente bajos ( 4,42- 5,42) debido a que el carbono al cual está unido, 

C-1, está enlazado a dos átomos de oxígeno electrón atrayentes (Van der Veen, 1963). Por otra 

parte, según la bibliografía (Van der Veen, 1963), los protones anoméricos de los isómeros  

(aquellos en los que el hidroxilo del carbono anomérico es ) resuenan, cuando las muestras se 

disuelven en D2O, a  5,22  0,01 (en DOCD3 aparecerían a  aún más bajos) y muestran 

constantes de acoplamiento J1,2= 3,2  0,5 Hz, características de acoplamientos axial-ecuatorial. 

Por otra parte, también se sabe que la sustitución del grupo hidroxilo en C-2 por un grupo -

NH3
+Cl- o un grupo –NHCOCH3 tiene un marcado efecto sobre el desplazamiento químico del 

protón anomérico adyacente (Van der Veen, 1963). Además, en la mayor parte de los 

monosacáridos en que es posible la mutarrotación, la resonancia del protón anomérico del isómero 

- es más intensa que la del isómero -, con la excepción, precisamente, de la N-acetil 

glucosamina, que desplaza sólo una señal achacable al protón anomérico del isómero - ( 5,19; 

J1,2= 2,7 Hz en D2O), habiéndose justificado mediante la hipótesis de un puente de hidrógeno O-
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H…N entre el hidroxilo axial y el NHCOCH3 ecuatorial de la forma - (Van der Veen, 1963). El 

espectro de 13C-RMN también es consistente con dicha deducción ( 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 análisis de esta fracción por HPLC con una columna Shodex OH Pak SB806 

HQ termostatada a 30 ºC (agua con un 0,05 % de NaN3 como eluyente a un flujo de 1,0 ml/ min. y 

un detector de índice de refracción), después de filtrarla a través de un cartucho Sep-Pak C18 de 

Waters se dedujo que está constituida por dos componentes, uno minoritario (30,63 %) cuyo 

tiempo de retención coincide con el del D-(-)-manitol (Tr= 11,481) y otro mayoritario (69,11 %) 

cuyo tiempo de retención (Tr= 12,711) se aproximó al de muestras auténticas de monosacáridos 

comerciales como D-(+)-glucosa (Tr= 11,481) o D-(+)-Manosa (Tr= 11,188). Un estudio más 

detallado de los espectros de 1H-RMN y 13C-RMN confirmó las deducciones anteriores 

observándose 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 

III-6). 
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Figura III-37. D-(-)-Manitol 
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C δ (13C), DOCD3 δ (1H), DOCD3  

1 y 6 128,299  

2 y 5 132,195 3,82752 – 3,59146 (8H) 

3 y 4 115,556 2,15096 (0,7H) 

 
Tabla III-6. Espectros de 13C-RMN y 1H-RMN del D-(-)-Manitol (89) (300 MHz). 

 

Una comparación de los espectros de 1H-RMN y 13C-RMN de la piranosa desconocida - es 

el componente mayoritario - con los de la -D-(+)-glucosa, el clorhidrato de la -D-(+)-

glucosamina y la sal sódica de la -D-(+)-glucosamina 2-sulfato (Tabla III-7) indica que se 

diferencia de estas piranosas, fundamentalmente, en la posición de algunas señales, como la 

correspondiente al carbono anomérico (a  94,897) y el protón sobre C-2 que se desplaza en 

forma de un doble doblete a  3,4685 (J1,2= 3,6 Hz; J2,3=  9,8 Hz). En este sentido, tanto el 

espectro 1H-1H-COSY como el TOCSY y el NOESY muestran una clara correlación entre el 

protón anomérico a  5,0998 y el mencionado doble doblete a  3,4685. Ello permite asignar esta 

señal al protón unido al carbono 2 del anillo de piranosa, el cual, por otro lado, se acopla con el 

protón enlazado al carbono 3 con una constante de acoplamiento típicamente trans-diaxial de J2,3= 

9,8 Hz. Una constante de acoplamiento J1,2 de 3,6 Hz indica, por otro lado, que estamos ante una 

glucopiranosa de la serie - (Walker y col., 1978) y un desplazamiento químico del protón 

anomérico a  5,0998 es consistente, según la bibliografía (Hall y col., 1983), con una estructura 

de glucosamina N-fosforilada. Por cromatografía en columna –baja presión, fase reversa- se pudo 

acceder a una muestra cristalina de este componente. Un espectro de masas de alta resolución 

consistente con la fórmula C6H11O8NP y los datos de RMN (Tabla III-7) son consistentes con los 

descritos en la bibliografía para un 2-deoxy, 2-amino azúcar descrito en la bibliografía para el 

micelio de Penicillium notatum, y cuya estructura quedó sin elucidar (Applegarth, 1966). 

Apoyando esto resultó que el análisis químico de la pared celular de Penicillium roquefortii 
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resultó muy similar al de Penicillium notatum, encontrándose en la misma tanto fosfato como 

hexosaminas (Applegarth y Bozoian, 1968). Por otra parte, y en consistencia con estos datos 

bibliográficos, un ensayo positivo con molibdato del producto separado por cromatografía en 

columna indica que, en efecto, se trata de un éster del ácido fosfórico (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 más en esta deducción, comentar que, así como la O-sulfatación de hexosas 

produce desplazamientos paramagnéticos del protón geminal al grupo O-sulfato de 0,7- 0,8 ppm 

(Inoue y Nagasawa, 1973; Kamerling y col., 1988) y la N-sulfatación 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 lógico que la O-fosfatación genere desplazamientos 

paramagnéticos aún mayores en dicho protón geminal al O-fosfato, > 0,70 - 0,80 ppm, y la N-

fosfatación de la glucosamina los genere > 0,47- 0,57, como el valor aquí observado, de 0,84 ppm 

(0,46 ppm respecto al clorhidrato de la glucosamina) (Tabla III-7). Todo apunta en la dirección de 

que nuestra sustancia es la 2-deoxi-2-fosfoamino--D-glucopyranosa (92) (Figura III-40), la 

estructura que proponemos en este trabajo para este metabolito.  
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Figura III-38. Sal sódica de 2-deoxi-2-sulfoamino--D-glucopyranosa. 
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Figura III-39. Epimerización de la -D-glucosamina-1-fosfato. 
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Figura III-40. 2-Deoxi-2-fosfamino--D-glucopiranosa (estructura asignada a la hexosa 
cíclica aislada de P. roqueforti). 
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Carbono 13C-RMN de 
la -D-

glucosa 
(DOCD3) 

13C-RMN del 
clorhidrato de la 
-D-glucosamina 

(DOCD3) 

13C-RMN de la 
sal sódica de 

la -D-
glucosamina 
2(N)-sulfato 

(DOCD3) 

 13C-RMN de la 
hexosa 
aislada 

(DOCD3) 

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 

Protón 1H-RMN de la 
-D-glucosa 

1H-RMN del 
clorhidrato de la 
-D-glucosamina 

1H-RMN de la 
sal sódica de 

la -D-
glucosamina 
2(N)-sulfato 

1H-RMN de la 
-D-

glucosamina 
1-fosfato 

1H-RMN de la 
hexosa 
aislada 

C1-H 5,0967 (1H, d, 
J= 3,7 Hz) 

5,2816 (1H, d, J= 
3,6 Hz) 

5,3735 (1H, d, 
J= 3,3 Hz) 

5,6457 (1H, dd, 
J= 3,3 Hz; J= 

7,0 Hz) 

5,0998 (1H, d, 
J= 3,6 Hz) 

C3-H, 
C5-H, 
C6-H 

3,79396-
3,66530 (4H, 

m) 

3,80364- 3,70133 
(4H, m) 

3,79947-
3,56384 (4H, m) 

3,8444- 3,7581 
(4H, m) 

3,82106-
3,56785 (4H, 

m) 
C4-H 3,36604-

3,32151 (2H, 
incluye al  

C2-H) 

3,37146- 3,26863 
(1H) 

3,39564-
3,36535 (1H) 

3,4115- 3,2746 
(1H) 

3,34062-
3,22075 (1H) 

C2-H --- 3,0129  
(1H, dd, J= 3,6 Hz; 

J= 10,4 Hz) 

3,1808 
(1H, dd, J= 3,3 
Hz; J= 10,2 Hz) 

3,1063 
(1H, ddd, J= 

2,1 Hz; J= 3,4 
Hz; J= 10,5 Hz) 

3,4685 
(1H, dd, J= 3,6 
Hz; J= 9,8 Hz; 

J2P=0 Hz) 
OH, NH 2,15144 

(0,3 H, s) 
2,12821 
(0,5 H, s) 

2,1508 
(1 H, s) 

2,1398 
(0,1 H, s) 

2,800 
(0,1 H, s) 

 
Tabla III-7. Datos de 13C-RMN y 1H-RMN de la -D-glucosa, el clorhidrato de la -D-
glucosamina, la sal sódica de la -D-glucosamina 2-sulfato, de la -D-glucosamina-1-
fosfato y del compuesto polihidroxílico mayoritario de P. roqueforti (DOCD3, 300 MHz).  

 
Obsérvese que la estructura alternativa de 2-O-sulfato--D-glucosa ha sido descartada, 

fundamentalmente, por la ausencia en el espectro de RMN de la señal correspondiente al carbono 

2, la cual tendría 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-

-D-glucosa (2-deoxi-2-sulfoamino--D-glucopiranosa, 90) ha sido descartada, 

fundamentalmente, por la ausencia en el espectro de RMN de la señal correspondiente al carbono 

2, la cual tendría 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 asignación, el desplazamiento químico que presenta el protón geminal al 

grupo fosfamino -NHPO3H ( 3,4685) se encuentra desplazado hacia campos bajos con respecto 

al protón geminal al grupo amonio - NH3
+Cl- del clorhidrato de la glucosamina ( 3,0129) en 

0,4556 ppm, lo cual está de acuerdo con los saltos que han sido descritos para el hidrógeno en C-2 

como consecuencia de la N-fosfatación de hexosaminas y, al mismo tiempo, en desacuerdo con 

los saltos que aparecen descritos en la literatura para el hidrógeno en C-2 como consecuencia de la 

O-sulfatación 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, justificándose la N-

fosfatación por la mayor nucleofilia del grupo –NH2 que los grupos –OH (Tsuhako y col., 1980).  

 Según la bibliografía, las paredes celulares de Penicillium charlesii G. Smith presentan un 

contenido en hidrato de carbono total neutro del 69 %. Los principales polisacáridos presentes son 

la quitina y la celulosa. La glucosamina, que comprende el 12 % de la pared celular, está presente 

principalmente como quitina (Bulman y Chittenden, 1976). Encontrar una glucosamina N-

fosfatada es nuevo en la bibliografía, y aporta luz sobre el modo en que la glucosamina se 

incorpora a la biogénesis de la quitina: la 2-Deoxi-2-fosfamino--D-glucopiranosa (92) se 

transpone por sustitución nucleofílica intramolecular para dar -D-glucosamina-1-fosfato (91b) 

que, a su vez, se epimeriza espontáneamente para dar la -D-glucosamina-1-fosfato (91a) y, 

ambos epímeros, 91a y 91b contienen el grupo saliente adecuado en C-1 para que un hidroxilo en 

C-4 pueda atacar nucleofílicamente (SN1 – SN2) y elabore las uniones 1-4 de la quitina.  
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III-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 químico. 

3. La cepa cultivada de P. roqueforti no ha suministrado ni un solo componente químico volátil 

que esté implicado en la ruta biogenética de la PR-toxina {los trazadores químicos 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 volátiles 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 químico no 

volátil 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 volátiles pertenecientes a los grupos de 

los n-alcanos (40), 1-alcanoles (42), 2-alquil-1-alcanoles (43), ácidos grasos libres - saturados (44) 

e insaturados (50) -, amidas de ácidos grasos (51), ésteres metílicos de ácidos grasos 

poliinsaturados (52), monoglicéridos (61), ceras - ésteres de ácidos y alcoholes grasos (66, 67 y 

70) -, alcoholes grasos libres (69), monoterpenos de cadena lineal (74), dipéptidos cíclicos (80) y 

ftalatos de dialquilo (82-85).  

7. Se identificaron en el micelio 64 componentes volátiles pertenecientes a los grupos de los n-

alcanos (40), 1-alquenos (41),  1-alcanoles (42), 2-alquil-1-alcanoles (43), ácidos grasos libres -

saturados (44, 48) e insaturados (46) -, amidas de ácidos grasos (51), ésteres metílicos y etílicos 

de ácidos 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 ácidos y alcoholes grasos (64, 65 y 70) -, éteres grasos (68), catabolitos lipídicos (71-73), 
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mono-, sesqui- y diterpenos de cadena lineal (75-77), hidrocarburos aromáticos de la ruta del 

ácido shikímico (78, 79) y ftalatos de dialquilo (81, 83-85).  

8. Se identificaron cinco componentes no volátiles, que se describen aquí por primera vez en la 

especie P. roqueforti, a saber: peróxido del ergosterol (86), 9(11)-dehidroperóxido del ergosterol 

(87), el 4-hidroxi-benzaldehido (78), el D-(-)-manitol (89) y la 2-deoxi-2-fosfamino--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 y, 

paralelamente aporta importantes nutrientes y, por tanto, potencialmente aplicable al campo de la 

alimentación funcional - animal o humana -. 

11. Se ha desarrollado un bioproceso para la producción industrial de Trioleína, Peróxido del 

ergosterol (86), 9(11)-dehidro peróxido del ergosterol (87), 4-hidroxibenzaldehido (78), y de la 

novedosa 2-deoxi-2-fosfamino--D-glucopyranosa (92). 
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III-5. Experimental 
 
III-5.1. General 
 
 
 La cromatografía en columna en fase normal se realizó sobre gel de sílice de la casa 
Scharlau de 0,06- 0,2 mm (cabezas cromatográficas) y 0,04- 0,06 mm (adsorbentes en fase 
húmeda), tanto a media presión (sistema para cromatografía Büchi) como a baja presión (motores 
de Fluid Metering Inc. acoplados en serie a columnas de la marca Ace Glass Inc.). La 
cromatografía en columna en fase reversa se realizó mediante columnas LiChroprep RP-18 (40- 
63 m) integradas en circuitos para cromatografía a baja presión basados en motores de Fluid 
Metering Inc.  
 La filtración a través de gel (cromatografía de exclusión por tamaño molecular) se realizó 
por gravedad a través de Sephadex LH-20 lipofílico, eluyendo con CH2Cl2: Metanol (1: 1). 

La cromatografía en capa fina en fase normal se realizó sobre capas de 0,25 mm de 
espesor de la marca Tracer Analítica con mezclas de hexano, benceno, acetato de etilo, 
cloroformo y metanol en las proporciones que se especifican en cada caso. La cromatografía en 
capa fina en fase reversa se realizó sobre capas RP-18F254s 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 realizó por pulverización con oleum (ácido sulfúrico al 4 %, ácido acético al 80 % y 
agua al 16 %) y calentándolas a 120 ºC durante veinte minutos. 

La cromatografía HPLC semipreparativa se realizó bajo las siguientes condiciones: 
columna Waters ODS (4,6 x 250 mm, con partículas de 10 μm y tamaño de poro de 100 Å) para 
las separaciones en fase reversa, y una Alltech Econosphere de SiO2 (4,6 x 250 mm, con partículas 
de 10 μm y tamaño de poro de 100Å) para las separaciones en fase normal. Ambas, en un aparato 
HPLC semipreparativo compuesto por una bomba isocrática Spectraphysics P100 y un detector 
UV Hewlett Packard 1050 de longitud de onda variable. En todos los casos se trabajó a 
temperatura ambiente (26 ºC). 

La cromatografía HPLC analítica se realizó en un aparato Shimadzu, modelo LC-9A, con 
un detector UV de la misma marca a 254 nm y un detector de índice de refracción 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 sódica como eluyente, también a un flujo de 1,0 ml/ 
min. 

Las rotaciones ópticas específicas se midieron con un aparato Atago, modelo Polax-D. 
Los espectros infrarrojos se realizaron en un espectrofotómetro Shimadzu modelo FTIR-

8400S. Como disolvente se utilizó cloroformo para espectroscopía de la casa Merck. Los 
espectros realizados en película se obtuvieron con ventanas de cloruro sódico. El calibrado del 
aparato se verificó con la banda a 1603 cm-1 del poliestireno. 

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

Los datos espectroscópicos 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 utilizó tetrametilsilano como referencia 
interna en los espectros de protón y cloroformo deuterado ( 77,0) o metanol deuterado ( 49,0) 
de la casa Aldrich para calibrar los espectros de carbono 13. 

La espectrometría de masas se realizó tanto a baja como a alta resolución mediante las 
técnicas de ionización por impacto electrónico (IE) o ionización por bombardeo con átomos 
rápidos (FAB) a 70 eV en un espectrómetro de masas FISONS VG Micromass, modelo VG 
Autospec. En el caso de los FAB (modo positivo) se utilizó como matriz el alcohol 3-
nitrobencílico.  

Los puntos de fusión se realizaron en un aparato Gallenkamp, y están sin corregir. 
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La cromatografía analítica en fase gaseosa (GC-MS) se realizó en un aparato Saturn de 
Varian en las siguientes condiciones: columna CP-Sil 8 Low bleed, temperatura del inyector de 
270 ºC durante 10 min.; condiciones de split de inicial on, 0,01 min. off y 5 min. on; horno 
programado a 50 ºC durante 5 min., calentado a 15 ºC/ min. hasta 250 ºC y mantenido a esta 
temperatura durante 10 min. (tiempo total de análisis 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 metílicos 
de ácidos 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. Así, 
a los componentes lipídicos éster 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiílico del ácido hexadecanoico (59),  
éster octadecílico del ácido hexadecanoico (66), el éster 2-octadeciloxietílico del ácido 
hexadecanoico (70) y el éster (2-pentadecil-1,3-dioxolan-4-il)-metílico del ácido hexadecanoico 
(61), se les asignó el factor obtenido experimentalmente para el éster metílico del ácido 
hexadecanoico (45; n= 14; 764,117 x 10-12 mg/ kcuenta). A los componentes aromáticos 
(bencenoides) se asignó el mismo factor que el tetrainsaturado éster metílico del ácido 6,9,12,15-
Docosatetraenoico (55) y al dipéptido cyclo-ProLeu se le asignó el mismo factor que al éster 
metílico del ácido 10-Undecenoico (72) por parecerse en tamaño molecular y número de dobles 
enlaces. 

 
 

 mg/ kcuenta (x1012) 
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 
Éster metílico del ácido 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 
Éster metílico del ácido docosanoico (45; n= 20)   394,737 
1-Docosanol (42; n= 20)   259,050 
Éster metílico del ácido 6,9,12,15-docosatetraenoico (55)   911,246 
Éster metílico del ácido (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 
Ácido eicosanoico (44; n= 18) 1248,000 
1-Eicosanol (42; n= 18)  117,870 
Éster metílico del ácido 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 
Éster metílico del ácido heptadecanoico (45; n= 15)  269,605 
Éster metílico del ácido 16-metilheptadecanoico (57)  328,783 
Hexacosano (40; n= 23)  551,320 
Éster 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiílico del ácido tetradecanoico (59)   764,117 
Éster metílico del ácido hexadecanoico (45; n= 14)   764,117 
Éster octadecílico del ácido hexadecanoico (66)  764,117 
Éster 2-(octadeciloxi) etílico del ácido hexadecanoico (70)  764,117  
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 mg/ kcuenta (x1012) 
Éster (2-pentadecil-1,3-dioxolan-4-il) metílico del ácido hexadecanoico (61) 764,117 
1-Hexadeceno (41; n= 13) 328,783 
Ácido 9-hexadecenoico (46; n= 5, m= 7) 518,916 
Éster metílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (47; n= 5, m= 7) 518,916 
Éster tetradecílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (65; n= 5) 518,916 
1-Hexadecanol (42; n= 14)   69,390 
Éster dibutilico del ácido hexanedioico (81)  94,737 
Éster mono(2-etilhexilico) del ácido 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 
Éster metílico del ácido 9-oxo-nonanoico (71) 394,737 
Éster 2,3-dihidroxipropílico del ácido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (63) 518,916 
Éster etílico del ácido (Z,Z)-9,12-eicosadienoico (linoleico) (53) 518,916 
Éster metílico del ácido 7,10-octadecadienoico (52; n= 6, m= 5) 518,916 
Éster metílico del ácido 8,11-octadecadienoico (52; n= 5, m= 6) 518,916 
Octadecano (40; n= 15)  80,840 
Éster metílico del ácido octadecanoico (45; n= 16) 497,985 
9-Octadecenamida (51) 328,783 
1,1´-[1,2-etanodiilbis(oxi)]-(Z,Z)-bis-9-octadeceno (68) 328,783 
Ácido (E)-9-octadecenoico (50)  82,220 
Éster metílico del ácido 11-octadecenoico (47; n= 5, m= 9) 192,627 
Éster (2-fenil-1,3-dioxolan-4-il) metílico del ácido (Z)-9-octadecenoico (60) 328,783 
Éster (Z,Z)-9-octadecenílico del ácido 9-octadecenoico (64) 328,783 
Éster eicosílico del ácido (Z)-9-octadecenoico (65; n= 7) 518,916 
(E)- 3,7-dimetil-2,6-Octadienal (74) 518,920 
Éster 2-hidroxi-1-(hidroximetil) etílico del ácido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico 
(62) 

 
 42,916 

Éster metílico del ácido 8,11-octadecadienoico (52; n= 5, m= 6) 518,916 
Ácido (Z)-3-octil-oxiranoctanoico (48) 497,985 
Pentacosano (40; n= 22) 415,390 
Pentadecano (40; n= 12)  69,100 
Ácido pentadecanoico (44; n= 13) 236,763 
Éster metílico del ácido pentadecanoico (45; n= 13) 236,763 
Éster metílico del ácido 14-metilpentadecanoico (56) 764,117 
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (77) 394,737 
1-Pentadeceno (41; n= 12) 192,627 
Éster 3-(octadeciloxi) propílico del ácido esteárico (67) 394,737 
Éster metílico del ácido tetradecanoico (45; n= 22) 394,737 
Ácido Tetradecanoico (44; n= 12) 512,766 
Éster metílico del ácido tetradecanoico (45; n= 12) 512,766 
Ácido 9-tetradecenoico (46; n= 5, m= 5) 518,916 
Tricosano (40; n= 20) 346,520 
Éster etílico del ácido 13-formiltridecanoico (73) 272,265 
1-Tridecanol (42; n= 11)  83,700 
Trioleina (58) 192,627 
Éster metílico del ácido 10-undecenoico (72) 192,627 
Tetradecano (40; n= 11)  79,940 
 
Tabla III-8. Factores de respuesta en GC-MS usados en la cuantificación de los 
componentes volátiles de Penicillium roqueforti. 
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III-5.2. Aislamiento e identificación 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 
descomposición (Figura III-41). Las colonias en desarrollo fueron aisladas y repurificadas a través 
de placas de Petri en medio sólido 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 Química Orgánica 
II, Departamento de Química de la ULPGC.  

 
 

             
  

Figura III-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/ l) 
Gelatina hidrolizada 
Glucosa 
Peptona 
Extracto de levadura 
Ágar bacteriológico1 

  1,0 l 
  1,0 g 
  5,0 g 
  0,1 g 
  0,1 g 
12,0 g 

Agua marina (35 g/ l) 
Gelatina hidrolizada 
Glucosa 
Peptona 
Extracto de levadura 
Ágar bacteriológico1 

   1,0 l 
   1,0 g 
   5,0 g 
   1,0 g 
   1,0 g 
 12,0 g 

       1 Usado para la preparación del medio sólido 
 
Tabla III-9. Composicion del medio de cultivo KMV utilizado para organismos 
heterotróficos. 
 
 
III-5.3. Cultivo masivo del hongo 
 

La producción de la biomasa fúngica se realizó en un sistema estático de cultivo, en cajas 
de plástico de (83 x 46 x 18) cm, conforme a la Figura III-42. El medio utilizado para la 
producción fúngica 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 l por caja). Tras 10 a 12 
días de cultivo, la parte sólida sobrenadante fue recolectada y separada por filtración. El caldo 
colado se guardó en frigorífico para su posterior extracción liquido-liquido.  
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Figura III-42. Vista superior del cultivo masivo de Penicillium roqueforti. 
        

 
III-5.3.1. Análisis químico del caldo de cultivo 
 

Doce litros de caldo de cultivo se extrajeron en embudo de decantación con 2,5 l de 
CH2Cl2 (x3) para obtener 175 mg de un extracto bruto (Pr-L-0) el cual fue sometido al esquema 
de partición descrito anteriormente (Figura III-15). 

El espectro de 1H-RMN delató siete protones de ácidos carboxílicos a δ 12,5- 11,2; 
aromáticos a δ 8,5- 7,0; olefínicos a δ 5,9- 5,0; geminales a heteroátomos a δ 4,3- 3,5 y alifáticos a 
δ 3,0- 0,6. 

Dicho extracto bruto se disolvió en 20 ml de agua y 180 ml de MeOH y se extrajo en 
embudo de decantación con hexano hasta que éste resultó incoloro (10 extracciones). La 
evaporación del disolvente dió 106 mg de la fracción liposoluble (Pr-L-1). 

A la fracción hidrosoluble se le añadió más agua (160 ml) para obtener una fase acuosa de 
composición 50 % H2O– 50 % MeOH que se reextrajo con CH2Cl2 (x3) para dar las fracciones 
Pr-L-2 (soluble en CH2Cl2, 52 mg) y Pr-L-3 (17 mg). 

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

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

 
______________________________________________________________________ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    1 
    2 
    3 
    4 roja a 365 nm 
    5 azul a 365 nm 
    6 

 
Figura III-43. Cromatografías analíticas - en capa fina y HPLC - de la fracción Pr-L-1. 
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En el espectro de 1H-RMN de esta mezcla se detectaron protones aromáticos ( 7,70 y 
7,53), olefínicos (δ 5,38), geminales a heteroátomos ( 4,31) y los propios de cadenas 
hidrocarbonadas alifáticas (δ 2,9- 0,7). 

En el espectro de 13C-RMN se observaron carbonos carbonílicos (δ 178,187), aromáticos 
(δ 167,753), olefínicos (δ 130,939 y 128,859), geminales a heteroátomos (δ 77,543- 65,914) y de 
cadenas alifáticas (δ 37,469- 14,132). 

La mezcla se sometió 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. 
 
 

Fracción Pr-L-1-1 
 

Se trata de un aceite incoloro (50 mg). Por espectroscopía de 1H-RMN sólo se observan 
señales a δ 0,85- 1,86 por lo que se sospecha que se trata de una mezcla de alcanos. Un estudio 
por GC-MS permitió identificar y cuantificar los siguientes componentes volátiles: 
 

Pentadecano, C15 (40; n= 12; Tr= 13,990; 0,037 mg) 
Heptadecano, C17 (40; n= 14; Tr= 15,642; 0,030 mg) 
Eicosano, C20 (40; n= 17; Tr= 17,393; 0,063 mg) 
Ciclo-ProLeu (80; Tr= 17,56; 0,211 mg) 
Heneicosano, C21 (40; n= 18; Tr= 18,327; 0,141 mg) 
Docosano, C22 (40; n= 19; Tr= 18,978; 0,142 mg) 
Tricosano, C23 (40; n= 20; Tr= 19,744; 0,250 mg) 
Hexacosano, C26 (40; n= 23; Tr= 23,242; 1,766 mg) 
Heptacosano, C27 (40; n= 24; Tr= 25,07; 0,588 mg) 
 
Ello dió un total de 46,772 mg de material no volátil que se le asignó a los alcanos de más 

alto peso molecular, las cuales, o no se volatilizaron a la temperatura del inyector usada o se 
salieron del tiempo de análisis prefijado en el método.  

 
 
Fracción Pr-L-1-2 

 
Se trata de un aceite incoloro (50 mg). Por 1H-RMN se observaron protones aromáticos (δ 

7,70 y 7,53), olefínicos ( 5,48- 5,26), geminales a heteroátomos ( 4,42), en alfa a carbonilos ( 
2,80), de metilenos/ metinos alifaticos ( 1,83- 1,20) y de metilos (δ 0,96- 0,81). Parece, pues, 
tratarse de una mezcla de ftalatos de alquilo y ácidos grasos insaturados. En efecto, un estudio por 
GC-MS reveló la presencia de los siguientes compuestos volátiles: 
  

Ftalato de dibutilo (83; n= 3; Tr= 17,649; 5,126 mg) 
Éster metílico del ácido 7,10-octadecadienoico (52; n= 6, m= 5; Tr= 18,378; 0,178 mg) 
Éster octadecílico del ácido hexadecanoico (66; Tr= 18,646; 0,251 mg) 
Éster 2-(octadeciloxi) etílico del ácido hexadecanoico (70; Tr= 19,106; 0,119 mg) 
Ácido (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= 5; 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 volátil que se asignó, por espectroscopía 

de 1H-RMN, a una mezcla de ftalatos de alquilo de mayor tamaño molecular y a ácidos 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 análisis prefijado en el método. En efecto, por recromatografía de esta 
fracción a través de sílica, 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 1H-RMN, se le asignó la 
estructura del ftalato de dinonilo (83; n= 8):  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 fracción liposoluble-2 (Pr-L-2) 
 

Se obtuvieron 52 mg de una mezcla que por TLC analítica se reveló como ocho 
sustancias, coindidiendo los Rfs con cinco componentes de la fracción anterior Pr-L-1). 
 El espectro de 1H-RMN presentó protones aromáticos ( 7,78- 7,47),  geminales a 
heteroátomos  (δ 4,28 por un lado y 3,90- 3,15 por otro) y típicos de cadenas hidrocarbonadas 
saturadas (δ 2,50- 0,75). Sospechándose, pues, en la presencia de ftalatos y componentes lipídicos 
saturados. Un análisis por GC-MS de esta fracción permitió identificar/ cuantificar los siguientes: 

 
Éster (2-pentadecil-1,3-dioxolan-4-il) metílico del ácido hexadecanoico  (61; Tr= 12,154; 
0,0088 mg) 
2-Butil-1-octanol (43; n= 3, m= 3; Tr= 12,519; 0,0025 mg) 
Ácido 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) 
Éster 3-(octadeciloxi) propílico del ácido esteárico (67; Tr= 17,948; 0,0024 mg) 
9-Octadecenamida (51; Tr= 18,358; 0,0181 mg) 
Ácido (E)-9-octadecenoico (50; Tr= 19,814; 0,0087 mg) 
 
Con un peso total de 50,5294 mg de material no volátil que se le asignó por 

espectroscopía de 1H-RMN a una mezcla de ftalatos y componentes lipídicos saturados del tipo de 
los anteriores aunque de mayor tamaño molecular que, como antes, o no se volatilizaron a la 
temperatura del inyector usada o se salieron del tiempo de análisis prefijado en el método. Así, 
por recromatografía en columna, se separaron distintas fracciones enriquecidas en: a) alcanos (40; 
 1,62- 0,77), b) ftalato de dinonilo {(83; n= 8):  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) ácidos grasos libres 
saturados (44;  1,85- 0,80) e) 1-alcanoles saturados (42 y 43;  3,80- 3,50; 1,85- 0,80). 

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

 
La fracción bruta (17 mg) presenta un espectro de 1H-RMN que desplaza protones 

geminales a heteroátomos (δ 4,10- 3,15), de grupos –NH2 ( 3,03) y de cadenas alifáticas (δ 2,50- 
0,75). 
 Un análisis por GC-MS de esta fracción permitió identificar/ cuantificar los siguientes 
componentes lipídicos volátiles: 
 
 (E)-3,7-dimetil-2,6-Octadienal (74; Tr= 12,179; 0,079 mg) 

Pentadecano, C15, (40; n= 12; Tr= 13,992; 0,005 mg) 
9-Octadecenamida (51; Tr= 18,366; 0,0489 mg) 
Ácido (E)-9-octadecenoico (50; Tr= 19,809; 0,03 mg) 
Éster mono(2-etilhexil) del ácido hexanedioico (82; Tr= 20,714; 0,143 mg) 
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Ello da un total de 16,694 mg que, por 1H-RMN, que se asignó a una mezcla de glicéridos 

insaturados ( 5,46- 5,14; 4,37- 4,06; 2,53- 2,23; 1,84- 0,80) y compuestos polihidroxílicos ( 
4,10- 3,15) que, como antes, o no se volatilizaron a la temperatura del inyector usada o se salieron 
del tiempo de análisis prefijado en el método. 

 
 

III-5.3.2. Estudio del micelio 

 
Se obtuvieron 89,9 g de micelio húmedo. Este se extrajo por maceración en CH2Cl2 (x3, 

24 h c/ u, temperatura ambiente). Después de la filtración, evaporación y desecación (vacío) se 
obtuvieron 14,804 g de extracto bruto. El espectro de 1H-RMN, de esta mezcla de sustancias 
informó de la presencia de protones aromáticos (δ 8,4- 7,2), protones olefínicos (δ 6,6- 5,0), 
protones geminales a heteroátomos (δ 4,0- 3,2) y de cadenas hidrocarbonadas típicas (δ 3,0- 0,8). 
Éste se sometió al esquema de partición descrito en la Figura III-16. 

Así, se disolvió en 200 ml de CH2Cl2  y sometió a reparto en un embudo de decantación 
con otros 200 ml de H2O. La fase orgánica se separó y la acuosa se reextrajo con CH2Cl2 (x3). Las 
fases orgánicas se reunieron para dar 1,637 g de la fracción liposoluble bruta (Prm-L-0). El 
espectro de 1H-RMN de esta mezcla delata la presencia de protones olefínicos (δ 5,8- 5,0), 
geminales a heteroátomos (δ 4,0- 3,0) y cadenas hidrocarbonadas tipicas (δ 3,0- 0,8). 

Finalmente, la fracción liposoluble se repartió 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 fracción 
hidrosoluble (Prm-H-0).  

 
 Estudio de la fracción liposoluble-1 (Prm-L-1) 

 
Supuso 540 mg de un aceite incoloro que, por TLC analítica, se presentó como una 

mezcla de 5 sustancias mayoritarias. Por GC-MS se identificaron/ cuantificaron las siguientes 
sustancias volátiles: 

 
 2-Hexil-1-decanol (43; n= 5, m= 5; Tr= 15,670; 0,083 mg) 

Éster metílico del ácido pentadecanoico (45; n= 13; Tr= 16,622; 0,61 mg) 
 Ftalato de bis (2-metilpropilo) (84; n= 1; Tr= 17,008; 1,179 mg) 

Éster metílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (47; n= 5, m= 7; Tr= 17,175; 0,316 mg) 
Éster metílico del ácido hexadecanoico (45; n= 14; Tr= 17,302; 12,16 mg) 
Ftalato de dibutilo (81; Tr= 17,662; 5,66 mg) 
Éster metílico del ácido heptadecanoico (45; n= 15; Tr= 17,942; 0,44 mg) 
Éster metílico del ácido 8,11-octadecadienoico (52; n= 5, m= 6; Tr= 18,403; 8,060 mg) 
Éster metílico del ácido 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 volátil. 

Como antes, o no se volatilizaron a la temperatura del inyector usada o se salieron del tiempo de 
análisis prefijado en el método. Su espectro de 1H-RMN delató protones aromáticos ( 7,7 (m); 
7,5 (m); un sistema AB a δ 6,8- 6,0, protones olefinicos (δ 5,6- 5,0), protones geminales a 
heteroátomos (δ 4,1- 3,0) y cadenas hidrocarbonadas (δ 3,0- 0,5). En su espectro de 13C-RMN se 
observaron carbonos carbonílicos (δ 178- 173), carbonos olefínicos (δ 142- 116), carbonos 
geminales a heteroátomos (δ 83- 60) y carbonos saturados típicos de cadenas hidrocarbonadas (δ 
56- 11). Esto parece indicar la presencia abundante de ftalatos de alquilo, peróxido del ergosterol 
y triglicéridos insaturados. 
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 Se procedió a una filtración a través de Sephadex LH-20 lipofílico eluyendo con CH2Cl2: 
MeOH (1: 1), lo que rindió tres fracciones que se muestran homogéneas por CCF: 
 
  Prm-L-1-a (290 mg) 
  Prm-L-1-b (105 mg) 
  Prm-L-1-c (110 mg) 
 
 La mezcla Prm-L-1-a se fraccionó 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 continuación. 
 

Prm-L-1-a-1: 
 
Se trata de 45 mg de un aceite en el que, por GC-MS, se identificaron las siguientes 

sustancias volátiles: 
 
Ftalato de dietilo (83; n= 1; Tr= 15,064; 0,205 mg) 
Octadecano (40; n= 15; Tr= 16,418; 0,2 mg) 
Éster metílico del ácido hexadecanoico (45; n= 14; Tr= 17,297; 1,891 mg) 
Ftalato de dibutilo (81; Tr= 17,653; 0,923 mg) 
Éster metílico del ácido heptadecanoico (45; n= 15; Tr= 17,933; 0,12 mg) 
Éster metílico del ácido 8,11-octadecadienoico (52; n= 5, m= 6; Tr= 18,391; 3,62 mg) 
Éster metílico del ácido 16-metilheptadecanoico (57; Tr= 18,558; 1,04 mg) 
Éster (Z,Z)-9-octadecenílico del ácido 9-octadecenoico (64; Tr= 19,817; 0,47 mg) 
Ftalato de dioctilo (83; n= 7; Tr= 26,41; 0,492 mg) 
 
Ello dió un total de 36,039 mg de material no volátil, presumiblemente formado por 

componentes que, como antes, o no se volatilizaron a la temperatura del inyector usada o se 
salieron del tiempo de análisis prefijado en el método. Éste se identificó, por integración del 
espectro de 1H-RMN, como una mezcla (1,0: 1,6) de peróxido del ergosterol (86) { 6,55- 6,14 
(sistema AB característico)} y triglicéridos insaturados del tipo de la trioleína (58) { 5,28 (m); 
4,34- 4,01 (dos dd característicos); 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 volátiles: 
 

 Éster metílico del ácido 9-oxo-nonanoico (71; Tr= 13,687; 3,42 mg)  
 Éster metílico del ácido 10-undecenoico (72; Tr= 13,830; 0,23 mg) 

Éster metílico del ácido tetradecanoico (45; n= 12; Tr= 15,898; 0,07 mg) 
Éster metílico del ácido pentadecanoico (45; n= 13; Tr= 16,598; 1,57 mg) 
Éster metílico del ácido hexadecanoico (45; n= 14; Tr= 17,270; 154,73 mg) 
Éster metílico del ácido 11-octadecenoico (47; n= 5, m= 9; Tr= 18,389; 25,38 mg) 
 
Con un peso total de 1,60 mg de material no volátil cuyo componente, como antes, o no se 

volatilizó a la temperatura del inyector usada o se salió del tiempo de análisis prefijado en el 
método. Éste se identificó a partir del espectro de 1H-RMN como peróxido del ergosterol (86) {( 
6,55- 6,14 (dd característico)} del sistema AB producido por los protones vinílicos 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 volátiles: 
 
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) 
Trioleína (58; Tr= 18,389; 0,26 mg) 
Ácido eicosanoico (44; n= 18; Tr= 18,962; 2,78 mg) 
1-Docosanol (42; n= 20; Tr= 22,482; 2,28 mg) 
 
Ello dió un total de 47,065 mg de material no volátil cuyos componentes, o no se 

volatilizaron a la temperatura del inyector usada, o se salieron del tiempo de análisis prefijado en 
el método. Éste se determinó, por 1H-RMN como una mezcla de triglicéridos insaturados del tipo 
de la trioleína (58) { 5,22 (m); 4,35- 3,90 (dos dd característicos); 2,78 (t); 2,33 (t); 2,04 (m); 
1,62 (m); 1,29 (m); 0,91 (m)}. El espectro de 13C-RMN también sostiene esta asignación 
{carbonos carbonílicos a  173,979- 173,948; olefínicos a  130,054- 127,927; geminales a 
oxígenos en la subunidad estructural de glicerol a  72,124- 62,001; y los propios de cadenas 
hidrocarbonadas alifáticas a  34,286- 14,163}. 

En efecto, por recromatografía a través de gel de sílice con hexano-acetato de etilo 98: 2 
se obtuvieron 17 mg de un aceite homogeneo por CCF cuyos datos espectroscópicos fueron 
consistentes con la estructura de la trioleína (58): 

 
I.R (CHCl3).- 3029,48; 3006,99; 1738,68; 1653,08; 1232,81; 1168,45 cm-1 
1H-RMN (CDCl3).-  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+-C18H33O2; 49,16 %); 602,5514 (M+-C18H34O2; 30,03 %); 
265,2749 (C18H33O; 23,14 %); 55,0413 (100 %). 

13C-RMN (300 MHz, CDCl3).-  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 fracción Prm-L-1-b (105 mg) es una mezcla de, al menos, seis sustancias, hecho que 
se revela por TLC analítica. Por HPLC, sin embargo, se separaron diez sustancias mayoritarias, de 
las que fueron identificadas por GC-MS sólo los siguientes componentes volátiles: 
 
 Éster metílico del ácido hexadecanoico (45; n= 14; Tr= 17,288; 5,01 mg) 
 Ftalato de dibutilo (81; Tr= 17,647; 2,631 mg) 
 Éster metílico del ácido 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 abordó 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 semisólido cuyo análisis por GC-MS permitió identificar/ 
cuantificar las siguientes sustancias volátiles: 

 
1-Hexadeceno (41; n= 13; Tr= 14,845; 0,96 mg) 
Éster metílico del ácido pentadecanoico (45; n= 13; Tr= 16,584; 0,67 mg) 
6, 10, 14-trimetil-2-pentadecanona, (77; Tr= 16,711; 1,43 mg) 
Éster metílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (47; n= 5, m= 7; Tr=17,145; 34,08 mg) 
Éster metílico del ácido 7,10,13-eicosatrienoico (54; Tr= 19,542; 12,6 mg) 
Éster metílico del ácido 6,9,12,15-docosatetraenoico (55; Tr= 20,205; 7,73 mg) 
Éster etílico del ácido (Z,Z)-9,12-eicosadienoico (linoleico) (53; Tr= 21,454; 6,18 mg) 
Éster 2,3-dihidroxipropílico del ácido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (63; Tr= 22,143; 4,4 

mg) 
Éster metílico del ácido docosanoico (45; n= 20; Tr= 22,244; 0,46 mg) 

 Éster metílico del ácido tetracosanoico (45; n= 22; Tr= 25,823; 1,14 mg) 
 

Con un peso total de 8,35 mg de material no volátil cuyos componentes, como antes, o no 
se volatilizaron a la temperatura del inyector usada o se salieron del tiempo de análisis prefijado 
en el método. Un estudio de la curva integral del espectro de 1H-RMN de esta fracción indica que 
se trata de una mezcla 1,0: 2,3: 0,4 de ftalatos de n-alquilo (83) { 7,74- 7,45 (dos dd 
característicos); 4,3 (4H t característico}; peróxido del ergosterol (86) y 9(11)-dehidroperóxido 
del ergosterol (87) { 6,55- 6,20 (dos sistemas AB característicos ligeramente desplazados el uno 
del otro); 5,43- 5,10 (m, protones vinílicos); 3,96 (m característico de H geminal a hidroxilo en C-
3}; 2,14- 0,60 (m, x CH2; y CH3). Estas deducciones vienen confirmadas por el espectro de 13C-
RMN, en el que se observan carbonos carbonílicos ( 179,440); aromáticos ( 167,80); olefínicos 
( 135,000- 126,000); geminales a átomos de oxígeno ( 82,000- 65,000); y metinos/ metilenos/ 
metilos ( 55,000- 12,500). 

 
Prm-L-1-b-2:  

 
Se trata de 23 mg de un semisólido en el que, mediante un análisis por GC-MS, se 

identificaron/ cuantificaron las siguientes sustancias volátiles: 
 
Éster metílico del ácido 9-oxo-nonanoico (71; Tr= 13,680; 0,1500 mg) 
Éster 1-(hidroximetil)-1,2-etanodiílico del ácido tetradecanoico (59; Tr= 14,751; 0,0501 
mg) 
1-Hexadeceno (41; n= 13; Tr= 14,842; 0,2276 mg) 
Éster metílico del ácido tetradecanoico (45; n= 12; Tr= 15,882; 0,094 mg) 
Ácido (Z)-3-octil-oxiranoctanoico (48; Tr= 16,220; 0,045 mg) 
Éster metílico del ácido pentadecanoico (45; n= 13; Tr= 16,595; 0,436 mg) 
Éster metílico del ácido 14-metilpentadecanoico (56; Tr= 17,267; 14,39 mg) 
Éster metílico del ácido heptadecanoico (45; n= 15; Tr= 17,908; 0,308 mg) 
Éster metílico del ácido 11-octadecenoico (47; n= 5, m= 9; Tr= 18,382; 0,7964 mg) 
Éster metílico del ácido octadecanoico (45; n= 16; Tr= 18,522; 1,46 mg) 
 
Resultando un total de 5,0429 mg de material no volátil constituido por componentes que, 

como antes, o no se volatilizaron a la temperatura del inyector usada o se salieron del tiempo de 
análisis prefijado en el método. Un estudio de la curva integral del espectro de 1H-RMN de esta 
fracción 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 peróxido del ergosterol (86) y del 9(11)-dehidroperóxido del 
ergosterol (87) { 6,65- 6,21 (dos sistemas AB característicos, ligeramente desplazados); 5,45-  
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5,02 (m, protones vinílicos); 3,97 (m característico de H geminal a hidroxilo en C-3}; 3,68 
(protón hidroxílico); 2,42- 0,72 (m, metilenos y metilos). Esta fracción se sometió a  HPLC 
semipreparativa (fase normal, hexano-acetato de etilo, 80: 20), lo que rindió unos 3 mg del 
peróxido del ergosterol puro (86): 

 
P.f.= 177- 179 ºC 
IR (CHCl3).- 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 (22-trans) cm-1. 
EM m/ 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 %). 
1H-RMN (250 MHz, CDCl3).- 6,58- 6,11 (2H, sistema AB característico, CH=CH); 5,17- 

5,00 (2H, m, C=CH); 3,98 (1H, m, CH-OH); 2,15- 1,19 (20H, m, CH y CH2); 1,08- 0,74 (18H, 
CH3). 

13C-RMN (250 MHz, CDCl3).- 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 fracción Prm-L-1-c 

 
 Consistió en 110 mg de un material aceitoso que se mostró como una mezcla de seis 
sustancias por TLC analítica. Un análisis por GC-MS permitió identificar/ cuantificar los 
siguientes componentes volátiles: 
 
 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) 
 Éster metílico del ácido hexadecanoico (45; n= 14; Tr= 17,290; 5,78 mg) 
 Ftalato de dibutilo (81; Tr= 17,647; 7,518 mg) 
 Éster metílico del ácido octadecanoico (45; n= 16; Tr= 18,552; 0,86 mg) 

Ácido (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 dió un total de 93,936 mg de material no volátil que, por HPLC semipreparativa, se 
fraccionó en dos, a saber, la fracción Prm-L-1-c-1 y la fracción Prm-L-1-c-2. 
 

Prm-L-1-c-1 
 

Consistió en 55 mg de una sustancia sólida de color blanco que se identificó de nuevo 
como el peróxido del ergosterol (86) por sus constantes fisicoquímicas y datos espectroscópicos: 

P.f.= 178- 180 ºC (cristalizado a partir de metanol) 
[]D

20ºC(CHCl3, c 1,24 )= -25º 
IR (CHCl3).- 3618,18; 3024,99; 1603,24; 1461,19; 1377,92; 1221,18; 1208,93; 973,53 

(22-trans) cm-1. 
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 (fórmula): 428,32890 (C28H44O3); 410,31140 (C28H42O2); 396,33612 
(C28H44O); 303,19601 (C19H27O3). 

1H-RMN (250 MHz, CDCl3).- 6,58- 6,19 (2H, sistema AB característico, 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 CH2); 1,08- 
0,75 (18H, CH3). 



CCaappííttuulloo  IIIIII  
 

163

1H-RMN (400 MHz, CDCl3).- Ver la tabla III-3. 
13C-RMN (250 MHz, CDCl3).- 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. 

13C-RMN (400 MHz, CDCl3).- Ver tabla III-3. 
 
 Prm-L-1-c-2 

 
50 mg de un semisólido en el que, por GC-MS, han sido identificados algunos 

componentes volátiles minoritarios: 
 

1-Pentadeceno (41; n= 12; Tr= 13,972; 0,098 mg) 
1-Eicosanol (42; n= 18; Tr= 16,327; 0,073 mg) 
Éster metílico del ácido 2-octil-ciclopropanododecanoico (49; Tr= 16,509; 0,63 mg) 
Éster (Z,Z)-9-octadecenílico del ácido 9-octadecenoico (64; Tr= 19,769; 0,533 mg) 
 
Con un peso total de 48,666 mg de material no volátil que, como antes, o no se volatilizó a 

la temperatura del inyector usada o se salieron del tiempo de análisis prefijado en el método. Un 
estudio del espectro de 1H-RMN indica que, de nuevo, se trata del peróxido del ergosterol (86) { 
6,57- 6,17 (2H, sistema AB característico, 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 CH2); 1,09- 0,72 (18H, CH3)}. 
 

 Estudio de la fracción liposoluble-2 (Prm-L-2) 
 

Se obtuvieron 710 mg de este material, con aspecto de semisólido. Por CCF analítica, se 
observan 5 sustancias mayoritarias.  Su espectro de 1H-RMN desplazó protones aromáticos (δ 8,4- 
6,91), olefínicos (δ 5,54- 5,22), geminales a heteroátomos (δ 4,51- 3,49) y los propios de cadenas 
hidrocarbonadas saturadas (δ 2,84- 0,75). El espectro de 13C-RMN delató carbonos carbonílicos (δ 
173,529), aromáticos ( 146,419- 142,103), olefínicos (δ 132,305- 127,880), geminales a 
heteroátomos ( 76,642- 54,439) y típicos de cadenas hidrocarbonadas alifáticas ( 42,825- 
14,117). Estos datos indican la presencia de una mezcla de hidrocarburos aromáticos, 
endoperóxidos y triglicéridos poliinsaturados. 

Esta fracción se filtró a través de Sephadex (LH-20 lipofílico), lo que originó las 
siguientes subfracciones: Prm-L-2-a, Prm-L-2-b, Prm-L-2-c 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 sólo dos componentes volátiles, presentes a nivel traza: 
 
Ftalato de dibutilo (81; Tr= 17,657; 0,048 mg) 
Éster metílico del ácido (Z)-13-docosenoico (erucico) (46; n= 7, m= 11; Tr= 19,816; 
0,034 mg) 
 

Ello dió un total de 34,918 mg de material no volátil que, como antes, o no se volatilizó a 
la temperatura del inyector usada o se salieron del tiempo de análisis prefijado en el método. Un 
estudio del espectro de 1H-RMN ( 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 volátiles 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) 
Éster etílico del ácido 13-formiltridecanoico (73; Tr= 18,352; 0,0988 mg) 
Éster 2-hidroxi-1-(hidroximetil) etílico del ácido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico (62; Tr= 
18,811; 0.0637 mg) 
Éster 2-(octadeciloxi) etílico del ácido 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= 5; Tr= 22,745; 0,382 mg) 
Ftalato de dioctilo (83; n= 7; Tr= 26,395; 0,316 mg) 
 
Por HPLC analítica (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 sólido blanco que cristaliza a partir de metanol para dar cristales 

con p.f.= 171- 176 ºC y []D
20= -9.7 (CHCl3, c 1,2). En su espectro IR se observan grupos 

hidroxilos a 3400,00 cm-1. Por el resto de sus datos espectroscópicos (fundamentalmente la 
integral del espectro de 1H-RMN a 400 MHz, en la zona de los dos sistemas AB que se resuelven 
en el intervado  6,55- 6,15 se identificó como una mezcla 79: 21 del peróxido del ergosterol (86) 
y el 9(11)-dehidroperóxido del ergosterol (87). De nuevo, esta deducción se confirma mediante el 
espectro de 13C-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  
125,000; 130,784; 130,970; 132,337; 135,240; 135,442; así como por el espectro de masas de alta 
resolución en el que se puede apreciar picos a m/ z 428,32761 (4,7 %; calculado para C28H44O3 
428,32905); 426,31196 (1,5 %; calculado para C28H42O3 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 análisis 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) 
Éster tetradecílico del ácido (Z)-9-hexadecenoico (65; n= 5; Tr= 16,501; 0,1400 mg) 
 
Ello dió un total de 29,94 mg de material no volátil que, como antes, o no se volatilizó a la 

temperatura usada del inyector o se salieron del tiempo de análisis prefijado en el método. Por 
espectroscopía de 1H-RMN, se revela como una mezcla de ceras esteroidales insaturadas ( 5,56- 
5,03 (C=CH); 4,81- 4,57 (COOCH); 2,84-2,64 (C=C-CH2-C=C); 2,15- 1,40 (CH2COO, CH y CH2 
de esqueletos esteroidales); 1,38- 1,11 (CH2, intensa, cadenas hidrocarbonadas largas); 1,04- 0,72 
(CH3, intensa, metilos angulares de esqueletos esteroidales). Los intentos de separación de éstos 
resultaron infructuosos. 
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Prm-L-2-c 
 

Se trata de 109 mg de un material semisólido en el que, por análisis GC-MS, se detectaron 
los siguientes componentes volátiles: 

 
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 fracción contiene 107,1924 mg de componentes no volátiles que, 

como antes, o no se volatilizaron a la temperatura usada del inyector o se salieron del tiempo 
de análisis 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 1H-RMN se desplazan 
señales propias de ceras estructuralmente análogas a las identificadas por GC-MS en otras 
fracciones (64-67) ( 5,57- 5,26 (C=CH); 4,81- 4,54 (COOCH); 2,83- 2,69 (C=C-CH2-C=C); 
2,21- 1,48 (CH2CO, C=C-CH2); 1,43- 1,19 (CH2, intensa, cadenas hidrocarbonadas largas); 
1,01- 0,74 (CH3 terminales). 

 
Prm-L-2-c-2 

 
Se trata de 83 mg de un material semisólido en el que se identificó un solo componente 

volátil por análisis GC-MS: 
 
Éster dibutílico del ácido  hexanodioico (81; Tr= 15,602; 0.039 mg) 
 
Ello dió un total de 82,961 mg de material no volátil cuyos componentes, o no se 

volatilizaron a la temperatura usada del inyector o se salieron del tiempo de análisis prefijado en 
el método. Estos componentes se identificaron por integración del espectro de 1H-RMN como una 
mezcla 1,0: 2,0 de ftalatos de n-alquilo (83; n> 7) { 7,73 (2H, dd); 7,53 (2H, dd); 4,24 (4H, t)} y 
peróxido del ergosterol (86) { 6,57- 6,17 (2H, sistema AB característico, CH=CH); 5,21 (2H, m, 
C=CH); 4,10 (1H, m, CH-OH); 2,17- 1,10 (m, CH y CH2 del esqueleto esteroidal); 1,09- 0,72 
(CH3 angulares)}. 

 
Prm-L-2-d 

 
 Se trata de 105 mg de un aceite viscoso en el que, por análisis GC-MS, se pusieron de 
manifiesto los siguientes componentes volátiles: 

 
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) 
Éster metílico del ácido pentadecanoico (45; n= 13; Tr= 16,622; 0,036 mg) 
Éster metílico del ácido hexadecanoico (45; n= 14; Tr= 17,290; 1,97 mg) 
9-Octadecenamida (51; Tr= 18,366; 0,85 mg) 
Éster metílico del ácido 8,11-octadecadienoico (52; n= 5, m= 6; Tr= 18,389; 1,0 mg) 
Éster metílico del ácido octadecanoico (45; n= 16; Tr= 18,556; 0,54 mg) 
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Tricosano (40; n= 20; Tr= 19,753; 0,53 mg) 
 Éster eicosílico del ácido (Z)-9-octadecenoico (65; n= 7; Tr= 19,817; 0,86 mg) 
 

Con un total de 98,99 mg de material no volátil cuyos componentes, o no se volatilizaron 
a la temperatura usada del inyector o se salieron del tiempo de análisis prefijado en el método. Por 
análisis del espectro de 1H-RMN parece estar constituido por una mezcla de fenoles aldehídicos 
{ 12,29; 12,10; 9,88; 7,91- 7,50; 7,15- 6,67} y ceras. Éste se purificó por CC a baja presión (gel 
de sílice, hexano-acetato de etilo, 90: 10) lo que rindió la fracción Prm-L-2-d-1 (25 mg), 
homogenea por CCF. Esta se cristalizó a partir de metanol para dar prismas incoloros de 4-
hidroxibenzaldehido (78): 

 
P.f..- 118- 119 ºC (Metanol). 
I.R (CHCl3).- 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-1. 
1H-RMN.- Ver tabla III-5 
13C-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 fracción liposoluble-3 (Prm-L-3) 
 
Se obtuvo como un aceite viscoso (380 mg) cuyo espectro de 1H-RMN (DOCD3) delata 

que se trata de uno o varios compuestos polihidroxílicos {= 5,16 (1H, s ancho; 4,05- 3,35 (6H, 
m)}. Este material se purificó por HPLC semipreparativa en fase reversa, lo que originó la 
fracción Prm-L-3-1 (310 mg). Esta también se analizó por GC-MS, lo que permitió identificar/ 
cuantificar las siguientes sustancias volátiles: 

 
Benzofenona (79; Tr= 15,554; 1,5 mg) 
1-Eicosanol (42; n= 18; Tr= 16,357; 1,66 mg) 
Ácido 9-tetradecenoico (46; n= 5, m= 5; Tr= 16,538; 1,0054 mg) 
Éster (2-fenil-1,3-dioxolan-4-il) metílico del ácido (Z)-9-octadecenoico (60; Tr= 20,724; 
0,38 mg) 
   
Ello dió un total de 305,45 mg de material no volátil cuyos componentes, o no se 

volatilizaron a la temperatura usada en el inyector o se salieron del tiempo de análisis prefijado en 
el método. Por análisis del espectro de 1H-RMN parece estar constituido por uno o varios 
monosacáridos en su forma de -piranosa { 5,10 (1H, d, J= 3,6 Hz, CH anomérico); 3,83- 3,21 
(9H, m, CH+CH2 geminales a grupos OH)}; el espectro de 13C-RMN (DOCD3) también apoyó 
dicha deducción ( 94,948 para el carbono anomérico y 74,442- 54,716 para los otros carbonos). 

Mediante un análisis de esta fracción por HPLC con una columna Shodex OH Pak SB806 
HQ termostatada a 30 ºC (agua con un 0,05 % de NaN3 como eluyente a un flujo de 1,0 ml/ min. y 
un detector de índice de refracción) después de filtrarla a través de un cartucho Sep-Pak C18 de 
Waters resultó estar constituida por dos componentes, uno minoritario (30,63 %) cuyo tiempo de 
retención (Tr= 11,481 min.) coincide con el del D-(-)-manitol {una inyección mixta de nuestra 
fracción Prm-L-3-1 con una muestra auténtica de D-(-)-manitol presentó 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 retención (Tr= 12,711) no coincidió con muestras 
auténticas de monosacáridos comerciales como D-(+)-Glucosa (Tr= 11,481) o D-(+)-Manosa (Tr= 
11,188). 

Un estudio más detallado de esta sustancia supuso su purificación por recromatografía en 
columna de fase reversa (Merck, Lobar LiChroprep RP-18, 40- 63 m; acetonitrilo: metanol: 
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agua, 80: 18: 2; CCF analítica con placas Merck RP-18F254S) y comparación de sus espectros de 
1H-RMN y 13C-RMN (Tabla III-7) con los de patrones. Ello confirmó las deducciones anteriores 
observándose el espectro de la sustancia minoritaria {coincidente con el del D-(-)-manitol} 
superpuesto al del desconocido monosacárido en su forma de piranosa. Es por ello que se le ha 
asignado la estructura de D-(-)-manitol (89) a dicha sustancia minoritaria. A continuación se 
abordó la identificación de la mencionada “sustancia mayoritaria”. Una comparación de sus 
espectros de 1H-RMN y 13C-RMN con los de la D-(+)-glucosa, el clorhidrato de la D-(+)-
glucosamina y las sales sódicas de la -D-glucosamina 2(N)-sulfato y la -D-glucosamina-1-
fosfato (Tabla III-7) confirma que se trata de una hexosa en su forma cíclica - piranosa -,  
distinguiendose de las anteriores, fundamentalmente, en la posición de las señales 
correspondientes al carbono anomérico a  94,9481 y un protón que se desplaza en forma de un 
doble doblete a  3,4685 (Jae= 3,6 Hz; Jaa= 9,8 Hz). En este sentido, tanto el espectro 1H-1H-
COSY como el TOCSY y el NOESY muestran una clara correlación entre el protón anomérico a 
 5,0998 y el mencionado doble doblete a  3,4685. Ello permite asignar esta señal al protón 
unido al carbono 2 del anillo de piranosa, el cual, por otro lado, se acopla con el protón enlazado 
al carbono 3 con una constante de acoplamiento trans-diaxial de 9,8 Hz. 

El espectro de masas de alta resolución (HRMS) de esta sustancia presentó un pico a m/ z 
207,029661 (C6H10O5NP) que corresponde a [M-OOH]+ así como un pico base a m/ z 48,984330 
[POH2]*. Ello informa de que se trata de un compuesto organofosforado. 

 
Determinación del fósforo por el método heteropoliazul ortofosfórico. 
  
Curva de calibrado: Se pesaron, en matraz aforado de 25 ml, 64,2 mg de K2HPO4.3H2O, 

se disolvió en agua y diluyó hasta 25 ml. A partir de ésta, por diluciones progresivas, se 
prepararon tres disoluciones patrón con 102,70; 4,10 y 0,16 μg respectivamente. De estas 
disoluciones se recogieron 10 ml e introdujeron en sendos matraces aforados de 25 ml de agua 
destilada. A continuación se añadieron 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 calentó en un baño de agua a 
95 ºC durante 1 h, se dejó enfriar, se diluyó con agua destilada hasta 25 ml y se midió la 
absorbancia a 830 nm mediante un espectrofotómetro “Thermo Electrón Corporation”. 

Cada fracción (100 ml) del líquido que efluye de la columna en fase reversa (LiChroprep 

RP-18) con el metabolito puro según informa la TLC se llevaron a sequedad en rotavapor y 
redisolvieron en 10 ml de agua destilada. A continuación se añadieron 4 ml del reactivo Mo(V)/ 
Mo(VI) y otros 6 ml de agua destilada. La mezcla se calentó en un baño de agua a 95 ºC durante 1 
h, se dejó enfriar, se diluyó con agua destilada hasta 25 ml y se midió la absorbancia a 830 nm 
mediante el mismo espectrofotómetro. Lecturas directas en la curva de calibrado dieron 
cantidades de K2HPO4.3H2O de 8,44– 13,44 μg (37- 59 μmoles de fosfato o glucosamina N-
fosfatada). Las fracciones eluídas 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 -hexosa con uno de sus hidroxilos (el 
C2-OH) sustituido por un grupo amino fosfatado, según se deduce del espectro de 1H-NMR {C2H 
resuena a  3,4685 en forma de un doble doblete característico (Jae= 3,6 Hz; Jaa= 9,8 Hz)}  (92). 

En este momento están en progreso los trabajos orientados hacia su síntesis y posible 
actividad biológica. 

 
 Estudio de la fracción hidrosoluble (Prm-H-0) 
 

Fracción 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 evaporación del 
disolvente se obtuvieron 1761 mg de un aceite viscoso (Prm-H-0) que se mostró como “muy 
polar” por cromatografía en capa fina en fase normal. En el espectro de 1H-RMN de esta fracción 
bruta se observan protones geminales a heteroátomos (δ 3,83- 3,21) y los típicos de cadenas 
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hidrocarbonadas insaturadas ( 5,32 y 2,31- 0,79). El espectro de 13C-RMN muestra carbonos 
olefínicos ( 130,240- 127,865); geminales a heteroátomos ( 77,590- 54,517) y típicos de 
cadenas hidrocarbonadas alifáticas ( 31,507- 9,598). Se deduce, por tanto, la probable presencia 
de una mezcla de azúcares con impurezas de las fracciones lipídicas anteriores. En efecto, por 
GC-MS se detectaron los siguientes componentes lipídicos volátiles: 
 

Isovalerato de geranilo (75; Tr= 14,005; 10,28 mg) 
Éster tetradecílico del ácido (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 trató de 8,5 mg de un aceite viscoso. Por GC-MS se detectaron en él los siguientes 
componentes volátiles: 
 

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) 
1,1´-[1,2-etanodiilbis(oxi)]-(Z,Z)-bis-9-octadeceno (68; Tr= 13,427; 0,00047 mg) 
Ácido tetradecanoico (44; n= 12; Tr= 14,766; 0,00131 mg) 
9-Octadecenamida (51; Tr= 18,352; 0,00475 mg) 
Éster (Z)-9-octadecenílico del ácido (Z)-9-octadecenoico (64; Tr= 19,796; 0,00401 mg) 
 
Ello dió un total de 8,49 mg de material no volátil cuyos componentes, o no se 

volatilizaron a la temperatura usada del inyector o se salieron del tiempo de análisis prefijado en 
el método. Por análisis del espectro de 1H-RMN parece estar constituido por fosfo- y glicolípidos 
que quedaron sin identificar. 
  

Prm-H-0-2 
 

Se trató de 1670 mg de un material semisólido en el que, por GC-MS, se detectaron los 
siguientes componentes lipídicos volátiles: 

 
Éster (2-pentadecil-1,3-dioxolan-4-il) metílico del ácido 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) 
Ácido pentadecanoico (44; n= 13; Tr= 15,906; 0,22 mg) 
Éster metílico del ácido 14-metil-pentadecanoico (56; Tr= 17,279; 0,61 mg) 
Ácido (Z)-13-Docosenoico (erúcico) (46; n= 7, m= 11; Tr= 19,810; 0,59 mg) 

 
Con un total de 1664,93 mg de material no volátil cuyos componentes, o no se 

volatilizaron a la temperatura usada del inyector o se salieron del tiempo de análisis prefijado en 
el método. Por análisis del espectro de 1H-RMN (DOCD3) parece estar constituido por un 
monosacárido en su forma de piranosa { 5,13 (1H, m, CH anomérico); 3,89- 3,35 (6H, m, 
4CH+1CH2 geminales a O u otros heteroátomos)}. 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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ol5oil Fungi. Academic Press, 534-536 pp. A conunon contaminant in air and often 
isolated rrom suhmates originating from higher temperatures ego compost. The 
species has also been isolated from sea water and wood exposcd to sea water. 1his 
material has been discarded. Report from Or Z. Lawrence. 

Penicillium roqueforti Thom. A widely distributed agent of biodeterioration. 
Description found in Pill, J.1. (1980), The genus Penicillium and ilS teleomorphic 
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IVtVV: 3 .. 2 CAS N O : 2500-59 -6 
E ntry # : 69057 of M A IN L IB 
N I S ' N o : ''''708 O th a .. Databa.ea : E IN ECS 

3 
Oxireneoctanolc Slcld . 3 _octy l _, ....... ethy l es t e .. , t .. ana-
Sl rTl .: 7 4 ... . R .. vSlrn .: 769, P"Ob.: '7 . 30 F O .. rTl .... l a : C"O H 36C>3 
MVV : 3 .. 2 eAS N o : 6 084-76-0 
Entry # : 3 ... 7 ... 0'1' REPLl e 
NIS. N o : 3628 ' O th e .. Datebases : N o n e 

o 

o 

'0' 
•• 0 

o 

o 

o 

3-octil-

o 

o 

o 
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NI S ' Target Spectrurn Search Hi t List 
NIS' Ta rg e l S p ec1.rurn Sea r c h R esu l t a 

Hita Founc:l : 100 

NIS' 'a r gel S p ectrun-l Sea r c h P aralT1 e l e ..- s 
Sear c h fVl o o e ( Forvva rd ) 
fVlln I o n : 
fVlin I nte n s ity : 
Con s tra lnt.s 

fVlVV Ranga: 
N a n-o e Fragm e nt : 
E ' a m a nta in Compo unc:l : 
E l e ", e nl Counts : 

aooo Huella MS del tetrahidro-4-hidroxi-4-metil-2H-Piran-2-
ona (Mevalonato) 

Peak s : 
O lher Dat a b ases : 

Request e d P r e - Searc h : 
Req u .... s t e d F ina l SearC h : 
Searc h .2 Libra rles: 

Tar gat S p ectrurn 
T_r g . ' 

eooo 
100 
A . mai"';!::> 
B . r e p li l::> 

D F'''''' (S"!9 .. .,7_ "1 00"'b ) ., .. 2 _"'8 ... r r .. n Sean : 759 C ... ... n : .. I o n : "1 0e u. R oe : 324aa03 o c 

00 

S p ect r urn (.-om c : 'saturnvv g 'data \rarnes\rnuestras\ Ss- H - 1 
Sea n N o : 759 . T ime : 1 2 . 464 ....... Inutes 

. S M S 

N o a v e r agl n g . B ack g round correct e c:l . 
Cornrn e nt : 1 2 . 4 8 4 mln . Sean : ＷｾＹ＠ c:: n a n : , 
Pei.- Count : , 29 fVlVV : O Formu l a : N o n a 

I O n : "106 u s R I C : 324 880 3 B C 
C A S N o ' N o n a A c qulrad R a nge : 

1 
:2 H - P yra n - 2 - o n a. t e tra hydrO - 4 - hydro xy - 4 - m a thy l -
S lm .: 7 44 . R e v S lm .: 766 . Pro b .: 73 . "1"1 Formul a : C61-1"1003 
MVV : "1 3 0 C A S N o : 5 0 3-4 8_0 
E nlry "11.: 2 0 2301'" R E PL I B 
NI S . N o : "1 8130 "1"1 O th a r D a t a bases: N o n a 

2 
2 H _ P yra n _ 2 _ o ne . t e tra hyd ro_4 _hydro xy _4 _ m e thy l _ 
S im.; 693. R e v S lm.: 804 . P rob.: 7 3 . "1"1 Formu l o : C GH,00 3 
IVIVV "1 30 C A S N o : 15 0 3 _4 8 _0 
E nl r y "1/.: 2022 0 1'" R E PLIB 
NI S ' N o : 7963 1 O th e r D a tobases : N o n a 

3 
2 H - Pyr a n -2-o n e. t e tra hyd r 0-4 - h y droxy - 4 - m e thyl-
S im.: 6510. R e v S im .: 709. P rob .: 73 . 1"1 Formula : C GH"1 0 03 
IVIVV: ' 30 C A S N O : 5 0 3 _48_ 0 
E ntry # : 2 0 2 1 0 1'" R E PLI B 
NI S T N o : 7 9344 O th e r Data bas e S : N One 

2 0 _ 400 

1 

303 

0 _ 

o o 

0 _ 

o o 

OH 

O o 
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SI larget: Spectrurn Search Hit List 
, ..... I S . ' a r gat S p ectr .... n-. S earc ..... R e .. .... l t a 

ｈｉｾ ｳ＠ F o .... nd : 100 

NI S ' ,. arge t S p ectrun-. Searc ..... 
Soa .. e ..... !\II o d a 
Min I O n : 
!\IIin I nle n a lty : 

P a r an-. e t e r a 
N o r ........ al (Fo.-vva rd) , , 

C onat .. alnt. 
!\IIVV R a nga : 
NarT1 8 F r a gn-.e nt : 
E l e rTU''IInt a in COrT1pound : 

a o o o 

Huella MS del ester metílico del ácido eicosanoico 
E l e rT1 0n t Counts : 
P eak s : 
Othe r D a t abeses : 

R e quea t e d Pre-Sea r e h : 
Requeat e d F ine l Sea r e ""' : 
Sea r e "'" 2. L ibra rles : 

,arga t ｓ ｰ ･｣ ｾｲ＠ .... n-. 
T ... ｾＮＬ＠ ... . 
DP 7 ... ( 11 .,.,.,.,_ ., 00_) 

7< 

7._ 
4 ' 

50_"" 

, o , 

6000 
'00 
A . m a ln"b 
B r e ptib 

20 .024 '"nln 

, .. 
, g. ,,, , .. 

Se .. ... 

"7 
' 4 ' 25_"":¡ ,.g 

, a7 .,. ••• n . 
0_ , , Ir Ir 

ao '00 , o .00 • 
S peetrum 1'ro ........ e : \aaturnvvs\data\1'e mee "\mues traa "\a a 6 . 5 - 2. . s m s 
Sean N o : 1 3 4 6. 'ime: 2. 0 . 0 2 4 ........ inutes 
N o ave raging . B ackgro und c orrect e Cl . 

o 

••• 
.ag .g7 

.00 

Co ........ ment: 2. 0 . 0 2.4 min o Sea n : ., 3 4 6 C h e n : ., Ion : 236 u _ RI C : 1723 140 B C 
P a lr C ount: 2 4 2 !\IIVV: o Fo .. mula : N o n e C A S NO: N o n a Acquired Ra n g a : 2.0 _ 400 

, 
E l eosano l c seld . ........ a t ..... yl e ster 
S im.: 784 . R e v $ i ........ . : 846. PrO b .: 89 . 2.3 F o rmula : C2 1 ｈＴｾ ＲＮ ＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮＮ＠ ........... 
M\N : 326 C A S No: 11 2 0 -28 - 1 "'" "'Y'" 
E ntry # : 7 5 4 3 01' R E PLI B 
N I S ' No: 109 4 89 O t ..... er Cata b ase.: F ine , SCA H O C OC E I .....&CS 

2 
E i eossn o l e B e ld . ........ e l ..... yl ,,", s t e r 
S I ........ . : 7 68. R e v S irn .: 8., 9. Pro b .: 89 . 23 F OrI"T1Ula : C2 .,H..,:zq.2 
!\IIVV: 3 28 C A S N o : 11 2 0 _2 8 _ 1 
E ntry # : 7537 o r R E PLIB 
NI S , N o : 7 1 6.24 O t ..... e r D a tabaees : F ina , S CA H O C OC ｅ ｉｎ ｾｓ＠

3 
Eleosa n olc ael d. m o thyl ast e r 
Sim .: 7 41 . R e v S lrn .: 778 . Prob .: 89 . 23 F o rmul a : C2 1 ｈＴ ｾ＠
MVV : 326 C A S N o : 11 2 0 -28 - 1 
E nt.-y # : 7540 0 1' R E PLIB 
NI S ' N o : 1 52eO O t ..... e r Databaeea: Fine , S CA H O D OC ｅ ｉｎ ｾｓ＠

1 

1 
••• 1 

.&0 ...... ,,,.. ] 
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ChrorYlatoqrarYl Plot 

File : "" : \sa1.urn""s\cI ata\f'a I'Tls .. \rn usstraS\Sa5 . 5 - 2 . s m S 
S a,,..,p l e : 8a5. 5 _ 2 
S ean Ra n ga : 1 _ 1 9139 Tll'Tla Ranga: 0 . 00 _ .2.7 . 98 rT1ln . 

' 5 0 

Cromatograma de gases tipico 

' 2. 

, 00 

000 
I 

1I 

02. 

000 

,. ------------------"c ... -::::::::: ______ Ｎ［ Ｇ ｾ＠ .. ｾＬＬ［［Ｚ［［＠
e .UO"T"O . ... · 2 

700 . 70 o •• .. ｾ＠

, 

Oparator : Jua njo 
Data : 22/06/03 1 5 : 48 

Fue _ rr Ｎ ｟･Ｎ･ ｾＲ＠ ......... 

.... 00 

'. 

1 

1 

1 
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NIST Targat Spactrurn Saarch Hit Llst 
NIS' ,orget S p eetrum Seareh R esults 

/-IIlS Found : 100 

NIS' 'orget Speetrum oSeareh 
Seorch ",",ode 
"'"'In I o n : 
Mln Intensity : 
Conatr ... lnt_ 

",",VV Rangs: 
N a me Fr .. gment : 

Pa r ,.. ........ e t ers 
N o rma l (ForvvarCl) , , 
1 aooo 

E l e ........ e nte In Co ........ pound : 
E l e m e nt Co ..... nt s : 
Peake. : 

Huella MS de la N-Butil-bencenosulfonamida 
O tn o r Co t onases : 

Roquested Pro - Bagrcn : 
ReqUeB t a d Fi n a l Soo r e n : 
Saoren 2 Librarles: 

Targe t Speet rum ......... 
OP '4' (340578_ '00_) _._1_1 .rro_ 

.0 ' 00 

6000 
'00 
A. . ........ alnllb 
B . rapllb 

' .0 

203 

200 

Speetrum '-ro m e : \eat .... rn""'e\data\,-amee\ ........ u eetr ... a\sa - I - "1 . s ms 
Sean N o : 1 oes, Ti ........ e : "1 B . 7e6 m inutes 
N o averaging . BaCk ground eorreet ed (E) . 

209 '9' 
2.0 .00 

Co ........ m e nt : "1 6 . 7 66 mln . Sea n : "10ee C h en : "1 I o n : 332 u e RIC : 2EU58 "1 ;- . ES C 

32. 

PSI .... Count: "1 ee M\IV: O For ........ ula : N o n a C A S N O : N o ne A e qulred Ranga : 2 0 _ 400 

, 
Bonzenesu lro n amlde. N -butyl -
SI n--. . 483 . RevSlm.: 920. Pro!:>.: S 4 . 6 4 Forn--. ..... l a : C "1 0 t-t"1 S N 02S 
"'"'vv · 2 ' 3 CAS N o : 3622_84_2 
E ntry # ; 7862 o r R E PLIB 
NIS' N o . 991e O thor Oatabaae. ; F ina . seA. R'ECS E PA. NI/-I E IN ECS I R 

2 
BEIo .,zElo n oaulrO n e fTlld Elo . N _ !:>utyl_ 
S i ..... : 474 . RevSi rn .: 7e2. Pro.,.: .!54 . 64 Formula : C 10H15N02S 
M\IV: 2 1 3 C A S N o : 3622- 04-2 
E ntry # : 29878 o r ",","""/NLI B 
NIS' N o : 1 26067 O ther Cat ebasee. : F ine 'SCA R'E:CS EPA NIH E IN ECS IR 

3 
Bonzenos ..... ¡ro namide . N - buty/ -
Slm .: 4 69. RevSlrn .: 7 !53. Prob .; 5 4 . 6 4 FOl"lTlula : C 10H1 5 N 02S 
",",VV : 2 1 3 CAS N O : 3622- 84--2. 
Entry # . 7863 o r R EPLla 
N/S. N O : 232333 Olher Databa.es : Fine TSCA. RTEeS E PA NIH e /NECS IR 

oo. 
3.0 

393 

o=;; 

NH 
ｏｾ＠
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NIS. Target s.pectrurn Search Hit Llst 
N IS' Target Spec:lrurn Sear ch Resu l t e 

Hita Fo .... nd : ., 00 

N!S. Taroet Spectru ....... SearC:h 
Search M Oda 

ParOrTleter .. 

MI" I o n ' 
Min Inte n alty : 
Con.tre inta 

MVV Rang .. : 

N o rma l (Forvvard) , , Huella MS del Ole ato de etilo 
N a", ... Fragment : 
e l ernents In Cornpound ' 
E l ement Count. : 
Peak . : 
C>lher Oa t al::>"'8"" : 

Reque.t ed Pre_Soareh : 
Ft .... qu8ated Fin a l SeerOh: 
Seeroh 2 Lll::)ra..-l., ... : 

ｔｾ｡ｴ＠ Spec:trurn' _____ _ 
T .. ｾｧ｟Ｎ＠

100.,... 013 5t5Jg0870Q_ .,OO_) 

•• .3 
9' 

PI' :" , """ """: ' 
.0 

., aooo 

6000 
'00 
A.. malnllb 
e . r e pllb 

.00 

... 
:'" , ¡, 

•• 0 

S pool.-.... ." " ro"., o : \satur .... "".\data,rarnes\rn "'88t.-o"".e5. 6 - 2 . ama 
Sean N O : ., 262, ,1"'0: ., e . 838 minutes 
N o avorag ing . Background correc: t ed. 

,,, 

Cornrnent ; 18,836 ."In . Sean : 1262 C han : ., I on : 4115 us RIC: 1 206694 6 Be 
Polr Count : 222 IV'IVV : o Formula : N o n a CAS N o : None Acqu¡rod Range : 20 _ 400 

, 
Etnyl O l eato 
SI m .: 6 4 2. Re"SIm.: 8""'9. Prob.: 4 3. 1 2 ForfTlu l a : C20H3802 
MVV: 3 1 0 CAS No: 111 _62_6 
Entry # : 3028 o r R EPLIB 
N IS' N o : 1""'676 Otner Det .. b .. ae .. : Fine ':SOCA USP HODOC NIH E I N ECS. I R 

" Etn y l O l o.., t e 
S im .: 632. Re"S.Im .: 843. ProD.: ""'3 . 12 ForfTlula : C20H 3802 
MVV: 310 CAS No: 1 11 _62_6 
Entry # : 3e29 or REPLI B 
NIS' N o : 1 e.01 e.1 Otner Oatabaaes: F ine 'SCA LJSP HODOC N I H E I N ECS I R 

3 
Etnyl Oloole 
S lm.: 831. Ro"Slm.: 633. PrOD .: 4 3 . 1 2 Formula : C20H 3002 
MVV: 3 10 CAS N o : 11 1 - 62- e 
E ntry # : 3802 or REPLIB 
N IS' N o : 2410 1 3 Otner Oatabasea: Fine 'SCA. USP H ODOC NIH e lN ECS IR 

= 

= 

= 

3.0 

o 

o 

o 

j 
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NIS' Target Spec::trUrTl Searc::h Hit L i st 
N !S' 'aroel Spectr ........... Searc"'" R esu l t a 

Hite Found : 100 

N I S,.. T8"-081 S p .. c tr .... ", S._re ..... 
Sear c:h ""'oCIe 
I'V'I l n I o n : 
Mln tnte n slt y : 

Par.metera 
N o .. ", _ ' (Forvvard) , , 

C::onstralnt a 
IVtVV Ranga: 
NSrTl e F .... gm ... "t: 
E l a m e nt s In Cornpound : 

., aooo 
Huella MS del ftalato de dibutilo 

E ' e m en t Counts : 
P .... a k . : 
O th e r Databas .... : 

Requ est ed F"r ... -S ..... rch : 
ReQ .... eet ed F ina l Sosero ..... : 
Search 2 Librarles : 

.... ro .... t ｓｾ＠ ... c:t,.urn 
ｔＮｾｧ＠ •• 
Bp .... ... ( ....... 30 ... .. _ .. 00_) __ _ 1_ 3 

:::1 
•• . ,. 

• 
'0_ .., 

'00 

6000 
'00 
A. . rnalnllb 
B . r ep llt:> 

ＭｾＭ
" "7 883 .......... . a ....... ,.. 

,"o 

.0. , 
.00 2'0 

spectr .... ", (roo ........ c: : \saturn""'S\Clata\rarne .. \rnueatraS\sO_ I _ 3 a m s 
Sea " N o : .,., 67. Time : " "7 . 603 minute. 
N O, overaglng . Backgro .... nd correc::: t eCl (E) . 

277 

.00 

Cornrn e nt : 1 -'.e63 m l n . Sean : ., .. 67 C h a n : ., I o n : 99 ... a R I C : 3128927 ESe:: 

". 

PoI.- Cc,.. .. n": 204 MVV: o F"orn->ule : N on.... CAS N o : N on .... Acqu l r .... d RiIlOnge : 20 _ 400 

, 
Clt:;,utyl ph"ha l a t .... 
SIn-> .: 649 . RevSlrn .: 929. Prob.: 4 3 . 76 F=orn->ula : C ., e H 2204 
M VV : 276 CAS N o : 04 - 7 4 - 2 
Entry # : 160999 o f' MA I NLI B 

•• 0 

N IS, N o : ., "4974 Other Cataba.,ea: Fine . seA. R ,ECS E PA H OCOC NIH E IN ECS I R 

2 
C l b .... tyl phthal_te 
Sirn .: 020. RevSirn .: G09, Prob.: 4 3 . 76 F=prn->u l a : C.,e H 2204 
MVV' 276 CAS N o : 0 4 - 74 _ 2 
Entry # : 1 554 e Of' R EPLIB 
NIS, N o : 23125 O th .... r Catabaaea. Fin .... '-SCA. R,ECS EPA. H OCOC NIH E INECS I R 

" C lbuty l ph"ha l o t e 
Slrn .: 620. RevSin-> .: aae, Prob.: 43 . 76 F"orn-> ul a : C .,eH2204 
MVV: 278 CA.S No: 84_ 7 4 _ 2 
E ntry # : ., 5599 of' REPLIB 
N IS, N O : 70ee4 O ther Cotacasea : F=lne ,SCA RTecs EPA H OCOC N I H E IN ECS I R 

= % 
= 

1 
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r ｔ｡ｲｧ･ｾ＠ ｓｰ･｣ｾｲｵｲｔｬ＠ Sesrch ｈｩｾ＠ ｌｬｳｾ＠

.......... 0 ... Sp .. e t ... um S ....... ero Re .. u l t .. 
Hil .. Founct . 100 

N'S' .a",oot Speet ... um So ..... eh 
Sea ... c h l'VIocte 
I'VIln I on : 
I'VIln 'nton .. lty ; 
Con a trolnta 

Parametera 
N ormal (Forvvarct) , , 
1 0000 I'VIVV Ranoe, 

N ame Fraoment: 
E l ement e In Compound : 
Element Counts : Huella MS del ster etílico del ácido tetradecanoico 
Peaka: 
Other Dot oba ........ · 

Requested Pre_ Seare ..... ' 
Raqueatect FInal So:oareh ; 
Seare ..... 2 Llbra ... les : 

Ｇ｡ｲｧｾ＠ S p ectrum 
T .. ｾｧＮｴ＠

'00_. DP .. e ＨＢＢＷＷＰ Ｍ ＢＰＰｾｬＬＮ｟＠ ... 5 . 5 . _n-o • 

•• 
73 

eooo 
' 00 
A . maln li b 
B . ropllb 

Speetrum 1"rom e : \sa.urnvva\ctata\f"amea\m ueatra .. ｜｡｡Ｕ Ｎ ｾ Ｎ＠ a m S 
Scan N o : ＱＰｾＴＮ＠ Time: 16. 3S4 minutes 
N o ｡ｶ･ｮｾｏｬｮｧ Ｎ＠ B ... ckgrO .... nct correctact . 
Comment : 16. 354 mln . Sc .. n : 105'" Chen: 1 I on: ｑＱｾ＠ ..... RIC : 198063 BC 

'geOel:3 EJe 

3" " 357 , 

Pair Co .... nt : 223 I'VIVV : O Formula : N ono CAS N o : N one Acqul,. .. ct Rang" : 20 _ 400 

, 
,etractecanOIC aeld. EHhyl es t er 
S lm.: 607. R .. ..,Slm.: 727. Prob. : 1 9 . ... 0 Formu l a : C 1 6 H32.g;z'O ____ 
MVV: 256 CAS N o , 1 2 4 _08_ 1 
E ntry # : 31:5667 0 1' M A IN LIB 
NIS' N O : 2291 1 8 Cther Catabases : Fine ,SCA EPA H cncc NI'PI E INECS I R 

2 
... t,. .... ct .... c ... nolc acld. e thyl .. a t er 
Slm.: eoo. RevSlm .: 682. Prob. ; 19 . ... 0 Formu l a ; ｃＱＶｈＳＺＺｺＮｧｾ＠
MVV: 258 CAS No: "12"' - 06_ 1 
Enlry # : 9"17901" REPLIB 
NIS' N o : 1 2 ... 5 ... Ct ..... e r Oatabases : Fine 'SCA EPA HOOCC NI t-Pe: IN ECS IR 

" 'etract .... canO l c aeld. ethy l ... ter 
S lm.: sea. RavSlm .: 7 18, Prob.: 19. 40 Formula ; C16 H 32.0::zO 
MVV : 256 CAS N o : 1 2 "' - 06_ 1 
Entry # ; 916001" REPL I B 
NIS' N o ; 1 56923 O ther Oatsbase .. : Fi n a ,SCA EPA HOOOC NI1'lII E tN ECS I R 

393 1 

--1 
'"""' .. 
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C hro rn a t og r a rn P l o t 

F il O ' c: \$100 turnvv $ \data\f'a m es\m U Elst ra s \prm I 1 a_2 . s m e 
S8mpl e: prml 1 a _2 
Se,.. .... Ranga: 1 - ＱＹＶｾ＠ ,Ime Range: 0 . 00 _ 27 . 96 mln . 

Opar atar; ..Juanj a 
Date: 22. .... 003 .... 03 0 : 26 

R.e .. " p r...," . _2 

Cromatograma GC-MS típico 

7 • 

• 0 

,. 

, 
TT .. ,.. .... Ｇﾷﾷｾ｣ＧｮｮｾｔＧ＠ '"", ,r'r'1r 

00 

·' 2.6 '" o 20.0 '"''"'.6 '" o 

."' '3"'0 ;73; 

. 11 1I 11 h l it' 

' .. 2a 



A A
n ne ex xo os s  

 
210

A
n

exo
 29 

 

 
  

NIS' Target SpectrLlrn Sea r c:: h Hit: Li s t: 
NI S ' Targat Spectrun-I Soeare h Res ult .. 

Hite Founc:l : 1 00 

NIS' lar gat Spectrurn Sea n ::::h 
Sear c h !'VIada 
I'VIl n Ion : 
I'V'Iln I nlena l l y : 
Con s tralnte 

I'VI VV Ranga: 
N On->Eo Fragment: 
E l e rn e nta. In Com pounc:l : 
E l e ",ent C:ounts : 
Peak s : 
O ther Datat:>ases : 

Requ8ste d Pre-Sea r c h : 
R e quest ed F inal Sea r c h : 
Seer o h :2 Librarl es: 

Pararneter .. 
N o rrn a l (Forvvarel) , , 
.. aooo 

eooo 
wo 
A. . ,."ainllb 
e . r ept il:> 

Huella deI3,7-Dimetil-2,6-octadienal (74, 
monoterpeno), identificado por GC-MS 

ｬｲｾｲＢｅｬｴ＠ ｾｅｬｾＬＢ Ｂｃ Ｌ ＧＭＧ ＬＢ ＢＧ ｏＺＧＭ __________________________________________________________________________________ -----------,--,----,-,--,---:c,-,---------------
r-- ----r ... rg .... -
I OP 89 ("'a33 .. ｟ ｾｏｏ＠ ..... ) ",rO'" . ...... . ｾ Ｒ Ｎ ｾ ＷＹ＠ ..... ,,-, Sc- .... . ＷＳｾ＠ C h_n : .. I o n : 804 ... . R I C : 2 ... 5 ... .,0 ese ｾ＠1::: ｾ ＮＮＮＮＮ＠ 89 

00_ 

•• 
'00 

,,, ". ,11 
'o, , I H. '00 "0 

00 , o ' 00 , o 

S peel"-"" rn f'ro rY'l e: \sa turnvvs\c:la t s\farnes \ ........ u 8stras'prI 3 . .. .,,5 
Sean N o : 735. Time : .. 2 . " 79 mi" .... t ...... 

2 .. 

"0 

2.0 

I o n : 804 u s R I C : 2954 60 ESC 

n. 
.00 

N o averagl n g . Background correet ed CE) . 
Cc:,.,.." ,...,ent : 12. 1 79 min . Sean : 735 C h a n : "1 
Pair Count : 189 I\IIVV : o Formu l a : N one CAS N o : N one Aequired Range: 20 - 4 00 

, 
2.B_OCtéd iénél . 3 .7-di ...... e tl"'lly l -
S im.: 604 . R evSI." . : 811. Prob .: 29 . 77 ForrT"lu l a : C 1 0 H1 60 
I\IIVV: 1 52 CAS N o : 5392-40_5 
E ntry # : 6257 o " R EPLl a 
NIS, N o : 185297 O th a r Databases: Fine ,SCA R'ECS NIH E INECS I R 

" 2.6- 0et adlenal . 3.7- di."e thyl- . (E)-
S im.: 600. RevSlm . : 802. P r ob .: 2.3.99 ForrT"lul a : C 10H1 6e> 
I\IIVV ; 152 CAS N o : 141 _ 27 _ 6 
E ntry # : 2.470 o" I\II A INLI B 
NIS, N o : "159020 O lher Databases: 'SeA R'ECS HODOC E IN ECS 

" 2 . 6 _<:loetac:liena l . 3.7 - c:llrT"Iethyl -
S lm .: 597. RevS irT"l .: 621, Prob .· 29 .77 ForrT"lula : C 10H1S0 
I\II VV : ' 52 C A S N o : 5392-40- 6 
Entry # : 6256 0 1" REPLI B 
NIS' N O : 2 4840' <:lotn ar DataDas.,. ... : F ine ,SCA R'ECS NIH E IN ECS I R 

o 

r 

o 

1 

r 
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NIS. Targ a t $pectrurn Search Hit List 
NIS' 'er ge t Spec:tr ... rn Search Resulta 

Hite Feund : ., 00 

NIS' Tar gat Spectrurn Seo r c h 
Search ""'oda 
IVIln I o n : 
l'VI i n Inte n s lty : 
ConSlro int& 

MV\I Ranga : 

P'o r a rn e t o r a 
N orma l (FonIVa rd) , , 
., 13000 

N arne F r ag ' 'nen t : 
E lamenta in C:ornpound : 
E t e rn ent Counts : 
F'eaks : 
O th e r Databases : 

Requested P ro - Suaroh ; 
Requested F ina l Sea rc:h : 

60000 
'00 

HueDa deI2,4-Decadienal (cata bolito de HUFAs), 
identificado por GC-MS 

Suaroh :2 Librarles : 

Ta'-gol Speclr ... rn 
' ".rg • • 

A . rn a lnllL 
e . r epll b 

OP e., (290819'7 _ ' 00_> pr...., ' " b_" .•• roa ., 2 "eo .-nln . Se.n 772 C h .. " : ., ' On " 233 u . Rl e , .,0" ., 078 oc .' 

•• 
----- ___ '00 

,o" ., .t!Io .00 

Spoetrurn ".-om e :·"saturn\Ns'\ClalB'\ ' arnes\rn ue .. tras\prrnI1 b - 1 . 8"""'8 
S e an N o : 772 . ' ....... 8 : ., 2 .6eO rnlnutes 
N o averaging . BackgroL. ..... d correC1;ed . 
CO"'T'H'T'1en t : 12.660 ,..,.,In . Seo n : 772 C han : ., I o n : 233 LI S R I C : 1061076 Ele 

.00 

3 ... ., 3.1505 

• • 0 

Palr C o ur\l " .,., e I\;1VV: o Fo ......... ula : N o n e CAS N o : N one AcqulreCl Reng..- : 20 _ 4 00 

, 
2,4 _ 0ec:adiena l 
S lm . 797. Re",Sirn . 910, PrOb .: 3 4 . 80 Fo.-rnula : C ., OH1eO 
MVV: ., 62 C A S N o ; 2363-86- 4 
Enlry "# : 8 1 57 0" REP L I B 
N'S, N o : 1 .2; 1 a '1'" Oth er Dat .... ba.ea: ' SeA E IN ECS 

2 
2.4 _ Docodie n a l . (E.E)-
S i", . 7oe. R ev:S irn ,' e, e. P r OI:> .: 28. 09 Formul a : e ., OH., eq) 
f'V1VV 152 CAE; N o ; 25 1 52_ 6 4 _ 5 
entry "" 3 1 387 o f' IV'I A IN LIB 
NIS' N o : 1 3320 ' Q ther- Da t abaaea: Fine 'SCA E IN ECS 

3 
2 . 4 - Decadienal 
S ir,., . 778. Rev$It .... . : 8 4 S. Prob .: 3 4 . 85 Forrnul s : C10H1 60 
I\II VV : ., 52 CAS N O : 2363_80_ 4 
Ent l"y # : 3 1400 o r M AI N L IEJ 
NIS, N o : 2 4 9237 O tner Databases: , SeA E IN ECS 

o 
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NIST Ta r g e t S p ectrUrTl Sea r c h Hit Ll s t 
NI S ' 'erget S p eetru m Seer e n R esu l ts 

H i t ... Found : ' 00 

N. S . ' e r get S p eet rum S_are n 
Soa r c n lV'I o d e 
IV'I ln I o n : 
lV'Iin I . ... t e n . ity : 
Con s t r a lnts 

IV'I VV R e ngo : 
N a .,, _ F r .g."e .... t : 

Peo r e ."o t o r .... 
N o r m a l (Fo.......,ard) , , 
, 8 0 0 0 

E l e m e nts in Compo und : 
E I .,.".,nt COU"t. : 
P ea "" . : 
c::> tne r D a t a bas_s : 

Raquest ed P r o - S.,ere h : 
R e qu.,s t o d F i n a l S.,a r e n : 

e ooo 
'00 

Huella del 4-Hidroxi-benzaldehído (78, ruta del 
ácido shikímico), identificado por GC-MS 

Sea r e n :2 L.lbrnri e .... : 

'a r g e t S p oet r ... m 
ＭＭＭＭＭＬ Ｎ ｟ ｾｯ＠ ... 

lOOP ., 2 " ( " 80090 _ 1 00,*,> 

1 0 0 _ ｾ＠

76_ 

o. 

·1' 

o. 

A . m a i n ti b 
B . rop ti b 

,- , .a 
1S0 2 00 

--'-'------"-
S p eetrum rro m e : \s a t urnvvs \d a t a\ r a m o_\."ue ... tre ... \prn-. l :2 d _ ' . ... m .... 
Sea n N o : 8:29. TI."., : ., 3 .407 n-.lnutes 
N o ave ra"' I .... "' . B ackgrou nd corr.,ct e d . 
Comme nt: ' 3 . ... 07 m ln . Sean : 8 :29 C h an : , I o n : 4 6:2 u s R I C : 5 e , 08:2 B e 
P a lr Count; , 83 IV'I VV : o F o rm ule : N o n o CAS N O : N o n o A e qulre d R a nge : :2 0 _ ... 00 , 
B e n zalde hyde. 4 _hyClroxy_ 
S lm.: 8 08. R e v S lm.: ee, . Prob . ; 29. 9 4 For ......... l o : e7 H 602 
IV'I VV : ' 22 C A S N O, : , 2 3 _08_ 0 
E n try # : t54e, 0 0, 1' IV'I A IN L. I B 
NI S T N o, : ' 31515 " O th e r D a t e t:>e.e_: F i n .... ,S C A RTEeS E PA HOOOC NIH E IN ECS I R 

2 
B e n zo .de ..... yCl_. 4 _ ..... y Cl ro,""y_ 
S i ...... . : eoo. R e v S lrn .: 8 53. Pro b .: :210» . 10»4 F o rmu l e : C7H 802 
IV'I VV : ' 22 C A S N O : ., 23_ 0 6 _ 0 
E ntry # : ' 323901' R E Pt... I B 
NI S ' N o : ' 9 4' 80 O t ..... e r Oa t aba_o_ : F ine ' S C A RTECS EPA H O O OC NI H E IN ECS I R 

" B o n z alde ..... y d e. 4 _ ..... ydroxy_ 
S l m . : 793. R o v S i m .: 6 5 0 . Pro b .: 29. 9 4 F o rmu l a : C 7 H 802 
IV'I VV : ' 22 CA$. N o : , 23_06_ 0 
E n t ry # : ' 3235 0 1' R E PL. . e 
NI S . N o : 2:299 ' 0 O t ..... e r Oata t:>as&s; F i ne T SCA RTeCS E PA H OOOC NI H E I N ECS I R 

ｾ ｈ＠

ｾ＠

ｾ ｈ＠

ｾ＠

I 
ｾ ｈ＠
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NIS. Ta r get: S p ectrurTl Search Hit: List: 
N I S ' 'arge'- Spect.rurn Sear C: h 

Hite Found : 

Pararneter. N I S ' Targot S p eet ...... u .... " Sear c l"I 
Sea r ch lV'I o de 
rV lln I on : 

N c .. "rT1B I (Forvvard) , 
rvl l n Inte n a lty : 
Con"U"aln l & 

I'V'I VV Reng., : 
N ome Fragment : 
E l on-lsnts in Cornpo .... nd : 
E l e rn e nt C:ounte. : 
Pea k . : 
C> t h ...... Databases: 

Req .... es t ed Pro_Soareh : 
Req .... es t ed Fina l Search : 
S .... arch 2 Lll::)rarles: 

o-=- ｾ＠ ... g (::¡,oo ..... ｟ ｾｯｯ＠ ..... ) ＢＬｲｲｮｬｾ｟＠ . . ....... . 

, 
aooo 

6000 
'00 
A . malo li b 
B . .... p ll b 

ｔｏＧｾｴ＠ Spec:trurn 

r 
' ..... g e . 

" 00 ..... <;> 

Huella del Ftalato de dietilo (83, n=1), 
identificada por GC-MS 

S; p .. c 1.r .... ", rro m c : \ ... a turn""'.\data\t'BrneS\rn .... eetras\prrnl., B . B mS 
Ses,.., N O : Q69. ,I ....... e : ., 6 . 0e4 rT1lnute. 
N O .,.,veraglng . Background correct ed (E) . 
C:orn rnen t : ., 6 . 064 mln . Sean : 969 Cl"lan : ., Ion : eS4 .... . Rle ., 30208 ESe:: 
Poi.- Count : ., 57 IVI VV : O Form .... I ... : N o no C A S N o : N o n ., A c qulred Renge: 2 0 _ 400 

, 
Ole thy l Phtho . .. to 
S IrT1 .: 5 20. R e vSlrn .: 878 . PrOb.· 58 . 7'" ForrTO u l O : C 1 2 H 1 4C>'" 
I\II VV : 222 C A S N O : 84 - 66_2 
E ntry # : 1 682 .... 0 1' REPL I B 
N ' S T N O : 11"'975 C>ther Ootabases: Fine TSCA RTECS EPA U SP HOOC:>C N .I .. 

2 
Olethy l P hlha' ato 
S lrTO .: 505. R evS lrTO .: 757 , Prob. : 58 .7'" ForrTO .... l a : C 1 2 H14C>'" Q .,.....°o 
IVtVV. 222 CAE> N O : 84- 80- 2 
E n t ry n : 1 583 1 of' REPLl a o 
NI S T N o : 1 15154 50 O l h .,r Oalabasea: Fino TSCA RTECS EPA U SP S I R 

" OIOl ..... y . Phthel a t e 
S lm .: 498 . R evSlm . : 762. PrOI:> .: 58 . 7 4 
IVt VV : 222 C A S N o : 64 _88_2 
E ntry # : 67077 o f' I\II A .N L I B 
N I S ' N o : 227685 C>t ..... ., r OotOl:>aaea: F ine 

Form .... l a : C 1 2 H 1404 

'SCA R'ECS EPA USP HOOe e N' H E IN E'CS I R 

l 
1 
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NIS. Target SpectrurTl Search Hit List 
NIS' Target Spectru rn Search Resulta 

Hits Found : 100 

NIS' Target Spec1;rurn Search 
Search !\liada 
l'\IIi ..... I o n : 
Mi .... Inte n el ty : 
Constralnts 

I'VIVV Ranga: 

Pararneters 
N ormal (Forvvard) , , 
., 6000 

N eme Fragrnent : 
E l amente. in Corropounc:l : 
E l ernent Counts : 
Peak ... : 
c> th e r Dat abasEts : 

Huella de la Benzofenona (79), identificada por 
GC-MS 

Requestec:l Pre_$eaorch : 
Requestec:l F ina l Search : 
Soar c h 2 Librarles : 

r

Tar:r .... ＡＢ ｲｾ ＺＮ｣ ｴ ｲｵＮＢ＠
6P ｾ ＰＵ＠ ("'''2'' 4! _" oo'*') pr-rnI3_ ' .• ..,. 

100 '06 

7 5 77 

6000 
'00 
A . rnainlib 
B . r eplib 

., 15 . 6 6 4 ...,1 .... . Sc: ... n : 994 C ......... : .. 'e-." 7.,2 .... F" oc: ., 965 29 E s e 

'.2 1 
ＭＭＭＢＢＬＬＬ｜［ ＺＺＢＢＺ］ｾｾｾｾ ｾｾＱＺ ｾｾｾｾｾｾｾｾ Ｌ Ｌ Ｇ ｾｾｾ ｯﾡＲ ＱＧ ｾｾｾｾＺｬｴＺＺｾ Ｇ Ｒ ｾ ｏ ﾡ ｏｾ ｾｾ ＲＺＺＲＭ］ Ｓ ＺＺ ｾｾ Ｒ ｾ Ｒﾡ ﾷｾ ［Ｚｾ ｯ ［］ ＲＺＺ Ｂ ＺＺ ﾷ ＺＺ ｾｾｾｾ Ｌｾｾ Ｂ ﾡ ｯ ［ﾷＺＺ ｾｾ Ｚ Ｓ Ｚ ＲＺＺ Ｎ ＺＺＺ Ｓ Ｚ Ｇ ＬＢｾ ｩ ＮＬＬ ［Ｌ ＺＢ ｣ ｾ Ｂ ｾｾＺ＠ ____ 3 __ :':" J-l 

Spectru rn f'rom e : \sal .... rn\l\ls\data\f'a'" &e'rnu estras\prrn 13 _ " 
Sean N o : 994. Time : 15.554 minutes 

. 8ma 

N o aver ag ing . Background corrected (E) . 
Comment: 15. 554 min o Sean : 994 C h an : 1 
Pair Count : 182 IVIVV : O Formula : N one 

, 
Benzophenone 

I o n : 762 u a RIC : 1 98529 EBC 
CAS N o : N o n a Acquired Rango: 20 _ 400 

S im .: 70"1. RevSlm.: 863, Prob .: 64 . 06 Formula : C"13 H"1 00 
IVIVV : "18 2 CAS N o : "1 "1 9 _6 "1 _ 9 
E ntry # : 4 6069 01' M A IN L I B 
NIS. N o : "118652 Oth er Catabases: Fine TSCA RTECS EPA HODOC NIH E IN ECS 

2 
Sen""opnenone 
S im.: e8S. RevSi ....... . : 844. Prob.: 64 . 0e Forrnul a : C "1 3H"100 
IVIVV: 182 CAS N o : 119- 61 - 9 
Entry # : 1149701' REPLI B 
NIST N o : 228289 O ther Cateabase,, : Fine 'SCA R'ECS EPA HODOC NIH E IN ECS 

3 
Ben""ophenone 
S irn .: 685. RevSirn .: 8 14 . Prob.: 8 4 . 06 Forrnula : C13H1 00 
IVIVV : 1 82 CAS No : 11 9 _a1 _ 9 
Entry # : 1., 1 aa ｯｾ＠ REPLla 
NI S ' N O : 226272 O ther Dat at:::>ases : Fine TSCA RTECS" EPA HODC>C NIH E IN ECS 

) 
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NIST Target SpectrUrTl Search Hi t L i st 
N IS, 'argat Spectrum SearCh Re.u lta 

1-Ilt a Found : 100 

NIS, 'argat Spectrum Search 
Sear c "" ""ode 
""In Ion: 

Parameter. 
N o r mel (For-vvard) , , ""In I nten a lty ; 

Con .. trainta 
IVIVV Rango; 
N amo Fragment ; 
E l e m e nta In Compound : 
E lament Count. : 
Peak.: 
Other Dstabase.: 

aooo Huella del Ácido pentadecanoico (44, n=13), 
identificado por GC-MS 

Requested Pre_Seareh: 
Requested Final Soarch : 
Sear c ,.., 2 Llbraries : 

'arget Spect rum 
Ｇ｟ｾｧ｟Ｎ＠

6000 
'00 
A . malnllb 
a . repllb 

130> "'7 Ｈｾｏ｡ＢＧＧＧＧ ｟ ｾｏｏ＼ｈＮＩ＠
07 

.,. ...... "0_ 2 . ........ ｾＰＲＳ＠ C h ..... . ｾ＠ ' on: 720 u. R'O : ＲＢＧＲＷｾＷ＠ tElaC 

T , .. 
Spoctrum from c : \.aturn""".\data\fam .... \mu .... tra.\prmhO_ 2 . • m. 
SCt!ln N O : 1023, Tlm ... : 15, 906 minutes 
N o averaglng , Background correc;:ted (E) . 
Com ..., . nt : ., a ,ooo ...... In . Sea n : 1023 Chan : ., I on : 728 ... " R I C : 2627 .,7 EBC 
Palr Co ... nt : ., 83 IVIVV: O Formula : N ono CAS N O : N o no Acq ... lred Rang e ; 20 _ 400 

, 
Pentadacanole Held O 
S lm.: 649. RevSlm .: 717, Prob.: 47 .ee Formul a ; C15H3i 
""VV ; 2 42 CAS N o: ｾ＠ 002- 84-2 
E ntry # : 1406 of REPLI Et 
N I S' N o : 1 3064 2 Other Databas..,a : Fine 'SCA RTECS ｈｾ ｃ＠ N IH E IN ECS 

" PentaCleeanolc:: Qeld 
Slm.; 640. RevSl m .: 7", PrOb.: 47 .6e Form ... l a : 
""VV ' 2 4 2 CAS NO: 1 002_84_ 2 
E ntry # : 7010 O f REPLI B 

o 
ｃ Ｑ ＡＵｈＳｾ＠

'R 

NIS, N O : 221 1415 Ot ..... e r Cataba • .".: Fine ,SCA Ft,ECS HOI!tCC N I H E INECS IR 

3 
Pentad6eanolo acld 
Slm.: eoo, RevSlm .. eeo, PrOb.: 47 ,06 Formul a : 
MVV : 2 42 CAS N o: 1002_84_2 
E nlry # ; eS9 1 of ""A I NLI B 
NIS, NO: 63741 Other Databa.e.: Fine 'SCA R'ECS HOcR:!:IIC NIH EINECS I R 

1 
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NIS. Target: $pectrurn Search Hit Llst 
NIS' '.rg_t Spectrurn S_eren Reaulte 

Hita Found : "100 

NIS' '.l"g_1. Spectr .... rn S __ re .... 
S_eren Moda 
,-... 'lIn Ion ; 
MI" Intenalty : 

Par_met_ra 
Normal (Forvv_rd) , , 

Con_treinta 
IV'IVV R_nga : 
Na"",_ Fr_gmento 
El_menta In Compound : 
EI_rn_nt COU"t. : 
Pe_ka : 
Olh_.- Oat_be_ •• : 

, eOOOHuella del 6,10,14-Trimetil-2-pentadecanona (77, 
sesterterpeno degradado), identificado por GC-

R_que_t_d Pre- S __ rch : 
Requ._t_d Flnel S_eren : 
S_eren .2 Llbrerl._ : 

T r •• S _el ... 
ｔ｟ｲｧＮｾ＠

15000 
'00 
..... . rn_lnllb 
B . .-_pUb 

MS 

BP 43.g" g:!t'7 _ 1 00_> ............ "b-.. . . .,..,. 10.7"" .......... . 8 .".. .... ' 1007 c t"o .... : , I o n : .:s08 u ...... c : 0 0 0 _0 m e e 
Ｌｾ Ｍ,.-
Ｎｯ ｾ＠ •• '0' •• 
2 . _ 

ｉｉｉｾ＠ 111,1 ＬｉＬｉｾＮ＠ 1, ,., ",.8 ". .,. 2 • • 2.0 o 
Ob , o , o 2 o 2 

Spec:.trurn 1'l"orn c ; '_.turn""'.'Clet_'''.rn._'rnu._tr __ '\prrT'll"1 b - "1 . • .,,& 
Sean No: "1087. Time: "t e . "7 ...... rnlnut._ 

o 

2 •• 2.' 

No _ver_glng . Background c:orr_ct_d. (E) . 
Cornment : '1e . 7'1 '1 mln . Sc:an: '1087 ca,an : ... Ion : 308 ..... FUC : 880geO ESC 

2 • • ... 
• o 

Palr Co .... nt: ., 08 "",,,VV : O Form .... I. : None CAS No: None Ac:q .... lred Range: 20 _ .... 00 , 

••• • • 
• o 

2_Pent.Clec:_none. e. '1 O, ., .... - trlmethyl- O 
Sir .... . : 7215. RevSlm.: 7715. Prob.: .... 7 . 1515 Forr ........ I. : ｃＢＸｈＳ･Ｇｾ＾＠ ｟ｾｾ｟ｾｾ＠ __ ｾｾ＠ .. Ｏｾ＠ __ Ｏｾ｟Ｏｾ＠ __ ｾ＠
"",,,VV : 2ete CAS N o : 1502_150_2 
Entry.: .... 01515 01' REPLIS 
NIS' No: .,15.,3 .... 15 Other O _ taba.e. : 'SCA EINECS 

" 2 - Pentadec:anone. e," O , " .... - trlmethyl_ ｾ ｯ＠
Slm.: 7.,0. RevS' ...... . : a'1o. Prob.: .... 7 .ee Forl'Tl .... I.: ｃＧＱＸｈＳ･ＭＮｳ ｃ Ｏｾｾ｟Ｏｾｾ＠ ｟Ｏｾ＠ __ _ 
"",,,VV : 2ea CAS No : 1502_150_2 
Entry . : 5705 01' MAINLIB 
NIS"" No: ., 20715 Other Oataba.e.: 'SCA EINECS 

" 2 _ Pent.dec:.none. e . '1 O . ., .... - trll'Tlethyl- C> 
Slm .: eSI5. RevS lrn . : 8 .... 0 . Prob.: .... 7 . 1515 Forl'Tlul. : ｃ Ｂ｡ｈＳ･Ｎ ＭＮｳ｣ Ｏｾｾ｟Ｏｾｾ＠ ｟Ｏｾ＠ __ Ｏｾ｟Ｏｾｾ＠ __ ＯｾｾｾＬＮＮ＠
"",,,VV : 26a CAS N o : 1502_60_ 2 
Entry.: ., Se8 01' REPLI B 
NIS' No: 3 .... .,.,0 Other O_taba.e.: 'SCA E INECS 
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NIST Target: Spe:ct:rurn Search HIt: Llst: 
N I ST Te"get S p ectr .... m Sea r ch Re ..... l t. 

t-l lt8 Found : '100 

NIS, Ta .. get Spectr .... m Sear ch 
SeDrCh M ode 
Mln l o .... : 
M ln Inte n s ity : 
Co .... s traLnt s 

M VV Ran ge: 
N om .... Fragment: 
E I .... m e nts I n Compo u .... d : 
E I .... m .... nt cou .... t s : 
PeaKS: 
O thor Databases : 

Req .... ested Pre- SearCh : 
R eq .... ea t ed FI .... a l Search : 
SOB r C h 2 L ibra d as : 

Torgot S p eetrurn 
T ....... . 

Para 'T1e t ers 
N o r ........ a l (Fo,""",srd) , , 

8000 

6000 
' 00 
A . malnllb 
B . " ep l lb 

Huella del Ftalato de dibutilo (83, n=3), 
identificada por GC-MS 

I3 P ., ... .. (,,",,375363_ "00_) p ......... '" . . ....... 1 7882 ........ ln Se. n : ., ., 5 .. C ..... n . ., '0 .' r1 ..... oot .c, 5135301 O C , .. 

7. 1 0'" 1 ,,",, 1 """05 2"""3 

6 0 '00 .00 

Spect rum (rom c ; \set .... r .... ""'s\de t a\( a m es\muest ra.\prml'1 . a ma 
Sea .... N o : ..,.., 59. Time : .., 7 . 662 minute. 
N o averagln", . BacKground corr ect e d . 

260 

Co""' m e .... t : '1 7 .662 "",In . Sea .... : ..,.., S9 C h en : '1 I on : 9 .., us RI C : 5 '1 3538 .., I3C 

300 

Pei r Co ........ t : .., 8 4 M VV : O Formul a : N o n e CAS N o : N one Acqulred Range : 20 _ 4 00 

, 
Olbuty l phthal a t e 
S im.: 87"'. R e "V S lrn .: 9 4 15. Prob.: 5'1 . 83 Form u l e : C ..,SH2204 
MVV : 278 C A S N o : 8 4 _ 7 4 _ 2 
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Columna: Shodcx OH P:lk S8 806 I-IQ. 
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Eluyente: Agua dcionilada (0.05% de NaNJ ). 

Detector: Indice de refracción. 
Flujo: 1.0 mi l mino 
Presión: 15-16 afmo 
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Espectro de 'H-NMR de la 2-Deoxi-2-fosfamino-
a-D-glucopiranosa (92) impurificada por manitol 

(89) . 
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Espectro COSY de la 2-Deoxi-2-fosfamino-a-D-
glucopiranosa (92) impurificada por manitol (89). 
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Espectro NOESY de la 2-Deoxi-2-fosfamino-a-D-
glucopiranosa (92) impurificada por manitol (89). 
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ｇｬｵＬｯｳｾＬＮＬｮ｡ＭｉＭｉｯｳｬ｡ｴｯ＠ Irradiada en seMI de Olsolvente ｬｾ･ｏｈ｝＠

6-6-06 

Espectro de 'H-NMR de la a-D-Glucosamina-l-
fosfato (9tb). 
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ｇＡｵ｣ｯｳ｡ＬｬＩｾ｡ＭｬＰ＠ aesoues ae 1 se_ana en tuCo ae AMN (en C03001 
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Espectro de IH_NMR de la a-D-Glucosamina-1-
fosfato después de una semana en tubo de RMN 

(91a <->91b). La señal del CD30D a 4,88 
irradiada. 
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Espectro NOESY de la a-D-Glucosamina-l­

fosfato (91 b). 
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Espectro TOCSY de la a-D-Glucosamina-l-
fosfato (91 b). 
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Espectro COSY de la a-D-Glucosamina-l-fosfato 
(91b). 
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No. Polnls 
No. Scans 
Dummy Scans 
Sean Count 
SW+I-
Filler 
Acq. Time 
Dwell 
Obs Freq 
Obs base 
01 offset 
dcpllreq 
02 ellsel 

RCVR"'" DECMode 
DEC Atto. 

16384 

" O 

" 2500.0 
2400 
3.2775 
200u 
250. 1340000 
250. 1 300000 
4.0000 KHz 
250 .1340000 
4.0000 KHz 
640 
OT 
58 

Hl scrip! run al: Monday, October 29, 2001 4:54:44 pm 
Macintosh HD:MacNMR 5.3· AC250:data:marcel :ROBERTO: Prb2003FD-l H-CDCI3 

# Start ppm Stop ppm 
1 7 .78 7 .47 
2 4 .39 4.23 
3 1.81 1 .63 
4 1 . 6 1 1.51 
5 1.52 1.35 
6 1.31 1.21 
7 1 .04 0 .68 

Integral 
0.84 
1.00 
1.04 
2 .82 
1.09 
0 .33 
1.56 

File created: 
Monday, October 29, 2001 
4:54 pm 

Espectro de 'H-NMR del Ftalato de dibutilo (83, 
0=3) 

! L 2.82 ,I 
ｾ ｾｾ ｾ＠ ____________ .J' J);,-O _________ ｾｬｾｪｾ＠
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ppm 

No. PoinlS Hl scrip! run at: Thursday, November' , 2001 8:23:43 pm 
No. Scans 
Dummy Scans 
Sean eoun! 
SW+I-

16364 
16 
O Macintosn HO:MacNMR 5.3-AC250:data:marcel:AOBEATO:Prb2002FH-1H·COCI3 

Filler 
Acq. Time 
Dwell 
Qb; Foeq 
Obs base 
0 1 offset 
dcplfreq 
02 offset 
RCVR gain 
DECMode 
OEe Altn. 

16 
2500.0 
2400 
3 .2775 
200u 
250 . 1340000 
250 . 1300000 
4.0000 KHz 
250.1340000 
4.0000 KHz 
, 00 
CFF 
58 

# Star1 ppm Stop ppm Integral 
1 7.80 7.47 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 1.6 1 

Espectro de IH_NMR del Ftalato de dioooilo (83, 
0=8) 

File created: 
Thursday, November " 2001 
8:24 pm 
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Nanltol 

Espectro de IH_NMR del Manitol (89) 

: Ｑ ｾＨ＠ N 

• o 
o 

-,- ,- , , , ." B 6 , , 

IlIU P."a.ter. 
Man"OI 

ACQu'$,.,on Par , .ttr1 
20000810 

'" SO--I'E"l 
ｾ＠

ｾ＠

ｾ＠

F1CHS .. 
ｾ＠

ｾ＠

ｾ＠

" ｾＬ＠

" " ." 
"'"'"' 

13 22 
,poc. 

ＵＢｾＧＱＱＳ＠
ＬＬｾ＠

ＮｾＮ＠

Ｎｾ＠

" , 
6250 000 H' 
a 095J67 H, 

5 ｾＧＲＹＲＹＹ＠ nc 
ｉｏｾＧ＠

ea 000 u"OC 
1,0;?9unc 

ｾＢ＠

'" oooooooo ooc 
1000 uUe 

300 1]185]0 MH' 

'" ,, - ｉＧｲｐｴ ｕ ｬｬｮｾ＠ p.e_.or. 
" ｾＧｍ＠• ｾ＠ llOOO6!I jjH, 

"'" '" Ｌｾ＠ • 
" • ｾ＠ ", 
ｾ＠ • 
ｾ＠ 00 

'" -pl0' PI"" ••• r. 
ｾ＠ ｾｯｯ＠ ,. 
CO. 10 117 PP_ 
CO JOJ6 5(; HZ 
Ｌｾ＠ -o 081 PP. 

" -zo 39 111 

ｾ＠ o 5()990 110_1'_ 

ＢＧｾ＠
\53 041.7 H,/c. 



A A
n ne ex xo os s  

 
234

A
n

exo
 53 

 

 
 

• e 
e 

Espectro de t-NMR del Manitol (89) 
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Espectro de IH_NMR de Trioleína (58) 
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ｾ･Ｚ＠ ent: + ｾｮ＠ P cq: 
AutoSpec EI+ Magnet BpM:55 

Text, J .B0,rtnfif 
BpI:233499 TIC:4739166 Flags:ACC 

(¡n(J/eúYlóZ ) EI+ ( 70eV ) 

Espectro de masas (MS) de Trioleína (58) 
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Espectro TOCSY de Trioleína (58) 
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Espectro de "t-NMR del 4-Hidroxibenzaldehído 
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Espectro TOCSY del 4-Hidroxibenzaldebído (78) 
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