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RESUMEN 

 

La inflamación es la respuesta a un estímulo capaz de causar daño a tejidos y células. 

El tratamiento para las enfermedades inflamatorias incluye a los fármacos 

antiinflamatorios esteroideos (corticoides) y a los antiinflamatorios no-esteroideos 

(AINEs); estos últimos son los comúnmente prescritos debido a que tienen la capacidad 

de inhibir la actividad de las enzimas 5-lipooxigenasa (LOX) y las ciclooxigenasas (COX) 

1 y 2, que catalizan la formación de leucotrienos, prostanoides y tromboxanos. Sin 

embargo, los efectos adversos de estos fármacos han llevado a la búsqueda de nuevas 

moléculas con potencial actividad antiinflamatoria.  

Los productos naturales han permitido la búsqueda de nuevos fármacos. El δ-

tocotrienol, componente mayoritario en las semillas de Bixa orellana, es reconocido por 

su actividad antioxidante y recientemente se reportó que la derivatización de su cadena 

lateral produce derivados con una mejor actividad antiinflamatoria, misma que ya ha 

sido reportada. 

Dadas las dificultades para derivatizar químicamente la cadena lateral del δ-tocotrienol, 

en este trabajo se planteó investigar la biotransformación de este producto natural 

utilizando diferentes microorganismos. Los resultados obtenidos muestran que 

diferentes microorganismos, y particularmente Penicillium notatum, producen derivados 

del δ-tocotrienol que posteriormente podrían ser candidatos para el tratamiento de 

enfermedades inflamatorias.  

 

  



 

 
 

ABSTRACT 

 

Inflammation is a response with the ability to cause cell and tissue damage. The 

treatment prescribed for the inflammatory diseases includes the antiinflammatory non-

esteroideal drugs (AINEs), which can inhibit the enzymatic activity of 5-lipooxigenase 

(LOX) and the ciclooxigenases (COX) 1 and 2 enzymes that catalyze the production of 

leucotrienes, prostanoids and thromboxanes. Nevertheless, because of the adverse 

effects of these drugs, the search and development of new molecules with a better 

antiinflammatory activity is of great importance. 

Natural products represent an important source of new drugs; δ-tocotrienol, the principal 

component of Bixa orellana seeds, is recognized for its antioxidant activity and recently 

it was reported that the derivatization of the side chain produces molecules with better 

antiinflammatory activity. 

Because of the difficulties of derivatizing the side chain of δ-tocotrienol using chemical 

methods, it was decided to explore the biotransformation of this natural product using 

different microorganisms. The results showed that different microorganisms, especially 

Penicillum notatum, are able to produce δ-tocotrienol derivatives that could represent 

new therapeutic options for inflammatory diseases. 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN 

 

1 

INTRODUCCIÓN 

 

El oxígeno representa la fuerza motriz para el buen funcionamiento del metabolismo y 

la viabilidad celular; sin embargo, también permite la formación de especies reactivas 

de oxígeno (ROS por sus siglas en inglés), principalmente en la mitocondria. Las ROS 

se encargan de regular diversos procesos celulares, pero pueden causar daño si se 

producen en gran cantidad. Entre las ROS destacan los radicales libres y los no 

radicales. Durante la respuesta inflamatoria, las células en las regiones dañadas captan 

oxígeno produciendo y liberando ROS. Las células del sistema inmune generan 

mediadores inflamatorios más solubles (citoquinas, ácido araquidónico y quimiocinas), 

que actúan a través de las células activas en el área dañada, liberando más ROS. En 

condiciones normales existe un balance entre la formación de radicales libres y los 

mecanismos de defensa del organismo; pero ante un desequilibrio, se genera estrés 

oxidativo, el cual conduce a la muerte celular, pudiendo causar enfermedades como 

diabetes, inflamación y cáncer, entre otras (Palanisamy et al., 2016). 

La inflamación es la respuesta del sistema inmune ante un estímulo (organismos 

patógenos, heridas, factores químicos); los signos que indican que se está llevando a 

cabo el proceso inflamatorio son enrojecimiento, calor, hinchazón, dolor y pérdida de la 

función. Aun cuando la inflamación es una respuesta benéfica para el hospedero y 

puede ser resuelta exitosamente, una mala regulación de ésta puede causar daños en 

células y tejidos, dando lugar a enfermedades como problemas cardiovasculares, asma, 

Alzheimer, artritis reumatoide, inflamación del intestino y cáncer, entre otras. La 

inflamación de tipo agudo puede llegar a convertirse en severa en un corto tiempo, los 

síntomas pueden atrasarse y comenzar a definirse unos días después; mientras que, en 

la inflamación crónica, el periodo en que se presenta el desorden puede llegar a durar 

meses o años (Nordqvist, 2017).  

El ácido araquidónico (AA) es una molécula que participa en el proceso inflamatorio; su 

concentración aumenta durante la inflamación como consecuencia del daño a la 

membrana celular, siendo liberado de ésta para producir metabolitos llamados 

eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, etc.) mediante la ciclación e 

incorporación de oxígeno, catalizada por las enzimas COX-1/2 y 5-LOX (Figura 1) 

(McClelland et al., 2009). Los leucotrienos, eicosanoides producidos por la enzima 5-
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LOX, son importantes mediadores de procesos alérgicos e inflamatorios, principalmente 

causan broncoconstricción y aumentan la permeabilidad vascular, lo que ocasiona 

edemas; mientras que los prostanoides y tromboxanos, producidos por COX-1, centran 

su función en la homeostasis, la agregación plaquetaria y la protección gástrica; los 

producidos por COX-2 son inducidos por un estímulo, dando como productos 

prostanoides que causan edemas, inflamación y dolor (Zarghi  y Arfaei, 2011).  

Las enzimas COX-1, COX-2 y 5-LOX son consideradas como dianas para el desarrollo 

de medicamentos antiinflamatorios. Los medicamentos prescritos para el tratamiento de 

enfermedades inflamatorias se clasifican por su estructura química en antiinflamatorios 

no esteroideos (AINEs) y corticosteroides; los primeros actúan inhibiendo las enzimas 

COX y 5-LOX en la ruta metabólica del AA, en tanto que los segundos interactúan con 

receptores proteicos que son translocados al núcleo en donde inducen la regulación de 

expresión de genes (Ricciotti y FitzGerald, 2011). Sin embargo, los medicamentos 

existentes en el mercado tienen como limitante la toxicidad por sus efectos adversos; 

se ha reportado que los corticoides desarrollan desórdenes hormonales y metabólicos 

principalmente, mientras que los AINEs causan lesiones en el tracto gastrointestinal, así 

como daño renal y hepático, entre otros (Sostres et al., 2010). 

Debido a esto, existe la búsqueda de nuevos fármacos antiinflamatorios. Una fuente 

importante de obtención de nuevos fármacos es a partir de los productos naturales. Se 

han reportado distintos extractos de plantas y compuestos con la capacidad de inhibir a 

la enzima 5-LOX; estos inhibidores son en su mayoría compuestos fenólicos 

(polifenoles, flavonoides y cumarinas); sin embargo, también destacan poliacetilenos, 

triterpenos y tocotrienoles contenidos en la vitamina E (Werz, 2007).  

En el presente trabajo se exploró el proceso de biotransformación del δ-tocotrienol, 

utilizando microorganismos reconocidos por su capacidad para transformar metabolitos 

secundarios, esto con la finalidad de obtener nuevos derivados con potencial actividad 

antiinflamatoria. 
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Figura 1. Ruta metabólica para la formación de prostaglandinas y leucotrienos a partir del 

ácido araquidónico 
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CAPÍTULO I 

ANTECEDENTES 

 

1.1 PRODUCTOS NATURALES COMO FUENTE DE NUEVOS 

MEDICAMENTOS 

 

El término de productos naturales se refiere a los metabolitos secundarios producidos 

por seres vivos; estas moléculas no participan en sus procesos vitales (como 

metabolismo primario, crecimiento y desarrollo del organismo, entre otros). Se estima 

que existen alrededor de 300,000 metabolitos secundarios cuya principal función es 

ayudar a la sobrevivencia del organismo que los produce (McMurry, 2010). 

Los productos naturales, metabolitos secundarios provenientes de plantas, 

microorganismos y animales, son una fuente importante para la obtención de nuevos 

fármacos. Hasta el año 2014, el 4% de los fármacos aprobados correspondieron a 

metabolitos secundarios obtenidos de una fuente natural; sin embargo, el 21% incluyó 

a los derivados de productos naturales, y únicamente el 27% de los fármacos 

correspondieron a productos de origen sintético. Por lo que aquellos metabolitos 

secundarios obtenidos de fuentes naturales, al derivatizarlos, se convierten en fármacos 

candidatos para el tratamiento de distintas enfermedades (Newman y Cragg, 2016). 

En el Cuadro 1.1 se muestran algunos ejemplos de productos naturales obtenidos de 

organismos vivos, los cuales forman parte de los medicamentos prescritos 

mundialmente para el tratamiento de distintas enfermedades (Koparde, 2019). 
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Cuadro 1.1 Ejemplos de productos naturales con aplicación en la medicina. 

Producto 

natural 

Origen del 

producto 

natural 

Uso 

farmacológico 
Estructura 

Penicilina 
Penicillium 

notatum 
Antibiótico 

 

Salicina 
Salix spp. Y 

Populus spp. 
Analgésico 

 

Taxol 
Taxus 

brevifolia 
Anticancerígeno 

 

Hipericina 
Hypericum 

perforatum 
Antiviral 
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Existe un gran número de fármacos que continúan en estudios clínicos en espera de ser 

aprobados, muchos de estos han sido obtenidos de organismos vivos, por lo que los 

productos naturales y sus derivados son considerados una fuente importante para el 

desarrollo de nuevos fármacos (Mohs y Greug, 2017). 

 

1.2. PRODUCTOS NATURALES CON ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA 

Entre los productos naturales reportados con actividad antiinflamatoria, destacan los 

ácidos grasos omega 3, el 3-galato de epigalocatequina, el resveratrol y los tocotrienoles 

(Figura 1.1). Estos últimos, han mostrado actividad antioxidante, antineoplásica y 

antiinflamatoria, y son reconocidos por su inhibición de las enzimas óxido nítrico sintasa 

(iNOS) y COX-2, así como la inhibición de la expresión de NF-κB. (Shu-Jing, 2008); y 

por la inhibición de la enzima 5-LOX (Pein et. al., 2018). Los tocotrienoles forman parte 

de la vitamina E, contenida en alimentos como el arroz, la avena, el aceite de palma y 

el achiote, entre otros (Pein et al., 2018).  

 

 
Figura 1.1 Ejemplos de productos naturales con actividad 

antiinflamatoria. 
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La vitamina E está formada por cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles. Los 

tocotrienoles son moléculas que se caracterizan por tener un núcleo de cromanol y una 

cadena lateral prenilada saturada en el caso de los tocoferoles e insaturada en los 

tocotrienoles (Shahid-ul-Islam et al., 2016). En cuanto a estudios de vitamina E y su 

actividad biológica, se ha reportado la actividad antiinflamatoria del gamma-tocotrienol 

combinado con celecoxib (inhibidor selectivo de COX-2), mostrando una reducción 

significativa de prostanoides (Shirode et al. 2010). Recientemente, estudios de 

acoplamiento molecular entre derivados de vitamina E y la enzima 5-LOX, demostraron 

que estos productos lograron una inhibición de tipo alostérica con la enzima (Pein et al., 

2018). 
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1.3. DERIVADOS DE DELTA-TOCOTRIENOL OBTENIDOS POR SEMISÍNTESIS 

Recientemente se han obtenido derivados de vitamina E por semisíntesis para 

posteriormente evaluar su actividad antiinflamatoria. Como se puede observar en el 

Cuadro 1.2, se ha logrado funcionalizar el núcleo de cromanol con la finalidad de 

potenciar la actividad antiinflamatoria del producto original (Alsabil et al., 2017). Sin 

embargo, la semisíntesis no ha sido una alternativa adecuada para modificar la cadena 

lateral de este tipo de metabolitos, debido a los problemas de regio y esteroespecificidad 

que enfrentan la mayoría de las reacciones. 

 

Cuadro 1.2 Productos semisintéticos obtenidos a partir de δ-tocotrienol y sus derivados. 

Materia 
prima 

Producto 

δ -tocotrienol 5-formil-δ-
tocotrienol 

 
 

δ -tocotrienol 5-bromo- δ -
tocotrienol 

 

5-bromo- δ -
tocotrienol 

5-bromo-7-formil- δ 
-tocotrienol 

 
 

5-bromo- δ -
tocotrienol 

7-bromo-5-formil- δ 
-tocotrienol 

 
 

7-bromo-5- 
formil- δ -

tocotrienol 

7-formil - δ -
tocotrienol 
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Como resultado del estudio de Garcinia amplexicaulis se identificó al ácido-δ-garcinoico 

(ó ácido δ-tocotrienólico). Este producto es similar al δ-tocotrienol, pero se diferencia por 

la presencia de un grupo metilo en la posición 8 del anillo de cromanol y un grupo 

carboxilo terminal en la cadena prenilada. La derivatización química de este producto 

resultó en la obtención de cuatro productos con modificaciones en el anillo aromático 

del núcleo de cromanol (Figura 1.2)  (Alsabil et al., 2017).  

 

 

Figura 1.2 Derivados semisintéticos obtenidos a partir del        

ácido δ-garcinoico. 

 

Los derivados del ácido-δ-garcinoico, así como el δ-tocotrienol, fueron evaluados en 

cuanto su actividad antiinflamatoria utilizando una enzima 5-LOX recombinante. En este 

estudio también se realizó un ensayo de acoplamiento molecular o docking. Se concluyó 

que la funcionalización de la cadena lateral favorece la actividad antiinflamatoria (Figura 

1.3), en tanto que el análisis de acoplamiento mostró que estos derivados son 

inhibidores alostéricos de la 5-LOX, lo que significa que se unen a la enzima en un lugar 

que no es el sitio activo, y al ocurrir esta unión, el sitio activo se altera de manera que 

ya no es posible la unión del sustrato (i.e., el ácido araquidónico) (Pein et al., 2018). 

Sin embargo, y dadas las limitaciones para llevar a cabo la funcionalización de la cadena 

lateral de tocotrienoles y otros metabolitos secundarios con estructuras similares, se han 

explorado diferentes opciones para la obtención de este tipo de derivados. Una 
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alternativa a la semisíntesis química para la obtención de derivados, es la 

biotransformación. 

 

Figura 1.3 Actividad antiinflamatoria de derivados semisintéticos de δ-tocotrienol (Pein, et al., 

2018). 

 

1.4 BIOTRANSFORMACIÓN COMO ALTERNATIVA A LA SEMISÍNTESIS PARA 

LA OBTENCIÓN DE DERIVADOS DE PRODUCTOS NATURALES 

Las biotransformaciones son reacciones catalizadas por microorganismos o enzimas 

aisladas de éstos (Pervaiz et al., 2013). Es importante que el esqueleto de la molécula 

original se mantenga durante la biotransformación hasta la obtención del producto final 

(Smitha et al., 2017).  

La biotransformación representa una opción importante para la preparación de 

derivados dada sus capacidades de regioespecificidad y regioselectividad. Otras 

ventajas de la biotransformación sobre la semisíntesis química son las condiciones de 

operación requeridas (temperatura, pH y presión) y la cantidad de pasos es menor a los 

utilizados por semisíntesis. Sin embargo, la principal desventaja de la biotransformación 

es que no se tiene la certeza del producto se va a obtener, dada la capacidad de los 
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microorganismos para realizar reacciones estéreo o regio específicas sobre los 

sustratos, utilizando distintas enzimas (Mohamed-Elami, et al., 2015).  

Los estudios de biotransformación constan de dos fases, la primera incluye el 

crecimiento y adaptación a las condiciones por parte de los microorganismos en 

condiciones específicas (temperatura, agitación, medio de cultivo, pH); posteriormente, 

se inocula en nuevo medio fresco, aplicándose condiciones (temperatura, agitación, 

medio de cultivo, pH); y a continuación, se agrega el sustrato. Esta segunda fase permite 

que los microorganismos lleven a cabo la biotransformación como parte de su 

metabolismo secundario (Abourashed et al., 1999). 

Los metabolitos secundarios producidos por los microorganismos son usualmente 

generados en la fase tardía de su crecimiento y no son esenciales para su crecimiento, 

a diferencia de los metabolitos primarios. Diversas especies de microorganismos son 

reconocidos por su producción de metabolitos secundarios, entre las que se destacan 

las especies de Bacillus, Pseudomonas, Penicillium, Aspergillus, Streptomyces y 

Dacrymyces (Mohamed-Elamir et al., 2015). Los organismos contienen sistemas 

enzimáticos capaces de transformar productos, al igual que metabolizan los compuestos 

endógenos a otros más hidrosolubles para ser excretados (Smitha et al., 2017). 

 

La elección de microorganismos y condiciones para el proceso de biotransformación 

depende del tipo de reacción deseada. En el Cuadro 1.3 se muestran dos reacciones 

de biotransformación realizadas por diferentes especies de microorganismos (Birolli et 

al., 2015; Castañeda, 2012; Borges et al., 2007 y Patel 2000). 

Cuadro 1.3 Reacciones de oxidación comúnmente realizadas por diferentes géneros y especies 

de bacterias, hongos y levaduras. 

Reacción Microorganismos 

Hidroxilación  

 

Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Curvularia lunata, Aspergillus niger, 

Fusarium culmorum, Botryosphaeria dothidea, Cunninghamella blakesleana, 

Mucor plumbeus, Rhizopus arrhizus 

Epoxidación Curvularia lunata, especies de Penicillium, Gibberella fujikuroi, Acinetobacter, 

Aeromonas, Bacillus, Pseudomonas, Psychrobacter, Serratia, Nocardia, 

Candida, Saccharomyces, Cryptoccocus y Staphylococcus. 
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Estas reacciones se llevan a cabo debido a enzimas producidas por los 

microorganismos, e.g. lipasas, que permiten la oxidación de productos con dobles 

enlaces, como los ácidos grasos insaturados (Figura 1.4). Algunos géneros de 

microorganismos que producen lipasas capaces de llevar a cabo reacciones de 

oxidación son Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Pseudomonas, Psychrobacter, 

Serratia, Nocardia, Candida, Saccharomyces, Cryptoccocus y Staphylococcus (Birolli et 

al., 2015; Borges et al., 2009). 

 

 

Figura 1.4 Epoxidación de ácido linoleico por la acción de la lipasa B de Candida antarctica 

(CAL-B).  

 

Entre los metabolitos aislados de plantas que han sido modificados utilizando 

microorganismos destacan alcaloides, esteroides, terpenoides y flavonoides (Figura 

1.5). Los fármacos sintéticos como son el meloxicam, el celecoxib, el metoprolol, el 

ciprofloxacin y el albendazol también han sido sujetos de estudio de biotransformación. 

Los productos transformados han mostrado ser más activos que los existentes en el 

mercado, además de que se han obtenido derivados novedosos; los microorganismos, 

por su selectividad y especificidad, tienen la capacidad de producir modificaciones que 

por semisíntesis difícilmente se obtendrían (Pervaiz et al., 2013). 
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Figura 1.5 Biotransformación de productos naturales a) obtención de dos derivados de 

artemisinina por Aspergillus terreus, b) glicosilación de benzoampangina por Cunninghamella 

blakeesleana. 

 

Hasta ahora los estudios de biotransformación de derivados de vitamina E son limitados. 

El único reporte en la literatura describe la modificación de δ-tocoferol y γ-tocoferol 

utilizando Streptomyces catenulae, obteniendo productos de nitración en el anillo 

aromático del núcleo de cromanol (Figura 1.6) (Rousseau et al., 1997). 

 

 

Figura 1.6 Reacciones de biotransformación de tocoferoles por Stremptomyces catenulae.  
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Al investigar microorganismos reportados por su capacidad de modificar compuestos 

con estructura similar al δ-tocotrienol, se encontró que distintas especies de 

Pseudomonas (principalmente P. putida y P. oleovorans) pueden realizar reacciones de 

oxidación y epoxidación en alquenos y cadenas alifáticas (Wiley et al., 2014; Guerrero 

et al., 1997). Asimismo, lipasas aisladas de distintos microorganismos (e.g. Candida 

albicans y Aspergillus niger, entre otros) lograron la epoxidación de alquenos (Birolli et 

al., 2015). Finalmente, se ha reportado que especies de los géneros Rhodococcus, 

Mycobacterium, Nocardia, Xanthobacter, Alcaligenes, Pseudomonas y 

Corynebacterium son también capaces de oxidar alquenos y cadenas alifáticas (Ensign, 

2001). Para este trabajo, y de acuerdo con la disponibilidad y a la literatura revisada, se 

escogieron ocho microorganismos (Cuadro 1.4) para investigar la posible 

biotransformación de δ-tocotrienol.  

Cuadro 1.4 Principales sustratos y tipos de biomodificaciones realizadas por los 

microorganismos utilizados en el presente estudio. 

Microorganismo Tipo de 
biomodificación 

Sustrato Referencia 

Penicillium notatum 

Oxidación  
Compuestos 
aromáticos 

Veiga, et al., 2012; 

Oliveira, et al., 1999; 

Borges et al., 2009 

Hidroxilación Terpeno  

Oxidación 
(epoxidación) 

Terpeno 

Aspergillus niger 
Oxidación 

 

Alcanos Birolli et al., 2015; 

Borges et al., 2009 Terpeno 

Aspergillus alliaceus 

Oxidación 

 

Chalcona 

 

Sánchez y Rosazza 2006; 

Sánchez y Rosazza 2003; 

Burkhead, et al., 1994 
Hidroxilación Anilina 

Curvularia lunata Oxidación Terpenos Collins et al 2001 

Streptomyces griseus 

Oxidación Ácidos grasos Katsuyama y Horinouchi, 
2010; Chater 2016; 

Gurram, et al., 2009 Oxidación Ácido enólico 

Pseudomonas putida Oxidación Compuestos alifáticos Wiley et al., 2014 

Pseudomonas 
fluorescens 

Oxidación 
Compuestos 
aromáticos 

Kamerneek et al., 2001 

Pseudomonas 

testosteroni 
Oxidación Ácido graso 

Guerrero et al., 1997 

Nocardia iowensis Oxidación Terpenos 
Zhang et al., 2005; Cheng 

et al., 2004 
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Con base en lo anterior, en el presente trabajo se pretende modificar, mediante un 

proceso de biotransformación, la estructura de δ-tocotrienol, utilizando microorganismos 

(bacterias y hongos) que anteriormente han mostrado su capacidad de producir 

derivados novedosos y activos, con la finalidad de potencializar la actividad 

antiinflamatoria de este sustrato.  
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JUSTIFICACIÓN 

Distintas enfermedades relacionadas con una mala respuesta inflamatoria son 

causantes de muertes a nivel mundial y nacional. Los medicamentos analgésicos y 

antiinflamatorios que se encuentran en el mercado presentan como limitante efectos 

adversos en el organismo, por lo que continúa la búsqueda de nuevos y mejores 

tratamientos. 

El metabolito δ-tocotrienol ha sido evaluado por su actividad antiinflamatoria, misma que 

podría potencializarse al modificar grupos funcionales de la molécula, principalmente en 

la cadena lateral. La obtención de nuevos derivados semisintéticos está limitada por la 

falta de especificidad. La biotransformación brinda una alternativa para la obtención de 

derivados mediante el uso de microorganismos.   

 

HIPÓTESIS 

Dada la regioespecificidad reportada por microorganismos, se esperan obtener 

modificaciones en la estructura del δ-tocotrienol que resulten en la obtención de 

derivados con potencial actividad antiinflamatoria. 

       

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Demostrar la biotransformación del δ-tocotrienol utilizando cepas microbianas para la 

obtención de nuevos derivados con potencial actividad antiinflamatoria. 

Objetivos específicos 

1. Aislar e identificar δ-tocotrienol, a partir del extracto diclorometánico de semillas 

de Bixa orellana.  

2. Identificar los microorganismos con capacidad para biotransformar δ-tocotrienol.  

3. Analizar el rendimiento de consumo de sustrato mediante la cuantificación de la 

materia prima remanente durante la biotransformación.  

4. Aislar los productos de biotransformación obtenidos durante el escalamiento.  
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Para llevar a cabo este proyecto, inicialmente se aisló el sustrato a utilizar (δ-tocotrienol) 

a partir de extracto diclorometánico de semillas de Bixa orellana y se reactivaron los 

microorganismos seleccionados (de acuerdo a investigación bibliográfica y existencia 

en el cepario); posteriormente se planteó un escrutinio para elegir al mejor candidato 

para la producción de metabolitos.  

 

 

 

Figura 1.7 Diagrama de la estrategia experimental para la obtención 

de derivados de δ-tocotrienol. 
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CAPÍTULO II 

BIOTRANSFORMACIÓN DE δ-TOCOTRIENOL 

2.1    MATERIALES Y MÉTODOS 

El fraccionamiento y purificación de los compuestos se llevaron a cabo utilizando 

solventes destilados en el laboratorio, mismos que fueron eliminados mediante un 

evaporador rotatorio Büchi RE111. Para el análisis por cromatografía en capa delgada 

(CCD) se utilizaron placas de aluminio impregnadas con sílica gel GF254 (E. M. Merck); 

fueron revelados bajo luz UV y con ácido fosfomolíbdico y calor.  

Equipos: Los análisis de IR se realizaron en un espectrómetro FT-IR modelo Nicolet 

8700 (Thermo Scientific), por transmisión en pastillas de bromuro de potasio (KBr). Los 

análisis de RMN se llevaron a cabo en un espectrómetro Varian/Agilent Premium 

Compat 600MHz (14.1 t). Los análisis de HPLC se realizaron en un equipo Waters 

e2695 Alliance, utilizando las columnas Luna C18 Phenomenex y Xselect HSS C18. 

Para el análisis de cromatografía de gases acoplado a masas se utilizó un equipo marca 

Agilent modelo 7890B (CG)- 5977A (MS), se utilizó una columna HP5-MS de 30 m x 

2.50 µm x 0.25 µm, gas portador N2, flujo 1 mL/min, temperatura de 300 º sosteniendo 

una presión de 2.56 psi.  

Purificación de sustrato: el metabolito δ-tocotrienol fue aislado del extracto 

diclorometánico de semillas de Bixa orellana (9.94 kg). Las semillas fueron extraídas 

con 6 ciclos de maceración con diclorometano (DCM), obteniendo un extracto de 914.60 

g; éste fue fraccionado por cromatografía líquida al vacío (VLC). Finalmente se evaporó 

el disolvente para posteriormente filtrar a través de celita 503 y obtener 301 g de la 

fracción enriquecida con δ-tocotrienol. Se pesaron 24.25 g de esta fracción enriquecida, 

y posteriormente se le realizó una cromatografía en columna por permeación de gel 

empleando Sephadex LH-20 (25-100 μm; Sigma Aldrich) y una mezcla de 

DCM:Hexano:MeOH (40:40:2) como fase móvil. Se obtuvieron 20 fracciones de 10 mL 

cada una, las cuales fueron monitoreadas por CCD y combinadas en 5 nuevas 

fracciones (A-E) con base a la similitud de su perfil cromatográfico. Se obtuvieron 2.47 

g de la fracción D (fracción con presencia de δ-tocotrienol) y se realizó una última 

purificación por cromatografía en columna por gravedad, ocupando gel de sílice (Malla 

230-400) como fase estacionaria y diclorometano como fase móvil, obteniéndose el 

producto puro con un peso final de 1.74 g (6.89% de rendimiento). El δ-tocotrienol fue 
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identificado utilizando las técnicas espectroscópicas de IR y RMN y comparando los 

datos obtenidos con los reportados en la literatura (Ohnmacht et al., 2008). 

Microorganismos: Se utilizaron las cepas de Nocardia iowensis (NRRL 5646), 

Pseudomonas putida (ATCC 33015), Pseudomonas testosteroni (ATCC 11996), 

Pseudomonas fluorescens (ATCC AM-670), Streptomyces griseus (ATCC 13273), 

Curvularia lunata (ATCC 2178), Aspergillus niger (ATCC 9142), Aspergillus alliaceus 

(UI-315) y Penicillium notatum (ATCC 36740) para los experimentos de escrutinio y 

escalamiento de biotransformación. Se almacenaron a 4ºC y se resembraron cada 3 

meses para su conservación. 

Medios de cultivo: Los hongos fueron reactivados en medio de cultivo comercial de 

Caldo Papa Dextrosa marca Bioxon (PDB) y las bacterias fueron reactivadas usando 

caldo nutritivo, excepto N. iowensis, que fue reactivado en Medio Líquido de 

Esporulación (LSM) [extracto de levadura (1 g/L), extracto de carne (1 g/L), triptona (2 

g/L), FeSO4 (0.002 g/L) y dextrosa (10 g/L)]. Los hongos fueron resembrados para su 

mantenimiento en Agar Papa Dextrosa marca Merck (PDA), mientras que las bacterias 

en Agar Nutritivo marca Merck y N. iowensis en Medio Sólido de Esporulación 

(SSM)[extracto de levadura (1 g/L), extracto de carne (1 g/L), triptona (2 g/L), FeSO4 

(0.002 g/L), dextrosa (10 g/L) y agar (15 g/L)]. Para los experimentos de 

biotransformación se ocupó medio de cultivo Iowa (20g/L glucosa, 5 g/L extracto de 

levadura, 5 g/L harina de soya desgrasada, 5 g/L NaCl, 5 g/L K2HPO4) y HCL 6N (para 

ajustar pH a 7). El medio de cultivo se esterilizó en autoclave a 121ºC por 15 minutos. 

Biotransformación-Escrutinio: El proceso de biotransformación se llevó a cabo en dos 

fases. Para la primera fase se ocupó 1 mL de suspensión de esporas con una 

concentración de 1x106 esporas/mL de P. notatum, A. niger y A. alliaceus, 2x106 

esporas/mL de C. lunata y suspensión celular de N. iowensis, P. testosteroni, P. putida, 

P. fluorescens y S. griseus. Este volumen se inoculó en 25 mL de medio Iowa contenido 

en matraces de 125 mL. Durante la primera fase los cultivos se mantuvieron en 

crecimiento por 72 h a 28ºC y en agitación (200 rpm). Para la segunda fase, se tomó 

una alicuota (10% v/v) de los cultivos de la fase 1, inoculando en medio fresco (25 mL 

medio Iowa), los cuales se dejaron en incubación a 28ºC y 200 rpm. Después de 24 h 

se añadieron 250µL de sustrato (0.5 mg/mL de δ-tocotrienol en DMSO) en cada matraz. 

A partir de este último paso, se realizó un monitoreo diario durante 10 días (240 h), el 

cual consistió en tomar una alícuota de 2mL de cada matraz y centrifugar (1300 rpm, 
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22ºC, 5min) para lograr la separación del micelio y finalmente realizar una extracción 

con acetato de etilo, tanto del micelio como del filtrado. Los extractos crudos fueron 

analizados por CCD. Los 3 controles utilizados fueron medio Iowa solo, medio Iowa con 

sustrato y medio Iowa con microorganismo sin sustrato. 

 

Producción de compuestos biotransformados (escalamiento): Se pesaron 300 mg 

del sustrato δ-tocotrienol y se utilizaron cultivos de P. notatum. Se siguió el mismo 

procedimiento descrito anteriormente para la fase 1. Después de las 24 h, se inocularon 

250 µL del sustrato en DMSO (0.5 mg/mL) en matraces Erlenmeyer con 25 mL de medio 

Iowa fresco cada uno (24 matraces en total) y se incubaron a 28ºC y 200 rpm. Después 

de las 240 h se recuperó el medio de cultivo separándolo del micelio, el filtrado se extrajo 

con acetato de etilo que posteriormente se evaporó al vacío, obteniendo un extracto 

crudo de 350 mg. 

 

Aislamiento de productos de biotransformación: El extracto de P. notatum (350 mg) 

fue purificado por cromatografía en columna por gravedad (2 x 20 cm, con sistema de 

elución DCM:Hx:An 55:45:1) usando como fase estacionaria gel de sílice (70-230; 

Sigma Aldrich) de la cual se obtuvieron 195 tubos con 2 mL cada uno que fueron 

reunidos en 6 fracciones, siendo la de interés la fracción nombrada como 10E. A la 

fracción 10E (150mg) se le realizó otra purificación por cromatografía en columna por 

gravedad (2 x 20 cm, con sistema de elución DCM:MeOH 99:1) usando como fase 

estacionaria gel de sílice (70-230; Sigma Aldrich), obteniendo 115 tubos que fueron 

reunidos en 7 fracciones, siendo de mayor interés las fracciones nombradas 11A y 11B. 

Con la finalidad de un mejor análisis espectroscópico y para una correcta identificación, 

se realizó una reacción de derivatización, utilizando como materia prima 11A y 11B; en 

donde se emplearon los reactivos de acetona (2 mL), K2CO3 (200 mg) y CH3I (1 mL) que 

fueron adicionado a la materia prima. Las condiciones de reacción fueron bajo agitación 

por 24 h y a temperatura ambiente (las reacciones se ejecutaron por separado). 

Finalmente se obtuvieron 10 mg (12A) de producto de reacción en donde se observó la 

presencia de dos compuestos mayoritarios. Para la purificación de estos dos 

compuestos se utilizó la técnica de cromatografía en capa fina preparativa (el sistema 

de elución fue diclorometano:hexano en proporción 1:1, y se realizaron dos eluciones), 

obteniendo dos productos puros de biotransformación (17A y 17B).  
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Cuantificación de δ-tocotrienol en extractos crudos de escrutinio: El análisis de 

HPLC se llevó a cabo en un equipo marca Waters e2695 Alliance utilizando una columna 

Luna C18 Phenomenex y una fase móvil de isopropanol (75%) y H2O (25%) a 295 nm 

con un flujo de 0.25 mL/min. Los productos resueltos fueron detectados a 295 nm. Se 

realizó una curva de calibración ocupando como referencia el δ-tocotrienol aislado 

anteriormente. Se preparó una solución stock al 0.1% en metanol y se inyectaron 5 

volúmenes distintos (1, 5, 10, 15, 25 µL). Posteriormente se inyectaron los extractos 

crudos al 0.1% (disueltos en metanol) para la obtención del área bajo la curva 

(correspondiente a la señal del δ-tocotrienol, en un tiempo de retención de 12 minutos) 

de cada muestra (figura A1-Anexo). 

2.2     RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Identificación de δ-tocotrienol: El espectro obtenido por FT-IR (figura A2-anexo) 

muestra bandas de absorción características de los grupos funcionales presentes en la 

molécula (Figura 2.1); una banda ancha en la región de 3400cm-1 que corresponde al 

grupo oxhidrilo en el anillo del núcleo de cromanol y una banda débil a 1600cm-1 con 

vibración tipo stretching, característico de enlaces C=C, en el caso del δ-tocotrienol, 

corresponde a los dobles enlaces de la cadena lateral. A 1200cm-1 se observa una 

banda característica de enlace C-O (carbonos sp3/sp2 unidos a oxígeno). En el espectro 

1H-RMN (Figura A3-Anexo) se observan dos señales de multipletes, correspondientes 

a los protones en C-4 (δ 2.69), C-3’ (δ 5.12), y dos dobletes de dobletes 

correspondientes a los protones aromáticos en C-5 (δ 6.38; J = 2.94, 0.86 Hz) y C-7 (δ 

6.48; J= 0.88, 3.08 Hz). Finalmente, los protones correspondientes a los grupos metilo 

y los protones unidos a carbonos sp3, se observan a campo alto, en el rango de δ 1.26-

2.13 (Cuadro A1-Anexo). De la misma forma, los resultados del análisis de 13C-RMN 

(Figura A3-Anexo y Cuadro A1-Anexo) mostraron señales entre δ 112.78-147.85 

correspondientes a los carbonos sp2 del anillo aromático y de los carbonos vinílicos de 

la cadena lateral; las señales de C-6 y C-10 del anillo aromático se observan 

desplazadas a campo bajo (δ 147.85 y 145.98, respectivamente) por la desprotección 

generada debido al oxígeno del grupo OH. Estos datos coinciden con los reportados en 

la literatura (Cuadro A1-Anexo). 
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Figura 2.1 Estructura de δ-tocotrienol. 

 

Biotransformación-Escrutinio: La biotransformación del δ-tocotrienol se realizó con 

cuatro hongos (Penicillium notatum, Aspergillus niger, Aspergillus alliaceus y Curvularia 

lunata) y con cinco bacterias (Streptomyces griseus, Pseudomonas testosteroni, 

Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens y Nocardia iowensis), cultivados en el 

medio de cultivo Iowa (descrita previamente en el apartado de metodología). Se 

analizaron los extractos del filtrado y del micelio, para posteriormente llevar a cabo el 

escalamiento del proceso.  

Un primer análisis cualitativo por CCD de los extractos crudos producidos por los 

microorganismos a las 240 horas de biotransformación, mostró que en ningún caso se 

consumía el total de sustrato; sin embargo, como se puede observar de manera 

cualitativa en las Figuras 2.2 y 2.3, las bacterias aparentemente consumieron una mayor 

cantidad de sustrato que los hongos. 
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Figura 2.2 Perfiles cromatográficos por CCD de productos crudos de biotransformación por 

hongos después de 240 h. 

 

Figura 2.3 Perfiles cromatográficos por CCD de productos crudos de biotransformación por 

bacterias después de 240 h. 
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Para establecer los niveles de consumo de sustrato en cada uno de los cultivos, se llevó 

a cabo la cuantificación por HPLC del δ-tocotrienol presente en cada uno de los 

extractos crudos. Para esto, primeramente, se preparó una curva de calibración 

utilizando diferentes volúmenes de δ-tocotrienol. En la Figura 2.4 se aprecia que el 

porcentaje de sustrato consumido por las bacterias es mayor que el de los hongos, lo 

que coincide con los resultados observados de manera cualititativa por CCD. Mientras 

que los extractos crudos de biotransformación de S. griseus y N. iowensis muestran 

menos del 1% de sustrato, los extractos crudos de biotransformación de A. niger y P. 

notatum muestran contenidos importantes (22 y 15%, respectivamente) de δ-tocotrienol.  

 

Figura 2.4 Porcentaje de δ-tocotrienol en extractos crudos de biotransformación durante la 

etapa de escrutinio. 

 

El análisis cualitativo de los perfiles cromatográficos por CCD de los diferentes extractos 

crudos de biotransformación mostró que P. notatum fue el microorganismo que produjo 

el mayor número de derivados, en tanto que S. griseus y P. testosteroni produjeron un 

solo derivado (Figuras 2.2 y 2.3). Es interesante mencionar que aun cuando N. iowensis 
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mostró un consumo total del sustrato, no se observaron productos de biotransformación, 

lo que sugiere que esta bacteria pudo haber aprovechado el sustrato como fuente de 

carbono. Previamente se ha reportado que compuestos orgánicos pueden ser utilizados 

como fuente de energía y carbono; Waschina et al. (2016) reportaron que E. coli es 

capaz de utilizar más de 80 compuestos como fuente de energía y carbono, mientras 

que del género Nocardia, Sariaslani et al. (1973) encontraron que la especie N. 

salmonicolor es capaz de utilizar productos aromáticos (fenilalcanos) y cicloalcanos para 

su crecimiento.  

El análisis de los diferentes perfiles cromatográficos por CCD, y particularmente la 

naturaleza de los eluyentes en cada uno de los casos, permitió establecer que los 

productos de biotransformación de los hongos son principalmente de carácter lipofílico, 

en tanto que los producidos por las bacterias, son de mayor polaridad. 

Para complementar los resultados referentes a la diversidad de productos de 

biotransformación, cada uno de los extractos crudos fue analizado por HPLC. En la 

Figura 2.5 se observa que P. notatum genera productos en mayor abundancia (se logran 

apreciar cinco componentes mayoritarios), y que las bacterias S. griseus y P. 

testosteroni presentan un componente mayoritario, estos resultados coinciden con lo 

mostrado anteriormente en los perfiles cromatográficos por CCD. Por lo que estos tres 

microorganismos resultan ser los mejores candidatos para un posterior escalamiento.  
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Figura 2.5 Perfiles cromatográficos por HPLC de extractos crudos 

producidos por los microorganismos P. notatum, P. testosteroni y 

S. griseus candidatos para el escalamiento de la biotransformación 

de δ-tocotrienol. 
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Producción de metabolitos por biotransformación de δ-tocotrienol en cultivos de 

P. notatum : Los perfiles cromatográficos por CCD de los extractos crudos (filtrado y 

micelio) obtenidos a las 240 h del escalamiento de la biotransformación (Figura 2.6), 

muestran valores de RF (0.07, 0.21 y 0.62) que coinciden con los obtenidos durante el 

escrutinio, siendo reproducible el proceso de biotransformación.  

 

 

Figura 2.6 Perfiles cromatográficos por CCD de producto 

crudo en el escalamiento de biotransformación de δ-

tocotrienol en cultivos de P. notatum después de 240 h 

(extracto crudo de filtrado y de micelio). 

 

Se procedió a realizar una serie de purificaciones por cromatografía en columna (figura 

2.7), y posteriormente la fracción con el componente mayoritario (11A) se derivatizó por 

medio de una metilación. La derivatización se realizó con la finalidad de metilar él(los) 

grupo(s) OH presente(s) en la molécula y posteriormente purificar los componentes por 

CCD preparativa. Al finalizar la reacción se observó la presencia de dos componentes 

mayoritarios (figura 2.7).  
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Figura 2.7 Purificación de derivados de δ-tocotrienol a partir del extracto crudo obtenido 

durante el escalamiento de biotransformación de δ-tocotrienol en cultivos de P. notatum. 
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Las muestras 11A (antes de derivatizar) y 12A (después de derivatizar) fueron 

analizadas por GC-MS (figura 2.8). Al comparar los dos perfiles cromatográficos, se 

observan distintos componentes con diferentes tiempos de retención, lo que comprueba 

que la reacción de metilación se llevó a cabo.  

 

Figura 2.8 Cromatogramas de a) 11A y b) 12A y tiempos de retención de componentes 

mayoritarios, analizados por GC-MS. 

 

Previamente se analizó una muestra pura de δ-tocotrienol por GC-MS (Figura 2.9), 

demostrando en su patrón de fragmentación tres principales picos en 177, 137 y 69 m/z; 

los cuales ya han sido reportados en la literatura (Mesquita et al., 2011). Los 

componentes mayoritarios observados en los cromatogramas de las muestras 11A y 

12A, fueron seleccionados para analizar sus patrones de fragmentación (Figuras A5 y 

A6-Anexo); sin embargo, no se observan patrones de fragmentación relacionados a los 

esperados para la estructura de δ-tocotrienol, lo que sugiere que GC-MS no es la técnica 

adecuada para analizar estas muestras.  
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Figura 2.9 Patrón de fragmentación de δ-tocotrienol por GC-MS. 
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Con el fin de purificar los componentes mayoritarios presentes en la muestra 12A, se 

decidió realizar una cromatografía preparativa. Como puede observarse en la Figura 

2.10, se obtuvieron dos productos puros (17A: 2.7 mg y 17B: 1.2 mg), posteriormente 

sus estructuras podrán ser elucidadas por métodos espectroscópicos. Se propone 

realizar análisis por RMN y LC-MS.  

 

 

Figura 2.10 Perfil cromatográfico 

por CCD de los productos puros 

17A y 17B  
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2.3      CONCLUSIONES  

Las condiciones utilizadas para el proceso de biotransformación (pH, medio de cultivo, 

agitación, temperatura) fueron adecuadas para el crecimiento de los microorganismos 

empleados durante la etapa de escrutinio y producción de metabolitos a partir del 

sustrato, teniendo como resultado derivados de carácter hidrofílico mediante el uso de 

bacterias; mientras que, al emplear hongos, los derivados fueron más diversos en 

cuanto a su polaridad. 

Siendo el primer estudio de biotransformación de δ-tocotrienol, se observa que P. 

notatum al generar derivados en mayor abundancia, es el mejor candidato para la 

producción de metabolitos a partir de este compuesto, seguido por las bacterias S. 

griseus y P. testosteroni. 

Los resultados obtenidos mediante la metilación indican que probablemente se 

obtuvieron derivados con diversas hidroxilaciones en los carbonos.  

Las condiciones ocupadas en el equipo de HPLC, permitió llevar a cabo una adecuada 

cuantificación de la materia prima, en donde se observó que el consumo del sustrato no 

está relacionado con la producción de productos de biotransformación. 
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2.4    PERSPECTIVAS 

En estudios posteriores se propone optimizar las condiciones de biotransformación con 

la finalidad de obtener mayor cantidad de producto; por ejemplo, aumentar el tiempo de 

la fase 2 permitiría un mayor consumo del sustrato por parte de P. notatum y por lo tanto, 

mayor cantidad de producto. 

Para un mejor aislamiento de los productos de biotransformación, se propone establecer 

un menor número de técnicas cromatográficas (por columna) seguida de la 

derivatización, para perder menor cantidad de muestra. De igual forma, al tener más 

cantidad de productos puros, se podría realizar una mejor identificación mediante 

métodos espectroscópicos. 

De acuerdo con la estructura de los productos puros, realizar modificaciones por 

semisíntesis química. Al obtener una mayor diversidad de productos derivados del δ-

tocotrienol, se propone evaluar su actividad antiinflamatoria (ensayo de inhibición con 

5-LOX y docking) para discutir si el tipo de inhibición coincide con lo reportado 

anteriormente por Pein et al., (2018).   
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ANEXO-FIGURAS 

 

 

Figura A1 Curva de calibración del δ-tocotrienol por HPLC. 

 

 

Figura A2 Espectro de FTIR (KBr) del δ-tocotrienol. 



CAPÍTULO II 

36 
 

 

Figura A3 Espectro de 1H-RMN (CDCl3, 600mHz) de δ-tocotrienol.  
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Figura A4 Espectro de 13C-RMN (CDCl3, 100mHz) de δ-tocotrienol. 
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Figura A5 Perfil cromatográfico (a) y patrón de fragmentación de la fracción 11A durante su 

análisis por GC-MS. 
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Figura A6 Perfil cromatográfico (a) y patrón de fragmentación de la fracción 12A por GC-MS. 
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ANEXO-TABLAS 

Tabla A1 Comparación de datos espectroscópicos (1H-RMN y 13C-RMN) experimentales y 

reportados en la literatura para δ-tocotrienol 

  Experimental Ohnmacht et al., 2018 

Posición 1H-RMN (δ) 13C-RMN (δ) 1H-RMN (δ) 13C-RMN (δ) 

2 - 75.46 - 75.23 

2-CH3 1.26 24.14 1.28 23.94 

3 1.81 31.49 1.75 y 1.81 31.32 

4 2.69 22.33 2.70 22.41 

5 6.38 112.78 6.40 112.61 

6 - 147.85 - 147.78 

7 6.48 115.76 6.50 115.67 

8 - 127.20 - 127.21 

8-CH3 2.13 16.02 2.14 16.02 

9 - 122.85 - 121.12 

10 - 145.98 - 145.77 

1’ 1.69 39.86 1.57 y 1.67 39.60 

2’ 2.12 22.35 2.12-2.16 22.11 

3’ 5.12 124.98 5.16 124.35 

4’ - 135.21 - 135.03 

4’-CH3 1.60 16.18 1.62 15.94 

5’ 2.06 34.82 1.98-2.01 39.65 

6’ 2.06 26.84 2.07-2.11 26.68 

7’ 5.12 124.48 5.13 124.24 

8’ - 146.12 - 134.88 

8’-CH3 1.60 16.18 1.62 15.81 

9’ 1.98 34.82 1.98-2.01 39.63 

10’ 2.03 26.86 2.07-2.11 26.52 

11’ 5.12 124.48 5.12 124.13 

12’ - 128.45 - 131.18 

12’a-CH3 1.60 16.18 1.61 17.63 

12’b-CH3 1.69 25.80 1.70 25.65 

6-OH 4.47 - 5.33 - 
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