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1. INTRODUCCION

Nuestro pais posee una gran diversidad bioldgica y de grupos étnicos,
los cuales tienen una forma propia de ver el mundo, esta diversidad ha
permitido que se tenga un gran conocimiento de las plantas y en
general de los recursos que ofrece el territoriol. Muchos de estos
recursos son utilizados en la alimentacion y forman parte de una cultura
gastronémica Unica?, pues son endémicos al territorio, un ejemplo de lo
anterior son algunas especies pertenecientes al género Physalis como P.
phyladelfica®* y P. coztomatl®>, que poseen frutos conocidos como
tomate verde 6 tomatillo y tomate agrio 6 también conocidos como
tomate amarillo, que son utilizados en la elaboracién de salsas muchas
veces mezcladas con chiles, ya sea para comerse solas, para acompafar
diversos guisados 6 para elaborar platillos tradicionales mexicanos como

las enchiladas.

También, gran parte de la poblacion mexicana hace uso de estos
recursos en la llamada Medicina tradicional é Herbolaria, practica muy
utilizada tanto por sus efectos benéficos como por su bajo costo?!, en
donde varias especies del género Physalis se han utilizado para tratar

diversos padecimientos®.
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Cabe mencionar que en el territorio mexicano se encuentran mas de la

mitad de las especies que conforman al género Physalis, por lo que se
ha denominado como su centro de diversificacidn’. Una de las especies
mexicanas es Physalis solanaceus®, a la que se le han atribuido diversas
propiedades medicinales, principalmente la de disminuir el azlcar en la
sangre®.

Existen estudios quimicos de especies mexicanas, principalmente de
hojas y tallos, pero los frutos y calices se han estudiado con menor
frecuencia. Asi, de los frutos de P. angulata®, P. minima't, P.
philadelphica®> y P. nicandroides® se han aislado acilsacarosas vy
withaesteroides (compuestos esteroidales con esqueleto de ergostano
altamente oxigenado). Con respecto a los calices, existen dos estudios,
uno de P. peruviana'® donde se describen dos withaesteroides y el otro
de P. chenopodifolia®® en el cual se describe la presencia de dos
esteroles, un withaesteroide y dos acilsacarosas.

Considerando lo anterior, surgid la inquietud por realizar el estudio
quimico de los cdlices de Physalis solanaceus para saber si contienen
acilsacarosas y withaesteroides y ademas, contribuir al conocimiento del
género. Los resultados asi obtenidos sentaran la base para futuras
investigaciones que comprueben las actividades o efectos atribuidos a

esta planta.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Familia Solanaceae

La familia Solanaceae se divide en tres subfamilias que comprenden 96
géneros y que agrupan alrededor de 2300 especies. Los miembros de
esta familia se localizan principalmente en las zonas tropicales,
subtropicales y zonas templadas de América en un intervalo altitudinal

de 0 a 3000 m?*e,

Algunas de sus especies tienen importancia econdémica en base al uso
que se les da. Ejemplo de lo anterior son los cultivos horticolas de:
Solanum tuberosum (conocida como papa), Physalis philadelphica
(tomate), Capsicum spp (chile), Solanum melongena (berenjena),
Lycopersicum esculentum (jitomate), Capsicum annuum (pimiento) y
Physalis ixocarpa (tomatillo)’ que son utilizados para la alimentacién

humana.
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2.2 Género Physalis

El género Physalis, familia Solanaceae, contiene 90 especies que se
caracterizan por ser plantas herbaceas anuales con flores solitarias vy
caliz que encierra completamente al fruto. Las especies de este género
se distribuyen en Estados Unidos, Centroamérica, Sudameérica y Las
Antillas, siendo México su centro de diversificaciéon, pues mas de la
mitad de las especies crecen en él; la mayoria de éstas son silvestres y
sOlo cuatro son cultivadas para el consumo de sus frutos, las cuales son:

P. philadelphica, P. peruviana, P. grisea y P. alkekengi’.

La especie con mayor distribucion e importancia econémica en México es
Physalis philadelphica (tomate verde), que junto con Physalis cotzomat/®
(tomate agrio) son ampliamente utilizadas en la cultura Mexicana,
principalmente en la gastronomia, pues muchos platillos tradicionales se
acompafan con las salsas que se elaboran de la mezcla de estos frutos

con especias y chiles.

Algunas especies del género Physalis han sido y siguen siendo utilizadas
en la medicina tradicional para curar diversos padecimientos, ejemplos
de ello son: P. philadelphica, cuyos frutos preparados de diversas

maneras han servido para tratar la tos y problemas del tracto
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respiratorio, P. pubescens cuyas hojas cocidas se aplican para sanar

heridas, y P. nicandroides cuyas hojas hervidas se usan para bafios

postpartos’17,

En otras partes del mundo, algunas especies de Physalis también son
utilizadas para tratar diversos padecimientos, asi, P. minima es utilizada
en la India para tratar desérdenes del bazo, como diurético y purgantel®
y P. peruviana es utilizada en Taiwan para el tratamiento de la malaria,

hepatitis, y como diurético®.

2.2.1. Composicion quimica

Estudios quimicos realizados a especies del género Physalis muestran

que entre los principales metabolitos aislados se encuentran:

« Alcaloides, presentes en raices?°.
« Acilsacarosas, presentes en diversas partes de la planta?!.
« Derivados esteroidales, principalmente en las partes aéreas®?2,

+ Flavonoides?®3.
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2.3. Acilsacarosas

Las acilsacarosas son ésteres de sacarosa, disacarido formado por
glucosa y fructosa. Son compuestos solubles en disolventes organicos y
su diversidad estructural radica en la posicién de los ésteres asi como en

las caracteristicas estructurales de los acidos unidos a la sacarosa®*.

OR,

OR;
OR7

ORg
RO

Figura 1. Estructura general de una acilsacarosa

La primera acilsacarosa que se aislé del género Physalis fue obtenida de
las flores y hojas de Physalis viscosa®!, se tratd de una sacarosa
diacilada en la glucopiranosa y fue llamada Physalosida A. Esta
acilsacarosa presentd actividad antibacteriana contra las bacterias
Gram-positivas Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae,
pero fue inactiva contra las bacterias Gram-negativas Klebsiella

pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 2. Physalosida A.

Las siguientes acilsacarosas de Physalis fueron aisladas de los frutos de

Physalis nicandroides?, planta utilizada como insecticida en algunas

regiones de México. Se aislaron cinco nuevas acilsacarosas tri y

tetraciladas llamadas nicandrosas A, B, C, Dy E.

HO

1 Nicandrosa A

2 Nicandrosa B

3 Nicandrosa C

4 Nicandrosa D

5 Nicandrosa E

OH

(0]
OR

OH

RO
R=R!= 2-metilbutanoilo
R= Ac, R'= isobutirilo
R= Ac, R! = 2-metilbutanoilo

R= H, R! = isobutirilo

R= H, R! = 2-metilbutanoilo

Figura 3. Nicandrosas A-E.
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2.3.1. Distribucion

Estudios hechos a secreciones de miembros de la familia Solanaceae,
han revelado que complejos conformados por ésteres de sacarosa y/o
glucosa son los componentes no volatiles mas abundantes?>:26,

Los ésteres de sacarosa y/o de glucosa se han obtenido como
componentes de los lipidos de la superficie de Nicotiana cavicola®* y de
50 especies de Nicotiana que fueron analizadas por HPLC?’. Los &cidos
que esterifican a la glucosa 6 sacarosa son acidos pequefios: acido
acético, acido metilpropidnico, acido metilbutanoico, entre otros. Lo
anterior ha hecho suponer que estos glicolipidos son los precursores de
los acidos grasos que abundan en el humo del tabaco y que se
encuentran como ésteres de alcoholes alifaticos. También se han
encontrado acilsacarosas en especies de los géneros Licopersicon®® ,

Petunia®®, Solanum?® y en algunas especies de las familias Asteraceae,

Cannaceae y Polygalaceae?®.
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2.3.2. Actividad bioldgica de acilsacarosas

AUn cuando la actividad bioldgica de las acilsacarosas no se ha
estudiado ampliamente, algunas pruebas han dado como resultado las

siguientes actividades:

« Actividad especifica contra bacterias Gram (+)2.
« Actividad contra pasto granero?’.
« Actividad afidica®®.

« Actividad contra el crecimiento y germinacién de semillas3°.

2.3.3. Usos de las acilsacarosas

Al tratarse de moléculas anfifilicas, las acilsacarosas pueden ser usadas
en las industrias de: alimentos, farmacos, cosméticos, y como una
alternativa de pesticidas naturales que no contaminen. Uno de los usos
con mayor importancia es el de substituto de las grasas convencionales
con las que se elaboran los alimentos chatarra, pues al incrementarse el
consumo de estos alimentos, aunado a una vida cada vez mas
sedentaria, ha resultado en un incremento a nivel mundial, tanto de la

obesidad como de enfermedades relacionadas con ella.
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La industria alimentaria recurre al uso de estos substitutos

(acilsacarosas), ya que presentan propiedades fisicas y sensoriales

idénticas a las de las grasas pero sin el aporte energético.

El primer sustituto fue patentado por Procter and Gamble como Olean®,
pero llamado por su nombre genérico como Olestra, el cual es una
mezcla de sacarosas octa, hepta y hexa esterificadas.

Olestra tiene sabor y caracteristicas de coccién similares a los de las
grasas y aceites tradicionales, pero no contribuye con energia a la dieta,
pues no es hidrolizada por las lipasas gastricas y por lo tanto no es
absorbido por el tracto gastrointestinal®'. La FDA (Food and Drug
Administration) aprobd en 1996 el uso comercial de Olestra en botanas
saladas y picantes. Para su aprobacién se realizaron diversos estudios
de absorcion, en donde se observd que no afectaba la microflora, la
movilidad intestinal, el flujo gastrico y electrolitos, ademas de que la
mezcla no es hidrolizada por enzimas o bacterias del colon®2. También
se ha comprobado que no interfiere en la absorcién de anticonceptivos,
medicamentos lipofilicos mas comunmente recetados, sdlo se ha
encontrado que puede interferir con la absorcion de las vitaminas A, D,
E vy K, por lo que el aceite comercial Olean® estd fortificado con estas

vitaminas32.
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Los ésteres de sacarosa también pueden ser utilizados como

emulsificantes3?® gracias a su caracter ambifilico, ademds no son téxicos,
no poseen sabor, son inodoros y algunos se digieren en el estdmago
para dar sacarosa y acidos grasos. Estos aditivos pueden aplicarse en
donde se requiera el uso de un emulsificante con caracteristicas no
idnicas y biodegradable3.

El caracter anfifilico de los agentes emulsionantes se expresa
generalmente como el balance hidrofilico/lipofilico (HLB "hydrophilic-
lipophilic balance") en una escala de 0 a 20, en donde valores pequefios
indican una afinidad por la fase lipidica y por lo tanto promueven
emulsiones W/0 (agua en aceite). Valores grandes de HLB indican que el
agente emulsionante tiene afinidad por la fase acuosa y por lo tanto
promueven emulsiones O/W (aceite en agua). En el caso de las
acilsacarosas conocidas comercialmente como sucroésteres, valores de
HLB grandes indican que estos compuestos son mas digeribles3>.

Otros de los posibles usos de las acilsacarosas en la industria
alimentaria son: en la elaboracidn de chocolates ; en las coberturas de
semillas®® pues mejora la resistencia a la oxidacién y a la aparicién de
aglomerados grasos en la superficie; para la reconstitucion de la leche
con la emulsificacidon de la grasa; para la elaboraciéon de pan ya que su
adicion en la masa incrementa el volumen y suavidad de la migaja; en

la elaboracidn de helados para mantener su viscosidad y para hacer
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peliculas o recubrimientos de frutas y verduras pues conservan las

caracteristicas visuales y de palatabilidad, siendo una opcién favorable

pues no afecta al producto y son biodegradables37-38,

Hoy en dia, los sucroésteres estan autorizados en Europa como

emulgentes para alimentos, nimero de aditivo E-4733°,

En la industria cosmética las acilsacarosas pueden ser empleadas en la
elaboracién de cremas emolientes y en labiales. En la industria del cuero
se utilizan como agentes desengrasantes, dispersantes y emulsionantes
en los procesos de ribera y de lavado de cuero previo al recurtido; en la
industria papelera actia como reductor de viscosidad, como agente
desengrasante y suavizante del papel ademas, pueden ser utilizadas

como emulsificantes en la elaboracién de pastas dentales.

Por Ultimo la actividad insecticida*® que han presentado alguna
acilsacarosas las convierte en una alternativa para la elaboraciéon de
insecticidas naturales que sean biodegradables y no dafien el medio

ambiente?!,
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2.4. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo amplio de compuestos fendlicos generados
por el metabolismo secundario de los vegetales. Todos los flavonoides
presentan la estructura general Cs-C3-Cs, es decir, dos fenilos unidos a

través de una cadena de tres carbonos??.

o M2
@ c
Figura 4. Estructura general de un flavonoide.

Los flavonoides se pueden encontrar unidos a azUcares, siendo los
carbohidratos mas frecuentes: glucosa, galactosa, ramnosa, arabinosa y
xilosa. También, es comun obtener a los flavonoides en su forma libre o
de aglicona.
Los flavoniodes son importantes para las plantas porque ademas de ser
responsables de la coloracién de muchas flores, frutos y hojas,
intervienen en la polinizacion atrayendo a los insectos responsables de
este proceso.
Los flavonoides se clasifican, dependiendo de la posicion del anillo
aromatico en el benzopirano en tres clases (Figura 5):

a) Flavonoides (2-fenilbenzopirano)

b) Isoflavonoides (3-benzopiranos)

c) Neoflavonoides (4-benzopiranos)
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Flavonoide Isoflavonoide Neoflavonoide

Figura 5. Clasificacion de flavonoides.

Dependiendo del grado de oxidacion y saturacién en el anillo C, los

flavonoides se han dividido en los siguientes grupos: flavanos,

flavanonas, flavonas, flavonoles y flavanoles (flavan-3-ol y flavan-4-

o)*? (Figura 6).

oD Gy

Flavano Flavanona Flavona

Flavonol Flanan-3-ol Flavan-4-ol

Figura 6. Diferentes tipos de flavonoides.

o) O
lo O
OH OH
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2.4.1. Distribucion

Los flavonoides estan ampliamente distribuidos entre los vegetales
superiores, siendo las rutdceas, poligonaceas, asteraceas y umbeliferas
las principales familias que los contienen. Abundan sobre todo en las
partes aéreas jovenes y mas expuestas al sol, como hojas, flores y

frutos*3.

2.4.2. Actividad bioldgica

Farmacoldgicamente, los flavonoides destacan por su baja toxicidad,

encontrandose entre sus actividades las siguientes:

« Actividad antioxidante®?.

« Actividad antimutagénica®®.
« Actividad antiespasmddica?®.
« Actividad antiinflamatoria®’.
« Actividad antimicrobiana®®.

« Actividad antiprotozoaria®®.

« Actividad sobre el sistema vascular?®.
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2.4.3. Usos de los flavonoides

Su uso se extiende desde la industria cosmética, la dermofarmacia y
farmacia como: venotodnicos, agentes para aumentar la fuerza de los
capilares sanguineos, para tratamientos de pieles sensibles, como
agentes descongestionantes, para hacer la piel mas elastica y como
agentes antienvejecimiento, ademas de usarse para la elaboracién de

preparaciones nutritivas®®.

2.5. Physalis solanaceaus

Physalis solanaceus (Schltdl)/ Axelius, lo mismo que P. philadelphica
Lam y otras cinco especies, pertenecen a la seccion Angulatae y al
subgénero Rydbergis.

P. solanaceus es una planta herbacea anual y erecta de hasta 70 cm de
alto, con flores solitarias y corola purpura, su caliz tiene I|dbulos
triangulares y cubre al fruto que es una baya de 8 mm de diametro. P.
solanaceus crece en zonas perturbadas, cercanas a bosques tropicales
caducifolios, matorrales subtropicales y suelos arenosos, sobre todo en
zonas secas. Se desarrolla a una altitud desde los 400 hasta los 2000 m,

florece y fructifica de junio a octubre’. Se distribuye desde el sur de
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Estados Unidos hasta Centroamérica, en México la especie se puede

encontrar en los estados de Aguascalientes, Chihuahua, Chiapas,
Coahulia, Durango, Estado de México, Hidalgo, Jalisco, Nayarit,
Michoacan, Nuevo Ledén, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tamaulipas y

Veracruz.

Physalis Solanacues
http://bio.uagq.mx

2.5.1. Estudios previos de Physalis solanaceus

Existen dos estudios previos de Physalis solanaceus, en éstos solo las
hojas y los tallos se estudiaron quimicamente. En el primero se
describen como los componentes mayoritarios del extracto hexanico dos
esteroles, B-sistosterol y estigmasterol y del extracto en AcOEt glucésido
de B-sitosterol, physalina A, physalina B, physalina D y physalina F8,

En el segundo estudio también del extracto hexanico se aislaron e
identificaron los esteroles p-sistosterol y estigmasterol y cinco

physalinas: physalina B, isophysalina B, physalina D, physalina F y
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epiphysalina G, ademas de la triacilsacarosa 3-O-isovaleril-2-O-lauril-a-

D-glucopiranésido de 3" -O-isobutiril-B-D-fructofuranosilo®®.

B-sistosterol

Physalina A

Physalina B

Physalina F

Physalina D



Epiphysalina G 3-0O-isovaleril-2-O-lauril-a-D-
glucopiranédsido de 3 "-O-isobutiril-3-
D-fructofuranosilo

Figura 7. Compuestos aislados de Physalis solanaceus.

2.5.2. Estudios previos de calices de Physalis

Existen dos estudios quimicos de calices de Physalis. Uno de ellos es el
realizado a Physalis chenopodifolia, en el que del extracto metandlico se
aisl6 una mezcla de pB-sistosterol y estigmasterol, la withandlida

physachendlida D y las tetraacilsacarosas 2,4-di-O-isobutiril-3-O-(2-
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metilbutanoil)-a-D-glucopirandsido de 3 "-O-lauril-B-D-fructofuranosilo y

2,3,4-tri-O-isobutiril-a-D-glucopirandsido de 3 -O-lauril-B-D-fructofura-
nosilo!®. El otro estudio se realizd con los céalices de P. peruviana y se
obtuvieron de la fraccién soluble en diclorometano del extracto acuoso

dos withandlidas, 4B-hidroxiwithandlida E y 28-hidroxiwithandlida E4.

B-sistosterol Estigmasterol

Physachendlida D
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2,4-di-O-isobutiril-3-0O-(2-metilbu- 2,3,4-tri-O-isobutiril-a-D-glucopi-
tanoil)-a-D-glucopirandsido de 3 - randsido de 3 -O-laurilil-B-D-fruc-

O-lauril-B-D-fructofuranosilo tofuranosilo
CH,
28
X
OH| -H
o)
4-B-hidroxiwithandlida E 28-hidroxiwithanodlida E

Figura 8. Compuestos aislados de los calices de Physalis.
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3. HIPOTESIS

En base a los estudios quimicos de las partes aereas de P.
solanaceus®®' y a los realizados a los cdlices de Physalis peruviana'* y
P. chenopodifolia® que describen la presencia de esteroles,
acilsacarosas y withaesteroides, los calices de Physalis solanaceus

deberdn contener esteroles, acilsacarosas y withaesteroides.

4. OBJETIVOS

« Contribuir al conocimiento quimico del género Physalis a través

de la especie Physalis solanaceus.

« Caracterizar los metabolitos secundarios presentes en los calices

de Physalis solanaceus.



5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Diagrama general de la investigacion

i

Purificacion

Extraccion

Purificacion




©®

5.2. Material y equipo

Los analisis de cromatografia en columna (CC) se operaron con
vacio. Se utilizd6 como fase estacionaria gel de silice 60 G UV;sg
Macherey-Nagel en una proporcion de 1:20 en relacién con la cantidad
del sustrato a purificar. Se utilizaron diversos disolventes como fase
movil y éstos se seleccionaron de acuerdo a la mezcla por purificar. Para
el seguimiento de las cromatografias en columna se llevaron a cabo
cromatografias en capa delgada (CCD), usandose cromatofolios de 4
cm de altura Alugram SIL G100 UV,s9 de 0.25 mm de espesor. Para
visualizar las CCD se utilizd6 una lampara de luz UV (onda corta 254 nm,
onda larga 365 nm) y para revelar se utilizé una solucidon de sulfato
cérico en acido sulfurico. Las cromatografias preparativas en placa se
llevaron a cabo en placas de 20x20 cm SIL G100 UV3s4 de 1 mm de
espesor y en placas SIL G-200 UVas4 de 2 mm de espesor de gel de
silice. Las cromatografias preparativas en placa de fase reversa se
llevaron a cabo en placas de 20x10 cm RP-18 F;s4 MERCK de 1 mm de
espesor. Los puntos de fusidon se determinaron en un aparato Fisher
Johns. Los espectros en el IR se obtuvieron en un espectrofotdmetro
Bruker Tensor 27. Los espectros de resonancia magnética nuclear se
determinaron a temperatura ambiente en los espectrometros Varian-

Unity 300 (300 MHz para H y 125 MHz para !3C), Eclipse JEOL (300
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MHz para 'H y 75 MHz para 13C) y Varian-Inova (500 MHz para *H y 125

MHz para 3C). Se utilizd como referencia interna tetrametilsilano (TMS).
Los espectro de masas obtenidos por impacto electrénico (IE) se
realizaron en un espectrometro JEOL JMS-AX505HA vy los obtenidos por

FAB™ se realizaron en un espectrometro JEOL-JMS-SX102A.

5.3. Material vegetal

Physalis solanaceus se recolecté en noviembre del 2002 en el Cerro del
Azteca, Querétaro. Después de separar las diversas partes de la planta

se obtuvieron 35.92 g de calices.

5.4. Extraccion del material vegetal

Los calices se extrajeron de manera exhaustiva y consecutiva con AcOEt
y MeOH. Después de eliminar los disolventes por destilacion a presién
reducida en un rotaevaporador, se obtuvieron 7.27 g de extracto de

AcOEt y 9.01 g de extracto de MeOH.
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5.5. Aislamiento

5.5.1. Extracto de acetato de etilo

Al extracto de acetato de etilo (7.27 g) se le agregd CHCI;, Me,CO y
MeOH observandose la presencia de un sdélido no soluble en los
disolventes organicos y soluble en H,0O. Después de filtrar la mezcla, se
obtuvieron 462 mg del sdlido inorganico. Al filtrado se le elimind el
disolvente dando 6.80 g de residuo que fue purificado por cromatografia
en columna (CC1). La cromatografia fue eluida con CHCl3;, mezclas de
CHCI3-MeOH en orden creciente de polaridad y con MeOH. Se obtuvieron
148 fracciones que fueron analizadas por cromatografia en capa delgada
y agrupadas considerando la semejanza en su composicion. La tabla 1
resume la cromatografia en columna 1 y muestra las fracciones que

fueron reunidas.
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Tabla 1. Cromatografia en columna 1.

Fracciones Eluyente Fracciones reunidas
1-10 CHCl3 1-2, 3-10
11-26 CHCI3-MeOH 98:2 11-15,17-32
27-48 CHCI3-MeOH 96:4 33-39 , 40-42
49-61 CHCI5-MeOH 94:6 43-61
62-78 CHCI5-MeOH 90:10 62-66 67-78
79-87 CHCI5-MeOH 85:15 79-108
88-99 CHCI5-MeOH 80:20

100-107 CHCI3-MeOH 70:30

108-119 CHCI5-MeOH 60:40 109- 148
120-128 CHCI5-MeOH 50:50

129-139 CHCI3-MeOH 30:70

140-148 MeOH

Las fracciones 17 a 32 (820.6 mg), mezcla A, mostraron a través de su

cromatografia en capa delgada que uno de sus componentes se

encontraba en mayor cantidad, por lo que una muestra de 12 mg se

envid al departamento de RMN y 73.4 mg se purificaron por

cromatografia preparativa en capa de fase reversa. La cromatografia se

eluyd con MeOH-H,0O 70:30 4 veces, 75:25 2 veces y 85:15 5 veces.
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obteniéndose 11.1 mg de un residuo aceitoso, cuya cromatografia

analitica en fase reversa mostré que aun se trataba de una mezcla, por
lo que se realizd otra cromatografia preparativa en las mismas
condiciones que la anterior, de 100 mg de mezcla A. Se obtuvieron 21
mg de un aceite que se analizd junto con los 11.1 mg obtenidos
anteriormente, por cromatografia analitica en fase reversa. Esta mostrd
que ambas muestras contenian una mezcla de por lo menos dos
compuestos. No se encontré ningun sistema de disolventes adecuado
para separar los componentes de la mezcla, por lo que se envid una
muestra de ella al departamento de cromatografia para su purificacion
por HPLC.

La fraccion 16 (17.1 mg) y las fracciones 33 a 39 (137.3 mg) de la

cromatografia en columna 1, también presentaron la mezcla A.

> Aislamiento de 3-0O-Isovaleril-2-O-lauril-a-D-glucopirané-

sido de 3 "-O-isobutiril-B-D-fructofuranosilo (1)

Las fracciones 43 a 61 (1.35 g) fueron purificadas a través de una
cromatografia flash en columna (CC2) obteniéndose 149 fracciones de la
siguiente manera: fracciones 1 a 105 eluidas con CHCI3-MeOH 94:6 vy
106 a 149 eluidas con CHCI3-MeOH 90:10. Las fracciones 32 a 105 (36.3

mg) se purificaron por cromatografia preparativa en capa que se eluyé
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con CH,Cl,-MeOH 95:5 2 veces. Del componente principal se obtuvieron

10.1 mg que se enviaron al departamento de RMN. El espectro mostré
que se trataba de una mezcla de acilsacarosas la cual fue llamada
mezcla B. Las fracciones 110 a 138 (746.6 mg) por cromatografia
analitica en fase reversa mostraron contener una mezcla de compuestos
y uno de ellos en mayor cantidad. Se tomaron 60 mg de la mezcla y se
purificaron por cromatografia preparativa en capa de fase reversa que
se eluyé con MeOH-H,0 75:25 6 veces. Se obtuvieron 11.3 mg de 3-0O-
isovaleril-2-0O-lauril-a-D-glucopirandsido de 3 -O-isobutiril-B-D-fructo-
furanosilo (1) aun sucio. Otros 60 mg de la mezcla presente en la
fracciones 110 a 138 se purificaron por cromatografia preparativa en
capa de fase reversa eluida con MeOH-H,O 75:25 3 veces. De esta

cromatografia se obtuvieron 22.1 mg de 1 limpio.

> Aislamiento de 3-0O-Isobutiril-2-O-lauril-a-D-glucopirano-

sido de 3 “-O-isobutiril-B-D-fructofuranosilo (2)

Una porcidon (300 mg) de la mezcla contenida en las fracciones 110 a
138 de la CC2, se purificd por cromatografia preparativa en capa en fase
reversa usando como eluyente MeOH-H,O 75:25 3 veces. De esta
purificacion se obtuvieron 126 mg del compuesto 1 y 35.6 mg de 3-O-

isobutiril-2-0O-lauril-a-D-glucopirandsido de 3 '-O-isobutiril-B-D-fructo-
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furanosilo (2) sucio. El compuesto 2 (35.6 mg) con un Rf mayor al del

compuesto 1, se purificé a través de dos cromatografias preparativas
sucesivas en capa de fase reversa que se eluyeron con MeOH-H,0 75:25
9 veces y 70:30 12 veces. Se obtuvieron 4.2 mg del compuesto 1y 6.3
mg del compuesto 2 limpio.

Las fracciones 40 a 42 (79.5 mg) y las fracciones 62 a 66 (200.6 mg) de
la primera cromatografia en columna contienen al compuesto 1 y a la

mezcla B.

5.5.2. Extracto metanolico

El extracto de metanol (9.01 g) se disolvié en el menor volumen posible
de MeOH observandose al igual que en el caso del extracto en AcOEt un
solido no soluble en disolventes organicos. La mezcla se filtro y se
elimind el disolvente al filtrado obteniéndose 6.25 g de un aceite denso
que fue purificado por cromatografia en columna (CC3).

La cromatografia fue eluida con CH,Cl, y con mezclas de CH,Cl,-MeOH
en orden creciente de polaridad. De esta cromatografia se obtuvieron 41
fracciones que fueron agrupadas considerando la semejanza en su
composicion. La tabla 2 resume la cromatografia en columna 3 vy

muestra las fracciones que fueron reunidas.
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Tabla 2. Cromatografia en columna 3.

Fracciones Eluyente Fracciones reunidas
1-6 CHCl;
7al3 CH,CI,-MeOH 90:10 3al2
14 a 20 CH,Cl,-MeOH 80:20 13a16y17a 20
21 a 26 CH,CI,-MeOH 70:30 21 a 23
27 a 34 CH,Cl,-MeOH 60:40 24 a 41
35a41 CH,Cl>-MeOH 50:50

Las fracciones 17 a 20 (810 mg) se sometieron a una cromatografia en
columna (CC4). Se obtuvieron 25 fracciones que fueron eluidas con
CH,Cl,-MeOH 80:20. Las fracciones 8 a 11 se purificaron por
cromatografia en columna con Sephadex (CC5) usando como eluyente
MeOH. Se obtuvieron 10 fracciones de las cuales las fracciones 4 a 6
(54.5 mg) se aplicaron a una placa preparativa que se eluy6é una vez
con AcOEt-MeOH 70:30, se obtuvieron 28.9 mg de rutina (3) sucia.

Las fracciones 21 a 23 (785 mg) de la CC4 se purificaron por
cromatografia en columna con Sephadex (CC6) eluida con MeOH. Se
obtuvieron 26 fracciones de las cuales 8 a 11 (113.3 mg) presentaron
un componente principal, por lo que se reunieron y purificaron por

cromatografia en columna (CC7) que se eluyé con CHCI3-MeOH 75:25.
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Las fracciones 9 a 19 presentaron un soélido amarillo que fue filtrado y

recristalizado en éter isopropilico-acetona obteniéndose 4.7 mg de

rutina (3), pf: 190-215°.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado del estudio quimico del extracto de AcOEt de los célices
de Physalis solanaceus se obtuvieron mezclas de acilsacarosas. De la
purificacion de las mezclas se obtuvieron dos compuestos puros. El
analisis de los espectros de RMN mono Yy bidimensionales,
homonucleares y heteronucleares, asi como de los espectros de
infrarrojo y de espectrometria de masas, permitid caracterizar a estos
compuestos como 3-O-isovaleril-2-O-lauril-a-D-glucopiranésido de 3'-O-
isobutiril-B-D-fructofuranosilo (1) y 3-O-isobutiril-2-O-lauril-a-D-
glucopiranédsido de 3'-O-isobutiril-B-D-fructofuranosilo (2).
OH
HO OH

OH

OH
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OH

OH
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Figura 9. Compuestos 1 y 2.

> 3-0-Isovaleril-2-O-lauril-a-D-glucopiranésido de 3'-0-

isobutiril-B-D-fructofuranosilo (1).

El compuesto 1 mostrd en su espectro de IR (espectro 1) bandas de
absorcion en 3468 y 1736 cm™ las cuales correspondieron a los grupos
hidroxilo y a los grupos carbonilo de los ésteres, respectivamente. El
espectro de RMN 'H (espectro 2, tabla 3) presentd una sefial doble en
5.56 con J=4 Hz que correspondié al hidrégeno anomeérico (H;) de la a-
glucopiranosa. En el espectro bidimensional homonuclear *H-!H COSY
(Figura 10, espectro 3) se observd el acoplamiento de la sefal del
hidrégeno anomérico con una seinal doble en d 4.86 (J=10.5, 3.5 Hz)
que se asigné a H, de la glucopiranosa el cual debe ser axial B. En el

mismo espectro COSY se observd la interaccion entre H, y Hs (8 5.25, t,
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J=10 Hz), éste ultimo acoplado con H4 (3 3.52, t, J= 10 Hz), que a su

vez interacciona con un multiplete en & 4.05 que se asigndé a Hs. El
hidrégeno 5 mostrd, en el espectro COSY, su interacciéon con dos
hidrogenos (6 3.97 y & 3.75) los cuales fueron identificados como
aquellos del metileno de Cg de la glucopiranosa. Cabe mencionar que los
desplazamientos a campo bajo de H, y Hs con respecto a los de la

)52

sacarosa no esterificada (6 3.53 y & 3.73 en D20 indicaron que los

alcoholes de estas posiciones se encontraban unidos a grupos acilo.

H OH
6
i “
H
H
Figura 10. Correlaciones 'H-'H COSY de la a-D-glucopiranosa del
compuesto 1.

El espectro de RMN 3C (espectro 4) del compuesto 1 mostrd las seis
sefales correspondientes a la unidad de a-D-glucopiranosa (tabla 4),
observandose en & 89.7 la sefial del carbono anomérico.

En el espectro de RMN !H (espectro 2) también se observaron las
sefales correspondientes a la unidad de B-fructofuranosa presente en la

sacarosa. Asi, los hidrégenos del carbono 1 se observaron como un
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sistema AB en & 3.58 y 3.49 con una constante de acoplamiento de 12

Hz. La sefal de Hs- se observd como un doblete en & 5.18 (J= 8 Hz),
desplazamiento quimico a campo bajo en relacidn con aquel descrito
para el mismo hidrdgeno de la fructofuranosa en la sacarosa (0 4.19 en
D,0)%2, lo que indico su posicidn gem a un éster.

En el espectro bidimensional homonuclear COSY (Figura 11, espectro 3)
se observo el acoplamiento de Hiz con Hg (0 4.55, t, J=8 Hz), de H4 con
Hs (0 3.94, m) y de Hs con los hidrégenos del carbono seis (0 3.91 y

3.75).

Figura 11. Correlaciones 'H-'H COSY del B-D-fructofuranosilo del
compuesto 1.
En el espectro de RMN 3C (espectro 4) se observaron las seis sefiales
correspondientes al anillo de B-D-fructofuranosa, localizandose la seial

del carbono anomérico en 8 103.8 (tabla 4).

El acilo unido a C, de la a-D-glucopiranosa fue identificado como laurilo

considerando que en el espectro de RMN !H (espectro 2, tabla 3) las
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sefiales de los hidrogenos de la posicidon 2 del acilo se observaron como

dos cuartetos en 8 2.24 y 2.27 acoplados al quintuplete en & 1.55 (J=7
Hz) correspondiente al metileno del carbono 3 lo que se corroboré en el
espectro bidimensional 'H-'H COSY (espectro 3). Por su parte los
hidrégenos de los carbonos 4 a 11 dieron lugar a una sefial simple
ancha en 0 1.25 y el metilo terminal se localizd como una sefal triple en
d 0.88 (J=7 Hz). El espectro de RMN 3 C (espectro 4) mostrd las
sefiales de los doce carbonos del laurilo®® (tabla 4), presentando en d

14.1 la sefal del metilo terminal y en & 173 la sefal del carbonilo.

El espectro de masas obtenido por la técnica de FAB* (espectro 5)
mostré el fragmento de m/z 701 correspondiente a [M + Na]" también
se observaron los fragmentos de m/z 429, 327 y 183 que
correspondieron el primero a [701-CHs(CH;)1oCO,H-(CH3),CHCO-H]™, el
segundo a [429-(CHs3),CHCH,CO,H]" vy el tercero al grupo acilo del acido
latrico [CH3(CH;)10CO]".

La posicién del grupo laurilo se estableciéo al observar en el espectro
bidimensional heteronuclear HMBC (espectro 6) el acoplamiento entre C;
del acilo y el H, de la glucosa.

El grupo unido al carbono 3 de la a-D-glucopiranosa fue identificado
como isovalerilo considerando lo siguiente: el espectro de RMN 'H

(espectro 2, tabla 3) mostro las sefiales de los hidrogenos de la posicion
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2 del acilo como dos sefales doble de doble en & 2.22 y 2.19 acopladas

a un multiplete en d 2.06 correspondiente al metino del carbono 3 y
éste a su vez acoplado a los hidrogenos de los metilos geminales que se
mostraron como dos dobletes en & 0.943 y 0.941. El espectro
bidimensional *H-'H COSY (espectro 3) corroboré lo anterior. El espectro
de RMN !3C (espectro 4) mostrd las sefiales de los 5 carbonos del
isovalerilo (tabla 2), presentando en & 22.29 y 22.25 las sefales de los
metilos y en & 173.9 la sefal del carbonilo. Adicionalmente, el espectro
de masas mostrd los fragmentos de m/z 85 y 57 correspondietes al
isovalerilo [(CH3),CHCH,]* y a la pérdida de CO de este mismo grupo
[(CH3)>,CHCH,]*. En el espectro bidimensional HMBC (espectro 6) se
observo el acoplamiento del C; del acilo con el Hz de la glucosa, con lo

que se confirmo la posicidén del grupo acilo.

Por ultimo, el grupo unido al carbono 3' de la B-D-frutofuranosa fue
identificado como isobutirilo considerando que en el espectro de RMN 'H
(espectro 2, tabla 3) la sefal de H, del acilo se observé como un
heptuplete en 8 2.74 (J=7 Hz), y los hidrégenos de los metilos dieron
lugar a sefiales dobles en & 1.29 y 1.25. En el espectro de RMN !3C
(espectro 4) se observaron las sefales de los 4 carbonos del isobutirilo
(tabla 4), presentandose en 0 19.2 y 18.7 las sefales de los metilos y

en 0 178.1 la senal del carbonilo.
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El espectro bidimensional heteronuclear HMBC (espectro 6) mostrd el

acoplamiento a tres enlaces del C; del acilo con el hidrégeno del carbono
3 de la fructofuranosa. El espectro de masas corrobord la presencia del
isobutirilo a través del fragmento de m/z 71 correspondiente a
[(CH3),CHCO]". Con lo anterior se establecié que el compuesto 1
corresponde a 3-O-isovaleril-2-0-lauril-a-D-glucopirandsido de 3'-O-

isobutiril-B-D-fructofuranosilo.

OH

HO

(e} OH

(0]
OH
O

Cabe mencionar que este compuesto fue aislado anteriormente del

extracto hexdnico de tallos y hojas de Physalis solanaceus®!.
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Tabla 3. Datos de RMN 'H del compuesto 1, CDCl3, 500 MHz (J en Hz).

H|glucopiranosa | fructofuranosa| H | laurilo | isovalerilo |isobutirilo
1 5.56d (4) 3.58d (12) 2| 2.28c 2.22 dd 2.74 hept
3.49 d (12) (7.5) (14.5, 7) (7)
2.24 c 2.19 dd
(7.5) (14.5, 7)
2| 4.86 dd (10,4) 3 1.56 2.06 m 1.29d (7)
quint a
(7)
3| 5.25t(10) 5.18 d (8) 4| 1.26sa | 0.943d(7) | 1.25d (7)
4| 3.52t(10) 4.55 t (8) 5| 1.26sa | 0.941d (7)
5 4.05dd a 3.94m 6-| 1.26s a
(9.5,8) 11
6| 3.97 da (10.5) | 3.91 da (11.5) [12|0.88t (7)

3.75m

3.75 m

La asignacion de las sefales se llevd a cabo con la ayuda de los
espectros: HSQC y HMBC.
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Tabla 4. Datos de RMN 13C del compuesto 1, CDCl3, 125 MHz.

C |glucopiranosa |fructofuranosa| C laurilo |isovalerilo [isobutirilo
1 89.7 CH 64.2 CH, 1 173.0C 173.9C 178.1 C
2 69.8 CH 103.8 C 2| 33.9CH, | 43.3CH; 33.9CH
3 72.5 CH 80 CH 3| 24.6 CH; 25.7 CH 19.2 CH;
4 70.9 CH 71 CH 4 | 29.1CH, | 22.29 CH; | 18.7 CH;
5 73.9 CH 82.1 CH 5| 29.32 CH;, | 22.25 CH3;
6 62.3 CH, 60 CH, 6 | 29.30 CH,

7 | 29.4 CH;

8 | 29.6 CH;

9 | 31.9CH;

10| 31.9 CH,

11| 22.7 CH;

12| 14.1 CHs

La asignacion de las sefales se llevd a cabo con la ayuda de los
espectros: DEPT, HSQC y HMBC.
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> 3-0-Isobutiril-2-0O-lauril-a-D-glucopirandsido de 3'-0-

isobutiril-B-D-fructofuranosilo (2)

El compuesto 2 presentd datos espectroscopicos (espectros 7 a 11) muy
similares a los del compuesto 1. En el espectro de RMN H (espectro 8,
tabla 5) las diferencias consistieron en la presencia de las sefales de un
grupo isobutirilo (0 2.56 hept, 1.15 d, 1.13 d) en lugar de aquellas del
grupo isovalerilo presente en el compuesto 1, lo que indicé que la
acilsacarosa 2 contenia también tres grupos acilo, un laurilo y dos
isobutirilos. La corroboracion se obtuvo a través del espectro de masas
(FAB)* que mostré un fragmento de m/z 687 [M+Na]* correspondiente
a la formula molecular Cs;Hs6014 acorde con la presencia de los grupos
acilo antes mencionados unidos a la sacarosa. La posicidén de los grupos
acilo se establecié a través del espectro bidimensional heteronuclear
HMBC (espectro 11). En dicho espectro se obtuvo la correlacion entre el
carbono del carbonilo del laurilo (& 173.0) y el hidrogeno dos de la
glucosa, también entre la senal de carbonilo en & 178.8 de un isobutirilo
y el hidrdogeno tres de la glucosa y entre la sefial del carbonilo en 3178.0
del segundo grupo isobutirilo y el hidrogeno tres de la fructosa (Figura

12).
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Figura 12. Principales correlaciones heteronucleares HMBC del
compuesto 2.

El espectro de RMN !3C (espectro 9, tabla 6) corrobord la estructura
propuesta para el compuesto 2 que corresponde a 3-O-isobutiril-2-O-

lauril-a-D-glucopirandsido de 3'-O-isobutiril-B-D-fructofuranosilo.

OH

HO OH

OH

OH

Cabe mencionar que este compuesto fue aislado en nuestro laboratorio

de Physalis sordida®®.
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Tabla 5. Datos de RMN 'H del compuesto 2, CDCl;, 500 MHz (J en Hz)

H| glucopiranosa | fructofuranosa| H laurilo |isobutirilo | isobutirilo
1| 5.55d (3.5) 3.57 m 2 | 2.28dt 2.56 hept | 2.74 hept
3.50 m (16,8) (7) (7)
2.23 dt
(16,8)
2 4.86 dd 3 [1.55quint| 1.15d (7) | 1.28 d (7)
(10,3.5) a (7)
3 5.215 dd 5.19d (8) 4| 1.25sa | 1.13d(7) | 1.25d (7)
(10,9.5)
4 3.54 m 4.54 t (8) 5| 1.25sa
5/4.05dd a (8,6) 3.93m 6-| 1.25sa
11
6 3.97 m 3.96 m 12| 0.88t(7)
3.75 m 3.75m

La asignacion de las sefales se llevd a cabo con la ayuda de los
espectros: HSQC y HMBC.
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Tabla 6. Datos de RMN 3C del compuesto 2, CDClz, 125 MHz.

C | glucopiranosa | fructofuranosa | C laurilo |isobutirilo |isobutirilo
de Gluc. de Fruc.
1 89.7 CH 64.2 CH, 1 173.0 C 177.9 C 178.0 C
2 69.8 CH 103.9C 2 | 33.9CH; | 34.1 CH; 33.9CH
3 72.6 CH 79.0 CH 3 | 24.6 CH; 18.8 CHs; 19. 2 CH;
4 69.9 CH 71.2 CH 4 | 29.1 CH, | 19.0 CH; 18.7 CH;
5 73.9 CH 82.2 CH 5| 29.2 CH;
6 62.2 CH, 60.1 CH, 6 | 29.3 CH;
7 | 29.4 CH;
8 | 29.4 CH,
9 | 29.6 CH;
10| 31.9 CH;
11| 22.7 CH;
12| 14.1 CH;

La asignacion de las sefales se llevd a cabo con la ayuda de los
espectros: HSQC y HMBC.
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Por otra parte, del extracto de MeOH de los cdlices de Physalis

solanaceus se aisl6 un sélido amarillo que fue identificado como rutina®®

(3) de la siguiente manera:

> Rutina (3)

El espectro de RMN H (espectro 12, tabla 7) presentd las sefiales del
anillo B como un sistema ABX, asi, H» se mostré como un doblete ancho
en 0 7.66 (J=2 Hz), Hs como un doblete ancho en & 6.87 (J=8.5 Hz) y
He como un doble de doble ancho en & 7.62 (J=8.5, 2 Hz). Respecto a
las sefiales del anillo A éstas se observaron como un sistema AB en 0
6.21 y 6.40 con una constante de acoplamiento de 2 Hz, acorde con la
relaciéon meta entre Hegy Hs.

La rutina esta constituida por el flavonol quercetina y rutindsido unido al
Cs. El rutindsido es un disacarido formado por una ramnopiranosa
enlazada al carbono 6 de una glucopiranosa. El disacarido se une al
flavonol a través del alcohol anomérico de la glucosa por lo que en el
espectro de resonancia proténica del compuesto 3 dicho hidrégeno se
observdé como un doblete en & 5.10 con J=7.5 Hz debido a su
acoplamiento axial-axial con el hidrégeno 2" de la B-glucopiranosa. Los
hidrogenos de Cg al que estd unido la ramnosa, se observaron como un

doblete ancho en & 3.80 y como doble de doble en & 3.51 (tabla 7).



&

En el caso de la a-L-ramnopiranosa, una de las sefales que caracteriza

a este carbohidrato se observé en d 1.13 como doblete y correspondié a
los hidrégenos del Cg+. El hidrdgeno anomérico Hy» se observé como un
doblete en d 4.51 con una constante de acoplamiento de 2 Hz de
acuerdo con su interaccién ecuatorial-ecuatorial con Hy+. Las sefiales de
los hidrégenos restantes de la glucopiranosa y de la ramnopiranosa se
observaron como senales no definidas entre & 3.2 y 3.5. Una
comparacién de los datos de RMN 'H (tabla 7) del compuesto 3 con los
descritos en la literatura para rutina®® asi como la comparacion directa
con el espectro de RMN 'H de una muestra auténtica, permitid
establecer su identidad como rutina.

Ademas de lo anterior, se comparo el Rf del compuesto 3 con aquel de
una muestra auténtica a través de una CCD de ambas sustancias.
También los puntos de fusion fueron comparados lograndose asi la
corroboracion de rutina como el flavonol presente en los calices de P.

solanaceus.
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Figura 11. Rutina

Tabla 7. Datos de RMN 'H del compuesto 3, CDs0D, 500 MHz (J en Hz).

H Flavonol H Glucopiranosa H Ramnopiranosa
6 6.21 d (2) 1" 5.10d (7.5) 1 4.51d (2)
8 6.40 d (2) 2" 3.2-3.5m 2" | 3.62dd (3.3,2)
2' 7.66 d a (2) 3" 3.2-3.5m 3" 3.2-3.5m
5' 6.87 d a (8.5) 4" 3.2-3.5m 4" 3.2-3.5m
6' | 7.62dd a (8.5,2) | 5" 3.2-3.5m 5 3.2-3.5m

6" 3.8d a (10) 6" 1.13 d (6)

3.51 dd (10,3.5)
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7. RESUMEN Y CONCLUSION
Del extracto de AcOEt de los calices de Physalis solanaceus se aislaron 2
triacilsacarosas.
« 3-O-Isovaleril-2-O-lauril-a-D-glucopiranésido de 3'-O-isobutiril-B-
D-fructofuranosilo (1), antes obtenida del extracto hexanico de

hojas y tallos de la misma especie, P. solanaceus.

« 3-O-Isobutiril-2-0-lauril-a-D-glucopirandsido de 3'-O-isobutiril-B-

D-fructofuranosilo (2), aislada previamente de Physalis sordida.

Del extracto de MeOH de los calices de P. solanaceus se aislé el glicdésido

de flavonol rutina (3).

El estudio quimico descrito en la presente tesis contribuye al

conocimiento, desde el punto de vista quimico, del género Physalis.

En la hipdtesis planteada se menciond que los calices de Physalis
solanaceus deberian de contener esteroles, acilsacarosas vy
withaesteroides. Los resultados obtenidos en la presente tesis indican
que los metabolitos de mayor abundancia en los calices son
acilsacarosas, lo que no descarta que esteroles y withaesteroides estén
presentes en cantidades tan pequefas y en mezclas complejas que su

aislamiento no haya sido posible.
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