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I. INTRODUCCION,

1.1 Generalidades del género Bromelia.

El género Br;':uelia pertenece a la familia Bromeliaceae,

la cual comprende 45 géneros y 1900 sgpecies limitadas a el

Mundo, P la pecie pitcairnia que se encuentra
localizada en el Oeste Africano. (Williams, -1978).

Se ha observado que dicha familia es morfolégica y

anatémicamente diferente, por lo cual es tratada pox-.nuchos
taxénomos como an grupo aislado dantro de las‘
MonocotiledSneas. .
) Dasde ol bunto de vista quimico, la familia Bronal;aceae
no ha sido ampliamente estudiada. Sin embargo, eﬁ una zevisidn
acerca de la quimica de las partes aéreas de 61 elApecieg
(Williams, 1978), se encoqtr& que los metabolitos secundarios
més caracteristicos son los flavonoides. Los flavonoidss'
ducﬂtos en 1la tan;uin, incluyen flavonoles y flavonas las
c-ualc. se resumen en el Cuadro 1.

En nuestro pais se

an reportad ani dos
especies de este género ('Hartinez, 1989 ) : Bromelia karatas

)4 braneun pinguin.

I
!
H
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Cuadro 1 Flavonoides aislados de la familia Bromeliaceae.

Subfamilias, Género, especlas

compusstos o sustituysntes

Bromeloideae

Acanthostachys strebilaceae
(Schull. f£. ) Klatzsch.

Aechmea bromelifolia
{Rudge) Baker

Billbergia zebrina (Herb.)
Lindl

Canistrum lindenii (Regel)
Nez. var lindenii.

Gravisia aquilega (Salisb)
Nez.

Neoregalia spectabilis
(Moore) L.B. Smith.

N. fulgens Lem.

N. innocentii Lem. var.
innocentii

N. procerum Lindm. var.
Procerum.

N. aff rutilans E. Morr.

Protea petropolitana.
(Wowra) Nez.

.ouesneun 1iboniana
(De jonghe) Mez

Streptocalyx longifolius
(Rudge ) Baker

Quercetina
Quercetina
Quercatina, Lutcoliha

Quercatina

Quercetina

Luteolina

Quercetina

' Quercetina, Miricetina

Quercetina

Quercetina

Quercetina, Miricetina
Quercetina

Quercetina




A
Cuadro 1 Flavonoides aislados de la familia Bromeliaceae.

{continuacién)

Subfamilia,Género, especile

Compuesto o sustltuyonte

Pitcairnioideae.
Brocchinia reducta Baker
P. atrorubens (Beer) Baker

P. corallina Linden et
Andree

P. derblayana Andree

P. imbricata (Brongn)
Regel.

P, integrifolia Ker Gawl

P. poortmanii Andree

P. punicea Scheidw

P, rubiflora
P. sprucei Baker,

P. kanthocalyx Mart.
puya 8.p.
Tillandsioideae

Catopsis berteroniano
(Schult, fil) Mez

T. brachycoulos schiechfend

Quercetina
Quercetina

Apigenina, 6 OH Luteolina
Escutelareina

Apigenina, 6 OH Luteolina
Escutelareina

6 OH Luteolina

Quercetina 6 OH Luteolina

6 OH Luteolina
Escutelareina

Quercetina, Escutelareina

Quercetina, Apigenina
6 OH Luteolina, Kaempferol

Quercetina, 6 OH Luteolina
Kaempferol

Luteolina, 6 OH Luteolina
6 OH Luteolina

Quercetina, Gossipetina

Quercetina, Patuletina




Cuadro 1 Flavonoides aislados de la familia Bromeliaceae.

{continuacién)

Subfamilia, G8nera, especte

Compuesto o suatituyente

T. bulbosa Hoocker

T. cyanea Linden ex K. koch
var cyanea.

T. aeranthos (Loisel)
(L.B. Smith

T. fasciculata Swartz

Vriesea imperialis
E. morr

V. regina Beer

Quercetina, Patuletina

Quercetina, Patuletina

Patuletina
6 OH Luteolina.

Quercetina

Quercetina, 6’5737 tri OMe-
3 5 7 4’ tetra OH flavona,

6 3’57 ~tri OMe-~ 3 5 7 4’~

tetra OH flavona.
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Cuadro 2 FEstructuras de los flavonoides aislados de la

familia Bromeliaceae.

Rl RI RS 4 Rl .1!7 R‘
Kaespferol (1) on | om oH on
Quercetina (2) oun | on oH oH | om
Miricetina (3) on | on on on | on | on
Patuletina (4) on | on | one| on on | on
Gossipatina (5) on | om ot on | on
Plavonol (s)b ome | on | oMe} oH one| ou | oue
Flavonol (7) on | on | oxa] on one| -on | ome
Apigenina (8) - on oH on.| -
Luteolina (3) _ on o OH | oH
soHituteolina (10) on | on | on on | on
Escutelareina (11) on | on | oK on




1.2 Ant dentes de la Br lia pinguin.

La Bromelia pinguin es una planta herbacea,de hojas en
roseta, largas y angostas con el borde espinado; sus frutos son
- amarillos, de lnbor‘(cido Y son conocidos popﬁlamnte como fruta
maya. B. plngui.n se encuentra ampliamente distribuida en los
estados de Oaxaca, Veracruz, Yucat&n, chilapas y San Luis Potosi y
se le conoce en estas rcqioncs'con los nombras comunes de bagulo,
jocuistle, pihuelilla, pifiuela y mutajte, respectivamente. En la
medicina popular mexicana es empleada como agente antigotoso e
hipocolesteroclemiante. (Martinez, 1989).

Desde el punto de vista quimico, la Bromelia pinguin ha
sido objeto de una investigacién previa ( Raffauf, 1981 ), oh
la cual se estudiaron las rafces y los tallos. Este estudio
condujo al aislamiento de tres flavonoides : penduletina (12),
cirsimaritina (13) y casticina (14) asi como el &cido fertilico
(15) .y tres nuevos diterpencides, dos de 1los cuales son
dorivago- de filoctadona :3-oxofilocladan~16-ol {16),
tilocladan-16a-diol, (17) y el 3-oxopimar-15-ene-78, 8g-diol
(28). En la Figura 1 se =muestran las a-tmcéura-b de los

compuestos aislados.
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Figura: 1. Constituyentes aislados de Bromelia plnguin:



II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Uno de los principales criterios para descubrir ruevos
productos naturales con posible actividad terapéutica, sin
duda ha sido el estudio sistemético de plantas usadas en
medicina tradicional (Parnsworth y Bingel, 1977; Farkas, 1988;
salemink, 1980; inter alia). Entre las plantas mexicanas que
son utilizadas en 1la medicina popular, se encuentra 1la
Bromelia pinguin, la cual como ya se menciond previamente es
enpleada como agente antigotoso e hipocolesterolemiante (Mar
tinez, 1989; Rico, v. comunicacién personal). cabe
Iencion.ar,que la Bromelia pinguin en su habitat natural
presenta la particularidad de que algunas partes de las hojas
son susceptibles al ataqpe qde algunos insectos.

Con base a lo antes expuesto y considerando gue no existe
ningun reporte previo de esta planta en México, se decidié
realizar el estudio quimico y biolégico preliminar de Bromelia
pinguin, como éarte de un estudio sistem&tico de plantas
mexicanas empleadas en la medicina tradicional, con 1la
finalidad de aislar compuestos biocactivos, y por otra parte,
en contribuir al conocimiento de los elementos constitutivos
de la misma. ( Cruz, 1990; Chivez, 1991; Bahena, 1992; inter
aliq). Adicionalmente, se decidié investigar de manera
preliminar si existen diferencias cualitativas en 1la
composicién quimica de las partes aéreas de la planta con mi-

‘nadores y sin minadores.
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Los objetivos especificos planteados para el presente

trabajo son los siguientes:

b

c

a

)

-~

-

-

Recopilar la informacién bibliogr&fica acerca de
aspactos biol6gicos, fitoquimicos, etnoboténicos y
taxonémicos de la planta objeto de astudio.

Realizar las operaciones preliminares propias de 1la
preparacién de extractos vegetales.

Comparar mediante las técnicas de ccf y HPLC, los ex-
tractas obtenidos de las partes aéreas de las ope-
raciones preliminares previamente mencionadas, de los
lotes de la planta con minadores y sin minadores.

Preparar el/los extracto/s ds las hojas con o/y sin

wi es de do a 1la metodologia conven-
cional y fraccionarlo mediante los métodos adecua-

dos.

e) Identificar mediante métodos quinicos Y

espectroscépicos los compuestos aislados.

£) Determinar la toxicidad del extracto, fracciones y

g

-~

compuestos aislados para la Artemia salina tomando en
cuenta que. este bioensayo permite detectar de
forma preliminar actividades biolégicas m&s complejas
(Meyer, et al, 1987)

Determinar la actividad antimicrobiana de el ex-
tracto total. (con y sin minadores), considerando gque
este bioensayo ha revelado el potencial de. plantas

superiores como fuente . de nuevos agentes



10
anti~infectivos (Mitscher, et al, 1972, 1987; Rojas
1992).

h) Determinar la actividad alelop&tica y antifingica

potencial de los extractos con y sin minadores.
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III. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1 Material Vegetal

El material vegetal (partes aéreas con minadores y sin
linidorcn') utilizado en este estudio fué recolectado en la
'Bcnclbn de Biologia el Morro de la Mancha, Municipio Actopan
v-ﬁi:ku'z, por el Dr. Victor Rico. Una muestra de i.tornncia se
deposits en el Herbario Nacional de Jlllﬁ (Vouéhqr : R.
Ortega No.718). ' ’ :

‘Las hojas a ¢t ura ambiente y
posteriormente se molieron en un molino de cucliillipl, modelo
willey 4. '

3.1.2 Métodos de extraccién y fraccionamiento -

Los dos lotes del material

g 1 ( con minadores Y sin
linadorol ) se trataron seqgdn el p imiento trado en el -
Esquema 1. )

Una vez obtenidos los extrictos metanSlicos de ambos
lbt.l, IQ. pudo comprobar mediante las ti;nlca- de ccf y HPIC,
que no existian diferencias significativas en el - contenido
wetabblico de los extractos con minadores y sin minadoras,
por 10 que se decidié reunir ambos extractos. .

El cxt'r'acto -etanouéo resultante (443.90 g) se tracclqné
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via cromatografia en columna abjierta utilizando como adsorben-

te ge; de ailice (1 Kg de silica gel G 60 Merck). El proceso

de elucidn se efectud con h s h = cloroformo, cloro-
formo, clorofor 1y ol en diferentes proporcio-
nes.

Se recogieron un total de 206 fraccicnes de un litro cada.
una, uniendose agquellas cromatogrificamente similares.
] “En el Cuadro 3 se resumen los sistemas de eluyantes
emél.ado., ..1 nimerc de fracciones eluidas con cada uno de

.ellos 'y las fracciones combinadaa.
Para ol anflisis cromatogr&fico mediante la técnica de

npnc de uboc extractos (con y sin ninldoru), se utilizé una
columna dl fase revarsa u-Bondapack C€-18, lou, enpleando como

. .l.uycnt. una »ezcla de noon-no en una proporcién 8:2, con un

!{l.ujo de 0.7 ml/min . Previ te fué rio obt los
espectros en la rxegién UV .y Visible para determinar. los-

mfximos de absorcidén de los extractos.



13
Cuadro 2. Resimen del fraccionamiento preliminar via
cromatografia an columna del " extracto

mstandlico de Bromelia pinguin.

Eluyente Propercibn aleero de Fracaiones
cenbisadaw
Nexano 100 1-10 1=7.0-15
Rex-CNCI 90110 16-24 16-20,21-2¢
Sex-cHCY 80: 20 25-28 2s-28
Mex-CHC1, 70:30 29-36 29-38 .
Nex-CHC1, 60140 ar-a7 36-38,39-42,842-45,
“6-47
Hex-cHC) 50:50 48-49,50-58,59-60
Hex-cKCl 40160 . 61-67,69-%0
Hex-CHC1 20:90 91-102 91 -99,100-102
Mex-CHC1 2:90 102-106¢ 103-104.
cHct 100 105-109 105-309
_ CNC1 -NeOH [ TR 110-130 110+116,316-117,
110,119-133
CHC) -WedH 9713 131182 136-137,138-145
cuct  -neon 9614 143158 146-155
cucL  -neon 90:10 156-176 156-158, 159-163,
164,168-171,173~
178
CHC)  -WeoH 80:20 177-194 177,178,179,180-
192,103,180, 185~
106,107~-189,189~
191,192-193
CHC1  -NeOH 70:30 195-199 194-198, 159
cuci, -neon §0:80 200-208 200-301, 202-203,
204,205
NeOH . 100 206 206




Material Vegetal (I)

1) Extraccién con M«OH (II)
2) Piltracién
3) Concentracién in vacuo

. v
Extracto Residuo
Metanélico (III) Vegetal

I. cantidad de material vegetal con minadores 1.8934g y .
cantidad de material vegetal sin minadores 2.185g

II. Extraccioén via maceracién (dos veces por periodos de

dos. dias cada uno, con un voldmen de 30 litros.

III. Peso extracto metanblico con minadores 203.329 'y

Peso extracto nélico sin minadores 240.58g

Esqugll 1. Preparacién del extracto metandlico de las

partes aéreas de Bro-eua pinguin
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Los an&lisis cromatogr&ficos en capa fina se realizaron

siguiendo técnicas convencionales, utilizando placas de vidrio

recubiertas da gel de sflice ( silica gel 60 GF 254 Merck ),

varios sistemas de eluyentes b'd diferentes agentes
cromogénicos.

Los sistenmas vda eluyentes y reactivos reveladores

empleados se.encuentran resumidcs en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Sistemas de eluyentes y agentes cromogénicos
utilizados para los an&lisis cromatogréficos en
capa fina.

sistema de Composici6n Proporcién Referencia
eluyente .
I Hexano 100 -
Ir Hex / CHCI: Diversas -
IIX Cloroformo 100 f -
Iv CHC1_ /MooH Diversas -
v Matanol 100 -
vI 1-PrOH/AcOEt/HzO 83:11:16 Stahl 1969
Reactivo Agentes cromogénicos Referencia
composicién
Sulfato 12g de Sulfato cérico stahl, 1969
Cérico 22.2nl de H,50, conc.
350g de hielo picado
Anisaldehido 0.5 ml anisaldehido "
. 9.0 ml etanol
0.5 ml de sto‘

* Para el desgrrollo‘de color fué necesario calentar por dos

minutos- aproximadamente.
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3.1.3 Determinacién de 1la toxicidad para el crust&-

ceo Artemia salina.

3.1.3.1 Preparacifn de las muestras.

Las tras ( t pures, fracciones y/ o ex-

_ tractos ) se preparan disolviendo 20 mg de material en 20 ml
de disolvente apropiado. Posteriormente se transfieren a tres
viales, colocando 500, 50 y 5 pl de la solucién original,
teniendo concentraciones de 1000, 100 Yy 10 ppm
respectivamente, cada una de las . cuales se real_.izan por

. triplicado. Por Gltimo se dejé evaporar el disclvente de cada

una.de las soluciones al vacio.’

3.1.3.2 Bioai’mayo.

Después de haber desarrollado durante 48 horas los huave-

" cillos de Artemia salina en un medio salino artificial, se

transfieren 10 . especimenes a cada una de los  viales,
contqhi‘ndo la muestra a evaluar, mis 5 ml de medio salino.

Transcurridas 24 horas °~ se registran ei ntmero de

'micréoiganis-os sobrevivientes. XLos resultados finales se

e;éﬁx-'_esnn en - porcentaje de muerte de los crustfceos o

calculando la concentracisn letal media (Lcso) .
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3.1.4 Evaluacién cualitativa de la actividad antimicro-
biana.

3.1.4.1 Microorganismos de prueba.

Los microorganismos empleados para la evaluacién
incluyeron bacterias Gram positivas, (Gram negativas y una
levadura. En el Cuadro 5 se resumen los microorganismos de

prueba, indic&ndose ademfs las cepas correspondientes.

Cuadro.5 Microorganismog de prueba empleados para
la evaluacién cualitativa de 1la actividad

antimicrobiana -

Gram + Staphilococcus aureus ( ATCC 15006 )
Bacillus subtilis { ATCC 6633 )

Gram - Pseudomona aeruginosa ( ATCC 14207 )
Escherichia coli ‘( ATCC 25922 )

Levadura Candida albicans { ATCC 10231 )




is8
3.1.4.2. Preparacién de las muestras a evaluar y de los

testigos

El extracto total se evalud como una suspensién al 10%
en agua-Tween 80 a una concentracién de 20 mg/ml.

Como controles positivos, se prepararon soluciones de
estreptomicina ( 1 mg/ml ) para .las bacterias y de nistatina

{ 3 mg/ml ) para la levadura.

3.%2.4.3 Preparacién de los inéculos de los

microorganismos de prueba

Las bacterias se éusieron a desarrollar en caldo nutgiti-
vo (Merck) y se incubaron durante un perfodo de 24 horas a
37°c.
. La levadura,se sembrd en caldo-glucosa 2% sabouraund
(Merck) y se incubé por 48 horas a 28°C
Uﬁa vez desarrollados los microorgaqismos fué necesario
estandarizar su nGmerc a una concentracién aproximada de 1.5 x

6

10 celulas/nl empleando los patrones de turbidez de HMc.

Farland (Barley, 1984) mediante la disolucién de caldo

nutritivo, inoculando una solucién salina isoténica.

3.1.4.4. Siembra de los microorganismos.

A fin de lograr una mejor diséribuciﬁn de los
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microorganismos, se eligi6é el método de vertido en placa, en
el cual 1 ml de las soluciones estandarizadas de
microorganismos (aprox 1.5 x 10% células) se colocé en cajas de
petri estériles. Posteriormente, se agregaron a cada caja, 20
ml de agar fundido a una temperatura aproximada de 45° C
homogenizando mediante una agitacién cuidadosa. El1 agar
empleado para las bacterias fué& el agar # 1 para antibiéticos
de Merck y en el caso de la leévadura se utilizé6 agar glucosa

4% Sabouraud ( Merck ).

3.1.4.5. Aplicacién de 1las muestras objeto de 1la
evaluacién en las placas de agar previamente

inoculadas con los microorganismos de prueba.

Transcurrido el tiempo necesario para la solidificacién
de las placas de agar se procedi6é a hacer tres horadaciones
convenientemente distribuidas en cada placa, wutilizando un
horadador cilindrico de 10 mm de dismetro. Posteriormente
adicionaron a cada pozo 100 y 50 ul del control positivo. Las
placas asi preparadas se incubaron por 24 horas a 37°C en el

caso de las bacterias y durante 48 horas a 28°C en el caso de

la levadura.

3.1.4.6. Evaluacién de la actividad antimicrobiana.

Al cabo del tiempo de incubacién se evalué la actividagd
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antimicrobiana del extracto midiendo el didmetro de la zona
clara de inhibicién.

Las pruebas se realizaron por duplicado y todo el
procedimiento se efectué en una campana de flujo laminar bajo

condiciones de esterilidad.

3.1.5. Determinacién de 1la actividad alelop&tica y

antifdngica de los extractos con y sin minadores.

El potencial alelopitico de los extractos metanblicos de
las ‘partes aéreas con y sin minadores de Bromelia pinguin, .
fueron probados scbre el crecimiento radicular de Amaranthus
hypocondriacus y Echinochloa crusgalli.

Ccon respecto a 1a  determinacién de 1la actividaa
antifdngica de ambos extractos, se utilizaron los hongos de
los géneros Alternaria, Fusarium, y Pythium.

Eatas evaluaciones fusron realizadas en sl laboratorio de
la Dra. Ana Luisa Anaya del Instituto de Fisiologia Celular de
la UNAM. Las evaluaciones se realizaron de acuerdo a 1la
metodologia descrita para este tipo de bioensayos. ( Anaya,
1990; castafieda 1992. ).
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3.2 Aislamiento y purificacién de los compuestos.

3.2.1. Obtencién del Estigmasterol (19)

De las fracciones 68-90 de la columna I (ver cuadro 3) se
obtuvieron 3.8252¢g de un s6lido cristalino blanco de
p-f 120-125°C.

3.2.3. obtencién del Ag-Sitosterol (20)

De las fracciones 157-167 de la columna I (ver cuadro 3)

se obtuvieron 711.0mg de un s5lido amorfo blanco.
3.2.4. Obtencién del g-b-glucomjitostarocl (21)

) De la fraccién 157-167 de la columna 1 (ver cuadro 3)
‘. precipitaron 130 mg de un s6lido amorfo blanco. p.f 274-276°C.

3.2.5. Obtencién de la g-~D-glucopiranosa (22)

De las fracciones 203-206 de la columna I (ver Cuadro 3)
precipitaron de  manera esponténea 1.0310g de _un 561‘idov

cristalino amorfo, de p.f. 177-179°C, Spticamente activo.
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3.3 Caracterizacién de los compuestos aislados.

3.3.1. Determinacién de 1las constantes fisicas Yy

espectroscépicas

a) Los puntos de fusién fueron medidos en un aparato

Fisher-Johnes; se reportan sin corregir.

b) Los espectros IR fueron registrados en un
espectrofotémetro de rejilla Perkin Elmer modelo

549 B en pastilla KBr.

c) La rotacién o&ptica fué medida en un polarimetro

digital Jasco DIP 360.

d) Loa espectros de RMNP y RMN'’C se determinaron en un -

instrumento Varian 3005 utilizando como disolvente

cbclj y como r&erancia interna TMS.

e) . Los cromatogramas fueron obtenidos en un cromagtografo
de liquidos de alta resolucidn
Lamda-Max, Modelo 481, Millipore.

‘£) Los espectros UV y Visible fueron registrados en un’

o k bu-68.
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3.3.2. Prueba quimica preliminar para identificacién de

azdcares.

Prueba de Molisch.

Una pequefia cantidad del compuesto se disolvié en 2 ml de
agua y se le adicion$ un ml de reactivo de o naftol (10% en

estanol), seguidamente se agregaron por las paredes

aproximad 5 gotas de H 50, do, observind una

coloracién violeta en la interfasse de los liquidos.
La coloracién observada fué indicativa de una prueba

_positiva para carbohidratos.
3.3.3. Obtencién del acetil derivado del Estigmastarol

Para foraar el derivado acetilado del estigmasterocl se
‘empleS’'1 ml de anhidrido acético-y 1 ml de piridina por cada -
100 mg de producto. La mezcla de reaccién se dej6 por 12 horas
‘a temp . biente y al cabo del tiempo sefialado se

.procesSé de manera habitual ( Shriner, !'qnon-cuztln, 1980 );
se acetilaron 20 mg de estigmasterol, obteniéndose 18 mg de

compuesto acetilado.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos preparados a partir de las partes aéreas de
la Bromelia pinguin con y sin minadores fueron sujetos a un

anflisis $§fico rativo (cef y m’!k:), encontrén-

dose que no sxistia diferencia en al id S

lico, por lo cual se decidi6é unir ambos extractos (Figura 2).

El axtracto metanSlico resultante, se fracciond mediante
una cro-toqri!tn preparativa en columna de gel de silice
segin se indicé en la seccién 3.1.2. EL extracto y las

fracciones obtenidas fueron evaluadas contra el crustéceo .

Artemfa salina de do al p imiento de Meyer y colabo- -

radores (Meyer et.al. 1982) , obt 1&nd para todos “sllos
resultados poco halagadorss (LC,> 1000 ppm ). . ’
Con base a lo anterior, no fué posible realizar el
estudio biodirigido de la planta, por lo que se decidié
proceder al estudio fitoguinico de ional

Como resultado de este proceso se aislaron ‘: -esteroles;
(el estigmasterol (19), el f~sitosterol (20), -y el
8-D-glucositosterol (21)) Yy un lono.-elgido: © [la
8-D-glucopiranosa (22).])

Los compuestos aislados fueron identificados lc'dianu la
cﬁ.ruclbn de .sus constantes fisicas y clpcctrm6pléa_u con
las de una muestra auténtica. En el Cuadro 6 se resumen los

rendinientos de 108 compuestos aislados. .



mu ey - f ocy aer g tae
e
-
Y
mw ¥ Y
.
| 'Y Py .‘ [ R ]
_~ — .. e 2 4] ¥
), 8 9 8 0o
m 1 . LI I 1) o 0 o}
khEg Y .. "
H-1 m e e s o :
t, P v :
|3 [} '
w H [ ] ... r e ®
i P as
] A T
S | I B 1t
Sdale oo N
ti . s .. o wffroet b
. .
ML P r i 23l . « .o
B e B S S S S e al S S e S M
== o e . .
CHANNEL A INIFPY  TR/A7/07 4 T14a1 TP -
\ 1
e,
= e egey—
con - Minaderes
. FILE 4. wETHOR A, w3
i PEARS L] o ey ac
H
H 1 ®, 109 9.14 187 01
I 2 34,463 u72 MW e
i 3 10.432 .47 40395 82
b H 48.77% 478 a91m WD
I 5 6.a%a = 2 coas 87
HR T U L anoss
LN
CHANREL R THIEFY  1a/09/07 <42rmovue
e

|
.a

FRn T
hali]

4.

4. 4

.7
- ® e
* sis minndatss

s &t a7 g«eca
Q72 -

L2

44 aa*

Plgurs 4 Crometogress KFLC e) extracto Mecd de B,
Pinguin e ainsdsres ¥ sln minedores.



Stre Breem 756 rmcain

i T

ey

TS

ooz
ooeg
oon

sin wiasderes

aoovy

o003

coovo

] ./\\.. s

oo e

SN
R

32 2~ Te@amrmedc

figers 3 Tapectrn UV-viSiBD o) entraste Meaw @0 5. |
Pimuin con minederse y ain alssdares, .. . .

[



B-Dem- 2 2z

Figura 2. Estructuras de lcs coipuontos aislados cQel
extracto metanflico de las partes aéreas de B.

pinguin.



28
Cuadro 6. Rendimiento de los compuestos aislados del
axtracto metan6Slico de las partes aéreas de

Bromelia pinguin.

Nombrae cantidad % en relacién a
) Obtenida (g) planta seca.
(19) Estigmasterol 3.8252 0.0987
(20) g-D-sitosterol 0.7110 0.0174
(21) g=-D-glucositosterol 0.130 0.00231
- (22) glucosa 1.0310 0.0252

) En relacién con los .ensayos biolSgicos, se determinb el
potencial antimicrobianc del extracto total; se emplearon
bacterias gram positivas, gram negativas y una levadura. Los
resultados obtenidos se indican en el Cuadro 7.

rinalmente, los extractos con y sin nminadores, fueron
.valu'ndol' como posibles agentes alelop&ticos y antifGngicos.
En el primer caso, se evaluaron sobre las espacies Amaranthus

» hn;ocondril;:ul y Echinochloa crusgalli, en tanto queé en' el
segundo casc las espscies objeto de estudio fueron Fusarium,

Alternirlu y Pythium, Los resultados obtenidos de estos

bi Y se ' en las graficas 1-6.
El andlisis de las evidencias que permiten 1a identifi-

cacién de los compuestos ‘aislados serd el objetivo funda-
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mental de la presente seccidén

cuadro 7 Potencial antimicrobiano del extracto total.

Dissstro de los Estrepto=| Mistatina Exto.]| Exto
halos de inhibiciOn micina tina Total] total
(mm)} 1004g 10049 100ig| SOMg
B.subtilin - - -
S.aureus 11 - - -
E.coll - - -
P.awriginona 7 - - -
C.albicans - 9 - -

4.1. Identificacién de los compuestos aislados.

4.1.1. Identificacién del estigmasterol (19)

El compuesto obtenido de la. fraccién 68-90 de la columna
I'( ver cuadro 3 )}, se aizld como un sblido blanco con p.f

122-125 °C el cual se identificé como estigmasterol (19)

mediante la p i6n por cr g fa en capa fina con una

muestra auténtica, asi como de sus constantes fisicas y
espectroscépicas las cuales se resumen en el Cuadro 8.

4.1.2. XIdentificacién del® -sitosterol (20)

De la fraccién 157-167.de la columna I { ver cuadro 3 )
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se obtuvo un sbélido amorfo blanco con p.f 134-137 °c el qual
se identific6é como g-sitosterol (20) mediante la comparacién
de sus constantes fisicas y espectroscépicas con el de una

muestra auténtica.
4.1.2. Identificacidn del g-D-glucositostserol (21)

El @-D-glucositostsrol (21) fué aislado ds 1la fraccién
157-16"] de la columna I ( ver cuadro 3 ) y se identificé como

tal, mediante la mp i6n por cr gratia en capa fina

. con una muestra auténtica.

4.1.4. Identificecién de la p-D—qlu-oopi.nm (22)

De las fracciones mis polares obtanidas de la columna I
{ fracciones 203-206, ver cuadro 3 ) se obtuvo un - sb1ido
cristalino con p.t 177-179 °C, .cp.tieu-m:. activo, el cual
debido a su alta solubilidad en agua, asi como de el resultado
positivo para 1la prusba de Nolisch persiti6é inferir 1la
naturaleza sacérida del cospuesto, el cusl al ser .cm:-do
con patrones de referencia por medio de cromatografia en capa '

fina, y un espactro IR comp ivo con una -uuir- auténtica,
se identificé como g-D-glucopirancss (22). En el Cuadro 9 se
sus tisicas y espectroscSpicas empleadas

para su caracterizacién..
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Cuadro 8. Constantes fisicags y espectroscépicas del

Estigmasterol. (19)

Féraula molecular

cz’“llo

Punto de fusién

122-12% °c

IR (KBr) cm” ! (Espectro 1)

3350,2900,2840,1730,1460,1370

1160, 1060, 950.

Roe' *c ppm (CDCL =300 MHz) 140.9(+) 138.2(-) 129.2(=)

(Espactro 2) ’ 121.6(-) 71.70(-) 56.80(-)
56.0(-) 50.1(~) 45.8(-)
42.2(4)  39.7(+)  37.2(4)
36.1(~)  33.9(-) 31.9(+)




32

Cuad: 8 risicas y espectroscépicas del
estigmasterol (19) (continuacidn)
Bt ic pre (CDC1,300 NEZ) ~ § 31.6(4)  29.7(H)  29-1(%)
(llm 3) 28.2¢(~)  26.0(+). - 24:3(+)
23.0(4) 21.0(+) 19.8(-)
19.4(~) 19.0(-) 18.7(-)
12.0(~) 11.8(=)

P ppa (cnei,-:oo x)
(Rspectro 3)

s.36(m, ), :.5(.,:-5)
1.4-2.4(m), 0.6-1.3(6CN,)
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Cuadro 8 constantes fisicas y espectroscépicas de la

g-D-glucopiranosa (22)

Punto de fusién

177-179 °c

e, (8,0, 1 ag/m1]

+36

IR (KBr ca”') (Espectro 5)

3250,2920,1440,1360,1270,
1150,1110,1080,1020,900.




aistsde ¢v B. pinguin,
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4.2 Evaluaciones biolsgicas.

Ccon rslacién a los ensayos biolégicos, se evalué el
potencial antimicrobiano del extracto total de las partes
abéreas con y sin minadores de Bromelia pinguin, contra
bacterias gram positivas, gram negativas y una levadura. en
todos los casos, los re-u!_:udo- obtenidos ' no fueron
satisfactorios. (Ver cuadro. 6). ’ )

Por otro, lado los extractos con y sin minadores fueron
evaluados 1n&1v1duulnonto como posibles agentes alolcpltico;
sobre las especies Amaranthus hypocondriacus y Echinochloa
crusgalli. Los resultados indicados en las grificas 1 y 2,
svidencian en el caso del extracto sin minadores una
inhibicién selectiva y significativa a 500 .ppm en el
crecimiento radicular de 2. hypocondriacus, en tanto gque sobre
E, crusgalli, la inhibicién tué& poco significativa.

Por lo que respecta al extracto con wminadores, este
mostrd un efecto selectivo e inhibitorio, acentuado sobre E.
crusgalli, principalmente a 200 ppm (40%).

Finalmente los resultados obtenidos de los ensayos contra

“hongos fitopatég (Fusarium, Alternaria'y Pythium) de ambos

extractos, f poco alentadores ya que en la mayoria de
los . casos se observé una estimulaciénn significativa del

crecimiento radial.
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CONCLUSIONES.

El1 anflisis cromatogréfico comparativo de los
extractos obtenidos de las partes aéreas de
1la Bromelia pinguin con minadores Y sin
minadores permiti6 establecer que aparentemente no
existe diferencia significativa entre ambos, en

cuanto a su contenido metabblico.

El estudio fitoquimico convencional de las partes
aéreas de Bromelia pinguin permitié el aislamiento y
caracterizacién del estigmasterol, el g-p-sitosterol,
el g-D-glucositostarol y la g-D-glucopiranosa.

El extracto metanblico y las fracciones obtenidas de
las partes aéreas de Bromelia pinguin no presentaron
toxicidad para Artemia salina ( L.C..> 1000 ppm ).

Los extractos metanflicos con y sin minadores de las
partes afreas fueron evaluados como posibles
agentes antimicrobianos. El efecto se determiné so-
bre bacterias Gram positivas, Gram negativas y
una levadura. En ningun caso se obtuvieron resul-

tados halagadores.

El extracto metanflico sin minadores mostrs un efecto

selectivo inhibitorio sobre el crecimiento radicular
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de A. hypocondriacus, en tanto que para el extracto
matanSlico con minadores se obtuve un acentuado

efecto inhibitorio y selectivo sobre E. crusgalli.

5,6 Los extractos metandSlicos con y sin minadores
mostraron estimulacion significativa en el crecimiento

radial de los hongos fitopat&denos objeto de estudio.

5.7 En esta iﬁvestigacién no se encontraron ninguno
de los constituyentes descritos previamente en la
literatura como constituyentes de las raices y tallos
de Bromelia pinguin, lo cual puede ser atribuido a

variaciones ontogénicas.

5.8 La presencia de esteroles en esta planta podria
estar correlacionada con el uso tradicional de 1la

misma como agente hipocolesterolemiante.
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