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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
Contribuir al acervo cientifico de los Productos Naturales llevando
a cabo la investigacidn quimica de una planta mexicana que aun no habia

sido estudiada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

-Aislar los metabolitos de Prionosciadium toconsendii Rose

-Identificar los productos obtenidos, en base a sus constantes -
fisicas, comportamiento en ciertas reacciones, asi como por la informacién
proporcionada por las técnicas espectroscOpicas usuales (Absorcion en

Infrarrojo, Resonancia Magnética Nuclear y Espectrometria de Masas).

OBJETIVO ACADEMICO:
-Adquirir una formacién cientifica para la realizacién de estudios
posteriores. '

-Titulacion del alumno de nivel licenciatura. -

OBJETIVO SOCIAL:

-La contribucién al conocnmento e nuevas est cturas qumucas'

de posible impacto tanto en Ia mdustna farmaceutlca como ven la textll oL

alimenticia.
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INTRODUCCION

El término Productos Naturales es reconocido por los quimicos como
sinénimo de metabolitos secundarios, usualmente de estructura relativamente
compleja, éstos tienen una distribucion mas restringida que los compuestos
que les dan origen y que son conocidos como metabolitos primarios. Los
compuestos que originalmente denominamos como productos del metabolismo
primario de las plantas comprenden sustancias simples de distribucion
universal, como por ejemplo: acidos carboxilicos de peso molecular bajo
provenientes del ciclo del 4cido citrico, los veinte aminoacidos que dan lugar a
las proteinas, las grasas y lipidos comunes, los aziicares y sus derivados. Estas
sustancias son la materia prima para la elaboracion de compuestos
(metabolitos secundarios) producidos en reacciones especificas, generalmente
controladas y catalizadas enzimaticamente. Una caracteristica general de los
productos naturales es que pocos de ellos tienen una funcién claramente
reconocida en las actividades metabolicas del organismo en el cual se
encuentran, los demas son considerados como materiales de desecho. Esto no
quiere decir que no jueguen un papel esencial en la economia celular pues son
degradados, reducidos, acilados, alquilados y oxidados, pero no es posible
asegurar que sean indispensables para el organismo.!-4

A los productos naturales como compuestos obtenidos de un pequefio
grupo de especies botanicas usualmente no se les asigna ningfina importancia
biologica. Sin embargo, conforme aprendemos mas sobre su formacién

(biosintesis) a partir de simples compuestos (comunes a todas las especies), es



p§siblé explicar su existencia. Algunos de estos son de hecho hormonas, otros
i ‘;«son utilizados como sustancias que permiten a las plantas sobrevivir a partir
de un punto de vista evolutivo y otros mas, como ya anteriormente se ha
mencionado, fungen como materiales de desecho. En el esquema 1 se ilustra
de manera general y muy brevemente el origen de la mayoria de los
metabolitos secundarios tales como los alcaloides, terpenos, esteroides, y
flavonoides, entre otros’.

Es necesario destacar que muchas especies vegetales son utilizadas
con fines medicinales, sin tener una base cientifica que respalde la actividad
biolégica que se les atribuye, por que, como puede observarse en el esquema
1, se tiene una diversidad muy grande de metabolitos y por tanto una alta
posibilidad de encontrar derivados de éstos en cada una de las plantas, siendo
como consecuencia muy vasto su estudio. De tal forma que es tarea de los
investigadores en el area de los productos naturales - realizar una‘ labor muy
amplia. v

En nuestro pais la investigacién sobre el tema de los Productos
Naturales es considerable, esto es debido en parte a la gran riqueza y a la
diversidad de sus plantas, asi como por los antecedentes de la medicina

. tradicional indigenista y la herbolaria, siendo un gran niimero de instituciones
las que participan en estas actividades.

Al respecto de lo anterior en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, UNAM, se efectila investigacion en el area de Productos
Naturales, particularmente en la Seccién de Quimica Organica.

Es asi, que en continuacion con el estudio sistematico que en esta'-

Seccidn se tiene respecto a el estudio de especimenes de la flora: nacnonal en el

presente informe de Servicio Social-Titulacién, se reporta el alslamxento e‘



identificacion de algunos metabolitos (1 y 2) obtenidos de Prionosciadium
toconsendii Rose (umbelliferae), espécimen recolectado en la Sierra
Tarahumara, Edo. de Chihuahua, el 6 de Agosto de 1992, el cual fué
identificado en el Instituto de Biologia de la UNAM por el Bidlogo Francisco
Ramos.

La estructura de los compuestos aislados fue determinada por métodos
espectroscdpicos comunes ( IR, EM-IE, EM-FAB, RMN: H!, ch ); asi
mismo se efectuaron una serie de reacciones caracteristicas mediante las -

cuales fue corroborada la estructura original.
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GENERALIDADES

ANTECEDENTES HISTORICOS EN MEXICO j

Como es bien sabido, en México, antes de Ia llegada dé los espafioles
las culturas antiguas comenzaron a reunir informacion sobre las distintas
plantas, a probar virtudes, asi como agruparlas segin sus propiedades
curativas, para tal efecto, usaban las plantas medicinales de muchas formas:
en infusiones, ungtientos y emplastos.2

En la época Colonial se recopild gran parte de la informacion
acumulada por los antiguos mexicanos pues los espafioles apreciaron
enormemente los remedios indigenas a tal grado que el mejor homenaje emano
dela pluma de Heman Cortés al pedirle a Carlos V que no permitiera ingresar
médicos a la Nueva Espafia por que la destreza y conocimiento de su gente los
hacia innecesarios; mas tarde en 1552 el virrey Francisco de Mendoza insto al
médico indigena Martin de la Cruz junto con el xochimilca Juan Badiano a
recopilar un amplio tratado sobre las yerbas medicinales en aquel entonces
utilizadas, naciendo asi el Libellus de Medicinalibus Indrum Herbis (Cédice
Badiano) otro magnifico tratado que destaca es "La Historia Natural de la
Nueva Espafia”, obra escrita por Francisco Hernandez? que reune las
observaciones hechas por el autor durante los afios de 1571 a 1576 sobre
plantas, animales y minerales. En fin, que la riqueza de la flora mexicana se
utiliz6 ampliamente atn después de la llegada de los espafioles a México.

Todo lo anterior dio origen a lo que ahora conocemos como Medicina
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Tradicional llamada también magica o popular, que expresa creencias y
actitudes que tiene el pueblo sobre la vida, la muerte, la salud y la enfermedad.
Es conveniente aclarar que el término plantas medicinales no es sinonimo de
medicina tradicional, ya que ésta emplea ademés otras terapéuticas en razon
de que es mas elaborada.

De las variadas y mas conocidas plantas medicinales empleadas por

las culturas prehispanicas, a continuacion se mencionan algunas de ellas.10

-El tabaco (Nicotina tabacum. fig. 1), que se consideraba planta
maravillosa, lo aplicaban contra ciertos dolores, en las penas morales, asi

como para ahuyentar la fatiga.
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-La amapola
(Eschscholtzia

californica. fig. 2).
La planta entera
contiene un jugo
blancuzco, de
aspecto lechoso del
que se obtiene un
alcaloide muy usado
como sedante
actuando en el
sistema nervioso, lo
aplicaban en caso de
excitaciéon nerviosa;
siendo un excelente
somnifero. Se
utilizaba  en el

tratamiento . de

bronquitis, - asma, ©.% 7

tosferina.

fig. 2

-Cola de caballo (Equisetum arvensa. fig. 3), también conocida .~ -

como: esquicio y rabo de mula, toda la planta era utilizada pc’;r_'sus‘

propiedades diuréticas y pectorales.
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-Cactus (Cereus grandifiorus. fig. 5). Su tallo camoso lo empleaban
‘ ‘cor'rio ténico cardiaco, en caso de insuficiencia cardiaca, ya que aumenta la

presién arterial y provoca cierta lentitud en las pulsaciones.

fig. §

Por otra lado el avance impresionante de la quimica parecia asegurar
la sintesis de medicamentos en el laboratorio sin necesitar como materia prima
los productos naturales (principios activos de origen vegetal y animal con
accion terapéutica definida) que se emplean para modificar favorablemente
trastomnos patologicos y recuperar la salud; sin embargo, el desarrollo de
nuevas enfermedades provocadas por la -industrializacion a motivado la
blsqueda de sustancias activas utiles en su tratamiento. Con este objeto

patticularmente en México se-han realizado estudios, que consisten en la
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obtencion de componentes y principios activos de materiales vegetales
nacionales; a estos, posteriormente se les suele determinar su accion
patologica y fisiologica.#-6

Encontrar un uso o una aplicacion a los productos naturales es
actualmente una de las actividades de mayor interes en todos los laboratorios
de investigacion fitoquimica. Los compuestos que se aislan y se caracterizan
quimicamente a partir de los vegetales ademas tienen propiedades que
potencialmente permitirian utilizarlos como insecticidas, farmacos, colorantes,
textiles, herbicidas, antimicrobianos y otras innumerables aplicaciones. Pero
en la mayoria de los casos resulta dificil y costoso encontrar una utilidad
econOmicamente rentable, porque es indispensable realizar pruebas o
bioensayos especificos para cada caso y su correspondiente confirmacion en
diferentes fases. Para tal efecto es necesario enfatizar que se requiere de
trabajos  interdisciplinarios entre  bidlogos, quimicos, médicos,
farmacéuticos, agrénomos y otros especialistas en cada una de estas areas.
Este tipo de investigaciones 1a realizan los laboratorios privados de paises del

primer mundo, ya que cuentan con el personal y la infraestructura necesarios.8

INVESTIGACION EN MEXICO. I

Meéxico, dadas sus caracteristicas culturales ha presentado en los
lltimos afios un importante desarrollo en esta drea, creandose centros de
investigacion en muy diversas instituciones con reconocida confiabilidad
(tabla 1), asi como grupos de trabajo especializados en realizar pruebas
biologicas. Desde luego que no se cubren todos los campos mencionados. A

pesar de lo anterior los estudios de tipo fitoquimico que se han realizado en
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este pais han sido sistematicos y muy amplios siendo cada vez mis los:
cientificos mexicanos que se suman a estas actividades.

Entre estos estudios destacan los siguientes:

Markerll, tal estudio culminé con Ia sintesis de una gran cantidad de
esteroides a partir de una fuente abundante de diosgenina obtenida a partir del
barbasco (Dioscorea composita Hemsl). Esto sirvié de base a la industria
mexicana en el ramo de las hormonas sexuales y otros productos

farmacéuticos.12:13

Dio comienzo con el estudio de las cacticeas mexicanas en busqueda de

triterpenos y alcaloides. 14

3. A partir de 1960, las Iactonas sesquiterpénicas.- A principios de -
los 60 se inicio el estudio de eucturas, por los trabajos realizados con Ia planta
vulgarmente conocida como chstas estrapuz o rosilla (Helenium

mexicanuny). 15,16

4. A partir de 1965, los sesterterpenos.- De la cera de Ceroplastes
albolineatus (insecto mexicano de la familia de los céccidos) se aislaf{in por ©
primera vez una excepcional serie de compuestos isoprenoides de 25 4tomos o

de carbono, conocidos como sesterterpenos.17
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Tabla 1.- Instituciones donde comtinmente se realiza investigacion de
productos naturales en México.

L-Universidad Nacional Autonoma de México:
1.-Instituto de Quimica.
2 .~-Facultad de Quimica.
3.-Instituto de Investigaciones Biomédicas.
4 ~Facultad de Medicina.
5.-Instituto de Biologia.
6.-Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.
7.~-Facultad de Ciencias.

II.-Instituto Politécnico Nacional:
1.-Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados.
(Departamento de Quimica y Departamento de Genética).
2.-Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas.

IIL-Instituto Tecnolégico de Estudios Superiores Monterrey:
(Departamento de Quimica).

1V.-Centro de Estudios Econdmicos y Socioligicos del Tercer Mundo:
(Coordinacion Plantas Medicinales).

V.-Universidad Michoacana:
1.-Instituto de Investigaciones Quimicobiolégicas.

VL-Instituto Tecnolégico de Celaya.

VIL-Universidad Auténoma de Guadalajara:
(Departamento de Quimica).

VIII.-Universidad Auténoma del estado de Morelos:
1.-Facultad de Ciencias Quimicas e Industriales.

IX.-Instituciones no Educativas:
1.-Centro de Investigacién de Quimica Aplicada de Saltillo.
2.-Instituto Mexicano de Estudios de Plantas Medicinales.
3.-Syntex S.A.: Division de Investigaciones.
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ANTECEDENTES EN LA FES ~ CUAUTITLAN. l

De interés particular para nosotros, como se puede ver en la tabla 1,
en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlin también se efectua
investigacién en el campo de los Productos Naturales; area en la que dicha
Facultad ha venido contribuyendo desde hace 14 afios, siendo estos trabajos

los que a continuacion se citan:

Tabla 2.- Trabajos publicados en el campo de los Productos Naturales en la

FES-C

1) The actxon of bentomtlc earth on natural product epoxldes M <
Salmén, G, Peme S, R Miranda C Alvarez J Heleroqy ltc Chem
1475, (1931

2)- Isolatxon and structure of stephahc acid a new, vanev_ d’ltél‘pve‘l:fle o .
from Stev:a polycephala E. Angeles, C. Foltmg man, R|
: era_nvdba, M. Salmon, Phytochemistry, 21, 1804,.('1982
3)- A diterpenic acid from Stevia luc?dd"M Salmon, A
Garcia de la Mora, E. Angeles, Plg)tochemrstry, 22; 1512 (1983) B
4)- Bisabolenes derivatives from Stevm saltclfalm, A Ca]deroﬁ :

Angeles, M. Salmén, G. Garciadela Mora, Phytochemzstry, 23 186 (1984 X

5)- Verocephol, an unique amoxphane sesqmterpene 'y-lactol M.
Salmon, M. Soriano-Garcia, R.A. Toscano, J. Cardenas, R. Miranda F
Vargas, E. Angeles, J. Org. Chem. 50 4171 (1985)

: rate in -the rooots of Eupatormm
deltoideum; V. Heméandez, R Miranda, M. Martmez P. Joseph-Nathan, J.
Nat. Prod., 49, 1173, (1986) ,

6)- Presence of bomyl p u




- 18

§ 7)- Structure and stereochemistry of longipin-2-ene-7B-[\(+V)-
N céﬁibhor-sdfdnil]-a—ol-l-one; M. Soriano-Garcia, M. Salmén, R. A,
‘ Tosce.uio, L. Rodrigez, E. Angeles, Acta Crystalographica, 44, 1641, (1988).

8)- A tiglate analoge of zinaflorine I isolated from Zinnia peruviana
(L); R. Miranda, E. Angeles, M. Salmén, J. Nat. Prod., 52, 1128, (1989).

9)- The electrochemical reduction of perezone in the presence of]
benzoic acid in acetonitrile; F. J. Gonzélez, J. M. Aceves, R. Miranda, I.
Gonzalez, J. Electroanal. Chem., 310, 293, (1991).

10)- D-(+)- Manitol aislado de Castilleja teuniflora Benth; A. Tobon,
R. Miranda, E. Angeles, L. Velasco, Rev. Soc. Quim. Mex., 35,239, (1991).

- 11)- Contribucién al estudio fitoquimico de Gymmnosperman|
gluiin&sz)nr G. Arroyo, R. Miranda, M. Martinez, XX Cangre&a
Lannoamertcana de Quim., Santo Domingo, 17-23 Mayo, (1992). ‘ ‘

12)- Transformaciones de Dihidropseudoivalina axslada de St ia

tomentosa M Salmén, M. Martinez, L. Godoy, R. Miranda, _)O( >Co

' Latmonmencano de Quim., Santo Domingo. 17-23 Mayo, (1992
13)- Isolation of a kolevane diterpene and a Ionglp ne

from ‘Stevia lucida Lag var lucida; M. Salmon, L. Rod_n

Cardenas, J. Calderén, R, Miranda, Phyfochemistry, en ;é i

14)- Phytochemical contribution of Salvia tlle.fiqizna, I

B. Vilchis, R. Miranda, M. Salmén, Fitoterapia, en ljevi_éi
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ANTECEDENTES DE LA FAMILIA UMBELLIFERAE. I

La familia Umbelliferae ala que corresponde el especimen
Prionociadium toconscendii Rose se calcula que la constituyen mas de 100
géneros comprendiendo estos a su vez entre 2000 y 3000 especies!8, su
distribucién es mundial y algunas de ellas son comestibles como la Dacus
carota L. (Zanahoria); algunas otras frecuentemente se usan como condimento
tal es el caso de Apium graveolens L. (Apio), Coriandrum L. (Cilantro),
Petraselinum crispum Nym (Perejil), Pampinella anisum L. (Anis), otras
especies poseen resinas o alcaloides de efectos letales como Conium
maculatum L. (Cicuta); finalmente se puede mencionar que algunas se
cultivan con fines ornamentales como Ammi majus L. (Encaje).

Del gran niimero de géneros que componen esta familia, dentro del
territorio nacional se reconocen solo unas 15 especies; al respecto es necesario
mencionar que de una exhaustiva revision bibliografica, particularmente del
género Prionosciadium, no existen estudios fitoquimicos reportados, no
obstante, como consecuencia de esa revision, si se reportan algunos estudios
de la familia Umbelliferae con una gran diversidad estructural, los cuales se

enumeran en la ¢abla 3.



Tabla 3.- Resumen bibliogrifico de la familia Umbelliferae

Pate .} -t o “Epaéiei' ;

Companentes aislados

Referencia :

Semilla -~ Sicle especies -

ligelica_ glabram:’

ontah 3 . 1,

Ac. 8-6,7-octads ico, ac. pall ac. oleico, ac, li
Peucedanina, pimpinellma y ostrathina (3 lactonas).
Carvacrol, nlcanfor, safrol, lsosaﬁml, buu]ﬁahda, ac,

palmxuoo

Byak-angekcmn.
Skimin, umbelliferona (cumarinas).
Cumarinas.
Imperatorina.

Adanitol (usado contra la mataria).
Clorogénico, cafeico .
Aunthricina.
Poliinos.

79 especies del orden Umbellas (&
UmbeII ﬁ'rae y arahac

Fruto y/o1aiz

Bergapten.
Glabral 5.7 . iy
Umbelliferosa, rafinosa, sawrl'osa. '
3-butilidenfialida, lignstilida.
Poliino cetanas.
Ligustilido (da estructura). :
Ligustilido enitida y neocuilida (serie de lsrtnas, estrudum) :
Varias cumarinas.

5 cumarinas.
Benzo{a)pirena.
Varias cumarinas,
Heterdeidos y polialcoholes,
Varias furocumarinas,

bergapt&i, sszht o

19
20
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Dos lactanas del tipo endesmanolido.

" Parte B F.gwue ) Companentes aislados Referencia
56 especies de Daucacea (Umbelliferac) 17 cumarinas. 41
L Selinum carvifali : 3terpencides. 42
Ll o Cumarinas. 43
- Revisida ccxi 660Ref, -+ - Nomencl prop. biolégicas, aisl a“.
" Conium ., Azorella’i., Heracleunis., . Compuestos poliacetilénicos. - 45
e : Shaondylum L. '
Cincuenta y nueve especies Cumarinas.
o o 43 especies de Gdansk Cumarinas.
Raizy/o fruto Cinco especies 15 cumarinas y furanocumarinas.
S 14 especies Coreanas Compuestos poliacetilénicos. »
Ocho especies B-(glucoyloxi)isopropil-9-dihid: {lan (Apterin).
Distribucién de cumarinas en Ubelliferae Resumen.
Parte aérea Peucedanum stenocaipum Boiss 2 cumarinas.
- Parte adrea Sesli tartuosum L. 3 cumarinas.
Accidn farmacolégica de la Umbelliferae Revisica.
Lactonas sesquiterpénicas en Umbelliferae Revsitn con muchas referencias (pregeij
11 especies {pimpinella). regeijerene.
Toxicas, Ubelliferae. - Revisitn de 30 referencias.
Lactonas sesquiterpénicas en Umbelliferae. - Revisitn con 58 referencias.
Laserpitium prutenicum L. Lactanas sesquiterpénicas.
Revisitn con 86 referencias Lactonas sesquiterpénicas.
Treinta y siete especies les, triterp taninos, f1 ides, gluctsidos, al
Sap , cumarinas, alcaloid q
Tres especies Mn, Cu, Fe, Za, Ca, Mg, Cr.
Apiaceae Revisitn, cumarimas, 293 referencias.
Apiaceae Revisién; cumarmas y fi
-~ Apiaceae seedlings . Aceites esenciales
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‘CUADRO METODOLOGICO

COLECCION
(Basﬂmare Sierra Tarahumara, Chihuahua, Agosto 6 de 1992)

IDENTIFICACION
(VOUCHER FES-C RE 30)
Biologo Francisco Ramos
Institnto-de Biologia, UNAM

SECADO Y MOLIENDA
(Parte subterrdinea)

EXTRACCIONES
(MeOH, n-hexano)

AISLAMIENTO YPURIFICAClON DE
METABOLITOS :

IDENTIFICACION DE LOS METABOL[TOS e
(R, RMN H. RMN C!3 | EM-IE, EM-FAB, Reacciones de camctenzamén)

ESQUEMA 2



PARTE EXPERIMENTAL -

La pureza de los productos y el desarrollo de las reacciones se
determinaron por medio de cromatoplacas de gel de silice F,,, empleando
como revelador, sulfato cérico al 1% en H,80, 2ZN. La separacion de los
productos se realizo por cromatografia en columna de gel de silice tamaiio de
particula 0.2-0.5 mm. (35-70 mallas), utilizando un gradiente de polaridad del
sistema n-hexano/AcOEt,

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johnes y no estan
corregidos, el espectro de Infrarrojo se determiné en un espectrofotémetro
Perkin-Elimer modelo 283, utilizando la técnica de disolucion cloroférmica.
Los espectros de masas fueron obtenidos en un espectrometro de masas
Hewlett-Packard mod. 5890 mediante las técnicas de impacto electrénigo ylo
FAB segiin Ia necesidad. ) X 7’ :
Los espectros de RMN H' y RMN C!2 se determmaron en- un

espectrometro Varian FT-200; los desplazamientos qulmxcos (5) estan dados :

en ppm, referidos al tetrametilsilano (TMS) como referencna mtema los

patrones de acoplamiento se indican de la siguiente manera: s= senal snmple,‘ T

d= sefial doble, t=sefial triple, q= sefial cuadruple, sa= sefial simple ancha, m=
sefial multiple, mc= sefial miltiple compleja, s/sp= sefal sobrepuesta, ddddb= L
sefial doble de doble de doble doble, las constantes de acoplamiento (J) estan ‘
dadas en Hertz (Hz).

En términos generales, en el esquema 2 se muestra la metodolc;gi’a D

seguida durante el desarrollo del presente trabajo.
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El espécimen estudiado Prionosciadium foconsendii Rose, es una
planta que pertenece a la familia Umbelliferae, fue colectada en ¢l pueblo de
Basthuare a 40 Km de la estacién Creel en la sierra Tarahumara, del estado de
Chihuahua; una vez colectada se seco a temperatura ambiente.

Las raices secas y finamente molidas (1.200 Kg) se extrajeron con
MeOH y posteriormente con n-hexano, cada extracto por separado fue
colectado a presién reducida.

En este momento del extracto con MeOH fue obtenido un jarabe, éste,
una vez seco, fue lavado con acetona quedando sin disolver cristales blancos
(1) (5.43 g) con pf=175-180 °C (con descomposicion); RMN H! (200 MHZ),
& ppm: d 5.35 (B anomérico), mc 5.2- 2.0 (C-OH, H-COH), RMN C*
(Tabla 4) ver espectro I y TI respectivamente A esta molécula se le realizaron
una serie de pruebas tipicas para carbohidratos, las cuales se resumen en la
tabla 3.

Tabla 3.- Pruebas tipicas de carbohidratos, realizadas al compuesto 1.

PRUEBA CARACTERIZA | RESULTADO .
Molish-Udransky Carbohidratos G R
Fehling Azucares reductores 4
Bial Pentosas
: :Tollen's Azucares reductores
‘.- Benzoilacién Sustratos hidroxilados
© T Acatilacion Sustratos hidroxilados




2%

ACETILACION DE 1 |

5 mg. del aziicar en 5 mL. de AcZO-Py, se llevaron a bafio de vapor -
por 2 hrs., a la disolucién resultante sele agrego AcOEt y se lavé con agua, (5
x10 mL.), posteriormente €] exceso de Py se elimin6 con Cu(SO 4) 5% (5x10 -
mL.), la presencia del producto fue comprobada por medio de cef (Si0,, 8:2
AcOEt, Ce(80O,),; liquido oleoso; C;¢H,,0,;; C 49.23%, H 5.64%, O

45.13%; IR (CHCL,) v max cm™l: 2955 (C-H), 2744 (C=0), 1044 (C-0-C); -

RMN H! § ppm: d 5.7 (H anomérico), m/sp 5.5-4.8 (H-COAc), mc 4.4-4.0
(H-CCH,), s 2.18 (3H, COMe), s 2.12 (3H, COMe), s 2.10 (3H, COMe); s
2.045 (3H, COMe), s 2.02 (3H, COMe); RMN C!* (Tabla 4); EM-FAB my/z -
(% ax): 391 pM+1TH (2), 331QM+1-AcOH]™ (100), 43 [MeCO]" (89). Sus
espectros de IR, RMN H', RMN C'°, EM-FAB, son 1ML, IV, V, VI

respectivamente.

BENZOILACION DE 1 .

0.5g. del aziicar en 5 mL. de agua, 15 mL. de NaOH al 10% y 1 mL."
de cloruro de benzoilo, se calentaron a bafio maria con agitacién consténte,
hasta la aparicién del producto sélido, éste se recristalizo en aléohol n-
butilico, pf. 170-175°C (lit. 179°C); RMN HY, (200 MHz) & ppm: m 8.2-7.75
(Hm, Bp), mc 7.7-7.2 (Ho), d 6.3 (Ho-Cl), m 6.25-5.45 (HB-C2, HB-C4),
mc 4.8-4.2 (Hd-CS, H,-C6); RMN cv (Tabla 4).Ver espectros VII, y VIIIL.
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El extracto de hexano fue cromatografiado sobre gel de silice (’5,""' o
hexano/ AcOEt 8:2 ) obteniéndose B-Sitosterol (2) (20 mg); pf. 118-122° °C - _
(it 139 °C ); RMN H' 5 ppm: dddd 5.36 (IH, H-C=),mc 3.55 (1H, B-C- -
OH),mc 3.4-1.1 (CH,, CH), m 1.1-0.7 (15H, 5CH,); EM-IE m/z (% ér")?*f i
414 M* (100} 276 [con%] (106), 273 [C,H 29] (26), 255[C,H, 27]
(33.3), 238 [CH, 401 (10.6), 231 [CszsO] (187), 213 [CIGH21
(41.4), 138 [C H (18 77), 120 [C (30) ver espectros Xy X,-

ot o)
respectivamente.

912
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Tabla 4.- Correlacién de RMIN C!3 para la Glucosa y sus derivados.

— — N i
(TMS)sppm | (TMS)3ppm | MSO.TMS) | (OMSO- -
pon | TMS g’
980 =92, p=103.5 | o=90, =1039 | 930
73.6 =699, =722 | a=68.1, 3=74.9 70.82°
74.4 0703, §=719 | a=68.4, (756
'  70.4 . |.a=7L1, 8700 | a=69.5, $=68.2
66| aemia g | a=702, 8764
e a=63.1, 6=60.8 | a=63.5,8-616
L ’ 10

20.55 -
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" DISCUSION DE RESULTADOS

Aislamiento y caracterizacién de D-(+)-glucopiranosa(1)

Del extracto con MeOH se aislé D-(+)-Glucosa (1) la cual fue
relativamente facil de identificar mediante la correlacion de los datos
espectroscopicos del metabolito primario, de la misma manera sus
correspondientes productos de acetilacion y benzoilacién.

RMN Hde 1- El espectro de RMN H' (I) determinado en DMSO-D,

a 200 MHz, presenta en 5.35 ppm una sefial doble que integra para un proton,
correspondiente al hidrégeno anomérico®”’, posteriormente se observan una
serie de sefiales multiples complejas traslapadas, en el intervalo 2.0-5.2 ppm,
las cuales son tipicas de sacaridos y debidas a los protones de hidroxilo, asi
como para los hidrogenos base de oxigeno; RMN C'* (Espectro IT)

Al respecto de esta molécula en primera instancia se efectuaron una
serie de pruebas tipicas a la gota

A continuacion se discute la serie de resultados obtenidos.

-Molish-Udranski.®*% (a-naftol en medio acido). Esta es una
reaccion muy sensible que permite la identificacion de carbohidratos, -al
producir un anillo rojo violeta en la interfase, siendo este originado por los - .
productos de condensacion que se forman entre el furfural y el a-naftol,: esta

prucba resulté positiva en el carbohidrato aislado.

-Fehling, (Citrato ctiprico en solucién basica).®® Los azucafes’

reductores expenmentan una oxidacion en presencia del reactlvo y el 1on

metalico, Cu®* en este caso se reduce a Cu® , que se prec1p1ta com x1 o' :
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cuproso (Cu,O): éste fue observado en el tubo de prueba del azicar
aislada como precipitado rojo.

Tollen's.® Este reactivo-por analogia al de Fehling, identifica aziicares
reductores, con una solucién basica de complejo de plata amoniacal, [
Ag(NH3)2+]: en nuestro caso la reaccién positiva presenté la oxidacién de
la aldohexosa, con plata (Ag+) reduciéndose a Ag®, la cual; se presentod
como espejo de plata en el interior del tubo de ensayo en el que se llevo a
cabo la reaccién,

Osazona.® Los azicares también pueden ser identificados por el
tiempo que tardan en formar sus osazonas correspondientes asi como por la
forma de sus cristales.

Al respecto los cristales de la osazona del carbohidrato por nosotros

alslado vistos al microscopio, el tiempo de formacién de éstos (4 mmutos) asi -

(-

Glucosa. Cabe destacar que las pruebas antes mencionadas se realxzaron ,al_

como las demas pruebas de caracterizacion, revelan que se trata de 12 D-

mismo tiempo que el testigo D-(+)-Glucosa.

A efecto de complementar la caractenzacnon del etabolito primario
se prepararon dos derivados .muy comunes d' : '

continuacion se discuten.

ACETILACION DE 1

La acetilacion indicd en su espectro de Infrarrojo (Espectro IMI) las
siguientes bandas: a 2955 cm™' la banda caracteristica de alargamiento del
enlace C-H, en 2744> y 1044 cm™ bandas debidas a grupos carbonilo y
metoxilo, respectivamente. La RMN H! (Espectro 1V) muestra sefiales
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. §im§1es de acetatos a 2.02, 2.045, 2.10, 2.12, 2,18 ppm, asi como una sefial
multiple en el intervalo 4.4-4.0 ppm que integra para un protén asignado al
hidrégeno soportado por el C-3, resalta sobremanera una sefial doble en 5.7
ppm, esta integra para un proton tipico de protones anoméricos de sacaridos.”
RMN C'3 (EspectroV); A su vez, en el espectro de masas (VI) obtenido por
la técnica FAB, se observa un pico de m/z 391 correspondiente a [M+1]+
congruente con el peso molecular de la entidad quimica en cuestion, a su vez
resalta la presencia de ragmentos aracteristicos en m/z 331 (100) y m/z 43
(89) para [M+1-Ac0H]+ y [MeCO]+ respectivamente, los cuales co_r_ro!_)pran-

la acetilacion.

BENZOILACION DE 1

El producto de benzoilacién de 1, mostr6 por RMN H' :
primeramente una sefial mltiple compleja en el intefvalo 4.8-4.2 ppm que
integra para tres protones la que es por correlacion bibliografica asignada al
Hoo soportado en C-3 asi como los dos protones en C-6; sefial mdltiple
compleja presente en el intervalo 6.25-5.45 ppm originada por los protones 3
de C-2 y C-4; acto seguido, dos sefiales dobles en 6.3 y 6.01 ppm las que se
consideran debidas a los protones anoméricos del anillo de la glucosa (a y b),
finalmente se observan par de sefiales multiples complejas en los intervalos
7.7-7.2 y 8.2-7.75 que integran para 15 y 10 protones respectivamente,
correspondientes a los hidrogenos de los anillos aromaticos donde los Ho se
encuentran desplazados a campos altos respecto a Hm y Hp, esto de acuerdo a

Ia literatura”! (ver su espectro VII); RMC 13 (Espectro VIII)



Aislamiento y caracterizacién de -Sitosterol.

" Del extracto n-hexanico de la raiz de Prionisciadium toconsendii
Rose cromatografiado en gel de silice y eluido con n-hexano/AcOEt 8:2, se
obtuvo B-Sitosterol (3) (esterol muy comin en miiltiples especimenes
vegetales); éste se identificd por correlacion tanto de su punto de fusion [118-
122°C Vs 139°C (lit.)], como por sus correspondientes datos espectroscopicos
reportados en la literatura.

EM-IE.- En el esquema 3, se resumen los fragmentos mas
importantes del espectro de masas adquirido por impacto electronico para tal
molécula; resaltando en primera instancia el fragmento m/z 414 (100), el cual
corresponde al ion molecular, congruente con el peso molecular respectivo, a
la par la estructura del esterol es consistente con el pico nvz 273 asignado al
fragmento a proveniente de una fragmentacion tipica del esqueleto de
ergosterol.”® Asi mismo se presenta el pico ¢ m/z 255 (33.3) que corresponde
a la pérdida de agua a partir de a, también se observan los picos fy g m/z 276 -
(10.6), m/z 138 (18.77) respectivamente los cuales son originados por una
fragmentacion tipo refro-Diels-Alder (RDA); otros fragmentos de interés dada
su abundancia relativa son: en primer instancia h el cual es coherente para
pérdida de agua a expensas de g, de igual forma b es I4gico como producto de
deshidratacién de M* finalmente se justifican d y e por pérdida del anillo
ciclopentanoico y sucesiva eliminacion de agua a expensas del fragmento a.
(Espectro X)

RMN H'-De la correlacién del espectro de RMN H! (IX)
determinado en CDCl3 a 200 MHz destaca de manera particular:

primeramente una sefial dddd traslapada, la cual se encuentra en 5:36 ppm y - e

que integra para un protén el cual corresponde al hidrégeno vinilico, a su‘vez -
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k en 3.55 ppm estid una seftal miltiple compleja que también integra para un
protén, la cual correlaciona convenientemente para el hidrogeno base del
oxhidrilo; asi mismo se muestran sefiales multiples complejas asignadas a los
metilos y metinos de la parte hidrocarbonada en el intervalo 3.4-1.1 ppm,
finalmente en la region 1.1-0.7 ppm estan presentes una serie de sefiales

simples y dobles sobrepuestas correspondientes a los diversos metilos

Los datos de RMN C* de los derivado;s‘,se;éﬁc;ue‘n_ﬁan'r sumidos en ‘

la tabla 4; en ésta se hace la correlacién conres lo r.egggtéddi enla

literatura (Vide Supra).




PATRON DE FRAGMENTACION DEL g-Sikosterol
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1.- Se realizé una contribucion- fitoquimica‘de. Prionosciadium

toconsendii Rose.

2.~ Se describe el"aisihhﬁqql:to yla n ,‘;i;‘? un metabolito

Primario y uno S_ecundaﬁo, preséﬁtes en el espéc
Glucosa

ﬁ-Sitoste‘rol

3.- Los metabolxtos axslados se 1dent1ﬁcaron por correlamones o

fisica, qum'uca y espectrometnca
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- ESPECTRO I

- Espectro de RMN H! de glucosa

ESPECTRO I

Espectro de RMN C13 de glucosa
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ESPECTRO III

— v~ ™
3908 600 1088 cad

" Espeetro de Infrarrojo del producto de acetilacién de I

ESPECTRO IV

Espectro de RMN H! del producto de acetilacién de I
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ESPECTRO V

o
|- AR AR SR T T T

Espectro de RMC '3 del producto de acetilacion de I

ESPECTRO VI

! Lo Y
W @3 B3y ud 3 N5 9P W w3 3¢ ¢ w2 P 4R 4 A MR . 4

Espectro de Masas-FAB del producto de acetilacion de I
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ESPECTRO VII

Espectro de RMN H! del producto de benzoilacién de glucosa

ESPECTRO vVHI

.
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Espectro de RMN C13 del producte de benzoilacién de glucosa



ESPECTRO IX

" Espectro de RMN H! de B-Sitoterol

ESPECTRO X

Espectro de Masas-IE de B-Sitosterol
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