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RESUMEN

Prunus serotina capuli (Rosaceae), un drbol de 12 metros de altura, estd

ampliamente distribuido en México de Sonora hasta Chiapas y Veracruz.

La corteza de Prunus serotina ssp. capuli (Rosaceae), se ha utilizado en forma de
infusiones en /la Medicina tradicional mexicana para el tratamiento de diferentes
desordenes gastrointestinales, incluyendo disenteria y diarrea. Las hojas frescas

del arbol también son utifizadas como antiespasmaodicas.

Este trabajo describe e/ aislamiento y caracterizacidon de f-sitosterol, &dcido
ursélico y 3-0-p-galactdsido de quercetina de las hojas de Prunus serotina ssp.
capuli, 7-0-f-glucdsido de naringenina, prunasina y dcido ursélico de su corteza y

naringenina, f-sitostero! 7-0-f-glucdsido de naringenina de su madera.

La investigacion de la corteza del tronco, llevo al aislamiento de naringenina,
aromadendrina, taxifolina. Ademds fueron obtenidos 7-metil-naringenina, 7-0-p-
glucosido de naringenina, p-sitosterol, glucdsido de f-sitosterol y un nuevo
benzofurano facido 2-isopropenil-2, 3-dihidrobenzofurano-5-oico). Las
asignaciones estructurales de éste compuesto se basaron en el andlisis

espectroscopic y espectrométrico.



ABSTRACT

Prunus serotina capuli [Rosaceae), a tree about 12 m high, is widely distributed in

Mexico from Sonora to Chiapas and Veracruz.

The bark of Prunus serotina capuli (Rosaceae ) has been used as infusion in
Mexican indigenous medicine for the treatment of several gastrointestinal
disorders, including dysenteric and diarrheic ailments. The fresh leaves of the tree

are used as an antispasmodic.

This paper describes the isolation and characterization of f3-sitosterol, ursolic acid
and quercetin-3-0-f-galactoside from the leaves of Prunus serotina ssp. capuli,
naringenin-7-0-f-glucoside, prunasin, ursolic acid from its bark and naringenin p-

sitosterol naringenin-7-0-p-glucoside from its wood.

Investigation on the dried bark led to the isolation of naringenin, aromadendrin,
taxifolin. In addition, metil-naringenin, naringenin-7-0-p-glucoside, p-sitosterof, -
sitosterof  glucoside and one new  benzofuran {2-isopropenyl-2, 3-
dihydrobenzofuran-5-carboxilic acid) were obtained. Structural assigments of the

new compound were based on spectroscopic and spectrometric analyses.
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I INTRODUCCION

En México se ha 7rea|izado una considerable investigaciéon en el campo de los
productos naturales dirigido hacia el aislamiento y elucidacién estructural de
compuestos activos. El éxito de las estrategias para la investigacién de agentes
medicinales de plantas, se debe a que se toma en consideracién aquellas

plantas que han sido seleccionadas, de acuerdo a un criterio farmacolégico y/6

etnomédico {Dimiyuga,1998).

De las plantas mas utilizadas en la medicina tradicional mexicana, la mayoria
estan relacionadas con el tratamiento de desordenes de tipo gastrointestinal,
seguidos por los padecimientos respiratorios y de la piel. De tal manera que los
farmacos derivados de plantas forman una parte muy importante del
tratamiento de padecimientos gastrointestinales. Los principales desordenes
gastrointestinales son dispepsia, espasmos del tracto gastrointestinal, UGlcera

péptica y duodenal, ndusea, vomito, constipacién y diarrea {Lozoya, 1989).

Por otro lado existen modelos bioldgicos con los cuales se evalua la actividad
de los extractos de plantas contra algunos de estos desordenes. Estos modelos
involucran principalmente probar el extracto para actividad antiespasmddica o

carminativa, para utilizarlos en el tratamiento de la dispepsia y colico .



También se  atribuyen  propiedades  antitusivas, antiinflamatorias,
antimicrobianas a un gran nimero de plantas que crecen en México {Lara,
1996). Las plantas de las familias Labiatae, Compositae y Umbelliferae son
dominantes y frecuentemente incluyen especies que han sido estudiadas

guimica y farmacoldgicamente (Lozoya, 1989},

Con el estudio fitoquimico de Prunus serotina ssp. capuli se pretende contribuir
con el estudio quimico de las plantas que son utilizadas en la medicina

tradicional del pais, y con ello validar el uso medicinal de la especie .



1.1- ANTECEDENTES DE LA FAMILIA ROSACEAE

La familia Rosaceae estéd formada aproximadamente por 1156 géneros y 3200
especies, sin incluir la enorme cantidad de formas cultivadas de rosales,

duraznos, manzanas, cerezas, zarzamoras, almendras etc. (Barbour, 1985),

Esta familia esta ampliamente distribuida sobre la mayor parte del planeta, de
los 115 géneros que la conforman, cincuenta tienen especies endémicas en el
este de Asia, Norte América y Europa. De los cuales 38 se encuentran en
regiones del Pacifico y la mitad estén restringidos a los estados del sudeste de

México (Lawrence, 1959),

Algunos botanicos dividen esta familia en tres subfamilias: Rosaceae,
Malaceae y Amygdalaceae, la subfamilia Rosaceae incluye los géneros Geumn,
Duchesnia, Fragaria, Potentilla, Waldsteinia, Cercocarpus, Rubus, Dalibarda y
Rosa. La subfamilia Malaceae incluye los géneros Sorbus, Malus, Amalanghier,
Pyrus, Crataegus y Cotoneaster. La subfamilia Amygdalalaceae comprende fos

géneros Prunus, Padus y Amygdalus.

Los géneros més grandes de la familia son: Potentila (300-350 especies),
Rubus (600-1000 especies), Rosa (150-200 especies), Crataegus (300-100

especies), Prunus { con 160-170 especies) ( Lawrence, 1959).



La familia es considerada de importancia econémica, ya que la mayor parte de
los arboles frutales y de ornato pertenecen a esta, por ejemplo; cerezos,
manzanos silvestres, cerezos, membrillos, nisperos, almendros, melocotoneros

(Strasburger, 1988; Hugh, 1980).

1.2 ANTECEDENTES SOBRE Prunus serotina ssp. capuli

Prunus serotina Ehrn. ssp. capuli McVaugh
Familia: Rosaceae

Género: Prunus

Es un &rbo! de 12 m de altura, de corteza rojiza o café. Sus hojas son anchas
en la punta, de color verde lustrosas con los bordes aserrados. Tiene las flores
agrupadas en racimos alargados de color blanco. Los frutos son redondos de

color rojo o negro { Argueta, 1994).

Se le conoce con los nombres comunes de capolli (Estado de México), capollin
{(Estado de Mséxico, Puebla), capulin (D.F., Puebla, Coahuila}, cerezo
(Michoacan} entre otros. La especie se distribuye en los estados de Baja
California Sur, Coahuila, Colima, Chiapas, Chihuahua, Durango, Estado de

México, Guerrero, Guanajuata, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo



Leén, Oaxaca, Puebla, Queretaro, San Luis Potosl , Sonora, Tamaulipas,

Tlaxcala, Veracruz, Zacatecas, (Aguilar, y Zolla 1982).

Es poca la informacion que se tiene sobre el uso que los pueblos indigenas

hacian del capulin antes de la conquista:

o Martin de la Cruz (1552) se refiere a-la utilizacién de algunas variedades de

capulin para el estrefiimiento y para padecimientos de la piel (Lozoya, 1982)

a Sahagun (1575) nos indica en su obra que los frutos “ son medicinales”

(Lozoya, 1982).

o Francisco Hernandez {1576), describe el uso que los indigenas haclan de la
corteza del arbol para el tratamiento de la disenteria, y confirma que la
corteza en polvo se emplea para padecimientos de los ojos, como

inflamaciones y nubes (Lozoya, 1982).

A partir del siglo XIX, el conocimiento cientifico sobre las propiedades
medicinales del capulin se modificé y adquirié un significado distinto al que se

habia tenido en siglos anteriores.

o El profesor Lozano y Castro {1897) realizé el estudio de la composicion

quimica de las hojas del capulin, sefialando que ademas de diferentes



aceites, resinas y glucosa, el vegetal contenia amigdalina y un alcaloide de

color blanco que no logré identificar (Noriega, 1941),

A principios del presente siglo, Flores (1207) en su manual terapéutico
senala que la substitucion del agua de laurel-cerezo por las hojas de capulin,
estaba autorizada por la Farmacdpea Mexicana y que el producto tenia las
mismas propiedades antiespasmddicas del laurel y que la corteza presenté

actividad antidiarreica {Lozoya, 1982)

Maximino Martinez (1934}, reiteré la informacién sobre las propiedades
antidiarreicas de la corteza del capulin , y la presencia de amigdalina en la
hojas, cuya propiedad las hace utiles como antiespasmddicas (Martinez,
1989).

A mediados de éste siglo, Cabrera (1958) resume toda la informacién
bibliogréfica sobre la toxicidad del capulin, y sefiala que solamente las hojas
deben de ser empieadas con fines terapéuticos ya que el destilado obtenido
de ellas contiene benzaldehido y &cido cianhidrico y que la proporcion varia

segun la época del aho en que son recolectadas (Lozoya, 1982).

Aguitar (1974-1978) describe el tratamiento de la conjuntivitis y cataratas

con el polvo de la corteza del &rbol {Lozoya, 1982).



o E! estudio fitoquimico biodirigido de los extractos de la corteza de Prunus
serotina ssp. capuli, utilizando como bioensayos la determinacion de la
toxicidad contra el crustadceo Artemia salina , permitié la identificacién de
tres compuestos de tipo flavonoide. Estos fueron caracterizados mediante
métodos quimicos y espectroscopicos como la naringeniné, la
aromadendrina y la taxifolina. La naringenina constituyé el compuesto
mayoritario y mostré actividad antibacteriana y antiinflamatoria.Siendo éste
el primer estudio quimico de la corteza del capulin, en donde se confirmé la
presencia de metabolitos secundarios de tipo flavonoide, ademads sirvié para

validar el uso de la corteza como antiinflamatorio {Lépez, 1996).



1.3 ANTIESPASMODICOS

Ei reino vegetal es rico en este tipo de compuestos, en realidad la mavyoria de
los remedios utilizados en la medicina convencional incluye al menos un
antiespasmodico de origen vegetal. Los antiespasmodicos son frecuentemente
llamados espasmoliticos o carminativos, son utilizados para el tratamiento del
célico e indigestién. Por otro lado aquellos que tienen un poderoso efecto
inhibidor del peristaltismo son particularmente (tiles para el tratamiento de la

diarrea como los alcaloides de! opio, morfina y codeina (Burger, 1960},

Algunos farmacos utilizados como antiespasmodicos en el tracto
gastrointestinal, también son utilizados para otros padecimientos por ejemplo la
papaverina se utiliza en preparaciones como antitusivo, debido a su efecto
relajante sobre musculo liso. Otro ejemplo lo constituye ia hioscina la cual sé
utiliza como anti-emético, ejerciendo su accion via un efecto anti-colinérgico

(Robbers et al., 1996).

Ejemplos selectos de antiespasmédicos derivados de fuentes naturales incluyen
alcaloides como la atropina, la hioscina, y alcaloides del opio (papaverina,
codeina) {Burger, 1960); aceites esenciales {pimienta, anis, ajo, manzanilla); y
numerosos flavonoides como la apigenina, el kaemferol y la quercetina {(Pathak,

et al., 1991).



14 GLUCOSIDOS CIANOGENICOS.

Algunas plantas sintetizan compuestos, capaces de liberar acido cianhidrico
por hidrélisis. Esta habilidad conocida como cianogénesis, se ha observado por
siglos en plantas como cerezas, duraznos almendros y otras importantes
plantas. Los glucosidos cianogenéticos son conocidos por estar presentes en al

menos 800 especies pertenecientes a 70-80 familias (Siegler, 1975).

Tiempo atrés se reconocid que algunas plantas de la familia Rosaceae
producian 4cido cianhidrico bajo ciertas condiciones y esta caracteristica se
utilizé para clasificar algunas especies de esta familia en diferentes generos.
Por ejemplo el género Amygdalaceae es distinguible de la Rosaceae vy

Pomaceae, por la presencia de &cido cianhidrico (Swain, 1963} (Fig 1).

\ /O- Glucosa 3 R, OH ' o
/c\ Hidrolisis \c/ esponténea + HCN
enzimatica R - \C
\ N 2 Q\\N Ry Ry

Glucdsido cianogénico
(R1, Ry son Hy, alquilo o arilo

Fig. 1 Liberacién enzimatica de acido cianhidrico de glucésidos cianogenicos (Harbome , 1988),



La amigdalina, el gentiobiésido de (R )- mandelonitrilo, se encuentra
ampliamente distribuida en la familia Rosaceae, donde coexiste
frecuentemente con el monoglucdsido prunasina; esta Uitima se encuentra en

las hojas mientras la amigdalina esta en las semillas { Conn, 1991).

OH
C: _—
= OH C==N
0 ./ He /
‘-C \‘
% G
o o o o
OH OH OH
OH OH O
OH OH
(R} Amigdalina (R} Prunasina

Se ha demostrado que dos grupos independientes de [-glucosidasas estan
involucrados en la hidrdlisis de la amigdalina en la cereza negra (Prunus

serotina).

Un grupo lo conforman dos isoformas de amigdalina hidrolasas (AH- 1 y AH-lI}
que catalizan la ruptura del enlace entre los dos azucares formando glucosa y
(R)-prunasina. Un segundo grupo de enzimas {prunasina hidrolasa 1, lla y lIb}
catalizan la hidrélisis del enlace pB-glucosidico entre la aglicona y el azucar

remanente (Conn, 1991).

Estas dos isoenzimas muestran alta especificidad para sus sustratos vy

determinan claramente un mecanisma "secuencial” en la hidrdlisis de la

amigdalina en estas especies (Conn, 1991).
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Il JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Desde el punto de vista farmacoldgico, la utilidad medicinal de Prunus serotina
ssp. capuli es un tema que ha suscitado controversias ya que, como otras
especies del género Prunus (Duke, 1989), el capulin contiene glucésidos
cianogénicos como la amigdalina, compuesto capaz de liberar por hidrdlisis
{reaccion en la que participan las enzimas amigdalasa y prunasa) &cido
cianhidrico, compuesto téxico que no se encuentrea libre en la planta. En tanto

la amigdalina y Ia prunasina se encuentran libres en la corteza, hojas y semillas

del capulin {Lozoya, 1982).

Por otra parte algunos autores sefialan que la ingestién del capulin, ha llegado a
producir la muerte de animales (ganado vacuno) e incluso de humanos (Argueta,
1994),

No obstante lo anterior, en algunas zonas se continda practicando el uso de ia
corteza como antidiarreica, antipirética y antiespasmddica, ademas el extracto
de la corteza mostré actividad contra la cepa patdégena Mycobacterium

tubercufosis (Martinez, 1989, Argueta, 1994).

La informacién anterior y los antecedentes descritos en la seccion 1.2 de la
introduccion, motivé a realizar el estudio fitoquimico total de la planta Prunus

serotina ssp. capuli, con el objeto de conocer la composicidn quimica de los

11



metabolitos secundarios presentes en cantidad mayoritaria en las hojas, corteza

y madera de la especie y verificar si el rendimiento de estos compuestos varia

segun fa época del afio en que se recolecta el material vegetal.

2.1 Objetivos

i. Realizar los extractos con hexano, CH,Cl, o acetona y metanol del

material vegetal (hojas, corteza, madera).

ii. Realizar el fraccionamiento de los diferentes extractos, mediante

cromatografia en columna.

ii. Separar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en

las fracciones.

iv. . Identificacion de los compuestos mediante métodos quimicos y técnicas

espectroscopicas y espectrometricas.

12



Il PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material vegetal
El material vegetal (hojas, corteza y madera ) utilizado en el presente estudio
fue recolectado en el municipio de Ozumba, en las siguientes fechas: 2 de

enero, 16 de Marzo, 3 de Junio, 6 de Noviembre de 1997.

3.2 Procedimientos generales
Los anadlisis cromatogréficos en columna abierta se efectuaron siguiendo
técnicas convencionales, en columnas de vidrio de diferentes capacidades,
empacadas con gel de silice. Para los andlisis cromatograficos cualitativos y
preparativos en capa fina se emplearon placas de aluminio con un espesor de
0.25 mm (silica gel 60 F Merck) y placas de vidrio (20 x 20) cubiertas de gel
de silice de 2.0 mm de espesor { silica gel F,;, Merck) respectivamente, en
ambos casos se utilizaron diferentes sistemas de elucion , los cuales se

resumen en el cuadro 1.

Cuadro 1. Sistemas de elucién utilizados para los andlisis en capa fina

Sistema de Composicién Proporcién
eluyentes

A Hex-AcOEt Diversas
B AcOEt- MeOH Diversas
C CH,Cl,-MeQOH Diversas
D CH,CI, -Acetona Diversas
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3.3 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas Yy

espectrométricas de los productos naturales y sus derivados.

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher Jones y no estan
corregidos. Los espectros de IR se registraron en un espectrofotdmetro de
rejifla Perkin-Elmer, modelo 589-B 6 en un aparato Nicolet FT-SX, en pastilla de

KBr o disolucion en CDCl,.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN'H) y de
carbono 13 (RMN '°C} se generaron en un aparato Varian VXR-300S, los
espectros se obtuvieron en acetona, piridina, DMSO, y CDCl, Jos
desplazamientos gquimicos se asignaron en unidades de & (ppm) referidos al
tetrametilsilano como referencia interna {TMS). Se utilizaron secuencia de
pulso estdndares para el registro de los espectros de RMN bidimensional

homonuclear (COSY) vy heteronuclear (HETCOR).

Los espectros de masas se determinaron en un aparato Hewlett Packard 5890-
mediante la introduccién de la muestra directa a 70 eV, mientras gue |0s
espectros determinados por FAB {Fast atomic bombardement), se registraron

en una aparato Jeol DX300.
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3.4 Procedimientos quimicos.

Preparacion de diazometano.-En un matraz redondo de 250 mi, se colocan 100
ml de éter y se adicionan 30 ml de KOH al 40 %. La mezcla. es enfriada a 5°C,
con agitacién constante y se adicionan 10g de nitrosometilurea finamente
pulverizada en pequenas porciones. Una vez gque ha reaccionado totalmente la
nitrosometilurea, se puede separar la fase éterea de color amarillo, ésta

contiene aproximadamente 2.8 g de diazometano.

Para la reaccién de metilacién se colocan el volumen equivalente a 40 mg de
diazometano para 40 mg del compuesto, la reaccién se deja en un bado de
hielo, durante 4 haoras, transcurrido el tiempo de la reaccién se prosigue a

purificar el producto de la reaccion.

Acetilacién: Para obtener el derivado acetilado se colocan 40 mg del
compuesto en un matraz bola de 100 ml con 10 gotas de piridina y 0.5 ml de

anhidrido acético. La reaccion se lleva a cabo en bafo de agua a 60 °C durante

4 horas.

El transcurso de la reaccidn se monitorea por cromatografia en capa fina.
Transcurrido el tiempo de la reaccion se elimina el exceso de anhidrido acético

v piridina al alto vacio.
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IV ESTUDIO FITOQUIMICO DE LAS HOJAS DE Prunus serotina ssp. Capuli

4.1 Preparacion de los extractos a partir de las hojas { Primera colecta)}

Las hojas de Prunus serotina ssp. Capuli se recolectaron el 2 de enero de
1997, se dejaron secar a temperatura ambiente, una vez secas fueron molidas,
obteniéndose 90.2 g de un polvo color verde obscuro. Las hojas molidas se
extrajeron mediante un proceso de maceracién exhaustivo con acetona (4 1) a
temperatura ambiente. Después de |la evaporacion del disclvente a presion

reducida se obtuvieron 5.02 g de extracto crudo {(extracto PHSA)

4.2 Fraccionamiento del extracto de acetona {Extracto PHSA)

El extracto de acetona 5.02 g fue fraccionado por cromatografia en columna
abierta utilizando como adsorbente 200 g de gel de silice (malla 200-325).
Para esta columna se utilizd como sistemas de eluyentes hexano y después
mezclas de hexano-AcOEt de polaridad ascendente, se obtuvieron 60
fracciones de 500 ml cada una, se elimind el disolvente por destilacién a
presién reducida. El desarrollo de la cromatografia se monitored usando

cromatoplacas de gel de silice sobre aluminio, combindndose todas aquellas

que resultaron cromatogréficamente similares.
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En el cuadro 2 se resumen los sistemas de eluciéon empleados y las fracciones

combinadas.

Cuadro 2. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna abierta

del extracto de acetona (PSHA) de las hojas de Prunus serotina ssp. capuli

Eluyente Proporcién | Fracciones |Fracciones Clave Peso
combinadas (mg)

hexano 100 1-b 1-8 PSHA-A |800.0 mg

hexano-AcOEt [90-10 6-10 9-13 PSHA-B [198.7 mg

hexano-AcOEt |80-10 11-20 14-22 PSHA-C | 300 mg

hexang-AcOEt | 70-30 21-25 23-45 PSHA-D |301.8 mg

hexano-AcOEt |60-40 26-30 46-60 PSHA-E |500.0 mg

hexano-AcOEt |50-50 31-356

hexano-AcOEt |30-70 36-40

hexano-AcOEt |20-80 41-45

hexano-AcOEt {10-80 46-50

AcOEt 50-60

4.2.1 Aislamiento de (-sitosterol

De la fraccion PSHA-A eluidas con hexano de la columna original, precipitaron
de manera espontdnea 100 mg de unos cristales en forma de aguja, con un
punto de fusion 130-135 °C, sus datos espectroscdpicos y espectrométricos,
coinciden con los descritos en literatura para el [3-sitosterol (Della, et al.,

19590).
17



4.2.2 Aislamiento del acido ursélico.

La fraccion 23-45 eluidas con hex- AcQEt 7:3, se reunieron lo cual nos
proporcioné 301.3 mg de compuesto impuro (PSHA-D), esta fraccion se
recromatografié en una columna a, aisléndose 198.7 mg de un polvo amorfo
de color blanco con un punto de fusién de 270 °C. Este t}iterpeno se identificd
mediante RMN'H, espectrometria de masas e IR, como &cido ursélico, un
triterpeno ampliamente distribuido en otras especies (Seo, et al., 1975;

Moguid, et al., 1975).

EXTRACTOS |[CLAVE |PESO DEL COMPUESTOS AISLADQS | PORCENTAJE
EXTRACTO (g %
P
I,r,-f, 2
1.99
HO
B-sitosterol

tHiztieee

ACETONA |PSHA 5.02

COOH 3.95

=
£
=

Acido ursdlico

TABLA .- RENDIMIENTO EN PORCIENTO DE LOS METABOLITOS AISLADOS DE LAS
HOJAS DE Prunus serotina ssp.capuli (Primera colecta).
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V ESTUDIO FITOQUIMICO DE LAS HOJAS DE Prunus serotina ssp. Capuli

5.1 Preparacion de los extractos a partir de las hojas. {Segunda colecta)

L.as hojas de Prunus serotina ssp. Capuli se recolectaron el 16 de Marzo de
1997, se dejaron secar a temperatura ambiente, una vez secas fueron molidas,
obteniéndose 401.42 g de un polvo color verde obscuro. Las hojas molidas se
extrajeron mediante un proceso de maceracion exhaustivo con hexano (8
litros), posteriormente con cloruro de metileno (8 1) vy finalmente con metanol
(8 1), todos a temperatura ambiente. Después de la evaporacion del disolvente
a presion reducida se obtuvieron 8.05 g de extracto de hexano (extracto HCA),
11.37 g de extracto de cloruro de metileno (extracto HCB) y 64.0 g de

extracto de metanol {extracto HCC)

5.2 Fraccionamiento de los extractos { extracto HCA, HCB, HCC).

5.2.1 Fraccionamiento del extracto de hexano { extracto HCA).

Fi extracto de hexano 8.05g (HCA) fue fraccionado por cromatografia en
columna abierta utilizando como adsorbente 400 g de gel de sflice (malla 200-
325). Para esta columna se utilizé6 como sistemas de elucién hexano y después
mezclas de hexano-AcOEt , se obtuvieron 60 fracciones de 250 ml cada una,

se elimind el disolvente por destilacién a presién reducida. El desarrollo de la
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cromatografia se monitored usando cromatoplacas de gel de silice sobre
aluminio, combinandose todas aquellas que resuitaron cromatograficamente
similares.

Este proceso genero un total de 4 fracciones primarias, en el cuadro 3 se

resumen los sistemas de elucidon empleados vy las fracciones combinadas.

Cuadro 3. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna

abierta del extracto HCA de las hojas de Prunus serotina ssp. capuli

Eluyente Proporcién | Fracciones | Fracciones Clave Peso

(%) combinadas {g)

Hexano 100 1-6 1-6 HCA-1 2.0

hexano-AcOEt [920-10 7-15 7-15 MCA-2 0.400

hexano-AcOEt |80-10 16-26 16-27 HCA-3 0.600

hexano-AcOEt |70-30 27-34 28-40 HCA-4 0.200

hexano-AcOEt | 60-40 35-40

hexano-AcOEt |50-50

5.2.1.1 Aislamiento de B-sitosterol.

De las primeras fracciones eluidas con hexano {Fraccién HCA -1 )} se aislaron
0.946 g de material lipofilico. De [a fraccion HCA-4 cristalizaron
espontaneamente 60 mg de unos cristales blancos con un punto de fusién de

130-136° C, el cual se identific6 como f-sitosterol en comparaciéon con una

muestra auténtica (c.c.f.).
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5.2.2 Eraccionamiento del extracto de CH,Cl, total (extracto HCB).

El extracto de cloruro de metileno 11.37 g fue fraccionado por cromatografia
en columna abierta utilizando como adsorbente 400 g de gel de silice {malla
200-325). Para esta columna se utiliz6 como sistemas de eluyentes hexano y
después mezclas de hexano-AcOEt , se obtuvieron 80 fracciones de 250 mi
cada una, se elimind el disolvente par destilacion a presién reducida. El
desarrollo de la cromatografla se monitoreé usando cromatoplacas de gel de
sllice sobre aluminio, combinandose todas aquellas que resultaron
cromatograficamente similares. Este proceso generd un total de 4 fracciones
primarias en el cuadro 4, se resumen los sistemas de elucién empleados y las

fracciones combinadas.

Cuadro 4. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en

columna abierta del extracto HCB de las hojas de Prunus serotina

ssp. capuli
Eluyente Proporcion | Fracciones | Fracciones combinadas | Clave
(%)

Hexano 100 1-3 1-9 HCB-1
hexano-AcOEt 80-20 4-8 12-20 HCB-2
hexano-AcOEt 70-30 9-60 21-64 HCB-3
hexano-AcOEt 60-40 " 61-74 65-88 HCB-4
hexano-AcOEt 50-50 75-80

hexano-AcOEt |10-90 81-88
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5.2.2.1 Aislamiento de 8 sitosterol

De la fraccion HCB-3, se aislaron mediante cristalizacién 10 mg de un
compuesto blanco de punto de fusién de 130-135 °C, el cual se identific
como B-sitosterol, al compararse por cromatografia en capa fina con una
muestra autentica (Sliwowski and Caspi, 1977: Lenton et al.,, 1975;

Rubinstein et ai., 1976),

5.2.2.2 Aislamiento de acido ursdlico.

De la fraccién HCB-4 precipitaron de manera espontanea 300 mg de un polvo
amorfo de color blanco, este compuesto se caracterizé como Aacido ursélico ai
compararse por c.c.f y de acuerdo a su punto de fusién CON una muestra

aislada previamente ( Seo, et al., 1975).

5.2.3 Fraccionamiento del extracto de metanol ( extracto HCC)

El' extracto de metanol (HCC) 64.0 g fué fraccionado por cromatografia en
columna abierta utilizando como adsorbente 500 g de gel de silice {malla 200-
325). Para esta columna se utilizé como sistemas de eluyentes AcOEt y
después mezclas de CH,Cl,-MeOH, se obtuvieron 50 fracciones de 250 mi
cada una, se elimino el disolvente por destilacion a presién reducida. Ei
desarrollo de la cromatografia se monitoreé usando cromatoplacas de gel de
silice sobre aluminio, combiniandose todas aquellas que resultaron

cromatograficamente similares.
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Este proceso generé un total de 4 fracciones primarias en el cuadro 5 se

resumen los sistemas de elucion empleados vy las fracciones combinadas.

Cuadro 5. Resumen del fraccionamiento preliminar via cromatograifa en

columna del extracto HCC de las hojas de Prunus serotina ssp. capuli

Eluyente Proporcidén | Fracciones Fracciones Clave Pesa

(%) combinadas {g)

CH,Cl,-MeQH |80-20 1-14 3-8 HCCA 2.44

CH,Cl,-MeOH [70-30 15-21 9-13

CH,Cl,-MeOH | 50-50 22-35 16-25 HCCB 7.63

CH,Cl,-MeOH |30-70 36-40 26-35 HCCD 0.960

CH,Cl,-MeQOH | 20-80 41-50 36-560 HCCE 1.3

MeOH 100

5.2.3.1 Aislamiento del 3-0-pB- Galactosido de Quercetina

Las fracciones 16-25, eluidas con CH,CI, - metanol 1:1 se reunieron dando un
peso de 7.63 g (HCCB), se sometieron a una cromatografia a presion utilizando
como eluyentes mezclas de CH,Cl, -metanol, en orden creciente de polaridad.
De la fraccién HCCB-58 se aislaron 136 mg de un polvo amarillo con un punto
de fusién de 225-230 °C, este compuesto se identificé mediante RMN'H, '* C,
espectrometria de masas e IR, como el 3-0-B-galactésido de quercetina,
comparando sus caracteristicas espectroscépicas con lo descrito en la

literatura { Shigematsu, et al.,1982; Agrawal, 1989; Yakasawa, et al., 1987).
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EXTRACTOS |CLAVE |PESO DEL COMPUESTOS AISLADOS PORCENTAJE
EXTRACTO (@) %
Material lipofilico 11.75
-
I,rw 2
HEXANO HCA 8.05
HO 0.745
B-sitosterol
Acido ursdlico 2.64
CH,CI, HCB 11.37
B-sitosterol 0.088
HO
OH
HO
METANOL HCC 0.212

64.0

G
\galactésido

"3-0-j3-galactdsido de quercetina

TABLA 2.- RENDIMIENTO EN PORCIENTO DE LOS METABOLITOS AISLA DOS DELAS
HOJAS, Prunus serotina ssp.capuli (Segunda colectal.
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V! ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA CORTEZA DE RAMAS GRUESAS DE Prunus

serotina ssp. Capuli

6.1 Preparacion de los extractos a partir de la corteza

La corteza de las ramas gruesas de Prunus serotina ssp. Capuli se recolecto el
2 de enero de 1997, se dejo secar a temperatura ambiente, una vez seca fue
molida, obteniéndose 518.42 g de un polvo de color café obscuro. La corteza
molida se extrajo mediante un proceso de maceracién exhaustivo con hexano
(8 litros), posteriormente con acetona (8 I} y finalmente con metanol { 8 ), a
temperatura ambiente. Después de la evaporacién del disolvente a presion
reducida se obtuvieron 1.8 g de extracto de hexano, 20.7g de extracto de

acetona {extracto PRSA) y 10.5 g de extracto de metanol (PRSB).

6.2 Fraccionamiento del extracto de acetona (PRSA)

El extracto fue sujeto a cromatografia en columna abierta sobre gel de silice
(400g}, fueron utilizados como eluyentes hexano y mezclas de hexano-AcOEt
en orden creciente de polaridad, se recolectaron fracciones .de 500 ml, cada
fraccién fue analizada por cromatografia en-capa fina, combindndose todas

aquellas que resultaron cromatograficamente similares.
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Este proceso genero un total de 7 fracciones primarias en el cuadro 6 se

resumen los sistemas de elucién empleados y las fracciones combinadas.

Cuadro 6. Resumen del fraccionamiento preliminar via cromatografia
en columna del extracto de acetona (PRSA) de la corteza de ramas

gruesas de Prunus serotina ssp. capuli

Eluyente Proporcion | Fracciones Fracciones Clave

(%) combinadas {g)

Hexano 100 1-15 1-15 PRSA-1

hexano-AcOEt |95-5 16-19 16-59 PRSA-2

hexano-AcOEt [90-10 20-40 60-87 PRSA-3

hexano-AcOEt |80-10 41-45 88-114 PRSA-3

hexano-AcOEt | 70-30 46-83 115-139 PRSA-4

hexano-AcOEt |60-40 84-101 140-146 PRSA-5

hexano-AcOEt |50-50 102-108

hexano-AcOEt | 40-60 109-115

hexano-AcOEt {30-70 116-122

hexano-AcOEt |20-80 123-129

hexano-AcOEt | 10-90 130

AcOEt 100 131-139

MeOH-EtOH 1-1 140-146
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6.2.1 Aislamiento del acido ursélico

De la fraccién PRSA-3 (450 mg) se realizdé una columna de répida elucion, para
la cual se utilizé6 gel de silice malla 70-230, la elucién se efectud con una
mezcla CH,Cl,-MeOH 1:1. De ésta columna se aislaron 100 mg de un polvo
amorfo con un punto de fusién de 225-230 °C. Se identificd como acido

ursélico por comparacion con una muestra auténtica (p.f, c.c.f.}).

6.2.2 Aislamiento de glucésido de naringenina y prunasina

En la fraccion PRSA-5 (4.0 g) cristalizé un compuesto de color blanco. Para
separarlo fue necesario agregar acetona debido a la consistencia gomosa de la
fraccion, posteriormente se filtro al vacio, lavandolo con una mezcla de hex-
Acetona 1:1. Se recristalizé en una mezcla de CH,Cl,-MeOH y se obtuvieron
300 mg de un sdélido cristalino, con un punto de fusién de 210- 215 °C. De
acuerdo a la espectroscopia se trata de una mezcla equimolar de 7-0-B-

glucésido de naringenina y prunasina

6.2.2.1Acetilacion de la mezcla de 7-O-B-glucdsido de naringenina y prunasina
40 mg de la mezcla de 7-O-B-glucdsido de naringenina y prunasina se acetilo

de acuerdo al procedimiento descrito en pagina 18.
El producto de la reaccion se purificé en una placa preparativa de gel de silice

(20 x 20 cm) de 2.0 mm de espesor en un medio de elucion de {AcOEt-MeQOH

7:3 ), obteniéndose 15 mg de acetato 7-O-B-glucésido de naringenina.
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6.3 Fraccionamiento del extracto de metanol (PRSB)

El extracto (PRSB) se fraccioné mediante un proceso de particiones metanoi-
agua. Que a continuacién se describe, el extracto se disolvio en 500 ml de
agua, se colocé en un embudo de separacion de 1000 ml extrayéndose
sucesivamente con acetato de etilo {6 veces x 250 ml), la fase orgénica se

lavé con 250 ml de agua y seco con NaSQO, anh., la solucién final se concentro

dando un peso de 3.66 g (PRCM).

'6.3.1 Fraccionamiento del extracto PRCM

El extracto (PRCM) se sometié a una fraccionamiento secundario mediante una
cromatograffa en columna, utilizando como adsorbente gel de silice {150g) . El
proceso de elucién se efectué con hexano, y posteriormente con mezclas
hexano -AcOEt en orden creciente de polaridad, se recolectaron 60 fracciones
de BOO ml, cada fracciéon fué analizada por cromatografia en capa fina,

combinandose todas aquellas que resultaron cromatograficamente similares.

En el cuadro 7, se resumen los sistemas de elucién empleados y las fracciones

combinadas.

28



Cuadro 7. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna del

extracto PRCM de la corteza de ramas gruesas de Prunus serotina S$sp.

capuli

Efuyente Proporcidon | Fracciones | Fracciones Clave Peso mg
(%) combinadas

Hexano 100 1-2 PRCM
hexano-AcOEt | 80-20 3-16 8-14 PRCM-1 16.5
hexano-AcOEt { 70-30 17-24 15-25 PRCM-2 251.1 mg
hexano-AcOEt | 60-40 25-30 26-29 PRCM-3
AcOEt 100 30-36 30-36 PRCM-30-36 | 356 mg
MeOH-EtOH 1-1 37-50
MeOH 100 51-60

6.3.1.1 Aislamiento y caracterizacion del 7-0- glucésido de naringenina vy
prunasina a partir de la fraccién primaria PRCM-30-36

La fraccion PRCM-30-36 (356 mg) se sometid a una columna de rapida elucion
{10 cm de altura, 3 cm de didmetro) empacada con gel de silice (malia
70/230), sé eluyé con una mezcla'de cloruro de metileno- metanol (8:2), se
obtuvieron 23 fracciones, de la fraccion 10 se aislé 10 mg de compuesto puro
en forma de cristales de color blanco, este compuesto se identificd de acuerdo
a lo descrito en la literatura como prunasina (Cardona, et al., 1992; Masakazu,

et al., 1985; Syah and Ghisalberti, 1996).
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De ta fraccion 11 se aislaron por recristalizacion, 15 mg un compuesto amarillo

con un punto de fusién de 203- 210°C., este compuesto se ‘identifico

mediante RMN'H, '°C, espectrometrfa de masas, e IR, asi como los

experimentos DEPT, COSY y HETCOR como 7-O-B- Glucosido de naringenina

(Harborne, 1994).

EXTRACTOS |CLAVE |PESO DEL COMPUESTOS AISLADOS | PORCENTAJE
EXTRACTO (g) %
HEXANO 1.8
OOH
0.483
H Z
Acido ursélico
Glucosa-O
1.44

ACETONA PRSA 20.7 OH' 5

7-0-B-glucgsido de naringenina

HO =N
o s
HO ov @ 1.44
HO
OH

Prunasina

7-0-B-glucésido de naringenina | 0.196
METANOL PRSB 10.5

Prunasina 0.095

TABLA 3.- RENDIMIENTO EN PORCIENTO DE L.OS METABOLITOS AISLADOS DE LA
CORTEZA DE LAS RAMAS GRUESAS DE  Prunus serotina ssp.capuli.
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VIl ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA CORTEZA DEL TRONCO DE Prunus serotina ssp.

Capuli

7.1 Preparacién de los extractos a partir de la corteza (Primera colecta).

La corteza del tronco de Prunus serotina ssp. Capuli se recolectd el 3 de junio
de 1997, se dejd secar a temperatura ambiente, una vez seca fue molida,
obteniéndose 451.2 g de un polve de color café obscuro. La corteza molida se
extrajo mediante un proceso de maceracion exhaustivo con hexano (8 Iitros),r
posteriormente con cloruro de metileno (8 I} y finalmente con metanol { 8 1}, a
temperatura ambiente. Después de la evaporacion del disolvente a presion
reducida se obtuvieron 1.8 g de extracto de hexano, 4.30 g de extracto crudo

de cloruro de metileno {extracto CGP} y 23.45 g de extracto de metanol .

7.2 Fraccionamiento del extracto de cloruro de metileno (CGP) de la corteza.

El extracto de cloruro de metileno 4.30 g fue fraccionado por cromatografia
en columna abierta utilizando como adsorbente 100 g de gel de silice {malla
200-325). Para esta columna se utilizé como sistemas de eluyentes hexano y
después mezclas de hexano-AcOEt de polaridad creciente, se obtuvieron 100
fracciones de 250 ml cadaruna, se eliminé el disolvente por destilacién a

presién reducida. El desarrollo de la cromatografia se monitoreé usando
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cromatoplacas de gel de silice sobre aluminio, combinandose todas aguellas

que resultaron cromatograficamente similares.

Este proceso genero un total de 6 fracciones primarias en el cuadro 8 se

resumen los sistemas de elucién empleados vy las fracciones combinadas.

Cuadro 8. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna

abierta del extracto de cloruro de metileno (CGP) de la corteza del tronco

de Prunus serotina ssp. capuli

Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones Clave Peso
(%) combinadas g

Hexano 100 1-7 3-7 CGP-A 0.243

hexano-AcOEt [90-10 8-33 8-10 CGP-B 0.0386

hexano-AcOEt |80-10 34-48 11-14 CGP-C 0.1828

hexano-AcOEt | 70-30 49-50 15-22 CGP-D 0.108

hexano-AcOEt | 60-40 51-70 23-33 CGP-E

hexano-AcOEt | 50-50 71-83 34-92 CGP2 3.05

hexano-AcOEt [ 40-60 84-87

hexano-AcOEt 30-7Q 88-28

hexano-AcOEt |20-80 99-100

hexano-AcOEt | 10-20 lavar

AcOEt 100 lavar

MeOH-EtOH  |90-10
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7.2.1 Fraccionamiento de la fraccién CGP-2.

Las fracciones eluidas con hex-AcQEt 1:1, se reunieron dando un peso de 3.05
g (CGP-2), realizéndose un segundo fraccionamiento, para lo cual se utilizé una
columna de vidrio de 2 cm de diametro, empacada con gel de silice malla
70/230 hasta una altura de 20 cm. Se eluyo mezclas de hex- AcOEt en orden

creciente de polaridad, recolectando 100 fracciones de 20 ml,

7.2.2.1 Aislamiento y caracterizacion de Naringenina, aromadendrina,

taxifolina y 7-O- B glucésido de naringenina .

De la fraccién 18-19 de !a columna anterior se aislaron 348 mg de unos '

cristales de p.f de 240 °C, de acuerdo a sus constantes fisicas vy
espectroscopicas se identific6 como la flavanona naringenina (Barros et al.,
1982), de las fracciones 30-32 de menor polaridad se aislaron por
recristalizacion en una mezcla de AcOEt-MeOH 1:1, 16 mg de una un polvo
ligeramente amarillo de un punto de fusién de 227 °C, el cual se identificé de
acuerdo a su r.f y sus caracteristicas espectroscépicas como aromadendrina

{(Shen and Theander, 1985).
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De las fracciones de 35-37, se aislaron 7 mg de un compuesto de menor
polaridad, de p.f de 223-224 °C. De acuerdo a sus constantes fisicas y
espectroscopicas se identifico como el dihidroflavonol taxifolina {Markham and

Ternail, 1976; Nonaka, et al.,, 1987} .

De la fraccion 90-94 eluidas con hex-AcOEt 3:7 se aislaron 90 mg de un
compuesto  cristalino de color blanco {p.f= 235°C), sus datos
espectroscépicos coinciden con los descritos en la literatura para 7-0-B

glucésido de naringenina {Rahman, etal., 1978)
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EXTRACTQS |CLAVE |PESO DEL COMPUESTOS AISLADOS PORCENTAJE
EXTRACTOC () %
HEXANO 1.8
METANOL 23.45
8.09
0.348
METANOL PRSE 4.30
0.016
Taxifolina
OH
Glucosa-O o O
C
OH o}
7-0-B-glucdsido de naringenina
B-sitosterol 0.182

TABLA 4.- RENDIMIENTO EN PORCIENTO DE LOS METABOLITOS AISLADOS DE LA
CORTEZA DEL TRONCO DE Prunus serotina ssp.capuli.{ Primera colecta).
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Vili ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA CORTEZA DEL TRONCO DE Prunus

serotina ssp. capuli

8.1 Preparacion de los extractos a partir de la corteza del tronco de Prunus

serotina ssp. Capuli (Segunda colecta).

{a corteza del tronco de Prunus serotina ssp. capuli se recolectd el 6 de
Noviembre de 1997, se dej6 secar a temperatura ambiente, una vez seca fue
molida, obteniéndose 4.1 Kg de un polvo de color café obscuro. La corteza
molida se extrajo mediante un proceso de maceracion exhaustivo con hexano
(8 litros), y con metanol (8 |}, cada proceso se repitié tres veces, con espacio
de 8 dias entre cada extraccién, a temperatura ambiente. Después de la

evaporacion del disolvente a presion reducida se obtuvieron 1.8 g de extracto

de hexano, y 500 g de extracto de metanol .

8.2 Fraccionamiento del extracto de metanol de la corteza.

Aproximadamente la mitad del extracto (256.0 g}, se fracciond de manera
preliminar mediante un proceso de particiones. Que a continuacién se describe
el extracto se disolvié en 2000 ml de agua, se colocé en un embudo de
separacion de 5 litros extrayéndose sucesivamenté con hexano (3 litros },
cloruro de metileno {4.5 litros) , n- butanol {2 litros), en cada extraccion, la

fase orgénica se lavé con agua y se seco con NaSQ, anhidro, la solucidn final
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se concentrd dando un peso de 51,43 g extracto de hexano (fraccion hexanica
G ) 23.01 g de extracto de cloruro de metileno {fraccién CC) , y 100 g de

extracto de n- butanol

8.3 Fraccionamiento de la fraccién hexanica del extracto metandlico

El extracto de hexano 51.43 g fue fraccionado por cromatografia en columna
abierta utilizando como adsorbente 300 g de gel de silice {malla 200-325).
Para esta columna se utilizé como sistemas de eluyentes hexano y después
mezclas de hexano-AcOEt, AcOEt-MeOH hasta 100% de metanol, se
obtuvieron 190 fracciones de 500 mi cada una, se elimino el disolvente por
destilacion a presién reducida. El desarrollo de la cromatografia se monitore6
usando cromatoplacas de gel de silice sobre aluminio, combinandose todas
aquellas que resultaron cromatogréficamente similares. Este procese generd un
total de 190 fracciones primarias en el cuadro 9, se resumen los sistemas de

elucion empleados vy las fracciones combinadas.

8.3.1 Aislamiento de P sitosterol

De la fraccion G-21,la cual fue obtenida por la elucién de ia columna con una
mezcla de hex-AcOEt 8:2, precipitaron de manera espontdnea 300 mg de un
compuesto blanco de punto de fusion de115 -118 °C, se identificd como B3-
sitosterol al compararse por cromatografia en capa fina con una muestra

auténtica.
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8.3.2 Aislamiento y caracterizacién de Naringenina.
De la fraccién G-70 !a cual fué obtenida por la elucién de la columna principal
con hex-AcQEt {4:6) , precipitaron de manera espontanea 16 mg de un sdélido

de p.f. de 245-250 °C, identificAndose como naringenina {Hashimoto, et al.,

1992).

Cuadro 9. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en
columna abierta de la fraccion hexanica del extracto metandlico de la

corteza del tronco de Prunus serotina ssp. capuli

Eluyente Proporcion | Fracciones | Fracciones Clave
(%} combinadas
Hexano 100 1-6 1-10 G-1
hexano-AcOEt 90-10 7-20 11-20 G-11
hexano-AcOEt 80-20 21-106 21-30 G-21
hexano-AcOEt 70-30 107-118 31-42 G-31
hexano-AcOEt 60-40 119-128 43-59 G-43
hexano-AcOEt 50-50 129-135 60-69 G-60
hexano-AcOEt 40-60 13[’;-1 51 70-79 G-70
hexano-AcOEt 30-70 152-156 80-20 G-80
hexano-AcOEt 20-80 157-160 91-100 G-91
AcOEt 100 161-180 101-109 G-101
MeQH-EtOH 90-10 181-190 130-166 G- 130
167-180 G-167
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8.3.3 Aislamiento de 7-O-p glucdsido de naringenina y B-O-glucésido de
sitosterol.

De la fraccién G-167 la cual fué obtenida por la elucién de la columna principal
con AcOEt {100%) , se separé mediante solubilizacion en MeOH, 24 mg de un
polvo cristalino de p.f de 230 °C, el cuél se identificé como 7-0-B-glucdsido
de Naringenina (Agrawal, 1989). E! residuo insoluble en metanol se lavo tres
veces con acetona, se eliminé el disolvente por evaporacion a temperatura
ambiente, pesando el producto 233 mg, presenté un p.f de 280 °C; el cual se

identificé como glucdsido de B-sitosterol de acuerdo a sus constantes fisicas y

espectroscapicas.

8.4 Fraccionamiento del extracto de claruro de metileno

El extracto de cloruro de metileno 23.02 g (fraccién CC) fue fraccionado por
cromatografia en columna abierta utilizando como adsorbente 200 g de gel de
silice {malla 200-325]. Para esta columna se utilizé como sistemas de elucion
hexano y después mezclas de hexano-AcOEt de polaridad creciente, se
obtuvieron 150 fracciones de 500 ml cada una, se elimind el disolvente por
destilacién a presion reducida. El desarrollo de la cromatografia se monitoreo
usando cromatoplacas de gel de silice sobre aluminio, combindndose todas
aquellas que resultaron cromatogréficamente similares. Este proceso genero un
total de 150 fracciones primarias en el cuadro 10 se resumen los sistemas de

elucion empleados y las fracciones combinadas.
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Cuadro 10. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna abierta

de 1a fraccién (CC) de la corteza del tronco de Prunus serotina ssp. capuli

Eluyente Proporciéon | Fracciones |Fracciones Clave Peso
(%] combinadas g9
hexano-AcOEt |80-20 1-4 2-6 CCA 0.18
hexano-AcOEt | 70-30 5-46 7-13 CccB 1.405
hexano-AcOEt |60-40 47-61 14-29 CcccC 3.041
hexano-AcOEt {50-50 62-71 30-39 CCD 0.893
hexano-AcQEt |40-60 72-80 40-50 CCE 0.873
hexano-AcQEt | 30-70 81-94 51-72 GCF 1.19
hexano-AcOEt |20-80 95-100 73-79 CCG 0.750
AcOEt 100 101-109 81-94 CCH 1.530
AcOEt-MeCOH |90-10 110-120 95-109 CClI "t .345
AcOEt-MeORH 80-20 1 21.—1 30 110-120 CCJ 1.820
AcQEt-MeQOH | 60-40 131-140 121-139 CCK 3.000

8.4.1 Aislamiento e identificacién de metil naringenina

De la fraccién primaria CCB (1.405) se realizé una columna de rdpida elucion
(empacada con gel de silice {malla 70/230 de 1.5 cm de diametro y 15 cm de
altura) se eluyd con un volumen de 1000 ml de Hex-AcOEt 9:1, de la fraccion
8 se obtuvo 7 mg de un compuesto de color blanco con un punto de fusion de
154-160 °C, sus datos espectroscopicos (RMN'H) coinciden con los descritos
en la literatura para 7-O-metil-naringenina (Mabry, 1870).
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8.4.2 Aislamiento e identificacion de acido 2-isopropenil-2,3-
dihidrobenzofurano-5-cico y 4cido benzoico.
De la fraccién primaria CCA (180.0 mg) se realizé una columna de rapida
elucién empacada con gel de silice {malla 70/230) de 2.0 cm de diametro y 10
cm de altura) se eluyé con un volumen de 100 mi de Hex-AcOEt 9:1, de la
fraccién 5 se aislé6 90 mg de un compuesto de color blanco con un punto de
fusion de 90-110 °C, el cual de acuerdo a sus caracteristicas fisicas,
espectroscépicas, se identificé como una mezcla del &cido 2-isopropenil-2,3 -

dihidrobenzofurano-5-oico y 4cido benzoico.

8.4.3 Metilacion de la mezcla del dcido-2-isopropenil-2,3-dihidrobenzofurano-
5-oico y acido benzoico.

Se metilaron 50 mg de la fraccion anterior con el volumen equivalente a 100
mg de diazometano, la reaccidn se dejo durante 4 horas en una bafio de hielo,
la metilacion se monitored por c.c.f , transcurrido el tiempo de la reaccic’)r; el
producto fue purificado por cromatografia en placa preparativa {20 x 10 cm)
de 2 mm de espesor en un medio de elucién {(hexano ~AcOEt 9:1). De la banda
de menor polaridad se obtuvo 40 mg de un metabolito secundario bajo la
forma de un aceite amarillo. Este producto se identificé por sus datos fisicos y
espectroscopicos como el éster metilico de &cido-2-isopropenil-2,3-

dihidrobenzofurano-5-oico.
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8.4.3 Aislamiento de Naringenina

De la fraccién primaria CCC se realizd una columna de rapida elucion

{empacada con gel silice malla 70/230 ) se eluyé con un volumen de 1.5 litros

de una mezcla hex-AcOEt 7:3, obteniéndose 60 fracciones de 25 ml cada una,

se logro separar 500 mg de unos cristales blancos de punto de fusién de 240-

245°C, dado su r.f y por sus caracteristicas espectroscépicas se le identifico

como 4',5,7-trihidroxiflavanona {naringenina) {Parmar, et al., 1992).

EXTRACTOS |CLAVE |PESO DEL COMPUESTOS AISLADOS PORCENTAJE
EXTRACTO(g) %
HEXANO 30.0 p3-sitosterol S/cuantificar
[3-sitosterol 0.1171 %
7-O-metil-naringenina 0.00273
Acido 2-isopropenil-2,3- ‘
dihidrobenzofurano-5-oico y acido |0.01562
METANOL  |G.CC  |256.0 benzoico.
0.2015
Naringenina
) ) ) 0.00937
7-0-p- Glucosido de naringenina,
0.091

glucdsido de [3-sitosterol

TABLA 5.- RENDIMIENTO EN PORCIENTO DE LOS ME TABOLITOS AISLADOS DE LA
CORTEZA DEL TRONCO DF Prunus serotina ssp.capuli {Segunda colecta).
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IX ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA MADERA DE Prunus serotina ssp. Capuli

8.1 Preparacion de los extractos a partir de la madera

La madera de Prunus serotina ssp. Capuli se recolecto en el Estado de México
el 12 Enero de 1997, se dejé secar a temperatura ambiente, una vez seca fue
molida, obteniéndose 2.1 kg de aserrin. La madera molida se extrajo mediante
un proceso de maceracion exhaustivo con hexano, posteriormente con metanol
(8 1} a temperatura ambiente, el proceso se repitié tres veces con intervalos de
8 dias. Después de la evaporacién del disolvente a presion reducidé se
obtuvieron 30 g de extracto crudo de hexano, 60 g de extracto crudo de

metanol.

9.2 Fraccionamiento del extracto de metanol de madera de Prunus serotina

ssp. Capuli | extracto EMM).

£l extracto total se fraccioné por cromatografia en columna abierta, sobre gel
de silice (200 g} . Utilizando mezclas de hexanq, hexano-AcOEt en orden
creciente de polaridad como eluyentes, se recolectaron fracciones de 250 m!~
,cada fraccion fué analizada por cromatografia en capa fina, combinandose

todas aquellas que resultaron cromatograficamente similares.
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Este proceso generd un total de 80 fracciones en el cuadro 11, se resumen los

sistemas de elucién empleados y las fracciones combinadas.

Cuadro 11. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna abierta

del extracto EMM, de la corteza de Prunus serotina ssp. capuli

Eluyente Proporcion | Fracciones Fracciones Clave Peso
{%] combinadas {g)
hexano-AcOEt |30-70 1-14 1-10 EMM-1 [6.14
hexano-AcOEt |20-80 16-24 11-15 EMM-2 |7.80
hexano-AcOEt | 10-90 25-30 16-24 EMM-3 |3.43
AcOEt 100 31-43 25-80 EMM-4
AcOEt- MeOH |[90-10 44-80

9.2.1 Aislamiento e identificacién de naringenina.

De la fraccion primaria EMM-1 se realiz6 una columna de rapida elucion
{empacada con gel silice malla 70/230 ) se eluyé con un volumen de 1.5 litros
de una mezcla hex-AcOEt 8:2, obteniéndose 60 fracciones de 25 ml cada una,
se logro separar 375 mg de un polvo ligeramente amarillo de punto de fusion
de 215-220°C, dado su r.f y por sus caracteristicas espectroscopicas se le

identifico naringenina (Shirataki , et al., 1985).
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9.2.2 Aislamiento e identificacion de 7-0-B- glucésido de naringenina.

De la fraccién primaria EMM-2 se realizé una columna de rapida elucidn
{empacada con gel silice malla 70/230 ) se eluy6 con un volumen de 1.5 litros
de una mezcla hex-AcOEt 7:3, obteniéndose 60 fracciones de 25 mi cada una,
se logré separar 1.50 g de un polvo ligeramente amarillo de punto de fusién de
215-220°C, por su r.f. y sus caracteristicas espectroscdpicas se le identifico

como 7-0-B-glucésido de naringenina (Harborne, 1994; Sissi and Wagner,

1974).
EXTRACTOS |CLAVE |PESO DEL COMPUESTOS AISLADOS PORCENTAJE
EXTRACTO(g) %
HEXANC HEM 30.0 j3-sitosterol S/cuantificar
Naringenina 0.625 %
METANOL EMM 60.0
7-0-pB- Glucésido de| 2.91%
naringenina.

TABLA 6.- RENDIMIENTO EN PORCIENTO DE LOS METABOLITOS AISLADOS DE LA
. ¢
MADERA DE Prunus serotina ssp.capuli.
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MATERIAL VEGETAL FECHA DE EXTRACTOS |CLAVE |PESO DEL
( Peso g) RECOLECTA EXTRACTO
{g}
EJAS {90.2 g) 2-ENERQC-1997 ACETONA PSHA 5.02
HEXANO HCA 8.05
HOJAS {(402.0 g) 16-MARZO-1997 CH,Cl, HCB 11.37
METANOL HCC 64.0
HEXANO 1.8
CORTEZA DELGADA 2-ENERO-1997 ACETONA PRSA 20.7
{518.5 g) METANOGL PRSB 10.%
HEXANO 1.8
CORTEZA SECA 3-JUNIO-1997 CH,CI, CGP 4.30
{(451.2 g) METANOL 23.45
HEXANO
CORTEZA SECA 6-NOVIEMBRE-1997 | METANOL GCC 500.0
{4100 g)
HEXANO HEM 30.0
MADERA 3-JUNIO-19297 METANOL EMM 60.0
(2100 g}

TABLA No.7.-Resumen de los extractos que se trabajaron en esla investigacion
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FECHA DE RECOLECTA

FECHA DE RECOLECTA

MATERIAL VEGETAL 2 de enero 16 de Marzo
~
Iy, z B-sitosterol 0.74 %
acido ursdlico 2.64 %
HO
OH
HO
HO
f3-sitosterol 1.99 %
HOJAS

acido ursdlico

3.95 %

\galactésido

3-0-B- galactésido de

quercetina 0.212 %

CORTEZA DE

RAMAS GRUESAS

acido ursolico 0.483 %

Glucosa-O O o

OH ©
7-Of-glucdsido de naringenina 0.96 %

HO c=N
0o i
HO
OH

0.875 %

OH

Prunasina

MADERA

B-sitosterol  sin cuantificar

naringenina  0.625 %

7-OP-glucésido de naringenina 2.91 %

TABLA 8.- VARIACION DE LOS METABOLITOS AISLADOS DE LA PLANTA PRUNUS

SEROTINA SSP. CAPULL
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MATERIAL
VEGETAL

FECHA DE RECOLECTA
3 de junio

FECHA DE RECOLECTA
B de noviembre

CORTEZA DEL

TRONCO

naringenina 8.02 %

Aromadendrina  0.348 %

OH
OH O
7-0-B-glucdsido de naringenina 4.2

Glucosa-O

B-sitosterol 0.182 %

f3-sitosterol 0.182 %

f;,,,

HO

7-0-metil naringenina 0.0027%

OH
MeO O o
oH (@]

acido 2-isopropenil-2,3-

dihidrobenzofurano-5-oico 0.15

| o
ey "
H
O

Naringenina 0.2015 %

OH

7-0-B-glucésido de naringenina
0.091 %

acido benzoico Sin cuantificar

TABLA 9.- COMPARACION DEL RENDIMIENTO DE LOS METABOLITOS AISLADOS DE LA CORTEZA
DEL TRONCO DE PRUNUS SEROTINA SSP. CAPLLLI DE ACUERDO A SU EPOCA DE COLECTA.
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COMPUESTO ACTIVIDAD 8IOLOGICA REFERENCIA
NARINGENINA * CITOTOXICO {Mori, et al., 1988)

* ANTIFUNGICO (Maltereud, et al., 1985}

* ANTICLASTOGENICO {Heo, et al., 1992)

= ANTIULCEROSO (Reddy, et al., 1990)
TAXIFOLINA « CITOTOXICO {Mori, et al., 1988)

+  ANTIFUNGICO

» INHIBIDOR DEL CRECIMIENTO
LARVARIO

+ ANTIVIRAL

# ANTIOXIDANTE

{(Maltereud, et al.,1985)

(Elliger, et al., 1980)

{Pathak, et al., 1991}

AROMADENDRINA

+ ANTIFUNGICO

{(Maltereud, et al.,1985)

(Maltereud, et al.,1985)

PRUNINA s+ ANTIFUNGICO
) {Sue, 1991)
* EFECTO HIPOGLICEMICO
HIPERINA *  ANTHNFLAMATORIO (Pathak, et al., 1991}

ACIDO URSOLICO

* CITOTOXICO

{Lin,and Lee, 1993}

GLUCOSIDO DE B-

SITOSTEROL

= HIPCGLICEMICO

{(Wagner, 1989}

TABLA 10.- ACTIVIDAD BIOLOGICA DESCRITA EN LA LITERATURA PARA LOS
COMPUESTOS AISLADOS DE PRUNUS SEROTINA SSP. CAPULL
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X. CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS DE LOS COMPUESTOS

AISLADOS DE Prunus serotina ssp.capuli (corteza, hojas madera).

7-0-metil-naringenina

OH

MeO

OH O

C16M1405
p.f. 1564-160°C

RMN'H{200MHz) {Acetona deuterada} d{ppm) Espectro 1 :
2.75(H,dd,J = 3.2,17.2Hz, H-3, el 3-19 (H, dd, J=12.8, 17.2Hz, H-3 ., ).
3.82(3H, s, -CH,), 5.50 (H, dd, J=3.2, 12.8 Hz, H-2 ), 5.97 (2H, §,H-6 ;
H-8), 6.99 (2H ; d; J=8.8, H-3",-5°}, 7.49 {2H, d, J=8.8, H-27,-6"},9.62
(H, s, OH), 12.18 {H, s, OH quelatado).
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3,5,7 Trihidroxiflavanona (NARINGENINA)

OH
HO e “O/
““u\“

OH 0

CysH120s

p.f. 248-250°C

IR v " cm-1 Espectro 2 :
max 3400(0H asociado), 2943( C-H , alifatico), 1694(C=0

quelatado), 1639 {CH=CH aromatico), 1604 (CH =CH aromatico}, 1271 (C-O-
C, anillo de pirano}, 1163 (C-O fenol).

EMIE 70 EV M/z : (Int.rel} Espectro 3:
272{M] *(C,H,,041{100),271 [M-1] (51),179({M*-AnitloB]1{24),
163 [C,H,0,]* (71), 120 [ CgHs0) *(40).

RMN'H(200MHz) (Acetona deuterada)} d{ppm) Espectro 4.

2.3 (H, dd, J=3.1,17.1Hz, H-3.cuueia), 2.89 (H, dd, J=12.8, 17.7Hz, H-3 ol
), 5.12 {H, dd, J=3.1, 12.8 Hz, H-2), 5.8 (2H, s, H-6; H-8), 6.70 {2H ; d;
J=8.6, H3 -5°}, 7.09 (2H, d, J=8.6, H-2",-6"), 11.8 (H, s, OH quelatado).

RMN " C {Acetona deuterada) (50MHz) & (ppm) Espectro 5:

78.6 (C-2), 42.7 {C-3), 195.4 (C-4}), 163.8 (C-B), 96.2 (C-8), 166.6 (C-7),
9%.2 (C-8), 162.8 (C-9), 102.0 (C-10), 128.7 {C-17), 127.4 {C-27), 115.4 (C-
3°1,157.56 { C-47), 115.4 {C-5"}, 127.4 {C-6").
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7-0-8-D-GLUCOSIDO DE NARINGENINA

OH C24H22010
p.f. 225°C
IR v cm-1 Espectro 6:°
max 3400 (OH asociado), 2927 (C-H, alifatico), 1641 (C=0

quelatado), 1619 (CH=CH aromatico), 1274 {C-O-C, anilio de pirano), 1176
{C-O fenol}.

FAB* M/z: (Int.rel) Espectro 7:

435 (M + H1*(C,H,,0,0) {13.8), 307 (26.8), 289 {16.2), 273 [M~-glucosil +
H] “{C,sH,,0s) (22), 154 (C,H;O, + HI™ (100}, 137 [C8H302 + H}* (59),
136 (C4H 0, * (64),107 [ C,H,0]* {19.0 ).

RMN'H(300MHz) (CDCI,-DMSQ) 8{ppm) Espectro 8:

2.75(H, dd, J=3.1,17.4 Hz, H-3,ia): 3.19(H, dd, J=12.8, 17.4 Hz, H-3 .
), 3.30(6H, m, glucosil), 4.92(H, d, J= 7.2 Hz, H-1" anomerico), 5.42 (H, dd,
J=3.1, 12.8 Hz, H-2 ..}, 6.14 (2H, s, H-6; H-8), 6.81 (2H; d; J=8.6 Hz, H-
3° H-5°), 7.29 (2H, d, J=8.6 Hz, H-2, H-6 "), 9.45 (H, s, OH), 12.0 {H, s, OH

quelatado).
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RMN " C(CDCI, -DMSO 3,) {(50MHz) & (ppm) Espectro 9:

78.6 {C-2), 42.3 (C-3‘), 196.5 (C-4), 163.1 (C-b}, 96.6 (C-6), 165.2 {C-7},
95.4 (C-8), 162.6 (C-9), 103.3 (C-10), 128.4 (C-1 "), 127.9 (C-27)}, 1156.2(C-
3°),157.7 (C-4°), 116.2 (C-57), 127.9(C-6"), 99.7 (C-1"), 72.9 (C-2"), 76.3
(C-3”), 69.5 (C-4”), 77.0 {C-b"}, 60.7 {C-8").
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ACETATO DE 7-0--D-GLUCOSIDO DE NARINGENINA

OAc C33H34015

p.f. 187-189°C

ko cm-1 Espectro 10: 3570, 2879,1759, 1686, 1620, 1369, 1210, 1171
max 1070, 908

IRV

FAB* Mjz: (Int.rel) Espectro 11: 687 [M + H] "(C,,H,,0,, (9.8}, 331 (100},
315 (560.9), 169 (100}, 109(71.4), 43 (60.7)

RMN'H(300MHz)} (CDCI,) 6{ppm) Espectro 12:

1.97 (3H, s, Ac), 2.02 (3H, s,Ac), 2.03 (3H, s, Ac), 2.04(3H, s, Ac), 2.30
(3H, s, Ac-aromético), 2.36 ( 3H, s, Ac-aromético), 2.73 (H, dd, J=3.0, 16.8
Hz, H-3. a0l 3.0 (H, dd, J=12.8, 16.8 Hz, H-3 _, ), 3.94 (H, m, H-5"),
4,19 (2H, m, H-8"), 5.09-5.34 (3H, m, H-2", H-3", H-4"), 5.27 (H, d, J=6.0,
H-1"}, 56.44 (H, dd, J=3.0, 12.8 Hz, H-2,,., ), 6.36 (H, d, J=2.1 Hz, H-6),
6.56 (H, d, J=2.1 Hz, H-8), 7.14 (2H; d, J=8.4 Hz, H-2", H-6"), 7.44 (2H,
d, J=8.4 Hz, H-3" ,H-57).

RMN ** C{CDCI,) {(50MHz) 8 (ppm) Espectro 13:

78.9 (C-2), 44.6 (C-3), 188.2 (C-4), 151.6 (C-5), 106.0 (C-6), 163.5 (C-7},
102.3 (C-8), 181.7 (C-9), 109.4 (C-10), 135.4 (C-17), 127.2 {C-2"), 121.8
{C-37),150.8 { C-4°), 121.8 {C-5°), 127.2(C-6"), 97.6 (C-1"), 70.7 (C-2"),
72.1 (C-3"), 68.0 {C-4"}, 72.1 {C-5"), 61.7 {C-6"),168.8 (2Ac), 168.9 (Ac),
169.1{Ac), 169.7(Ac), 170.1(Ac).
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AROMADENDRINA: 3,5,7,4 -TETRAHIDROXIFLAVANONA

OH

HO 0

OH o CisH120s
p.f. 230-231°C

IR v ' cm-1 Espectro 14:

max 3391(0H asociado), 2918(C-H , alifatico), 1634(C=0
quelatado), 1614 {CH=CH aromatico}, 1597 (CH=CH aromatico).

EMIE 70 EV M/z : {Int.rel) Espectro 15:
288 [M] *{C,sH,,041(42), 253(M-CHO](59), 165 [M-CHO - Anillo B} {24}, 153
[C,Hs0,]* {100}, 136 [ C4Hg0,] *(32), 134 [CeH0,]1{39}), 107 [C;H,017 (42),

RMN*H({200MHz) {(Acetona deuterada) d{ppm) Espectro 16:

4.39 {H, d, J=3.6 Hz, C,-OH), 4.31 (H, dd, J=11.6 Hz, 3.6 Hz, H-3), 4.79
{H, d, J=11.6 Hz, H-2), 6.77 (H, d, J=2.1 Hz, H-6}, 5.82 (H, d, J=2.1 Hz,
H-8), 6.69 (2H, d, J=8.5 Hz, H-3", H-5")}, 7.15 (2H, d, J=8.60 Hz, H-2",-
6°), 8.8 (H; s, C, -OH), 10.05 {H; s, C;-OH }, 11.34 {H, s, C45-OH quelatado).

RMN ' C (Acetona deuterada) {(50MHz) 8 {ppm) Espectro 17:

84.3 (C-2), 73.1 (C-3), 198.2 (C-4), 167.8 (C-b}, 97.0(C-6), 165.0 (C-7),
96.0 (C-8), 164.2 {C-9), 101.5 (C-10), 129.1 (C-1"), 130.3 (C-27), 115.9 (C-
37),158.8{C-4"), 115.9({C-5"), 130.3 (C-6").
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TAXIFOLINA : 3,5,7,3°,4 "-PENTAHIDROXIFLAVANONA

H
OH
] CisH450
p.f. 224-225°C 15
IR L “cm-1 Espectro 18:
max 3429 (OH asociado), 2929 (C-H , alifatico), 1639(C=0

quelatado), 1605 (CH=CH aromaticos), 1279 (C-0-C).

EMIE 70 EV M/z : (Int.rel} Espectro 19:
304 [M] *(C,gH,,0,}(37), 276 [M-CO) *{26), 275[M-CHO](47), 165 [M-CHO -
Anillo B1(28), 1563 [C,H;0,]1* {100}, 152 [ CgHz0,] *(35), 123([C;H,0,] *(46).

RMN'H {200MHz) (Acetona deuterada) S{ppm) Espectro 20:

4.61 {H, dd, J=11.4, 3.0 Hz, H-3}, 4.69 (H, d, J=3.0 Hz, C3-0H), 5.02(H, d,
J=11.4 Hz, H-2), 5.94 (H, d, J=2.1 Hz, H-6), 5.98 (H, d, J=2.1 Hz, H-8),
6.85 (2H, d, J=8.1 Hz, H-5"), 6.92 (H, dd, J=8.1 Hz, 2.1 Hz, H-6") 7.06 (H,
d, J=2.1Hz H-27}, 11.71 (H, s, C;-OH quelatado).
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3-0-B-GALACTOSIDO DE QUERCETINA {HIPERINA)

p.f. 230-232 °C

IR v & cm’ Espectro 21:
max 3430 (OH quelatado), 2900 (C-H , alifatico), 1655(C =0

quelatado), 1607 {(CH=CH aromatico), 1086(C-0).

FAB* M/z : (int.rel) Espectro 22:
465 [M +H] *(C,,H,00,,)(6), 303{M-galactosil + H] *{CsH, 0, (18), 289
(13.5), 176 (10.5), 154 [C,Hs0, +1]17(100), 136 [C4H0,} " (67), 107(18.0)

RMN'H{200MHz) (DMSO-d,) 6{ppm} Espectro 23:

5.40 (H, d, J=7.0 Hz, galactosil H-1"), 6.20 (H, d, J=1.9 Hz, H-6), 6.41 (H;
d: J=1.9 Hz, H-8), 6.81 (H, d, J=8.4, H-57), (H, dd, J= 8.4, 2.1 Hz, H-6'),
7.62 (H, d, J=2.1Hz, H-2"), 12.64 (H, s, C;-0H guelatado).

RMN '3 C(DMSO-d,) (50MHz) 3 (ppm} Espectro 24:
177.5 (C-4), 164.1 (C-7), 161.2 (C-5), 156.3 {C-2, C-9), 148.4 (C-4'),144.8
(C-3'), 133.5 (C-3), 122.0 {C-17), 1211 (C-6'), 116.0 (C-57), 115.2 (C-2'},
103.9 (C-10),101.8 (C-1"), 98.6( C-6}), 93.5 (C-8), 73.2 (C-3"}, 71.2 (C-2"},
68.0 (C-4"), 75.8 (C-5"), 60.4 {C-6").
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p.f. 148-158°C

Prunasina

HO

C==N
H .. 3
O -C
HO O( 1 4
HO 1|
OH 6 ®
C14H1706N

RMN'H {200MHz) (DMSO0-d6) 6{ppm} Espectro 25:

7.50-7.60 (2H, m, H-2,H-6), 7.40-7.50 (3H, m, H-3, H-4,H-5}, 5.89 (H, s, H-
7), 5.2 (H, s, a, OH) 5.0 (H, s,a,0H), 4.9 (H, s, a, OH), 4.5 (H, 1, J=b.5 Hz,
H-6'), 4.12 (H, d, J=7.0 Hz, H-1"}, 3.68 {2H, m, H-6'}, 3.5-3.0 (3H, m, H-

2°,3.4%).

RMN " C(DMSO-d;) (5OMHz) & (ppm):

133.8 (C-1), 127.4 (C-2), 129.2 (C-3), 129.9 (C-4), 129.2 (C-b), 127.6 ({C-6),
66.8 (C-7), 118.9 (C-8), 101.3 (C-1"), 73.0 {C-2"), 76.2 (C-3'), 69.6 (C-4),
77.2 (C-5') 60.6 (C-6'}.Datos tomados del espectro de la mezcla.
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Acido 2-isopropenil-2,3-dihidrobenzofurano-5- oico y Acido benzoico

Ci2Hi20s 0
p.f. 90-110°C
IRv ., (CDCl) cm ' (Espectro 26): 3500-2500 (OH asociado de

4cido carboxilico) 2922 (C-H , alifatico), 1689 {carbonilo de &cido) 1610
(CH = CH, aromético), 1450 (CH,), 1290 (C-O).

EMIE 70 EV M/z (Int.rel) {Espectro 27):
204 {M] *(C,,H,;,0;3}(71.8), 189(M-15)1(77.3), 159 [M-COOH} (50.8),

122[C,Hs0,1*, 1056 [C;H0,-OH] *{100), 771C,Hs1 *(71.0).

RMN'H (300 MHz) (CDCIl,} 8(ppm) (Espectro 28):

1.77 (3H, s, H-12), 3.07 (dd, J=15.9, 7.9 Hz, H-3), 3.39 (H, dd, J=15.9,
9.0 Hz, H-3'}, 4.94 {H, sa, H-11}, 5.09 {H, sa, H-11"), 6.28 {H, dd, J= 7.9,
9.0 Hz, H-2), 6.83 (H, d, J= 8.4 Hz, H-7), 7.48 (2H, td, J=7.5, 1.8 Hz, H-
3", H-5"), 7.62 {1H, tt, J= 7.5 Hz, 1.5, H-4"), 7.92 (H, d, J=1.8 Hz, H-4),
7.97 (H, dd, J=8.4, 1.8 Hz, H-6), 8.13 (2H, dt, J=7.5, 1.8 Hz, H-2",H-6").

RMN " C(CDCI,) {75 MHz) § (ppm) (Espectro 29):
172.4(C =0, de acido), 172.3 (C=0, de 4cido}, 164.6 (C-8), 143.3 (C-10),
133.7 (C-4"}, 132.1 (C-6), 130.2 (C-2", C-6"), 129.4 (C-1"), 128.4 {C-3", C-
5"), 127.3 (C-4), 127.25 (C-9), 121.7 (C-5),112.6(C-11}, 109.0 (C-7}, 87.0
(C-2), 33.9 (C-3}, 17.0 (C-12}.
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Ester metilico del 4cido 2-isopropenit-2,3-dhidrobenzofurano-5-cico

IR v ., (CDCl) cm "{Espectro 30): 3529 , 2967 (C-H , alifatico),
1710 (éster alifatico), 1612 {CH=CH aromdtico), 1442 (Grupos CH3),
1291,

EMIE 70 EV M/z ({Int.rel) {(Espectro 31):
218 (M1 *{C,,H,,0,0{(100), 203 {M-CH,1(81), 187[M-OCH,}({30}, 159
1C,,H,,01*(61.1), 144({23.8).

RMN'H (300MHz)} {CDC),) 8{ppm) (Espectro 32}:

1.76 (3H, s, H-12), 3.06 {H, dd, J= 15.6, 8.1 Hz, H-3}, 3.37 (H, dd,
J=15.6, 9.6 Hz, H-3'}, 3.87(3H, s, OMe}, 4.93 (H, s.a, H-11), 5.10 (H, s.a,
H-11"), 6.25 (H, dd, J= 9.6, 8.1 H-2), 6.80 (H, d, J= 8.4 Hz, H-7}, 7.85
(H, d, J=1.8 Hz, H-4), 7.87 (H, dd, J=8.4, 1.8 Hz, H-6).

RMN '*C(CDCl,) (75 MHz) & {ppm} {Espectro 33):

166.9 (C =0, de éster}, 163.8 (C-8), 122.7 (C-5), 126.6 (C-4), 127.0 (C-9),
131.2 (C-6), 143.5 C-10), 112.4 (C-11), 108.9 (C-7}, 86.8 {C-2), 1.7 {O-
Me), 34.0 (C-3}, 17.1 (C-12).
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B-sitosterol

1,
ﬂfl;,”,

- HO

CogHs00
p.f. 140°C

IRv ., (CDCl) cm " {Espectro 35): 3429 {OH), 1463({grupos -CH,), 1377
{grupos CH,)

EMIE 70 EV M/z: {int.rel) {Espectro 36): '

414 [M]* {C,gHs00) (100}, 399(M-15]1(35b), 396[M-18], 381 [M-15-18](50},
329 {35.7), 303 (39.3), 273 {20.7), 255 {25.0), 231 {18.6), 213 {27.9), 199
{10}, 159 (20], 145 (25}, 107 (25.7].

RMN'H (3 00MHz) (CDCI,) 5{ppm) (Espectro 37}:
0.68-1.00 (senales simples de grupo metilo}, 3.52 (H, m, H-3}, 5.35 (H, m, H-
6).

RMN *C (CDCL,) (75 MHz) 8 (ppm) {Espectro 38):

140.8 (C-5), 121.7 (C-8), 71.80 (C-3), 56.8 (C-14), 66.2 {C-17), 0.2 (C-9),
46.0 (C-24), 42.40 (C-4, C-13), 39.9(C-12), 37.30 (C-1), 36.6{C-10), 36.2(C-
20), 34.0 (C-22), 32.0 (C-8, C-7}, 31.7 {C-2}, 29.3 (C-25), 28.2 (C-16), 26.3
(C-23), 24.30 (C-15}, 23.2 (C-28]}, 21.1{C-11), 19.8(C-26), 19.4(C-19}, 19.1
{C-27), 18.8 {C-21), 12.0 (C-18), 11.9(C-29).
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glucésido de p-sitosterol

L/
Iﬂl.l hy,y

£

HO

HOHO

OH
C35Hs006

IRV ' em-1 (Espectro 39):
e 3400(0H), 2933 (C-H alifatico), 2870 (grupos metilenos,
1464 (grupos -CH,), 1378 (grupos CH,), 1075, 1025, 772.

RMN'H {(300MHz) (Piridina deuterada) 6{ppm) {Espectro 40):

0.66 (3H, s, H-18), 0.87 (3H, t, J=6.0 Hz,H-29}, 0.88(3H, d, J= 6.0 Hz, H-
27}, 0.92 {3H, J=86.0 Hz, H-26), 0.93 (3H, s, H-19), 0.98 (3H,d, J= 6.0 Hz,
H-21), 2.47{H, dd, J=13.0, 11.0 Hz, H-4}, 2.72 (H, d,a, J=11.0 Hz, H-4'),
3.75 (H,'m, H-5), 4.05 (H, t, J= 7.8, H-2'), 4,27 (2H, m, H-3', H-4"), 4.4 {H,
dd, J= 12.0, 5.0 Hz, H-6"), 4.55 {H, dd, J= 12.0, 2.7, Hz, H-6'], 5.05 (H, d,
J=7.8, H-1°), 5.34 {H, d, J= 6 Hz, H-6].

RMN ' C{Piridina-65} {75 MHz) & {ppm) (espectro 41):

140.94 (C-5), 121.9 (C-6), 102.6 (C-1'}, 78.6 (C-3}, 78.5 (C-5"), 78.1 (C-3'),
75.3 (2'}, 71.7 (C-4'}, 62.9 {C-6'}, 56.9 (C-14), 566.3 (C-17), 50.4 (C-9), 46.1
(C-24), 40.0 {C-12, C-13), 39.4 (C-4), 37.5 (C-1), 36.40 (C-10, C-20), 34.3
(C-22), 32.1 (C-8), 30.3 (C-7), 30.0 (C-2}, 29.5 (C-25), 28.6 (C-16), 26.4 (C-
23), 24.5 (C-15), 23.4 (C-28), 21.3 (C-11), 20.0 {C-26), 19.4 {C-19), 19.2
(C-27), 19.0 {C-21), 12.2 (C-18), 12.0 {C-29).
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Acido ursélico

p.f. 292 °C

IR v ¥ cm-1 (Espectro 42):
max 3431( OH asociado), 2928 (grupos CH,), 2872,1697 (carbonilo

de acido), 1637 (doble enlace) , 1455 (grupos -CH,), 1382,1036,774

EMIE 70 EV M/z: (Int.rel) (Espectro 43):

456 [M] *(CaoHagO5)(4.3), 248 {C,sH,,0,1 {100} (PICO BASE), 219 [Cy6H20,
.29]* (7.8), 207 [C,H,,01 (24.3), 203 (248-COOH] *(35), 189 (207-
H,01*(10.7}, 133(CyoHy5) {25.7), 119 {10.0).

RMN'H{300MHz) (DMS0-d6) 6{ppm} (Espectro 44):

11.9 (H, COOH}, 5.1 (H, m, H-12), 4.25 (H, OH), 3.0 (H, s,a, H-3a), 2.10 (H,
d, J=11.4 Hz, H-188), 1.03 (3H, s, Me-27), 0.89 (3H, 5, Me-25), 0.89 (3H,
d, J= 6 Hz, Me-29), 0.80 (3H, d, J= 6 Hz, Me-30), 0.74 (3H, s, Me-26),
0.67(6H, s, Me-23 y Me-24}.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Determinacion de la estructura del acido 2-isopropenil-2,3-dihidrobenzofurano-
5-o0ico.
De la fraccién CCA eluida con Hex-AcOEt (8:2) del extracto de metanol se

aislé por cromatografia 140 mg de un soélido cristalino (B-B) de color blanco,

con un punto de fusién de. 90-110°C.

Su espectro de infrérrojo {Espectro 26) presenta una banda de absorcion
intensa entre 35000 y 25600 cm ™' caracteristica para un hidroxilo asociado,
indicando [la presencia de un &cido carboxilico en la molécula, fo cual se
confirma al observar una banda afilada en 1689 cm ' asignada al
correspondiente grupo carbonilo. El espectro de masas mostrd (espectro 27)
un ién molecular a m/z 204, el cual no concuerda con el espectro de RMN'H
{espectro 28) ni con el espectro de RMN'C (espectro 29), el cual exhibio
seiales para 18 carbonos aproximadamente. Estas observaciones nos
indicaron que el "compuesto" era en realidad una mezcla de dos Aacidos
carboxilicos a pesar que la cromatografia en capa deigada mostraba una sola

mancha.

Una observacién mas detallada del espectro de masas (espectro 27}, permitié

la identificaciéon del &cido benzoico como uno de los compuestos en esta
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mezcla, vya due se observan los fragmentos a m/z 105, 77 y 122,
caracteristicos del el 4cido benzoico (Budzikiewicz, 1967). Esta proposicion se
comprobd al comparér las sefiales en RMN'H del &cido benzoico {(Espectro
Aldrich 10,947-9 pag. 1063) con las sefiales en 6 7.50, 7.61 8.12 en el
espectro de RMN'H de la mezcla (espectro 28), las cuales mostraron idénticos
desplazamientos quimicos y ademas se encuentran interaccionando entre ellas

como lo muestra el espectro COSY (figura 2).
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Figura 2 Espectro COSY de la mezcla del dcilo 2-isopropenil-2, 3-hidrobenzofurano-5-0ico y
dcido benzoico.
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Eliminando las senales correspondientes al acido benzoico del espectro de
RMN'H de la mezcla (espectro 28) nos queda en la regién de protones
aromaticos dos grupos de sefales que por su desplazamiento y multiplicidad

podemos inferir la presencia de un sistema ABX, donde el protén A se presenta
como una sefial doble de doble en 6 7.92 (J= 1.8, 7.85 Hz), el protén B como
una sefial doble de doble en 8 7.27 (J= 8.4,1.8 Hz) y el protén X como una
sefal doble en & 6.5;4 (J=8.4 Hz), indicandonos un anillo aromatico
trisustituido, el espectro COSY (Figura 2} nos muestra que las tres sefales

anteriores se encuentran acopladas.

Por otra parte se observa a campo mas alto otro sistema ABX, donde el
sistema AB exhibe dos sefiales doble de doble en 6 3.07 (J=15.0y 7.9 Hz) y
6 3.39 (J= 15.0, 9.0 Hz). Ambas sefiales presentan correlacién en el espectro
COSY con una senal doble de doble en 8 5.28 (J=7.9, 9.0 Hz) que se puede
atribuir a un metino base de oxigeno. La dltima senal también muestra una
correlacién con las senales de un metileno exociclico en § 4.94 y 5.09 en el
espectro COSY (Fig. 2}). Este espectro exhibe también la correlacion del
metileno exociclico con la sefial simple ancha en 8 1.77 caracteristica para un

metilo vinilico. Estas observaciones nos permiten proponer el siguiente
CH,

agrupamiento en la molécula del acido. JJ\

HaC CH— CH;— C
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Este agrupamiento y la presencia de un anillo aromético trisustituido y el perfil
del espectro de RMN 'HM muy parecido ai de la tremetona (Zalkow, et al.,

1975), nos permitié proponer un nicleo de dihidrobenzofurano con un

isopropilideno unido al carbono 2.

La comparacién del espectro de RMN'C y RMN 'H (espectro 28 y espectro
28) sin considerar las sefiales para el acido benzoico con el espectro del
reportado para la tremetona, permitié establecer la estructura para este
compuesto como el correspondiente 4cido de la tremetona (Tabla 11). Asi
mismo se observé la ausencia del grupo metilo de la metilcetona y la presencia
de una sefal en § 172.3 ppm en RMN'’C asignada para un grupo carbonilo de

acido carboxilico . (Silverstein, et al., 1991).

Acido 2-isopropenil-2,3-dihidrobenzofurano-5-oico.
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De acuerdo a las evidencias, que mostraron la presencia de dos compuestos se
decidié metilar la fraccion B-5 con diazometano para lograr separar los
compuestos. De la banda de menor polaridad se obtuvo 40 mg de un aceite

amarillo.

-

El espectro de masas {espectro 31) obtenido por la técnica de impacto
electrénico, exhibié un ion molecular en una relacién de masa carga {m/z] de
218 uma, el cual corresponde a la férmula molecular C;;H.,0, asi como
fragmentos a 203{M-CH,]y en 187 [M-OCH,], sugiriendo la metilacién del
grupo acido, esto se comprobé al observar en el espectro de IR (espectro 31)
una absorcidén intensa afilada en 17-11 cm’', caracteristica del grupo éster,
ademads que el espectro de IR no mostré la sefal ancha en 3500-2500 cm’

asignada al grupo hidroxilo del 4cido carboxilico.

La asignacién de los dtomos de carbono en el espectro de RMN'*C (espectro
33), se llevo acabo mediante el experimento HETCOR ( espectro 34}, el cual
permitié asignar sin ambigiiedad los dtomos de carbono en las posiciones 4 y
6. Este producto se identificé como el éster metilico del acido 2-isopropenil-

2,3-dihidrobenzofurano-5-ocico.
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La orientacién o del grupo .iso;;ropfa‘ideno, se determiné por medio de la
comparacion de las contantes de acoplamiento experimentales de los
hidrégenos en las posiciones 2 y 3 {J= 9.6, 8.1 Hz) con las constantes de
acoplamiento teéricas (J= 9.0, 6.0 Hz}, las cuales se determinaron de acuerdo

a los angulos dihedro de la mdlecula més estable.

/

Angulo H-2/H-35 = 29.7°-)

H-2/H-34 = 1566.0°(-)

Estructura calculada por programna Hyper Chen / minimizada por mecanica molecular

(Metodo MM +) .
Algoritmo Polak-Ribiere (Conjugate gradient)
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X= Me Tremetona .
X= OH acido- 2-isopropenil-2,3-dihidrobenzofurano-5-oico

X= OMe
No. carbono tremetona | Acido  -2-isopropenil-2,3- | Ester del Acido -2-isopropenil-
dihidrobenzofurano-6-oico | 2,3-dihidrobenzofurano-5-oico

2 86.5 ~ 87.0 86.8
3 33.9 33.90 , 34.0
4 130.3* 127.3 126.6
5 126.9 121.7 122.7
6 124.8* 132.1 131.2
7 108.3 109.0 108.9
8 163.3 164.6 163.8
9 129.9 127.3 127.0
10 142.6 | 1433 143.5
11 111.9 112.6 112.4
12 17.0 17.0 17.1
c=0 195.3 172.3 166.9
Me 26.1 _ 51.7

Tabla 11.- Datos espectroscopicos de RMN® C de /a tremetona, Acido 2-
isopropeni-2, 3-dihidrobenzofurano-5-oico y su derivado esterficado.* Asignaciones que
pueden ser inversas ( Zalkow et al 1979)
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X= Me Tremetona

X= OH acido-2-isopropenil-2,3-dihidrobenzofurano-5-oico

X= OMe
No. tremetona 4cido--isopropenil-2,3- éster del scido--isopropenil-
HIDROGENO dihidrobenzofurano-5-oico 2,3-dihidrobenzofurano-5-oico
2 5,27 (t,9.0 Hz} 5.28 (H, dd, J= 7.9, 9.0) 5.25 (H, dd, J= 9.6, 8.1)
3 « {3.08, m) 3.07 (H, dd, J=15.9, 7.9 Hz} | 3.06(H, dd, J=15.6, 8.1 Hz}
B(3.36, m) 3.39 (H, dd, J=156.9, 9.0 Hz) | 3.37 (H, dd, J=15.6, 9.6 Hz}
4 7.84m 7.92(H, d, J=1.8 Hz) 7.85(H, d, J=1.8 Hz}
6 7.84{ m) 7.97 {(H.dd, J=8.4,1.8 Hz) 7.87 (H,dd, J=8.4,1.8 Hz)
7 6.81 (d, 9.0 Hz) 6.83 {H, d, J= 8.4 Hz) 6.80 {H, d, J= 8.4 Hz)
5.09 {s.a) 4.94 (H,s,a) 4.93 {H,s,a)
11 5.18 (s,a) 5.10 {H, s,a) 5.09 {H, s,a)
12 1.73 (3H, s) 1.77{3H, s) 1.76(3H, s)
Me 2.53 (s — S
OMe __ 3.87 (3H, s)

Tabla 12.- Datos espectroscdpicos de RMN ' H de Ia tremetona, Acido 2-isopropenil-2,3-

dihidrobenzofurano-5-oico y su derivado estenﬁcado. *

71




CONCLUSIONES

Se realiz6 e! aislamiento y elucidacidn estructural de los metabolitos
secundarios de Prunus serotina ssp. capuli, planta utilizada en la medicina

tradicional mexicana como antidiarreica y antiespasmaodica.

H

Este trabajo es el primer estudio fitoquimico de Prunus serotina ssp. capuli en
donde se describe de manera general la constitucién quimica de hojas, corteza
y madera.

Existe diferencia en la composicién quimica de la especie, ya que se aisld B-
sitosterol, acido ursdlico y 3-0O-B-galactdsido de quercetina de las hojas de
Prunus serotina ssp. capuli, 7-0-B-glucésido de naringenina, prunasina y &cido
ursdlico de su corteza y naringenina, f-sitosterol 7-0-B-glucdsido de

naringenina de su madera, en la misma época de colecta.

Del estudio quimico de la corteza del tronco se aislaron 10 compuestos, 5
flavonoides: 7-O-metil naringenina, naringenina, aromadendrina, taxifolina y 7-
0-B-D-glucésido de naringenina, ademas acido benzoico, B-sitosterol, glucosido
de B-sitosterol y un compuesto no descrito en la literatura: cido 2-isopropenil-
2,3-dihidrobenzofurano-5-oico, el andlisis quimico, espectroscopico vy
espectrométrico, permitid establecer la estructura sin ambiguedad de este

compuesto.
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Es importante destacar que los flavonoides son los metabolitos mayoritarios de
la planta y su rendimiento varia conforme a la época de colecta del material
vegetal. Es importante la presencia de este tipo de metabolitos, ya que se ha
descrito que presentan un amplic espectro de actividad biolégica como
antiespasmddicos, antibacterianos etc., de esta forma se comprueba la posible

utilidad medicinal de [a planta Prunus serotina ssp. capuls.
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