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L INTRODUCCION.




INTROPUCCION
Méxic;) posee una de las floras mds variadas de América, por el hecho de encontrarse
geograficamente situado entre la zona templada del Norte v la zona tropical con una considerable
extension de zona subtropical. La variedad de la flora mexicana refleja en cierto modo la increible
diversidad de climas v suelos, causada por la accidentada topografia v la compleja estructura

geologica de su suelo.

Por otra parte, dado que las plantas son esenciales para la supervivencia del hombre, ya que estas
constituyen fuentes de alimento, materiales de construccion v productos quimicos, han sido objeto
de estudios muy amplios para encontrar beneficios de las mismas en el campo de la quimica y

farmacia, entre otros.

La regién de Calakmul en e estado de Campeche, en el sureste mexicano, es la segunda drea
natural protegida terrestre més grande de Meéxico, con una extension de 723 185 ha. Estas areas
naturales fueron protegidas por un decreto federal en 1989 gue norma su uso v tiene como
finalidad la conservacion de sus recursos y ambientes naturales, este decreto se cred para asegurar el
aprovechamiento sustentable de los ecosistemas v sus elementos. Las areas naturales mencionadas,
SOM un campo propicio para I;l investigacion en el estudio de los ecosistemnas ¥ 5u equilibrio,

La investigacién quimica de las plantas de estas regiones puede proveer una aportacidn atil en las

areas de la taxonomia v biologia entre otras.

Dentro de un proyecto encaminado al estudio fitoquimico.de las piantas localizadas en el municipio
de Caiakmul para obtener informacién sobre los compuestos quimicos contenidos en ellas, asi como
encontrar fuentes potenciales de compuestos atiles en et drea de la terapéutica, se incluyo a Blomia
prisca que es la planta objeto de este estudio. Este vegetal fue reclasificado recientemente vy este
trabajo de tesis es continuacion del estudio de esta planta cuyos resultados fueron previamente

descritos ( Martinez, 2000 ).
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OBJETIVOS

Objetivo general.
Generar conocimiento sobre los constituyentes quimicos de la vegetacion de nuestro pais,
particularmente de la planta denominada Blomia prisca.

Para lograr lo anterior, se proponen los siguientes objetivos particulares.

Objetivos particulares.

1-. Recopilar la informacién etnobotanica, quimica y biolégica de Blomia prisca.,

2.- Aislar y purificar las substancias mayoritarias de las partes aéreas de la planta.

3.- Caracterizar las estructuras quimicas de las substancias aisladas mediante técnicas fisicas,
espectroscopicas y espectromeétricas.

4.- Correlacionar la estructura de los compuestos obtenidos con lo informado en otras especies de la

misma familia.



2. ANTECEDENTES.




ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de la familia Sapindaceae

2.1.1 Descripcion botanica de la familia

Reconocimiento de campo: arboles o arbustos, hojas pinnaticompuestas; flores pequefias; pétalos
glandulares; estambres con filamentaos pilosos; CA* CO° A®G?

Formas de vida: arboles, arbustos, o en algunos casos enredaderas con zarcillos.

Hojas: alternas o muy rara vez opuestas, simples o pinnaticompuestas, estipulas usualmente
ausentes.

Inflorescencias: en racimos, paniculas o cimas; plantas comunmente poligamo-dioicas.

Flores: bisexuales o unisexuales, actinomorfas o zigomortas. Caliz de 5 sépalos, libres o unidos.
Corolas de 5 pétalos, a veces 3 o ausentes, iguales o desiguales. Androceo de (4)10(c0) estambres,
insertos dentro de un disco receptacular prominente, filamentos libres y a menudo pilosos. El
gineceo consiste en un pistilo compuesto de 3 carpelos unidos, con 1 a 4 léculos (con frecuencia 3),
de 1 6 2 o varios 6vulos en cada loculo, placentacién parietal, ovario supero, estilo terminal,

Fruto: una capsula, nuez, baya, drupa, €5quIZocarpo o simarz,

Semilla: a menudo arilada, con un embrion curvo y sin endospermo ( Jones, 1988 ).



2.1.2 Informacién general de la familia Sapindaceae.

Tamaiio y distribucién : es una familia de cerca de 140 géneros y 1 500 especies que se distribuyen
principalmente en las regiones tropicales y subtropicales del mundo.

Algunos de los géneros son Sapindus (sapindoj, Litchi, Koelreuteria, Blighia (akee);
Cardiospermum y Paullinia (guarand).

La familia toma su nombre del sapindo ( Sapindus saponaria), el cual contiene saponinas. Cuando
la saponina se humedece, forma espuma que puede usarse como jabén. Sin embargo, otros géneros
de esta familia tienen otros usos de acuerdo a las componentes que los integran, como por ejemplo
Paullinia cupana (guarand), planta que se cultiva en Brasil produce semillas se que usan como el
cacao para elaborar una bebida con alto contenido de cafeina. El arbol “akee” (Blighia sapida),
originario del oeste tropical de Africa y cultivado en las Antillas, produce unos frutos rojos o
anaranjados, cada uno de cerca de 8 centimetros de largo. El arilo se cocina y se come, pero debe
recolectarse en la época precisa 0 es venenoso. Litchi chinensis {litchi} se cultiva por sus frutos
comestibles, los que constan de nueces de una sola semilla. Es un fruto favorito de los cantoneses

( Jones, 1988 ),



Ahora bien, segin la clasificacion de Hegnauer (1973}, esta familia consta de 40 géneros con 2

subfamilias cuyos géneros se enlistan a continuacién:

Familia Sapindaceae
Subfamilis ;: Sapindoideae
Géneros . Allophylus, Blighia, Bridgesia, Cardiospermum, Cupania, Deinbollia,
Elatostachys, Guioa, Haplocoelum, Jagera, Lepidopetalum, Lepisanthes, Litchi, Nephelium,
Ortophora, Pappea, Paullinia, Pometia, Pseudima, Pometia, Pseudima, Sapindus, Surcopteryx,

Serjania, Trigonachras, Valenzuelia, Xanthospermum,
Subfamilia. Dodonaea

Géneros: Dodonaea, Ganophyllum, Harpullia, Koelrewteria, Llagunoa, Magonia.

Importancia econdmica: la familia ticne importancia como fuente de plantas comestibles como el

guarana, €l litchi, e] akee y otras que son ornamentales.



Se¢ han aislado y caracterizado mediante estudios quimicos, diversos metabolitos secundarios de

plantas de la familia Sapindaceae como son los siguientes:

Saponinas y esteroides.
( Briggs, et al., 1967, Mahato, et al., 1971 ),
Diterpenos.
( Jefferies, et al., 1967; Dawson, et al., 1966 ).
Triterpenos pentaciclicos y flavonoides.
{ Dawson, et al.,1966; Venkaleswara, 1962; Paris, et at., 1970 ).
Cumarinas.
{ Plouvier, 1968 ),
Compuestos cianogénicos.
~ (Siegler, etal,, 1971).
Aminodcidos.
( Fowden, et al., 1969; Sung, et al., 1969; Ellington, et al., 1959 .).
Alcaloides.

{ Johns, et al,, 1969 ).

En el cuadro 1, se ejemplifican constituyentes quimicos de la familia Sapindaceae, asi como la

localizacién geografica de las plantas que los contiener.



Cuadro 1. Metabolitos secundarios contenidos en algunas especies de la familia Sapindaceae.

COMPUESTOS

NOMBRE DE LOCALIZACION FORMULAS DE LOS METABOLITOS

LA ESPECIE SECUNDARIOS

Blighia sapida Africa Saponinas de hederagenina (1)

y 4c.oleandico (2) (Haynes,
1963)
Sapindus emarginatus India Saponina de hederagenina (3)
{Ramachandra, 1966)
Lithospermum Michoacan, Edo.
halicacabum De México y Saponinas
Durango




Cuadro 1. Metabolitos secundarios contenidos en algunas especies de la familia Sapindaceae (continuacion).

NOMBRE DE LOCALIZACION COMPUESTOS FORMULAS DE LOS METABOLITOS
LA ESPECIE SECUNDARIOS
CRj3
Sapindus saponaria | Oaxaca, Sonoray| 5,7-hidroxi-4’ metoxiflavona (4),

Guerrero

luteosaponinas y taninos; o y fi-

amirina (S y 6 ), B-sitosterol (7)

hederagenina (1) (Jacobs, 1925)
Saponina, (Gola, 1961)




Cuadro 1. Metabolitos secundarios contenidos en algunas especies de la familia Sapindaceae (continuacién).

NOMBRE DE
LA ESPECIE

LOCALIZACION

COMPUESTOS

FORMULAS DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS

Serjania triquetra

Puebla, Guerrero
Michoacan y
Morelos

Acetato de estigmasterol (8),
&c. acetil oleandlico (9),
ac.acettl mordlico (10),

diacetil hederagenina (11), y
1 le-hidroperoxidiacetil

hederagenina (12) (Chéavez,

1991)

12 -OAc

COOH

AcQ




Cuadro 1, Metabolitos secundarios contenidos en algunas especies de la familia Sapindaceae (continuacion).

NOMBRE DE
LA ESPECIE

LOCALIZACION

COMPUESTOS

" FORMULAS DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS

Dodonea viscosa

Sonora, Morelos y

Michoacan

Resina acida, grasa, taninos,
flavofenos, mucilago y
glucdsidos,aceite esencial;
triterpenos,dodonésidos A y B,
flavonoides,
acido hautriwaico (13),
sakuranetina, 6-hidroxicanferol-
3,7 dimetil éster (14),
el diterpeno enz-15,16-epoxi-
9aH-labda-13(16),
i4-dien-3p,80.-8-diol (15),

y €l éster para-cumarico del L-
myoinositol {1-L-1-O-metil-2-
(-acetil-3-p-cumaroil-
myoinositol (16) (Castaiieda,
1991)

R R, R; R,
14 -OCH, -OH -CH, -H

HO

16

OCH3

0




Cuadro 1. Metabolitos secundarios contenidos en algunas especies de la familia Sapindaceae (continuacién).

NOMEBRE DE LOCALIZACION COMPUESTOS FORMULAS DE L.OS METABOLITOS
LA EPECIE SECUNDARIOS
Paullinia cupania La cuenca del Cafeina {17)

Amazonas

O cH '
HSC \.N /”II\!I>
[ .
o)\rf N/

CH;




2.1.3 Usos etnomédicos de algunas especies de la familia Sapindaceae

Algunas especies de la familia Sapindaceae son usadas en la medicina tradicional en diversas
regiones del mundo como agentes antiespasmédicos, antipiréticos, antiinfectivos, sedantes,
hipotensivos, antireumdticos, diaforéticos y antigotosos ( Sukkawala, et al., 1962; Trotin, et al.,
1972; Dominguez, et al., 1980; Wagner, et al., 1987 }.

Numerosas propiedades curativas se le atribuyen a la Dodonaea Viscosa en la medicina popular
mexicana, como antipiréticas, antiespasmodicas, antisépticas, astringentes, antigotosos y para el
tratamiento de malestares venéreos.

Desde €l punto de vista bielogico, se ha demostrado que los extractos metanélicos de la Dodonaea
Viscosa inducen la fagocitosis y presentan actividades moluscicida y antiexudativa ( Wagner, et al.,
1987 ). Cabe hacer mencién que Subbarao y colaboradores ( 1985 ), demostraron que el aceite
esencial de la planta posee propiedades antibacterianas.

En cuanto a la revisién de ( Hegnauer, 1970 ), indica que las Saponinas son los metabolitos
secundarios caracteristicos de estas plantas, encontrandose en todas sus partes. Precisamente a las
saponinas se les atribuye que algunas especies de este grupo de plantas tengan propiedades
ictiotoxicas, como Serjania caracasana { Lapa, 1978 ) o bien, sean utilizadas en la medicina
tradicional como expectorantes, tal es el caso de Sapindus mukurossi ( Kimata, 1983 ) y S
laurifolius ( Maiti, 1968 ). De Bligia sapida { Haynes, 1963 ), se ha aislado una saponina utilizada
para malestares estomacales.

Finalmente Serjania triguetra ( Martinez, 1959; Legorreta, 1988 ), es conocida comiunmente como
palo de tres costillas (Morelos), bejuco de tres costillas (Chiapas) y carretilla (Oaxaca), entre otros.

Las poblaciones de estas regiones la utilizan como agente diurético,



2.2 Generalidades de Blomia prisce.(Lundel} 1961).

2.2.1 Descripcién morfologica

Arboles hasta de 25 m de alto, con hojas altemas, ‘paripinnadas, o falsamente imparipinnadas y
foliolos subopuestos, enteros. Flores poligamo-dioicas dispuestas en paniculas axilares. Caliz
quinquepartido. Corola nula. Disco grueso, crenulado glabro. Estambres 5-6 insertos por dentro del
disco, de filamentos libres y anteras introrsas, insertas cerca de la base. Ovario asimétrico,
unilocular, tomentuloso. Ovulo Gnico, inserto algo bajo de la mitad de la sutura ventral, ascendente,
hemitropo, de rafe ventral. Estigma casi sentado, simple, subcapitado. Fruto muy asimétrico, con el
borde ventral mucho mas corto que et dorsal, semilla abovoidea, sin arilo, testa druposa, con la parte
externa pulposa y la inte.rior coridcea; endospermo nulo; cotiledones gruesos, yuxtapuestos
transversalmente, el inferior un poco mas pequefio que el superior; radicula doblada, opuesta a la

sutura del fruto, dirigida hacia abajo ( Miranda, 1953 ).
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2.2.2 Ubicacion taxondmica (Cuadro 2).

El género Blomia se creé como una segregacion del género Cupania, de acuerdo a las diferencias

morfoldgicas encontradas por Lundell (1961). Aparentemente el género Blomia es cercano a

Cupania y vegetativamente es dificil de distinguir de éste. Las diferencias radican en Ia disposicion

de la radicula, y por el caricter indehiscente de los frutos en Blomia, en ¢l cual las semillas quedan

en libertad después de la putrefaccion de los mismos, y en el caso de Cupania, el caricter

dehiscente del fruto permite que las semillas se liberen espontdneamente de €[ una vez que éste

madura. El género Blomia ha sido dedicado al profesor Frans Blom, incansable explorador de la

selva lacandona.

Cuadro 2. Ubicacién taxonomica de la especie vegetal en estudio segun Cronquist (1981).

REINO: Plantae

DIVISION: Magnoliophyta

CLASE: Magnoliopsida

SUBCLASE: Rosidae

ORDEN; Sapindales

FAMILIA: Sapindaceae (A L. de Jussieu 1789 nom conser }
GENERO: Blomia

ESPECIE: Blomia prisca

El mapa anexo sefiala la localizacion geografica de Blomiu prisca en la zona de Calakmul, en el

estado de Campeche lugar donde solamente se ha encontrado ( Rajas G.5., 2000 ).



Figura 1. Localizacion geografica de Blomig prisca en el estado de Campeche ( Carrasco, VR,

2000 ).
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2.3 Generalidades de los taninos

2.3.1 Definicion.

El término “tanino” (también 4dcido tanico y acido galotdnico) se define en el Merck fndex (1996),
como una mezcla compleja existente en la corteza del roble, zumaque y mirobalano. Su aspecto va
desde incoloro hasta amarillo o pardo. Existen en las agallas turcas y chinas las cuales contienen el
50y 70 por ciento respectivamente de tanino ( Owen, 1993 ).

El tanino se extrae de la madera de los arboles muertos, pero es evidente que este abastecimiento no
puede durar mucho tiempo. En consecuencia, en la actualidad en América del Norte, dos especies
del abeto de Canadé (7Tsuga canadensis y T. heterophylla) son las fuentes indigenas mas importantes
de corteza productora de tanino, y la encina productora de tanino (Lithocarpus densiflora) tiene
alguna importancia local en California ( Baker, 1968 ).

En todo el mundo, en las regiones tropicales, los arboles de mangle (Rhizophora spp.). que con
frecuencia forman bosques casi impenetrables establecidos en aguas salobres en las
desembocaduras de los grandes rios, son fuentes utiles. Su resistencia a los ataques de animales
(debida a los taninos que impregnan copiosamente su corteza) ha hecho que sus troncos se utilicen
como pilotes y en otras construcciones marinas.

La naturaleza reductora de los taninos se utiliza para combinar las proteinas existentes en la
colagena de las pieles para producir cuero (con 10 cual aumenta la resistencia de dichas pieles al
deterioro y al desgaste; resistencia al agua, al calor y a la al:;rasién) ¥ se usan en la manufactura de
tintas. Los taninos contribuyen también, a2 la astringencia de los alimentos v de reacciones de

oscurecimiento enzimatico ( Baker, 1968 ),



2.3.2 Clasificacion

El término “tanino™ tal como se usa en los alimentos también, comprende dos tipos de compuestos.
Los primeros son los “taninoes condensados” que pueden ser polimeros de unidades derivadas del
flavano (18) como el proantocianidol (19), unidos por enlaces C4-C8. Son resistentes a la hidrdlisis.
Estos taninos se encuentran en helechos y gimnospermas,

El segundo tipo son los “taninos hidrolizables™ tales como lgs galotaninos y los elagitaninos. Estos
compuestos se .caracterizan por su capacidad para transformar la piel fresca en un material
imputrescible: el cuero. Son polimeros del acido galico (20) y del 4cido elagico (21); se han descrito
también compuestos que son combinaciones de estos dos tipos de taninos, por ejemplo el teaflavin
galato, un posible intermediario hallade en la fermentacion del té. Estos taninos son caracteristicos
de las dicotileddneas y pueden ser hidrolizados en medio dcido y alcalino o por via enzimatica.
También pueden existir como ésteres de glucosa (o de compuestos semejantes) y de acidos

fendlicos (4cido gélico o dcido eligico) un ejemplo de ello seria el tanino galico (22) (Owen, 1993).



ESQUEMA No. 1

Estructuras de los taninos condensados.
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3. PARTE EXPERIMENTAL.




PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material y Equipo utilizado.

Para las cromatografias en columna abierta se utilizo como fase estacionaria gel de silice Merck,
malla 70-230, y Kieselgel 60 GF,s,. El analisis por cromatografia en pla.ca fina analitica se llevé a
cabo en cromatofolios Alugram Sil G/UV 254, Macherey-Megeel Duren y como reveladores una
lampara UV Spectroline Modelo Ex-20 a 365 y 254 nm de longitud de onda y solucién de sulfato
cérico al 1% en acido sulfiirico 2N (Stahl, 1965).

LasJ cromatografias preparativas se realizaron en placas Merck de 2 mm, 1 mm y 0.5 mm de grosor y
una superficie de 20 X 20 cm.

* Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher Johns, ¥y no estdn corregidos,

* Los espectros en ?l UV se determinaron en un espectrofotometro Shimadzy UV 160.

* Los espectros en el IR se obtuvieron en un espectrofotémetro Pérkin-Elmer 283-B,

* Los espectros de RMN se determinaron a 300 ¢ 500 MHz en el caso de 'H y a 50 y 75 MHz para
BC como se indica en la descripcidn de cada compuesto; para esto se utilizaron espectrometros
analiticos Varian XR 300 Varian Unity 500, segin el caso. Como disolventes se emplearon CDCl; y
acelona deuterada y como referencia interna tetrametilsilano (TMS).

* Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro Hewlett Packard 5985-B, utilizando la

técnica de ionizacidn por impacto electrénico a 70 eV.



ESQUEMA No. 3 Procesamiento de las partes aéreas de Blomia prisca.

COLECTA DEL MATERIAL VEGETAL EN CALAKMUL CAMPECHE.

DETERMINACION DEL
MATERIAL VEGETAL.

SECADQ DEL MATERIAL VEGETAL
A LA SOMBRA Y TEMPERATURA
AMBIENTE (HOJAS Y RAMAS).

ANALISIS QUIMICO
DIFERENCIADO.

EXTRACCION CON
HEXANO.

EXTRACTO
HEXANICO.

RESIDUO VEGETAL
DESGRASADG.
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ESQUEMA No. 3 Procesamiento de las partes areas de Blomia prisca (continuacion).

RESIDUOQ VEGETAL DESGRASADO.

|

EXTRACCION CON  CH,Cl,

|

EXTRACCION CON
H,Cl;

|

RESIDUC VEGETAL.

EXTRACCION CON
MeQH

EXTRACTO
METANOLICO.

ACETILACION

RESIDUO
VEGETAL. _

PERACETILGLUCOSA (23).

ESTER MET{LICO DEL ACIDO-4-0-ACETIL-GALICO {24).
ESTER METILICO DEL ACIDO-3.0-ACETIL-GALICO (23}

ESTER METILICO DEL ACIDO GALICO (28}

METILACION

|

METILACION

ESTER METILICO DEL ACIDO-4-0-ACETIL-3-3-D1-0-ACETIL-GALICO (26)
ESTER METILICO DEL ACIDO-)-G-ACETIL~-3-Dt0-ACETIL-GALICO (27}

ESTER MET{LICO DEL ACIDO 3 4,5-TRIG-METIL-GALICO 2%
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3.2 Material Vegetal.
El material vegetal em-pleado en esta tesis se recolectd en el estado de Campeche, en el Municipio
de Calakmul en mayo de 1997 (Fig. 1). B! lugar se localiza a 4 Km al E de Dos Naciones, camino
al Civalito, a 17°57°26"N, 89° 20’ 4” W, con una elevacion de 360 msnm, tipo de vegetacién de
selva alta perennifolia. Es un arbol que llega a medir hasta 25 m, con frutos comestibles por el
ganado. |

Fug identificado por el Bidlogo Esteban Martinez de la Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico, como Blomia prisca (Standley) Lundell. E} ejempiar botdnico de referencia se encuentra

depositado en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia, UNAM (MEXU 839521),

3.3 Extraccitén y Fraccionamiento Preliminar,

El material vegetal (1Kg. de hojas y tallos) se dejé secar a tcmperatum. ambiente y se molié en un
molino de cuchillas modelo Wiley y se extrajo exhaustivamente a temperatura ambiente con
hexano, diclorometano y metanol. En los tres (i.asos, el disolvente se elimind por destilacién in
vacue obteniéndose 3.63 g de extracto hexanico (Esquema 3), 4.21 g de extracto diclorometanico y

49 g de extracto metanélico.
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3.4 Acetilacién del! Extracto Metanélico.

11.91 g de extracto metandlico se acetilaron con 40 ml de anhidrido acético empleando 2.5 ml. de
piridir;a durante 24 hrs, con agitacion magnética y a temperatura ambiente. Al cabo de este tiempo,
se adicionaron 230 ml de agua/hielo y se acidulé con [0 ml de HCl al 10% vy se extrajo con 3
porciones de 100 m! de acetato de etilo. La fase organica se extrajo con 3 porciones de-100 ml de
NaHCO, y finaimente el extracto organico se lavo con agua, se secé con Na,50, anhidro y por
evaporacidn del disolvente se obtuvieron $.24 g de un residuo que se fracciond mediante
cromatografia en columna de gel de silice (126 g de 70 a 230 mallias), eluyéndose con mezclas de
CHCls-acetona de polaridad creciente, De este fraccionamiento se separaron 217 fracciones, En el
Cuadro 3 se presentan el numero de fracciones obtenidas y los sistemas de eluyentes emplez;dos
para ello.

Cuadro 3. Namero de fracciones obtenidas y sistemas de cluyentes empleados en el

fraccionamiento mediante cromatografia en columna del extracto metanolico de Blomia prisca.

ELUYENTES PROPORCION NUMERQ DE

FRACCIONES
Cloroformo 100% 1-29
CHCl, Acetona 90:5 30-47
CHCI, Acetona 90:10 48-116
CHCI; Acetona 85:15 117-164
CHCI; Acetona 70:30 165-208
CHCl; Acetona 60:40 209-211
CHCI, Acetona 50:50 212-217

Las 217 fracciones de la columna primaria se agruparon de acuerdo a la similitud del contenido

metabolico, analizado por ccf, resultando ocho fracciones secundarias como se esquematiza en el

Cuadro 4.
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Cuadro 4. Fracciones secundarias del extracto metandlico.

FRACCIONES

A (1-32)
B (33)
C (34-51)
D  (52-65)

E (66-111)
F (112-172)
G (173-205)
H (206-255)

3.4.1 Obtencién de la glucosa peracetilada (23).
La fraccion secundaria B mostré gran homogeneidad cromatografica pot lo que 96 mg de ésta se

aplicaron en una columna con 4 g de gel de silice y cluyéd con mezclas de hexano-acetona en

diferentes proporciones como se presenta en el Cuadro §.

Cuadro 5. Fracciones terciarias del extracto metanélico,

ELUYENTES PROPORCION NUMERO DE
FRACCIONES
Hexano 100% 1-7
Hexano-Acetona 90:10 8-63
Hexano-Acetona 87:13 64-72
Hexano-Acetona 85:15 73-79
Hexano-Acetona 80:20 80-83
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De este fraccionamiento se obtuvieron 83 fracciones terciarias, de las cuales se separdé un

. compuesto que cristalizd espontaneamente de las fracciones 46, 47 vy 48. Este solido cristalino se

tavé con hexano y presenté homogeneidad cromatogréfica en el sistema CHCly-acetona, 90:10 (Rg=

0.5); sus caracteristicas fisicas y espectroscopicas se describen a continuacion, y fue identificado

como la glucesa peracetilada (23) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Constantes espectroscopicas ¥y espectrométricas de la glucosa peracetilada.

Formula molecular;

Cis Hy; Oy

Cristales, P.f:

233-236° C (desc.) (235-240°C desc., lit, Buckingham, 1994)

IR

(Espectro 1 }

Vmix (pastilla ) cm™: 2925, 2854, 2223, 1752, 1644, 1434, 1370, 1224,

1166, 1124, {041, 905.

RMN'H

(Espectro 2 )

300 MHz, CDCly 8: 5.21 (1, J=9.5, H-3), 5.08 (t, J=9.6, H-4),
5.01(dd, }=9.5, 7.8, H-2), 4.54 (d, J =7.8, H-1),

4.26 (dd, = 4.8, 12, H-6b), 4.17 (dd, J= 12, 2.4, H-6a),
3.733 (ddd, J= 9.6, 4.8, 2.4, H-5), 2.14 (s, CH;-CO-),

2.11 (s, CH;-CO-), 2.07 (s, CH;-CO-) ,

2.03 (s, CH3-CO-), 2.01 (s, CH,-CO-).

RMNYC

{Espectro 4)

125 MHz, CDCly, 3: 170.7 (CO), 170.2 (CO), 169.7 (CO),
169.3(C0), 156.3 (CO ), 100.1 (C-1), 72.6 (C-3), 72.2 (C-5),

70.9 (C-2), 68.1 (C-4), 61.6(C-6), 20,7-20.6 (CH,-CO).

EMIE

(Espectro 7 )

m/z (%): [ M"], 391 (60.6), 331{ M™-2 x 30 (63.6)] . 169 (60),
154 (15,40.6), 149 (100), 137 (63.3), 136 (54.5), 109 (42.4),

77 (14.1), 71 (28.8), 57 (39.4), 41 (18.2).
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3.5 Obtencion de la. mezcla de los.ésteres metilicos de los.acidas 4-O-acetil-galico (24) y 3-O-acetil-
gilico(25).

De la fraccién D, se obtuvieron. por. cristalizacion espontanca 50 mg de un solldo que se recnstal[zo
con acetona y que fue 1dent1f cado como una. mezcla de los compuestos 24 y 25 de acuerdo a sus
caracteristicas fisicas y espectroscopicas.(Cuadro 7).

Cuadro 7. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de los acidos 4-O-acetil-galico (24) y

3-O-acetil-galico (25).

Férmula molecular! | Cjo Hy, 0

Cristales, P.f: 115-130°C (desc., lit.82,5°C, Buckingham, 1994)

IR (24) (25)Vorgx {pastilla Y om™': 33713307, 2956, 1743, 1688, 1606, 1534,
(Espcctro 8) 1438, 1366, 1316, 1277, 1226, 1096, 1036, 1001, 927, 899, 812, 767.
RMN'H (24) 500 MHz, Acetona d-4 8: 8.65 (sa, OH), 7.11 (s, H-2, H-6 ),
(_Espf_:ctro 9) 3.81 (s, CH3-CO-), 2.25 (s, CH;-CO-), 2.87 (sa, OH -).

(25) 500 MHz, Acetona d-g, : 8.65 (sa, OH), 7.39 (d, J=2, H-2), 7.24
(d, J=2, H-6), 3.79 (s, CH5:0C-), 2.26 (s, CH,-CO-), 2 87 (sa,-OH).

RMNPC (24) 125 Mz, Acetona-dg 6: 168.4 (COOCH, ), 166 7 (- -OCOCH, ),

(Espectro 10) ISLI(C-3y C-5), 139.4 (C4), 129 (C-1), 109.7 (C-2 y C-6),
523 (COOCH; ), 20.4 (CH;CO).

(25) 125 MHz, Acetona-dg 8: 169.2 (COOCH; ), 166.5 (-OQOCH; ),
146.9(C-5), 143.1(C4),139.4 (C-3), 121 (C-1), 117.1 (C-2),
114.5 (C-6), 52 (COOCH, ), 20.6 (CH.CO)

EMIE . mz(%): 226 [ M), (43.9), 209 { MT-17(1.51)), 184 [ M*-42 (10M7].
(Espectro 15) 183 (4.5), 153 (184-31, 13.6), 152 (4.54), 125 (53-28, 1.5), 66 (1.51),
59 (-COOCHS), 43 (40.90),
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351 Obtencion de la mezcla de los ésteres metililicos de los acidos 4-O—z'1ceti]-3,5-di-0-metil-
galico (26) y 3-0~acetil-4,5—dil-0-metil—gélico {27).

10 mg de la mezcla de los ésteres metilicos de los acidos 4-O-acetil-gilico (24) y 3-O-acetil-gilico
(25) disueltos en metanol se sometie;ron a una reaccién de metilacion con diazometano en éter hasta
que ya no se observo burbujeo, la mezcla de la reaccion se evapord y aplicd a una placa
cromatogr-éﬁca.de'gel de silice y se eluyé con una mezcla de CHCl;-acetona 9:1 extrayéndose el
producto mayoritario con Rf=0.7, como la mezcla de los ésteres metilicos de los compuestos (24) y
(25) cuyas caracteristicas espectroscopicas y espectrométricas se describen en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de los dcidos 4-0- acetil-3,5-di-O-metil-

gélico (26) y 3-O-acetil-4,5-di-O-metil-galico (27).

Formula molecutar: | Cq Hyp O;

IR Venss. (pastilla )cr_n"r 3288,2917, 1736, 1682, 1600, 1529, 1431, 1364, 1313,
{Espectro 16} 1279, 1219, 1089, 1029, 999, 925, 897, 880, 764, 734, 628.

RMN'H (26) 300 MHz, CDCi;, 8: 7.31 (s, H-2 y H-6), 3.92-3 85 (2s, 2 x -OCHj,),
{Espectro 17) 2.34 (s, -COCH,). ‘

(27) 300 MHz, CDCl;, 8: 7.51 (d, J=1.8 H-6), 7.4 (d, J=1 8 H-2),

3.95-3.90(3s,3x -OCiL_I;), 2.34 (5, -COCH,).

RMN"C (26) 75.5 MHz, CDClj, 8: 168.9 (COCH,),166.7 (CO), 166.0 coy,
(Espectro 18) 153.2(C-3 y C-5), 143.5(C-4), 125 (C-1), 106.7 (C-2 y C-6),
60.8-56.2 (-OCH;), 22.6 (COCHS).

(27) 75.5 MHz, CDCI; 5:168.9 (C0),166.7 (CO), 166.0 CO)
153.2(C-5), 145.2 (C-3), 143.5 (C-4), 125 (C-1),117(C-2),

11.2(C-6), 60.9 (-OCHj), 52.4-52.2 (-OCH;), 22.6 (-OCH).
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3.6 Obtencion del éster metilico del acido galico (28).

De la fraccién E, se obtuvieron por cristalizacidn espontanea 70 mg de un compuesto que se

identifico como el éster metilico del dcido gdlice (28), de acuerdo a la comparacion de sus

caracteristicas fisicas y espectroscopicas con las encontradas en la literatura quimica ( Sadtler, 1961,

1974; Martinez, 2000 ) (Cuadro N.

Cuadro 9. Constantes espectroscopicas y espectrométricas del éster metilico del dcido galico (28).

Férmula molecular:

Cg Hg 05 —;

p.f 228-240°C (1it.201-203°C, Buckingham, 1994).

UV (Espectro 20) Aumax (EAOH): 216 (e, 4510), 275 nm (¢, 11 970),

IR Vasr (pastilla ) cm': 3467, 2600 (ancho), 1694, 1618, 1538, 1440,
(Espectro 21) i315, 1251, 1196, 1098,1036, 1004, 870, 767, 745, 639.

RMN'H 300 MHz Acetona-ds, 8: 8.32 (sa, -OH ), 7.12 (s, 2H, H-2 y6),
{Espectro 22) 3.79 (s, 3H,-OCH;).

RMN"C 75.5 MHz Acetona-ds 8: 167.3 (~COOH), 146.0 (C3y5),
(Espectro 23) 138.6(C-4), 121.5 (C-1), 109.6 (C-2 y 6), 51.8 (-OCH;).

EMIE miz (%): 184 [ M'](92), 166 (3.6), 153 [ M"-OCH,}, (100),
(Espectro 25) 139 (2.2), 97(2.2), 79 (10.8), 69 (2.2}, 51(12.9), 39 (3.6).
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3.6.1. Obtencion dei éster metilico del acido 3,4 5-tri-O-meti! galico (29).

10 mg del éster metilico del” acido galico (28) disueltos en MeOH se hicieron reaccionar con
diazometano en éter, hasta que no hubo mds burbujeo. Se evaporaron los diselventes obteniéndose
12 mg de un(;s pristales que se identificaron como el éster metilico del dcido tri-O-metil-galico
(29) (100% de rendimiento), con Rf de 0.5 (CHCly/acetona 95:5), de acuerdo a la comparacién de
sus caracteristicas fisicas y espectroscépicas con las reportadas en la literatura quimica que se

describen a continuacion (Cuadro 10).

Cuadro 10. Constantes espectroscopicas y espectrométricas del éster metilico del acido 3,4,5,-t51-0-

metil- galico (29).

Férmula molecular: Cii Hy Os

Cristales, P.f: 80-81.5°C (desc., 1it.82.5°C, Buckingham 1994).

UV (Espectro 26) Amix (EIOH): 217 (g, 27 500), 272 (¢, 9630) nm. (R.J.Pryce).

IR Vmax, {pastilla ) em’l: 3017, 2989, 2967, 2941,1717, 1591, 1507, 1465,
(Espectro 27) 1434, 1413, 1341, 1228, 992, 864.

RMN'H (Espectro 28) | 299.7 MHz, CDCl; 8J=7.31 (s, 2H, H-2 y 6), 3.91 (s, 12H, -OCH,).

RMN"C 299.7 MHz, CDCly 8:166.7(C=0), 152.9 (C-3 y 5), 142.0 (C-4),
(Espectro 29) 125.10 (C-1), 106.7(C-2 y C-6), 60.9 (-OCHj),
56.2 (-OCH3), 52.2 (<OCH,).

EMIE m/z (%) [M'],(99.29), 153 [ M" OH]J, 37 (0.94), 38 (2.83), 50 (3.77),
(Espectro 31) 53(5.66), 59 (8.4), 59 (8.4), 66 (10.37), 81 (5.66), 107 (4.71), 109 (7.54),
125 (13.20), 153 (10.37), 155 (33.01), 168 (7.54), 183 (13.20),

195 (39.62), 211 (62.26), 226 (100), 240 (1.88).
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El presente estudio se realizé para obtener informacién sobre los compuestos quimicos contenidos
en las partes dreas de Blomia prisca, para esto se contaba con los antecedentes de un trabajo previo
{Martinez, 2000), en el cual se habian aislado dos compuestos de tipo acido-fendlicos. Para
continuar el estudio del extracto metanélico de la planta mencionada se realizé la acetilacién y
metilacién del mismo para ayudar a resolver la mezcla de compuestos de gran polaridad contenidos

en ella.

4.1 Acetilacion del extracto metanélico y obtencién de la glucosa peracetilada (23).

Se llevd a cabo en las condiciones descritas en la parte expenimental, obteniéndose un crudo de
reaccion con varios compuestos mayoritarios que se separaron por cromatografia en columna
abierta. La fraccidn secundaria “B” se purifico por cromatografia en columna obteniéndose un
sélido con p.f. 233-236°C. En el [R (Espectro 1) se apreciaron bandas de absorcién a 2925, 2854,
1434 y 1370 cm™ que se asociaron con la presencia de grupos metilo; en 1752 se observo una
banda de grupo carboxilo de éster y en 1224 y 1041 bandas anchas para la vibracién C-O, los datos
espectroscopicos sugieren la presencia del peracetato de un aziicar. El espectro de masas (Espectro
7} determinado por la técnica FAB™ presentd un ion molecular [M+H]" de 391 y correspondié a una
formuta molecular de C¢H»O\; que permite seis insaturaciones. Otros fragmentos significativos
fueron los observados en m/z 375, 361 y el pico base del espectro a 331 para las pérdidas de grupos

metilo y dcido acético.

El espectro de RMN'H (Espectro 2) mostré sefiales para hidrégenos alifaticos unidos a oxigeno en
la zona 3.73-5.21 ppm y cinco singuletes para grupos acetilo entre 2 Y 2.14 ppm; de acuerdo a la
multiplicidad e integracién para estas seflales, se asignaron a cinco hidrégenos de grupos metino,
dos hidrégenos de un metileno y cincoe metilos de grupos acetilo, el espectro COSY homonuclear
(Espectro 3) mostré la vecindad existente entre los hidrégenos de la molécula asignandose de la
forma siguiente: en 8 5.21, el triplete con constante de acoplamiento 9.5 Hz correlacioné con las

sefiales en 5.11 (triplete, J=9.6) y en 5.012 (doble de dobles, J=9.5 y 7.8), asimismo esta altima
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seffal correlacioné con el doblete en 4.55 (J=7.8). La sefial en 5.086 correlacioné con la centrada en
3.73 (doble de doble de dobles, J=9.6,4.8, y 2.4 ) y €ésta con las sefiales en 4.26 ( doble de dobles,
J=12 y 4.8) y en 4.17 (doble de dobles J=12 y 2.4). Del andlisis de vecindades relativas de estas
sefiales se concluyé que la estructura correspondia a la de un anillo de seis miembros con un
oxigeno en ¢ste, correspondiendo la estructura de acuerdo a su férmula molecular con la de la D-
glucosa pentaacetilada, estructura que se corrobord por medio de la interpretacién de los espectros
de RMN"C, DEPT y HETCOR (Espectros 4, 5 y 6). En el Cuadro 11 se muestran las asignaciones
heche_ls para los hidrogénos y carbonos de 1a molécula,

v

Cuadro 11. Asignaciones para los hidrégenos y carbonos de la glucosa peracetitada.

Nimero Hidrégenos Carbonos

1 4.55 (97.6 ppm) 125.1

2 5.01 (70.9 ppm) 106.7

3 5.21(72.6 ppm) 1529

4 5.11 (68.1 ppm) 142

5 3.73(70.9 ppm) 152.9

6 426 y4.17 (61.6 ppm) 106.7

CO 166.695

Acetilos - 2.14,2.11,2.14,2.07,2.03, 2.01 60.9, 56.2 (yl x2),52.2

Figura 2. Estructura del compuesto (23)

CH;0CO
0cocH,
CH,OCO%
cH;0c0—"pecocH,

’ glucosa peracetilada (23} I
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4.2 Obtencién de la mezcla de los ésteres metilicos de los dcidos 4-O-acetil-galico {24)

y 3-O-acetil-galico (25).

La mezcla de los compuestos (24) ¥y (25), co-cristalizé espontaneamente tras la elucién de la
fraccién D. Por cromatografia en capa fina, se observé una sola mancha. De acuerdo a su espectro
IR (ESPECTRO 8) el compuesto debia tener grupos oxhidrilo y un éster por las bandas de absorcién
en 3371, 3307, 1226, 1096 y 1743, respectivamente.

El espectro de RMN-'H (Espectro 9) mostré sefiales para 2 hidrégenos de oxhidrilos fendlicos en
8.65 ppm; en 7.39 y 7.42 se observaron 2 dobletes con constantes de acoplamiento de 2 Hz que
intcgra;n cada una para un hidrégeno, asignados a 2 hidrégenos bencénicos en posicion metq.

En § 7.11, se observo un singulete que integré para un hidrégeno. Sin embargo, en el espectro
COSY homonuclear (ESPECTRO 12), no habia correspondencia entre esta Ultima sefial y alguna
otra del espectro, por lo que el benceno debia estar completamente sustituido o pertenecer estas
sefiales a dos hidrdgenos equivalentes.

Otras sefiales observadas fueron en 3.89 ppm un singulete de poca intensidad que integré para 3
hidrégenos asignados a metoxilo de éster y en 3.79 se observo otro singulete de gran intensidad que
integrd para 3 hidrogenos de metoxilo de éster en 226 ¥y 2.25 ppr. También se observaron 2
singuletes: une de muy poca intensidad con respecto al otro, que integraron para 3 hidrégenos cada
uno y se asignaron a 2 metilos'de acetilo,

Por dltimo, el sinéuletc ancho en 2.87 que integré para 2 hidrégenos se asigné a 2 oxhidrilos. De
acuerdo a la gran cantidad de sustituyentes observados para el anillo bencénico se pensé en la
existencia de una mezcla de isomeros, suposicién que se confirmé por la correlacion de sefales
observadas en el espectro COSY homonuclear {Espectro 12} y por el espectro de RMN'C {Espectro
1) donde se observaron 4 sefiales para carbonilos: 2 de benzoilo en 168.4 y 169.2 ppm vy dos de
acetifo en 166.7 y 166.5 ppm; cabe seialar que las intensidades relativas de una sefial de acetilo y
una de benzoilo (169.2 y 166.5 ppm) correspondian al doble de las otras 2. El resto de sefiales en el
espectro RMN''C (9 carbonos bencénicos y 4 alifaticos) confirman la suposicidn de la existencia de
la mezcla de compuestos isoméricos ya que en el espectro DEPT (Espectro 11) se observan 3
carbonos protonados aromaticos, 2 no equivalentes en posicion meta de una molécula y otro de 2

carbonos equivalentes, también en posicion mera de la otra molécula. La asignacidn de las sefiales
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en cada una de las 2 moléculas isoméricas se realizé con ayuda de los espectros NOESY y HMBC
(Espectro 13 y 14),

Particularmente, fue importante para la asignacién de las sefiales dentro de las moléculas, la
observacion del espectro NOESY en donde queda de manifiesto la correlacién entre las sefiales de
los oxhidrilos fendlicos con los hidrégenos de la posicion 2 y 6 en 24 y 6 en 25 , asimismo, se

observd correlacién entre la sefial del oxhidrilo en 2.85 y la sefial del hidrogeno 6 de 25 en 6 de 25.
Asi, la estructura de los compuestos corresponde al éster metilico del &cido-3-0O-acetil-galico

(compuesto mayoritario cuyas sefiales son de gran intensidad) (25) y al éster metilico del 4cido 4-0-

acetil-galico (24) (minoritario) (figura 3).

Figura 3. Estructuras de fos compuestos (24) y (25).

COOCH, CO0CH; :
5 3 2 3
H . OH HO 1 OCOCH,
OCOCH, OH
€ster metilico del Acido 4-Q-acetil-gilico (24). I éster metilico ded deido 3-O-acetil-gilico (25). l

El espectro de masas concordé con el peso molecular de ambos isémeros con una formula
molecular de C,oH,0s (IDH=6). La presencia de los compuestos (24} y (25) se justifica en virtud
de haber hecho una reaccién de acetilacion al extracto metandlico (4.3) para ayudar a resolver la
mezcla de compuestos de gran polaridad contenidos resultando en la monoacetilacion del éster
metilico del acido galico en la posicién 3 (producto mayoritario, 25) y en la posicion mas impedida

4 (producto minoritario, 24).
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4.3 Obtencion de la mezcla de los ésteres metilicos de los acidos 4-(-acetil-3,5-di-O-metil galico

(26) y 3-O-acetil-4,5-di-O-metil-galico (27).

La mezcla de los compuestos (24) y (25) se metild con diazometano en éter resultando en la mezcla
de los respectivos compuestos metilados en las posiciones 3 y 5 en el isomero (24) y en 4 ySenel
isomero (25). Lo anterior se confirmé por la ausencia de las sefiales caracteristicas para los
hidroxilos en los espectros IR (Espectro 16} y de RMN'H (Espectro 17) y por la aparicién de 4
sefiales singulete adicionales en RMN'H (Espectro 17) de los metoxilos aromaticos, en & 3.95-3 9.

Las sefiales restantes tanto en RMN'H, RMN"C, y RMN"C (DEPT) (Espectro 17,18 y 19) fueron

congruentes con las estructuras de los 2 isémeros metilados,

Figura 4, Estructuras de los compuestos (26) y (27).

COOCH, . COOCH,
CH;0 . OCH, CH,0 OCOCH,
OCOCH, OCH,
[ éster metilico del fcido 4-0-acetil-3-5-2i-0-meti-galico (26), I [_ester metilico del cido 3-0-ucetll-4-5-di.O-metir-galico (27). I
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4.4 Aislamiento del éster metilico del 4cido galico (28) y obtencion del éster metilico del 4cido
3,4,5-tri-O-metil-galico (29).

De la fraccién E se obtuvo por cristalizacion espontinea el éster metilico del 4cido galico. Este
compuesto se habia obtenido en un estudio previo y su estructura se comprobo por comparacién de
sus propiedades fisicas y espectréscopicas con las de 1a literatura {Welcher, 1983; Martinez, 2000).
El derivado metilado en las posiciones 3, 4 y 5 se obtuvo por reaccién con diazometano. Las
principales diferencias observadas espectrosopicamente con el éster metilico del 4cido galico (28)
(Cuadro 10}, fueron la desaparicién de las bandas en 3517 y 3367 en el espectro en el IR (Espectro
27), que correspondian a la presencia de oxhidrilos en la molécula; la banda intensa observada en
1228 em™ corrobord la presencia de los grupos funcionales éter de los metoxilos. En el espectro de
resonancia RMN™'H (Espectro 28) se observé la desaparicion del singulete ancho en 8.32 ppm de
los oxhidrilos fendlicos y en 3.91 ppm se observé un singulete que integré para 12 hidrégenos,
asignados a los hidrégenos de 4 grupos metoxilo, tomando en consideracién al metoxilo del éster
metilico existente en la materia prima. En el espectro de RMN"C {Espectro 30} también fue
evidente la aparicion de 3 sefiales (60.9, 52.2 y 56.2, siendo esta tltima asignada a 2 carbonos de
metoxilo, de acuerdo a la gran intensidad que mostré). Finalmente e espectro de masas (Espectro
31) mostré fragmentaciones en la molécula para grupos metoxilo en m/z 195 y pérdidas de grupo
metilo en m/z 155 y 109. El pico base del espectro coincidi6 con el ién molecular en m/z 226 ¢l cual

permitio el cdlculo de una formula molecular C11H1405 con un IDH=10 (5 Insaturaciones).

Figura S. Estructura de los compuestos (28) y (29).

COOCH, COOCH,
HO GH CH,0 OCH,
OH ocCH,
éster metilico del scido galico (28)-I [ &ter metilico del dcido 3,4,5-tri-O-metil-glico (29). ]
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5. CONCLUSIONES.




CONCLUSIONES

El extracto metandlico de las hojas y tallos de Blomia prisca contiene en su mayoria taninos
hidrolizables.. . |

Se aislaron como Ginicos productos un azicar y el éster metilico de un 4cido fendlico.

La estructura de los compuestos se identificé a través de sus caracteristicas fisicas,
espectroscopicas y espectrométricas, y por formacién de derivados, como la peracetil glucosa (23),
el éster metilico det dcido galico (28) y cinco derivados de este ltimo; el éster metilico del acido 4-
O-acetil-galico (24), el éster metilico del 4cido 3-O-acetil-gélico (25), el éster metilico del acido 3,
4, 5-tri-O-metil-galico (29), el éster metilico del acido 4-O-acetil-3,5-di-O-metil-gélico (26), y el
éster metilico del &cido 3-O-acetil4,5-di-O-metil-galico (27).

Los dos compuestos aislados provienen probablemente de la hidrolisis de taninos galicos
durante el proceso de aislamiento. - ‘

Los compuestos (23), (24) y (25) resultaron de la reaccién de acetilacion parcial del extracto
metanolico. ‘ A .
De acuerdo a la investigacion bibliografica realizada, es la primera vez que se aislan taninos

de esta familia de plantas.
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7. ANEXOS ( Espectros ).
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Espectro 22. Espectro de RMN'H (300 MHz, acetona-dg ) del éster metilico del 4cido galico (28).
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Espectro 23. Espectro deRMN"C ( 75.5 MHz, acetona-ds ) del éster metilico del acido gélico (28).
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Espectro 24, Espectro de RMN"C (DEPT) ( 75.5 MHz, acetona-dg ) del éster metilico del 4cido galico (28).
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Espectro 29. Espectro de RMNC (300 MHz, CDCly) del éster metilico del acido 3,4,5-tri-O-metil-galico (29).
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Espectro 30. Espectro de RMN"C (DEPT) ( 300 MHz, CDCly) del éster metilico del acido 3,4,5-tri-O-metil-gético (29).
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