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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 Familia Selaginellaceae 

 

2.1.1 Generalidades 

Selaginellaceae es una familia cosmopolita de plantas con especies capaces de 

crecer bajo un amplio rango de climas, suelo, y regímenes de luz (Korall, et al., 2002).  

Esta familia consta de un solo género: Selaginella, siendo este el único dentro del 

orden de las Selaginelalles que junto con las plantas Lycopodiales, lipodendrales y las 

Isoetales conforman la clase Lycopodiopsida (Nason, 1980). Korall y colaboradores 

describieron que el género cuenta con aproximadamente 700 especies y éste, está 

ampliamente distribuido en regiones subtropicales, templadas, montañosas y 

raramente en regiones subárticas (Korall, et al., 1999), por lo cual, el género contiene 

especies que pueden ser tolerantes a la congelación como especies ártico-alpinas, 

especies terrestres de selva,  y xerofitas fisiológicamente adaptadas a la sequía similar 

a la de matorrales y brezales del desierto (Korall, et al., 2002). Además, algunas de 

estas especies son capaces de sobrevivir largos periodos de sequía y varias 

estrategias que poseen para tolerar dicha sequía (xerofitismo) las han ido 

evolucionando.  Otras, como las “plantas de resurrección”, enrollan sus hojas y tallos 

para prevenir la pérdida excesiva de agua y para revertir  este proceso de rehidratación 

(Korall, et al., 1999).  

Mickel describió las características botánicas del género Selaginella, sobre el 

cual menciona que son plantas vasculares terrestres o epipétricas, raramente epífiticas, 

postradas y rastreras a algunas ascendentes o por completo erectas, de poco a muy 

ramificadas.  El sistema vascular de los tallos se constituye por una o varias 

ramificaciones con bifurcaciones desiguales y sin crecimiento en el espesor. Tiene 

tallos con hojas pequeñas muy abundantes, isófilas y fuertemente imbricadas, 

arregladas en espiral en muchas filas, o más comúnmente anisófilas en cuatro filas, 

dos laterales o ventrales con mayor esparcimiento y dos medianas o dorsales adpresas 

y ascendentes en el lado superior del tallo, y hojas axilares en las axilas de las ramas; 

rizóforos (raíces) ya sea basales o a partir de los nudos (ramificaciones), ramificados 
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dicotómicamente al tocar el suelo; hojas orbiculares a lineales con una sola vena y una 

lígula diminuta el cual es órgano que se encarga de captar el agua y facilita la rápida 

absorción de las gotas de lluvia; hojas frecuentemente terminadas en una punta a 

modo de pelo o cabello (seta), completas a ciliadas-denticuladas, glabras o raramente 

híspidas en la superficie superior de la hoja; esporangios sésiles, generalmente en 

estróbilos de cuatro caras en posición terminal en las ramas, las esporófilas en cuatro 

filas y débilmente modificadas con respecto de las hojas vegetativas, usualmente 

monomórficas, raramente dimórficas; heterospóricas, es decir, que son capaces de 

producir dos tipos de esporas: microsporas y megasporas en esporangios separados 

pero dentro del mismo estróbilo; microesporangios con cientos de microsporas (de 10 a 

31 o 63 µm de diámetro) los cuales dan lugar a los gametofitos masculinos y 

megasporangios con cuatro grandes megasporas (150-1500 µm de diámetro), que dan 

lugar a los gametofitos femeninos, esporas tetraédricas-globosas (Mickel, et al., 1988). 

Se han reconocido dos grupos principales, uno que contiene a las especies 

isófilas, que están principalmente en regiones secas de México y el oeste de Estados 

Unidos y el otro que abarca a las especies anisófilas, que representan por mucho la 

porción más grande del género y son nativas de bosques tropicales. 

Algunas de estas especies se cultivan en invernaderos como plantas 

ornamentales, pero la principal utilidad está en la medicina tradicional, en la cual se ha 

reportado su uso en varios países para el tratamiento de diversas enfermedades como 

cáncer, problemas cardiovasculares, diabetes, gastritis, hepatitis, enfermedades de la 

piel, infecciones del tracto urinario. Así mismo, como lo describe Silva y colaboradores, 

los extractos de algunas especies de Selaginella han mostrado actividad en algunos 

estudios como antiinflamatorio, anti-mutagénico, antiespasmódico, citotóxico y como 

inmunoestimulante e inhibidor de la transcriptasa reversa de ARN (Silva, et al., 1995). 

 

2.1.2 Metabolitos secundarios del género Selaginella 

Las especies del género Selaginella contienen un gran número de compuestos 

biológicamente activos, los más importantes son los biflavonoides. Los biflavonoides 

son compuestos de origen natural que se encuentran presentes en todas las plantas 

vasculares los cuales tienen muchos efectos farmacológicos y biológicos favorables. 
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Algunos otros compuestos como alcaloides, glicósidos, fenilpropanonas y lignanos 

también se reportan en algunas especies (Birghigna, 2002). 

A continuación se presentan algunos metabolitos secundarios producidos por el 

género Selaginella y sus actividades biológicas, si es que esta se encuentra reportada: 

 

Tabla1. Metabolitos secundarios de algunas especies de Selaginella y sus actividades biológicas. 

Lugar de 

Origen 

Especie Metabolitos secundarios Actividad 

Biológica 

Referencias 

China Selaginella 

doederleinii 

Ácido siquímico, fenil alquil aminas, 

alcaloides glicosídicos de tipo hordenina 

(hordenina-O-α-L-ramnopiranósido, N-

metiltiramina-O-α-ramnopiranósido y 

hordenina-O-[(6‟‟-O-trans-cinamoil)-4‟-

O-β-D-glucopiranosil-α-L-

ramnopiranósido, lignanos: (-)-

lirioresinol A, (-)-lirioresinol B, (+)-

wikstromol, (-)-nortraquelósido, (+)-

matairesinol A, amentoflavona, 

heveaflavona y derivados metoxilados 

de amentoflavona. 

 

Enfermedades 

cardiovasculares, 

bactericida, fuerte 

actividad 

citotóxica. 

Antimutagénico, 

antitumoral en 

ratones 

Lin, et al., 

1987, ibid 

1994. 

 

 

China Selaginella 

moellendorffii 

moellenósido A;(7R,8S)-7,8-dihidro-7-

(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-1′-formil-3′-

metoxi-8-hidroximetilbenzofuran-4-O-β-

D-glucopiranósido  

No reportada Zheng, et al., 

2008. 

Ginkgetina, 7,4‟,7‟‟,4‟‟‟-tetrametoxi-

amentoflavona, kayaflavona, 

podocarpusflavona A y amentoflavona. 

 

Citotóxica en 

adenocarcinoma 

de ovario humano 

(OVCAR-3)  

Sun, et 

al.,1997. 

China Selaginella 

pulvinata 

Ácido 3β,16α-dihidroxi-(5α)-colestan-21-

oico 

No reportada Zheng, et  

al., 2007. 

β- sitosterol, amentoflavona, 

pulvinatadiona; 2,4-etil-colestan-4-en-

3,6-diona y pulvinatabiflavona; 5, 5‟‟,4‟‟‟-

trihidroxi-7,7″-dimetoxi- [4′-O-6″]- 

biflavona. 

No reportada Tan, et al., 

2004. 

http://www.scopus.com/scopus/search/submit/author.url?author=Zheng%2c+X.K.&origin=resultslist&authorId=7404091312&src=s
http://www.scopus.com/scopus/search/submit/author.url?author=Tan%2c+G.-S.&origin=resultslist&authorId=7202393277&src=s
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China Selaginella 

sinensis 

β- sitosterol, acido vainíllico, (7S, 8R)-4, 

9, 9′-trihidroxi-3, 3′-dimetoxi-7, 8-

dihidrobenzofuran-1′-propilneolignano, 

siringaresinol, (-)-pinoresinol, 

pinoresinol-4-O-β-D-glucopiranósido, 

siringaresinol-4,4′-O-di-β-D-

glucopiranósido, β-metil-D-

xilopiranosido, β-metil-D-

arabinopiranósido, hinoquiflavona y 

amentoflavona. 

 

No reportada Feng, et al., 

2008. 

 

Sinesiol A (lsesquillignano) No reportada Wang, et al., 

2007. 

Amentoflavona 

 

Antiviral (Virus 

sincitial 

respiratorio, Virus 

de Influenza A y 

B, HSV-1, HSV-2, 

VIH. 

Ma, et al., 

2001. 

 

 

4', 7''-di-O-metilamentoflavona, 7''-O-

metilrobustaflavona, robustaflavona. 

No reportado 

Selaginósido (1-octilenol-3-O-D-

glucopiranosil-(1→6)-β-D-glucopiranosil-

(1→4)-β-D-glucopiranósido), 

hinoquiflavona , 2,3- 

dihidroamentoflavona. 

No reportado Dai, et al., 

2005. 

China Selaginella 

tamariscina 

Selaginelina A: (R,S)-4-[4‟-hidroxi-3-((4-

hidroxifenil)etinil)bifenil-2-il)(4-

hidroxifenil)metilen]-2,5-ciclohexadien-1-

ona; Selaginelina B: (R,S)-4-[4‟-metoxi-

4-(metil)-3--((4-metoxifenil)etinil)bifenil-

2-il)(4-metoxifenil)metilen]-2,5-

ciclohexadien-1-ona, amentoflavona, 

hinoquiflavona, heveaflavona y 7‟‟-O-

metilamentoflavona. 

  

No reportado Cheng, et 

al., 2008. 

http://www.scopus.com/scopus/search/submit/author.url?author=Feng%2c+W.-S.&origin=resultslist&authorId=7402351003&src=s
http://www.scopus.com/scopus/search/submit/author.url?author=Wang%2c+Y.Z.&origin=resultslist&authorId=7601502413&src=s
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Ácido 3β,16α-dihidroxi-5α, 17β-

colestan- 21-carboxilico, acido 3β-

acetoxi-16α-hidroxi-5α,17β- colestan-21-

carboxílico y ácido 3β-(3-hidroxibutiroxi)-

16α- hidroxi-5α,17β-colestan-21-

carboxílico. 

Actividad 

antiproliferativa en 

celulas humanas 

con leucemia.  

Gao, et al., 

2007. 

tamariscina ester A, siringaresinol, 1-(4′-

hidroxi-3′-metoxifenil) glicerol, acido 

ferúlico, ácido caféico, acido vainíllico, 

ácido siríngico y umbeliferona 

No reportada Bi, et al., 

2004. 

(7S,8R)-7,8-dihidro-7-(4-hidroxi-3,5- 

dimetoxifenil)-8-hidroximetil-[1′-(7′-

hidroximetil) -5′ metoxi] benzofuran-4-O-

β-D-glucopiranósido (tamariscinósido C), 

D-manitol, tirosina y ácido siquímico. 

No reportada Zheng, et  

al., 2004 

1-hidroxi-2-[2-hidroxi-3-metoxi-5-(1-

hidroxietil)-fenil]-3-(4-hidroxi-3,5-

dimetoxi)-propan-1-O-β-D-

glucopiranósido (tamariscinósido B), 

adenosina, guanosina, arbutina. 

 

No reportada Zheng, et al., 

2004. 

China Selaginella 

uncinata 

 

5-hidroxi- 2,6,8,-trimetilcromon-7-O-β-D-

glucopiranósido (uncinósido), 5-acetoxi-

2,6,8,-trimetilcromon-7-O-β-D-

glucopiranósido (uncinósido B), 5, 7-

dihidroxi-2, 6, 8-trimetilcromona (8-

metileugenitol). 

 

No reportada 

Ma, et al., 

2002. 

España Selaginella 

denticulada 

Robustaflavona, amentoflavona, 

hinoquiflavona. 

Epilepsia, 

narcótico, 

antihelmíntico, 

antiespasmódico 

Lopez- Saez, 

et al., 1995. 

Estados 

Unidos y 

Panamá 

Selaginella 

wildenowii 

4',7''-di-O-metilamentoflavona, 

isocriptomerina, 7''-O-

metilrobustaflavona, amentoflavona, 

bilobetina, robustaflavona, 2'',3''-

dihidroisocriptomerina 

Citotóxico Silva G. et 

al., 1995. 

http://www.scopus.com/scopus/search/submit/author.url?author=Gao%2c+L.-L.&origin=resultslist&authorId=7401801139&src=s
http://www.scopus.com/scopus/search/submit/author.url?author=Bi%2c+Y.-F.&origin=resultslist&authorId=7102642805&src=s
http://www.scopus.com/scopus/search/submit/author.url?author=Zheng%2c+X.-K.&origin=resultslist&authorId=7404091312&src=s
http://www.scopus.com/scopus/search/submit/author.url?author=Zheng%2c+X.-K.&origin=resultslist&authorId=7404091312&src=s
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Korea Selaginella 

tamariscina 

Sumaflavona, amentoflavona. Regulan la 

expresión de 

metaloproteinasas 

(MMP-1 y MMP-2) 

en fibroblastos de 

piel humanos. 

Lee, et al., 

2007. 

Amentoflavona 

 

Antifúngico Jung, et al., 

2006. 

 
 2,8-biapigenina, taiwaniaflavona, 

robustaflavona. 

No reportada 

India Selaginella 

chrysocaulos 

naringeninil-(4'''-O-3)-kamferol, 8''-

metilnaringeninil-(4'''-O-3)-kamferol, 

5'',7''-dihidroxi-2''-fenoxi-cromonil-

(3''',4')-naringenina, 3‟, 3‟‟-binaringenina, 

Regeneración de 

energía y vitalidad 

Swamy, et 

al., 2006. 

India Selaginella 

bryopteris 

Amentoflavona, (2S)-2,3-

dihidroamentoflavona, (2''S)-2'',3''-

dihidroamentoflavona, (2S,2''S)-

2,3,2'',3''-tetrahidroamentoflavona, 

hinoquiflavona, (2S)-2,3-

dihidrohinoquiflavona, (2''S)-2'',3''-

dihidrohinoquiflavona, (2S,2''S)-

2,3,2'',3''-tetrahidrohinoquiflavona, 

bilobetina, sequiaflavona, heveaflavona, 

neocriptomerina. 

  

Regeneración de 

energía y vitalidad 

Swamy, et 

al., 2006. 

4′,7″-tri-O-metilamentoflavona y 2,3-

dihidrohinoquiflavona. 

Antiprotozoaria 

contra 

Plasmodium 

falciparum, 

Leishmania 

donovani, 

Trypanosoma 

brucei 

rhodesiense y 

Trypanosoma 

cruzi. 

Kunert, et 

al., 2008. 

http://www.scopus.com/scopus/search/submit/author.url?author=Kunert%2c+O.&origin=resultslist&authorId=6603739467&src=s
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Islandia Selaginella 

selaginoides 

Robustaflavona,  amentoflavona, 

hinoquiflavona.  

Antiepiléptico y 

antiespasmódico 

Lopez- Saez, 

et  al., 1995. 

México Selaginella 

lepidophylla 

Robustaflavona, amentoflavona, 

hinoquiflavona, isocriptomerina, 

heveaflavona, hinoquiflavona trimetil 

éter, 5',5''-dihidroxi-7,7'',4',4'''-

tetrametoxi-amentoflavona. 

Enfermedades 

urinarias, diarrea, 

malestares 

hepáticos 

Aguilar, et 

al., 2008; 

Quasim, et  

al., 1985. 

Taiwan Selaginella 

delicatula 

Robustaflavona 4„-metil éter, 

robustaflavone 7,4„-dimetil éter, éter 

7,4„-dimetílico de 2„„,3„„-

dihidrorobustaflavona, éter 7,4„,7„„- 

trimetílico de 2„„,3„„-

dihidrorobustaflavona, robustaflavona,  

amentoflavona, ácido 3,5-di-O-

cafeoilquínico, ácido 3,4-di-O-

cafeoilquínico, ácido 4,5-di-O-

cafeoilquínico. 

 

Citotóxica Lin, et al., 

2000. 

 

 

Tabla 2. Estructura química de algunos metabolitos secundarios producidos por algunas especies del género 

Selaginella. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Ácido 3β,16α-dihidroxi-(5α)-colestan-21-oico 

 

 

 

5-hidroxi-2,6,8,-trimetilcromon-7-O-β-D-

glucopiranósido (uncinósido  (1), 5-acetoxi-2,6,8,-

trimetilcromon-7-O-β-D-glucopiranósido (uncinósido 

B) (2), 5, 7-dihidroxi-2,6,8-trimetilcromona (8-

metileugenitol) (3) 
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Selaginelina A 

(R,S)-4-[4‟-hidroxi-3-((4-hidroxifenil)etinil)bifenil-2-il)(4-

hidroxifenil)metilen]-2,5-ciclohexadien-1-ona 

 

Selaginelina B 

 (R,S)-4-[4‟-metoxi-4-(metil)-3-((4-

metoxifenil)etinil)bifenil-2-il)(4-metoxifenil)metilen]-

2,5-ciclohexadien-1-ona 

 

 

 

 

Selaginósido (1-octilenol-3-O-D-glucopiranosil-(1→6)-β-D-

glucopiranosil-(1→4)-β-D-glucopiranósido) 

 

hordenina-O-α-L-ramnopiranósido 

 

 

Hordenina-O-[6‟‟-(O-trans-cinamoil)-4‟-O-β-D-

glucopiranosil-α-L-ramnopiranósido] 

 

Amentoflavona 

  

 

 

Robustaflavona 

 

 

 

2,8‟‟-biapigenina 
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Bilobetina 

 

 

Ginkgetina 

 

 

Isocriptomerina 

 

 

 

Taiwaniaflavona 

 

 

 

 

Heveaflavona 

 

 

naringeninil-(4'''-O-3)-kamferol (1), 8''-

metilnaringeninil-(4'''-O-3)-kamferol (2).  

 

 

 

3‟,3‟‟-binaringenina 

 

 

Hinoquiflavona (1), Neocriptomerina (2) 
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2.2 Selaginella lepidophylla 

Selaginella lepidophylla (Hook. & Grev.) Spring (Selaginellaceae) es una especie 

de xerófilos la cual es conocida por su capacidad para sobrevivir luego de desecarse, 

enrollándose durante largos períodos de sequía (Lin, et al., 2000).  

Esta planta presenta propiedades poiquilohídricas, es decir, que se encuentra en 

equilibrio con la humedad atmosférica. Es reconocida por su habilidad para secarse 

completamente y sobrevivir durante largos periodos en estado deshidratado (Figura 1). 

En los periodos de sequía, los tallos se enrollan para formar una roseta de alrededor de 

10 cm. de diámetro, con apariencia dorada (de ahí el nombre de doradilla), y cuando 

nuevamente tiene contacto con la humedad, las ramas reverdecen y se vuelven a 

extender. Por esta razón, puede permanecer varios años en estado latente por 

desecación extrema y al disponer de agua, además de recobrar su apariencia 

herbácea, también reanuda sus funciones normales (Sánchez, 1958). Aunque no se 

tienen definidos todos los pasos involucrados en el mecanismo que permite a las 

plantas de resurrección reactivar exitosamente todos sus procesos bioquímicos y 

fisiológicos al entrar en contacto con el agua, se postula que las plantas como 

Selaginella lepidophylla pueden sobrevivir ciclos de hidratación-deshidratación-

hidratación debido a que acumulan trehalosa (α-D-glucopiranosil-(1-1)-α-D-

glucopiranósido), como lo reporta Ciria y colaboradores (2004), el cual es un disacárido 

no común en el reino plantae que protege a las membranas celulares a través de la 

interacción de los grupos hidroxilo de las proteínas y de las cabezas polares de los 

lípidos que forman las membranas, de acuerdo con la teoría de reemplazamiento de 

agua por trehalosa (Ciria, et al., 2004). Durante sequía extrema la trehalosa pude tener 

un efecto protector en membranas y enzimas de su desnaturalización (Velázquez- 

Ortís, et al., 2004). 
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Figura 1. Selaginella lepidophylla (Hook. y Grev.) Spring (Selaginellaceae).  La planta de la izquierda se ha mantenido en 

condiciones de humedad y la de la derecha en ausencia de agua. 

 

2.2.1 Sinonimia 

Lycopodium lepidophyllum Hooker & Greville (http://es.wikipedia.org/wiki/flavonoide).  

 

2.2.2 Nombres comunes 

Argueta y Márquez describieron los nombres comunes de la planta los cuales 

son: 

“Planta de la resurrección”, “Rosa de Jericó”, “Siempre viva”, “Flor de peña”, 

“Coralillo”, “Flor de Piedra”, “Doradilla”, “Flor del rock”. Y en las distintas lenguas: 

Magóra (tarahumara), yamanquitexóxhitl (náhuatl), tequequetzal, (Morelos), texochitl 

(Guerrero), much-k'ok (Michoacán y Yucatán), jodt'nborra y te'tesawaam (Sonora), 

ndoto kuu (Oaxaca) (Argueta, 1994; Márquez, et al. 1999). 
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2.2.3 Clasificación taxonómica de Selaginella lepidophylla (Hook. & Grev.) 

Spring (Selaginellaceae) 

 

Tabla 3. Clasificacion taxonómica de Selaginella lepidophylla (Hook. & Grev.) Spring (Selaginellaceae). Base de 

datos: ITIS (Integrated taxonomic Information System); http://www.itis.gov. 

 Adolf Engler ITIS* 

Reino Plantae Plantae 

Subreino Embryophyta asiphonogama Tracheobionta 

División Pteridophyta Lycopodiophya 

Clase Lycopodiopsida Lycopodiopsida 

Orden Selaginellales Selaginellales 

Familia Selaginellaceae Selaginellaceae 

Género Selaginella Selaginella Beauv. 

Especie Selaginella lepidophylla Selaginella lepidophylla 

 

2.2.4 Características Botánicas 

Tallos anisófilos, cespitosos, arrosetados, ramificados desde la base, cuando 

secos se enrollan hacia adentro, enraizados desde la base. Hojas coriáceas, pardo-

claro a pardo-rojizo, no auriculadas, imbricadas; las hojas viejas pardo-oscuras. Hojas 

laterales de 1.2-2.0 mm de largo y 1.0-1.7 mm de ancho, ampliamente ovadas, ápice 

subagudo a obtuso, rojas en el envés; en el lado acroscópico, base redondeada; 

márgenes translúcidos, ciliados hacia la base, finamente serrulados en la porción distal. 

Hojas axilares de 1.1-1.9 mm de largo y 0.8-1.2 mm de ancho, ovado-oblongas, ápice 

agudo; base gradualmente redondeadas; márgenes finamente serrulados o ciliados. 

Hojas medias de 1.0-1.3 mm de largo y 0.7-1.0 mm de ancho, ovadas, base 

redondeada, ápice obtuso a subagudo; márgenes translúcidos, amplios, diminutamente 

serrulados. Esporofilas ampliamente ovadas, de 0.8-1.0 mm de largo y 0.5-0.6 mm de 

ancho; márgenes translúcidos; ápice agudo, ciliado. Estróbilo de 2-4 mm de largo, con 

megasporangios y microsporangios. Megasporas de 181-297 µm de largo y 170-290 

µm de ancho, equinadas en la cara proximal, con espinas rectas; cara distal con 

espinas curvas, de 7-13 µm. Microsporas agrupadas en tétradas de 57-64 µm de largo 

y 55-66 µm de ancho, envueltas por una capa laxa, ondulada, con la superficie granular 

(http://bio.uaq.mx/municipioQro/ptetidofitas/SelaginellaLepidophylla.html). 

 

http://bio.uaq.mx/municipioQro/ptetidofitas/SelaginellaLepidophylla.html
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2.2.5 Hábitat 

Esta planta habita donde hay climas cálido, semicálido, seco, semiseco, y templado, 

desde los 600 y hasta 2800 metros sobre el nivel del mar. Habita en Matorral xerófilo, 

bosque tropical caducifolio, pastizal, vegetación riparia; entre rocas y paredes, y sobre 

rocas ígneas (http://farmacia.udea.edu.co/~ff/flavonoides2001.pdf). 

 

2.2.6 Distribución 

Es nativa del medio este, América del Norte y Central. Se encuentra en los 

países como Israel y Jordania en Asia y en Costa Rica, Nicaragua y El Salvador en 

América central. Además en los estados de Texas, Arizona y al sur de Nuevo México 

en los EUA. 

En la República Mexicana se encuentra en los estados de Baja California Norte, 

Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Guerrero, Jalisco, Distrito 

Federal, Michoacán, Morelos, Nayarit, Nuevo León, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San 

Luis Potosí, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala y Zacatecas (Vázquez, et al., 2005). 

 

2.2.7 Usos 

La infusión y la decocción se utilizan para el tratamiento de cálculos biliares, 

dolor de riñón y diuréticos. Sus usos principales son como antirenopático y diurético en 

caso de riñones inflamados, cistitis, cálculos renales, dolor de cintura, dolor de espalda, 

cuando hay obstrucción de orina e irritación de los riñones. Para aliviar trastornos 

digestivos como inflamación del estómago, úlcera, dispepsia, irritación del hígado, 

corajes, espanto, cálculos biliares. También se indica para tos, bronquitis, tosferina, 

para expulsar la placenta, reumas, corazón, purificación de la sangre, contra parasitosis 

y tiricia negra. La sociedad Farmacéutica mexicana indica el uso de la planta como 

detersivo, eupéptico, diurético, en padecimientos hepáticos y en caso de dolor de 

riñones (Argueta, 1994; Márquez, 1999; Martínez, 1989). 

 

 

 

 

http://farmacia.udea.edu.co/~ff/flavonoides2001.pdf
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2.3 Flavonoides 

 

2.3.1 Generalidades 

Los flavonoides constituyen un amplio grupo de compuestos fenólicos 

procedentes del metabolismo secundario de los vegetales; los cuales fueron 

descubiertos por el científico Húngaro, el Dr. Albert Szent-Gyorgyi ganador del premio 

Nobel de Fisiología y Medicina en 1937 dándoles el nombre de “vitamina P” (por 

permeabilidad),  ya que aisló de la cáscara de limón una sustancia, la citrina, que probó 

regular la permeabilidad de los capilares al ser consumida. El Dr. Szent-Gyorgi 

descubrió que los flavonoides favorecen la función de la vitamina C, mejorando su 

absorción y protegiéndola de la oxidación.  

(http://farmacia.udea.edu.co/~ff/flavonoides2001.pdf) 

Los flavonoides son la subclase de polifenoles más grande y abundante del 

mundo vegetal. Están ampliamente distribuidos entre los vegetales superiores, siendo 

las rutáceas, poligonáceas, compuestas y umbelíferas las principales familias que los 

contienen.  

Desde el punto de vista farmacológico se han descrito propiedades para estos 

compuestos tales como: antioxidantes, antiinflamatorias, antiagregantes, 

antihemorrágicas, vasodilatadores, antineoplásicas, antivirales, antibacterianas, 

antialérgicas y hepatoprotectoras (Harborne, et  al., 2000). 

Dentro de las funciones de los biflavonoides en las plantas encontramos la 

protección ante la luz UV-B (longitud de onda entre 280 y 315 nm incluyendo a las 

antocianinas, defensa contra insectos y animales herbívoros y protección en contra de 

la invasión microbiana, entre otras (Harborne, et al., 1992). 

 

2.3.2 Definición 

Flavonoide, es el nombre genérico de un grupo de moléculas generadas por el 

metabolismo secundario de los vegetales (López, 2002). Estos son pigmentos 

hidrosolubles que se encuentran tanto en el citoplasma como en las vacuolas de las 

células vegetales, y que son los responsables de los colores intensos de las flores y 

frutas.  

http://es.wikipedia.org/wiki/Lim%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Citrina&action=edit&redlink=1
http://farmacia.udea.edu.co/~ff/flavonoides2001.pdf
http://es.encarta.msn.com/encyclopedia_961537271/Vacuola.html
http://es.encarta.msn.com/encyclopedia_761568585/C%C3%A9lula.html
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2.3.3 Características Químicas 

Los flavonoides son compuestos fenólicos diaril-propánicos, es decir, su 

estructura es del tipo C6-C3-C6, con dos anillos aromáticos (bencénicos) unidos entre sí 

por una cadena de 3 carbonos ciclada a través de un oxígeno. Se considera que su 

estructura deriva de la γ–cromona (o benzo-γ-pirona) con un fenilo en posición 2, así 

pues son 2-fenil-γ-cromonas (Figura 2). De los tres anillos, el A se biosintetiza a través 

de la ruta de los policétidos y el B y la unidad C proceden de la ruta del ácido siquímico 

(López, 2002) 
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Figura 2. Estructura básica de un flavonoide. Los anillos son denominados A, B y C, los átomos de carbono 

individuales son referidos por un sistema numérico, el cual utiliza números ordinarios para los anillos A y C y 

números primos para el anillo B (Cartaya, et. al., 2001). 

 

Todos los flavonoides son estructuras hidroxiladas en el anillo aromático 

(polifenólicas). Poseen un carbonilo en la posición 4 y las variaciones se producen en 

las posiciones 1, 2 y 3 de la unidad C3 y en el anillo B. Cuando el segundo anillo 

bencénico se halla en posición 1, se trata de neoflavonoides, si está en posición 3 se 

trata de isoflavonoides (Lopez,  2002) 

Se pueden encontrar como agliconas libres o en forma de O-heterósidos o C-

heterósidos, unidos generalmente a glucosa, aunque también pueden estar unidos a 

ramnosa y a veces a galactosa. La mayor parte de los flavonoides son O-heterósidos.  

Los flavonoides se pueden dividir en varias clases de acuerdo a sus variaciones 

estructurales, por ejemplo antocianinas, flavonas, flavonoles, flavanonas, 

dihidroflavonoles, chalconas, auronas, flavanonas, flavanos y proantocianidinas, 

isoflavonoides, biflavonoides etc. (Figura 3). La diferencia entre los distintos grupos de 
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flavonoides se presenta en la estructura básica (tipo de compuesto, grado de 

hidroxilación, metilación y/o isopentilsustitución), el grado de polimerización 

(monómero, dímero y oligómero) y el tipo de conjugación (glucósidos, ésteres 

malónicos, ésteres sulfato) (Azcon, et al., 1993).  La mayoría de los flavonoides tienen 

hidroxiladas las posiciones 5, 7 y 4 variando únicamente en el nivel de oxidación del los 

anillos A y B. Los grupos hidroxilo sirven como puntos de unión para varios azúcares 

para incrementar la solubilidad de los flavonoides en agua. Más aún, numerosas 

fuentes de flavonoides en plantas contienen patrones de sustitución de grupos 

hidroxilo, metoxilo, metilo y/o glicosilo, y ocasionalmente, grupos aromáticos y ácidos 

alifáticos, sulfatos, prenilos, metilendioxilos e isoprenilos se presentan en el núcleo 

flavonoide y sus glicósidos. Cerca de 4000 tipos de flavonoides han sido reportados 

como compuestos de origen natural. En muchos de los casos los flavonoides están 

presentes como glicósidos en vacuolas de flores, hojas, semillas o raíces (Iwashina, 

2000). 

 

Figura 3. Tipos de flavonoides 
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2.3.4 Biosíntesis de flavonoides 

Los flavonoides se originan en la naturaleza por biogénesis mixta: el anillo A 

proviene de la ruta de los policétidos, el anillo B y la cadena C3 se originan de la ruta 

del ácido siquímico (Dewick, 2002). En la Figura 4 se esquematizan los siguientes 

pasos: 

 

a) La biosíntesis inicia por condensación de los metabolitos primarios, eritrosa 4-

fosfato y el fosfoenol piruvato (PEP), por diversas modificaciones se obtiene el ácido 

siquímico; a partir del cual se forma el precursor de aminoácidos aromáticos, el 

ácido corísmico, y conduce a la formación del aminoácido fenilalanina. 

b) El siguiente paso es la eliminación del amonio de la fenilalanina por acción de la 

enzima fenilalanina amonioliasa (PAL) para dar origen al ácido cinámico. 

c) El ácido cinámico es transformado en ácido 4-hidroxicinámico (o ácido p-

cumárico) por acción de la enzima cinamato 4-hidroxilasa (C4H), que se encarga 

de incorporar un grupo hidroxilo a nivel de anillo aromático  

d) Posteriormente, con la incorporación de una unidad de acetil-CoA, la enzima 4-

hidroxicinamato-CoA-ligasa (4HCL) da origen al precursor 4-hidroxicinamoil-CoA. 

e) Por la ruta de los policétidos, se forma un policétido intermediario con la unión de 

4-hidroxicinamoil-CoA, (unidad iniciadora), y 3 unidades de malonil-CoA, (unidad 

extendedora). 

f) Con la acción de la chalcona sintetasa, el policétido se cicliza por condensación 

aldólica, para dar origen al anillo A y formar una chalcona. 

g) Las flavanonas se forman con un ataque nucleofílico tipo Michael del hidroxilo 

sobre la cetona , -insaturada.  
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PAL: fenilalaninaamonioliasa, C4H: cinamato 4-hidroxilasa, 4HCL: 4-hidroxicinamato-CoA-ligasa, PR: policétido 

reductasa, ChS: chalcona sintetasa, ChI: Chalcona isomerasa, FS 1 y 2: flavona sintetasa, FH: flavona 3-hidroxilasa, 

FLS: flavonol sintetasa, DFR: Dihidroxiflavonol 4-reductasa, ANS: Antocianidina sintetasa.  

Figura 4. Ruta biosintética de flavonoides (Dewick, 2002). 
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2.3.5 Extracción 

La extracción de los diferentes flavonoides se realiza a partir del material vegetal 

fresco, aunque ésta también pude realizarse con el material vegetal seco siempre y 

cuando el proceso de secado no altere la composición de los mismos. El material 

vegetal debe molerse finamente para de esta forma facilitar la extracción de los 

flavonoides, los cuales pueden presentar diferente solubilidad en distintos disolventes 

orgánicos (Baran, 1996). 

Los flavonoides que poseen un gran número de grupos hidroxilo libres o 

azucares son considerados compuestos polares, por lo que son moderadamente 

solubles en disolventes polares como: etanol, metanol, butanol, acetona, DMSO, agua. 

Por otro lado los que son menos polares como isoflavonas y flavanonas tienden a ser 

más solubles en disolventes tales como éteres y cloroformo (Swiader, et al., 1996; 

Widyastuti, et al., 1996).  

La extracción de la mayoría de los flavonoides se puede realizar con metanol al 

85% en agua, con posterior filtración. El filtrado se concentra y el metanol es eliminado. 

La capa acuosa es sucesivamente extraída por partición con una serie de disolventes 

orgánicos como n-hexano, cloroformo y acetato de etilo. Este proceso es favorable 

para la extracción de la mayoría de los flavonoides, pero no para antocianidinas o 

flavonoides de baja polaridad, los cuales están presentes en la superficie de las 

plantas.  

El extracto hexánico generalmente contiene clorofilas y gomas y los extractos 

clorofórmico y de acetato de etilo son ricos en flavonoides (Baran, 1996; Harborne, 

1982). 

 

2.3.6 Aislamiento y Purificación. 

Esta etapa es muy importante en la separación e identificación de los 

flavonoides presentes en un extracto. Con este objetivo se pueden utilizar diferentes 

técnicas cromatográficas. Para la determinación de flavonoides en extractos crudos de 

plantas o fracciones, son especialmente utilizadas la cromatografía en papel (CP) y la 

cromatografía en capa fina (CCF). Por otro lado, son indispensables para la separación 

de flavonoides la cromatografía preparativa (CP), la cromatografía en capa fina (CCF), 
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la cromatografía en columna (CC), la cromatografía en papel bidimensional y 

especialmente la cromatografía de líquidos de alta eficiencia (CLAE) (Harborne, 1998). 

 

2.3.6.1 Identificación por Cromatografía en Capa Fina (CCF) 

La cromatografía de capa fina es un método de análisis rápido, el cual requiere 

de muy pequeñas cantidades de muestra. Se pueden utilizar como soportes celulosa, 

sílica gel y poliamida entre otros (Harborne, 1998). 

El revelado de la placa cromatográfica se realiza a la luz ultravioleta a una 

longitud de onda de 366 nm, donde muchos flavonoides se manifiestan como puntos 

coloreados, estos se intensifican o cambian de color cuando se somete a vapores de 

amoniaco, pudiéndose estimar de esta forma el tipo de flavonoide presente en el 

extracto (Cartaya, 2001). 

2.3.6.2 Cromatografía en Columna (CC). 

Esta técnica básicamente consiste en la aplicación de una mezcla de flavonoides 

a la columna, la cual cuenta con un poderoso adsorbente y la subsecuente elución 

secuencial de los compuestos individuales con disolventes apropiados. Se emplea para 

su separación a nivel preparativo y los adsorbentes más comúnmente utilizados en 

esta técnica son sílica gel, poliamida, celulosa y polidextranos (Swiader, et al., 1996). 

 

a) Separación por columna de gel de sílice 

Esta técnica puede ser usada para la separación de flavonoides relativamente 

no polares derivados de agliconas como isoflavonas y flavonas metoxiladas, así como 

flavonoles; esta no es buena para la separación de flavonoides polares como 

polihidroxiflavonoles o glicósidos, pero es un método conveniente para la purificación 

de muchos flavonoides derivados de agliconas que son obtenidos por hidrólisis de 

glicósidos. Un incremento en el contenido de metanol, en el sistema de elución 

permitirá la remoción de muchos flavonoides de la silica gel. Las isoflavonas pueden 

separarse usando cloroformo como eluyente y después ir incrementando la polaridad 

gradualmente mediante la adición de disolventes como éter o acetato de etilo (Mabry, 

et al., 1970). 
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b) Separación por columna de poliamida 

Es el mejor adsorbente para la separación de todos los tipos de flavonoides; el 

adsorbente de tipo poliamida se usa en conjunto con varias mezclas de eluyentes de 

H2O/MeOH. Esta técnica es útil para la separación de flavonoides de mezclas 

complejas de glicósidos y agliconas de isoflavonas, flavonas, flavonoles, 

dihidroflavonoles, y flavanonas (Mabry, et al., 1970). 

 

c) Separación por columna de polidextranos 

En esta técnica generalmente los flavonoides disueltos en metanol se agregan a 

la columna; en algunos casos una solución de dioxano-MeOH se puede utilizar para 

disolver los flavonoides. Los flavonoides tanto de agliconas como de glicósidos se 

separan en columna de sephadex LH-20 utilizando metanol como único eluyente. El 

grado de adsorción del flavonoide de aglicona en esta fase estacionaria depende 

generalmente del número de hidroxilos libres pero no de su acidez. Este método es 

eficiente y a su vez un medio de alta capacidad para trabajar con flavonoides tanto 

analítica como preparativamente (Mabry, et al., 1970). 

 

2.3.6.3 Cromatografía de Líquidos de Alta Eficiencia (CLAE).  

Esta técnica muestra niveles de resolución y sensibilidad mucho mayores que la 

Cromatografía en papel o la CCF, por lo que es usada para garantizar la 

homogeneidad de las muestras aisladas por otras técnicas. La cromatografía de fase 

inversa es comúnmente utilizada, con esta técnica los compuestos más polares eluyen 

primero. Las columnas C18 son muy empleadas, aunque las C8 y otros 

empaquetamientos pueden ser también utilizados. Se usan sucesivamente disolventes 

como H2O/MeOH, H2O/MeOH/HOAc y H2O/Acetonitrilo en variadas proporciones para 

flavonas, flavonoles, dihidroflavonoles, catequinas, antocianidinas y glicósidos de 

flavonoides, utilizando sistemas de elución isocráticos o por gradientes. Los flavonoides 

eluidos por CLAE son normalmente captados por medio de un detector UV a 280 nm, 

debido a que muchos de ellos presentan un máximo de absorción al UV entre 270 y 

290 nm (Harborne, et al., 1998). 
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2.3.7 Biflavonoides 

 

2.3.7.1 Generalidades 

Estructuralmente, los biflavonoides son moléculas polifenólicas compuestas por 

dos unidades de flavonoide (Figura 5), las cuales pueden ser o no idénticas, unidas de 

manera simétrica o no, por medio de un conector C- u O- de longitud variable. Estos 

compuestos se encuentran en estado libre y algunas veces como O-glicósidos. Son 

encontrados frecuentemente en gimnospermas, y muchas veces en Briofitas y 

Pteridofitas (Iwashina, 2000).  

La formación de los biflavonoides se debe al acoplamiento oxidativo de dos 

unidades de chalcona y a la modificación del carbono central C3 de esta (Swiader, 

1996) (Figura 6). 

Las posibles variaciones en las parejas de unidades de flavonoides, aunado con 

el gran número de permutas posibles en la posición y naturaleza del enlace 

interflavonoidico, nos introduce a una gran diversidad estructural de estas moléculas. 

Esta diversidad se amplía por la posición variable de grupos funcionales por ejemplo -

OH, MeO-, -C=O o uniones -C=C-, y centros estereogénicos en el andamiaje 

flavonoidico. 

 

Figura 5. Estructura básica de biflavonides. Las dos unidades monoméricas son identificadas usando números 

romanos I y II. El nombramiento de las posiciones en cada caso comienzan con el anillo que contiene el átomo de 

oxigeno y en el esqueleto II, los números de los anillos A y C se numeran con bi-primas, mientras que los del anillo 

C, con tri-primas.  

I 

II 
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Los biflavonoides se encuentran en muchas frutas, vegetales y plantas. Se ha 

encontrado estos compuestos poseen actividades biológicas interesantes, incluyendo 

la de antiinflamatoria, anticancerígena, antiviral, antimicrobiana, vasorelajante y 

anticoagulante. Otra propiedad con aplicación potencial es la de antioxidante, aunque 

su potencia parece ser menor que la de los monoflavonoides a pesar de la presencia 

de cerca del doble del número de grupos -OH en su estructura. Finalmente los 

biflavonoides pueden inhibir enzimas metabólicas como el citocromo P450 en humanos 

(Rahman, et al., 2007). 
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Figura 6. Biosintesis de biflavonoides (Harborne, et  al., 1975). 
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2.3.7.2 Tipos de Biflavonoides 

En los biflavonoides conocidos, la unión de los monómeros puede ser de dos 

tipos: bifenilo (I) o bifenil éter (II). El tipo I Incluye a los biflavonoides del grupo 

agatisflavona, cuya unión C-C se da entre C-6 y C-8'', el grupo cupresulflavona se une 

entre C-8 y C-8', el grupo amentoflavona en donde la unión se da entre C-3' y C-8'' y 

los biflavonoides del grupo robustaflavona los cuales se unen en C-3' y C-6'' (Harborne, 

et al., 1975). 

Entre los biflavonoides de tipo II se encuentra el grupo hinoquiflavona donde la 

unión C-O-C se da en C-4' y C-6'' y el grupo ochnaflavona se une entre C-4' y C-3'' 

(Harborne, et al., 1975) (Figura 7). 

 

 

TIPO I 

 

TIPO II 

Figura 7. Tipos de biflavonoides de acuerdo a la unión de su monómero (Harborne, et al., 1975). 
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2.3.7.3 Distribución en plantas 

En gimnospermas estos compuestos se han reportado en 19 familias 

frecuentemente encontrados en géneros de Cupressacae, Pinaceae, Cycadaceae, 

Ginkgoaceae, y es común en Pteridophytas y Bryophytas. También se encuentran en 

Angiospermas, en géneros de Anacardiaceae, Bereberidaceae, Burseraceae, 

Caprifoliaceae, Gasuarinaceae, Euphorbiaceae, Guttiferae, (especialmente Garcinia), 

Piperaceae, Rhamnaceae, Rutaceae, Salicaceae, Thymelaeaceae, Velloziaceae 

(Iwashina, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                         PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACIÓN DEL PROBLEMA 

28 
 

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

El análisis de la composición química de una planta medicinal es muy 

importante, ya que es posible encontrar metabolitos secundarios responsables de las 

actividades terapéuticas de la misma, todo esto mediante estudios farmacológicos 

adecuados. Aunado a esto, el conocimiento generado a partir de estas drogas 

medicinales, se puede utilizar en la elaboración de monografías farmacopéicas, las 

cuales contienen la base para la aplicación de los procedimientos para determinar la 

calidad y seguridad de esas especies, y a futuro, para el desarrollo de productos 

medicinales herbolarios para el tratamiento de diversos padecimientos. 

Debido a lo anterior, es de suma importancia investigar la naturaleza del 

contenido metabólico secundario, mediante su aislamiento a partir de drogas vegetales 

y sobre todo, en especies que tengamos en nuestro país, ya que los estudios de la flora 

mexicana son escasos y es de suma importancia el llevar a cabo proyectos en donde 

se aborde el mayor número de familias, géneros y especies botánicas de gran uso 

existentes dentro del territorio nacional.   

Como se mencionó en la parte de antecedentes, Selaginella lepidophylla Spring 

(Selaginellaceae) es una especie nativa de nuestro país, la cual ha sido objeto de 

muchos estudios; por ejemplo los etnobotánicos, en los cuales documentan que en 

algunas regiones de la República Mexicana es utilizada para combatir ciertas 

enfermedades.  Además se sabe que esta planta biosintetiza una gran cantidad de 

biflavonoides (Quasim, et al.,  1985; Aguilar, et al., 2007), a los cuales se les ha 

atribuido una gran cantidad de propiedades terapéuticas, y los efectos curativos de 

muchos remedios de la medicina natural tradicional pueden ser asociados a la 

presencia de estas moléculas.  

Sin embargo, hasta la fecha de este estudio, en trabajos previos (Guevara, 2008; 

Mejía, 2008)  no se había aislado el metabolito secundario mayoritario de este vegetal 

apreciado en el cromatograma de líquidos de su extracto metanólico bajo ciertas 
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condiciones analíticas como se muestra en la parte experimental; por esta razón, el 

principal objetivo de esta tesis es aislar y caracterizar dicho compuesto. La separación 

del mismo, ha mostrado grandes dificultades por la poca solubilidad en disolventes 

convencionales como MeOH, AcOEt y hexano. Además al momento de la purificación e 

identificación de dicho metabolito, sus datos espectroscópicos coincidían con uno de 

los metabolitos adicionales de la planta previamente aislado y caracterizado; por otra 

parte, a pesar de ser un compuesto conocido, sus datos reportados en la literatura 

mostraban discrepancias entre diferentes investigadores, por lo que fue necesario 

realizar un análisis muy detallado desde el punto de vista químico, espectroscópico y 

espectrométrico para caracterizar ambos metabolitos secundarios.  
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4. OBJETIVO 

4.1 Objetivo General: 

Realizar el aislamiento de los metabolitos secundarios mayoritarios 

presentes en la planta S. lepidophylla, así como su elucidación estructural por 

medio de técnicas contemporáneas de análisis como la cromatografía de 

líquidos de alta resolución (CLAR) y la Resonancia Magnética Nuclear (RMN). 

4.2 Objetivos Particulares: 

1. Obtener los extractos hexánico, de acetato de etilo, acetónico, y metanólico a 

partir de la planta completa seca y fragmentada. 

2. Establecer el perfil cromatográfico por CLAE de los extractos obtenidos en el 

punto 1. 

3. Aislar los metabolitos secundarios mayoritarios contenidos en el extracto con 

mayor respuesta cromatográfica en CLAE mediante cromatografía en columna 

abierta utilizando condiciones en fase inversa. 

4. Optimizar las condiciones cromatográficas en CLAE para la purificación de los 

metabolitos secundarios. 

5. Identificar estructuralmente a los metabolitos secundarios obtenidos de S. 

lepidophylla (Selaginellaceae) mediante métodos espectroscópicos y 

espectrométricos. 

6. Identificar cada uno de los compuestos presentes en los perfiles cromatográficos 

establecidos mediante la técnica de co-elución. 
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5. PARTE EXPERIMENTAL 

 

5.1 Material vegetal 

El material vegetal empleado se adquirió en el anexo del mercado de Sonora de 

la ciudad de México, local 173 en agosto del 2005. La identificación fue realizada por el 

Dr. Robert Bye del Jardín Botánico del Instituto de Biología de la UNAM.  

 

5.2 Disolventes y reactivos 

Disolventes 

 Acetona grado R.A 

 Cloroformo grado R.A. 

 Hexano grado R.A. 

 Metanol grado R.A. 

 Acetonitrilo Grado HPLC 

 Agua grado HPLC 

 Metanol grado HPLC 

 

Reactivos  

 Ácido acético glacial R.A.   

 Solución de sulfato cérico amoniacal [(NH4)4Ce (SO4)4· 2H20] al 1% en 

ácido sulfúrico 2N. 

 Sephadex lipofílico LH-20, tamaño de partícula 20-100 µ, Sigma Aldrich. 

 

5.3 Equipo 

La fragmentación en mayor escala del material vegetal se llevó a cabo en un 

molino de cuchillas modelo Thomas-Wiley No. 4 y en menor escala en un mortero de 

porcelana. 

Para las extracciones preliminares se utilizó un sonicador marca Sonicor modelo 

SC200TH y para la separación de los sobrenadantes a partir de los extractos obtenidos 

de la planta, una centrífuga marca LABNET modelo 2200 A. 
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Para concentrar al vacío los extractos obtenidos se utilizaron los 

rotaevaporadores marca Büchi 460 y B-480.  

Las pesadas de los reactivos y materia prima se hicieron mediante una balanza 

analítica marca Ohaus y otra granataria marca Ohaus Scout-pro. 

Como revelador cromatográfico se empleó una lámpara de luz UV Spectroline 

Modelo ENF-240c con longitud de onda a 254 y 365 nm.  

El aislamiento y la purificación de los biflavonoides se realizó mediante un 

cromatógrafo de líquidos de alta eficiencia marca Waters (Waters Corporation Milford 

MA, USA), con bombas isocráticas modelos 515 y 510 respectivamente, un inyector 

automatizado marca JASCO modelo AS-2055 plus, un controlador de temperatura 

marca Waters y un detector UV-VIS marca Waters modelo Millenium 32. 

La desgasificación de los disolventes grado HPLC se realizó mediante un equipo 

Millipore de vidrio con juntas esmeriladas de dos piezas con membrana marca Pall 

Corporation, de 47 mm de diámetro, con tamaño de poro de 0.45 μm. 

Los puntos de Fusión se determinaron en un aparato Fisher Johns. Los 

espectros de Infrarrojo se obtuvieron es un espectrofotómetro FTIR, Perkin Elmer, 

Spectrum RX1, en Pastillas de KBr. Los espectros de masas, modalidad FAB+ de baja 

resolución, se determinaron en un espectrómetro Thermo-Electron, Modelo DFS 

(Double Focus Sector). La espectroscopía de RMN se determino a 300 y 500 MHz en 

1H y a 125 MHz en 13C, mediante espectrómetros analíticos Varian Unity Inova. Para la 

RMN de 500 MHz, en el caso del compuesto 1 se utilizo DMSO como disolvente y en el 

caso de 2 CD3COCD3. Los desplazamientos químicos se designaron en unidades de 

ppm, referidos a TMS como referencia interna. 

 

5.4 Instrumental de laboratorio 

 Columna analítica kromasil 100 C18, tamaño de partícula: 3 μm, 

dimensiones: 150 x 4.6 mm, Higgings Analytical, Inc. 

 Columna analítica Fortis C18, Tamaño de partícula: 5 µm, dimensiones: 

150 x 4.6 mm, Fortis Technologies. 

 Columna preparativa PHALANX C18, tamaño de particula: 5 μm, 

dimensiones: 250 x 10 mm, Higgings Analytical Inc.  
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 Frascos viales de distintas capacidades. 

 Jeringas de plástico tipo insulina 

 Malla metálica de poro de 2 mm. 

 Mortero con pistilo de porcelana  

 Pipetas volumétricas de distintas capacidades 

 Pipetas pasteur 

 Prefiltros para CLAE (acrodiscos) marca Pall Corporation de 13 mm de 

diámetro, con tamaño de poro de 0.45 μm. 

 Tubos para centrífuga de plástico marca NEPTUNE de 15 mL.  

 Viales de vidrio para CLAE tipo ampolleta de capacidad para 500 μL. 

 

5.5 Metodologías 

 

5.5.1 Purificación de las fracciones 6d4c y F12  

 El análisis cromatográfico de las fracciones F12 (primaria) y 6d4c (quinquenario) 

obtenidas con anterioridad (Guevara, 2008) (Diagrama 1 parte a) del extracto de 

acetato de etilo, reveló la presencia de biflavonoides. Estas se fraccionaron de manera 

independiente por cromatografía de líquidos de alta eficiencia, empleando las 

condiciones de tipo preparativo descritas en el punto 5.5.3.3, para obtener los 

compuestos 5e y 6d3. Estos se identificaron como biflavonoides en estudios previos 

(Guevara, 2008), los cuales se utilizaron como referencias en CCF y en CLAE a lo 

largo de la experimentación posterior. Los cromatogramas de la purificación se 

muestran en el Anexo 3. Por otra parte, de la fracción F12, se obtuvo el compuesto f0 

(5 mg) inyectando una pequeña cantidad de la fracción F0 al cromatógrafo de líquidos 

utilizando las condiciones de tipo preparativo del punto 5.5.3.3. Estos procedimientos 

se esquematizan en el Diagrama 1 parte b. 

 

 

 

 



                                                                                                                PARTE EXPERIMENTAL 
 

34 

 

  Diagrama 1. Flujo experimental para la obtención del compuesto 4 a partir de la fracción F12 y de 

los compuestos 2 (6d3) y 3 (5e) a partir de la fracción 6d4c. 
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5.5.2 Obtención de los extractos preliminares 

La planta completa desecada a temperatura ambiente se trituró mediante el uso 

de un mortero. El pulverizado obtenido se tamizó en una malla metálica de 2 mm de 

diámetro. Posteriormente se pesaron aproximadamente 100 mg de este material 

vegetal (x4) y se colocaron en 4 tubos de centrífuga de 15 mL cada uno. Después se 

adicionaron de manera independiente, a cada uno, 10 mL de disolvente grado R.A de 

acuerdo a la Tabla 4. 

 

Tabla 4. Disolventes utilizados para realizar los extractos preliminares 

Tubo Disolvente  

1 Metanol  

2 Acetato de etilo 

3 Hexano 

4 Acetona 

 

Inmediatamente después, los tubos se sometieron a sonicación durante 15 

minutos y terminado este tiempo se centrifugaron por 10 minutos a 3500 r.p.m. Esta 

metodología se realizó por triplicado, colectándose aproximadamente 30 mL del 

extracto de cada disolvente en un matraz volumétrico. Posteriormente los 

sobrenadantes fueron concentrados al vacío en rotaevaporador hasta sequedad. 

Finalmente, cada extracto se disolvió en la mínima cantidad de MeOH grado 

HPLC y se filtró a través de prefiltros de 0.45 μm para su posterior inyección al 

cromatógrafo de líquidos bajo las condiciones señaladas de tipo analítico en el punto 

5.5.3.3. 

 

 5.5.3 Extracción, aislamiento y purificación de robustaflavona (1), 

amentoflavona (2), y 2, 3-dihidro-robustaflavona (3) 

 

5.5.3.1 Extracción  

El material vegetal (250 g de la planta completa), desecado mediante calor 

natural a temperatura ambiente se fragmentó mediante un molino de cuchillas. El 
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pulverizado obtenido se empacó en una columna de vidrio de 65 cm de longitud por 5 

cm de diámetro. Posteriormente se realizó la extracción del material vegetal mediante 

el método de percolación con acetona como disolvente hasta sumergir completamente, 

y dejándose macerar durante 24 horas a temperatura ambiente. Esta operación se 

repitió hasta que el color verde de la solución obtenida resultó poco intenso (Figura 8). 

Después de este tiempo se colectó el extracto y se concentró al vacío mediante 

rotaevaporador.  

 

 

Figura 8. Columna de extracción de S. lepidophylla. 

 

5.5.3.2 Fraccionamiento del extracto acetónico 

El fraccionamiento del extracto se realizó mediante cromatografía en columna 

abierta en Sephadex LH-20. Primeramente el extracto acetónico obtenido (4.1 g) se 

suspendió en MeOH grado R.A, inmediatamente después se aplicó en solución a una 

columna abierta de vidrio con Sephadex LH-20 en metanol. Posteriormente se eluyó la 

muestra con MeOH grado R.A. como único disolvente (Figura 9) obteniéndose 

primeramente 3 fracciones en grueso, que fueron separadas de acuerdo al color que 

presentaban en la columna conforme progresaba el proceso de elución; de esta 

manera, se recolecto la primer fracción de color amarillo, la segunda de color verde 
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intenso y la tercera de color café obscuro (Figura 10) Se siguió eluyendo la columna 

con MeOH 100% y se obtuvieron otras 5 fracciones en grueso R1, R2, R3, R4 y R5 de 

aproximadamente 500 mL cada una. De esta manera se obtuvieron 8 fracciones 

primarias: F-Am, F-Ve, F-Ca, R1, R2, R3, R4 y R5. 

  

 

Figura 9. Columna de Sephadex LH-20 para el fraccionamiento del extracto acetónico 

 

 

Figura 10. Fraccionamiento en grueso a partir del extracto acetónico mediante cromatografía en 

columna de Sephadex LH-20.Fracciones café (F-Ca), verde (F-Ve) y amarilla (F-Am).  

Café (F-Ca) 

Verde (F-Ve) 

Amarilla (F-Am) 
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5.5.3.3 Aislamiento y purificación  

De la fracción cromatográfica R4 se aisló por precipitación espontánea el 

compuesto 1. Por otro lado, la purificación de los metabolitos secundarios  2 y 3 se 

realizó tanto del fraccionamiento en grueso del extracto acetónico en columna de 

sephadex, y de la fracción 6d4c aislada por Guevara (2008), mediante cromatografía 

de líquidos de alta eficiencia (CLAE), bajo las condiciones de trabajo del inciso b de 

este apartado, de acuerdo a la metodología utilizada por Mejía (2008). El compuesto 4 

se aisló y purificó también por HPLC de la fracción F12 obtenida preliminarmente de un 

extracto de acetato de etilo (Guevara, op. cit., 2008). 

Los procedimientos para la obtención de los biflavonoides 1, 2 y 3 se 

esquematizan en el Diagrama 2. 

 

a) Condiciones de tipo analítico 

 Columna analítica Kromasil 100 (únicamente para los extractos preliminares) y 

columna analítica Fortis C18. 

 Inyector automatizado JASCO 

 Modo de separación: elución por gradiente de concentración de la fase móvil 

(Tabla 5). 

 

Tabla 5. Condiciones de tipo analítico para el análisis de los metabolitos secundarios mediante elución por 

gradiente de la fase móvil. 

Tiempo (min) %A %B 

0-10 80 20 

10-15 60 40 

15-30 60 40 

30-35 80 20 

 

A = Acetonitrilo grado HPLC 

B = Agua grado HPLC + ácido acético glacial, al 0.1 % 

 λ = 367 nm 

 Temperatura 30±0.5 º C 

 



                                                                                                                PARTE EXPERIMENTAL 
 

39 

 

b) Condiciones de tipo preparativo 

 Columna preparativa PHALANX  

 Inyector manual marca Waters 

 Jeringa analítica Halston de 100 y 500 μL 

 Modo de Separación: elución por gradiente de concentración de la fase móvil de 

acuerdo a la Tabla 6. 

 

Tabla 6. Condiciones para la purificación de los metabolitos secundarios mediante elución por gradiente de 

la fase móvil. 

Tiempo (min) %A %B 

0-8 80 20 

8-15 60 40 

15-28 60 40 

28-37 80 20 

 

A = Acetonitrilo grado HPLC 

B = Agua grado HPLC + Ácido Acético glacial al 0.1 % 

 λ = 367 nm 

 Temperatura 30±0.5 º C 

 

5.5.4 Identificación preliminar de robustaflavona (1), amentoflavona (2), 2,3-

dihidro-robustaflavona (3) y 2,3-dihidro-5-metoxi-robustaflavona (4). 

La identificación preliminar de los compuestos 1, 2, y 3 se realizó mediante la 

comparación de sus tiempos de retención en CLAE en el extracto metanólico bajo las 

condiciones de tipo analítico del inciso a y cromatografía en capa fina (sistema 

CHCl3/MeOH 85:15) con los de los compuestos tomados como referencia aislados por 

Guevara (2008). El compuesto 4 se identificó por CLAE y RMN 1H comparándolo con el 

compuesto 6b2c previamente aislado por Guevara (2008)  

 

5.5.5 Elucidación estructural de robustaflavona (1) y amentoflavona (2) 

La elucidación estructural de ambos compuestos se realizó mediante métodos 

espectroscópicos (IR, UV) y espectrométricos (Espectrometría de Masas y RMN). 
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Los espectros de IR de los compuestos 1 y 2 se realizaron en pastilla de KBr y 

los espectros de masas se realizaron por medio de la técnica de bombardeo rápido de 

átomos modalidad positiva (FAB+). 

 

Diagrama 2. Flujo experimental para la obtención de los compuestos 1 (R4-Pam), 2 (6d3) y 3 (5e) a partir 

del extracto acetónico de S. lepidophylla. 
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6. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 

 Como se mencionó en capítulos anteriores, el objetivo principal de este estudio 

fue aislar e identificar estructuralmente metabolitos secundarios adicionales a los ya 

encontrados en otros trabajos sobre Selaginella lepidophylla, principalmente el que 

aparece como mayoritario en cualquiera de los extractos obtenidos de la planta en 

estudio (hexánico, de acetato de etilo, acetónico y metanólico), el cual no se había 

aislado hasta la fecha de inicio de este trabajo. Adicionalmente, fue necesario aislar e 

identificar los compuestos ya obtenidos anteriormente, con el objetivo de establecer sus 

tiempos de retención en Cromatografía de Líquidos, dentro del perfil cromatográfico de 

los extractos y compararlos con los que se aíslen adicionalmente. 

 

6.1 Determinación de los tiempos de retención de 6d3 (2) y 5e (3) 

 Se obtuvieron los cromatogramas por CLAE de los compuestos 2 y 3 bajo las 

condiciones de tipo analítico mostradas en el punto 5.5.3.3. De esta manera se 

determinó su tiempo de retención (Cromatogramas 1 y 2). 

 

Pico Nombre tR (min) 

1 6d3 19.982 

Cromatograma 1. Compuesto 2 (6d3)  

 

mV 

-20.00 
0.00 

20.00 
40.00 
60.00 
80.00 

100.00 
120.00 
140.00 
160.00 
180.00 
200.00 
220.00 
240.00 
260.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

19.982 
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mV 

-10.00 

0.00 

10.00 

20.00 

30.00 

40.00 

50.00 

60.00 

70.00 

80.00 

90.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

25.814 

 

Pico Nombre tR (min) 

1 5e 25.814 

Cromatograma 2. Compuesto 3 (5e)  

 

6.2 Extractos preliminares. 

Una muestra de cada extracto preliminar (hexánico, de acetato de etilo, 

acetónico y metanólico) de S. lepidophylla se inyectó en el cromatógrafo de líquidos 

bajo las condiciones del punto 5.5.3.3 (inciso b) utilizando la columna analítica kromasil 

100. Los perfiles cromatográficos se muestran en los Cromatogramas 3, 4, 5 y 6. 
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mV 

-10.00 

0.00 
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Minutes 

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 

13.703 
15.672 

18.798 

20.820 

22.916 

25.050 

 

Pico tR (min) ABC (mV/min) % ABC Altura (mV) 

1 13.703 35.40 1.75 5.04 

2 15.672 9.22 0.46 1.59 

3 18.798 398.86 19.71 41.67 

4 20.820 1201.20 59.37 98.99 

5 22.916 277.38 13.71 19.26 

6 25.050 101.09 5.00 6.09 

Cromatograma 3. Extracto metanólico extraído primeramente con hexano 
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Pico tR (min) ABC (mV/min) % ABC Altura (mV) 

1 13.562 26.91 3.50 2.75 

2 18.814 137.05 17.83 15.14 

3 20.855 467.97 60.90 38.15 

4 22.946 87.86 11.43 6.37 

5 25.078 48.65 6.33 2.93 

Cromatograma 4. Extracto de acetato de etilo 

 

 

mV 

0.00 

20.00 

40.00 

60.00 

80.00 

100.00 

120.00 

140.00 

160.00 

180.00 
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Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 

13.741 

18.929 

20.958 

23.032 25.130 

 

Pico tR (min) ABC (mV/seg) % ABC Altura (mV) 

1 13.741 28.82 0.71 3.32 

2 18.929 1013.83 25.10 106.19 

3 20.958 2594.72 64.24 211.29 

4 23.032 221.06 5.47 16.54 

5 25.130 180.41 4.47 11.38 

Cromatograma 5. Extracto acetónico (a) 
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mV 

-8.00 
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0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

13.787 

19.577 

21.903 

24.219 

 

Pico tR (min) ABC (mV/min) % ABC Altura (mV) 

1 13.787 97.30 13.07 9.86 

2 19.577 181.86 24.42 14.70 

3 21.903 395.73 53.14 26.39 

4 24.219 67.18 9.02 3.85 

Cromatograma 6. Extracto Metanólico 

 

En los cromatogramas anteriores se observa que todos los extractos presentan 

prácticamente el mismo perfil cromatográfico, con la presencia de 5 compuestos que 

son mayoritarios con tiempos de retención  promedio de 13.69, 18.84, 20.55, 22.69 y 

24.86 minutos. El extracto hexánico estuvo constituido principalmente por pigmentos 

con ausencia de biflavonoides, como se constató por CCF. 

El compuesto que se encuentra en mayor proporción en los 4 extractos, es el 

correspondiente a aquel con un tR = 20.55 minutos en promedio. Al comparar el área 

bajo la curva (ABC) de los picos correspondientes a este compuesto en los 

cromatogramas de los diferentes extractos y considerando que esta respuesta es 

directamente proporcional a la cantidad de compuesto presente en la muestra, el ABC 

que resultó mayor fue la del extracto acetónico (2594.72 mV/seg); por lo tanto, se 

decidió escalar el proceso de extracción con este mismo disolvente para aislar el 
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compuesto que se encuentra mayoritariamente presente en la planta bajo estas 

condiciones analíticas. 

 

6.3 Identificación de los compuestos 6d3 (2) y 5e (3) por Cromatografía de 

líquidos de alta eficiencia (CLAE) 

 Para identificar la presencia de los biflavonoides de referencia, presentes en las 

fracciones obtenidas en grueso (R1, R2, R3, R4 y R5), se tomo una pequeña cantidad 

de las mismas y se disolvieron en la mínima cantidad de MeOH grado HPLC y se 

inyectaron en el cromatógrafo de líquidos bajo las condiciones de tipo analítico del 

punto 5.5.3.3, obteniéndose los Cromatogramas 7, 8, 9, 10 y 11: 

 

 

mV 

-10.00 
0.00 

10.00 
20.00 
30.00 
40.00 
50.00 
60.00 
70.00 
80.00 
90.00 

100.00 
110.00 

Minutes 

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

11.325 13.347 16.323 18.293 

20.180 

22.784 

25.353 

28.305 

 

Pico Nombre tR (min) ABC (mV/seg) % ABC Altura (mV) 

1 - 11.325 33.30 1.28 3.36 

2 - 13.347 10.28 0.39 1.71 

3 - 16.323 28.42 1.09 3.22 

4 - 18.293 19.01 0.73 1.90 

5 6d3 20.180 1400.93 53.71 114.53 

6 - 22.784 371.17 14.23 24.5 

7 5e 25.353 617.81 23.69 35.75 

8 - 28.305 127.22 4.88 4.53 

Cromatograma 7. Fracción R1 
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En el Cromatograma 7 se puede observar la presencia de 8 compuestos, 3 de 

ellos mayoritarios con tiempos de retención de 20.18, 22.784 y 25.353 minutos, que al 

compararse con los mostrados por las referencias de 5e y 6d3 (Cromatogramas 1 y 

2), se deduce que el pico con tiempo de retención de 20.18 minutos corresponde al 

compuesto 2 (6d3) y el de 25.353 minutos al compuesto 3 (5e). 

 

 

mV 

-10.00 

0.00 

10.00 

20.00 

30.00 

40.00 

50.00 

60.00 

70.00 

80.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

20.542 

23.227 

26.003 

16.497 

 

Pico Nombre tR (min) ABC (mV/seg) % ABC Altura (mV) 

1 - 16.497 3.72 0.20 0.424 

2 6d3 20.542 205.11 11.10 15.95 

3 - 23.227 1375.28 74.40 83.98 

4 5e 26.003 264.49 14.31 14.70 

Cromatograma 8. Fracción R2 

 

En el cromatograma de R2 se puede observar la presencia de cuatro 

compuestos, 3 de ellos al igual que en R1 mayoritarios con tiempos de retención de 

20.542 (2), 23.227 y 26.003 minutos (3). 

Las fracciones R1 y R2 se juntaron por tener una composición semejante 

(Cromatogramas 7 y 8). Previo a esto, estas fracciones, por separado, se lavaron 

primeramente con CHCl3 grado R.A. y posteriormente con acetona grado R.A. para de 

esta manera eliminar algunos otros compuestos presentes como clorofilas, pigmentos, 

etc. Posteriormente, en ambos casos, tanto para R1 como para R2 se separó el 
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sobrenadante de la parte insoluble en los dos disolventes y estos se juntaron en viales. 

El residuo resultante insoluble en acetona y cloroformo, se junto disolviéndolo en la 

mínima cantidad de metanol R.A. (R1+R2 sol. MeOH). Las 3 fracciones obtenidas se 

cromatografiaron mediante CCF como se muestra en la Figura 11. 

 

 

Figura 11. Cromatoplaca de las fracciones reunidas de R1 y R2, (a) R1+R2 soluble en CHCl3, (b) R1+R2 

soluble en MeOH, (c) R1+R2 soluble en acetona, (d) Referencia 5e = 2,3-dihidrorobustaflavona (3), y (e) Referencia 

6d3  = Amentoflavona (3). Sistema de elución: CHCl3/MeOH (85:15). Revelador: Sulfato cérico amoniacal al 1% en 

ácido sulfúrico 2N 

 

En la cromatoplaca de la Figura 11, se observa que en la fracción de R1+R2 

soluble en MeOH, se encuentran en gran cantidad los compuestos de referencia 2 

(6d3) y 3 (5e), así como otros 2 compuestos que dan una coloración amarilla cuando se 

revelan con sulfato cérico amoniacal, a diferencia de la fracción soluble en CHCl3 en la 

que sólo se observan manchas de color rojo a la luz UV, probablemente pertenecientes 

a clorofilas. En la fracción soluble en acetona se observa la presencia muy ligera del 

compuesto 3 (5e), pero la mayor parte de la muestra no se despego del punto de 

aplicación en el sistema de elución empleado. El residuo de R1 y R2 soluble en 

metanol se filtró a través de prefiltros y se inyecto al CL, realizando la separación y 
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aislamiento de dos de los picos mayoritarios del cromatograma general del extracto, 

bajo las condiciones de tipo preparativo del punto 5.5.3.3, obteniéndose los 

compuestos 3 (4 mg) y 2 (5mg), cuyos cromatogramas de la purificación se muestran 

en el Anexo 2. 

 

 

mV 

-20.00 
0.00 

20.00 
40.00 
60.00 
80.00 

100.00 
120.00 
140.00 
160.00 
180.00 
200.00 
220.00 
240.00 
260.00 

Minutes 

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

17.751 20.600 

23.202 

25.914 

 

Pico Nombre tR (min) ABC (mV/seg) % ABC Altura (mV) 

1 - 17.751 6.35 0.15 0.741 

2 6d3 20.600 47.68 1.14 4.01 

3 - 23.202 4056.89 97.21 262.81 

4 5e 25.914 62.38 1.49 4.01 

Cromatograma 9. Fracción R3 

 

En el cromatograma de la fracción R3 (Cromatograma 9), se observa la 

presencia de un pico mayoritario con tiempo de retención de 23.202 minutos, así como 

otros 3 en muy pequeña proporción (0.15%, 1.14% y 1.49%), con tiempos de retención 

de 17.751, 20.6 y 25.914 minutos respectivamente; los 2 últimos correspondientes a los 

compuestos 2 y 3. 
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mV 

0.00 

20.00 

40.00 

60.00 

80.00 

100.00 

120.00 

Minutes 

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

20.288 

22.829 

25.311 

 

Pico Nombre tR (min) ABC (mV/seg) % ABC Altura (mV) 

1 6d3 20.288 22.50 1.05 1.93 

2 - 22.829 2088.994 97.13 138.75 

3 5e 25.311 39.25 1.82 2.47 

Cromatograma 10. Fracción R4 

 

En el cromatograma de R4 (Cromatograma 10), al igual que en el de R3 

(Cromatograma 9), se aprecian 3 compuestos, uno de ellos mayoritario (97.13 % de la 

fracción) con tR = 22.829 minutos, y otros dos minoritarios (1.05 y 1.82 % de la fracción 

respectivamente), con tiempo de retención de 20.288 (2) y 25.311 minutos (3).  

Como se puede observar, las fracciones R3 y R4 contienen en mayor 

proporción, al compuesto que aparece como mayoritario en el cromatograma del 

extracto acetónico (Cromatograma 12). Como se mencionó al inicio de este apartado, 

el aislamiento de este metabolito secundario es uno de los principales objetivos de este 

estudio.  

En la fracción R4 se obtuvo por precipitación espontánea un sólido de color 

amarillo denominado R4-Pam (1), el cual fue separado del sobrenadante y lavado con 

el mismo disolvente. Se obtuvieron aproximadamente 30 mg de este compuesto. 
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En el Cromatograma 11 correspondiente a la fracción R5, se observaron 6 

compuestos, los cuales dieron muy poca respuesta en el CL, observándose los mismos 

picos que en R1, como se observa en el Cromatograma 9. 

 

 

mV 

-8.00 

-6.00 

-4.00 

-2.00 

0.00 

2.00 

4.00 

6.00 

8.00 

10.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

17.182 19.824 

21.267 24.133 

26.999 

31.050 

 

Pico Nombre tR (min) ABC (mV/seg) % ABC Altura (mV) 

1 - 17.182 3.71 0.55 0.491 

2 - 19.824 3.09 0.46 0.283 

3 6d3 21.267 190.17 28.31 14.08 

4 - 24.133 317.51 47.26 17.62 

5 5e 26.999 141.98 21.14 7.07 

6 - 31.050 15.33 2.28 0.322 

Cromatograma 11. Fracción R5 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos hasta este momento, se decidió trabajar 

con la Fracción R4, que como se mencionó, contiene al producto mayoritario del 

extracto acetónico. 

 

6.4 Identificación preliminar por CCF de los compuestos 1 (R4-Pam), 2 (6d3) y 3 

(5e) aislados a partir del extracto acetónico 

La identificación preliminar de los compuestos aislados se llevó a cabo por CCF. 

Primeramente se realizó una placa cromatográfica en capa fina de los 3 biflavonoides 
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aislados como prueba de identidad de los mismos (Figura 12). Los factores de 

retención se presentan en la Tabla 7. 

 

 

Figura 12. Cromatoplaca de los biflavonoides aislados y purificados. 5e = 2,3-dihidrorobustaflavona (3), R4-Pam= 

Robustaflavona (2) y 6d3 = Amentoflavona (1). Sistema de elución: CHCl3/MeOH (85:15). Revelador: Sulfato cérico 

amoniacal al 1% en ácido sulfúrico 2N 

 

Tabla 7. Factores de retención de los 3 compuestos aislados y purificados (Sistema de elución: 

CHCl3/MeOH 85:15). 

Compuesto Rf 

5e 0.46 

R4-Pam 0.41 

6d3 0.41 

 

Como se puede observar en la placa cromatográfica (Figura 12), se visualiza la 

presencia de compuestos con grupos cromofóricos importantes en 1, 2 y 3, ya que dan 

señal de absorción en el espectro de ultravioleta correspondientes a dobles ligaduras 

conjugadas. Estos compuestos se aprecian como manchas de color amarillo cuando 

son reveladas con sulfato cérico amoniacal. 

 

3 (5e) 

1 (6d3) 

2 (R4-Pam) 
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6.5 Determinación del tiempo de retención en cromatografía de líquidos del 

compuesto obtenido de la fracción R4 (1). 

  Una pequeña muestra de 1 (R4-Pam) se disolvió en acetona grado HPLC, se 

filtró por medio de acrodiscos e inyectó en el cromatógrafo de líquidos; 

independientemente, se inyectó una muestra del extracto acetónico, la cual fue 

preparada de la misma manera que los extractos preliminares mencionados en el punto 

7.5.1; paralelamente, se realizó una coelución del compuesto 1 (R4-Pam) junto con el 

extracto acetónico. Las muestras se corrieron bajo las condiciones de tipo analítico del 

punto 5.5.3.3, cuyos cromatogramas se presentan a continuación: 

 

 

mV 

-10.00 
-5.00 
0.00 
5.00 

10.00 
15.00 
20.00 
25.00 
30.00 
35.00 
40.00 
45.00 
50.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

12.993 
14.722 

16.175 

19.986 

23.058 

25.648 

  

 

 

 

 

 

 

Cromatograma 12. Extracto acetónico (b) 

Pico Nombre tR (min) ABC (mV/seg) % ABC Altura (mV) 

1 - 12.993 22.68 1.26 2.10 

2 - 14.722 11.18 0.62 1.20 

3 - 16.175 4.68 0.26 0.342 

4 6d3 19.986 233.47 12.99 12.06 

5 R4-Pam 23.058 1328.02 73.90 56.72 

6 5e 25.648 196.98 10.96 7.79 
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mV 

0.00 

50.00 

100.00 

150.00 

200.00 

250.00 

300.00 

350.00 

400.00 

450.00 

500.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

23.099 

 

Pico Nombre tR (min) 

1 R4-Pam 23.099 

Cromatograma 13. Compuesto 1 (R4-Pam) 

 

 

mV 

0.00 

50.00 

100.00 

150.00 

200.00 

250.00 

300.00 

350.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

20.306 

23.454 

26.143 

 

Pico Nombre tR (min) ABC (mV/seg) % ABC Altura (mV) 

1 6d3 20.306 98.18 1.26 5.281 

2 R4-Pam 23.454 7571.57 97.48 348.95 

3 5e 26.143 97.70 1.26 3.93 

Cromatograma 14. Co-elución del extracto acetónico (b) + Compuesto 1 (R4-Pam) 

 

En el cromatograma del extracto acetónico (Cromatograma 12) se observa la 

presencia de 6 picos. Al comparar los últimos tres tiempos de retención 19.986, 23.058 
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y 25.648 minutos, con los de los compuestos purificados, se observa que estos picos 

pertenecen a los compuestos 2 (6d3), 1 R4-Pam y 3 (5e) respectivamente, los cuales 

son mayoritarios en todos los extractos preliminares de S. lepidophylla. En el 

Cromatograma 14 de la coelución del compuesto 1 (R4-Pam) + extracto acetónico, el 

área del pico en porcentaje correspondiente a 1 aumenta de 73.90 a 97.48% (23.58%), 

lo cual demuestra que el compuesto 1 corresponde al pico que aparece como 

mayoritario en los extractos de la planta bajo las condiciones analíticas empleadas.  

 

6.6 Identificación estructural de 1(R4-Pam) y 2 (6d3). 

El compuesto 6d3 (2) aislado en estudios previos (Guevara, 2008), fue 

identificado por métodos físicos y espectroscópicos y por comparación de los datos en 

la literatura como la robustaflavona ya que coincidía con las señales establecidas por 

algunos autores (Markham, et al., 1987; Chari, et al., 1977; Lin, et al., 2000). En el 

trabajo que se presenta, se dio por hecho que el compuesto 2, aislado nuevamente, 

correspondía a la robustaflavona, sin embargo, al realizar la elucidación estructural del 

biflavonoide 1, compuesto correspondiente al mayoritario en el extracto, la estructura 

propuesta correspondía realmente a la robustaflavona, por lo que fue necesario hacer 

una revisión exhaustiva de los datos espectroscópicos obtenidos de ambos 

biflavonoides y descifrar la naturaleza estructural del compuesto 6d3 (2); para lo cual, 

se emplearon los datos físicos, cromatográficos, espectroscópicos y espectrométricos, 

mismos que se resumen en las Tablas 8 y 9. 

 

Tabla 8. Constantes físicas, espectroscópicas y espectrométricas del compuesto 1 (R4-Pam). 

p.f. descompone a >300 ºC 

Solubilidad: Acetona, DMSO 

IRνmax (KBr): 3382, 2926, 1649, 1609, 1574, 1500, 1439, 1356, 1290, 1244, 

1166, 1110, 1031, 831 cm-1. 

RMN 1H (DMSO-d6, 500 MHz) δ: 13.98 (s, -OH-5’’), 13.2 (s, -OH-5), 10.8 (s, -

OH), 10.36 (s, -OH), 7.95 (2H, d, J= 9, H-2’’’, 6’’’), 7.89 (1H, dd. J= 8.5, H-6’’), 
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7.76 (1H, d, J= 3.5, H-2’’), 7.02 (d, J= 8.5, H-5’), 6.94 (2H, d, J= 9, H-3’’’,5’’’), 6.8 

(1H, s, H-3’’), 6.76 (1H, s, H-3), 6.62 (1H, s, H-8’’), 6.47 (1H, d, J= 2, H-8), 6.18 

(1H, d, J= 2, H-6) ppm. 

RMN 13C (DMSO-d6, 500 MHz) δ: 181.8 (C-4), 181.7 (C-4’’), 164.1 (C-7), 163.9 

(C-2), 163.6 (C-2’’), 162.2 (C-8’’a), 161.4 (C-5), 161.19 (C-4’’’), 159.6 (C-4’), 

159.0 (C-5’’), 157.3 (C-8a), 156.3, (C-7’’), 130.8 (C-2’), 128.5 (C-2’’’,6’’’), 127.5 

(C-6'), 121.2 (C-1’’’), 120.9 (C-1’), 120.8 (C3’), 116.1 (C-5’), 116 (C-3’’’,5’’’), 108.9 

(C-6’’), 103.7 (C-4a), 103.5 (C-4’’a), 102.8 (C-3), 102.8 (C-3’’), 98.8 (C-6), 94.0 

(C-8), 93.4 (C- 8’’) ppm. 

EM-FAB+ baja resolución m/z (rel int) [M+H]+: 539 (9), 521 (2), 429 (6), 428 (11), 

427 (6), 323 (6), 253 (6), 229 (10), 217 (14), 203 (23), 165 (52), 136 (28), 81 

(46), 79 (100).  

 

Tabla 9. Constantes físicas, espectroscópicas y espectrométricas del  compuesto 2 (6d3). 

p.f. descompone a 210 ºC 

Solubilidad: MeOH, Acetona, DMSO 

IRνmax (KBr): 3422, 2924, 1958, 1651, 1583, 1494, 1428, 1366, 1279, 1236, 

1173, 1113, 915, 833 cm-1. 

RMN 1H (CD3COCD3, 500 MHz) δ: 13.12 (s, -OH-5’’) 13.17 (s, -OH-5), 10.8 (s, -

OH), 10.36 (s, -OH), 8.32 (1H, d, J= 2.5, H-2’), 7.77 (1H, dd, J= 8.5, H-6’), 7.70 

(2H, d, J= 9, H-2’’’,6’’’), 6.91 (1H, d, J = 8.5, H-5’), 6.64 (2H, d, J= 9, H-3’’’,5’’’), 

6.55 (s, H-3), 6.49 (s, H-6’’), 6.28 (1H, d, J= 2, H-6), 6.14 (d, J= 2, H-8), 6.07 (s, 

H-6’’) ppm. 

RMN 13C (CD3COCD3, 125 MHz) δ: 182.84 (C-4), 182.70 (C-4’’), 173.99 (C-7’’), 

166.21 (C-2), 166.21, (C-7), 166.00 (C-4’), 163.75 (C-2’’), 163.05 (C-8a), 162.3 

(C-5), 161.57 (C-4’’’), 158.81 (C-5’’), 156.12 (C-8’’a), 132.36 (C-2’), 128.87 (C-

2’’’,6’’’), 126.78 (C-6'), 125.54 (C-3’), 123.51 (C-1’’’), 120.83 (C-5’), 119.22 (C-1’), 

116.75 (C-3’’’,5’’’), 108.78 (C-8’’), 104.65 (C-4a) 103.40 (C-6’’), 103.29 (C-3’’), 

102.88 (C-3), 102.87 (C-4’’a), 99.90 (C-8), 94.94 (C-6) ppm. 
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EM-FAB+ baja resolución m/z (int rel) [M+H]+: 539 (2), 506 (1), 460 (4), 444 (3), 

413 (3), 391 (3), 386 (3), 329 (29), 307 (40), 289 (24), 240 (10), 192 (13), 176 

(67), 154 (100), 137 (82), 136 (82), 89 (18), 65 (4).  

 

Como se observa de los datos anteriores, las señales espectroscópicas 

obtenidas para el compuesto 2, fueron similares a las mostradas por el compuesto 1 

(R4-Pam), principalmente en los espectros en el IR y de RMN.  

Tanto el compuesto 1 como el 2 se presentaron como sólidos no cristalinos de 

color amarillo. El primero resultó ser insoluble en MeOH, a diferencia del segundo y 

ambos resultaron ser solubles en acetona y DMSO e insolubles en cloroformo. El 

compuesto 1 funde a más de 300 ºC y el 2 descompuso a 210 ºC. Los dos compuestos 

(1) y (2) mostraron un ión molecular [M+H] de 539 m/z por medio del espectro de 

masas, el cual es consistente para la formula molecular C30H18O10. 

Por otro lado, los compuestos 1 y 2 mostraron múltiples bandas de absorción 

coincidentes en el espectro de IR, presentando absorciones para grupos hidroxilo 

(3822 y 3422 cm-1 respectivamente) y para C-H aromáticos (2926 y 2924 cm-1 

respectivamente). En ambos casos se observan también bandas de absorción 

correspondientes a un carbonilo de cetona en 1649 (1) y 1651 cm-1 (2). En 1574, 1500, 

1439, 1356, 1290 cm-1 para 1 y en 1583, 1494, 1428, 1366, 1279 cm-1 para 2 

consideradas como bandas de absorción de carbono-carbono y carbono-hidrógeno 

aromático. Por último, ambos presentaron  bandas correspondientes a enlaces 

carbono-oxígeno cuyas señales se presentan en 1244, 1166, 1110 cm-1 para 1 y 1236, 

1173, 1113 cm-1 para 2. 

En los espectros de RMN 1H se observan catorce señales que son 

características de biflavonoides al ser comparados con la literatura, las cuales se 

discuten con mayor detalle más adelante. 

Ambos compuestos mostraron muchas similitudes en los espectros de RMN 13C. 

Es clara la presencia de grupos carbonilo de cetona mostrando dos señales para 

ambos compuestos entre 181 y 183 ppm. De la misma manera entre 173 y 153 ppm se 
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observa la presencia de diez señales de carbono aromático cuaternario con base de 

oxígeno en ambos espectros; entre 131 y 116 ppm, cinco señales correspondientes a 

carbonos hidrogenados bencénicos que se observan en el espectro HSQC; entre 126 y 

120 ppm tres señales correspondientes a carbonos cuaternarios aromáticos; en 108.7 

(2) y 108.9 ppm (1) una señal correspondiente a carbono cuaternario bencénico; por 

último entre 105 y 94 ppm, tres señales de carbono cuaternario aromático y además, 

intercaladas entre ellas cuatro señales correspondientes a carbonos hidrogenados 

aromáticos. 

Las señales mostradas por los espectros de 1H y 13C, para ambos compuestos, 

así como la  multiplicidad de las mismas y constantes de acoplamiento (J) para el 

espectro de RMN protónica se resumen de manera comparativa en las Tablas 10 y 11.  

 

Tabla 10. Tabla comparativa de los desplazamientos químicos (δ) relativos a TMS en RMN 
1
H (500 MHz) del 

compuesto 1 (DMSO-d6) y 2 (CD3COCD3); la multiplicidad y constantes de acoplamiento J (Hz) se encuentran entre 

paréntesis; Multiplicidad: (s) singulete, (d) doblete, (dd) doble de dobles. 

RMN 1H δ (ppm) 

Protón (H) 1 Protón (H) 2 

3 6.76 (s) 3 6.55 (s) 

6 6.18 (d, J= 2) 6 6.28 (d, J = 2)  

8 6.47 (d, J = 2) 8 6.14 (d, J= 2) 

2’ 7.76 (d, J= 3.5) 2’ 8.32 (d, J= 2.5) 

5’ 7.02 (d, J= 8.5) 5’ 6.91 (d, J= 8.5) 

6’ 7.89 (dd, J= 8.5) 6’ 7.77 (dd, J= 8.5) 

3’’ 6.8 (s) 3’’ 6.49 (s) 

6’’ - 6’’ 6.07 (s) 

8’’ 6.62 (s) 8’’ - 

2’’’, 6’’’ 7.95 (d, J= 9) 2’’’, 6’’’ 7.70 (d, J= 9) 

3’’’, 5’’’ 6.94 (d, J= 9) 3’’’, 5’’’ 6.64 (d, J= 9) 

-OH 10.36 -OH 10.36 
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-OH 10.8 -OH 10.8 

-OH-5 13.2 -OH-5 13.17 

-OH-5’’ 13.98 -OH-5’’ 13.12 

 

Tabla 11. Tabla comparativa de los desplazamientos químicos (δ) relativa a TMS de RMN 
13

C (125 MHz) del 

compuestos 1 (DMSO-d6) y 2 (CD3COCD3), basadas en los espectros HSQC, COSY, NOESY y HMBC 

RMN 13C 

C δ (ppm) C δ (ppm) 

1 2 1 2 

2 163.9 166.21 6' 127.5 126.78 

3 102.8 102.88 2’’ 163.6 163.75 

4 181.8 182.84  3’’ 102.8 103.29 

5 161.4 162.3  4’’ 181.7 182.70 

6 98.8 94.94 5’’ 159.0 158.81 

7 164.1 166.21 6’’ 108.9 103.40 

8 94.0 99.90 7’’ 156.3 173.99 

8a 157.3 163.05  8’’ 93.4 108.78  

4a 103.7 104.65 8’’a 162.2 156.12 

1’ 120.9 119.22 4’’a 103.5 102.87 

2’ 130.8 132.36 1’’’ 121.2 123.51 

3’ 120.8  125.54 2’’’,6’’’ 128.5 128.87 

4’ 159.6 166.00 3’’’,5’’’ 116 116.75 

5’ 116.1 120.83 4’’’ 161.1 161.57 

 

En las Figuras 13 y 14, se muestran comparativamente los espectros de RMN-

1H de los compuestos 1 y 2, realizados en el mismo disolvente (DMSO-d6). Como se 

aprecia, contienen los mismos sistemas de señales en tres anillos bencénicos: H-ABX, 

H-A2X2, dos pares de dobletes para hidrógenos dispuestos en posición meta entre sí 

(H-meta) y 3 singuletes (s1, s2 y s3).  
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Figura 13. Espectro de RMN 
1
H del compuesto 1 (DMSO-d6, 300 MHz) 

 

 

 

Figura 14. Espectro de RMN 
1
H del compuesto 2 (DMSO-d6, 300 MHz) 

 

 El sistema ABX se aprecia invertido en ambos casos, así como el 

desplazamiento de los singuletes con respecto al par de dobletes y por otra parte, una 

de las ramas del sistema A2X2, se encuentra a campo mucho más bajo (Figura 13) con 

respecto al del otro compuesto (Figura 14). El espectro de 13C muestra en 108 ppm 

para cada compuesto una señal, que según algunos autores define específicamente la 

posición del enlace interflavonóidico entre C-3’ (I)-C-6’’ (II) para biflavonoides de la 

serie de la robustaflavona (Markham, et al., 1987; Lin, et al., 2000). Se ha reportado la 

estructura de la amentoflavona por algunos investigadores (Castañeda, 1991), 

recientemente, otros describieron espectroscópicamente a la molécula de manera 

diferente a las antes descritas, y con diferencias entre sí, en donde Svenningsen (2006) 

asienta el desplazamiento químico del carbono del enlace inter-flavonoide en 102.5 
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ppm y He (2008) en 106.27 ppm. Los datos espectroscópicos que más se parecían a 

los encontrados por nosotros para el compuesto 2, correspondieron a lo reportado por 

He (2008).  

De acuerdo a los datos mostrados hasta este momento, los dos compuestos 

debían ser isómeros de posición, sin embargo no cabía la posibilidad de contemplar 

ningún arreglo estructural que soportara las señales mostradas por algún isómero 

diferente a las serie de robusta (Figura 15) y amentoflavona (Figura 16). 

 

 

 

Figura 15. Estructura tipo, de la serie de robustaflavona 

 

 

Figura 16. Estructura tipo, de la serie de amentoflavona 

 

 

I II 

I II 
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6.7 Elucidación estructural de Robustaflavona (1) y corrección a la estructura 

propuesta previamente para 2 (6d3) 

Para hacer la elucidación estructural correcta de los compuestos 1 y 2 se 

analizaron los espectros de RMN 1H y de 13C para ambos compuestos, en sus 

modalidades COSY, NOESY y HMBC.  

En el espectro de RMN 13C de (1) y (2) los dos grupos carbonilo a δ13-C de 181.7 

y 181.8 ppm para 1 (C-4 y C-4’’), y en 182.84 y 184.70 ppm para el compuesto 2, 

asignados a los carbonos cuaternarios C-4 y C4’’. 

En el espectro de RMN 1H, el sistema acoplado ABX bencénico trisustituido, se 

asignó del siguiente modo, las señales a δH 7.89 (dd, J= 8.5 y 2.5 Hz) para HB, 7.76 (d, 

J= 2.5 Hz) para HX y 7.02 (d, J= 8.5 Hz) para HA, (1), como se comprueba por las 

constantes de acoplamiento respectivas. En el compuesto 2, el mismo sistema se 

asignó en δH 8.31 (d, J= 2.5 Hz) para HX, acoplado con la señal doble de dobles a δH 

6.91 (d, J= 2.5 y 8.5 Hz), para HA, y esta a su vez acoplada al doblete perteneciente al 

HB que se encuentra a δH 7.77 (d, J= 8.5). Asimismo, este sistema se corroboró por las 

correlaciones encontradas en el espectro COSY de ambos compuestos (Figuras 17 y 

18).  
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Figura 17. Espectro COSY del compuesto 1 (Correlaciones correspondientes al sistema ABX) 

 

Figura 18. Espectro COSY del compuesto 2 (Correlaciones correspondientes al sistema ABX) 
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La diferencia espectral entre ambos compuestos (1 y 2), radica en que la señal 

perteneciente al HX (H-2’) en 8.31 ppm para 2, se encuentra desplazada hacia campo 

más bajo y por lo tanto, colindando con grupos más congestionados electrónicamente. 

Por lo que respecta al experimento NOESY (Figura 19), se observa el mismo tipo de 

correlaciones en el espacio: en (1), el singulete en 6.76 ppm, asignado al H-3 del 

esqueleto I, tiene correlación con el doblete en 7.76 (d, J= 2.5) asignado al hidrógeno 

HX (H-2’) y con el doble de dobles en 7.89 (dd, J= 8.5 y J= 2.5) para H-6’ (HB). Para el 

compuesto (2), el experimento NOESY (Figura 20), muestra que el singulete asignado 

al H-3 en 6.55 ppm, tiene correlación con la señal en 6.55 ppm asignada a H-2’ (HX) y 

con el doble de dobles en 7.77 ppm a H-6’ (HB). Las correlaciones para ambos 

compuestos en el espectro NOESY se ilustran en la Figura 21. 

 

 

 

Figura 19. Espectro NOESY del compuesto 1 (Correlaciones correspondientes al sistema ABX) 
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Figura 20. Espectro NOESY del compuesto 2 (Correlaciones correspondientes al sistema ABX) 
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Figura 21. Correlaciones parciales en el espectro NOESY de 1 y 2, correspondientes al sistema H-ABX 
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Para discernir la posición del puente inter-flavonoide en ambos compuestos se 

recurrió al análisis de los espectros HMBC. Para el compuesto 1, se observa una 

correlación del doblete en 7.02 ppm asignado al H-5’ (HA) con el C-3’ (120.8 ppm) 

perteneciente al anillo B del esqueleto I; por su parte, el C-6’’ (108.9 ppm) 

perteneciente al anillo A del esqueleto II correlaciona con el doblete en 7.76 asignado a 

H-2’ (HX) y el singulete en 6.62 ppm asignado a H-8’’ (Figura 22) Además, la señal 

asignada al OH-5’’ (δH 13.12) que se encuentra desplazada hacia campo más bajo, 

correlaciona con este mismo carbono (C-6’’) (Figura 23), lo cual confirma que ocurre el 

enlace C3’ (I)-C6’’ (II) entre los flavonoides monoméricos. Para el compuesto 2, la señal 

asignada al C-8’’ del esqueleto II (108.78 ppm), mostró correlación con los hidrógenos 

correspondientes al sistema ABX H-2’ (HX) y H-5’ (HA) y con el singulete asignado a H-

6’’ en 6.07 ppm; por su parte, el C-3’ del esqueleto I (125.4 ppm) correlaciona con el 

protón asignado a H-5’ (HA) (Figura 24), Además de la correlación entre el OH-5 y los 

carbonos cuaternarios asignados a C-5 y C-4a (Figura 25). Esto confirma que ocurre el 

enlace C3’ (I)-C8’’ (II) en la molécula.  Las correlaciones en los espectros NOESY se 

ilustran en las Figuras 26 y 27.  

 

Figura 22. Espectro HMBC del compuesto 1(Correlaciones correspondientes al enlace inter-flavonoide) 
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Figura 23. Espectro HMBC del compuesto 1. Correlación OH-5’/H-6’’ y OH-5/H-6 

 

Figura 24. Espectro HMBC del compuesto 2 (Correlaciones correspondientes al enlace inter-flavonoide) 
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Figura 25. Espectro HMBC del compuesto 2. Correlación OH-5/C-4a y OH-5/C-5 
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Figura 26. Correlaciones parciales en el espectro HMBC de 1, correspondientes al enlace inter-flavonoide 
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Figura 27. Correlaciones parciales en el espectro HMBC de 2, correspondientes al enlace inter-flavonoide. 
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Hasta este momento se puede asegurar que los dos biflavonoides (1 y 2) 

pertenecen a series diferentes siendo éstas la robustaflavona (1) y amentoflavona (2), 

por lo que la estructura originalmente propuesta en el trabajo de Guevara (2008) 

realmente corresponde a la amentoflavona.  

Por otra parte, los dos pares de dobletes, los cuales se relacionaron a 

hidrógenos acoplados en posición meta, mostrada en los espectros de RMN 1H de 1 y 

2, fueron asignados a los protones H-6 y H-8 presentes en el anillo A del esqueleto I. 

Para el compuesto 1 en δH 6.18 ppm (d, J= 2Hz) y 6.47 ppm (d, J= 2Hz) y para 2 en δH 

6.28 (d, J = 2 Hz) y 6.14 (d, J= 2 Hz) respectivamente. El espectro HMBC, fue útil para 

la asignación de dichos hidrógenos; en el caso de 1 (Figura 28), se observa que el 

protón asignado como H-6 en δH 6.18 ppm (d, J= 2 Hz) correlaciona con el C-8 (94 

ppm); por su parte, el asignado a H-8 en δH 6.47 ppm (d, J= 2Hz) correlaciona con el 

carbono C-6 (98.8 ppm); además, ambos hidrógenos (H-6 y H-8) correlacionan con el 

carbono cuaternario C-4a (103.7 ppm). En el caso de 2, el H-6 (δH 6.28 ppm) 

correlaciona con el C-8 (99.90 ppm), y por su parte el H-8 (δH 6.14 ppm) correlaciona 

con el carbono C-6 (94.94 ppm), y ambos (H-6 y H-8), correlacionan con el carbono 

cuaternario asignado a C-4a (104.6 ppm) (Figura 29). Las correlaciones mostradas en 

el espectro HMBC para el sistema acoplado en posición meta de ambos compuestos 

se ilustran en la Figura 30. 
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Figura 28. Espectro HMBC del compuesto 1 (Correlaciones correspondientes al sistema acoplado de 

hidrógenos en posición meta) 

 

   

Figura 29. Espectro HMBC del compuesto 2 (Correlaciones correspondientes al sistema de hidrógenos 

acoplados en posición meta) 
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Figura 30. Correlaciones parciales en el espectro HMBC de 1 y 2, correspondientes al  sistema de 

hidrógenos acoplados en posición meta.  

 

Por otra parte, resulta evidente la presencia de un sistema acoplado A2X2 en el 

anillo B del esqueleto II en 1 y 2. Este sistema se confirmó mediante el experimento 

NOESY de ambos compuestos (Figuras 31 y 32). Las correlaciones de este sistema se 

ilustran en la Figura 33. 

 

 

 

Figura 31. Espectro NOESY del compuesto 1 (Correlaciones del sistema A2X2) 
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Figura 32. Espectro NOESY del compuesto 2 (Correlaciones del sistema A2X2) 
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Figura 33. Correlaciones parciales en el espectro NOESY del compuesto 1 y 2 correspondientes al sistema 

A2X2 
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Se observan 3 singuletes en ambos espectros de RMN 1H. Dos de estos se 

asignaron a los hidrógenos H-3 (Figura 19 y 20) y H-3’’ en los dos compuestos, 

recurriéndose al espectro NOESY (Figuras 31 y 32). La posición del singulete restante 

se definió por la correlación espectral que existe entre dicha señal con el carbono 

respectivo perteneciente al puente inter-flavonoide determinada mediante sus 

espectros de HMBC en los compuestos 1 y 2.  

Por último, las señales en δH 13.2 y 13.98 ppm para el compuesto 1, y  en 13.17 

y 13.12 ppm para el compuesto 2, se asignaron a los protones OH-5 y OH-5’’ 

correspondientemente. Estos se encuentran desplazados hacia campo más bajo, 

debido a que se encuentran quelatados por el oxigeno perteneciente a su grupo 

carbonilo vecino (C-4 y C-4’’). La asignación de estas señales se realizó mediante el 

espectro HMBC (Figuras 23 y 25).  

Es importante hacer notar que el espectro NOESY de 2 se observa una 

correlación entre los hidrógenos H-2’’’,6’’’ del sistema acoplado A2X2 con el hidrógeno 

asignado a H-2’ (HX) (Figura 34), la cual no se observa en el espectro NOESY del 

compuesto 1. Esta correlación se puede explicar gracias al giro de la molécula, por 

medio del cual adopta una conformación tal en su estado de mínima energía, que en 

algún momento, dichos protones quedan vecinos en el espacio, por lo que ocurre una 

interacción de tipo NOESY, la cual se manifiesta en el espectro correspondiente del 

compuesto 1 y no en el de 2. Las estructuras en su estado de energía más bajo se 

calcularon mediante el programa Chem Draw 3D, las cuales se presentan en las 

Figuras 35 y 36. 
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Figura 34. Espectro NOESY del compuesto 2. Correlación H-2’’’,6’’’/H-2’ (HX) 
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(a)                                                             (b) 

Figura 35. Estructura del compuesto 1 en su estado de mínima energía (a); Estructura tridimensional del 

compuesto 1 en su estado de mínima energía (b). 

 

(b)                                                          (b) 

Figura 36. Estructura del compuesto 2 en su estado de mínima energía (a); Estructura tridimensional del 

compuesto 2 en su estado de mínima energía (b). 
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En suma, integrando todos los resultados espectroscópicos y espectrométricos 

obtenidos para los compuestos 1 y 2, se pudo identificar a 1 como robustaflavona, y a 2 

como amentoflavona. Las estructuras químicas de ambos compuestos se presentan en 

las Figuras 37 y 38. 

 

 

(a) 

 

(b) 

Figura 37. Estructura del compuesto 1 identificado como Robustaflavona(a); correlaciones más importantes 

observadas en los espectros de RMN de HMBC (→) y NOESY (↔) para el compuesto1 (b). 
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(a) 

 

(b) 

Figura 38. Estructura del compuesto 2, identificado como Amentoflavona (a). Correlaciones más 

importantes observadas en los espectros de RMN de HMBC (→) y NOESY (↔) para el compuesto 2 (b). 

 

6.8 Aislamiento del compuesto f0, a partir de la Fracción F12 

La fracción F12 (1.3 g) se disolvió en la cantidad mínima de MeOH grado HPLC. 

Después se inyectó la muestra en el cromatógrafo de líquidos, previamente filtrada, con 

el fin de aislar los picos mayoritarios presentes, utilizando las condiciones de tipo 

preparativo mostradas en el punto 5.5.3.3. Los cromatogramas de la purificación se 

presentan en el Anexo 3. 

Las fracciones correspondientes a los picos con tiempos de retención promedio 

de 14.7, 16.4, 19.9, 23.5 y 25.4 minutos se colectaron independientemente, 

nombrándose respectivamente como F0, F1, F2, F3 y F4. Posteriormente, cada una se 
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evaporó en rotaevaporador utilizando una bomba de alto vacío para eliminar la mezcla 

de agua + ácido acético- acetonitrilo concentrándose hasta sequedad. 

De esta manera, se obtuvo el compuesto 4 (5mg), a partir de la fracción F0, el 

cual coincidió espectroscópicamente con el reportado (Aguilar, 2008) y aislado (6b2c) 

por Guevara (2008). Así, el compuesto 4, fue identificado como 2,3-dihidro-5-metoxi-

robustaflavona, cuya estructura se presenta en la (Figura 39). 

 

 

Figura 39. Estructura química del compuesto 4 (f0), identificado como 2,3-dihidro-5-metoxi-

robustaflavona 

 

6.9 Determinación del tiempo de retención del compuesto 4 (f0) por Cromatografía 

de líquidos de alta eficiencia (CLAE) 

Una pequeña cantidad de la fracción F0, se disolvió en acetona grado HPLC y se 

inyectó en el cromatógrafo de líquidos utilizando las condiciones de tipo analítico (punto 

5.5.3.3), obteniéndose el Cromatograma 15. 
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Pico Nombre tR (min) 

1 f0 14.721 

Cromatograma 15. Fracción F0 

 

 

6.10 Identificación de biflavonoides en el extracto acetónico de Selaginella 

lepidophylla, mediante Cromatografía de Líquidos de Alta Eficiencia (CLAE)  

Integrando los resultados obtenidos, tomando en cuenta los tiempos de 

retención de cada uno de los biflavonoides aislados y caracterizados estructuralmente, 

se pueden ubicar los picos correspondientes a dichos compuestos en los 

cromatogramas obtenidos por cromatografía de líquidos de alta eficiencia a partir de los 

extractos de la planta bajo las condiciones analíticas del punto 5.5.3.3. 

En el Cromatograma 16 se presenta el perfil cromatográfico por CLAE del 

extracto acetónico de la planta, ubicando en el tiempo los picos que corresponden a los 

4 biflavonoides identificados en este estudio colocando su estructura química junto a su 

tiempo de retención.  

 

mV 

0.0

200.00 

400.00 

600.00 

800.00 

1000.00 

1200.00 

1400.00 

1600.00 

1800.00 

2000.00 

Minutes 
0.0 2.0 4.0 6.00 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 22.0 24.0 26.0 28.0 30.0 32.0 34.0

14.721 
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mV 

-10.00 
-5.00 
0.00 
5.00 

10.00 
15.00 
20.00 
25.00 
30.00 
35.00 
40.00 
45.00 
50.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

12.993 
14.722 

16.175 

19.986 

23.058 

25.648 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cromatograma 16. Identificación por CLAE de los metabolitos secundarios mayoritarios en el extracto acetónico de 

S. lepidophylla. 

Pico Compuesto tR (min) 

1 - 12.993 

2 2,3-dihidro-5-metoxi-robustaflavona 14.722 

3 - 16.175 

4 Amentoflavona 19.986 

5 Robustaflavona 23.058 

6 2,3-dihidro-robustaflavona 25.648 
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7. CONCLUSIONES 

 

 Se logró obtener los extractos hexánico, de acetato de etilo, metanólico y 

acetónico a partir de la planta seca y fragmentada Selaginella lepidophylla, así 

como el perfil cromatográfico de los mismos. 

 Se logro el objetivo principal del trabajo al aislar y caracterizar estructuralmente 

el biflavonoide mayoritario contenido en los diferentes extractos de S. 

lepidophylla. 

 Asimismo se aislaron e identificaron estructuralmente otros metabolitos 

secundarios de S. lepidophylla mediante métodos físicos, espectroscópicos y 

espectrométricos, permitiendo esto hacer una corrección estructural al 

biflavonoide amentoflavona, obtenido en un trabajo previo a este, en el que se le 

había asignado la estructura de la robustaflavona. 

  Se optimizaron las condiciones en Cromatografía de líquidos de alta eficiencia 

para la purificación de los biflavonoides presentes en el extracto acetónico de S. 

lepidophylla. 

 Se optimizaron las condiciones por CLAE para ubicar los picos correspondientes 

al tiempo de retención de los metabolitos secundarios mayoritarios de la planta, 

para que esto sirva como prueba de identidad de esta droga medicinal en un 

control de calidad. 
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ANEXO 1 
 

Purificación de la Fracción 6d4c 
 

 
 

mV 

0.00 

200.00 

400.00 

600.00 

800.00 

1000.00 

1200.00 

1400.00 

1600.00 

1800.00 

2000.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

21.019 

26.473 

30.931 

 
P1, vol. de inyección: 50 µL 

 
 

mV 

0.00 

200.00 

400.00 

600.00 

800.00 

1000.00 

1200.00 

1400.00 

1600.00 

1800.00 

2000.00 

2200.00 

Minutes 

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

21.238 

26.715 

31.428 

 
P2, vol. de inyección: 100 µL 
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mV 

0.00 

200.00 

400.00 

600.00 

800.00 

1000.00 

1200.00 

1400.00 

1600.00 

1800.00 

2000.00 

2200.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

21.017 

26.646 

31.604 

 
P3, Vol. de inyección: 200 µL 

 
 

mV 

0.00 

200.00 

400.00 

600.00 

800.00 

1000.00 

1200.00 

1400.00 

1600.00 

1800.00 

2000.00 

2200.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

21.338 

26.752 

31.871 

 
P4, vol. inyección: 200 µL 

 
 

mV 

0.00 

200.00 

400.00 

600.00 

800.00 

1000.00 

1200.00 

1400.00 

1600.00 

1800.00 

2000.00 

2200.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

21.783 

27.747 

32.770 

 
P5, vol. inyección: 200 µL 
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ANEXO 2 
 

Purificación de la fracción R1 + R2 soluble en MeOH 
 
 

 

mV 

0.00 

50.00 

100.00 

150.00 

200.00 

250.00 

300.00 

350.00 

400.00 

450.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

16.545 
21.452 

23.915 

28.495 

 
P1, vol. de inyección: 20 µL 

 
 

mV 

0.00 
50.00 

100.00 
150.00 
200.00 
250.00 
300.00 
350.00 
400.00 
450.00 
500.00 
550.00 
600.00 
650.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 

12.512 

17.048 

24.555 

29.267 
33.710 

 

P2, vol. de inyección: 40 µL 
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mV 

0.00 

100.00 

200.00 

300.00 

400.00 

500.00 

600.00 

700.00 

800.00 

900.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 

12.074 
16.503 

23.654 

28.284 

32.599 

 

P3, vol. de inyección: 80 µL 

 

 

mV 

0.00 
100.00 
200.00 
300.00 
400.00 
500.00 
600.00 

700.00 
800.00 
900.00 

1000.00 
1100.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 

18.00 
20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 

11.993 14.011 16.497 

23.591 

28.321 

32.620 

 

P4. Vol. de inyección: 120 µL 

 

 

mV 

0.00 

100.00 

200.00 

300.00 

400.00 

500.00 

600.00 

700.00 

800.00 

900.00 

1000.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 

12.192 
14.143 16.701 

24.041 

28.930 

33.337 

 

P5, vol. de inyección: 150 µL 
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ANEXO 3 
 

Purificación de la Fracción F12 
 

 

mV 

0.00 

100.00 

200.00 

300.00 

400.00 

500.00 

600.00 

700.00 

800.00 

900.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 

11.598 
15.770 

22.282 

26.305 

30.047 

 
P1, vol. de inyección: 150 µL 

 

 

mV 

0.00 

100.00 

200.00 

300.00 

400.00 

500.00 

600.00 

700.00 

800.00 

Minutes 

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

15.812 

17.290 

22.395 

26.437 

30.208 

 
P2, vol. de inyección 200 µL 
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mV 

0.00 

100.00 

200.00 

300.00 

400.00 

500.00 

600.00 

700.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

15.833 

17.323 

22.416 

26.440 
30.161 

 
P3, vol. de inyección: 200 µL 

 
 

mV 

0.00 

100.00 

200.00 

300.00 

400.00 

500.00 

600.00 

700.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

15.838 

17.409 

22.429 

26.452 
30.155 

 
P4, vol. de inyección: 250 µL 

 

 
 

mV 

0.00 

100.00 

200.00 

300.00 

400.00 

500.00 

600.00 

700.00 

Minutes 
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 

15.839 

17.375 

22.423 

26.447 
30.124 

 
P2, vol. de inyección: 250 µL 
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ANEXO 4  
Espectros 
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Espectro 1. Espectro de IR de robustaflavona 
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Espectro 2. Espectro de RMN 1H de robustaflavona (500 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 3. RMN 13C de robustaflavona (125 MHz, DMSO-d6) 
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Espectro 4. Espectro de RMN 1H modalidad HMBC de robustaflavona  
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 Espectro 5. Espectro de RMN 1H modalidad HSQC de robustaflavona 
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Espectro 6. Espectro de RMN 1H modalidad COSY de robustaflavona  
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Espectro 7. Espectro de RMN 1H modalidad NOESY de robustaflavona  
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Espectro 8. Espectro de masas modalidad FAB+ de robustaflavona 
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Espectro 9. Espectro de IR de amentoflavona 
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Espectro 10. Espectro de RMN 1H de amentoflavona (500 MHz, CD3COCD3) 
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Espectro 11. Espectro de RMN 13C de amentoflavona (125 MHz, CD3COCD3) 
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Espectro 12. Espectro de RMN 1H modalidad HMBC de amentoflavona 
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Espectro 13. Espectro de RMN 1H modalidad HSQC de amentoflavona 
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Espectro 14. Espectro de RMN 1H modalidad COSY de amentoflavona  



                                                                                 ANEXOS                                                  
 

113 

 

 
 

Espectro 15. Espectro de RMN 1H modalidad NOESY de amentoflavona  
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Espectro 16. Espectro de masas modalidad FAB+ de amentoflavona 
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