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1.0 RESUMEN

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular, estan
implicados en la adaptacion y sobrevivencia de los seres vivos. Las plantas
generan una cantidad considerable de metabolitos secundarios y han sido modelo
de estudio en la medicina, las industrias cosmética, farmacéutica y alimenticia. Por
la gran biodiversidad y la cantidad de especies endémicas que posee México, la
medicina herbolaria mexicana, es una de las mas antiguas y vastas. La familia
Convolulacea predominantemente posee importancia medicinal y alucinégena, ya
que los alcaloides son el marcador quimiotaxonémico del genero Ipomoea. Este
estudio esta enfocado a la especie |. murucoides, la cual se conoce como
cazahuate que significa “arbol de la rofa” por el uso en afecciones de la piel,
ademas se emplea como: antinflamatorio, diurético y en picaduras de alacran, por
mencionar algunos. Como antecedentes, estudios anteriores han reportado: el
aislamiento y evaluacion bioldgica de algunos de sus componentes, sin embargo
aun faltan mas informacion sobre su composicidon quimica. El objetivo de este
trabajo fue contribuir al conocimiento fitoquimico de la especie, reportando el perfil
quimico y determinando la actividad biolégica (antimicrobiana y antioxidante) de
los extractos hexanicos, diclorometano y metanolico de hojas y tallos de |I.
murucoides de tres regiones: Iramuco y Sabanilla, localidades del estado de
Guanajuato y la Facultad de Estudios Superiores |ztacala ubicada en el Estado de
México. Se logré contribuir en la composicion fitoquimica de la especie,
demostrando que los extractos estan constituidos por acidos grasos, hidrocarburos
saturados, compuestos fendlicos, sesquiterpenos oxigenados y alcoholes grasos.
De acuerdo con la literatura poseen propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
antienvejecimiento y medicinal en tratamiento alternativo contra la diabetes. La
cantidad maxima de alcaloides fue de 12.50 ug ECAT/100 g, lo cual no es
considerado alto al igual que el potencial antioxidante de los extractos metandlico.

Ninguno de los extractos de I. murucoides poseen actividad antimicrobiana.
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2.0 INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que influyen
directamente en la adaptacion de los organismos para sobrevivir en un ecosistema
en particular (Wink,2010). Han sido seleccionados por la evolucién a lo largo de
millones de anos (Gutiérrez y cols., 2009). Se han agrupado en cuatro clases
principales; a) Terpenos entre los que se encuentran: hormonas, pigmentos y
aceites esenciales, b) Compuestos fendlicos (cumarinas, flavonoides, lignina y
taninos), c) Glicosidos (Saponinas, glicosidos cardiacos, glicésidos cianogénicos y

glucosinolatos) y d) Alcaloides (Avalos y Pérez-Urria., 2009).

Dichos compuestos poseen un importante y significativo valor medicinal vy
econdmico, debido a su uso en la industria cosmética, alimenticia y farmacéutica,
entre otras. Una gran cantidad de metabolitos secundarios que se han empleado
desde la antiguedad como remedios, ahora se usan como medicamentos, resinas,
gomas, potenciadores de sabor, aromas, colorantes y un sinfin de utilidades
(Avalos y Pérez-Urria, 2009). Debido a su gran uso e importancia, se han
desarrollado diversas: técnicas de separacion, enfoques espectroscopicos para
elucidar su estructura y metodologias de estudio de la quimica organica

(Buchanan y cols., 2000).

Los miembros del reino Plantae al ser organismos sésiles y no poseer un sistema
imune para protegerse de dafos bidticos y abidticos. Se han adaptado para
generar una gran variedad de metabolitos secundarios que les brinda multiples
beneficios para preservarse, por ejemplo, para atraer o repeler animales. Para ello
destinan una cantidad significativa de carbono asimilado y energia para su

produccion (Winky cols, 2010).

Sin embargo la sintesis de estos metabolitos es muy especifica, ya sea a nivel de
familia, género o incluso especie. A pesar de que las plantas representan un grupo
de organimos importante para la extraccién y estudio de metabolitos secundarios,
solo entre el 20 y 30% de las especies poseen una caracterizacion fitoquimica
(Abreu y cols, 2008)
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La biosintesis en plantas, proviene basicamente de precursores de algunas rutas
metabolicas como: glucolisis, ciclo de Krebs o la ruta del acido shikimico. Dicha
sintesis se da en sitios especificos como: el citosol y los cloroplastos, la regulacion
es dirigida a nivel celular mediante genes que van a transcribir los factores
necesarios para su produccion (Wink, 2010). En el cloroplasto se sintetiza el fitol y
los carotenoides provenientes de la ruta piruvato/gliceraldehido fosfato. Los
sesquiterpenos y esteroles son producidos en el reticulo endoplasmico y algunos
alcaloides, como la coniina, son sintetizados en la mitocondria (Wink y cols.,
2010).

El reino Plantae representa el 15% total de las especies del planeta,
aproximadamente son de 300,000 y 500,000 miembros. Los paises con mas
especies son: Australia, Brasil, China, Colombia, Ecuador, India, Indonesia,
Madagascar, México, Peru y Zaire. México es un pais mega diverso, el cual
cuenta con una gran variedad de plantas que desde la antigledad se les ha dado
un uso medicinal (Abreu y Cuéllar, 2008). Los antiguos pobladores de nuestro
territorio con su gran conocimiento etnobotanico desarrollaron una de las
herbolarias mas complejas del mundo, debido a la riqueza cultural y étnica que

alcanzaron (Ocegueda y cols, 2005).

Las familias de plantas mas usadas en la medicina tradicional mexicana son;
Leguminosae, Euphorbiaceae, Asteraceae, Verbenaceae, Solanaceae,
Laminaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae, Rutaceae, Malvaceae y Myrtaceae
(Magana y cols, 2010). La familia Convolvulacea no es de las mas representativas
medicinalmente pero posee importancia econdmica, alucindbgena y religiosa
(Carranza, 2007).

El género mas numeroso dentro de las Convolvulaceas es Ipomoea, con alrededor
de 500 a 600 especies y predominan mas en regiones aridas. Muchas de las
especies de Ipomoea se usan en todo el mundo desde tiempos ancestrales para
combatir diferentes enfermedades y padecimientos. La relevancia del estudio de
este género ha tenido muchas aportaciones dentro del ambito farmacolégico y de

estudios fitoquimicos (Meira y cols., 2012). Los usos que tiene son diversos y en la
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medicina tradicional se emplean para: problemas de inflamacién, como diurética,
en afecciones en la piel y contra la picadura de alacran. De I. murucoides se han
logrado aislar algunos de sus componentes y evaluado su actividad bioldgica, sin
embargo faltan mas estudios que contribuyan al conocimiento fitoquimico de la

planta (Carranza, 2007).

3. ANTECEDENTES
3.1 FAMILIA Convolvulacea.

La familia Convolvulacea cuenta con aproximadamente 40 géneros, dentro de los
cuales se enlistan 1500 especies. Tienen una distribucién casi cosmopolita,
aunque alcanza su mayor diversificacion en latitudes intertropicales,
particularmente en regiones que presentan ambientes secos, por lo general
prefiere suelos bien drenados, como laderas de lomas, arenas, rocas o zonas

karsticas (Carranza, 2007).

Los miembros de esta familia pueden ser arboles, arbustos, lianas o muy
frecuentemente enredaderas que en ocasiones son parasitas de otros vegetales.
Las hojas son alternas, las inflorescencias generalmente en forma de monocasios
y/o dicasios axilares, la corola es gamopétala. El fruto es en forma de capsula,
puede ser dehiscente o indehiscente. Mas de la mitad de las especies tienen

potencial horticola ornamental (Carranza, 2007).

De acuerdo con McDonald, 1991 la familia cuenta con quince géneros y
aproximadamente 217 especies dentro de la Republica Mexicana. En su estudio
menciona que el origen de este género data desde la desintegracion de
Gondwana (100 m.a) por el grado de diversidad de los elementos primitivos y

avanzados como en Africa, Sudamérica, Malasia y Australia.

Las especies de esta familia poseen células que secretan resinas glicosidicas en
las hojas y raices, lo cual le atribuye la propiedad purgante. Esto puede
considerarse como un marcador quimitaxondmico caracteristico de las

Convolvulaceas (Meira y cols., 2012).
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3.2 Género IJpomoea

Ipomoea es el género mas grande de la familia Convolvulaceae con un
aproximado de 500 a 600 especies que crecen con mayor abundancia en zonas
aridas. El uso etnobotanico de este género va desde; nutricional, medicinal y
fitotoxico, ya que la mayoria de las especies son malezas y algunas poseen
alcaloides del tipo ergolina que provocan alucinaciones. Muchas de las especies
son empleadas en todo el mundo para tratar enfermedades, especialmente las

raices que se usan para la constipacion (Meira y cols, 2012).

Antiguamente se pensaba que el marcador quimiotaxonémico de Ilas
convolvulaceas eran los alcaloides del tipo ergolina, sin embargo Amor-Prats en
1993 hizo la evaluacion por cromatografia en capa bidimensional de 43 semillas
de Ipomoea encontrando que solo el 18% de las 43 especies tienen alcaloides de

este tipo.

De acuerdo con la revisidén hecha por Meira y cols en 2012, desde 1950 hasta
2012 se han determinado las propiedades; antimicrobianas, analgésicas,
espasmoliticas, espasmogénicas, hipotensivas, psicoéticas y anticancerigenas del
género Ipomoea. Ademas los metabolitos secundarios aislados e identificados
son; alcaloides tipo ergolina, indol y nortropano, compuestos fendlicos,
flavonoides, antocianos, glicolipidos, lignanos, triterpenos, cumarinas,
isoprenoides, diterpenos, isocumarinas y benzenoides. Rosas-Ramirez y cols en
2011 reportan que varias especies de este género poseen una importante

actividad antioxidante, como |. batatas.
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3.3 Jpomoea murucoides Roem & Schult.

La clasificacion taxondmica se describe a continuacion, asi como sus

caracteristicas diacriticas y usos en la medicina tradicional mexicana.

Clasificacion taxonémica:

Reino Vegetal

Division Anthophyta

Clase Dicotyledoneae
Grupo Sympetalea

Orden Tubiflorae

Familia Convolvulaceae
Género I[pomoea

Especie I[pomoea murucoides

I. murucoides es una planta originaria de México (Alcantara, 1980). Es conocida
como casahuate” en el Estado de Meéxico, Oaxaca, Morelos, Querétaro,
‘cazahuate” en Guerrero y existen quince formas mas para nombrarla en las
distintas lenguas o dialectos mexicanos. El nombre de Cazahuate viene del
Nahuatl “Quauzeahuatl” que significa arbol de la rofia (Quauh=arbol, zahuatl,
cahuatl=rofia o tifa). Se caracteriza por crecer en matorral xerofilo. Su distribucion
va de Jalisco, Guanajuato y Querétaro hasta Guatemala (Carranza, 2007; Chérigo,
2007)

Las caracteristicas botanicas de I. murucoides son: arbol de 2 a 8 metros de
altura, de madera blanda, con presencia de latex, muy pubescente, con hojas
oblongo-elipticas de 8 a 17 cm de largo y de 3 a 5 cm de ancho y su flor es de
color blanco en forma de campana de 7 a 7.5 cm de diametro y 6 a 6.8 cm de
longitud. Florece de los meses de octubre a marzo (Chérigo, 2007).

Algunas de las estructuras caracteristicas de |. murucoides se muestran en la

figura 1.
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a) b)

Figura 1. I. murucoides de la FES Iztacala (a) arbol y b) flor de I. murucoides.

Los usos que tiene |. murucoides en la medicina tradicional mexicana son para
tratar problemas de la piel, como la caida del pelo y salpullido. Se usa la flor, hoja,
tallo y corteza, administrado en forma externa para dolor e inflamacion por golpes
y reumas, es administrado via oral en caso de picaduras de alacran. En problemas
de paralisis, se hierven las hojas para banos calientes, otros padecimientos que
ataca son el dolor de muelas, tos, hidropesia y oido reventado. Ademas es
auxiliar en procesos inflamatorios de vientre, ovarios y pies, asi como para

controlar los nervios y como diurético (Corona, 2008).
3.4 Estudios fitoquimicos y actividad bioldgica de la especie.
En el siguiente cuadro se enlistan los estudios y aportaciones mas representativos

de la caracterizacién fitoquimica y actividad de los metabolitos secundarios de I.

murucoides.



Analisis Fitoquimico de Ipomoea murucoides.

Ramos Castro, 2016

Cuadro 1. Estudios mas representativos de la caracterizacion fitoquimica de I. murucoides.

AUTORY
ANO

TiTULO

APORTACION

Mila, 2013

Paz, 2012

Corona,
2007

Tecanhuey,
2005

Identificacion de dos spp
de Ipomoea y evaluacion in
vitro del extracto
metandlico como problema
de intoxicacion en cabras
Alcaloides totales actividad
antioxidante de extractos
de hojas de I. murucoides.

Aislamiento y purificacion
de un glicolipido
mayoritario de las hojas de
l. murucoides.

Estudio fitoquimico de I.

murucoides

Obtuvo extractos de polaridad ascendente de hojas (hexano, diclorometano y
metanol), en los que identifica la presencia de flavonoides, taninos, terpenos y
alcaloides. Ademas realiza pruebas de toxicidad en nauplios reportandolos con

una alta toxicidad.

Elaboré extractos hexanicos, cloroférmicos y metandlicos, probando la
actividad insecticida y la presencia de alcaloides a los que les atribuye
disminucién en actividad antioxidante.

Aislo y purificod por HPLC la murucoidina Xll, un glicolipido novedoso presente
en la jalapina de las hojas. Aislo e identifico el nucleo pentasacarido

constitutivo de la murucoidina XI

Obtuvo extractos de hojas y tallos en los que aplicd pruebas colorimétricas
para detectar metabolitos secundarios. En los extractos de hojas report6 la
presencia de alcaloides, taninos, glucdsidos cardiotdénicos y lactonas
sesquiterpénicas. En tallo detectd alcaloides, saponinas, flavonoides,
glucésidos carditonicos y lactonas sesquiterpénicas.
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Probé las resinas glicosidicas en la resitencia bacterial y antibidtica,
concluyendo que si se usan, las bacterias y agentes patdgenos son
susceptibles a los inhibidores, siendo mas efectivos que la reserpina

(alcaloide)

Usaron las resinas glicosidicas de algunas especies de Ipomoea, entre ellas |I.
murucoides en linea celular de cancer de mama, para la resistencia a la
vinblastina. Potenciando asi el efecto de la vinblastina en la terapia contra el

cancer

Aislo y purificd por HPLC a la murucoidina XIX (glicolipido). Aislo e identificd
dos nucleos pentasacaridos constitutivos de las murucoidinas I, V y XIX,

caracterizados por técnicas espectroscopicas

A partir de las resinas glicosidos del extracto cloroférmico de las flores aislan
seis nuevos pentasacaridos acilados del acido jalapinolico, murucoidinas (VI-
Xl) y algunos de los acidos grasos comunmente identificados en plantas.

Ademas hace pruebas antimicrobianas en Staphylococcus aureus, reportando
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que dicha actividad se debe a las lactonas macrociclicas.

Elaboraron extracto cloroformico de flores, reportaron que las murucoidinas
tienen un efecto potenciador de la norfloxacina (farmaco para infecciones)

para experimentos antibacteriales.

Aislo 21 glicolipidos a partir de extractos cloroférmicos y metandlicos; de los
cuales 18 de ellos son novedosos, de igual manera aisloé las murucoidinas |-
XVII a las cuales no las reporta con actividad citotéxica. Reporta la presencia
de flavonoides, glicosidos de tipo kaemferol y la identificacion de nucleo de los
acidos operculinico A y siménicos A y B, asi como los acidos operculinicos C y

E (tetrasacaridos).

A partir de un extracto de diclorometano de las raices, separé un material
resinoso por cromatografia de columna abierta de silica gel. Reportan cinco
glicésidos pentasacaridos y las murucinas de la 1 a la 5. De igual manera

realizaron pruebas en una linea celular de cancer, reportando citoxicidad.

10



Analisis Fitoquimico de Ipomoea murucoides. Ramos Castro, 2016

4.0 JUSTIFICACION

Existen muchos motivos para estudiar la composicion fitoquimica de una planta,
ya sea por su pigmentacion, olor y mas importante; sus propiedades medicinales u
otras actividades biologicas. I. murucoides esta clasificada como una planta
medicina, ademas se le ha reportado actividad contra depredadores. Es por ello

que ha surgido interés sobre la composicidén de sus metabolitos secundarios.

Es necesario determinar cualitativa y cuantitativamente la variacion de los
metabolitos secundarios en ejemplares de dos zonas y estacionalidades

diferentes. Por lo tanto las preguntas cientificas son:

¢ Existe diferencia en la composicion quimica de |. murucoides de diferentes

localidades?

¢Existe diferencia en la composicibn quimica de |. murucoides por la

temporalidad?

¢ Los metabolitos secundarios de I. murucoides colectadas en zonas diferentes

poseen actividad antifungica, antibacteriana y antioxidante?

5.0 HIPOTESIS

La composicion y cantidad de metabolitos secundarios de las especies varia
respecto a la ubicacion geografica, temporalidad y condiciones climaticas. Los
individuos de |. murucoides deben sintetizar metabolitos en cantidades y
variedades distintas respecto a su ubicacién y temporalidad, ya que las
condiciones climaticas en las que se desarrolla esta especie suelen caracterizarse
por altas temperaturas, alta incidencia de luz y poca humedad. Ademas algunos
de estos metabolitos deben poseer actividades antimicrobianas y antioxidantes
para proteccion contra patdégenos u otros agentes nocivos asociados a la especie.
Dicha composicion quimica resultara interesante para la caracterizacion de la

especie y los posibles usos en la medicina.
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6.0 OBJETIVOS

6.1 General
Analizar la composicidon de metabolitos secundarios y algunas propiedades

bioldgicas de extractos de diferentes polaridades de hoja y tallo de I. murucoides

de distintas localidades y temporadas.

6.2 Particulares
e Obtener extractos de diferente polaridad de hojas y tallos de |. murucoides

de diferentes localidades y temporadas

e Determinar la capacidad de absorcidon en la region UV del espectro
electromagnético de los extractos obtenidos.

e Analizar el perfil fitoquimico de los diferentes extractos de I. murucoides
mediante técnicas cromatograficas (placa fina , columna, CG y HPLC)

e Reportar la accion de los metabolitos secundarios revelados en las
diferentes cromatografias, de acuerdo con la literatura.

e Determinar cualitativamente y cuantitativamente la presencia de alcaloides
en ejemplares de |. murucoides de diferentes localidades y temporalidades.

o Determinar el potencial antioxidante de los extractos metandlicos mediante
la prueba DPHH del material vegetal colectado en diferentes localidades y
temporadas.

e Evaluar si I. murucoides posee actividad antimicrobiana.

7.0 ZONAS DE COLECTA
En esta seccidon se describen las caracteristicas ambientales de cada una de las

areas donde se colecto el material vegetal de I. murucoides.

7.1 Sabanilla (Jerécuaro) e Iramuco (Acambaro) Guanajuato.

El Estado de Guanajuato esta ubicado en el centro de la Republica Mexicana. Las
condiciones ambientales naturales son altamente diversas y han estado sometidas

a grandes presiones demograficas, dando como resultado una serie de paisajes

12



Analisis Fitoquimico de Ipomoea murucoides. Ramos Castro, 2016

totalmente alterados, quedando sdélo pequefas porciones sin cambios relevantes
(Carranza, 2001).

Cuando el bosque tropical caducifolio es sometido a perturbaciones periddicas y
constantes, ya sea por influencia de las practicas agricolas o por la ganaderia, y
se deja temporalmente en reposo, se desarrolla un matorral secundario que fue
denominado matorral subtropical por Rzedowski y McVaugh (1966). Esta
comunidad dominada principalmente por especies arbustivas de hasta 5 metros de
alto, entre la que crecen algunos arboles aislados. Las especies mas
caracteristicas de este matorral son cazahuate o palo bobo (I. murucoides), los
huizaches o tepames (Acacia farnesiana y Acacia pennatula), los nopales (Opuntia
spp.), el palo dulce (Eysenhartia polystachya), el acebuche (Forestiera
phillyreoides) y el palo prieto o tepehuaje (Lysiloma microphyllum) (CONABIO vol
2,2012).

Guanajuato forma parte de la provincia fisiografica del Eje Neovolcanico
Transversal, el cual es de una gran extension. El estado de Guanajuato se divide
en cinco subprovincias y es la subprovincia del bajio Guanajuatense en que se
localizan los municipios de Jerécuaro y Acambaro. Los cuales se encuentran en
las Sierras Volcanicas del Sureste Guanajuatense, tienen colindancia con el
estado de Michoacan y Querétaro. La altitud va desde los 1800 a los 2000 msnm.
El principal tipo rocas son igneas del tipo basaltico de color negro, seguidos de

aluviones que han llenado valles y llanuras (CONABIO vol 1, 2012).

El tipo de suelo de los dos municipios es vertisol que tienen texturas arcillosas, las
cuales por su naturaleza fisica aunada a la mayor profundidad poseen una mayor
capacidad de retencion de humedad, aunque su contenido de materia organica
generalmente es considerado bajo, ya que es menos al 2%. En cuanto a los
cuerpos de agua cercanos al municipio de Acambaro se encuentran el Rio Lerma
(394,360 m) y la Presa Solis (Carranza, 2005).

El cuerpo de agua que colinda con el municipio de Acadmbaro es la cuenca del

Lago Cuitzeo que pertenece al estado de Michoacan. Este cuerpo de agua ha
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sufrido grandes cambios a lo largo del tiempo debido al crecimiento en los
asentamientos humanos, uno de esos cambios es, la contaminacién ya que se
han identificado sedimentos que son productos de la erosion del suelo,
agroquimicos, aguas negras de origen urbano y algunos productos industriales

(Bravo-Espinosa y cols, 2008).

El tipo de clima en el municipio de Acambaro es templado subhumedo (el mas
seco) con una temperatura medio anual de 12 a 18° C y el del municipio de
Jerécuaro es templado subhumedo el cual es intermedio en cuanto humedad, con
una temperatura media anual de 12 a 18° C. Ambos con lluvias en verano. En la
region determinada El Bajio, predomina la agricultura tanto de riego como de
temporal, con cultivos de maiz, sorgo, trigo, cebada, alfalfa y hortalizas, mientras
que entre la vegetacion silvestre todavia se puede encontrar en pequefios
manchones aislados cactaceas, bosque de pino-encino y en menos superficie,
pastizales y chaparral (CONABIO vol 1, 2012).

El siguiente mapa que muestra la ubicacion que tienen los municipios de

Jerécuaro y Acamabaro, en donde se realizaron las colectas de |. murucoides.

Figura 2. Mapa del Estado de Guanajuato, las flechas en color rojo indican a los municipios de Acamabaro

(Irdmuco) y Jerécuaro (Sabanilla).
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7.2 Jardin Botanico de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, Tlalnepantla,
Estado de México.
El Estado de México posee un area de 21,355 km? y ocupa el 25° lugar en

superficie con respecto a las otras entidades de México. Se localiza en la parte
mas alta de la Altiplanicie Mexicana, su territorio esta caracterizado por sistemas
montanosos abruptos y escarpados valles intermontanos, lomerios y llanuras
(Ceballos y cols, 2009). El clima y la vegetacién varian desde calido humedo con
selva baja caducifolia en la cuenca del rio Balsas en el sur, hasta templado con
bosque de pino encino y pastizales en el norte y centro. La FES Iztacala, esta en
el municipio de Tlalnepantla, se ubica en la provincia del Eje Volcanico
Transversal. Se encuentra a 2251 metros sobre el nivel del mar, con un area de 12
ha con jardines amplios, rodeada de casas habitacién y complejos industriales

(DeSucre-Medrano y cols, 2010).

La FES lIztacala tiene une precipitacion anual de 640.8 mm; siendo el periodo de
lluvias de junio a septiembre y de sequia de diciembre a marzo. La temperatura
media anual es de 15 a 18 °C. La humedad atmosférica relativa es de 61 a 70 %.
El clima es Cw (templado con estacion seca en invierno) segun el sistema de

Koppen (http://biologia.iztacala.unam.mx/bio_jardin.php, 24/04/2016).

En la figura 3 se observa el mapa de del Estado de México, en el que se resalta el
municipio de Tlalnepantla. La fleca en color azul indica la ubicacién que tiene la
Facultad de Estudios Superiores lIztacala. Al igual se muestra una fotografia del

Jardin Botanico.
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a) b)
Figura 3. a) Mapa del Estado de México, en rojo se muestra el Municipio de Tlalnepantla y b) Fotografia del

Jardin Botanico de la FES Iztacala.

8.0 ESTRATEGIA METODOLOGICA

La fase experimental se dividid en cuatro etapas que se desglosan en el siguiente
diagrama de flujo. La primera etapa corresponde a la obtencion e identificacion del
material vegetal; la segunda a la preparacién de extractos con solventes de
polaridad ascendente; la tercera; separacion de compuestos y analisis fitoquimico
(técnicas cromatograficas, espectroscopicas y pruebas coloridas); la cuarta y
ultima parte corresponde a las pruebas biolégicas de los extractos obtenidos en
2012 para determinar si poseian alguna actividad antimicrobiana o actividad

antioxidante.
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Figura 4. Diagrama de flujo de la estrategia metodolégica. PS: Peso seco y PF: Peso fresco.
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8.1 PRIMERA ETAPA.
8.1.1. Recoleccién de material vegetal

Las hojas y tallos de |. murucoides se recolectaron en dos anos diferentes. La
primera fue recolectada en el mes de Septiembre de 2012 en las localidades de
Iramuco y Sabanilla. Las hojas y tallos de esa colecta fueron divididos de acuerdo
a dos criterios; localidad y concistencia (fresco y seco), teniendo cuatro grupos;
Sabanilla hojas verdes, Sabanilla hojas secas, Iramuco hojas verdes e Irdmuco

hojas secas.

La segunda recolecta fue en Enero de 2014 en dos localidades diferentes: en el
municipio de Acamabaro en la localidad de Iramuco y la segunda en el Jardin
Botanico de la FES Iztacala en el municipio de Tlalnepantla. El material de ambos

grupos se dejo secar a temperatura ambiente durante ocho dias.

8.1.2 Determinacion taxonodmica del material vegetal
El material vegetal recolectado se determind en el herbario de la FES Iztacala por

la profesora Ma. Edith Lépez Villafranco.

8.2 SEGUNDA ETAPA

8.2.1 Extraccion

El material vegetal de I. murucoides se peso, se triturd y se colocé en matraces
Erlenmeyer por separado para el proceso de maceracion. Los solventes utilizados
fueron: hexano, diclorometano y metanol en relacion 1:10 por peso de hojas y
tallos. ElI orden del uso de los solventes fue de acuerdo a su polaridad,
comenzando con baja polaridad (hexano), polaridad intermedia (diclorometano) y
polaridad alta (metanol). En el cuadro 2 se muestran cada uno de los grupos de |I.
murucoides, su peso en gramos Y la cantidad de solvente (ml) utilizado para su

maceracion.
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Cuadro 2. M Maceracion de las plantas de I. murucoides de diferentes localidades.

Ao y Lugar de recolecta Material Solvente (ml)

vegetal (gr)

2012 Iramuco Peso Seco 50 500
2012 Iramuco Peso Fresco 50 500
2012 Sabanilla Peso Seco 50 500
2012 Sabanilla Peso Seco 50 500
2014 Iramuco Peso Seco 22 220
2014 FES- | Peso Seco 90 900

Cada uno de los extractos se dejo a macerar por una semana, posteriormente se
filtraron y concentraron a sequedad a presion reducida en rotavapor Heipolph
modelo Laborota 4000. Se concentraron a sequedad y después se colocaron en
recipientes para pesarse y obtener el rendimiento de cada uno de ellos. El

rendimiento se calcul6 de la siguiente forma:

Rendimiento (%)= (peso del extracto)(100)/peso del material vegetal

8.3 TERCERA ETAPA
En esta seccién se describen los estudios y las técnicas utilizadas para obtener la

caracterizacion fitoquimica de los extractos. La descripcion comenzara con la
obtencion del espectro de absorcion en la region UV, seguido de las técnicas
cromatograficas (placa fina, columna abierta, de gases acoplada a espectro de
masas, placa preparativa y HPLC), pruebas para la deteccion de alcaloides;
cualitativa (reactivo de Dragendorf) y cuantitativa (Shamsa, 2008) , identificacion y

cuantificacion de fenoles totales (Guerrero, 2012).

8.3.1 DETERMINACION DEL ESPECTRO DE ABSORCION EN EL UV.

Es una técnica que se usa para determinar la longitud de onda e intensidad a las
cuales una sustancia puede absorber la luz, lo cual provoca que los electrones se
exiten y pasen a niveles mas altos de energia. La sustancia libera rapidamente la

energia sobrante y vuelve al estado inicial que es mas estable. El tipo de luz que
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se usa es la visible y UV (ultravioleta) (Arenas y Lopez, 2004). El proceso en el

que suceden dichos eventos se explica a continuacion:

Una molécula o sustancia presenta dos estados energéticos; 1) estado inicial o
estado fundamental y 2) el estado mas energético denominado estado excitado.
La absorcion de radiacion produce un paso del estado fundamental al excitado
(excitacion) y en el proceso contrario (llamado relajacion) hay una liberacidon de
energia. La espectrofotometria de absorcion se usa con moléculas disueltas en un
solvente transparente. La absorbancia de un soluto depende linealmente de la
concentracion, de la naturaleza quimica y el ambiente molecular en donde se

encuentra el cromoforo (Arenas y Lopez, 2004).

A los extractos de 2012 (hexanico, diclorometano y metandlico) se les hizo la
prueba espectrofotométrica para determinar la absorcion en la region UV (200-400
nm), con la finalidad de verificar si I. muruoides poseia compuestos con picos de
absorcién altos en la region UV-B, que son de interés para estudios de cancer de
piel. Ademas se prepararon dos extractos acuosos; uno correspondiente a
Sabanilla y el segundo a Iramuco. Las concentraciones de cada uno de los
extractos fueron de 500, 250, 100 y 50 ppm. Cémo blanco se usaron los solventes
correspondientes a cada extracto (hexano, diclorometano, metanol y agua). El

equipo que se utilizé fue un espectrofotometro Perkin Elmer UV/Vis Lambda 25.

8.3.2 CROMATOGRAFIA.

La cromatografia es una técnica de separacion de los compuestos quimicos que
conforman una mezcla. Fue descubierta por primera vez en 1906 por el botanico
ruso M. Tswett al colocar un extracto de pigmentos vegetales en la parte superior
de una columna de vidrio de carbonato de calcio (CaCOs3). Al agregar éter,
observé que la mezcla original se separaba en diversas bandas coloridas que
descendian a través de la columna a diferentes velocidades (Facultad de Quimica,
2007).

La cromatografia esta conformada por una fase moévil y una fase estacionaria, la

fase movil es la que se desplaza, mientras que la otra permanece fija dentro del
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sistema. La velocidad de la separacion depende de la afinidad relativa que la
mezcla que se desee separar tenga con ambas fases (equilibrio de distribucion)
(Facultad de Quimica, 2007).

A) Cromatografia de Placa fina.

Esta técnica fue utilizada para determinar la fase movil adecuada para separar de
manera optima los compuestos de cada uno de los extractos y asi obtener los
valores Rf de cada una de las marcas reveladas (factor de referencia). Los
cromatofolios utilizados son de aluminio cubiertos de gel silice 60 F2s4 (Merck
0.2mm de espesor) y como agentes cromogénicos se emplearon; 1) revelado de
luz UV a 254 y 366 nm (Ultraviolet Flourescence Analysis Cabinet. Spectroline
Mod CX-20), 2) Solucién sulfato cérico en acido sulfurico concentrado y para
observar el desarrollo del color se calentaron las placas en una parrilla a 110°C

por dos minutos.

Ademas de la primer técnica descrita anteriormente, se utilizé otra, de acuerdo con
el atlas de Wagner y cols, 1984 en la que se comparan los valores Rf y el
comportamiento cromogénico de los compuestos revelados en las cromatografias,
y de acuerdo a estas dos caracteristicas se identificd la presencia de compuestos
especificos. En dicha técnica unicamente se utiliz6 como agente revelador una
solucion de vainillina-acido sulfurico (1%-5%). Los extractos a los que se les

realizd esta técnica fueron hexanicos de la recolecta de 2012.

Los valores Rf (factor de referencia) de las cromatografias de placa fina y

preparativa, se calcularon con la siguiente expresion:

Rf: distancia recorrida por el compuesto (X) / distancia recorrida por el eluyente
(Y). De acuerdo a la naturaleza de compuesto (X) el corrimiento sobre la fase

estacionaria (silica gel) sera como lo ejemplifica en la figura 5.
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Polaridad Orden de Elucién Tipo de compuesto
Menor Menor retencion Alcanos Alquenos 2
Estaras Frente del solvente A Rf= Y
Derivados halogenados
X4
Aldehidos y cetonas A Rfia= v
Esteres B Y Rf .o X2
) B B~y
Aminas
R Rfa > Rf
Alcoholes @ )
XA
Eenoles 18 B mas polar que A
Mayor Mayor retencién Acidos carboxilicos Origen v

Figura 5. Eluciéon de compuestos en cromatografia de acuerdo a polaridad.

B) Cromatografia de columna abierta.

A partir del gramo obtenido del extracto hexanico de |I. murucoides de la regién de
Iramuco (2012) en peso seco, se preparé una cromatografia de columna abierta
para fraccionar los compuestos de dicho extracto. La cromatografia de adsorcion
en columna abierta tenia como fase estacionaria gel silice 60 Fys4 (tamafio de
particula 0.063-0.200 nm, Merck malla 70-230 ASTM) y como fase movil una
solucion de tolueno-acetato de etilo, en diferentes proporciones para tener
mezclas de polaridad ascendente. Para observar el comportamiento de las
alicuotas obtenidas se realizaron cromatografias de placa fina y de acuerdo a este
comportamiento se reunieron las diferentes fracciones. Algunas fueron analizadas

por romatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

C) Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG/EM).

La cromatografia de gases es una de las técnicas de separacion que ofrece alta
sensibilidad y eficacia para analizar compuestos volatiles. Con presion de vapor
alta las mezclas que se analizan son fraccionadas en fase gaseosa, lo cual
establece ciertos limites en su utilizacion que estan marcados fundamentalmente
por la estabilidad térmica de los compuestos. Por lo general, la utilizacién de la

cromatografia de gases esta restringida a compuestos de peso molecular menor a
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1000, a una temperatura maxima de trabajo aproximadamente de 400°C (Facultad
de Quimica, 2007).

La cromatografia de gases se basa en la distribucion de la muestra en dos fases,
la fase estacionaria es de extensa superficie empacada aparentemente dentro de
una columna, la fase movil consiste en un gas inerte que percola sobre la fase
estacionaria y alrededor de la misma. La separacion se basa en los puntos de

ebullicién y la temperatura de la columna (Facultad de Quimica, 2007).

Para la separacion se inyecta una pequena cantidad de la muestra en en una
columna capilar que tiene como fase moévil un gas inerte a elevada temperatura.
En el proceso de corrimiento por la coluna se separan los compuestos de la
mezcla por medio de un mecanismo de particion, en este caso de asdorcion
(cromatografia gas solidos). Los compuestos separados, emergeran de la columna
a intervalos discretos y pasaran a través de algun sistema de deteccidon adecuado.
El sistema CG/EM se constituye de: cromatografo de gases, espectréometro de
masas y sistema de computo. El acoplamiento de estos sistemas brinda muchas
ventajas como; detector universal para CG, alta sensibilidad, especificidad para la
identificacion de compuestos desconocidos o su confirmacion, proporciona
informacion acerca del peso y la estructura molecular. Los picos son identificados
al comparar su espectro de masa con los de una biblioteca o se puede determinar

su estructura por los patrones de fragmentacioén que presentan (Méndez, 2004)

Los extractos analizados con esta técnica, fueron los de baja polaridad es decir;
hexanicos, las alicuotas de la columna preparativa y diclorometano de ambas
recolectas. El equipo utilizado fue un cromatégrafo Agilent technologies modelo
6850, con columna HP-5MS (Agilent technologies) con medidas de 30m de largo,
0.25 mm de diametro y pelicula de 0.25 ym que a su vez esta acoplada a un
espectrometro de masas (Agilent technologies mod. HP-5MS). El gas utilizado
como fase movil fue helio (He). El tipo de inyeccion fue Split o manual. La cantidad
de muestra que se inyecto fue de 1ul. El tiempo total del anélisis fue de 40 minutos
para cada una de las muestras y la identificacién de los compuestos se llevé a

cabo por medio de la base de datos de la biblioteca NIST, versién 8.0.
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Las condiciones del equipo eran las siguientes: temperatura inicial del horno fue
de 70° C durante dos minitos y la rampa de calentamiento con una temperatura de
290° C.El inyector tenia una temperatura inicial de 250 °C, presion de 7.52 psi, la
columna era de fenil metil siloxano (5%) y el flujo unicial de 0.9 ml/min, el rango
menor de masas fue de 35 y el mayor de 600. La fuente de ionizacion fue de 230
°C y el cuadrupolo de 150 °C, la energia de ionizacion fue de 70 eV vy el

partimiento fue por impacto electrénico.

D) Cromatografia de placa preparativa.

Esta técnica fue usada para fraccionar los extractos metandlicos de |. murucoides
de 2012. La cromatografia preparativa se realizé en placas de gel silice de 1-2 mm
de espesor sobre un soporte de vidrio de 20 cm por 20 cm. En la superficie del
adsorbente (gel silice), mediante un capilar se traz6é una linea continua de muestra
disuelta de extracto metandlico (80 mg) a 1.5 cm de distancia del borde inferior de
la placa. La placa se introdujo en posicion vertical en una cubeta de vidrio que
durante la elucién permanecié tapada para evitar la evaporacion de la fase movil,

que era una solucion de metanol-hexano (8:2).

Una vez terminado el corrimiento, las placas se colocaron en un lugar fresco, seco
y sin luz para su secado. Posteriormente se revelaron en luz UV a 254 y 366 nm
(Ultraviolet Flourescence Analysis Cabinet. Spectroline Mod CX-20), se marcaron
las areas de cada una de las bandas separadas y se calculé el valor Rf de cada
una de ellas. Finalmente cada banda fue raspada y filtrada para su analisis en
cromatografia de placa fina y asi obtener las distintas fracciones que se analizaron

por cromatografia de liquidos de alta resolucion.

E) Cromatografia de liquidos de alta resolucion.

La cromatografia liquida de alta resolucion es una técnica de alta eficacia analitica
y de separacion. Esto se debe a su sensibilidad, facil adaptacion a las
determinaciones cuantitativas exactas, es ideal para la separacién de especies no
volatiles o termolabiles. La fase movil es un liquido y la fase estacionaria es una

columna que puede ser de acero inoxidable (Ruiz, 2004).
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El cromatografo de liquidos esta constituido por: un reservorio que alimenta al
sistema con la fase movil, un sistema que permite la introduccién de la muestra
(inyector), a una bomba para forzar el pasaje de la muestra y la fase movil a través
de la columna, un detector de monitoreo de la solucion que emerge de la columna

y un sistema de registro de los datos provenientes del detector (Ruiz, 2004).

Las fracciones de extractos metandlicos obtenidos de placas preparativas fueron
analizadas en un equipo Hewlett-Packard modelo 1100 con una columna C18
allsphere ODS-1, con longitud de 250 mm y diametro interno de 4.6 mm y tamano
de particula de 5 uym. El flujo era de 1 ml por minuto en modo isocratico, la fase
movil estaba compuesta por metanol, acetonitrino, agua (25:25:50), el detector de

arreglo de diodos estaba a un rango de 200 a 750 nm, la deteccidén fue a 254 nm.

8.3.3 IDENTIFICACION DE ALCALOIDES.

Las técnicas de reconocimiento de alcaloides se basan en la capacidad que
poseen estos compuestos, de reaccionar con el yodo y metales pesados como
bismuto, mercurio, tungsteno formando precipitados. En esta seccion se
describiran las dos pruebas que se aplicaron a los extractos para determinar la

presencia y cantidad de alcaloides en los extractos metandlicos.

A) Prueba colorida (Reactivo de Dragendorff)

Esta prueba cualitativa ayuda para identificar la presencia de alcaloides que
ocasionalmente se encuentran como sales de &acidos en plantas (cloruros
oxalatos). Cuando la prueba es positiva se forma un precipitado color rojizo al
fondo. El reactivo de Dragendorff que se usdé estaba compuesto de dos

soluciones:

e Solucion A: 0.85 g de subnitrato de bismuto disueltos en una mezcla de 10
ml de acido acético y 40 ml de agua.

e Solucion B: 8 g de yoduro de potasio disueltos en 20 ml de agua.

Se mezclaron 5 ml de solucion A con 5 ml de solucion B y 20 ml de acido acético

para completarlo a 100 ml con agua (Arango, 2002).
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Los extractos a los que se les aplico esta prueba fueron metandlicos de la

recolecta de 2012 con una concentracion de 0.2 g/mL.

B) Extraccion y cuantificacion de alcaloides.

La extraccion y cuantificacion de alcaloides se realiz6 de acuerdo con la
modificacion del método colorimétrico de Shamsa y cols, 2008, (ver anexo 1). Es
un método espectrofotométrico que consiste en la formacion de un complejo de
transferencia de carga alcaloide-verde de bromocresol color amarillo, el complejo

obtenido es muy estable y es nula o escasa la inferferencia por otros compuestos.

8.3.4 DETECCION Y CUANTIFICACION DE FENOLES.

Folin-Ciocalteau

Esta técnica ayuda a determinar la presencia de fenoles. El reactivo de Folin-
Ciocalteau es una mezcla de wolframato sdédico y molibdato sédico en acido
fosforico y reacciona con restos fendlicos y en compuestos como acido galico y
sus derivados, flavonoides, etc. El acido fosfomolibdotungtico (formado por las dos
sales en el medio acido), de color amarillo, que al ser reducido por los grupos

fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso (Jiménez y Girbés, 2013).

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para
reaccionar con agentes antioxidantes, es una reaccién oxido-reduccién entre el
reactivo de Folin-Ciocalteu (se reduce) y los fenoles de la muestra (se oxidan). El
reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sodico, que reaccionan
con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-fosfotungstico. La
transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-
fosfotungstico de oxidos, cromdgenos de color azul intenso, de tungsteno (WgO23),
siendo proporcional este color al numero de grupos hidroxilo de la molécula
(Gutiérrez y cols, 2008).

La prueba se llevo a cabo de acuerdo con Guerrero, 2012 (ver anexo 1).

8.4 CUARTA ETAPA: PRUEBAS BIOLOGICAS.
En esta seccion se describe el fundamento de las dos pruebas biolégicas

aplicadas a los extractos de |. murucoides.
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Actividad antioxidante: DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)

Este método fue propuesto por Blois en 1958, demostré por primera vez la
capacidad del radical libre DPPH+ (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) para aceptar un
atomo de hidrégeno (He) proveniente de una molécula de cisteina. La molécula
1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre muy estable
debido a la deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula
completa, por lo cual la molécula no se dimeriza, como el caso de la mayoria de

los radicales libres (Tovar, 2013)

Este es un método para medir la capacidad antioxidante de una especie o
sustancia, esta actividad se mide de acuerdo a la capacidad atrapadora de
radicales libres de los antioxidantes. La reduccién y estabilizacion del DPPH por
los antioxidantes da lugar a la decoloracion de esté, produciendo una disminucion
de la absorbancia a 517 nm y se expresa como porcentaje de decoloracion de la

solucién radicalaria a una concentracion dada (Palomo y cols 2009).

El DPPH posee una coloracién violeta caracterizada por una banda de absorcién
en solucion etandlica a 520 nm. Cuando una solucién de DPPH entra en contacto
con una sustancia que puede donar un atomo de hidrégeno o con otra especie de
radical (R) se produce la forma reducida DPPH-H o DPPH-R con la consecuente
pérdida del color, por lo tanto la pérdida de la absorbancia. El parametro ICsy, que
es la concentracién necesaria para obtener un 50% de efecto, es generalmente

usada para la interpretacion de este método (Gutiérrez y cols, 2008)

En su forma de radical libre, el DPPHe+ proporciona un indice para estimar la
capacidad del compuesto de prueba para atrapar radicales. El modelo que explica
la actividad de un compuesto como antirradical se ejemplifica con la siguiente

ecuacion y figura:

DPPH- + (AH), > DPPH—H + (A¢),
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Figura 6. Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con el antioxidante (Tovar, 2013).

Donde AH es un antioxidante que actua donando atomos de hidrégeno, dando
como resultado radicales con estructuras moleculares estables que detendran la
reaccion en cadena. El nuevo radical formado (Ae) puede interactuar con otro
radical para formar moléculas estables (DPPH-A, A-A). La reaccion entre el DPPH
y un compuesto depende de la conformacion estructural del mismo (Martinez,
2007).

La prueba de DPPH se realiz6 como se muestra en el anexo 1.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos hexanicos, diclorometano y
metanol de la recolecta de 2012. Las pruebas fueron aplicadas en los siguiente
modelos de estudio: Escherichia coli 53228 (gram negativa), Staphylococcus
aureus 83MR (gram positiva), Candida albicans 14065 (levadura) y Aspergillus
niger (hongo filamentoso). Las cepas fueron proporcionadas por el laboratorio de

Farmacognosia de la UBIPRO (ver anexo 1).
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9.0 RESULTADOS Y DISCUSION
En esta seccion se muestran, describen y discuten los resultados de cada uno de

los puntos de la fase experimental.

PRIMERA ETAPA.

9.1 Recoleccién de material vegetal y caracteristicas fenologicas de los ejemplares
relacionadas con su ambiente.

Al momento de hacer la recolecta del material vegetal se observaron diferencias
entre los ejemplares de cada una de las regiones. El cuadro 3 muestra las
diferentes caracteristicas fenotipicas de la especie respecto a: ubicacion

geografica, clima y estacion del afio.

El fenotipo de |. murucoides de Iramuco se caracteriza por la presencia de
abundante pubescencia, hojas y pocos botones florales pequefios, lo cual es
contrario a I. murucoides de la FES lztacala que se caracteriza por poseer hojas
largas con muy poca o nula pubescencia, botones florales grandes y en
abundancia. Cuando existe hetereogenidad en el ambiente en el que desarrolla
una especie, un proceso de adaptacidn muy comun es la denominada plasticidad
fenotipica. Los cambios o diferencias fenotipicos tienen la funcion de asegurar
éxito, ya sea para mayor obtencion de nutrientes, mayor captacién de agua,
adaptaciones contra sequia, temperaturas extremas y altas incidencias de luz o

ataques de otros organismos (Pedroso y cols, 2010).

La presencia de abundante pubescencia en los ejemplares de Iramuco se explica
por el ambiente hostil en el que se desarrolla la planta. La pubescencia es una
extension de la epidermis, entre sus funciones estan las de proporcionar mayor
economia hidrica, mejorar la difusion de los gases, la sintesis de algunos aceites y
atenuar las altas incidencias de luz, temperatura y efecto abrasivo contra el viento
(Molina-Montenegro, 2008)
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Cuadro 3. Diferencias fenotipicas, climaticas y estacionales de I. murucoides de tres localidades.

Ramos Castro, 2016

Localidad Mes y afio de Clima Tipo de Suelo Diferencias fenoldgicas
colecta
Iramuco Septiembre Lluvias en verano Tepetate, llanuras, roca Tenia una plaga que al parecer era un
2012 ignea, materia organica 4acaro. Sin evidencia de botones florales.
2%
Sabanilla Septiembre Lluvias en verano con Arena-limo, colectada Presenté una coloracion parda durante el
2012 temperatura de 12a 18 junto a un lago. secado a temperatura ambiente.
°C Presentaba algunos botones florales
FES Enero 2014 Junio a Septiembre con La floraciéon estaba por terminar y la planta
Iztacala lluvias, 640.8 msnm, 15 tenia muy pocas hojas.
a 18 ° C. Templado de
61 a 70 % de humedad.
El riego es constante
durante todo el afio.
Iramuco Enero 2014 Lluvias en verano Tepetate, llanuras, roca Comenzaba la floracion.

ignea. Materia organica
2%.
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Las condiciones de desarrollo de I. murucoides de FES lIztacala se caracterizan
por tener riegos constantes durante el afo, por ello, las temporadas de secas y
lluvias no son tan marcadas, por esta razén la planta no genera demasiada
pubescencia (estructura) o inclusive estrategias a nivel de sintesis de metabolitos
para su proteccion. Hemmerlin y cols en 2012 mencionan que la energia y
compuestos que no son usados para generar estructuras o estrategias de
proteccion, son dirigidos a procesos de reproduccion y crecimiento. De esta
manera se puede explicar la gran cantidad de botones florales y poca o nula

pubescencia de los ejemplares de esta especie que crece en la FES-I.

Dichos cambios fenotipicos entre los ejemplares de |. murucoides provenientes de
Guanajuato y de la FES Iztacala hicieron pensar que se trataban de dos especies
diferentes, sin embargo después de analisis taxondémico exhaustivo se comprobd
que pertenecian a la misma especie. Los ciclos de vida de dichos organismos son
diferentes por la ubicacion geografica de cada uno de ellos. Dicha ubicacion trae
consigo una serie de factores bioticos y abidticos que dan como resultado el medio

ambiente en donde se desarrollan los ejemplares de este estudio.

El ciclo de vida de las plantas esta directamente sincronizado con los cambios
estacionales. Por lo tanto los factores que afectan el crecimiento y desarrollo son;
el complejo de factores climaticos, edaficos y bidticos. La temperatura, la luz y la
humedad son tal vez los aspectos mas importantes en la adaptacion, desarrollo y

supervivencia (Pedroso y cols, 2010).

La temperatura esta directamente relacionada con la floracion. Lo cual parece ser
clave en la supervivencia en periodos de tiempo no favorables para un crecimiento
y desarrollo normal (Sanchez, 2008). Este fendmeno se observa en los ejemplares
de FES lztacala e Iramuco de 2014, puesto que a pesar de ser recolectados en la
misma temporada, la floracion solo estaba presente en I. murucoides de la FES

Iztacala.

La poca humedad puede limitar el crecimiento y productividad, consecuencia de

esto son las modificaciones morfoldgicas vy fisiolégicas. Dichas modificaciones son
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apreciables en los organismos de Iramuco y Sabanilla. Por ultimo el exceso de luz

dafa el proceso fotosintético, en especifico el fotosistema Il (Sanchez, 2008).

Los organismos de Iramuco presentaban dafos provocados por una plaga que al
parecer era provocada por un acaro. El tipo de respuesta que la planta generd6 fue
local ya que presentaba cambios en la vecindad del tejido dafado. Este tipo de
respuesta es innata ya que genera un reconocimiento y/o generacion de sefiales
internas en la planta para la generacién de estructuras de defensa como lo son,
los tricomas y la acumulacion de proteinas estructurales, enzimas o metabolitos
(Alcantar, 2005)

Otra de las diferencias notables fue entre el material vegetal de Irdmuco y
Sabanilla de 2012, se pueden observar en la figura 7; que material vegetal de
Sabanilla presenté una coloracién café a pocos dias del secado. Este hecho indico
una posible oxidacién que se relaciona con actividad antioxidante. Las hojas de I.
murucoides de Iramuco presentaban unos granulos color amarillo que se supuso

era una plaga y en algunas partes de las hojas poseian coloraciones oscuras.

Figura 7. Hojas de I.murucoides: Lado izquierdo material vegetal de Sabanilla con coloracion café y lado

derecho material vegetal de Irdmuco con plaga y coloraciones oscuras.

9.2 Determinacion taxonomica de /. murucoides

El material vegetal de ambas de Iramuco 2014 y FES lztacala 2014, fueron
determinados por la profesora Ma. Edith Lopez Villafranco en el herbario de la
FES lztacala (IZTA). ElI material vegetal fue integrado en la Coleccion

Etnobotanica del Herbario Iztacala, con los siguientes numeros de registro.
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Cuadro 4. Determinacién taxonémica de |. murucoides.

Nombre Familia Nombre Popular No. de Procedencia

cientifico Botanica Registro

I. murucoides  Convolvulaceae “Cazahuate, palo 2379 IZTA Iramuco,
Roem & Schult bobo, casahuate” Guanajuato

I. murucoides  Convolvulaceae “Cazahuate, palo 2380 IZTA FES Iztacala,
Roem & Schult bobo, casahuate” Estado de

México

En la siguiente imagen se muestra el material vegetal que fue determinado e

integrado a la Coleccion Etnobotanica de del Herbario |ztacala.

Figura 8. Material vegetal de I.murucoides de la FES Iztacala 2014, 2379 IZTA.

El material vegetal de Iramuco que se logro obtener estaba muy deteriorado y no

se logro prensar pero la determinacion fue exitosa.

La importancia de hacer la determinacion taxonomica y tener un registro botanico,
es: de validar la investigacion y colaborar con la informacion sobre la diversidad

bioldgica del area de estudio.

SEGUNDA ETAPA.

9.3 Obtencion y rendimiento de los extractos
En esta seccion se describiran las caracteristicas y se discutiran los rendimientos

de cada uno de los extractos. Todos eran de color verde oscuro de alta densidad.
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El cuadro 5 muestra los rendimientos en porcentajes, el peso en gramos de los

extractos y el peso del material vegetal que se utilizo.

Cuadro 5. Rendimiento de los extractos hexanicos, diclorometano y metandlicos de |. murucoides

Hexanico Diclorometano Metandlico
Grupos \'\/Aea;:trﬁl(g) (9) % (9) % (9) o
Sabanilla PF 2012 50 1.00 2.00 1.2 2.4 350 7.00
Sabanilla PS 2012 50 076 1.5 0.74 1.5 445 89
Iramuco PF 2012 50 019 04 49 9.8 3.37 6.74
Iramuco PS 2012 50 119 24 2.71 5.4 510  10.2
Iramuco 2014 22 085 39 1.03 4.7 785 157
FES Iztacala 2014 90 207 23 1.68 1.9 11.30 226

En el cuadro se puede observar que la cantidad de gramos obtenidos en los
extractos estan relacionados con el tipo de solvente. A mayor polaridad, mayor
cantidad de extracto. En la figura 9 se observa un patrén de crecimiento del
porcentaje de los extractos, los mas bajos en rendimiento son los extractos
hexanicos, seguido de los de diclorometano (excepto Iramuco PF 2012) y
finalmente los extractos metandlicos. En general, se puede observar que cuanto
mas polar es el solvente que se usd en la extraccion, mayor es el rendimiento de
los extractos. Este comportamiento se debe a multiples factores, el principal es la

naturaleza polar de los metabolitos secundarios.
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- B Hexano [ Diclorometano B Metanol .
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Rendimiento %

Sabanilla PF 2012 Sabanilla PS 2012 Irdamuco PF 2012 Irdamuco PS 2012 Irdmuco 2014 FES Iztacala 2014

Grupos de extractos

Figura 9. Rendimiento (%) de extractos de |. murucoides. En el eje X se muestran los grupos de extractos y

en el eje Y se muestra el % de rendimiento.

Otros factores particulares del rendimiento para este trabajo son: respuesta al
estrés y procesos reproductivos en los que algunos de los organismos se

encontraban. A continuacién se discutiran cada uno de estos aspectos.
1) Naturaleza polar de los metabolitos secundarios.

Los compuestos de una mezcla tienden a disolverse con solventes que son
similares en su polaridad. Los solventes se clasifican en polares y no polares. Los
primeros se establecen al interaccionar dos atomos de electronegatividad muy
distinta y tienen un momento dipolar neto y los segundos poseen fuerzas débiles
de union, tipo dipolo inducido. De acuerdo con esto el tipo de compuestos que se
obtuvo en los extractos corresponde con la polaridad de los solventes utilizados.
Santizo en 2004 hizo la identificacion de familias de metabolitos secundarios en
Myrica cerifera los extractos de acuerdo a su polaridad tendran los siguientes

metabolitos:

e Baja polaridad (hexano): Aceites esenciales, triterpenos, esteroles,
carotenoides, acidos grasos, alcaloides, agliconas flavonoides, cumarinas y

emoides.

35



Analisis Fitoquimico de Ipomoea murucoides. Ramos Castro, 2016

e Polaridad intermedia (diclorometano): terpenoides y fenoles metoxilados.
e Alta polaridad (etanol): Taninos hidrolizables, taninos condensados, alcaloides,
aminas cuaternarias, antiocianinas, leucoantocianinas, cumarinas,

antracenoides, flavonoides, chalconas, lactonas insaturadas y antraquinonas.

La diferencia en la abundancia y diversidad de metabolitos polares o no polares
radica en que la mayoria de los compuestos de los seres vivos son de naturaleza
polar, ya que todos los seres vivos dependemos de una molécula que es polar, el
agua. El agua no solamente constituye del 70 al 90 % del peso de la mayor de las
formas vivas sino que representa la fase continua de los organismos (Solomon y
cols, 2013). Por esta razén la mayor cantidad de los compuestos que se obtienen

en extractos son de naturaleza polar.

El rendimiento entre los extractos hexanicos de Iramuco 2012 poseen diferencias
entre peso fresco (PF) y peso seco (PS). Esto se debe a que el hexano es
inmiscible con el agua, por esa razon el extracto de |. murucoides en peso fresco
tiene menor rendimiento, ya que las hojas y tallos contienen una gran cantidad de
agua. En cambio el extracto con hojas y tallos en peso seco posee un rendimiento
mayor ya que el material vegetal no contenia mucha agua, esto hace posible una

mejor extraccién de compuestos (Sharapi, 2000).

Sin embargo el rendimiento de los extractos de polaridad intermedia
(diclorometano) de ese mismo grupo tiene diferencias. El extracto de Iramuco
peso fresco (PF) 2012 tiene mayor rendimiento que en peso seco. Al aumentar la
polaridad en el proceso de extraccidn, existen mayores rendimientos de los

extractos, debido a la afinidad que estos tienen con los solventes (Generaro, 2003)
2) Respuesta al estrés.

Las dos zonas de colecta de 2012 (Iramuco y Sabanilla) presentaron los
porcentajes de rendimiento mas bajos de todos los grupos, problamente porque
tenian factores de disturbio. Iramuco se encuentra aledafo con la Cuenca del
Lago Cuitzeo, un cuerpo de agua muy contaminado por sedimentos,
agroquimicos, aguas negras y residuos industriales (Bravo-Espinosa y cols, 2008).
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Ademas |.murucoides de esta regidn presentaba una plaga, lo cual genera
condiciones de estrés para los individuos. Por otro lado en Sabanilla la mayor
parte de su territorio predomina la agricultura intensiva, las temperaturas son altas
y la cantidad de agua disponible es muy poca. En general el habitat de I.
murucoides en estas regiones presentan modificaciones severas en factores

bidticos y abidticos.

El ambiente en donde se desarrollan las plantas es muy complejo y de ello
depende la produccién de metabolitos primarios y secundarios. Se relaciona
directamente con las condiciones meteorologicas, el tipo de suelo, los nutrientes
disponibles, la competencia, herbivorismo y parasitismo. El factor que tal vez sea
el mas importante es la luz, debido a que esta estrechamente relacionado con la

temperatura.

De la temperatura depende la actividad de las las isoenzimas, que son
responsables de la correcta funcionalidad de las plantas, dichas isoenzimas tienen
rangos de temperatura 6ptima a las que realizan una gran cantidad de reacciones
(Duarte y cols, 2007). De acuerdo a lo anterior, podemos argumentar que los
bajos rendimientos de los extractos de |. murucoides de Sabanilla son causados
por el ambiente en donde se desarrolla, ya que se caracteriza por la alta incidencia

de luz y temperatura.

Para el caso del material vegetal de Irdmuco de ambas colectas (2012 y 2014), se
puede apreciar que los rendimientos entre cada uno es muy distinto. En 2012 1.
murucoides presentaba una plaga y de acuerdo con Wheeler y Ordung en 2005 se
ha visto que en muchas especies de plantas la sintesis de metabolitos
secundarios aumenta cuando existen ataques de insectos u otros organismos. Sin
embargo por el deterioro del ambiente en donde se desarrollan provocan que las
plantas se encuentren sumamente estresadas y mucho mas susceptibles a

herbivoros o patdégenos, teniendo asi una disfunciéon generalizada.

Ademas la modificacidon del habitat original conlleva la pérdida de nutrientes, que

provoca poco desenvolvimiento y crecimiento en la parte aérea. Los procesos
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fisiolégicos actuan a diferentes ritmos dictados por los factores de competencia
Por ende la sintesis de metabolitos secundarios de I. murucoides de Sabanilla

(2012) es baja comparada con los rendimientos de la recolecta de 2014.

El extracto de Iramuco PS 2012 de polaridad intermedia (diclorometano) tiene
mayor porcentaje de rendimiento que el extracto metandlico del mismo grupo ya
que existen una gran cantidad de compuestos de defensa que se caracterizan por
tener esa polaridad. La produccién de estos agentes de defensa se da en
diferentes vias metabdlicas como; los compuestos inddlicos derivados de la ruta
del acido shikimico, mono y sesquiterpenos de la via de isoprenoides, varios
aldehidos y jasmonatos derivados de la via de lipooxigenasa. Muchos de ellos son
volatiles, poseen funcién antiherbivoria y contra patégenos microbianos, son muy

comunes en las partes aéreas (Srivastava, 2002).

Con respecto a los rendimientos de la FES Iztacala de 2014, que fueron los mas
altos. Se puede argumentar que se debe al ambiente en que el se desarrolla, que

es menos hostil comprarado con el de |. murucoides de Iramuco y Sabanilla
3) Procesos reproductivos.

Los ejemplares de Sabanilla 2012, Iramuco 2014 presentaban inicios de floracion
y FES Iztacala 2014 presento floracion. La floracion es un proceso que demanda
energia, sintesis de compuestos y la activacion de multiples complejos para
llevarla a cabo. La biosintesis de compuestos se encuentran la hormonas que
tienen una diversa composicion quimica, van desde compuestos indol, terpenos,
derivados de adenina, esteroides, hidrocarburos alifaticos, derivados de

carotenoides y acidos grasos (Srivastava, 2002).

Sin embargo de todos los ejemplares, los que presentaban el desarrollo completo
de las estructuras florales eran los de la FES Iztacala. Como ya se ha
mencionado, en el proceso reproductivo las plantas generan una mayor cantidad
de metabolitos secundarios con la funcién atraer polinizadores y coloracion de las
flores. Los pigmentos y compuesto aromaticos de las flores poseen una diversa

estructura quimica, localizacion celular y regulacion genética Durante la
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polinizacién hay una gran emision de terpenos volatiles. Las hormonas vegetales o
llamadas fitohormonas no son producidas en glandulas especializadas pero si en
muchas partes de las plantas. Algunas de estas estructuras son las hojas y tallos
(Jones y cols, 2013).Esta es otra de las posibles razones del porqué I. murucoides

de FES Iztacala 2014, posee los porcentajes de rendimiento mas altos.

TERCERA ETAPA.

9.4 Caracterizacion fitoquimica.
En esta seccidon se describiran y discutiran los resultados obtenidos en la tercera

etapa que corresponde a todas las pruebas realizadas para la caracterizacion

fitoquimica.

9.4.1 Obtencidn de los espectros de absorcion de los extractos.

A los extractos hexanicos, diclorometano, metanol y acuoso de la colecta del 2012
de Iramuco y Sabanilla se les determiné su espectro de absorcién en la regién UV
de 200 a 400 nm. Los resultaron indicaron que tenian un comportamiento similar.
En la siguiente figura se observa un grafico y los maximos de absorcién de los

cromoforos presentes en los extractos de |. murucoides 2012.

Figura 10. Espectro de absorcion UV (200 a 400 nm) de los extractos de |. murucoides 2012.

Los picos de absorcion de los extractos, van de los 200 a 240 nm, sin embargo
aproximadamente a los 230 nm se encuentra el pico maximo de absorcién. De

acuerdo con Robinson en 1991, los compuestos organicos que absorben a esta
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longitud de onda son: compuestos ciclicos con dobles ligaduras y algunos acidos

grasos insaturados.

Dependiendo de cada una de las familias o tipos de metabolitos secundarios
tendran un rango de absorcidon maxima. En el cuadro 6 se muestran los rangos de
absorciéon UV, la familia de metabolitos secundarios que absorben a dichas
longitudes de onda y la parte de la molécula que logra la absorcion (Xu y cols,
2012)

Cuadro 6. Rangos de absorcion UV entre 200 y 240 nm de familias de metabolitos secundarios (Xu y cols,
2012).

Familias de Metabolitos A max (nm) Parte de la molécula que
Secundarios logra la absorcion
Lactonas 200-220 Anillo de lactona
sesquiterpénicas
Flavonoides y 240-280
fenilpropanoides.
Glicosidos cardiatonicos 220 a, B- insaturado anillo de
¥v-lactona

Cromonas. 240-250
Furanocumarinas. 205-225 y 240-255
Agliconas insaturadas o 205-225 nm No presentan absorcion
Saponinas esteroidales entre los 200 y 400 nm
insaturadas pero la introduccion de

un doble anillo en los
grupos carbonilos, a, B-

cetonas insaturadas

Lignanos; 230 Anillo de aromatico
especificamente los
dibenzilbutanos y

benzofluranos.
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Los resultados de absorciéon UV nos muestran dos aspectos, el primero; el tipo de
familias de metabolitos secundarios que posiblemente forman la composicidon
fitoquimica de |. murucoides y el segundo, que posee muy pocos compuestos

capaces de absorber en la radiacién de tipo UVB (280 a 315).

El tipo de compuestos que presenta en abundancia I. murucoides son los que
absorben en la regién de la luz UVC (200 a 280 nm). La estructura de un
compuesto que absorbe en la longitud UVC basicamente posee pocos dobles
enlaces conjugados. Este tipo de radiaciéon cuando es absorbida a nivel molecular
en los organismos trae una serie de consecuencias que va desde dafos al ADN,
los lipidos y las proteinas de todos los seres vivos. Los compuestos que absorben
en esta longitud de onda, en plantas tienen la funcion de funcionar como un filtro

para solo hacer pasar la luz visible, qué sirve para la fotosintesis (Garcia, 2010).

9.4.2 Separacion cromatografica

En esta seccion se describen y discuten los resultados de cada una de las
cromatografias empleadas para la caracterizacion fitoquimica de |. murucoides.
Las cromatografias seran discutidas respecto al corrimiento de los compuestos

dependiendo a su polaridad.

A) Cromatografia en Placa fina.

Extractos hexdnicos.
En la figura 11 se observa una cromatografia de placa fina con los compuestos
revelados (circulados) con solucién sulfato cérico en acido sulfurico concentrado

de los extractos de 2012 y los valores Rf correspondientes a cada uno.
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Figura 11. Cromatografia de placa fina de extractos hexanicos de I. murucoides 2012. F1: Sabanilla peso

seco, F2: Sabanilla peso fresco, F3: Iramuco peso seco y F4: Iramuco peso fresco.

La fase movil que mostré mejor resolucion de separacion fue tolueno-acetato de
etilo (7:3). La placa se reveld con vainillina y acido sulfurico, de acuerdo con
Wagner y Cols 1984. Los extractos hexanicos de |I. murucoides de 2012, poseen

compuestos de varias polaridades.

Los compuestos con valores Rf cercanos a 0.6 y 0.27, que se encuentran en
casillas de color rojo, pueden corresponder a citronellal y linalool respectivamente,
ambos compuestos son monoterpenos (Wagner y cols, 1984). El citronellal se
encuentra dos aceites esenciales; el aceite de las hojas de Eucalyptus citriodora o
en el aceite de Java citronella. El valor maximo de absorcion UV es la los 285 nm

(Krishnaswamy, 2012).

Este tipo de pruebas no es tan exacta como las automatizadas, para llegar a saber
con certeza que compuestos son los que estan presentes en los extractos, sin

embargo pueden brindar informacion de la composicién de los extractos.
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Extractos diclorometano.
La siguiente figura muestra una cromatografia de placa fina de los extractos de la

colecta de 2012, con las manchas reveladas circuladas.

Figura 12. Cromatografia de placa fina de los extractos de polaridad intermedia (diclorometano) de I.
murucoides de 2012. F1: Sabanilla peso seco, F2: Sabanilla peso fresco, F3: Iramuco peso seco y F4:

IrAmuco peso fresco.

La fase movil ideal para los extractos de 2012 fue hexano-acetato de etilo (8:2). Se
puede observar que existe una uniformidad en el niumero y posicion de los
compuestos revelados de los extractos provenientes de localidades diferentes.
Con esta prueba se puede interpretar que la composicion de metabolitos

secundarios de polaridad intermedia de |. murucoides de 2012 es muy similar.

Extractos metandlicos.
La siguiente figura muestra una cromatografia de placa fina de los extractos

metandlicos de |. murucoides de 2012.
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Figura 13. Cromatografia de placa fina de los extractos metandlicos de |. murucoides de 2012. IV: Iramuco

peso fresco, IS: Iramuco peso seco, SV Sabanilla peso fresco, SS Sabanilla peso seco.

La fase movil ideal fue una mezcla de metanol-hexano (8:2), se puede observar
que los extractos que presentan una similitud entre los compuestos revelados son
los de Irdmuco peso seco, Sabanilla peso fresco y Sabanilla peso seco. El unico
extracto que presenta una composicion diferente es el de Iramuco peso fresco. En
estos extractos cabe resaltar que los compuestos revelados son de polaridad

intermedia.

La figura 15 muestra una cromatografia de placa fina de los extractos obtenidos en
2014.

Figura 14. Cromatografia de placa fina de los extractos metandlicos de |. murucoides de 2014. F: FES
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Iztacala, I: Irdmuco.

La fase movil ideal para el corrimiento de los extractos metandlicos de 2014 fue
una mezcla fue acetato de etilo-metanol (1:9). Se pueden observar que existen
diferencias entre la composicion de los extractos de FES lIztacala e Iramuco. La
composicidon de los extractos metandlicos de 2014 respecto a sus valores Rf son
de polaridad intermedia y alta. El unico valor Rf (0.80) que es igual entre ambas
muestras es el numero 4, parace que es el unico compuesto que ambos extractos

tienen en comun.

Este tipo de cromatografia ha permitido; determinar numero de compuestos
revelados en los extractos de las diferentes localidades y temporadas. Se ha
reportado que gracias a la naturaleza del gel silice, separa sustancias como
alcoholes, aminas y acido carboxilicos. La retencion y la selectividad en la
separacion depende de los valores respectivos de las constantes de los diferentes
equilibrios quimicos que tienen lugar y estan en funcién de: la polaridad del
compuesto, determinada por el numero y naturaleza de los grupos funcionales

presentes y naturaleza del disolvente (Facultad de Quimica, 2007).

B) Columna abierta.
De la cromatografia de columna abierta de |. murucoides en peso seco de Iramuco
(2012, se recolectaron 99 alicuotas de 25 ml, las cuales se destilaron a presion
reducida y se analizaron por ccf. De acuerdo a su patron cromatografico se
reunieron 12 fracciones, el cuadro 7 muestran los sistemas de elucién empleados

y las fracciones resultantes.
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Cuadro 7. Fraccionamiento del extracto hexanico de I. murucoides procedente de Iramuco, 2012.

Eluyente Proporcién Alicuotas Fracciones Clave de la
recolectadas combinadas fraccion

CsH14 - C4HgO2 95:05 1-10 1-11 A
CsH14 - C4HgO2 90:10 11 -20 12 -20 B
CsH14 - C4HgO 80:20 21-30 21-26 C
CsH14 - C4HgO 70:30 31-40 27 - 34 D
35-40 E
CsH14 - C4HgO2 60:40 41 -50 41 -53 F
CsH14 - C4HgO 50:50 51-60 54 — 66 G
CsH14 - C4HgO 40:60 61-70 67 —-73 H
CsH14 - C4HgO2 30:70 71-80 74 — 82 I
CsH14 - C4HgO2 20:80 81-90 83 -90 J
C4HsO, 100 91 -96 91 -96 K
CH3;0OH 100 97 - 99 97 -99 L

Las fracciones A, E, G, | y L se analizaron en cromatografia de gases acoplada a
espectro de masas (CG/EM), ya que eran las que mostraban mejor resolucién en
cromatografia de placa fina. Debido a los bajos rendimientos de las demas

fracciones, estas no fueron analizadas.

C) Cromatografia de Gases acoplada a Espectro de Masas (CG/EM)

Los extractos y fracciones que se analizaron con esta técnica fueron:

e Fracciones A, E G, | y L del extracto hexanico de Iramuco peso Seco de 2012.
e Hexanicos de 2012 (IF, SF y SS)

e Hexanicos de 2014 (Iramuco y FES Iztacala)

e Diclorometano de 2012 ( IS, SF y SF)

e Diclorometano de 2014 (Iramuco y FES Iztacala)
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EXTRACTOS HEXANICOS

El cuadro 8 se observan los compuestos que presentaron la mayor cantidad

relativa (%) de los extractos hexanicos de |. murucoides.

Cuadro 8. Compuestos identificados por CG/EM en los extractos hexanicos de |. murucoides.

Procedencia Porcentaje (%) Compuesto
Fraccion G 85.78 Eicosano
Fraccion | 51.62 Hentriacontano
Fraccion L 40.88 Timol
Sabanilla peso Fresco 35.60 6,10,14 trimetil-2 pentadecanona
Sabanilla peso Seco 29.05 Acido 6-octadecanoico
Fraccion E 19.22 1-octacosanol
Fraccion G 14.22 Heptadecano

Cabe mencionar que se seleccionaron los compuestos que fueron detectados en
cada uno de las fracciones que se analizé por CG/EM. Los criterios para hacer la
seleccién fueron; porcentaje relativo de la muestra, probabilidad de deteccidon
exitosa y en busqueda bibliografica se buscdé que no fueran agentes
contaminantes de los solventes, sino productos naturales. En el cuadro 9 se
ilustran las estructuras de cada uno de los compuestos mayoritados de los

extractos hexanicos.
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Cuaro 9. Estructura de los compuestos mayoritarios de los extractos hexanicos de I. murucoides

Tiempo de
Compuesto  retencion Estructura

16.54

EICOSGHO Hm "-'HH-\.-';HM.-";H .-"'-'.H'm.-'"dh'm_.-"'i m.-'"fhh.-"dhm.-' Hm
e e e e e
Hentriacontano 16.59
CHs

8.04

Timol
OH
HsC~ “CHjs
6.10.14 trimetil- N N N N N N
5 12.64 | | I
pentadecanona ?
Acido 6-
octadecanoico 18.55
OH

1-octacosanol 13.22
Heptadecano 1400 ,,-f"'-ﬁx“x,,-*’fH'm,ff.axf"fk‘x,,-*’fx'm,ff.axf"j“x,f'fx'm,
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e Eicosano

Es un alcano de 20 carbonos que se ha encontrado en el aceite esencial del
extracto organico Cestrum nocturnum. También se ha encontrado en las flores de
Allium atroviolaceum, contribuye a la actividad antimicrobiana del extracto. El
eicosano y fitol han sido reportados por ser constituyentes en el extracto de Aloe
vera, con alta actividad antimicrobiana contra patdégenos clinicos (Yogeswari,
2012).

En 2012 Fred-Jaiyesimi y cols, en su estudio del extracto hexanico de B. coriacea
han encontrado que la mezcla de heptadecanos, tetradecanos y eicosanos

exhiben una fuerte actividad antimicrobiana.
e Hentriacontano

El n-hentriacontano es probablemente un compuesto antitumoral, es un
hidrocarbono saturado de 31 carbonos que aparentemente es responsable de la
susceptibilidad de las plantas a las enfermedades. Se ha demostrado que ayuda
en la absorcion de agua del suelo por la planta y estar involucrado en la
estimulacion de la germinaciéon de las esporas de hongos (Atolani y Olatuniji,
2010).

Serrato y cols en 2015 han reportado que la organogelacién de la cera de
candelilla es un método prometedor para proporcionar estructura a los alimentos
solidos, como base de grasa, cosméticos y sistemas de administracion de
farmacos. El componente principal es el n-hentriacontano el cual mantiene
constante su temperatura de fusion independientemente de la mezcla de ceras y

otros lipidos que existen en el extracto de candelilla.

Ademas Tessmann y Dianese en 2002 han reportado que el extracto de las hojas
de Syzygium jambos que fue fraccionado en una columna y probado en un
bioensayo de la germinacién de las urediniosporas de Puccinia psidii (hongo) para
determinar si inhibia el proceso de infeccidn. Descubrieron que la fraccién que
tuvo mas actividad sobre la germinacién fue la que contenia hentriacontano. Este

resultado contribuye al mejor entendimiento del proceso de infeccion del moho.
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También se ha encontrado hentriacontano en el estudio de Mahmoud y cols 2014,
en la particion con éter del extracto etanolico de Chorisia insignis que es conocida
con actividad antimicrobiana. El resultado del analisis fue que 50 compuestos
constituyen el 95.81% del total del area total de los picos. El n-Hentriacontano

represento el 21.45%, siendo el mayor constituyente.

En la fraccion L del extracto hexanico de I. murucoides de Iramuco PS de 2012 se
encontro que el hentriacontano tiene un 51.62%. Al ser este compuesto un agente
de suceptibilidad para el desarrollo de enfermedades en plantas provocas por
hongos, hace que |. murucoides de esta regidbn sea muy vulnerable para ser

atacada por estos organismos.
e Timol

El timol, conocido igual como isopropliimetacresol, o 2-isopropil-5-metilfenol. Es un
agente antimicrobiano (retarda el crecimiento o causa la muerte de los
microorganismos). El timol es un compuesto que ha sido probado contra diferentes
microorganismos de importancia alimenticia. Se ha evaluado su actividad
antimicrobiana y posee los niveles mas altos de actividad contra microorganismos
Gram negativos. En bacterias Gram negativas, el timol desintegra la membrana
externa, permitiendo la salida de liposacaridos e incrementando la permeabilidad
de la membrana citoplasmatica. En S. aureus une las proteinas hidrofébicas de la
membrana mediante puentes de hidrogeno, cambiando las caracteristicas de

permeabilidad de la misma (Garcia y cols 2008).

Se ha demostrado que el timol tiene mejor actividad en sinergia con el carvacrol.
Este tipo de compuestos pueden ser usados como tratamiento en Alzheimer. Las
especies de plantas que contienen niveles elevados de timol son Citrus limén,
Trachyspermum ammi, Mondarda punctata, Thymus vulgaris y Pycnanthemum
nudum. También se ha detectado como un compuesto antinflamatorio (Cseke vy
cols, 2006).

El porcentaje identificado en la fraccién L del extracto hexanico de I. murucoides

de la region de Iramuco fue del 40.88 %.
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e 6,10,14-Trimetil-2-pentadecanona

La 6,10,14-Trimetil-2-pentadecanona esta clasificada como un sesquiterpeno
oxigenado. En un estudio sobre la composicion aromatica de tés negros chinos se
ha encontrado este compuesto con porcentajes de 2.36 y 7.92%. Se ha concluido
que cada uno de los compuestos encontrados en infusiones posee un papel

crucial en el olor y su calidad (Lv y cols, 2014).

En la caracterizaciéon quimica y evaluacion de actividad antimicrobiana de los
compuestos volatiles de Minuartia meyeri (Caryophyllaceae). Se detectd que el 5%
fue de 6,10,14- Trimetil-2-pentadecanona (Yatli y cols, 2006).

Terminalia catappa es usada en la medicina tradicional de Taiwan, se afirma que
posee efectos terapéuticos en enfermedades relacionadas con el higado, la forma
en que se usa es como bebida. Ademas se ha reportado que los aceites
esenciales de esta especie tienen actividad biologica, incluidas la antimicrobiana y
propiedades antioxidantes. El porcentaje de 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona en
los extractos de las hojas color verde es 28.35%, en hojas color amarillo oscuro es
11.98% y para las hojas de color rojo es de 15.03%. En este estudio se clasifica a
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona como una cetona que presentaba un aroma

ligeramente graso (Maua y cols, 2003).

Mahmoud en 2013 hizo la caracterizacion quimica de los botones florales de
Lupinus varius que se clasifica en la familia Leguminosae o Fabaceae. El mayor
componente del aceite esencial es 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona con el 20.5%,

en este estudio lo clasifican como un sesquiterpeno oxigenado.

Ogunwande y cols en 2011 detectaron 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona en la
especie Ficus elastica (Moraceae), con un 25.9% de rendimiento. Esta especie no
es caracteristica de producir mucho color o fragancia en sus flores para atraer
otros polinizadores. Este compuesto se ha encontrado en otras especies de la

misma familia.

El rendimiento de 6,10,14-Trimetil-2-pentadecanona en el extracto hexanico de I.

murucoides de Sabanilla 2012, es mayor a lo reportado en la literatura sobre la
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composicién quimica de otras especies. Este compuesto por lo que se ha
encontrado, atribuye a esta especie su olor caracteristico y algunas actividades

biolégicas importantes como, la antimicrobiana y antifungica.
e Acido-6-octadecanoico

El acido-6-octadecanoico es conocido como acido petroselinico (C1gH3402), es un
acido graso libre, puede ser un ésterer de ceras 6 mono, di o triglicéridos. Su uso
es el de proporcionar buenas propiedades de textura a la comida, mientras que no
elevan los niveles del LDL-colesterol en el suero sanguineo. Se ha documentado
que ciertos acidos grasos se pueden usar como agentes antiinflamatorios, entre
ellos se encuentra el acido petroselinico (Unilever, 2006).

También tiene efecto antienvejecimiento y se puede incrementar de modo
sinérgico usando el derivado del acido petroselinico en combinaciéon con uno o
mas antioxidantes. Se han hecho composiciones comestibles que contiene acido
petroselinico, se usa como un componente antienvejecimiento que estimula los
niveles de decorina con un impacto positivo en afecciones cutaneas. Ayuda a
prevenir notablemente los signos visibles de la piel arrugada y/o foto dafada
(Unilever, 2006).

El perejil es una hierba aromatica de la familia Apiaceae, entre su caracterizacion
quimica, presenta el acido petroselinico o acido 6 octadecanoico. El acido
petroselinico es un isomero del acido oleico. Existen muchas investigaciones
orientadas en la busqueda de agentes antienvejecimiento y se ha encontrado que
es posible el uso de derivados del acido petroselinico, ya que estimula dos
proteinas estructurales de la piel: colageno y decorina (Reyes-Munguia, 2012).
Vijisaral y Arumugam en 2014 han reportado en Indigofera suffruticosa
(Faboideae) conocida como aiil, con el 18.47% de acido-6-octadecanoico. En la
medicina tradicional es usada para tratar la fiebre, dolor de cabeza, hemorragias,
tos aguda y parasitos de la piel.

Entre la composicion fitoquimica de I.murucoides el acido-6-octadecanoico
representa un alto porcentaje comparado con I. suffruticosa. Se podria mejorar el

método de extraccion para hacer uso potencial de este acido en las diferentes
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industrias en donde ya ha sido reportado y patentado. La estructura de este acido
graso insaturado es la siguiente.

¢ 1-Octacosanol

1-octacosanol también conocido como n-octacosanol, alcohol octadecilo, alcohol
cetilico, alcohol Montany. Es una cadena lineal alifatica con un alcohol primario de
28-carbonos que es comun en las ceras epicuticulares de plantas, incluidas las
hojas de muchas especies de Eucalyptus, de la mayoria de hierbas forrajeras y de
cereales, de Acacia, Trifolium, Pisum y muchos otros géneros de leguminosas
entre muchos otros, a veces como el principal constituyente de cera. El

octacosanol también esta presente en el germen de trigo (Shaji y cols, 2015).

El policosanol, que es una mezcla de 1-ocatacosanol, tricontanol y otros alcoholes
de acidos grasos de cadena larga han sido usados en el tratamiento de la
hiperlipidemia, es un desajuste metabdlico que consiste en tener niveles elevados
de los lipidos en la sangre. En los estudios mas recientes se ha demostrado que el

1-octacosanol posee actividad proaptotica y antiangiogénica (Shaji y cols, 2015)

Oliveira y cols en 2012 aislaron al 1-octacosanol de la fraccion hexanica del
extracto etandlico de las hojas de Sabiecea grisea (Rubiaceae), que es una planta
endémica de Brasil. Se determino que el octacosanol posee efectos
antiinflamatorios y anticonceptivos. Entre otras actividades bioldgicas importantes,
se incluye la antioxidante, ergogénicas (recuperacién de energia) y anti parkinson
(Wang y cols, 2010).

Al ser este compuesto usado en diferentes padecimientos y aplicaciones es
conveniente mejorar el método de extraccidbn en I. murucoides para un mayor
rendimiento, ya que se ha obtenido el 19.22% en la fraccidn hexanica proveniente
de Irdmuco 2012.

e Heptadecano

El heptadecano es un compuesto volatil, se ha encontrado en el extracto acuoso
de las hojas de Lepidagathis cristata (Acanthaceae) se aislaron compuestos con
potencial antifungico contra Colletotrichum fulcatum, Fusarium oxysporum,

Rhizoctonia solani, Curvularia lunatta y Microsporum canis. Esta planta es usada
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en pequenos tonicos en fiebres, neumonia, gripe, infecciones bucales, eczema,
psoriaris y otras infecciones de la piel. De los compuestos con mayor actividad se
encuentra el heptadecano (Abubacker & Devi, 2015).

En 1998 Gary y Dustan estudiaron la variedad de los compuesto volatiles de
Microsistis aeruginosa en condiciones de irradiacion de hierro. Detectaron que el
heptadecano es el hidrocarbono alifatico mas abundante en los diferentes
tratamientos de radiacion. La producciéon de compuestos volatiles toxicos en esta
cianobacteria es para inhibir los efectos de la fotoxidacién por la radiacion.
Llegaron a la conclusion que el heptadecano es un compuesto alelopatico.

De acuerdo con lo reportado en anteriores estudios el heptadecano tiene multiples
usos en la medicina tradicional y uso en otros padecimientos, es un compuesto de
gran importancia médica. En este estudio I. murucoides presenta el 14.22% en la
fraccion del extracto hexanico de Iramuco 2012, lo cual la hace una especie

interesante para obtener este compuesto.

EXTRACTOS DICLOROMETANO
Ahora se presentaran los resultados obtenidos del analisis por CG/EM de los

extractos de polaridad intermedia (diclorometano).

Cuadro 10. Compuestos identificados por CG/EM en los extractos de diclometano de I. murucoides.

Procedencia Porcentaje (%) Compuesto
Iramuco peso Seco 2012 16.72 Tricosano
IrAmuco 2014 14.72 Acido 11-octadecenoico
Iramuco 2014 7.35 Acido hexadecanoico
FES lztacala 2014 5.48 1-Docoseno
Iramuco 2014 5.48 9-cis metil, 11-trans octadeca dienoato
FES lztacala 2014 4.94 1-Eicosanol
FES lztacala 2014 4.87 5-Eicosano

Como se puede observar los rendimientos (cuadro 10) de los compuestos
identificados por CG/EM en los extractos de diclorometano son menores
comparados con los compuestos de los extractos hexanicos. Ademas en los
extractos de diclorometano se lograron identificar compuestos de todas las
muestras, a deferencia de los compuestos hexanicos en los que sélo en los

extractos de 2012 se identificaron metabolitos secundarios. A continuacion el
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cuadro 11 muestra las estructuras de los principales compuestos de de los

extracto de diclorometano.

Podemos observar que el compuesto identificado con mayor rendimiento es el

tricosano (16.72%) y el compuesto con menor rendimiento es el 5-eicosano

(4.87%).

Cuadro 11. Estructura de los compuestos mayoritarios en extractos de diclorometano de |. murucoides.

Compuesto  Tiempo de retencion Estructura
Tricosano 29.77'y 31.39 S N NP
‘_.—-‘
Acido 11- 22 16 [
octadecenoico I”
4] o~ o, e o~ - e
H™ ™ - — g ™ \._\/.—' S “H
(1]
o /S\CIdO - 20.02 H'O"'\|]/HHRH,-*";K“M P N
exadecanoico
0
1-Docoseno 23.12 HSCW”‘/\/\/\/\’%%
. 22.09 . . . .
1-Ei cosa noI 0 & H"“\.\.-"IHHH"‘\-."'##H“'H,.- o H‘“Hf"ﬁ“\.fﬁm'm, o \H\,F‘.H\\H‘.-’fl‘#\.""\; o “‘\\
. 20.80
5-Eicosano
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e Tricosano

El tricosano es un hidrocarburo de férmula molecular Cy3Hys. Este compuesto
representa entre el 26.5 y 32.4% de los compuesto volatiles caracteristicos del olor
de algunos hibridos de O.lupercalis y O.iricolor, especies que pertenecen al
género de las orquideas. La composicion volatil de estos hibridos es muy
importante para atraer sus polinizadores especificos, que son abejas. La atraccién
se basa en la imitacion de la feromona sexual femenina de estas abejas. Los
cambios en el aroma floral pueden conducir a la hibridacién, introgresion vy
posiblemente la especiacion. Este estudio demostré que el olor puede ser el
primer paso para especiacion y al mismo tiempo provocar el desplazamiento de

una especie (Stokl y cols, 2008).

Otro estudio relacionado con la selectividad de polinizadores es del Miraldia y cols
en 2011. En donde se encuentra que el tricosano constituye el 22.9% del aceite
esencial de flores de Spartium junceum. Ellos concluyen que los hidrocarburos
constituyen un aspecto importante que regula la sensibilidad de los insectos en la

seleccién de la planta huésped.

Fitsioua y cols en 2011 reportan que en las flores de Tilia tomentosa y Tulia
cordata, uno de los componentes principales es el tricosano, varia del 21.5% al
31.3% de los componentes volatiles de estas flores. Asi mismo en 2007, Ariza y
cols reportan que Posoqueria latifolia (Rubiacea) presenta un olor perfumado muy
agradable que se intensifica en las horas de la noche. De los compuesto

mayoritarios del absoluto se encuentra el tricosano con el 5.9%.

Como se puede observar este hidrocarburo representa una parte muy importante
del olor en diferentes especies y su funcion principal es atraer a polinizadores para
lograr la reproduccion y asi la subsistencia de la especie. En todos los estudios ya
citados se presenta este compuesto en las flores, sin embargo en este estudio, I.
murucoides el tricosano representa el 16.72% del extracto de hojas, proveniente
de Iramuco 2012 en peso seco, a pesar de que en ese momento no se detectaron

flores en la planta.
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e Acido 11 octadecenoico

El acido-11-octadecenoico es un acido graso. En 1960 Chisholm and Hopkins
Examinaron la composicion del aceite de semilla de Asclepias syriaca
(Asclepidaceae), entre los mayores constituyentes de acidos grasos, se encuentra
el acido 11-octadecenoico o también llamado acido asclepico. Este acido graso

forma un 15% de la composicién total de acidos grasos del aceite.

En 2002 Martinez-Force y cols reportaron la composicion de acidos grasos
modificada. Esta invencidon se baso en el aceite de girasol y los contenidos de los
diferentes acidos grasos para hacer un producto competente para industria
alimenticia, ya que requieren una alta termoestabilidad o grasas plasticas. Las
grasas animales han sido sustituidas en los ultimos afos por grasas vegetales

hidrogenadas que no contiene colesterol.

Sin embargo dichas grasas hidrogenadas presentan otro problema derivado de la
hidrogenacion. Ya que en dicho proceso tiene lugar a la isomerizacion de posicidon
(desplazamiento de los dobles enlaces) y las transformaciones estereoquimicas
(formacioén de isémeros trans). Se producen isémeros en una cantidad de hasta
30-50% del total de acidos grasos. Estos isobmeros no son muy saludables desde
el punto de vista nutricional, por lo que en la industria alimentaria deben evitarse.
El acido asclepico (isémero de n-7 del acido oleico) es menor al 4% en la

composicidon del aceite de giraso (Martinez-Force, 2002).

La medicina tradicional de la India ha usado a Gymnema sylvestre
(Asclepiadacae), una hierba para tratamiento de la diabetes en adultos. La accion
hipoclucémica de las hojas fue descrita por primera vez en 1930, las cuales elevan
los niveles de insulina, esto posiblemente por la regeneracion de las células 3 en
el pancreas. Las hojas de G. sylvestre ayudan a disminuir el colesterol sérico y los
triglicéridos (Joffe, 2001).

La industria alemana Traditional Ayurveda Health Care

(https://www.apimanu.com/pdf/produkte/products spanish/diabgymna.pdf), ha
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desarrollado un complejo alimenticio del extracto de Gymnea sylvestre. El
componente antidiabético activo es el acido gimneico (acido asclepico). En ayunas
disminuye: la glucosa, la necesidad de la insulina, HbA1c y del contenido proteico
del plasma, no se han observado efectos secundarios. Por lo tanto puede

favorecer y apoyar la produccién enddgena de insulina en diabetes mellitus tipo 2..

Este acido graso compone el 14.72% del extracto de diclorometano de I.
murucoides proveniente de Iramuco 2014. Lo cual la hace una especie referente
para la obtencion de este acido graso que tiene interés en la industria alimenticia,

cosmeética y meédica.
e Acido hexadecanoico

Uno de los acidos grasos mas comun en plantas es el acido hexadecanoico o
conocido como acido palmitico. El acido palmitico tiene una cadena de
hidrocarbonos saturada. Se encuentra en componentes de los aceites y las ceras

de las plantas (Cseke y cols, 2006).

Hérnandez-Aro y cols s/a, reportaron que en la fraccion de menor polaridad del
extracto de |. batatas se identificaron acidos grasos; los mas abundantes fueron el
acido palmitico y acido linoléico. En este estudio el acido hexadecanoico
representa el 7.35% de la composiciéon del extracto de diclorometano de |.

murucoides de Iramuco 2014.
e 1-Docoseno

El 1-docoseno es un acido graso con formula molecular CoHgy. Girme y
colaboradores en 2014 reportaron que es uno de los componentes de
Sarcostemma viminale (Asclepiadaceae). Esta planta se conoce como “soma” en

la India. Esta investigacion revela actividad antibacteriana moderada de la planta.

Koelmeyera coriacea (Clusiaceae) es una planta medicinal de Brasil, usada en
tratamiento de parasitos, infecciones bacterianas y fungicas (Alves y cols, 2000).
Se ha reportado la accion del extracto cloroférmico en melanoma de una linea

celular de roedores, ademas muestra una fuerte actividad citotoxica, ya que inhibe
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un factor de crecimiento y la migracion de tumores. Por otra parte reduce el
numero de melanomas metasticos. Entre los componentes de mayor porcentaje
del extracto cloroférmico se encuentra el 1-docoseno con 16.59 % y el 1-eicosanol
con el 18.46% (Figuerido y cols, 2014).

Gurnania y cols en 2015 estudiaron el potencial antimicrobiano y antioxidante del
extracto de las semillas del chile (Capsicum frutescens). Los extractos que se
elaboraron, fueron hexanico y cloroférmico. Se demostro in vitro que los extractos
de las semillas previenen el crecimiento de muchos de los patdbgenos empleados,
ya que inhiben de forma significativa las zonas de crecimiento. La actividad
inhibitoria fue especialmente contra Pesudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Candida albicans, uno de los componentes

de estos extractos es el 1-docoseno.

El porcentaje obtenido de 1-docoseno en el extracto de diclorometano de |.
murucoides de la FES lztacala 2014 es del 5.48%. De acuerdo con lo reportado en
otros estudios, este compuesto puede brindar proteccion contra algunos

microorganismos.
e 1-Eicosanol

El 1-eicosano es un alcohol graso. Un alcohol graso se define como; una serie de
hidrocarburos alifaticos que contienen un grupo hidroxilo, por lo general en la
posicion terminal, poseen un numero mayor de 8 a 10 atomos de carbono. La
sintesis de los alcoholes grasos por organismos vivos, esta intimamente ligada
con la produccién de acidos grasos. Los alcoholes grasos estan asociados
principalmente con ceras y lipidos de almacenamiento. Se usan en las industrias
farmacéutica, de detergentes y plasticos (Mugde, 2005). En la figura 16 se

observa la estructura genérica de los alcoholes grasos.

HSC/\Mn/\OH

Figura 16 . Estructura genérica de los alcoholes grasos.
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Las ceras son abundantes en las plantas, ya que recubren sus superficies, estan
compuestas de alcoholes de cadena larga unidos a través de un puente éster de
acidos grasos y tienen la propiedad de ser solidos a temperatura ambiente y
liquidos a temperaturas mas altas. Las ceras tienen varias funciones bioldgicas
esenciales, incluyendo la pérdida de agua evitando, a la abrasién y la infeccién
(Mudge, 2005).

Kether y cols en 2012 estudiaron la composicion quimica de las partes aéreas de
Cotula coronopifolia, entre los compuestos mas importantes de las hojas,
detectaron al 1-eicosanol con mayor abundancia en tallos (17.1%) y raices
(14.6%). También probaron la actividad antifungica de la composicion volatil de C.
coronopifolia, detectando efectos de inhibiciéon fungica. Esta actividad tal vez es
atribuida a la presencia de 1-eicosanol, hexacosano y heptacosano, encontrados

en el aceite esencial.

El 1-eicosanol representa el 4.94% de la composicion del extracto de
diclorometano de |. murucoides de FES lIztacala 2014, el cual forma parte de las
ceras de la cubierta de los tallos y hojas, brindandole a la planta funciones de

proteccion e inhibicién de crecimiento de agentes patdgenos.
e 5-Eicosano

El 5-eicosano representa el 4.87% de la constitucion del extracto de
diclorometano de |. murucoides de FES Iztacala 2014. Fred-Jaiyesimi en 2012,
hace un estudio de la composicion del extracto hexanicos de las semillas
Buccholzia coriacea, conocido como almizcle, reportando el 0.77% de este

compuesto.
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D) Cromatografia preparativa de los extractos metandolicos de /. murcucoides.
En la figura 17 se muestran las imagenes de dos de las placas preparativas de los
extractos metandlicos de |. murucoides de Iramuco peso seco 2012 y FES lztacala
2012 con y sin luz UV. Como se puede observar ambas poseen patrones de

corrimiento diferentes entre si.

B

Figura 17. Placas preparativas. Izquierda revelada con luz UV y derecha sin luz UV. A) IS 2012 B) FES
Iztacala 2014

Los valores Rf de los extractos metandlicos de 2012 se muestran en el cuadro 12.

Cuadro 12. Valores Rf de los componentes de los extractos metandlicos. IF Iramuco peso fresco, IS
IrAmuco peso seco, SF Sabanilla peso fresco, SS Sabanilla peso Seco.

Extracto Valores RF
IF 0.38 0.47 0.52 0.75 0.83
IS 0.33 0.77 0.81 0.86 0.91 0.94
SF 0.36 0.44 0.69 0.75 0.82 0.91
SS 0.36 0.75 0.8 0.86 0.91
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E) Cromatografia liquida de alta resolucion HPLC de las fracciones de los
extractos metandlicos

En esta seccion se discuten los resultados obtenidos en la cromatografia liquida
de alta resolucién de las fracciones de mayor rendimiento (g) obtenidas de las
placas preparativas de los extractos metandlicos. Al no tener un patron, los picos
de absorcién maximos se compararon con el compendio de Waksmundzka-Hajnos
y Sherma 2010, de acuerdo con el método y el tipo de columna que se utilizaron

para el analisis.

Los resultados que se muestran, son aproximaciones al tipo de compuestos que
probablemente se obtuvieron, esto, de acuerdo con el tipo método de extraccion,
método analitico en HPLC vy el pico de absorcion de los picos. Recordemos que el
detector que se utiliz6 fue de arreglo de diodos con un rango de 200 a 750 nm con
deteccion a 254 nm. En el cuadro 13 se muestran los compuestos que posrian

encontrarse en l. murucoides.
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Cuadro 13. Resultados de la cromatografia liquida de alta resolucion de los extractos metandlicos

Probables compuestos con base en la

Muestra A max . Funcién Referencia
literatura
Fl1 2014 210 Glicolipido en hojas de Ipomoea batatas l;%%(;htano y cols,
IS 2012 v F Como tratamiento contra
2014 y 254 Compuestos fenolicos en T. mongolicium procesos inflamatorios e Shi y cols, 2008
infecciosos.
Acidos fendlicos de plantas medicinales Wen y cols, 2005
Hormonas involucradas Huntlev v cols
Giberelinas y citokininas en la floracion y yy ’

germinacion 2002.

Como se puede observar los compuestos encontrados corresponden a lipidos, compuestos fendlicos y hormonas
implicadas en la floracion. Esto concuerda con las caracteristicas de los ejemplares de I. murucoides. Con respecto al
método de analisis cromatografico, es oportuno resaltar que no fue muy especifico, ya que no existia un patrén para una
mejor identificacion. El tipo de columna que se utilizé permite una amplia seleccion de compuestos, esto por el tamano de

particula (5um) y la silica que componia la fase movil (Agilent Technologies, 2007).
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9.4.3 Identificacion y cuantifiacacion de alcaloides
En esta seccidn se describiran y discutiran los resultados obtenidos de la pruebas

para la identificacion y cuantificacién de alcaloides.

Prueba colorida

Los extractos metandlicos de 2012 y 2014 al reaccionar con el reactivo de
Dragendorff no presentaron el precipitado color rojo caracteristico de la presencia
de alcoloides. Sin embargo este método solo es una aproximacién a la
identificacion de alcaloides. La razén de hacer prueba de identificacion de

alcaloides es que son caracteristicos de la familia Ipomoea.

Extraccion y cuantificacion de alcaloides (Shamsa, 2008).
Los resultados de la cuantificacion de alcaloides de los extractos metandlicos de |.

murucoides de 2012 y 2014 se muestran en el cuadro 14.

Cuadro 14. Contenido de alcaloides de los extractos metandlicos de |. murucoides. Las concentraciones son el
promedio + la desviacion estandar de la curva patrén. ECAT, equivalentes de atropina.

Muestra Alcaloides totales (umoles ECAT/100 g)
Iramuco 2012 1.25
Sabanilla 2012 5.00
Iramuco 2014 2.50
FESI 2014 12.50

La técnica que se uso en este estudio fue la Oropeza, 2012 que emplea un patrén
de cinconina a una longitud de onda de 420 nm, esta técnica es una modificacion
de la Shamsa y cols, 2008. La cual utiliza como patrén a la atropina y una longitud
de onda de 470 nm. Para la cuantificacién de los alcaloides de I. murucoides se

uso como patron la atropina y una longitud de onda de 420 nm.

En todos los extractos de hoja la cantidad de alcaloides es menor a los 25 ug
equivalenes de cinconina (ECCn)/100 g que reporta Oropeza en 2012. Si se
hunieran empleado los 470 nm como lo marcaba la técnica original de Shamsa y

cols, 2008, los resultados tal vez los resultados serian distintos.
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9.4.4 Cuantificacion de fenoles (Folin-Ciocalteau)

La cantidad de fenoles fue muy baja ya que las cantidades se encuentran entre
5.725 y 7.953 mg. La cantidad de compuesto fendlicos obtenidos de los extractos
metandlicos no presenta grandes variaciones entre cada uno de los ejemplares de
I.muruoides. A pesar de que los compuesto fendlicos son metabolitos esenciales
para el crecimiento y reproduccion de las plantas y actuan como agentes
protectores frente a patégenos, son secretados como mecanismos de defensa en
condiciones de estrés, tales como infecciones, radiaciones UV, entre otros (Avalos

y Pérez-Urria, 2009), en |. murucoides se encontraron en bajas cantidades.

CUARTA ETAPA
9.5 Actividad antioxidante: DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)

La capacidad antioxidante media (ICsp), que indica la cantidad necesaria de un
antioxidante para reducir en un 50% al radical DPPHe. De acuerdo con los
resultados del ANOVA los extractos metandlicos de |. murucoides no poseen
actividad antioxidante relevante. Ya que indican que ICsy se presenta con
cantidades superiores a las 128 ppm de extracto. El porcentaje de decoloracion se

calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% de decoloracion= 1-(absorbancia del problema/absorbancia del blanco) X 100

Sabanilla peso Fresco 2012
70
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Figura 18. Gréfico del porcentaje de decoloracion de DPPH+ en reaccion con el extracto metandlico de |.

murucoides de Sabanilla peso fresco 2012.
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Cabe mencionar que en la mayoria de los extractos se observdé un
comportamiento similar de las graficas, en donde la ICsyp se presenta en
concentraciones mayores a las 512 ppm de extracto. Los resultados no muestran

actividad antioxidante relevante.

9.5.1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Las prueba de difusidon de disco en agar de los extractos de |. murucoides de 2012
fue negativa ya que no presentd en ninguno de los caso halos de inhibicion. Estos
resultados indican que los extractos de |. murucoides no presenta sustancias
antimicrobianas. A pesar de que en en la fracion L del extracto hexanico de
Iramuco PS de 2012 tiene el 51.62% de timol no es suficiente para que el extracto

poseea antidad antimicrobiana.
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10 CONCLUSIONES

Se obtuvieron extractos de hoja y tallo de distinta polaridad de I. muruoides.
Los extractos hexanico, diclorometano, metandlico y acuoso de I. muruoides de
2012 absorben en la regidon de la radiciacion UV-C de espectro
electromagnético.

Los extractos hexanicos y diclormetano estan constituidos por; acidos grasos,
hidrocarburos saturados, hidrocarburos alifaticos, compuestos fendlicos,
sesquiterpenos oxigenados y alcoholes grasos.

Los extractos metandlicos parecen tener compuestos alcaloideos y
hormonales.

Los compuestos de |. murucoides con respecto a la literatura reportan tener
actividad biolégica. Van desde ser antimicrobianos, antiinflamatorios,
antioxidantes, antienvejecimiento, ecologico y como tratamiento para la
diabetes.

La cantidad maxima de alcaloides en extractos metanolicos de I. murucoides
cuantificada fue de 12.50 ymoles ECAT/100 g.

El potencial antioxidante de los extractos metandlicos no se considera
relevante.

Los extractos de I. murucoides no poseen actividad antibacterial y antifungica.

11 PERPECTIVAS

Realizar purificacion de compuestos de interés medicinal y cosmético de I.
murucoides.

Emplear otras técnicas de separacion e identificacidon de compuestos de |.
muruoides utilizando distintas partes de la planta.

Probar la actividad antimicrobiana de los compuestos aislados de |I.

murucoides.
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ANEXO 1
TECNICAS

Extraccién y cuantificacion de Alcaloides (shamsa, 2008).

Esta técnica se realizé mediante la siguiente secuencia:

A) Obtencion de Alcaloides

1)

Realizar extracto metandlico: Se pesaron 100 gramos de hojas y tallos, se
molieron y se les agregoé 60 ml de metanol dejando macerar durante 3 dias. El
extracto se filtré y se evaporé en rota vapor al vacié a 40 °C.

Remocién de clorofilas: Al extracto metandlico evaporado se le adicionaron 15
ml de agua y HCI 1M hasta alcanzar un pH de 2. Se adiciono hexano en un
embudo de separacion, se agito y se hizo la separacion liquido-liquido.
Separacion de alcaloides de compuestos fendlicos: La base acuosa libre de
clorofilas se le adicion6 NaOH hasta obtener un pH de 12. La solucion se
coloco en un embudo de separacion, se agreg6 cloroformo y se agito. Los
extractos cloroférmicos de secaron con NapSO,, se filtraron y evaporaron en

rota vapor.

Cuantificacion de alcaloides

Preparacién de la Curva Patron:

Acido citrico 0.2 M: Pesar 840 mg de &cido citrico y aforar a 50 ml.

Buffer de fosfato (p/v): Pesar 7.16 g de Na,HPO, (fosfato disddico) y aforar a
100 ml con agua destilada. *Ajustar pH a 4.7.

NaOH 1N 400 mg de NaOH aforar con 10 ml de agua destilada.

Verde de bromocresol (p/v/v): Pesar 34.9 mg de bromocresol, agregar 0.25 ml
de agua y 0.15 ml de NaOH 1N. Disolver en agua y aforar a 50ml.

Estandares de atropina: 2, 4, 6, 8 y 10 ppm.

CUANTIFICACION:
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En un embudo de separacion a la particion cloroférmica se le agregaron 5ml de
buffer de fosfatos, 5ml de verde de bromocresol y 2ml de cloroformo. Se agitd y se
separo la fase cloroformica en un matraz. A la fase acuosa se le agregaron 2ml de
cloroformo y se agité para extraer la mayor cantidad de alcaloides, este paso se

repitio 5 veces.

La fase organica se secé con NaSOQOy, se filtro y se evapord para pesar el total de
alcaloides obtenidos. Las muestras se leyeron a 420 nm por medio de un
espectrofotometro Perkin EImer UV/Vis Lambda 25. Como patron de referencia se
us6 atropina, como blanco cloroformo y como muestra problema el extracto libre

de clorofilas.

Determinacion de potencial antioxidante de los extractos metandlicos.

La actividad antioxidante de los extractos se determind usando la prueba de
decoloracion del radical 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH C4gH12N50g). La técnica

se realizé de la siguiente manera:
DISOLUCIONES:

1) Soluciones de extractos metandlicos con concentracion de 1024 ppm: Se
pesaron 0.049 g de cada uno de los extractos metandlicos de 2012 y se
diluyeron con 10 ml de metanol.

2) Metanol.

3) Solucion de DPPH a 0.5nM: Se pesaron 0.0394 g de DPPH y se disolvieron
con 200ml de metanol

4) Se prepararon diluciones con concentraciones de 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256,
512y 1024 ppm.

CUANTIFICACION
La cuantificacion se realizé de acuerdo a la siguiente secuencia:

1) Blanco: 200 ul de metanol
2) DPPH: 200 pl
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3) Extractos con DPPH: 150 pl de solucién de extracto y 50 uyl de DPPH (del
pocillo 3 al 12)

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo durante 30 minutos a temperatura
ambiente, en microplacas de 96 pocillos protegidas de la luz. Después se midi6 la

absorbancia a 520 nm.

Figura 19. Modelo de placa DPPH

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AloJoJololololo]lo]olololo O] Metanol
Blolo|o|o|o|ololo|o|o|o|o 0 DPPH
"
clo|lolo|o|o|lo|o|o|lolo|olo oEX[t)rsgtﬁ
plololo|o|ololololo|o|o|o
Elololo|o|olololololo|o|o
Flo/lolo|o|o|o|o|o|lo|o|o]|o
clo|o|lo|lo|lo|o|o|o|ololo|o
Hlolo|o|o|o|lo|lo|olo|o|o|o

Cuantificacion de Fenoles Totales

DISOLUCIONES

1) Metanol al 90%.

2) Carbonato de sodio (Na;COs3) al 0.5% (p/v): Se pesaron 50 mg de Na,COs3 y se
aforo a 10 ml de agua

3) Reactivo de Folin-Cicalteau 0.1 M: 0.5 ml de Reactivo de Folin-Ciocalteu 2M vy
aforar a 10 ml de agua sin la presencia de luz.

4) Acido galico 100 ppm: Se peso 1mg de &cido galico y se aforo a 10 ml de
Metanol al 90%. A partir de esta solucién se realizaron los siguiente patrones
para al curva patron; 5, 10, 15, 20 y 25 ppm.

5) Extractos: Se pesaron 10 mg de extracto metandlico de IrdAmuco hojas secas
2012, Iramuco 2014 y FES Iztacala 2014, cada uno de los extractos se aforo a

10 ml de Metanol. Para realizar las diferentes alicuotas; 50 y 20 ppm cada uno.
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CUANTIFICACION
La cuantificacion se realizé de acuerdo a la siguiente secuencia:

1) Blanco: 40 ul de agua, 40 pl de reactivo de Folin Cicalteau y 40 pl de Na,COsg,

2) Estandares de acido galico: 40 pl de acido galico, 40 pl de reactivo de Folin
Cicalteau y 40 ul de Na,COs3,

3) Extractos FES lztacala, Iramuco 2012 e Iramuco 2014: 40 ul de extracto, 40 pl
de reactivo de Folin Cicalteau y 40 pl de Na,CO3,

Antes de agregar el Na,COg3 se dejo en reposo a temperatura ambiente por 6

minutos y se agito a baja velocidad por 15 segundos.

Después de agregar el Na,CO3; se dejo reposar por 30 minutos a 40°C y se agito

por un minuto para leer a 620 nm.

En una microplaca la técnica se realizé como se explica en el siguiente esquema:

Figura 20. Modelo de placa Folin-Cicalteau

© Blanco
0|0|0|O0|0|O0|0O|0O|0O|0|0|0O 5
Ol0(0|O|0[O|OIO0O|0O|0OI0O|0 Estandares de acido Galico
O|0|0|0O|0O|0O|O|0O|O|0O|0O|0O o Extractos a 20 y 50 ppm de
o|olo|o|o|o|o|o|o]o]o|o FES Iztacala
Oolo|lo|0|O0|O|O|O|O|O|0O]|O 5 Extractos a 20 y 50 ppm de
Iramuco 2012
Extractos a 20 y 50 ppm de
° Iramuco 2014

Pruebas bioldgicas
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Se realizé prueba de sensibilidad antimicrobiana de los extractos hexanico,
diclorometano y metandlico en: Escherichia coli 53228 (gram negativa),
Staphylococcus aureus 83MR (gram positiva), Candida albicans 14065 (levadura)
y Aspergillus niger (hongo filamentoso). Las sepas fueron proporcionadas por el

laboratorio de Farmacognosia de la UBIPRO.
Sensidiscos

Se impregnaron sensidiscos de papel watman 40 de 5 mm de diametro con
concentraciones de 2mg y 4mg de cada uno de los extractos de polaridad
ascendente de los cuatro grupos; Sabanilla pesos seco, Sabanilla peso fresco,

Iramuco peso fresco e Iramuco peso seco.
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