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INTRODUCCION



Introduccién,

El estudio de las interacciones planta-planta y planta-insecto representa un vasto
campo de investigacion que permite el entendimicnto de mecanismos complejos de
supervivencia y evolucion. Esta drea de estudio no sélo plantea interrogantes fundamentales
desde el punio de vista cientifico, sino que los resultados derivados de estos estudios,
pueden coadyuvar al manejo racional de fos recursos naturales, en particular, de la
vegetacion, preservando el equilibrio ecoldgico. Es claro que para lograr este conocimiento,
es necesaria la convergencia de diversas disciplinas, desatacando la quimica de los
productos naturales organicos, y la ecologia. Dado que las interacciones de la biota se basan
en los procesos metabdlicos, los cuales producen los metabolitos presentes en las plantas e
insectos, resulta evidente la importancia de conocer la estructura molecular de los productos
naturales biosintetizados por estos organismos, como un primer paso al conocimiento de
estas interacciones, y para la evaluacion de su papel ecologico.

La supervivencia y evolucion de los seres vivientes estid basada tanto en factores
fisicos como quimicos, y deben considerarse diversos niveles de anilisis para su estudio,
tanto a nivel fenotipo como genotipo. Asi, los metabolitos secundarios que biosintetizan los
vegetales, se han reconocido como instrumentos de defensa contra diversos depredadores.
sin embargo, ¢l mecanismo exacto de su funcién, aiin no es conocido.

Se han explicado recientemente ¢jemplos notables de defensa vegetal: fos aceites de
mostaza que se encuentran en ciertas cruciferas, son téxicos para la mayorfa de los insectos,
y son emitidos de forma continua por la planta viva. Las hojas de los drboles Antiaris
foxicaria, excretan finas gotas que forman un aerosol que puede considerarse venenoso. Se
conoce que las subtancias responsables de tal actividad son glicosidos de esteroides

) cardiotéxicos [1]. El manzanillo (Euforbiacea americana), al igual que otras euforbiaceas,
puede considerarse un drbol peligroso para el ser humano, no sélo por sus frutos, sino
también por el latex que caracteriza a este grupo de plantas, que provoca heridas cutineas
dificiles de cicatrizar. [1).

La interpretacion de las interacciones quimicas entre las especies vegetales plantea
problemas interesantes desde el punto de vista evolutivo. Si en ciertos casos la ventaja
adaptativa de una especie sobre la otra es clara, en otros casos, es dificil ponderar
justamente las multiples variables que influyen en este proceso bioldgico. En ciertas
ocasiones pudiera considerarse que un producto natural sea un producto de deshecho; sin
embargo, cstudios recientes han demostrado la poca viabilidad de esta hip6tesis.



En muchos casos se ha descubierto la notable actividad alelopatica de ciertas
plantas, adn para otres individuos de la misma especie. Indudablemente que Ia evolucion de
las poblaciones vegetales debe descansar sobre la complejidad de las interacciones quimicas
que conducen a equilibrios e interacciones mutuas.

Ef estudio tendiente a elucidar la estructura molecular de los metabolitos
secundarios en Eragrostis mexicana forma parte de un proyecto referente a la investigacién
de los constituyentes quimicos de malezas, el cual incluye precisamente a este vegetal.
Cabe seflalar que no existe un estudio quimico previe de esta planta, por lo que este
proyecto contribuye al conocimiento de los constituyentes quimicos presentes en la flora de
nuestro pais. A su vez, las substancias aisladas de las partes aéreas podran utilizarse coma
referencias en el andlisis quimico de las semillas. Se ha planteado, en ¢l contexto del
proyecto sobre las malezas, la hipdtesis que la diversidad estructural y abundancia relativa
de {os metabolitos secundarios coadyuva a la defensa del vegetal contra depredadores, por
lo que con la presente investigacion, se podrin generar resultados que permitirdn contribufr
a establecer la validez de la hipdtesis.



OBJETIVOS



Objetivos.

EI presente trabajo de investigacién tiene como objetivo general, la generacién de
conocimientos sobre la estructura molecular de los constituyentes quimicos secundarios de
la planta arvense Eragrostis mexicana (Gramineae), la cual se¢ conoce comiinmente como
zacate cola de ardilla [2]. Este vegetal crece anualmente en casi la totalidad del territorio
mexicano. [3]. El conocimiento de la composicion quimica de ésta maleza sera integrado a
la evaluacién de la hipotesis que se ha planteado, por investigadores del Centro de Ecologia
e Instituto de Quimica de la UNAM, referente a que la mayor variabilidad y abundancia de
metabolitos secundarios presentes en los vegetales, comelacionan con una mayor eficiencia
en la defensa quimica del vegetal contra insectos depredadores y microorganismos, Cabe
sefialar que el presente trabajo se enmarca en un proyecto amplio tendiente a conocer la
composicion quimica de mal y su influencia en ciertos insectos.

Los objetivos particulares son los siguientes:

1) Recopilar informacion sobre investigaciones quimicas de malezas, en particular,
sobre ¢l género Eragrostis.

2) Realizar el aislamiento y caracterizacion quimica de los metabolitos secundarios
presentes en Eragrostis mexicana, que posteriormente puedan emplearse como esténdares
para ¢l andlisis comparativo de los constituyentes quimicos secundarios de las semillas,
tanto de esta como de otras malezas. ‘

3) Coadyuvar al establecimiento de las posibles relaciones estructura-actividad de
las sustancias aisladas y su efecto sobre los depredadores de la planta.

4) Generar conocimiento que permita la ponderacién de la importancia de los
metabolitos secundarios en los mecanismos de defensa vegetal.



ANTECEDENTES



Antecedentes
CLASIFICACION BOTANICA:

La familia Gramineae, a la cual pertenece Eragrostis mexicana, es la mas gmde de
las monocotiledoneas y contiene alrededor de 10,000 especies agrupadas en cerca de 600
géneros, Muchas plantas de ésta familia son utilizadas como alimento y forraje. Su quimica
ha sido extensamente estudiada. Terpenos, feniletilaminas, indoles, alcaloides
pirrolizidinicos, flavonoides, otros polifenoles y algunos glicésidos han sido reportados en
esta familia. {4]

Las gramineas han sido divididas en 6 subfamilias. La mayoria de los pastos en
Norteamérica pertenecen a 3 subfamilias: Festucoideae, Panicoideae y Eragrostoideae [5).
La composicidn de ceras de 157 especies en la Festucoideae y alrededor de 15 especies en
la Panicoideae han sido determinadas. Se han analizado las ceras de 8 miembros del grupo
Eragrostoideae [6]. Calamovilfa longifolia, Muhlenbergia cuspidata,  Sporobulus
cryplandrus, 'y Eragrostis curvula en la tribu Eragrosteae, Distichlis stricta en la
Aeluropodeae; Boutelova gracilis, Spartina gracifis y Leptochloa digitata en la tribu
Chlorideae. Esos anilisis no son completos y solamente los componentes principales fueron
identificados (6].

La clasificaci6n taxonémica de la planta es [a siguiente {5]:

REINO: Plantac

DIVISION: Magnoliophyta

CLASE: Lliopsida (monocotileddneas)
SUBCLASE: Commelinidae
ORDEN: Cyperales

FAMILIA: Gramineae (Poaceae)
SUBFAMILIA: Chloridoideae.
TRIBU: Eragrosteac

GENERO:; Eragrostis

ESPECIE: mexicana

La representacion grafica de la planta se muestra en el dibujo al final del capltulo.

Eragrostis mexicana es una maleza que habita en sitios perturbados, suelos
arenosos, campos de cultivo y ruderal en zonas semihimedas a i de clima
templado. Se encuentra distribuida desde el sur de los E.U.A., México (ver mapa) y hasta
Argentina,




Ha sido introducida en Hawaii y en Camberra, Australia; se presenta en sitios,
sobrepastorcados, su valor forrajero se considera de regular a deficiente, Se le conoce como
"zacate amor mexicano" (Sonora), "zacate mexicano" (Chihuahua), "zacate amor seco
bayal" (Coahuila), "zacate de hormiguero” (Jalisco), "zacate cola de ardilla (Estado de
Meéxico), entre otros [2,3].

La descripcion botanica de la planta es la siguientef3):

Culmos amacollados de 10 a 130 cm de alto y casi I mm de grueso, erectos o
geniculados en los nudos inferiores, no ramificados o ramificados en los mismos,
entrenudos glabros, huecos o medulosos; nudos glabros y obscuros; vainas aquilladas, la
mayorfa mas cortas que los entrenudos, glabras o con pocos pelos papilosos y sedosos en el
margen sobrepuesto y el dpice; collar y auriculas con densos pelos sedosos y largos; ligula
de 02 a 0.5 mm de largo, una membrana diminuta con densos pelos blancos y cortos;
ldminas de 5 a 25 cm de largo por 3 a2 9 mm de ancho, planas o algo involutas, lisas en la
superficie abaxial, escabriiisculas en la adaxial y ocasionalmente con pocos pelos largos y
delgados cerca de la base, rara vez con depresiones glandulares sobre el nervio medio.
Panicula de 1040 cm de largo por 2 a 18 cm de ancho, multiflora solitaria, terminal, de
abicrta a estrechamente ovoide, con ramas hasta de tercer orden y a veces con depresiones
glandulares en los nudos, ramas y pedicelos algunas veces pilosas en las axilas; espiguillas
de 4 a 9.6 mm de largo por 0.7 a 2.4 mm de ancho, ovoides, de lineares a linear-
lanceoladas, de color verde grisiceo a purplreas, flosculadas, desarticulacion secuencial de
las glumas hacia las lemas superiores, paleas y raquillas persistentes; glumas de 0.7 a 2 mm
de largo, uninervas, escabrosas en las quillas, la primera angostamente ovada, acuminada, la
segunda similar pero ligeramente mas ancha, de 1 a 2.3 mm de largo; lemas ovadas, agudas,
a veces con unos pocos pelos en el dpice, entre los nervios laterales y en el margen, las
inferiores de 1.2 a 2.5 mm de largo ; pileas de 1 a 1.8 mm de largo, escabrosas sobre las
quillas; 3 estambres, anteras de 0.2 a 0.4 mm de largo, purpiireas al madurar; cariopsis de
ovoides a rectangulares, de 0.5 a 1 mm de largo, de color castafio y con un surco
longitudinal profundo en el lado opuesto al embrién. (ver.el glosario antes del dibujo al
final del capitulo)



En la siguiente tabla se resume el perfil fitoquimico del género Eragrostis, donde se
indican los diferentes tipos de metabolitos secundarios, ejemplos de ellos, su fuente natural,
parte estudiada del vegetal y referencias correspondientes.

Especie vegetal

Parte  Vegetal
Estudiada

Ejemplo
Estructural

Tipo
Metabolitos

de | Referencia

@

Eragrostis
curvula

tallos y hojas

Arnundoina (1),
Cilindrina (2),
o-Amirina (éter
metilico 3), -
Amirina  (4),
(éter metilico 5)

Triterpenos
Pentaciclicos

[5)

Eragrostis
Sferruginea

tatlos y hojas

Miliacina  (6),
3

Triterpenos
Pentaciclicos

151

Eragrostis
curvula

semillas

Colesterol  (7),
Campesterol
(8),
Estigmasterol
o, p-
Sitosterol (10),
AS5-Avenasterol
(11), AT-
Avenastero!
(12)

Esteroles

(8]

Eragrostis
Jferruginea

raices

Isopimara-* = 9
(11), 15- dien-
19- ol- 3- ona.
(13),

Isopimara- 9
(11), 15- dien-
3p, 19- diol.
(14), Cassa- 13
(14), 15- dien-
3, 12- diona.
(15).

Diterpenos
triciclicos.

]

Eragrostis

curvula

tallos y hojas

Tricina  (16),

Flavonoides

10]

Violantina (17).




3.-Eter metflico de o-aminina 4-R=H B-amirina

5.~ R=CH3 éter metilico de B-amirina

6.- Miliacina 7.- Colesterol

HO
HO

8.- Campesterol 9.- Estigmasterol



HO HO!

10.- B-sitosterol 11.- a%-avenasterol

HO

12.- AT-avenasterol 13.- isopimara-9(11), 15-dien-1 9-0!-3_-ona v

glicosiiC O

16.-tricina 17.- violantina



Se ha informado en la literatura [4] sobre el andlisis cuantitativo de los constituyentes
menos polares de Eragrostis curvula y Eragrostis trichoides. Algunos de estos resultados
se muestran en las siguientes tablas.

Eragrostis curvula

Componente porcentaje (%) # de atomos de | referencia
carbono
Hidrocarburos 6 23-33 [4]
Esteres - - 13 14- 34 "
| Acidos 05w 23 o 14-28 - ° MRS
“|-Alcanotes =+ {4 -

24-30 0|

_’I‘ritri}iicontgno}-‘j' | 47
-|12,14- diona )

15 (s)-° 5-- hidroxi | 14

tritriacontano-

12,14- diona
Triterpenoles 0.7
Triterpenonas 0.5
Triacilgliceroles 0.1
Alcanoles 0.1
secundarios

5- oxotritriacontano- | 0.1
12,14- diona

No identificados 11.5 Lo .




Eragrostis trichoides

Componente porcentaje (%) # de dtomos de | referencia
- | carbono

Hidrocarburos 19 - 7125-33 [6]

Esteres 3 140~

Aldehidos 7

Diésteres 1

Acidos libres 3.

Alcoholes 0.5

secundarios libres

alcoholes primarios | 19~

libres B

Triterpenoles 3

Triacilgliceroles -

No identificados 16.5 - "

Se han hecho otro tipo de investigaciones usando como modelo al género

Eragrostis; entre los que destacan los siguientes:

La cuantificacion de mercurio en plantas que crecen cerca de las industrias que
deshechan cloro céustico; las cuales descargan €ste material toxico al ambiente. Una de las
plantas estudiadas en éste trabajo fué Eragrostis ciliata [11]. También se ha estudiado el
limite de solubilizacion de «- celulosa y hemicelulosa, presentes en un pasto bajo en
proteinas (Eragrostis teff} [12].




Glosario de términos botdnicos [13]

-Abaxial.- Significa inferior.

-Amacollados.- Que forman un haz o manojo.
-Aquillada.- Parte prominente mas o menos aguda.
-Aurfculas.- Apéndice folidceo, situado en la base de la [4mina foliar o el pecidlo. Su forma
recuerda una orejita.

-Axilas.- Donde se origina generalmente ¢l nacimiento de las yemas y por ende de las
ramitas y flores. ; :
~Cariopsis.- Fruto monospermo seco que no se abre, semejante a la nuez o al aquemo
-Culmos.- tallos fistulosos (acanalados) y articulados de las gramineas.

-Escabrifisculas.- Apenas escabroso.

-Espicula.- Espiga. .

-Flésculo.- Flor de una inflorescencia. (cuando ésta era consnderada como una. flor
compuesta)

-Geniculado.- Tallo con nudos o articulado.
-Glabro.- Desprovisto de pelo o vello.

-Glumas.- Cada uno de los hipsofilos estériles qut, suelen lnllarse enfrentados en Ia base de i
las espiculas de las gramineas. :

-Involuta.- Apliquese a la hoja que se encorva por sus bordes hacia el haz o-cara interna de
la misma.

-Ldminas.- Porcién de la hoja que se une al tallo iporimedio dél peciolo’, de la vaina o
directamente. '

-Lema.- Cubierta de una semilla.

-Ligula.- A modo de apéndice membranoso que se halla en [a linea que une la ldmina y la
vaina de sus hojas.

-Pélea.- (del latin palea-paja) Son las escamitas que existen en el receptdculo de numerosas
compuestas y receptdculo paleaceo al que las tiene. Se refiere a un érgano laminar
membranoso, como hojitas de hepdticas foliosas, o los frondes de helecho. .
-Panfcula.- Inflorescencia compuesta de tipo racemoso, en la que las ramitas van
decreciendo de la base al dpice; por lo que tienen aspecto piramidal.  racimo de racimos ).
-Pedicelo.- Dicese del cabillo o rabillo de una flor en las inflorescencias compuestas.
-Raquilla.- Linca de resalto a modo de sutura que sc observa en el borde de muchas
semillas.






PARTE EXPERIMENTAL



Parte experimental,

La planta Eragrostis mexicana fué colectada en los campos experimentales de la
Universidad Auténoma Chapingo y del Colegio de posgraduados en el municipic de
Texcaco, Estado de México, en Septiembre de 1991. La identificacion fué hecha por el Dr.
Francisco Javier Espinosa-Garcia, del Centro de Ecologia de la UNAM, El material vegetal
se dejo secar a temperatura ambiente en el invernadero del Centro de Ecologia de la
UNAM. Posteriormente se tamizo para quitarle Jas semillas y se trituré en un molino de
martillos para ser macerada. 800 g de la planta fueron extraidos con los siguientes
disolventes, y en las cantidades indicadas: hexano, aproximadamente 5 | por triplicado;
acetato de etilo, 5 1 por triplicado: metanol, 5 | por triplicado (se dejé reposar un dia entre
cada maceracion, con el objeto de climinar residuos de disolvente). Se obtuvieron los
siguientes rendimientos: extracto hexdnico 6.41 g, extracto de acetato de etilo 2.1 g. Del
fraccionamiento del extracto hexdnico solo se obtuvicron ceras, y de los extractos de
acetato de etilo y metanol, no fué posible realizar la caracterizacién de los metabolitos
secundarios, debido al bajo rendimiento de materia organica en las fracciones obtenidas.
Por lo anterior, se colecté nuevamente el material vegetal, obteniéndose 5.8 Kg de planta
seca, los cuales fueron extraidos con los siguientes disolventes: acetato de etilo, 20 1 por
triplicado; etanol, 20 | por triplicado (se dejé un dia entre cada maceracién ). E! disolvente
se eliming a presion reducida, obteniéndose 86.5 ¢ de extracto de acetato de etilo (1.49%) y
20 g de extracto etanolico (0.34%).

En los siguientes diagramas se resume el proceso experimental llevado a cabo para
la separacion de los constituyentes quimicos de Eragrostis mexicana, seguido de una
descripcion detallada, incluyendo las constantes fisicas y quimicas de los compuestos.

Material vegetal seco (5.8 kg)

Acetato de etilo

A
Extracto de Acetato de etilo Material vegetal
86.62 g

R . Etanol

Extracto etandlico Material vegetal
20.00g



dfica de los ituy

de Eragrostis mexicana

Extracto de acetato de ctilo 86.52 g
Columna Em2
{144 fracciones )

J

mezcla de hidrocarburos 9.04 gmezcla de sustancias de lipo graso
(fracciones 1,2. hexano 100 %)  {fracciones 36-51 hexana:AcOet, 95:5)
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Separacion de los constituyentes quimicos del extracto de acetato de etilo de Eragrostis
mexicana.

Columna Em2

El extracto de acetato de etilo (86.52 g) fué adsorbido en celita en una proporcidn
1:1, aplicéndolo a una columna de vidrio empacada con 200 g de gel de silice para placa. La
composici6n de la fase movil, el nimero de fracciones y la polaridad a la que eluyeron se
indican en la tabla 1.

tabla [
(se colectaron fracciones de 300 ml)

Fase mévil Proporcién N° de fraccién
hexano 100 1-34
hexano:acetato de etilo - -| 95:5 35-51-

" ] 90:105 | 52-76.-

" Lo 80207 A 77-84

" 70:30 S ' 8599

" 50:50 100-128
acetato de etilo 100 129-144

Las fracciones 1 y 2 fueron reunidas, de acuerdo a su similitud por cromatografia
en capa fina analitica, obteniéndose 3 g de una mezcla de hidrocarburos. Este residuo
orgdnico de color blance tiene las siguientes constantes fisicas.

Pf=355-58°C.
IR vmax(CHCI3): 2925, 2852, 1463, 1375 cmr-!
RMN IH (200 MHz, CDCl3, espectro 1) : 6 1.4 (m, CHj), § 0.95 (m, CH3)

Una muestra de la fraccion Em2 (1 y 2) y una mtuestra de la primera fraccién de la
cromatografia del extracto hexdnico de la primera maceracién de la planta se inyectaron a
un cromatdgrafo? (a,b, consulte las caracteristicas instrumentales al final del capitulo) de
gases, empledndose las siguientes condiciones para el andlisis: rampa de 10 °C/min a partir
de 200 °C hasta 300 °C, obteniéndose cromatogramas idénticos con cuatro sustancias
mayoritarias, Con éstas condiciones de trabajo como referencia, se inyectd otra muestra de
Em2 (I y 2) en un cromatégrafo de gases acoplado a un espectrémetro de masas,
obteniéndose los espectros 2, 3, 4, y 5 para los cuatro componentes mayoritarios. Ver las
estructuras 18, 19, 20 y 21 (del capitulo referente a la discusién de resultados).



Isopentaeicosano (espectro 2, 18) »
tr=7.6 min
EM m/z 352 [M+ Ca5Hso) 3.4 %, 71 [csHl 1 100 %. 51 [C4H9] 84 %, o [C3H7] 275 %

Isoheptaeicosano {espectro 3, 19)

tr=9.1 min
EM m/z 380 [M+ Co7Hs6] 12.6 %, 71 [C5H1 1] 100
%

Isémero de nonaeicosano (espectro 4. 20)
tr=10.6 min ‘
EM m/z 408 [M+ CpgHgp] 18.3 %, 141 [CIOHZl] 100 %,
42.5 %,

.6 % 43 [Cafiy] 366

C4H9) 87.8 %, 43 [CaH7)

2-metil triacontano (espectro 5, 21)
tr=12.8 min

EM iz 436 [M+ C31Hea] 38 %, 57 [C4H9] 100 %, 71CsHy 1] 84 %, 43 "[Cjﬂﬂ ;7.'5 %

Las fracciones 36-53 de Em2 fueron rcumclas obleniéndose 9 2 de: una mezclu de
ésteres de 4cidos grasos, de color rojizo, ‘con “an es:duo uenc lusb :
siguientes constantes fisicas: ;
Pf=35-42°C
IR viax(CHCIR): 3600, 3550, 3003, 2925, 2852, 1732 1710, 1463 em-! .
RMN H (200 MHz, CDCl3, espectro 6) § 2.35 (d, CH2), 5 4.0-4.35 (ddd CHy), 8 2.8 (m,
CHy), 8 3.66 (s, CH3), 6 3.64 (1, CHp)

Se inyectd una muestra de la fraccion Em2 36-53 en un cromatdgrafo de gases2,
realizandose el analisis con las siguientes condiciones: inicio en 80 °C , después una rampa
de 20 °C/min hasta 300 °C durante 5 min. Obteniéndose un cromatograma que presentaba
cuatro sustancias mayoritarias. Con éstas condiciones como referencia, se inyccté otra
muestra de Em2 36-53 en un cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrdmetro de
masas®, Obteniéndose los cspectros 7, 8, 9 y 10 para los cuatro componentes mayoritarios.
Ver estructuras 22, 23, 24 y 25 (discusién de resultados).

tridecanoato de metilo (espectro 7, 22), [15].
tr=3.5 min
EM m/z 228 [M+ Cy 4H2307] 9%, 74 [C3Hg07] 100 %, 43 [C3H7]35 %



Acido hexadecanoico (gls'pgclr(; 8.‘13‘),' [‘IS]".-' -
w=43min o e
EM m/z 256 [C| gH3202] 2.9

Triacil glicerol (espectrd
. EM m/z'\'42;0[ 5H3308):
Enelcosano (espectro 10 25), [15]

tr—12 6 mm i
EM m/z 282 [C4H9] 100 %, 57 [C4H9] 100 %, 43 [C3H7] 45 %.

" De las fracciones Em2 54-63 se obtuvieron 3 g de B-sitosterol. (10). Que presentd
las siguientes constantes espectroscopicas:
Pf=100-110°C
IR viax (CHCl3): 3608, 2959, 2938, 2869, 1464, 1380, 1044 y 956 cm-!
RMN 1H (200 MHz, CDCl3) 8 5.12 (1H, dd, J=6.6 Hz, H6), § 3.41 (1H, dddd, J=11.6 Hz,
H3),d 2.25 (2H, d, J=6 Hz, H2), 8 1.51 (1H, sa, -OH), 5 0.89 (3H, s, H19), § 0.79 (3H, d,
J=7 Hz, H21), 8 0.72 (3H, t, J=7 Hz, H29), 8 0.69 (6H, d, J=7 Hz, H26,27), 5 0.55 (3H, s,
H1B).
EM m/z 414 [M+], 396 {M+ -H0] 27 %, 43, 100 %.

Columna EmA

Las fracciones Em2 91-128 fueron reunidas obteniéndose 10.86 g de residuo, Este
se adsorbié en la misma cantidad de celita y se aplicé a una columna abierta empacada con
gel de silice en una proporcicn 1:30 con respecto al peso del residuo. La composicién de la
fase movil, ¢l nimero de fracciones y la polaridad a que eluyeron se explica en la tabla 2.

tabla 2

(se colectaron fracciones de 250 ml)

Fase mavil Proporcion N° de fraccién
hexano 100 1-9
hexano:acetato de etilo 80:20 10-56

" 70:30 57-717

" . 60:40 78-93

" ) 50:50 94-98




De la fraccion EmA 83 se obtuvicron 7 mg de un sélido amorfo. ¢l cual se
recristalizé de acetona y se lavo con hexano. Este procedimicnto de repiti6 tres veces. Se
obtuvieron 2 mg de tricina (16), [10, 16, 17]. Este residuo orginico de color verde-
amarillento present6 las siguientes constantes fisicas:

P£=253-260°C

IR Vigax(KBr) 3000, 1600, 1610, 1650, 750. 850 cm-1

RMN 'H (200 Miz, CDCl3, espectro 1) 8 12.8 (5, OH),  10.14 (s, OH), 3 7.96 (s, OH), §
712 (s, H-2, H-67), 5 6.5 (s, H-3), 5 6.46 (d, H-6, J=2Mz), § 6.30 (d, H-8, J=2Hz).

UV Aqay(EOH) 268, 300, 350 nm.

EM m/z 330 [M+ C17H1407] 100 %, 152 [C7H404] 2.5 %, 178 [C1gH 10031 5.0 %

Separacién de los constituyentes quimicos del extracto etanélico de Eragrostis mexicanu

Inicialmente se hizo una reaccién con reactivo de Molisch [14] para verificar la
presencia de plicésidos en el extracto, la cual resultd positiva. La composicidn del reactivo
y las caracteristicas de la prueba se dan a continuacion. Una pequedia cantidad del extracto
ctanélico se disolvié cn 3 ml de agua destilada; colocada en un tubo de ensayo: se le
adicions 1 ml de una solucitn de o naftol (10%) en EtOH. Enscguida se adicioné, por las
paredes del tubo, 2 gotas de HySO4 conc., observandose una coloracién violeta en la
interfase de los liquidos, lo que indicé la presencia de carbohidratos. Como control positivo
se utilizd una solucion acuosa de sacarosa (3 ml al 10 %) y como blanco 3 ml de agua
destilada.

Posteriormente se procedio a la acetilacion del extracto etandlico (20 g), con 12 ml
de anhidrido acético y 0.7 ml de piridina como catalizador. Se dejé la reaccién por 24 h a
temperatura ambiente. La reaccion se detuvo con 12 g de hiclo y se extrajeron los
compuestos acetilados siguiendo el procedimiento convencional de particion. el cual se
esquematiza a continuacion:



Diagrama de particion para la separacidnde los compuestos
acetilados

Compuestos acelilados

+ AcOH +Py
Fase acuosa Fase orgdnica
AcOH +Py Compueslos acetilados

AcOH + Py

5 lavados con HCI {10 %)

Fase acuosa Fase organica

HPYC) +AcOH R-OAc +AcOH
3 {avados con NaRCO3

Fase acuosa Fase organica
AcONa R-0A¢ + humedad
+ Hzco3 y frazas de bicarbonato
*+ bicarbonato de sodio 2 lavados con agua
destilada

Fase acuosa Fase orgénica

bicarbonato de sodi
onato de sodlo R-OAc humedos

SecarconNap804
anhidro

Pesar el residuo



Columna Emmetac
Cromatografia del residuo etanélico acetilado.

16 g del extracto acetilado se adsorbieron en igual cantidad de celita y se aplico en
una columna abierta empacada con gel de silice en una proporcidn de 1:30. La composicion

de la fase mévil, el nimero de fracciones y la polaridad a que eluyeron se muestran en la
tabla 3.

tabla 3
(se colectaron fracciones de 250 ml).

Fase movil Proporcion NP de fraccién
hexano 100 . 1-7
hexano:acetato de etilo 80:20 8-148

" 70:30 - 149-163

! 50:50 164-169
acetona 100 170-176
etanol 100 177-178

Las fracciones Emmetac 26-34 fueron reunidas, obteniéndose 5 g de residuo. Se
adsorbid en la misma cantidad de celita y se aplicé en una columna abierta empacada con
gel de silice, en una proporcion 1:30. La composicion de la fase mévil, el nimero de

fracciones y la polaridad a la que eluyeron se muestran en la tabla 4.

tabla 4

(se colectaron fracciones de 50 mi).

Fase mévil Proporcién Ne° de fraccion
hexano 100 1-33
hexano:acetato de etilo 80:20 34-44

acetona 100 45-47

Del analisis por ccf de la fraccién 22, se observd un componente mayoritario. Esta
fraccion con 20 mg de residuo, se aplico a una placa preparativa y se eluyé con una mezcla
de hexano:acetato de etilo 60:40, extrayéndose de la placa el componente con Rf 0.48. Se
extrajo la silica con acetona, se filtro y se obtuvieron, después de la evaporacion del
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disolvente, 11 mg de he\aacctato de arabmltol (26), [l8] que presemé las sxgunemes
constantes fisi SICEIS ' :

Pies7 62 °c' .
RMN 'H (200 ME

:_1-11 8Hz. J—47Hz) 854
J=47Hz) o

hexaacetato de manitol (27), [I
siguientes constantes fisicas:

] esentd las

_Pf=118-125°C :
RMN 1H (200 MHz, (CD3)-.CO espectr 07,
4.23 (dd, H:1, H-6, J—3Hz, J~l"4[~lz),d508 (m H2, H5)d
= 93Hz)

Hz, I=12.4Hz), d

El dibujo computarizado generado por los resultados del andlisis por dif? raccion de
‘rayos X de ésta sustancia, se muestra en la figura | (discusion de resultados).

Las fracciones Emmetac 58-61 fueron reunidas, obteniéndose 75 mg de un residuo
blanco-amarillo. Este residuo presenté una mancha difusa en cef. Se aplico en una placa
cromatogréfica preparativa y se eluyé con una mezcela de hexano: acetato de ctilo 60:40. Se
obtuvieron 2 manchas. De la mancha con Rf 0.38 se obtuvicron 15 mg de un disacirido
(28) [20, 21, 23] peracetilado, con caracteristicas de sélido amorfo, que presentd las
siguientes constantes espectroscépicas:

RMN 13C (200 MHz, CDCl3, espectro 14), § 20.6 que corresponde a varios grupos metilo
RMN 13Cuerr (200 MHz, CDCl3, espectro 14-A), § 63.2-65.3 (s, CHp), 8 76.0-80.3 (s,CH),
820.7 (s, CH3), & 169.24-171.21 (s, C cuaternario). .

RMN IH ( 200 MHz, CDCl3, espectro 15-B ), & 4.!3-4.49 (m, H-l, , H-1", H-5, H-S',' H-6,
H-6), 54.98 (dd, H-4', J=2.0, 5.1 Hz), 5_.29-5;39 ,(nf;. H-z;’ H-3', Hed)

Las fracciones Emmetac 103- 108 fueron reumdas oblemendose 2.3 g de sacarosa
octaacetilada (31), [24, 25] Los cnstales en’ forma de apujas presentaron las siguientes
constantes fisicas: :
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. PET0-75°C

RMN 13¢ (200 MHZ, CDClg, espcclro 15) d 20, 46 (s CH;), d61.5 (CH2), d 62 7 (CHZ)

d 63.5 (CHy), d 68.01 (CH), d 68.32 (CH), d 69.5 (CH), d 70.1 (Cl-I), d74.8 (CH), d 75.5
" (CH),d 79.0 (C_H), d89.7 (CH), d 103 9 (s c cua;ema;no), ‘d‘ 1 6’9‘5_5 217055 (s, CO).

. RMN IH (200 MHz, CDCly, espectro 16) 8 5.69 (d,:1'H, J= 3.7-Hz), 5 5.42 (m, 3 H),

5.08 (dd, 1 H, J=9.8,9.8 Hz), § 4.87 (dd, 1 H, J=3.7, 10.0 Hz); 8 4.10-4.35 (m, 8 H). ‘
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CARACTERISTICAS INSTRUMENTALES

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato de Fisher-Johnes y no estan
corregidos. Las cromatografias en columna se efectuaron en silica-ge! para placa Merck. Y
las de placa preparativa se llevaron a cabo en placas Merck de 2 mm de grosor y 20 x 20
cm de superficie. La pureza de los productos y el desarrollo de la acetilacidn se siguid por
cromatofolios Alugram Sil G/ uv 254, Machercy-Nagel Dilren y una limpara de
ultravioleta Spectrotine Medel cx-20. Se uso como revelador sulfato cérico al 1% en acido
sulfirico 2N. Los espectros de IR fueron corridos en un espectrofotémetro de infrarrojo
Perkin-Elmer 283-B. Los cromatogramas fueron realizados en dos cromatografos de

gases, con las siguientes caracteristicas:
" 1-Perkin-Elmer 80410 con una columna capilar de 30 m empacada con OV-17. Este
instrumento se encuentra ubicado en el Centro de Ecologia de la UNAM.
2.-Hewlett-Packard con una columna capilar de 15 m empacada con metilsilicon at 5%.
Los espectros de masas se determinaron en un espectrometro Hitachi Perkin-Elmer RMU
6D de doble foco y utilizando la técnica de impacto electrénico con un potencial de
ionizacién de 70 eV.
Los espectros de RMN 1H y 13C se determinaron en un aparato Yarian Gemini-200 de 200
MHz. Los desplazamientos quimicos estin dados en ppm referidos at tetrametilsilano como
referencia interna. Los espectros de UV se determinaron en un espectrofotdmetro
Shimadzu UV 160 U uv/ visible. La base de datos Nist [15] se corri6 en una computadora
Acer Mate 386 de 25 MHz, utilizando un CD Rom Hitachi CBR 17008,
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DISCUSION DE RESULTADOS



Discusién de resultados.

La discusion de la determinacion estructural se realizard de acuerdo al orden de
polaridad crecicnte en que se obtuvicron los diversos compuestos.

De la cromatografia del extracto de acetato de etilo se obtuvo un residuo sélido de
consistencia cerosa, cromatograficamente homogéneb, que eluyo con hexano, de pf: 55-58 °
C. En el espectro de IR se observd la presencia de fas bandas de absorcién correspondientes
a los alargamientos de los enlaces C-H saturado en la sustancia (3000 cm'!). No se observa
sefial de carbonilo, ni de insaturaciones {aromaticas, ni vinilicas ). Por otro Iado, el espectro
de RMN H de la misma sustancia (espectro 1), presenta sefiales en & 1.40,
correspondientes a metilenos de hidrocarburos saturados, y las sefiales en & 0.95 se
asignaron para los protones de CHj del mismo tipo de sustancias. La integracién de la sefial
bajo la curva no es exacta, por lo que los trazos corresponden al promedio de las sefiales en
la mezcla, El andlisis por cromatografia de gases (acoplado a espectrometria de masas) de
este solido indicé la presencia de cuatro componentes mayoritarios en esta mezcla, y cuyos
tiempos de retencion fueron de 7.6, 9.1, 10.6, y 12.8 min. )

E) andlisis por espectrometria de masas (espectro 2) mostrd, para el componente con
tr=7,6 min, e} i6n molecular en m/z 352, que corresponde a CysHsy, y a partir de este ion, se
observa la pérdida de 57 unidades de masa, correspondientes al fragmento [C4Hg*]. Del
fragmento m/z 281, se observa la pérdida de !4 unidades de masa, que corresponde a
pérdida de CHa, pasando por las scfiales para los fragmentos con m/z 57, 71 (pico base), y
43, que establecen una ramificacion en C-2. La integracidn de estos datos permiten postular
al isopentaeicosano (18) como uno de los componentes de esta mezcla,

Isopentaeicosano
(18)

El andlisis por espectrometria de masas para el componente con tr=9.1 min
* (espectro 3), mostro un fragmento con m/z 380 para el ion molecular, lo que indica la
formula C7Hsg. A partit de este i6n, se manifiesta la pérdida de 29 unidades de masa pasa
un CyHs. Del fi'agmento m/z 351, se observan pérdidas consecutivas de 14 unidades de
masa, correspondientes a metilenos, observindose los fragmentos con m/z 71 (pico base),
57, y 43, lo que establece la ramificacién en C-2. De la consideracién de los datos
anteriores, es posible postular que el isoheptacicosano (19) es un constituyente de esta
mezcla,



Isoheptaeicosano
(19)

El andlisis por espectrometria de masas para el componente con tr=10.6 min
(espectro 4), mostrd un fragmento con m/z 408 para el ién molecular CygHgg. A partir de
éste, pérdida de 29 unidades de masa para un C;Hs y posteriormente, pérdidas sucesivas de
CH,, observandose los fragmentos con m/z 57, 155 y 141 (pico base). Estos datos permiten
suponer que esta substancia corresponde a alguno de los isdmeros de nonacicosano (20).

lsémero de nonaeicosano
R Y R T YV Ve U Y Ve
(20)

El andlisis por espectrometria de masas para el componente con tr=12.8 min
(espectro 5), mostré un fragmento con m/z 436 para el i6n molecular C3 Hgy. A partir del
i6n molecular, se observa la pérdida de 43 unidades de masa, para un C3H; y
posteriormente pérdidas sucesivas de 14 unidades de masa (CHy), observindose las seiiales
para los fragmentos con m/z 71, 85, 57 (pico basc), 43, que confirman la ramificacién en la
posicion C-2. Esta substancia también es un hidrocarburo, y el 2-metil triacontano (21) es la
estructura mds probable para cste componente.

2-metil triacontano

@1)

De las fracciones que eluyeron con una polaridad mayor, se obtuvo un residuo
s6lido rojizo de consistencia cerosa, con pf: 35-42 °C y aroma a frutas. En el espectro de IR
se observaron bandas de absorcion intensas en 1710 y 1732 cml, que se asignan para
carbonilo de cetona y éster, respectivamente. Las absorcién amplia de 3300-2500 cm-!,
indica la presencia de grupo hidroxilo. Por otro lado, en el espectro de RMN H (espectro
. 6), se observaron sefiales que evidencian la presencia de varios constituyentes. Se observo
un triplete (8 2.35), asignado para metilenos unidos a carbonilo, un doblete de doblete (&
4.00-4.35), para metileno base de éster, un multiplete (5 2.80) para metilenos alilicos a 2
posibles dobles enlaces, un multiplete (8 5.35) para metilenos vinilicos, un sigulete (5 3.66)
para metoxilo y
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un triplete (8 3.64) para metilenos base de oxigeno. La anterior descripcidn corresponde a la
mezcla de substancias, la cual se resolvié por cromatografia de gases.

Del anilisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas se
observo la presencia de 4 componentes mayoritarios en la mezela.

El componente con tr=3.5 min (espectro7), presento un ion molecular con m/z 228
que establece la formula Cj4H505. A partir del ién molecular es posible postular una
transposicion de McLafferty, la cual da origen al fragmento correspondiente al pico base.

CH;0_ 0
: /)’:) No. oM

dl— Y + ==

U R
m/iz74

(pico base)

Se observan pérdidas sucesivas de 14 unidades de masa para los metilenos de la
cadena hasta el pico con m/z 87, y pérdida de CH para formar el pico base. La conjuncion
de los datos y la comparacién computarizada del espectro con el obtenido de la base de
datos NIST [15], confirmaron la estructura del tridecanoato de metilo (22).

o Tridecanoato de metilo
\O/u\/\/\/\/\/\/
(22)
El analisis del componente con tr=4.3 min (espectro 8), presenté un ién molecular

con m/z 256, para C | gH3,0,. Una transposicion de McLafferty puede explicar la formacién
del pico base:
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- miz60
(pico base)

A partir de este fragmento, se observa la perdida de metilo (15 unidades de masa) y
sucesivas pérdidas de 14 unidades correspondientes a los metilenos de la cadena, hasta la
formacién del pico m/z 73. La pérdidad de 13 unidades de masa para un metino permite la
formaci6n del fragmento m/z 60 y la pérdida de 17 unidades de masa para el OH, permite la
formacién del fragmento m/z 43. La conjuncién de los datos y fa comparacién
computarizada del espectro con el registrado en la base de datos NIST [15], confirmé la
estructura del dcido hexadecanoico (23).

Acido Hexadecanoico
HO

(o} (23)

El andlisis del componente con t=7.9 min (espectro 9), presentd un i6n molecular
con m/z 420 y una fragmentacion continua registrada hasta 184 unidades de masa atémica.
Las sefiales relevantes en e} espectro de RMN H (5 5.35, 4.35, 4.00, 2.8, y 2.35) sugieren
la estructura base de un triglicérido, donde el fragmento m/z 420 corresponderia
presumiblemente, a {a pérdida de 2 cadenas alquilicas insaturadas, y los fragmentos de 89 y
173 al glicerol, y carbonil glicerol, respectivamente. La presencia de hidrégenos vinilicos (8
5.35), hidrogenos alilicos (5 2.4) y doblemente alflicos (5 2.80), sugieren la estructura (24)
para éste grupo de substancias, donde el nimero de dtomos de carbono en las cadenas
puede ser variable.

Triacil glicero!
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El andlisis del componente con tr= 12,6 (espectro 10), presenté un ién molecular
con m/z 282 para un ion CygHyp. A partir del i6n molecular, se observa la pérdida de 15
unidades de masa atomica para un metilo. Las pérdidas sucesivas de 14 uma corresponden a
la pérdida de metilenos, hasta el pico con m/z 239. De ahi, pérdida de 28 uma
correspondienteas a un etileno CoH4. La conjuncién de los datos anteriores y su
corroboracion, mediante la comparacién computarizada con el espectro obtenido de la base
de datos NIST [15], verificaron la estructura de eneicosano (25) para este componente de la
mezcla.

Eneicosano
Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve VaVaN
(25) '

Entre los constituyentes de polaridad intermedia, se obtuvo B-sitosterol (10), cuya
identidad fué establecida mediante comparacion directa con una muestra auténtica.

B Sitosterol

o,

(10

De la recromatografia de las fracciones 91-128 del extracto de acetato de etilo se
obtuvieron, después de repetidas eluciones en la columna y varias recristalizaciones, 2 mg
de una substancia amarillo-verdosa con pf = 253-260 °C, que fluorece intensamente al
exponerse la cromatoplaca ent la que eluye a la [uz ultravioleta de onda larga (365 nm).

El espectro de IR en KBr, presentd bandas de absorcién entre 1600 y 1610 cm -1,
para carbonilo de cetona conjugado con doble enlace: También se observan una banda
intensa y ancha arriba de 3000 cm-1, correspondiente a la absorcién de los grupos -OH; un
grupo de bandas de absorcion entre 750 y 850 eml, asignadas a hidrogenos aromaticos.
Estos datos sugieren la estructura bésica de un flavonoide. En efecto, el espectro de RMN
YH (espectro 11) muestra un doblete de doblete centrado en & 6.38 (J= 2 Hz), que fué
asignado a un sistema AB para los hidrogenos (H-6, H-8) con una disposicion meta,

correspondientes al anilio A del flavonoide. Asimismo, se observan 3 singuletes en (5 12.8,
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10.1, 7.9), para los -Of fendlicos, ubicados en las posiciones 5, 4°, y 7, respectivamente,
det nicleo de flavonoide. Un singulete que integrd para 2 hidrégenos, que resuena en §
7.10, se asigné para los H-2', y H-6". Se observa un singulete en § 3.90 correspondientes a -, o
dos metoxilos del anillo C. La equivalencia quimica y magnética de H-2'y H-6", asf como
la isocronfa en la resonancia de fos grupos metilo del anillo puede explicarse por:fa i
ortogonalidad que debe guardar ¢t anillo C con respecto a los ciclos A y B.

En el espectro de masas se observa el ion molecular con #2/z 330 que correspondc a
la formulaCy7H 407 Se observan fos fragmentos 152 {C7H404%] y 178 [C{oH (O3], que
corresponden al posible mecanismo de fragmentacién de la flavona (retro Diefs-Alder).

. OCH;
0 OH
+ : .
Cs G QCH.
\O m 3
OH CH
m/z 162 m/z 178

El espectro de UV de este compucsto muestra las bandas de absorcion
caracterfsticas para la tricina (16): a 268 nm, un hombro en 283 nm y una banda de
absorcidn intensa en 300 nm. La conjuncitn de fos datos anteriores y la comparacion con
los de Ia bibliografia [10} [16], [17] confirman la identidad de esta substancia con la tricina
(16). Esta substancia fué aislada anteriormente de Eperna bijuga de la familia Leguminosae
[17}, y de varias especies de la familia Gramineae {10].
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La aplicacién de la prueba de Molisch {15] (para detectar la presencia de
carbohidratos) en el extracto etandlico, fug positiva. Con el fin de facilitar la manipulacién
experimental de este residuo, se procedio a la acetilacidn del mismo, con el objeto de
disminuir la polaridad de los constituyentes quimicos del extracto, y poder separarlos por
métodos convencionales.

De las fracciones de la cromatografia del extracto etanélico acetilado de E.
mexicana, sc aislé, mediante recromatografia y cromatoplaca preparativa, un sélido que
presentd las siguientes caracteristicas espectroscdpicas. E! espectro de RMN 'H (espectro
13), muestra una sciial en & 5.40 de amplitud media (W, ;) de 14.8 Hz, que integra para dos
protones; una sefial miltiple en 5.18, que integra para un protdn. Estas sefiales pueden
asignarse a hidrégenos geminales a grupos acetato. Por otro lado, entre § 4.32 y 3.89 se
observan las sefiales de dos sistemas ABX que incluyen 16 sefiales que se asignan a dos
acetoximetilenos vecinales a un hidrogeno cada uno de eflos. A campo alto, entre § 2.18 y
2.00 se observan cinco siguletes que integran para tres hidrogenos cada una de ellos, y que
corresponden a los metilos de los acetilos. Estas evidencias indican que la sustancia es el
acetil derivado de un pentoalditol. Cabe sefialar que no existen elementos de simetria
molecular que simplifiquen el espectro de resonancia, por lo que el nimero de
estereoisomeros a comparar, es menor. La comparacion de los datos fisicos y
espectroscopicos de ésta sustancia con el pentaacetil-D-arabinitol (26) [18], permiten
establecer la identidad de ambas sustancias. La tabla 6 muestra las asignaciones de RMN
1H informadas en la literatura en comparacién con las obtenidas para el acetil derivado del
producto natural de E. mexicana.

Tabla 6 y 6a Datos de RMN !H de peracetil-D-arabinitol (26) (CDCl3, 8)

Hidrégeno Compuesto aislado Referencia [18]
(espectro 12)
H-1 4.28 4,28

= H-1° 3.94 3.94

R 540 08,375

540 - 2538

ST 5.14

425"

24,14
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tabla 6a

Constantes de acoplamiento Referencia (18) Compuesto aislado
[Hz] - - [Hz] (espectro 12)
RIS T1L6 0 R 11,4 (promedio)
I 48 s 4.7
Iy 71 70
b3 - 2.8
34 070 ¢
Jas 128
Jas <47
“Jsse 12,6

26. pentaacetil D arabinitol

En la misma columna pero en la fraccién 33, se obtuvieron 640 mg de unos cristales
incoloros con pf 118-125 °C, de los datos de resonancia magnética nuclear proténica
(espectro 13), se observa lo siguiente: en 4.23 ppm hay un hidrogeno que tienen una
constante de acoplamiento geminal de 12.4 Hz y dos constantes de acoplamiento vecinal
syn de 3 Hz correspondientes a los dos metilenos 1 y 5 equivalentes en la molécula,
también se observa que en 4.07 ppm hay un hidrégeno que tienen una constante de
acoplamiento geminal de 12.4 Hz y dos constantes de acoplamiento vecinal anti de 5.4 Hz
que corresponden a los mismos metilenos. En 5.09 ppm se observa un mutiplete que integra
para dos metinos y que corresponden a los metinos 2 y 4 en la molécula. Finalmente se
observa un doble de doble en 5.45 ppm que integra para un hidrogeno, que ticne dos
c de acoplamiento (2.2 y 9.3 Hz) y que corresponde al metino central 3 en la
molécula. Se observa ademas que debido a la simetria de la molécula el espectro se redujo
exactamente a la mitad. Comparando éstos datos con los informados en la referencia [19],
en donde se reporta un punto de fusién de 117- 119 °C, y la comparacion de las sefiales de
RMN H (espectro 14), con las reportadas en la referencia [18], que se muestran en
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la tabla 7; aunadas al andlisis por difraccién de rayos X {19], (figura 1), confirman la
estructura del manitol peracetilado 27 como producto de reaccién y al manitol como
producto natural.

NOTA: En la referencia se utilizé como disolvente cloroformo deuterado, mientras
que en el compuesto aislado fué acetona deuterada, para realizar el experimento de RMN

H

Tabla 7
Datos de RMN 'H del peracetil manitol 27, (CDCl3 200 MHz, 3)
Hidrégeno Referencia [18] Compuesto aislado
(espectro 13)
H-1 4.08 ppm 4.23 ppm
H-1" 3.93 ppm - 4.07 ppm
H-2 . 4.92 ppm v c|. 5.08 ppm
H-3 ©Ce 530ppm - [ 5,45 ppm

H-4 Ao ais30 ppm

HS o 5 492 ppm.

H-6 2 4,08 ppm

H6 . 0 |l 393 ppm T

Constantes de acoplamiento Referencia [18]
h=les
hoelse
I )56
Da=las S o il KRS
Jig e e 15
1 [OAC
AcO——H
H——0Ac
AcO——H
H——0Ac
6
\OAc

27. peracetil-manitol
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De la cromatografia dei extracto etanélico acetilado, eluyd un residuo que presenté
una mancha difusa cn cromatografia analftica. Este fué purificado mediante una
cromatoplaca preparativa, obteniéndose una substancia que presentd las siguientes
caracteristicas espectroscdpicas.

En RMN BC (espectro 14) se observan 20 sefiales, ademds de una sefal intensa en
5 20.6 que corresponde a varios grupos mietilo, Aplicando el experimento DEPT (espectro
14-A), se observan cuatro metilenos, ubicados en § 63.2, 64.3, 64.6, 65.3; también se
observé la presencia de seis metinos, los cuales resuenan en § 76.0, 764, 72.7, 78.9, 80.1,
80.29. No se detectd la presencia de los carbonos cuaternarios en éste espectro, pero en el
espectro original se observan sefiales en 101.5 y 103.9, por lo que se deduce la presencia de
carbonos anoméricos cuaternarios. Ademds, se observan 8 sefiales pertenecientes a los ocho
carbonilos de acetilo incorporados en la molécula. Considerando los ocho acetilos, las doce
seflales restantes {cuatro metilenos, seis metinos y dos carbonos cuatemarios) indican doce
carbonos en el producto natural, que corresponden a un disacérido formado por dos
hexosas,

El espectro de RMN 'H (14-B), confirma la presencia de ocho metilos de acetilo (3
2.20-2.00). La ausencia de proton anomérico (5 5.69 en la sacarosa). estd de acuerdo con la
presencia de carbonos cetdlicos cuaternarios, deducidos anteriormente. Dos evidencias
permiten establecer a esta sustancia como una hexofuranosifhexofuranosa, que son las
siguientes: (a) la ausencia de las multiplicidades caracteristicas de las sefiales de
hexopiranosas (acoplamientos axial-axial, axial-ecuatorial, y ecuatorial-ecuatorial); y (b}, la
presencia de la sefial en & 4.98, la cual presenta Ja multiplicidad caracteristica de un protén
metinico en anillo de furanosa. '

La fructofuranosii fructofuranosa, representada en la férmula 28, cs una posibilidad
estructural que estaria de acuerdo con Jas caracteristicas estructurales descritas.

28. Peracetil 0-B-D-fructofuranosil-(2-»1)-B-D-fructofuranosa
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A continuacién se hard una serie de comparaciones con los desplazamientos
quimicos de RMN !3C de ciertos carbohidratos derivados de Ia fructosa, en particular: a-D-
fructofuranosa-p-D-fructofuranosa 1,2":2,1"dianhidrido [20], (29), O-B-D-fructofuranosil(2
—31)-B-D-fructopiranosa [21], (30), y los trisacéridos derivados de inulina 22], (31 y 32),
con el fin de proporcionar argumentos que apoyan la proposicion estructural mostrada en
28,

Los desplazamientos quimicos en !3C de los compuestos 29 y 30, informados en la
literatura, permiten apoyar la estructura 28 para la substancia aislada de E. mexicana. En la
tabla 1 se muestran los desplazamientos quimices comparativos de los metilenos, metinos y
carbonos cuaternarios de dichas sustancias.

Tabla 1. Datos de RMN 13C (CDCis) para las substancias 28, 29 y 30.
(las asignaciones con letras para los carbonos, se muestran en las formulas)

Posi- | 28 29 |30 Posi- | 28 29 30 Posi- | 28 29 30

cién cién cién
CH, |CH, | CH, CH |CH |CH c |jc |c
a 632 [61.5 [61.0 |e 760 |756 |688 |k 101. [ 99.5 | 100,
) 5 0.
b 643 | 6251627 |f 764 [ 760 [69.8 (! 103, | 101, | 104,
: ’ 8 4 3

c 64.6 (628 |642 |g :[77.7:177.6:[70.2"

653 |64.6 |64.5 |h. " |78.9:] 7867503

i L[ 8007795 | 77.2-

i (803:| 810|897

d o OH
OAc HOf Holk
AcO—L o ,d 8 A
h =0 s.0\e HO'8 &
AcOl~0—1NG HO o
A g a OAc b3 ~~0H
OAc h i
HO
29 30



Tabla 2. Correspondencia de las letras que describen a los carbonos, con los nimeros.
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La comparacion de los desplazamientos quimicos de los seis metinos de 29 (8 75.6,
76.0, 77.6, 78.6, 79.5, 81.0) con respecto a los de 28 (5 76.0, 76.4, 77.7, 78.9, 80.1, 80.3),
dan evidencia de su notable similitud, lo cual apoya la presencia de los anillos de furanosa,
como esta propuesto en la estructura 28. Por otro lado, los desplazamientos quimicos de los
carbonos cuaternarios de 30 (5 100.0 y 104.3), son bastantes similares a los andlogos del
producto acetilado obtenido de E. mexicana (6 101.5 y 103.8), lo cual puede argumentarse a
favor de la estructura 28.

Los datos informados en la referencia [20] para los trisacdridos 31 y 32, derivados

de la hidrélisis enzimatica de inulina, permiten realizar comparaciones adicionales, las
cuales se describen a continuacion:

8
€ /-0 OH
HOCH,~ /o s(HOYe
CH, HO' »—¥. ‘cH,
| . HO' /
HO [} 0
HOCH,~_-Ox/° HOCHp&-ON />
CH — “cH
HO [ HO* ¥ [
HoCH L OS2 O
L, O HOCHZAW.V'
A CH,OH —4 . "CH,0H
HO 2 H04 ¢ z
31 32
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" Tabla 3. Datos de RMN 13C para 31 y 32 (CDCly).

Anillo “ '} C-1 1 C4

P [N

p-D-Fruf” |

fp-D-Fruf,
AB
| p-D-Frup 7 | 64. . 1 68 698

B

110460 [ 75.0 752 82.0 629

|ponr far

L Nuevamente, los desplazamientos quimicos de los carbonos anoméricos C-2 y C-2'
de 31, correspondientes a la fructofuranosa (3 104.6, 104.4 y 103.7), son muy similares a
los asignados para la estructura 28 (8 103.8 y 101.5), no asf los mismos carbonos en la
estructura 32 ya que C-2 de la fructopiranosa tiene un desplazamiento diferente (98.5 ppm),
lo cual proporciona una evidencia adicional para la estructura propuesta (28).

La integracién de los datos discutidos anteriormente permite proponer a la
estructura 28 como el acetil derivado del producto natural presente en Eragrostis mexicana.
Este producto natural corresponderia a O-8-D-fructofuranosil (2—»1)-p-D-fructofuranosa,
que es precisamente un fragmento del polisacdrido denominado inulina,

Existen reportados en la literatura algunos fragmentos de inutina, pero como
productos de hidrélisis enzimética [22). El andlisis del procedimiento experimental
realizado para la obtencion de 28 no permite descartar la posiblidad de una hidrélisis 4cida
de la inulina, durante el proceso de aislamiento y derivatizacion; especificamente durante la
acetilacién [21] (probablemente el anhidrido acético contenia cantidades importantes de
acido acético, y por otro lado, la cantidad de piridina presente no permitio la neutralizacion
det 4cido). Estas observaciones permiten sugerir la realizacion de experimentos adicionales
que permitan verificar la existencia de 28 como el aceti! derivado de un artefacto, en este
caso, como un fragmente de la inulina, o bien, se trata del acetil derivado del producto
natural.
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De la misma columna eluyé _b}ir‘o,cqmpon'ente con un pf 70-75.°C. En el espectro de
RMN I3C (espectro 15) de esta substancia se observa que tiene 3 metilenos, los cuales

resuenan en § 61.5, 62.7, 63.5..

También se observan sefiales para 8 metinos, que se encuentran desplazados en &
68.0, 68.3, 69.4, 70.1, 74.8, 75.5, 78.9, 89.7. También se observé una sola sefial para
carbono anomérico cuaternario, en & 103.89 ppm. Ademés de las sefiales en 3 20.4 para
metilos y entre § 160 y 171 seobservan las sefiales para los carbonilos de los acetatos.

Los datos descritos coinciden para los informados en la literatura para la sacarosa
per-acetilada (33), [24, 25]. La comparacion directa con una mucstra auténtica permitio
confirmar la identidad de esta substancia.

En las tablas 4 y 5 se muestran los datos de RMN 13C y 1H, respectivamente, para
este compuesto, en comparacion con el compuesto obtenido en el presente estudio.

Tabla 4 Datos de RMN !3C de per-acetil-sacarosa (33).

Carbono RMN 13C Referencia[24] RMN 13C Compuesto
Sacarosa peracetilada (33) aislado (espectro 15)
Posicién Desplazamiento (ppm) Desplazamiento (ppm)
b 61.9 61.5
c 62.9 62.7
d 63.6 63.5
e 68.3 68.0
£ 68.6 68.3:
‘g 697 1694
hid 0.1

g8 = |x =
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Tabla 5. Datos de RMN !H de sacarosa peracetilada (33).

Para Eragrostis mexicana (CDCl3, 200 Referencia 25 ( D,0, 400 MHz ), & (ppm).

MHz, espectro 16), & (ppm) Sacarosa peracetilada
5.69(d, 1 H,J=3.7Hz) ~- 5.45 (d, 1 H,J=3.9 Hz)
L 4.25(d, | H,J=8.7 Hg)
5.08(dd, 1'H,J=9.8,9.8Hz) ~ |- 4.10 (app t, | H, J= 8.7 Hz)
4.10-4.35(m, 8 HY.vi: T 3.92-3.80 (m, 7 H)
U542 (my 3HY 37362 H)
37/100Hz) 3.60 (dd, 1 H,J=3.9, 10.0 Hz)

4,87 (dd, I HjJ=
F 3.50 (appt, | H, J= 9.2 Hz)

3

peracetil sacarosa. 33
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RESUMEN Y CONCLUSIONES



Resumen y conclusiones,

- En relacion a un proyecto de investigacién tendiente al conocer la composicién
‘quimica de ciertas malezas de nuestro pais, y sus implicaciones ecolégicas, se procedi6 a la
coleccién y andlisis de las partes aéreas de la planta Eragrostis mexicana (Gramineae), un

~:vegelal arvense ampliamente distribuido en nuestro pais, que invade diversos cultivos de
'lmpqna_nma econdmica. La obtencidn de extractos selectivos, y su fraccionamiento por
técnicas ‘cromatogrdﬁcus permitio - el aistamiento de hidrocarburos, acidos grasos, un
es'tefpl,’v.'ma flavona v varios carbohidratos, los cuales fueron caracterizados quimicamente
“por métodos, quixnicoé, espectroscdpicos, espectrométricos y cristalogréficos.

Delb extracto de acetato -de etilo.‘se - :obtuvieron las siguientes substancias:
lsopent'lexcosano (18), 1soheptaelcosano 19, un isdmero de nonacicosano (20), 2-
mellltrmconmno (21), tridecanoato, de metilo” (22) “dcido- hexadecanoico (23). un triacil
: glicerol (24), encicosano (25), [3 snosterol (10 : tricina (16). Del extracto ctandlico se
obtuvieron: . D- arnbuntQ_I (26), janitol '27), un posnble fragmento de inulina (O-B-D-
frucloﬁxrandsi} (2-lk)f[3;-D fructofuranosa, 28) y sacarosa (33), .

Cabe seﬁalar que los rendmuentos de las substancas aisladas son relativamente
~bajos con respeclf‘ al peso seco de la planta El aislamiento del. flavonoide tricina (16)
: represenlo un reto expenmental 'ya‘que ‘se encuentra en baja proporcién en el vegetal, y
'para su purificacién. fué necesario eliminar los lipidos que tenian un f similar al de la
l‘rbicina"(IG),‘ én diversas. mezclas eluyéhtes. Aunque los lipidos son los constituyentes
mayoritarios en las gramineas, [4, 5, 6, 8 y 9], en esta ocasion se empled la metodelogia
cbnvencional debido al interés de purificar.y caracterizar quimicamente el mayor niimero
dé substancias presentes en el végelul con el fin de obtener estandares que posteriormente
sean utilizados en técnicas de cromatograﬂa de liquidos, o bien, cromatografia de gases
para el anallsls quimlco comparauvo coni otras malezas,

‘Los qonstil;iyellles q'ulmvici)s ’de'E. mevicana no son diferentes a los informados
previamenlé como'conslituyéﬁ‘les" de otras espccies del género, salvo los azicares aqui
. informados, ¥ que se encuentran en otras especies de plantas. La elucidacion estructural de
los carbohidratos 110 fué trivial; debido a la complejidad interpretativa en RMN IH, y quea
pesar de la’separacion de sefiales a 200 MHz, esta frecuencia no pudo evitar ‘que ain se
superpuswran algunas seiiales, dificultando la asignacién de las mismias.



El objetivo general del presente proyecto de investigacion fué alcanzado; ya que se
realizé el andlisis quimico de esta especie, la cual no habia sido estudiada previamente,
generando resultados que qﬁntribﬁyeh‘ conocimiento de la composicién quimica de la
vegetacion. En relacion a los iﬁbjet" \os: p?xrtiéulares, se obtuvieron las substancias puras, las
cuales serviran de refervenbvias_wpara n‘:'p'oste‘n;or andlisis comparativo de las semillas de

Eragrostis mexicana.

A continuacién se hacen algunas observaciones sobre las sustancias aisladas:

a) El flavonoide tricina (16), debido a su naturaleza fendlica, presumiblemente es un
agente que actiie en contra de los microorganismos (hongos y bacterias), ¢s decir, puede
considerarse que posee actividad antiséptica.

'b) En el anélisis realizado de E. mexicana, se observa que una abundancia refativa
de los lipidos y los aziicares, los cuales presumiblemente no tienen un efecto nocivo contra
depredadores del vegetal. Es deseable realizar el andlisis cuantitativo comparativoe tomando
en consideracion las variaciones ontogénicas del vegetal.

¢) El conocimiento de las substancias que biosintetiza E. mexicana puede coadyuvar
a la ponderacidn de su empleo para la obtencidn de ciertas substancias, como hidrocarburos,
acidos grasos, aziicares, entre otros, que ofrezcan fuentes alternas de obtencién de estos
productos [26].

d) Adicionalmente, en relacion a los carbohidratos presentes en E. mexicariu (O-f-
D-fructofuranosil-(2—»1)-f~D-fructofuranosa, sacarosa, D-manitol y D-arabinitol), es
conveniente mencionar que existe un renovado interés sobre este tipo de metabolitos
secundarios, debido a que recientemente se ha reconocido su variada e importante actividad
bioldgica, en particular, ciertos aziicares son ahora considerados de importancia en la
industria farmacéutica. Tal es el caso de los aminoglicdsidos como la doxorubicina, que se
ha encontrado es una substancia efectiva contra una amplia variedad de tumores y
leucemias.[27].

_ Finalmente, es importante destacar que el presente trabajo puede considerarse como
un primer paso tendiente al entendimiento de diversas interacciones de notable complejidad
que se manifiestan en la naturaleza, en particular, las interacciones entre los vegetales e
insectos, en las cuales los metabolitos secundadarios desempefian un papel protagénico.
Los resultados de la presente investigacion serviran de base para el diseio de experimentos
tendientes a dilucidar estos fenomenos (28].
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- Es’ evidente que mediante la comprgnsiéﬁ de estas intéiaccipnes podremos ser
mejores habitantes de tiiestro planeta; aprovechando ricionalmente:los recursos naturales

. que fos provee, culiééf\'aﬁda_'lu'biqd}\;érsidad 'y ‘evitando a.l‘tera'j' el delicado- equilibrio
ecoldgico. - - RO ‘ ' S
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