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INTIRODUCCIONN

Los problemas econdmicos han dado lugar a la desnutricion en México y en
otros paises en vias de desarrollo, lo que ha fomentado el interés por obtener
nuevas fuentes de alimentacion que ademas de ser de gran valor nutricional, sean

econdmicas y puedan servir como “complemento alimenticio”.

La produccién de las semillas no ha sido aprovechada en su totalidad ya que
solé en algunas ocasiones se utiliza para el ganado, otra porcién menor es utilizada
para consumo humano y la mayor parte se deja pudrir en el tereno. Tomando en
cuenta que gran parte de la poblacion mundial se encuentra al borde de la
desnutricion, esta pérdida de energia almacenada no deberia fomarse a !a ligera
(incluso reconociendo que no debe subestimarse el valor que la materia organica

representa para la conservacion de la fertilidad del suelo).

£l cacahuanano es una leguminosa silvestre muy abundante en Mexico. En
los estudios previos de la semilla se ha encontrado que tiene un gran valor proteico,
por 1o que podria ser uiilizado tanto para la alimentacion animal como humana. Sin
embargo, la familia de las leguminosas contienen generaimente factores tdxicos y
antinutricionales como:  glucosidos ci‘anogénicos, inhibidores de tripsina,
hemaglutininas, saponinas, alcaloides, factores antivitaminicos, factores que

producen flatulencia, taninos, compuestos polifendlicos, aminoacidos no proteicos,

e e —
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ademas de ofros metabolitos primarios y secundarios gue varian dependiendo del
género, especie y la zona geografica en la que se encuentren. 2

La quimica de los productos naturales (Fitoquimica), como es definida actualmente,
esta relacionada con la formacion, estructura y propiedades de los metabolitos
secundarios. Estos se relacionan dependiendo del grupo biolégico particular, tal
como famitia, género y especie, debido a que se elaboran a través de rutas

especializadas, a partir de metabolitos primarios, los cuales a diferencia de los

primeros son esenciales para el desarrollo y formacién de la planta.

Este trabajo representa e} primer estudio fitoquimico realizado a la semilla de

cacahuanano (Gliricidia sepium).






6
Antecedente e r————

ANTECEDE NIES

1.1 LEGUMINOSAS.

La familia Leguminosae es, econdmicamente, la mas importante de las
dicotiledéneas con muchas especies cultivadas con fines alimenticios o para la
produccidn de forraje. De hecho, las leguminosas, cuya caracteristica principal es
que dan fruto o semilla dentro de una vaina, son aprovechadas, sobre todo las
Gramineas {cereales), como productos alimenticios de mayor importancia en el
mundo de la agricultura, y por su calidad en proteinas, son considerados alimentos

basicos balanceados.

Ademas en esta familia las plantas son ampliamente utilizadas, como fuente
para obtener madera, fibra, goma, resinas, taninos y material para colorantes e

insecticidas.

La familia Leguminosae, esta considerada dentro de las tres familias mas
grandes, con aproximadamente 17,000 o mas especies, abarcando una gran
diversidad de diminutas hierbas y gigantescos arboles forestales. Solo dentro de
las angiospermas, es superada en numero por las familias Compositae y
Orchidaceae las cuales comprenden entre 500 y 690 géneros y 12,000 a 17,000

especies. > En México ocupa el 2° lugar, después de las Compositae, con 37
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tribus, 385 géneros y 2678 especies. En el esquema No. 1 se muestra la
clasificacion de la familia Leguminosae y tribus encontradas dentro de cada

subfamitia,

LEGUMINOSAE

MIMOSOIDEAE PAPILONOIDEAE

CAESALPINOIDEAE

Abreae Hedysareae
Aeschynomeneae Indigofereae
Amorpheae Loperieae
Bossiaeae Lotoeae

! Brongniartieae Millettieae
Carmichaelieae Mirbelieae
Cicereae Phaseoleae
| Crotalarieae Podalyrieae
| Dalbergieae Psoraleae

! Desmodieae Robinieae
Dipterygeae Swartzieae
| Euchresteae Thermopsidead)
| Galageae Trifolieae ‘
! Genisteae

Caesalpinieae
Cassieae
Cercideae
¥ Detarieae

Acacieae

Ingeae

Mimoseae
Parkieae

Esquema No. 1 Familia Legumincsae y {a relacidn entre subfamilias y tribus 2

" ——"""""—"""™¥"—""""""—— ]
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1.2 CACAHUANANO

Figura Ne. 1 Cacahuanano (Glircidia sepium)

El nombre mas comun es cacahuanano, que proviene del nahualt cacahuanantl,
que se traduce como "madre de cacao”. Es llamado asi en Sinaloa, Nayarit,
Michoacan, Guerrero y QOaxaca, también se le conoce en esta region como
cacahuananche; cocoite (Pichucalco Chiapas), cocuitle (region del Tajin, Veracruz),

cocomuite cuchunuc (lengua zoque, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas), chanté (Chiapas),
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frijplillo (Temascaltepec, México); guieniiza (lengua zapoteca, Oaxaca); lipa-ca-si-la
(lengua chontal, Oaxaca), hipa-ca-ujcum (tzeltal, chiapas), madre de cacao
(Quintana Roo, Jalisco y Chiapas);, mata raton (Chiapas, Panama y Colombia);
muites; muiti (region del Tajin Veracruz), sayab (Yucatan); tunduit (lengua mixteca,
Qaxaca); yaité (Soconusco, Chiapas), mata rata {(Gerrero); jelelelte (lengua
huasteca, sureste de San Luis Potosi); flor de San José (sureste de San Luis Potosi),
lengua de perico (veracruz); palo de corral (sureste de San Luis Potosi); primavera
(Hidalgo y San Luis Potosi); sangre de dragdn (Costa Rica); madera negra (Costa
Rica, Panama y Nicaragua) bien vestida (Pefidn Florido, Cuba), palo de hierro,
cocoite (América Central), kakawati (Filipinas), gamal (Indonesia), quick stick

(Jamaica).*-¢
1.2.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS

Clasificacién taxondmica:
Familia: Leguminosae
Subfamilia: Papilionoideae
Tribu : Robinieae
Genero: Gliricidia

Especie: Gliricidia sepium

Arbol de hasta 15 m de hojas pinadas, con 7-15 hojuelas ovadas o elipticas de

3-8.5cm, agudas y palidas; flores amariposadas de 2.5 cm, blanco-rosadas en
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racimos; el fruto esta en vainas aplanadas de 10-15 cm. El follaje sirve de forraje

pero la corteza o las hojas son venenosas principalmente para los ratones.*

La madera es dura para trabajar y resistente a la humedad, pero la madera de!

corazén da un buen acabado en articulos de artesania.®

La corteza extena es escamosa, ligeramente fisurada, de pardo amarillenta a
pardo grisécea, con protuberancias blancas. La corteza intema es de color crema

amarillento, fibrosa.®

Las hojas tienen yemas alargadas de 3-5 mm, desnudas, con abundantes pelos
sedosos simples especiaimente a lo largo de las nervaduras. Las hojas se disponen
en espiral, de 12-24 cm de largo incluyendo el peciolo, de forma ovalada o eliptica,
verde oscura en el haz, verde grisaceo en el envés. Las hojas se pierden en fa

época de floracién, que es de diciembre a abril.**

Las flores se presentan en racimos de 10-15 cm de largo, dispersos, situados
en las axilas de las hojas caidas, flores papilionadas, de 2-2.5 cm de largo,
estandarte de color iila con una mancha amarillenta en el centro de la cara externa,
de 1.8-2 cm de largo, redondeado, alas de color lila en ambas superficies de 2-2.5
cm de fargo, anchamente lineares, compuestas de 2 pétalos parcialmente

fusionados cerca del apice, filamentos fuertemente blancos y antenas amarillas, el
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color de las flores varia desde toncs muy obscuros, hasta muy palidos. Florece de

diciembre a abril.*

Los frutos estadn en vainas dehiscentes, aguda, con una fina nervadura,
aplanadas de 15-20 cm de largo y de 2-3 cm de ancho, verde amarillentas,
conteniendo de 4-10 semillas casi redondas, aplanadas de 1-1.4 cm de

diametro, cafés y brillantes. Los frutos maduran de febrero-marzo y de junio-julio. 4

1.2.2 HABITAT

La floracion comresponde al comienzo de la estacidén seca cuando los arboles
han perdido sus hojas. En su medic natural la floracidn ocurre de noviembre a
marzo. En areas sin una estacion seca pronunciada, la floracién puede ocurrir todo

el afio pero se forman pocas vainas.

Tolera los suelos &cidos, pero no la acidez severa (pH menor a 4.5) ni la
saturacion alta de aluminio (mayor que 60%). Gliricidia coloniza los suelos
infértiles y retofa rapidamente después de quemarse y puede asi beneficiarse de
las quemas. Bajo condiciones dptimas de almacenaje, 6 a 10% del contenido de
humedad a 4 'C, la semilla permanece buena durante mas de 10 afios. A un
contenido de 50% de humedad y 17 'C la semilla puede ser almacenada durante

un afio.
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1.2.3 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

El verdadero alcance natural de ;. sepium esta restringido a las tierras secas y
subhimedas de las costas del Pacifico de México y Centro América, y adyacente
a los valles en tierra seca de! interior. Los indigenas de América domesticaren las
especies en ofras partes de Ceniro América. Los esparioles las introdujeron en el
Caribe y en las Filipinas. En el Gltimo siglo la Gliricidia se ha vuelto comUn en los

tropicos.’

Principalmente se encuentra distribuida la Gliricidia en: 3

=]

Africa: Camer(n, Ghana, Nigeria, Sierra Leona, Tanzania, Uganda, Zimbabwe

D

Asia: Butan, India, Indonesia, Malasia, Filipinas, Sir LanKa

Australia: Papua Nueva Guinea, Caribbean

[ u]

America Cenfrai: Costa rica, Ei Safvador, México (sureste), Panamd.

[m]

1.24 USOS

Gliricidia sepium es un arbol versétil de crecimiento rapido, preferido por los
agricultores para defensas, viviendas, combustible, forraje, abone verde, sombra,
apoyo a cosechas y control de la erosion. Los arboles se han utilizado ampliamente
como cercas vivas de temrenos agricolas ganaderos de zonas tropicales, en gran

pate por su facilidad de regenerarse a partir de estacas. Mucho se le ha
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utilizado como sombra de plantas de cacao. Los nativos utilizan la madera para
consfruir chozas por su resistencia a pudrirse por {a humedad. El ganado puede
comer los retofios sin peligro, pero hay partes de la planta que son venenosas para

las ratas, ratones y otros roedores. 4

Los retoiios molidos y mezclados con masa de maiz, queso, etc., se usan para
matar ratones, perros y ofros animales. Los brotes tiemos y las flores son
comestibles. Los indigenas utilizaban las hojas para curar el espanto, pasandotas
repetidas veces por el cuerpo de la persona “espantada”. En Acaponeta, Nayaril, se

dan bafios con el cocimiento de las hojas contra ! paludismo.”

1.3 COMPOSICION QUIMICA

Puesto que tiene muchos usos practicos, la familia Leguminosae ha sido
ampliamente investigada con refacion a sus metabolitos secundarios, los cuales
presentan en su composicidon una gran variedad de estructuras quimicas

complejas, (tabla No.1).

Por ejemplo, la familia es especialmente rica en flavonoides, que comprenden
alrededor del 28% de todos los flavonoides conocidos y 95% da todos los

aglicones de isoflavonoides > 2
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Tabla No.1. Metabolitos secundarios reportados para la familia Leguminoseas.’

COMPUESTO LOCALIZACION
Alifaticos Hojas
Antraguinonas Raices
Policetidos Hojas
Carotenoides Flores
Carbohidratos -
Oxigenos heterociclicos Flores y hojas
Aromaticos simples Hoias
Benzofuranoides corazén del arbol
Benzopiranoides corazén de) arbol
Flavonoides Hojas y corazén dei arbol
Taninos -
Lignanos -
Policiclicos aromaticos Hojas y flores
Terpenoides (diterpenos, Semillas
saponinas friterpenvides)

Esteroides -
Aminoacidos y peptidos Hojas
Alcaloides Flores y hojas
Xantonas Hoias
Furanucumaronas Hojas

Los compuestos que comuinmente presenta esta familia son cuatro acidos

hidroxicinamicos tales como: El 4cido cafeico, acido felurico, acido p- coumérico y

acido sindptico. £l dcido 0- cumdrico, uno de los raros acidos fenilpropanoides, ha

sido reportado junto con el acido melotico y cumarinas, en tres miembros de la

familia Leguminosae, Gliricidia sepium (Galegeae), Dipteryx odorata (Dalbergieae) y

Melilotus alba (Trifolieae).?® Gliricidia sepium forma parte de la tribu Robinieae

perteneciente a la subfamilia Papilionoideae, esta tribu comprende 11 géneros y

49 especies, (tabla No. 2).
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Tabla No.2. Géneros y compuestos presentes en la tribu Robinieae.?

GENERO No. COMPUESTO
ESPECIES
Coursetia 20 A Pe
Genistidium 1 A, Pe
Gliricidia 3 A, Pe, As, Bpir, Flav.
Hybosema 1 A Pe
Lennea 5 A, Pe
Olneya 1 A, Pe
Peteria 4 A, Pe
Poitea 12 A, Pe
Robinia 4 A, Pe, Carb, As, Bpir
Flav, Terp, Est, Alcs.

Sesbania 5 A, Pe, Flav, Lign,
(Glottidium) Terp, Est, Alcs.
Sphictospermum 2 A, Pe, Alcs,

As= aromaticos simples, BPir= Benzopiranoides, Carb= carbohidratos,
Flav= Flavonoides, Est= Estercides, Alcs= Alcaloides, Terp= Terpenoides,
Lign= Lignanos, A= Aminodcidos y Pe= Peptidos.
La importancia de los constituyentes fendlicos en esta familia ha sido
enfalizada por Bate-Smith,"" quien hace notar que “la familia Leguminosae,

Gnicamente entre las dicotiledoneas, contienen compuestos fenil-propanocides

representativos”. Esto es debido a la dimension de la famifia.

Dentro del Genero Giliricidia podemos encontrar tres especies con riqueza
fitoquimica: Gliricidia meistophylia, Gliricida sepium y Gliricidia maculata. Las
especies que mas se han estudiado son Gliricidia sepium y Gliricidia maculata, \as
cuales por su composicidn similar se reportan en la literatura como una sola
especie (Tabla No. 3). Es importante sefialar que la actividad bioldgica que se

muestra en la tabla No. 3, no es de los compuestos aislados debido a que se han
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empleado para la evaluacidn, los extractos MeOH (metanolicos) o fracciones

parcialmente puras.*®

Tabla No.3 Distribucion de los constituyentes quimicos de las especies del
genero Gliricidia.

ACTIVIDAD

Trifolin Delphinidin,
Quercetin

ESPECIE COMPUESTO LOCALIZACION BIOLOGICA
Gliricidia meistophylla, Aminodcidos y Peptidos: Semillas No reporiada
Giiricidia sepium y canavanina
Gliricidia maculata
Gliricidia sepium y Productos naturales
Gliricidia maculata arométlicos simples: Las hojas son utiliza-
Acido 3-(-2-Hidroxifenil ) das para el tratamien-
propangico, &cido 3-(-2- to de infecciones cau
Hidroxifenil) -2-propanoico Hojas sadas por protozoa-
€ fios como:
Benzopiranoides: Tripanosoma cruzi. 2
2H-1-Benzopirano-2-ona
Flavonoides:
Kaempferol, 3-o-(Ramnosil
galactosido)

Gliricidia sepium y

Gliricidia maculata Flavonoides: Antifugicos contra
Astragatina, Robinin, Flores Epidermophyton floc-

cosum, Trichophyton
rubrum. B

Gliricidia sepium y
Gliricidia maculata

Flavonoides:

Butin (S), Gliricidol,
Gliricidin, |somucronulatof,
Robinetin, Sepiol, Sepinol,
y 2"-0-Metil- sepiol

Corazdn del arbol

Gliricidia sepium

acido gélico, 4cido
protocatechuico, dcido p-
hidroxybenzoico, Acido
gentisico, acido p- resorci-
clico, &cido vanillico, &cido
skingico, 4cido p-coumarni-
€0, acido m-coumarico,
dcido o-coumarico, icido
ferulico, &cido sinapinico
(cis y trans), coumarinas y
Myricetin.

Hojas

Téxicos, inhiben la
germinacion de la se-
milla y la eiongacién
de las rajces de:
Sorghum vulgare.
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La especie Gliricidia sepium, contiene una variedad de metabolitos

secundarios. La mayoria contienen 15 4tomos de carbono en su nicleo basico

(Ce-Ca-Ce), que son dos anillos arométicos comunmente unidos por una unidad

formada por fres carbonos que pueden o no formar un tercer anillo. Los

flavonoides, chalconas y cumarinas son algunos de los constituyentes

caracteristicos de este genero, {tabla 3 y 4).

Tabla No. 4. Metabolitos secundarios encontrados en Gliricidia sepium, en hojas,
flores y corazén de la corteza del arbol

2-propencico

ESTRUCTURA NOMBRE LOCALI- pf SOLUBILI-
QuiMICA ZACION °C) DAD
&:‘ Sepinol
CieHuOr | Corazén del
e OH (2R)F-(3R)-(-)-4"metoxi | 440 EtOH
H 1-3',5", 7-trihidroxidihi- 253-
o droflavonol 254
= Gliricidin
(C1eH1204) Corazén del | 298 MeOH
4'-metoxi-3'-5", 7-trihidro arbol
xiisoflavona
Gliricidol
(C1aH1607) Corazén del [ 165-
(4-metoxi-B-2.3, 45 | 4rpol 166 EtOH
o pentahidroxidihidrochal
W O O cona
Ac. p- cumarico
oH {CoHa0O4) Hojas 210- EtOH y
acido 3-(4-hidroxifenil)- 213 eter
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(3,4,5-trihidroxifenii)-
4H-1-benzopiran-4-ona

O0H
Ac. Vainillico
{CaH:04) Hojas 210 EtOH y
o ac. 4-hidroxi-3-metoxi- eter
benzoico
OH
CGOOH Ac. Gentisico
OH (C7HgOy)
4c. 2-5-Dihidroben- Hojas 199- EtOH
ofdj Zoico. 200
COOH
Ac. Galico
(C?HsOs) Hojas - EtOH,
OH ac. 3,4,5-Trhidroben- Acetona
zoico
H
Y
m Coumarina
o7 0 {CoHeO2) Hojas 68-70 | Cloroformo
2H-1-Benzopirano-2- , eter,
ona EtOH
o Myrcetin
(C1sH1004) Hojas
oH | 3,5,7-Tritidroxi-2- 357 EtOH

Normalmente los flavonoides son sintetizados por numerosos grupos de

plantas y se encuentran generalmente en todas las partes de la planta, incluyendo

hojas, raices, néctar, polen, flores, bayas y semillas (Figura No.1)."

Figura No 2. Estructura de un flavoneide simple.
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Dentro del grupo de los flavonoides se agrupan los compuestos denominados
chalconas, los cuales son flavonoides de cadena abierta, en donde los dos anillos
aromaticos estéan enlazados por 3 atomos de carbono, mediante sistema carbenilo
o,p- insaturado. En estos compuestos los anillos arométicos se encuentran
hidroxilados en mayor o menor grado, estas chalconas se distribuyen en la
naturaleza en el corazén y corteza de los troncos de los arboles, hojas, frutas y

raices (Figura No. 2).

CH

o

Figura No 3. Esiructura de una chalcona simple, 4-hidroxichalcona

Las cumarinas constituyen un grupo importante de compuestos naturales; a
los cuales se les considera derivados de la lactona de acido o- hidroxicinamico,
usualmente llamada cumarina, (Figura No. 3). La mayoria de las cumarinas
encontradas en Gliricidia sepium se encuentran en su forma libre, adn cuando, en
algunas especies de la familia Leguminoseae se han aislado como glicésidos. Las
cumarinas se encuentran generalmente en cualquiera de los drganos vegetales,

desde las raices hasta flores y frutos. ™
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Figura 4. Estructura de una cumarina simple

1.3.1 ANALISIS BROMATOLOGICO

En las semillas la composicion mayoritaria se divide en carbohidratos y
lipidos, siendo éste el mas comun y econdmicamente importante. No se conoce
que las proteinas sean el material predominante, sin embargo, pueden haber
excepciones como en el caso de la semilla de soya o Macherium acutifolium, que se
ha reportado por contener 42.57% de proteinas. Precisamente esta informacion
sobre la composicion de las semillas, se considera como uno de los usos

importantes dentro de la industria alimenticia.’®

Los constituyentes de la semilla se determinan genéticamente, sin embargo la
relativa acumulacion de estos constituyentes en muchas ocasiones depende de
factores ambientales como son la nutricién mineral y clima. De tal manera que la
deficiencia en sulfuros, fosfatos o potasio, induce cambios en fa acumulacion

relativa de diferentes proteinas en las semillas_ *®

En las tablas No. 5 y 6 se ilustra la vanacidn en la composicion de las semillas

y cereales, en estas tablas se puede apreciar que generalmente la semilla de
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soya, contiene un 42 57% de proleinas y 17% de aceite, lo cual indica que la
proteina es el principal componente de la semilla a diferencia de la semilla de
cacahuate con 31 % de proteinas y 48% de aceite.* " E| andlisis bromotolégico
de la semilla de cacahuanano (Gliricidia sepium), (G/100 g. de muestra), se muesira

enla tabla 7. %

Tabla No. 5. Composicién quimica de semillas.

NOMBRE NOMBRE CHO'S PROTEINAS | ACEITES
COMUN CIENTIFICO (%) (%) (%)

Maiz de Zea mays 1-4 10 5

palomitas

Chicharo Psum sativum 4-6 20 2

Cacahuale Arachis hypogea 12 31 48

Girasol Helianthus annuus 2 25 45-50

Ricino Ricinus communis 0 18 64

Maple Acer saccharinum 20 27.5 4

Arroz del perd | Chenopodium 48 19 5
quinoa

Castafa para |Aesculus 68 7 5

caballos hippocastanum

Linasa Linum 23 23 34
usitafissimun

Brocoli Brassica rapa 25 20 34

Semilla de Macherium 23.10 42.57 17

s0ya acutifolium

Haba Vicia faba 58.05 27.60 1

Frijol Phaseulus vulgaris 60.09 24.0 -

Lenteja Eruum Lens 59.09 19.40 -

Alverion Pistim sativum - 20.40 -

Alubia grande | Phaseolus vulgaris - 20.20 -

Amaranto Amaranthus 76.50 7.20 -
caruentus

Almendra Terminalia 385 27.50 45-50
catappa

Ajonjoli Sesamun indicum 13.29 20.60 39
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Tabla No. 6. Composicién quimica de los granos de cereales .

NOMB_RE NOMBRE CHO'S PROTEINAS | ACEITES

COMUN CIENTIFICO (%) (%) (%)
| Trigo Triticum 9 13.2 2
Sorgo Sorghum vulgare 70.9 1 3.2
Centeno Secale cereale 71.7 12.4 1.3
Cebada Hordeum vulgare 66.4 10 1.5
Arroz (pulido) | Oryza sativa 78.2 8.6 04
Avena Avena sativa 66.4 13.3 6.2

Tabla No. 7. Analisis bromatologico de la semilla de cacahuanano (Gliricidia

sepium),
COMPOSICION MUESTRA MUESTRA
CRUDA COCIDA
Humedad 7.04 4.39
Cenizas 418 453
Proteinas 42.78 41.83
Grasa cruda 24.52 29.486
Fibra cruda 6.73 10.72
Carbohidratos 21.79 13.46

De acuerdo a los datos ilustrados en las tablas No. 5, 6, y 7, la semilla del
cacahuanano (Gliricidia sepium), contiene una mayor cantidad de proteinas que
los enunciados anteriormente lo cual hace notar su importancia como

complemento alimenticio.
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La semilla del cacahuanano (Gliricidia sepiunt} es una leguminosa silvestre
muy abundante en México. En los esludios previos de la semilla se ha encontrado
que tiene un gran valor proteico, por lo que podria ser utiizado tanto para la

alimentacion animal como humana.

Dentro de las exigencias de la calidad en un producto esta el interés por
satisfacer las necesidades del consumidor y evitar dafnos posteriores por el
consumo prolongado como en el caso de la alimentacion. En este contexto el
trabajo se enfoca al estudio de fuentes nutricionales alternas. Uno de sus abjetivos
es determinar la toxicidad e identificacion de los elementos responsables de la
misma. En el presente proyecto se selecciond la semilla del cacahuanano (Gliricidia
sepium), colectada entre Puerto Marquéz y Pinotepa Nacional (Guerrrero-Oaxaca)

en el mes de marzo, como cbjeto de estudio.

Mediante un fraccionamiento biodirigido se procedid a analizar esta semilla,
empleando el ensayo con Ariemia salina, se determind cuales son los extractos,

fracciones y compuesios bicldgicamente aclivos.



ORI ETIVOS

a.- General

« Aislamiento, purificacién e identificacion de los compuestos bicactivos,

presentes en la semilla del cacahuanano (Gliricidia sepium).

b.- Particulares

+« Obtencidn de los extractos organicoes de la semilla de cacahuanano

(Gliricidia sepium), empleando disolventes organicos.

o Determinar, por medio de un bioensayo simple {in vitro), la toxicidad de los

extractos obtenidos de la semilla del cacahuanano (Gliricidia sepium).

e Aislamiento y purificacion de los compuestos bioactivos, por medio de

técnicas cromatograficas.

e Elucidacidn estructural de los compuestos bioactivos mediante técnicas
espectroscopicas tales como: RMN 'H y *°C, Espectrometria de masa, IR,

U.V y Rotacion dpfica.
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METODOLOGIA EXPERIME NTAL Y RESULTADOS

3.1 Material, equipo y reactivos

La semilla de cacahuanano se colecté en |a localidad de Puerto Marqués y
Pinotepa Nacional (Guenrero-Oaxaca) en el mes de marzo de 1997, época en la
cual la semilla se encuentra en su estado de maduracién, por el M. en C. Bernardo
Lucas. La semilla desenvainada y desecada a temperatura ambiente, se fragmenté
en un molino de aspas, Modelo Thomas-Wiley (Laboratory Mill), utilizando la malla

de 2 mm de didmetro de particula.

Para la cromatografia en columna se empled gel de silice Merck 60, con tamaio

de particula 0.063-0.200 mm (malla 70-230).

El andlisis del desarrolio de la cromatografia en columna, aislamiento y
purificacién de los compuestos se realizo en CCF analitica bajo métodos
convencionales, empleando cromatoplacas de vidrio recubiertas con gel de silice
de Merck 60 Fusq espesor de 0.2 mm y silica gel de fase reversa RP-8 FusS
Merck, de 0.25 mm de grosor. Los sistemas de elucion y reveladores empleados

se listan en los cuadros 2 y 3, respectivamente.

La purificacion de los compuestos, se realizd en cromatoplacas de fase reversa,

RP-8 F254S (Merck), de 20 x 20 cm y de 0.25 mm de grosor.
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Todos los disolventes organicos se destilaron a presién reducida y en el caso

del alcohol n-butitico (n- BUOH) se elimind in vacuo.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher Johns y no estan

corregidos,

Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotdmetro Nicolet FT-5Sx

en pastilla. Las unidades se indican en cm™.

Los espectros de RMN 'H y '°C, se realizaron en un aparato Varian VxR-300S
(300 MHz) y Varian VxR-300S (75 MHz), respectivamente, ulilizando como

disolvente CD,0D.

Los espectros de masas se determinaron por el método de FAB* con matriz de
glicerol y fueron obtenidos en un espectrofotdmetro de masas JOEL Sx102 en un

voltaje acelerado de 10 Kv.

Los huevecillos de Artemia salina se eclosionaron en un termo-bafio Mod. Felisa
a una temperatura de 30-35°C, los medios de incubacion y eclosion se mencionan

&n el cuadro 1.

La Clso, se determiné mediante un programa basado en el andlisis de probits
de Finney, para datos cuantales, disefiado en la Universidad de Purdue (West

Lifayette IN).
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MEDIOS
(Evaluacion en Arteria salina)

Solucidn Salina
Buffer de fosfatos (PBS) pH=7.2

Cuadro 1

91 CH.Cl:MeOH
85:15 CH.Cla:MeQOH
H20: Acetona +THF
Hexano:AcOFEt

Hexano:AcOEt

TMoO X
o
o
+
o
n

Cuadro 2

REVELADORES
Sulfato cérico
Anisaldehido
Dragendorff
Luz UV {254nm

Cuadro 3

En la figura No 5, se muestra el diagrama de flujo que sefnala los diferentes
procesos que se llevaron a cabo para la obtencién de los compuestos

bioldgicamente activos, presentes en la semilla de cacahuanano (Gliricidia sepium).
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l COLECTA l
MOLIENDA I

EXTRACCION I

_ J
{ I

Hexano CHCI3 MeOH

Identificacion
de alcaloides

EVALUACION EN PARTICION EVALUACION EN
Artemia salina n-BuOHIHzo Artemia salina

~

[ FRACCIONAMIENTO |———.| EVALUACION EN
) Artemia salina

[ PURIFICACION )

J

EVALUACION EN
Arternia salina

Figura No. 5. Esquema general de trabajo
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3.2 Extraccion y evaluacidn en Artemia salina
700g de la semilla de cacahuanano {Gliricidia sepum) previamente desecadas a
temperatura ambiente, se fragmentd con un molino de aspas y malla de 2 mm de

didametro. Al material fragmentado se le realizaron las siguientes exiracciones;

Tabla No. 8 Exiracios obtenidos de la semilla de cacahuanane (Gliricidia sepium).

DISOLVENTE TIEMPOQ DE CANTIDAD OBTENIDA | RENDIMIENTO
EXTRACCION (9) (%)
(dias) en peso
Hexano 10 178.46 25.49
CHCh 4 7.04 1.00
MeOH 14 129.85 18.55

Se colocd el material vegetal fragmentado en un sistema de extraccion continua
(Soxhtet) con 1800 mlL de cada uno de los disolvente, los cuales en todos los casos,

eran renovados cada 3% dia de extraccion.

La extraccion con hexano y subsiguiente eliminacion del disolvente produjo un

aceite de color amarillo.

El material vegetal desengrasado y seco se extrajo con CHCI3 durante dos dias
en maceracion y dos dias en soxhiet. El color del extracto obtenido fue verde

obscuro.

Por Ultimo, se exirajo la semilla seca con MeOH en el mismo sistema, se
realizaron cinco extracciones: tres de ellas se obtuvieron de un proceso de dos dias
clu y el cuarto extracto MeOH se obtuvo dejando una semana en el soxhlet y el

quinto extracto se obtuvo de tres dias de extraccion en el soxhlet.

w
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Cada uno de los extractos metandlicos se analizaron mediante CCF, con el
sistema de elucién C (eluyendo primero una tercera parte de la placa y después una
corrida completa), y se observd que no existia diferencia en composicion por o
tanto se mezclaron para ser analizados posteriormente. Dicho extracto era de color

café y presento apariencia de jarabe.

El analisis cromatografico en (CCF), (sistema de elucidn E y Cx2) de fos
extractos obtenidos, permitid observar diferentes compuestos mayoritarios que
revelaban tanto al U.V como con el CeSQOy (sulfato cerico) y sus valores de Rf se

muestran en la tabla No. 9.

Tabla No.9. Analisis por CCF de los extractos obtenidos

Sistema de elucién: 9:1 Hexano:AcOEt. Revelador: Sulfato Cérico

Extracto Ry
Hexano 0.807, 0.804, 04300217
Cloroformo 0.907, 0.740
Metanol no eluye

Sistema de elucidn: 85:15 Cl,H,:MeQOH*2, Revelador. Sulfato Cérico

Extracto Ry
Hexano 1
Cloroformo 1, 0.927,0.903, 0.843, 0.698, 0.578
Metanol 0927, 0.710,0.313

EVALUACION TOXICOLOGICA EN EL CRUSTACEOQ {Artemia salina)®>*"

Proceso de eclosidn de los huevecillos de Artemia saling;

NOTA: Todo el material que se emplea para la prueba con Artemias, se debe

lavar con jabén en polvo nuevo, sin mezclar con otros materiales que lo
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puedan contaminar, enjuagar con agua destilada, después con alcohol al 70 %

y finalmente dejar secar.

Después se prepara una solucion salina (SS) con 38 g de sal (Ocean Instant,
mantenida en desecador) por cada litro de agua destilada.

La cantidad de huevecillos que se adicionan variara dependiendo del numero de
concentraciones y repeticiones a realizar (1 mg de huevecilles/ vial). La solucién
salina se debe oxigenar durante 2 horas, antes de adicionar los huevecillos. En caso
de que haya una gran produccidn de artemias, se puede oxigenar nuevamente el

medio de incubacion durante 30 minutos.

Evaluacién_toxicoldgica con Artemia salina.

Para la realizacion de la prueba se requieren artemias obtenidas de un proceso
de eclosion de 48 horas.

Preparar cada una de las concentraciones del extracto o sustancia a evaluar
utilizando un disolvente que no sea téxico y genere falsos positivos. Para oblener
las concentraciones se debe considerar el volumen que se adicionara en los viales
del medio de prueba, ya sea solucién salina comercial, PBS (solucion de fosfatos) o

solucidn salina con solucion amortiguadora (pH=9).

La prueba se realiza por triplicado .y un blanco para cada una de las

concentraciones. El blanco contiene el disolvente en el que es soluble la muestra

‘original, la cantidad depende la concentracion que represente, y 9 mL del medio

seleccionado.

e ——————
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54 mg de c/u de los extractos, se disolvieron en 600uL de DMSQO 3% los
extractos hexanico y cloroformico, el extracto Metanolico se disolvié en 6C0ul de
MeOH, de estas soluciénes (90000pg/imL), se tomaron alicuotas de: 100pL, 50pL
y S5pL, las cuales se llevaron a 9 ml. de PBS pH=7.2, que contienen previamente
10 artemias, con asto se tiene una concentracion de 1000ppm, 500 ppm, SOppm,

respecltivamente.

El extracto n- BUOH se evalud en Artemia salina (crustdceo), para lo cual se
tomaron 27.0 mg y 54.0 mg de extracto se aforarcn a 1200 pulL y 600 pul
respectivamente, dando asi una concentracion de 22500 pg/imL de donde se
tomaron alicuotas de 100 uL, 40 pL y 4 ul y de 90000 pgfmlL, 100 pl., 50 pl y Sul.,
en ambos casos se levaron a un volumen final de 9 mL de PBS (solucidn
amortiguadora de fosfatos) pH=7.2, en donde se tenian previamente 10 artemias
para asi obtener concentraciones de 250 ppm, 100 ppm, 10 ppm de la primera

concentracién y , 1000 ppm, 500 ppm, 50 ppm de la segunda concentracion.

Antes de adicionar las artemias a los viales se deberan lavar previamente con el
medio que se elija para hacer la prueba de toxicidad. Lo anterior se realiza tomando
€l minimo del volumen del medio de incubacidn junto con tas Artemias y transfiriendo

a un volumen aproximado de 20 mL de PBS pH=7.2.

El tiempo de incubacién en medio PBS pH= 7.2 es de 16 horas. Tapar los viales
con un vidrio a una altura de 1 cm aproximadamente, por encima del vial, colocar

una lampara a 30 cm por encima del nivel del vidrio colocado en [os viales.
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Después de completar ef tiempo de incubacion realizar la lectura de artemias

vivas y muertas de cada concentracion.

Cada uno de los extractos obtenidos, (ver Tabla No.8), se evaluaron en 4rtemia

safina {crustaceo). Los resultados de esta evaluacién se indican en la Tabla No.10.

Tabla No.10. Andlisis de evaluacion toxicologica sobre Artemias salinas.
La ClLsp, se calculd por probits.

EXTRACTO | 50 ppm | 500 ppm ( 1000 ppm Clso
(ppm)
Hexano - - - -
CHCis 8 3 - 619.49
MeOH 8 4 - 546.44

Al extracto MeOH que resultd mas activo, se le realizaron placas
cromatograficas (ccf), con el sistema de elucién C ( primero se eluyé la tercera
parte de la placa y después una elucién completa), y se revetaron con Dragendorff
para identificacién de alcaloides. Los compuestos que revelaban al U.V dieron

resultados {-) con el revelador.

En ensayos posteriores con Artemia salina (crustaceo), realizados al extracto
metanalico, se observé que conforme pasaba el tiempo, la actividad del extracto

disminuia.

Debido a que se realizaron placas cromatograficas (ccf), empleando el sistema
de elucién (C), para determinar la presencia de alcaloides, empleando como

revelador Dragendorfft, las cuales dieron como resultado prueba (-), para
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asegurar la ausencia de alcaloides se realizé una particion acido/base del extracto
metandlico. La supuesta fraccién de alcaloides, se analizd con (ccf), e! sistema de
elucion (C) y como revelador el reactivo Dragendorfft, resuitando negativo el

ensayo.

Por la apariencia del extracto metanolico y su disminucion en actividad
toxicoldgica, debida posiblemente a la presencia de azucares que favorecen la
oxidacion de los compuestos presentes en el extracto, se procedié ala deteccion
de carbohidratos en el extracto, para lo cual se realizaron placas cromatograficas
(cch), empleando el sistema de elucién C (primero se eluyd una tercera parte de la
placa y después una elucidn completa), y como revelador p-anisaldehidc para
detectar la presencia de carbohidratos, siendo el resultado positivo. Por lo anterior,
se procedié a realizar un procesc de particion p-BuOH/HO (alcohol n-

butilico/agua), con el fin de eliminar los carbohidratos del extracto MeOH.

Inicialmente, 1009 de extracto MeOH, se suspendieron en 800 mL de H»0 v se
extrajeron con 400 mL de n- BuOH, se repitid la extraccion con tres porciones de

260 mL de n-BuOH clu y finalmente con cinco porciones de 130 mL c/u.

Por analisis cromatografico en ccf. empleando el sistema de elucion {Cx2) y
empleando como revelador CeSO., se observo que las fases organicas eran
similares en composicion, por io que se mezclaron y se elimind el disolvente a

presién reducida (in vacuo).
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El extracto obtenido fue un sélido de color amarillo-café, 18.13 g (18.13% de

rendimiento).

Se realizaron placas cromatograficas de este extracto n- BuOH, empleando el
sistema de elucidn (Cx2) y utilizando como revelador anisaldehido y sulfato cérico,
se observaron compuestos que se observaban a luz UV y con sulfato cérico dio

resultado (+) y con anisatdehido (-).

El extracto n- BuOH se evalud en Artemia salina (crustaceo). Los resultados

obtenidos se muestran en la tabla No. 11.

Tabla No.11. Andlisis de evaluacion toxicoldgica sobre Artemias salinas.
La CLsp, se calculd por probits.

EXTRACTO
ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | (ppm)

n- BuOH - - 1 4 7 10 | 292.47

3.3 Fraccionamiento y evaluacién en Artemia salina (Crustaceo):

El extracto butandlico (15g), se sometié a un proceso de fraccionamiento de
cromatografia, en columna abierla (cc), la porcion de gel de silice (SiOz2) empleada
fue de 8 g de Si0; por cada gramo de extracto (120 @) y una octava parte del Si0-
(15 g) para adsorber el extracto, empleando como eluyente CH:Cl;, con
incrementos graduales de MeOH. Las fracciones oblenidas se listan en |la Tabla

No.12.
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Tabla No. 12. Fraccionamiento de! extracto butanélico

FRACCIONES |SISTEMA DE ELUCION

CHJCl,
CH.Cl+ 2.0%MeOH
CH.Clo+ 3.0%MeOH
CHyCly+ 5.0%MeOH
CH.Clo+ 7.0%MeOH
CH.Cla+ 8.0%MeOH
CH.Clo+ 9.0%MeOH

CH:Clo+ 11.0%MeOH
CH:Cla+ 13.0%MeQH
CH:Cl+ 15.0%MeOH
CH:Clx+ 19.0%MeQOH

Zla|e|e|~o|o|a]w =

Las fracciones 1,3,5,7,9,11, se evaluaron en Artemia salina {crustaceo). Los

resultados obtenidos se muestran en fa tabla No. 13.

Tabla No.13. Andlisis de evaluacidn toxicolégica sobre Artemias salinas.
La ClLsp, se calculo por probits.

FRACCION | ppm | ppm | ppm | ppm | (ppm)

O~ | W=
o
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3.4 Aislamiento y evaluacion en Artemia salina

La fraccion 5 obtenida de la cromatografia en columna, se analizd con placas
cromatograficas (ccfa) de fase reversa analiticas, empleado el sistema de elucién D
{ver cuadro No.3), con el cual se observo un compuesto mayoritario, el cual fue
aislado y purificado mediante las condiciones sefaladas anteriormente. De aqui se
obtiene el compuesto 1. Sus caracteristicas fisicas y espectroscopicas se

muestran a continuacion.

Compuesto No. 1:

C21H20011

Cristales amarillos solubles en MeOH, con pf =168-170°C y Rf=0.357 (sistema
de elucion D), UV Amax, "M, MeOH) 255.01, 348.35. IR vmad > ¢m ' 3406.04 (C-
OH), 1654.87 (C=0), 1526.67 y 1607.40 (C=C aromatico), 1087.89 y 1059.84 (C-

0), [a] b= -923, (FAB") con matriz de glicerol, muestra un pico a 449 (M+1).
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Tabla 14. RMN'H (CD30D, 300.2 MHz) y *°C (CD30D, 75.5 MHz), del compuesto 1.

Posici6n RMN 'H (o:
{ppm)
2 15854, s
3 13623, s
4 179.66, s
5 16322, s
6 6.20 ppm, (1H.d), J= 2.1 MHz 99.80, d
7 16588, s
8 6.37 ppm, (1Hd), J= 2.1MHz 94.70, d
9 159.32, s
10 105.80, s
1 12290, s
2 7.34 ppm, (1H,d), J=2.1 MHz 116.90, d
3 14642 s
4 14981, s
g 6.91 ppm, (1H,d), J= 8.4 MHz 116.30, d
&) 7.29ppm, (1H,dd), J=21,81MHz | 12285,d
1" 5.34 ppm, (1H,d), J= 1.5 MHz 103.50, d
2" 3.74 ppm, (2H,dd), J= 9.45 MHz 72.10, d
3 3.74 ppm, (2H,dd), J= 9.45 MHz 72.00, d
4" 3.41 ppm, (1H,dg), J= 9.75 MHz 73.25,d
5" 4.21 ppm, (1H,dd), J= 3.3 MHz 71.90, d
6" 3.32 ppm, (3H,d}, J=6.0 MHz 17.65,q

El compuesto 1, se evalud en Ariemia salina (crustaceo). Los resultados

obtenidos se muestran en la tabla No. 15.

Tabla No.15. Andlisis de evaluacion toxicologica sobre Arfemias salinas.
La CLso, se calculd por probits.

COMPUESTO | ppm | ppm | ppm | ppm

1 0 1 4 6 167.84
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Los exiractos evaluados variaron en composicion dependiendo de la polaridad
del disolvente empleado durante la extraccién; esto se logro apreciar, al comparar el
Rf de los compuestos presentes en los diferentes extractos (ver tabla 9). Al
emplearse un sistema de elucién poco polar (9:1 Hexano: AcOEt), se observaron
diferencias en la composicién de cada uno de los extractos, de igual manera cuando

se uttlizé un sistema de mayor polaridad (85:15 CH.ClxMeQH).

Durante la realizacion de este estudio se abservd que el extracto MeOH recién
obtenido presentaba toxicidad, sin embargo, esta disminuia con el paso del
tiempo. Lo anterior se atribuyd a la presencia de carbohidratos en el extracto
MeOH, los cuales promueven la oxidacién de los otros compuestos. Por esta
razén se realizd la particion con n- BUuQH/H,O (ver el Diagrama 1), con el fin de
efiminar los carbohidratos. La evaluacion biolégica del extracto n-BuOH mostrd
una toxicidad mayor que el extracto MeOH (ver ia tabla 3 y 4), ademas de que

esta actividad se mantuvo sin variacién con el paso del tiempo.

Del extracto butandlico de la semilla de Gliricidia sepium {Leguminosae), se aislo

e identifico el siguiente compuesto:
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Compuesto 1:
Este compuesto es un solido de color amarillo de pf= 168-170 °C y Ri= 0.357

(sistema de elucidn D).

El especiro de U.V. muestra bandas caracteristicas para flavonoides ¥,
consistiendo de dos bandas, una en e rango de 240-285 nm (banda I) y 300400
nm (banda 1), mostrando este compuesto absorciones max de 255.01(banda ),
causada por el sistema benzoilo y 348.35 nm (banda I) causada por et sistema
cinamoilo, ver fig. 1.

OH
OH

OH :

1-Benzoil cinamoilo

Figura1.

En su espectro de IR (espectro 1} se observa una banda a 3408 em! que indica
la vibracion causada por el grupo hidroxilo {-OH), a banda de1654.87 corresponde
a un grupo carbonilo (C=0), las bandas de 1526.67 y 1607.40 indican la vibracion
del sistema insaturado (C=C) aromatico, las bandas de 1087.89 y 1059.84

corresponden a la vibracién (C-0).

Por otra parte, en el espectrc de RMN'H (espectro 2), se observa una seffal a

6.91 ppm, (1H.,d), J=8.4 Hz, que corresponde a un protén de un anillo aromatico

e S ——
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vecino a un carbono que soporta un grupo electrodonador, como es el case de un
grupo hidroxilo, lo cual esta en concordancia con fa banda que se observa en el
espectro de IR, ademas su patrdn y constante de acoplamiento indica la vecindad
con un protén, en relacién orto, dicho patrén se presenta a 7.29 ppm como una
sefial dobte de doble con constantes de acoplamiento de 2.1 y 8.1 Hz. La primera
constante de acoplamiento corresponde a un acoplamiento con otro protén en

relacion meta y que se encuentra a 6.91 ppm.

El analisis del experimento COSY (espectro 3), corrobora las asignaciones de

acoplamiento sefialadas anteriormente.

La sefal de la regién aromatica en 7.34 ppm, estd acoplada con la sefial de
6.91ppm, correspondientes a los protones H-2' y H-5' respectivamente. Se propone

el siguiente fragmento parcial para este patrdn de sustitucion:

OH
OH

Figura 2.

Ademas, se observa una sefial doble (d) (J= 2.1Hz), a 6.37 ppm, que esta
acoplada a la sefal doble de 6.20 ppm, (J= 2.1 Hz). Esto indica una relacion meta
entre estos dos protones y debe estar en el anillo aromatico A. Debido a que no se

observan sefales comespondientes a grupos metdxilos, se asume que existen
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Gnicamente grupos hidroxilo en la molécula. En la figura 3, se muestra este patrén

de sustitucion.

-8
0]
HG
OH
Figura 3.

Tomando en consideracion los datos del espectro de IR y fos datos mencionados

anteriormente, podemos proponer la siguiente estructura parcial, ver figura 4.

Figura 4.

En el espectro de *C (espectro 4), del compuesto 1, se observan 21 atomos de
carbono. Considerando la estructura parcial de la figura 4, la cual consta de 15
Atomos de carbong, restan 6 dtomos de carbong, los cuales forman parte de una
hexosa. La sefal a 103,50 ppm comresponde al carbén andmerico del azdcar, las
sefales a 73.25 ppm {d), 72.1 ppm (d), 72.0 ppm(d) y 71.9 ppm(d), corresponden a

— ——————
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atomos de carbono unidos a 6xigeno y la serial a 17.65 ppm(q), que cormesponde a
un grupo metilo de acuerdo al espectro DEPT (espectro 5), permite proponer la
presencia de un residuo glicosidico de tipo ramnosa #8*", Por otra parte, la sefial a
179 ppm se asigna al carbono del grupo carbonilo de la posicion 4, caracteristico de
un flavonoide. Posteriormente se observan 6 atomos de carbono totalmente
substituidos (ipso), a los cuales se les asignaron los siguientes carbonos: la sefial a
165.88 ppm el C-7, 163.228 ol C-5, 159.32 el C-9, 159.54 el C-2, 14881 el C4' ¥
146.42 el C-3, estas sefiales mostraron desplazamientos de carbonos de tipo
aromatico. Estas sefiales se muestran en forma de singulete (s), esto se puede ver

en el espectro DEPT.

Las sefales a 122.96 ppm, 122.85 ppm, corresponden a carbonos de un sistema
aromatico y se les asigno la posicion C-6' (d) y C-1' (s) respectivamente, las sefiales
a 116.30 ppm y 116.90 ppm, corresponden a carbonos de un sistema aromatico
pero que tienen vecino a un grupe electrodonador y se les asigno & C-5' y C-2
respectivamente, de acuerdo al andlisis realizado con el espectro DEPT, se ve que
estos carbonos estan proténados dando sefiales dobles (d) y en el espectro de
HETCOR (espectro 6), se ve la correlacion de los carbonos: C-6' con la sefal de
RMN'H a 7.29 ppm, el C-5' con la sefial a 6.91 ppm y la sefal para C-2' se

correlaciona con la sefial de 7.34 ppm.

La sefal a 105.89 ppm(s), se le asignd el C-10, la sefal a 99.80 ppm y 94.70
ppm, se les asignd el C-6 y C-8 respectivamente; estas sefiales en el espectro
DEPT muestran que son (d) y con el HETCOR se ve que estan correlacionadas con

ias sefiales observadas a 6.20 ppm y 6.37 ppm respectivamente.
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Por otra parte, por el desplazamiento de la sefial a 136.22 ppm a la cual se
asign6 el C-3 por el tipo de desplazamiento, se puede afirmar que este carbono
soporta un atomo electronegativo y que ademés, de acuerdo a reportes previos
para este tipo de flavonoides ®**¥ este carbono se desplaza a campo bajo cuando
tiene unido un atomo de oxigeno, razén por la cual propcnemos que en esta

posicién se encuentra el residuo glicosidico de ramnosa.

Incorporando cada uno de fos resultados anteriormente mencionados, la

estructura asignada se ilustra en la figura 5.

CarHogow

Figura 5.

El analisis del espectro de masa (FAB") muestra un pico a 449 (M+1), el cuai
corresponde a la formula condensada C21H201 que equivale a un PM= 448, lo que

esta en concordancia con la estructura propuesta.
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Conclusiones

CONCILUS JONE S

A partir de! extracto butandlico de Gliricidia sepium se aisld por métodos
cromatograficos, un compuesto: un flavonol glicosidico, (quercitrina). Su

elucidacion estructural se realizé por medio de métodos espectroscdpicos.

Se estima que alrededor del 2% de todo el carbdn fotosintetizado por las
plantas es convertido a flavonoides o en compuestos estrechamente relacionados.
Los flavonoides constituyen uno de los grupos mas grandes de la naturaleza de

fos compuestos fendlicos.?

Los flavonoides presentan efectos bioguimicos y fisioldgicos importantes
debido a que acllian como antioxidantes, inhibidores de enzimas, precursores de
substancias toxicas y pigmentos; ademés se les atribuyen actividades como

antialérgicos, antiinflamatorios, antivirales, antiprofiferativos y anticarcinogénic:os.II

£l Programa Nacional de Toxicologia (NTP), ha reportado que la quercetina
causa tumores en ratas, via urinaria en dosis de 40 000 ppm de quercetina,
ademas inhibe la actividad mutagénica de! benzo pireno (BP) un representante de

los hidrocarburos aromaticos policiclicos {PAH) carcinogénicos.

Debido a que se trata de un esludio fitoquimico realizado por primera vez a la

semilla de Giiricidia sepium (cacahuanano), seria de ran importancia de que se




At

CONClUSIONES mmmm————

aislaran mas compuestos del extracto butandlico, el cual presentd mayor actividad
bicldgica con el ensayo realizado en sl crustadceo (Arfemia salina), por otra parte,
los resultados obtenidos con este ensayo, pone en evidencia que l0s compuestos
de mayor polaridad son los responsables de la actividad biolégica del extracto

butandiico.

Con el compuesto encontrado, no se puede afirmar que es el dnico
responsable de |la actividad toxicolégica, asimismo tampoco se puede decir que ta
foxicidad que presenta la semilla del cacahuanano (Gliricidia sepium), fue
eliminada, por lo tanto, queda abierta la posibilidad de realizar estudios
farmacolégicos a la semilla fragmentada y que fue sometida a los diversos

procesos de extraccion.



51

Bibliografia:

1B 0B L IOG IR AR LA

1. Dominguez X., Metodos de Investigacion Fitoguimica, Ed. Limusa, México,

1973, pag.81-87, 111-116,

2. Harborne J., Phytochemical Dictionary of the Lequminosae, 1986, Vol.1, Ed.

Champman & Hall, pag. xx¢-xxi, xxxii, 333-334,

3. Harborne J., Boulter, D. and Turner, B., Chemiotaxonomy_of L equmonosae,
Ed. Academic Press, London NewYork , 1971, pag. 258-259.

4, Ingeborg B. y Ana Cecilia B., Journal of Etnopharmacology, 1998, 62, 107-115.

5. Céceres A, Lopez B., et. al, Jounal of Ethnopharmacology, 1993, 40, 207-213

6. Murugesan R. y Kailash P., Journal of chemical Ecology, 1993, 19 (8), 1691-
1701.

7. e-mail: foresty@msmail. winrock.org. www. winrock.orgfforestryffactnet. htm.Tel:
501-727-5435, fax:501-727-5417.

8. Maximino M., Catalogo de nombres vulgares y cientificos de plantas mexicanas,

Fondo de cultura Econémica, México, 1979.

9. Maximino M., Plantas Utiles de la fiora mexicana, Ed. Botas, México, 1959,

10.Maximino M., Las plantas medicinales de México. Ed. Botas, México 1939,

11.Hegnauer, R. y Grayer. R.J., Phytachemistry, 1993, 34, 39




e ——— i bliografia

12.Gary D., Leonard J., Phytochemistry, 1979, 18, 1037- 1042.

13. Bate-Smith, J. Linn. Soc., 1962, 58, 95.

14.Hakim A, Al-Ani y Paul M., Phytochemistry, 1985, 24 (1), 55-61.

. 15.Mayerand A. y Polajakoff A., The germinatién of seeds, 4" edicion, Ed. Pergamon
Press. 1989, pag. 23-35, 71-96, 237-238.

16.Hector B., et. al.,, Tablas de composicidén de Alimentos {Subdireccion de nutricidn

experimental y ciencias de los alimentos, instituto nacional de la nutricion
salvador zubiran {(INNSZ), Edicién 50 aniversario, 1996.

17.J. DereK B. y Michael B., Seeds, (physiology of developmente and germination),

2" edicién, Ed. Plenum Press, 1994. Pag. 10-30.

18.Manuet C. y Mariano G., Tecnologia de los cereales, Ed. Acriba, 1971, pag 36-

57.

19.Blanc Ochoa José Femando, Estudio de los componentes quimicos,
nutricionales y toxicolégicos de la semilla de Cacahuanano (Gliricidia sepium),
Tesis, Facultad de Quimica UNAM, 1979.

20.Ramirez Schuetz Maria Gilda, Aislamiento de Canavanina Presente En

Cacahuanano (Gliricidia Sepium). Tesis, Facultad de Quimica UNAM, 1985,

21.Amold, Gordon J. y Richard A., The Chemist's companion A Handbook of

Practical Data, Techniques, and References, pag., 379, 378.

22.Egon Stahl, Thin-Layer Chomatoraphy a Laboratory Handbook, 22 Edicion,
1990.




Bibliografia

23 Detection_isolation and estructural determination, {(Toxicity Testing usin Bine

Shim Ariemia Salina, Biactive natural products), Ed. Press INC, 1393, Capitulo
18.

24 Lewan L..Andersson M. y Morales P, ATLA , 1992, 20, 297-301

25 Harbome J., Phytochemical Methods, Ed. Academic Press, London NewYork,
1980, pag. 47-81, 306-323.

26.RMN'H , Sadtier Research Laboratories, The Matherson Company INC., East
Rutherford, New Jersey, 1969, pag. 6682 M.

27.RMN °C, Sadtier Research Laboratories, Aldrich Chemical Company, INC.,

Milwaukee Wisconsin, 1978, pag. 4206 C.

28.Harborne J., The flavonoids, Advances en research since, Editado por Harbome
J., Ed. Chapman & Hall, 1986, pag. 345-384, 619-621.

29.Gupta D., Phytochemistry, 1990, 30 (8), 2761-2763.

30.Paraveda B y Marco J., Phytochemistry, 1986, 25 (10), 2361-2365.

31.Marco, J, Barbera O, et. al,, J Naf. Prod., 1986, 49, 151-156.

32.Adell J, Marco J. y Barbera O., Phytochemistry, 1989, 27 ( 9), 2967-2970.

33.lwagawa T., Jun-lchi K, et. al., Phytochemistry, 1990, 29 (3), 1013-1014.

34. Tomés F., Garcia G, et. al., Phytochemistry, 1989, 28 (7), 1993-1995.

35. Soicke, Gérter H., et. al., Planta Med, 1990, 56, 410- 413.

36.linuma M., Ohyama M., et. al., J. Nat. Prod, 1991, 59, 144-1147,



Apéndice

AP E NDICE

REVELADORES

Sulfato cérico: (Revelador para identificacién de terpenos)
0 Sulfato cérico [(NH4)Ce(SO4) » 2H20])
a 22.2mL de acido sulfdrico (H:504)
a 350 g de hielo
o Adicionar el H;S0,, al hielo y por ultimo el (NH.)Ce(S0,) « 2H,0, agitar

hasta la disolucion. Se aplica por aspersién y se calienta.

Anisaldehido: (Revelador para identificar carbohidratos)

o 0.5 mL Anisaldehido (CsHsO2)

a 0.5 mL de acido sulfdrico (H250.) ¢

o 9 ml Etanol al 95%

o Gotas de acido acético

Mezclar el anisaldehido con ef etanol, por otra parte adicionar las gotas de
acido acético al acido sulfurico. Por ultimo mezclar ambas soluciones. Se aplica
por aspersion y se calienta entre 20-30 minutos a 100-110 °C. Los carbohidratos

revelan de color azdl.



Dragendorff: (revelador para identificar alcaloides)

Solucion A

a 850 mg Subnitrato de bismuto; disolver en una mezcla de
o 10 mL &cido acético glacial

o 40 mL Hz0 destilada

Solucién B:

o 8 g Kl disolver en

a 20 mL H:0 destilada y mezclar

Soluciéon C:

o S5mLdesolAy

o 5 mL de sol. B en un matraz volumétrico de 100 mL, adicionar
o 20 mL de acido acético glacial y aforar con H;O

Aplicar con aspersor. Los alcaloides revelan color anaranjado

MEDIOS PARA EVALUAR LA TOXICIDAD

Buffer de Fosfatos (PBS) pH=7.2 :

o 8gNaCl
o 0.02g KCI

o 2.9gNaZHPO4 12 H20.

(5]

0.2 g KH2PO4.
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o 07gKCL
a 1000 mL HyO destilada.

Aforar a 1000 mL. y ajustar la solucién final a un pH=7.2.

Solucién Salina pH= 9.0:
a 23 g NaCl.

o 11 gMgClz« 12 HO.

o

4 g NazS0q,
a 1.3 g CaCly e 2H,0 6 2.0 g CaCly » 6H20.
a 0.7 gKCl
o 1000 mL H;O destilada.
Aforar a 1000 mL. y ajustar la solucidn final a un pH= 9.0
Nota: Ajustar el pH con Na;CQ; para evitar el riesgo de muerte de la artemia a

causa de una disminucién del pH durante la incubacion.

MEDIO DE INCUBACION

Solucién Salina para eclosionar Arfemia Salina.
o 38 g de sal (Instant Ocean}.
o 1000 mL de H,O destilada.

Disolver ia sal y aforar a 1000 mL.
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