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Resumen

RESUMEN
México se encuentra dentro de los 10 paises productores de citricos a nivel
Mundial'?. Del total de la produccién de citricos en México, el limén real ocupa
solamente el 0.015%7, concentrandose su produccién en los estados de
Guerrero, Jalisco y algunas zonas de Veracruz. La produccion de limén real se
destina principalmente a la alimentacién, mientras que sus cascaras son un
subproducto de desecho que no se ha estudiado y no tiene registrado algun
uso industrial, caso contrario a lo que ocurre con las cascaras de
Naranja (Citrus sinensis) y de Limén (Citrus lemon)®.
Los metabolitos secundarios encontrados en él genero Citrus, algunos
aislados unicamente en este género, son mayoritariamente: flavonas,
terpenoides, derivados del limoneno y cumarinas®*; de estos compuestos, las
flavonas son las que presentan un amplio espectro de actividad bioldgica,
incluyendo efectos antiinflamatorios, anticarcinogenicos® y antioxidantes®.
En este estudio se aislaron e identificaron cinco productos, el acido p-
metoxibenzoico, aislado por primera vez en él genero Citrus, dos
cumarinas (la 5,7-dimetoxicumarina y la isoescopoletina), ambas moléculas se
han aislado de los aceites esenciales del Citrus sinesis® y Citrus limon®°, y dos
polimetoxiflavonas: 3-hidroxi-5,6,7,8,’4-pentametoxiflavona, encontrada en las
hojas y cascaras de la Citrus Sinensis'™ y 3-hidroxi-5,6,7,8,’3, 4-
hexametoxiflavona, aislada de las hojas de la Citrus limonia Osbeck. Las
estructuras de todos los compuestos se determinaron por los métodos
espectroscopicos usuales y se detallan en el texto. En este trabajo se

incluyen los estudios de difraccion de Rayos X de la 5,7-dimetoxicumarina y las



dos polimetoxiflavonas, estudios que no se reportan en la literatura.
En el presente trabajo se describe por primera vez el fenémeno de
fluorescencia dual de la 3-hidroxi-5,6,7,8,'4-pentametoxiflavona y la 3-hidroxi-

5, 6, 7, 8, '3, '4-hexametoxiflavona, polimetoxiflavonas de origen natural.

LOS RESULTADOS DEL PRESENTE TRABAJO SE PRESENTARON EN LOS
SIGUIENTES CONGRESOS

“AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UN COMPUESTO
FLUORESCENTE EN UN CITRICO”
SIMPOSIUM INTERNO DEL INSTITUTO DE QUIMICA

“Ulises Cardenas, Rubén Toscano y Manuel Salmén’’,
México D.F. 26 Y 27 de Abril del 2006

“AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE COMPUESTOS
FLUORESCENTES EN UN CITRICO”

122 JORNADA DE QUIMICA, 102 ANIVERSARIO DEL CENTRO DE
INVESTIGACIONES QUIMICAS

“Ulises Cardenas, Rubén Toscano y Manuel Salmoén”,
Cuernavaca, Morelos, 11 al 13 de Mayo del 2006



Introduccion

1. INTRODUCCION
La produccién mundial de citricos fue de 73.1 millones de toneladas en el
periodo de 2003-2004, en ese tiempo México contribuyo con una produccién
total de 1 998 000 toneladas, cifra que coloca a nuestro pais dentro de los 10

paises mas importantes en la produccién de citricos’.

Del total de produccion de citricos en México, el limoén real (Citrus limonia
Osbeck) ocupa solamente el 0.015%, su produccién alcanzo en el ano del
2004 las 260 toneladas®, cosechados en los estados de Guerrero, Jalisco y
algunas zonas de Veracruz. La produccién de limén real, al contrario de lo que
sucede con otros productos del género Citrus como la naranja o el limoén, se
destina principalmente al area alimenticia, quedando sus cascaras como un

subproducto de desecho.

La importancia de estudiar las cascaras del limon Real (Citrus limonia Osbeck)
es debido a que no se han realizado estudios de su contenido, por otra parte
en algunas regiones del mundo, las cascaras de la naranja (Citrus sinensis),
fruto perteneciente a la misma familia del limén real, se usan en la medicina
tradicional para combatir males estomacales, inflamacién e infecciones en la
piel'’. Los metabolitos secundarios encontrados en el genero Citrus, en
algunos casos desconocidos, son mayoritariamente: flavonas, terpenoides,
derivados del limoneno y otros aceites volatiles'' compuestos de este tipo
presentan un amplio espectro de actividad biolégica, incluyendo efectos
antiinflamatorios, anticarcinogénicos, antivirales y antioxidantes.

El estudio de metabolitos secundarios en especies vegetales, es el de
establecer su clasificacion taxondmica, por consiguiente estos estudios
aumentan la capacidad para caracterizar mejor las especies pertenecientes al
mismo genero taxonémico .

En este estudio realizado de las cascaras del Citrus limonia Osbeck se aislaron
y determinaron las estructuras de la 3-hidroxi-5,6,7,8,’4-pentametoxiflavona y la
3-hidroxi-5,6,7,8,’3,’4-hexametoxiflavona, pertenecientes a la familia de los
flavonoides, la isoescopoletina y la 5,7-dimetoxicumarina, pertenecientes a la

familia de las cumarinas y el acido p-metoxibenzoico.



Al analizar una parte de la planta que no se habia estudiado''

con
anterioridad, los compuestos obtenidos ayudan a la identificacion
quimiotaxondémica de la planta y permiten aumentar el conocimiento sobre los

constituyentes quimicos de la vegetacién que se cultiva en nuestro pais.



Objetivos

2. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es profundizar el conocer de los

constituyentes quimicos de los citricos que se cultivan en nuestro pais.

Aislar y caracterizar los metabolitos secundarios que se encuentran

como componentes de la cascara de la fruta de la planta Citrus limonia

Osbeck, conocida en México como limoén real.

Contribuir a la caracterizacion quimiotaxonémica de la planta Citrus

limonia Osbeck cultivada en México.

Se pretende generar antecedentes fisicoquimicos de los compuestos

quimicos encontrados en esta especie.



Antecedentes
3. ANTECEDENTES

3.1. Generalidades del Citrus limonia Osbeck

El limén real (Citrus limonia Osbeck) es una planta originaria del suroeste asiatico,
que al igual que otras especies del género Citrus fue introducida en nuestro
continente en la colonizacién espafnola, cultivandose desde entonces en México.
Debido a la facil hibridacién de los citricos, se cree que la Citrus Limonia Osbeck
es producto de una hibridacién del limoén agrio (Citrus limén) y la mandarina (Citrus
reticulata), esta hibridacién se considera que probablemente se dio en la India .
El limon real es un arbol perennifolio que al igual que otras especies de citricos, no
es resistente al fri6 y su cultivo solo se realiza en zonas comprendidas entre los
paralelos 40 N y 40 S, en condiciones soleadas y humedas. Estas plantas
producen frutos comestibles, en México ocurre en los meses de septiembre a
diciembre. Cuando la planta se encuentra en su madurez puede alcanzar una
altura que promedia entre los 4.5 a 6 metros, sus hojas son de un verde oscuro
brillante, elipticas, lanceoladas, de borde entero, las dimensiones de la hoja estan
entre 6 a 8 cm en la parte mas larga, mientras que en la parte mas delgada mide
ded4ab5cm.

La fruta del Citrus limonia Osbeck tiene forma semiesférica, de superficie irregular,
cuyo diametro promedio es de 4 a 7 cm, la cascara es de color amarillo-verde
cuando se encuentra madura y produce una gran cantidad de jugo pero su sabor
es agridulce.

La clasificacién taxonémica del Citrus limonia Osbeck es la siguiente:

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Superdivision: Spermatophyta

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Rosidae



Orden: Sapindales

Familia: Rutaceae

Genero: Citrus

Especie: Citrus Limonia Osbeck.

Esta especie en particular ha sido identificada previamente por el profesor
Maximinio Martinez en su obra Catalogo de nombres vulgares y cientificos de

plantas mexicanas'®

Figura 1. Hojas y frutos de Citrus Limonia Osbeck

3.2. Compuestos quimicos aislados dentro del genero Citrus

Los grupos quimicos que se han encontrado dentro del genero Citrus son las
cumarinas (distribuidas ampliamente en el reino Plantae), terpenoides, derivados
del limoneno, aceites esenciales y derivados de los flavonoides cuya sustitucion
en las posiciones 5 y 7 se encuentran frecuentemente en la familia Rutaceae®. Las
cumarinas y flavonoides provienen de la ruta metabdlica del acido shikimico,
Figura 2, ambas familias quimicas tienen los mismos intermediarios hasta el acido

trans-cinamico.



3.2.1. Generalidades de las cumarinas

Las cumarinas son metabolitos secundarios derivados de la a-benzopirona que
encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal’ se ha encontrado que las
Leguminosas, Rubiaceas, Apocinaceas y Rutaceae**'%'®2" contienen una gran
cantidad de estos compuestos.
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Figura 2. Biosintesis de las cumarinas y de los flavonoles a partir del acido
shikimico™®



Las cumarinas se clasifican en cinco grupos principales: las cumarinas sencillas,
cumarinas con unidades isopreno, piranocumarinas y las dicumarinas. Dentro del

género Citrus se han encontrado las siguientes cumarinas, Ver Figura 3.

Tipo de cumarinas/ Especies /| Estructura quimica
Ejemplos.

Cumarinas sencillas (sustitucién en las A
posiciones 5,6,7 y 8 con H, OH o OMe)
Ejemplo: 7-hidroxicumarina HO
Citrus natsudaidar’®

Citrus limon®®

Cumarinas con unidades isopreno. )\v\/v
Ejemplo: aurapteno. \Qi;/r
7

Citrus Citrus grandis®

Furanocumarinas, unién de un furano OMe
en las posiciones 6 y 7 de una

cumarina sencilla.

Ejemplo: metoxsaleno

Citrus limon®

Dicumarinas, dimeros de cumarina
Ejemplo: dimero del
6-metoxifuranocumarina

Citrus limonia Risso?

0)

Figura 3. Cumarinas encontradas en el genero Citrus



3.2.2. Generalidades de los flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos basados en un esqueleto de 15 atomos
de carbono distribuidos en una relacion del tipo Cg-C3-Cs. Todos los flavonoides
poseen un origen biosintetico comun, comenzando con tres unidades de acetato
(acetil-CoA, proveniente de la ruta acetato-malonato) y el acido p-cumarinico,
metabolito que proviene de la ruta del acido shikimico*® (Ver Figura 2).

Los flavoniodes se clasifican de acuerdo a sus variaciones estructurales:
Chalconas. Estructura Cs-C3-Cs donde no existe el anillo C, debido a que no
existe un oxigeno enlazado con el carbono 2 del anillo A y el carbono 3 de la
parte 2-propen-1-ona, (Ver Figura 4a)

Flavonas. 2-fenil-y-cromona con doble enlace en la posicion 2 y 3, se dividen en
flavonas (H en la posicidén 3) flavanonol (OH en la posicién 3). (Ver Figura 4b)
Flavanonas y dihidroflavonoles. Flavonas sin el doble enlace en la posicién 2 y
3, en este grupo se agrupan las flavanonas, los dihidroflavonoles (OH en la
posicion 3), Ver Figura 4c, asi como las flavan-3,4-dioles (OH en la posicion 3 y
en la posicion 4), Ver Figura 4d.

Isoflavononas. Flavonas que provienen de la 3-fenil-y-cromona, el anillo B se
encuentra unido al carbono 3 y no al carbono 2 como ocurre con las flavonas, ver

Figura 4e.



Figura 4a

R
(¢} Flavona R=H
Nucleo de las chalconas Flavonol  R=OH
Flavanonas R=R1=H
Dihidroflavonoles R=H R1=0OH
Figura 4d o Figuar 4e
(0] o
H
g o)
OH Isoflavonoides

Flavan-3,4-dioles

Figura 4. Estructuras principales de derivados relacionados con los
flavonoides®

Ademas de encontrarse en forma libre, también se les ha aislado unidos a glucosa
en las posiciones 3y 7.
La distribucién de las flavonas, flavonoles y sus glucésidos correspondientes es
universal, pero algunos esquemas de sustitucidbn se encuentran restringidos a
familias o a grupos de familias, de ahi su interés en términos de quimiotaxénomia,
como en el caso de las flavonas sustituidas en la posiciéon 5 y 7 comprendidas en
la familia Rutaceae, mencionado previamente.
Algunas de las flavonas encontradas en los frutos de los citricos se mencionan en
la figura 5.



Compuesto / tipo

Estructura quimica

Especie*/rendimiento™*

de flavona

Rutin Citrus limon (0.6%)

Flavona Citrus limonia (0.74%)

Citrus sinensis (0.21%)
OH o}

Isorhoifolin O Citrus latifolia (0.097)

Flavona Citrus limon (0.14%)
RUTINOSYL—0 © Citrus sinensis (0.23%)

oH o}
Eriocitrina Citrus limdn (0.25%)
Flavanona

RUTINOSYL ——0O

Hesperitina y

Citrus sinensis (0.49%)

hesperidina Citrus limonia (0.19%)
Flavanona
OH
R=H hesperitina R=rutinosyl hesperidina
Tangerinina OMe Citrus
OMe
Polimetoxiflavona sinensis(0.072%)
MeO Citrus aurantion
(0.069%)
MeO
OMe

10




Nobeletina OMe Citrus limonia (0.02%)

Polimetoxiflavona OMe Citrus sinensis (0.03%)
OMe
Citrus aurantium
MeO 0
| (0.02%)
MeO
OMe (6]

Naringenina vy Citrus limonia (0.02%)
naringina

Flavanona

R=H naringenina R=neohesperidosido naringina

*Especies que se mencionan en la figura 4: C. limén (limén dulce), C. limonia (lima), C. sinensis
(naranja valenciana), C. latifolia (limén agrio) C. aurantium (naranja dulce)
**cantidad de producto en 100mg de extracto natural.

Figura 5. Ejemplos de algunas flavonas encontradas en el género Citrus™

En anos recientes, los flavonoides aislados del genero Citrus han demostrado gran
actividad antitumoral, anticarcinogénica® y antioxidante’ con baja toxicidad en
mamiferos, son este tipo de productos los que confieren las propiedades curativas

y de prevencion que se le atribuye al consumo de frutas del genero Citrus''"'3'

3.3 Propiedades fluorescentes de los derivados de las 3-hidroxiflavonas

Los flavonoides son pigmentos casi universales en los vegetales y son
responsables de la coloracion de flores, frutos y hojas, por ejemplo las chalconas,
auronas y flavonoles dan a las plantas coloraciones amarillas*

Las flavonas se caracterizan por mostrar una fuerte absorciéon en la regiéon UV y
los flavonoles (cuyo nucleo base es la 3-hidroxiflavona) exhiben fluorescencia con
excitacion a los 350-370 nm. Se ha observado que la 3-hidroxiflavona en
diferentes disolventes préticos muestra dos bandas de fluorescencia de emision®
% |a primera banda aparece en los 400-440 nm y la otra en los 510-540 nm.

23-25

En los estudios previamente citados se demostro que este fendmeno se debe

al equilibrio ceto-enol del grupo carbonilo (en posicidén 4) y el grupo hidroxilo (en

11




posicion 3) del anillo C de la flavona en el estado excitado, las estructuras
responsables en la 3HF (3-hidroxiflavona, ver glosario) se muestran en la Figura
6.

e} O
S)
O
OH
o} g
Forma N*, banda azul 413nm Forma T*, banda verde 543nm

Figura 6. Estructuras de la forma N* y T* de la 3-Hidroxiflavona.

Sengupta y Kasha® fueron los primeros que asignaron las estructuras
presentadas en la Figura 5 a las bandas observadas en el espectro de
fluorescencia de emision.

La banda que se encuentra entre los 400-440 nm fue denominada azul (por la
longitud de onda donde aparece) o N*, debido a que en esta banda la flavona se
encuentra en su forma normal excitada, la banda que aparece en los 510-540 nm
se denomina verde o T* debido a que en esta banda, la molécula se encuentra en
forma tautomérica excitada.

La excitacion de la 3HF, facilita la transferencia del proton intramolecular,
mecanismo denominado ESPT (exited-state proton transferer, en sus siglas en
inglés) y ocurre como se representa en la Figura 7.

12
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Normal Tautomer

Figura 7. Mecanismo del ESPT en la 3HF*’
ESPT: excited-state proton transfer, transferencia de proton en estado
excitado
GSRPT: ground state reverse proton transfer, regreso del estado excitado al
estado basal

La ESPT en la 3HF tiene ciertas caracteristicas particulares:
e La transferencia del protén del hidroxilo de la posicion 3 al carbonilo de la
posicién 4 ocurre en velocidades rapidas (Kpt>10"'s™")'™ esto se presenta
aun a temperaturas muy bajas. Por lo que la medicién de las caracteristicas

dinamicas de la reaccion solo se puede medir con espectroscopia laser.
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e La ESPT es influenciada por efectos de solvatacion de los disolventes y de
su capacidad de donar H, aquellos disolventes que pueden donar protones
(por ejemplo los alcoholes) interaccionan con la 3HF, y ocasiona que la
transferencia del protén sea mas lenta (Kpt>10?s")?® al compararse cuando
se realiza con disolventes no donadores de protones (Kpt>10"'s")?’. La
temperatura tiene influencia en la velocidad a la que ocurre la ESPT, se
disminuye la velocidad de transferencia del protén a bajas temperaturas®.

e El equilibrio ceto-enol, y por lo tanto la ESPT, no se produce en derivados
de la 3HF que tienen sustituyentes en la posicién 2 y 5 del anillo B de los
flavanoles® debido a la atraccién que ejerce cualquier grupo en estas
posiciones al protén del hidroxilo de la posicion 3.

Este fendmeno de fluorescencia dual no solamente se ha estudiado en la 3HF, se
han realizado experimentos con derivados sintéticos de la 3HF para el desarrollo

3031 con aplicaciones en la Quimica

de pigmentos fluorescentes ultrasensibles
Analitica, a la Ciencia Macromolecular, a la Quimica de los Coloides y a la
Biologia Celular®®.

Los fendmenos de fluorescencia dual también se han estudiado en moléculas
derivadas de la 3HF de origen natural como es el caso de la 7-glucésido-

I**y en la fisentina, (Figura. 8), utilizando las

quercertina, 7-glucésido-kaempfero
propiedades fluorescentes de este ultimo producto como referencia para la

evaluacion de la interaccién con ciclodextrinas®*.

14



OH

OH
OH
Oglec O HO, o
OH OH
OH o o
R = H= KAEMPFEROL-7-O-GLUCOSIDO FISENTINA

R = OH = QUERCETINA-7-OGLUCOSIDO

Figura 8. Moléculas de origen vegetal que se ha observado el ESPT

La propiedad de fluorescencia dual, provee a los derivados de 3HF de origen
natural la capacidad de estudiar los microambientes biolégicos, en las que
interaccionan estas moléculas con sus blancos como membranas lipidicas, acidos

nucleicos o proteinas®.
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Parte experimental

4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Materiales y disolventes
Para la purificacion de los compuestos se utilizé cromatografia en columna,
empleando silice tipo Merck 60-45um, el seguimiento de la separacion de los
compuestos fue realizado por cromatografia en capa fina (CCF) utilizando
placas de aluminio cubiertas con gel de silice 60 F254 con revelador, Merck
Co. Como reveladores se utilizaron: lampara de luz ultravioleta Minera Light
Lamp Multiband UV-254/364 nm, solucion de sulfato cerico al 1% en una
solucién de acido sulfurico al 10% y calentamiento.
Para el estudio de UV-VIS y de Fluorescencia, se utilizaron matraces
volumétricos de 50 ml, 100 ml Pirex, pipetas volumétricas de 1.0 ml y celdas de
cuarzo.
Los disolventes utilizados para la separacion de los compuestos asi como la
medicién de UV-VIS y de fluorescencia de la polimetoxiflavonas se adquirieron
de Aldrich. A continuacién se indican los disolventes con su respectiva
especificacion.
Metanol grado HPLC
Acetonitrilo grado HPLC
1-Hexanol grado técnico
Acetato de etilo grado técnico
N-hexano grado técnico, se purificé por destilacion fraccionada
Acetona grado técnico.

4.2 Equipo Analitico.

Los espectros de resonancia para hidrégeno (RMN 'H) y carbono trece (RMN
'3C) se obtuvieron en un equipo Varian Unity a 200 Mhz para 'H y 75 Mhz para
'3C, para indicar la multiplicidad de las sefiales se utiliza las abreviaturas: s,
para sefial simple, d para sefal doble y dd para sefial correspondiente a doble
doblete. Mediante la Espectrometria de Masas de Impacto Electronico (EMIE)
se determind el peso molecular de los compuestos obtenidos, empleando un
espectrometro JEOL JMS AX 505 HA.
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Con un espectrofotometro Tensor 27 Bruker se adquirieron los espectros de
infrarrojo en solucion de CHCL3 excepto en el infrarrojo de la 3-hidroxi-5, 6, 7,
8, '4-pentametoxiflavona que se realizo en pelicula.

Para la determinacion de los espectros de ultravioleta se utilizé un
espectrofotometro Shimadzu UV 160 para el caso de las cumarinas, para las
flavonas se emple6 un espectrofotbmetro Cary 50 BIO UV-VIS
Spectrophotometer Varian.

Los espectros de fluorescencia de emision de las flavonas se realizaron en un

fluorimetro Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer Varian.

4.3 Recoleccion del material biolégico

La planta fue identificada como Citrus limonia Osbeck, caracterizada por el
profesor Maximino Martinez'®, sus frutos de usan en la alimentacién humana.
El material bioldgico (frutas del limén real) fue adquirido en la Central de
Abastos de la Ciudad de México local 38, el propietario del lugar informé que la
fruta era importada de la comunidad de La Ceiba, Km 38 de la carretera Poza

Rica-Cazones en el estado de Veracruz. Dato que fue confirmado con la visita

que se realizo a dicho Iugar.
R e = T - e
X SRS : =

y La recoleccion de la fruta usada

ocurrio en el periodo de Octubre-
e Noviembre del 2005, final de la
temporada de produccién.

Los arboles donde se recolectd
la fruta tenia una altura de 3 a 5
metros de altura (figura 9), los
frutos utilizados tenian un
didametro entre los 4.8 cma 7 cm
en su estado de madurez, de

color entre amarillo y verde. A

Fig. 9 Citrus limonia Osbeck diferencia de la naranja
La Ceiba, Veracruz

valenciana (Citrus sinensis) o
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naranja dulce (Citrus aurantifolia), el jugo de la fruta del Citrus limonia Osbeck
es mas acido y agrio que la de las especies citadas, pero no tanto como la fruta
del limén (Citrus lemon). Las céascaras fueron retiradas de la fruta y se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 5 dias para después macerarlas en

disolventes organicos.

4.4 Preparacion del material biolégico, cascara de Citrus limonia Osbeck,
para el aislamiento de los metabolitos secundarios.

El material biolégico, 5 kilogramos de peso seco, fue puesto en maceracion
durante 5 dias con una mezcla 1:1%v de disolventes Hexano/Acetato de etilo
(AcOEt), se realizaron de esta manera tres extracciones, posteriormente se
concentraron utilizando un rotovapor a presién reducida.

El extracto concentrado tuvo un peso de 41.76 gramos (peso seco), muy
viscoso y de color café claro, al exponerlo al UV (364 nm) cambiaba de color a

verde intenso.
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Diagrama del aislamiento de los compuestos mayoritarios del extracto de
la cascara de Citrus Limonia Osbeck

Cascara (5 kg peso seco) de la fruta de Citrus limonia Osbeck.

Maceracién del material biolégico durante 48 hr.

Hexano:AcOEt (1:1)

Extracto Organico
41.76 gramos peso total

Columna Primaria

Fracciones 17-35 (4F)
Hexano:AcOEt (9:1)

Fracciones 36-49 (5F)
Hexano:AcOFt (7:3)

C-5F peso 4.58¢

Fracciones 50-70 (6F)
Hexano:AcOFt (6:4)

C-6F peso 4.9¢
|

C-4F peso: 4.16g
Frac.15-32 Frac. 110-127 Frac. 128-
Hex:AcOEt l;{racc.A240—23 Hex:AcOEt
. ex:AcOEt .
7 (95:5) o (3:7)
Fracc.38-49 Fracc.52-76
Hex:AcOEt Hex:AcOEt Frace. 33.44 Aguas Madres F110-127
9:1) T3 1 Hex: AcOEt Recristalizacién
l (9:-1)
Aguas madres F15-32
Compuesto 2

[e}

OH

C-5,15AgMC-6,23,33

Peso 850mg

MeO
Acido 4-metoxibenzoico

Rendimiento: 0.095%

Fracc. 16-41
Hex:AcOEt (9:1)

v

N
Compuesto 1

o

4

MeO,

/

OMe
5,7-
dimetoxicumarina

Rendimiento: 0.28%
Hex = hexano, AcOEt= Acetato de etilo

!

Compuesto 3

OMe (o}
3-hidroxi-5,6,7,8,4'-pentametoxiflavona

Rendimiento:0.834%

A
Compuesto 4

OMe
OH

oMme o
3-hidroxi-5,6,7,8,3",4'-hexametoxiflavona

y

Rendimiento:0.78%

1

v

Compuesto 5

OMe MeO. Q. o)
HO /

Isoescopoletina

Rendimiento: 0.14%
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4.5. Aislamiento de los metabolitos secundarios de la cascara del Citrus
limonia Osbeck.

El fraccionamiento de 41.76 gramos del extracto se realiz6 en una columna
empacada con gel de silice (169 gramos). A esta columna la llamaremos
Columna Primaria. La fase movil inicial fue hexano 100%, posteriormente se
incremento la polaridad usando mezclas de hexano y acetato de etilo en
diferentes porciones hasta llegar a una concentracion AcOEt. 100%. De este
fraccionamiento se obtuvieron 119 fracciones de 200 ml cada una, se
concentraron a presion reducida, después fueron analizadas por CCF y
reunidas de acuerdo al Rf de cada fraccion.

De la Columna Primaria, se reunieron las fracciones 17-35 designada como 4F,
las fracciones 36-48 se identificaron como 5F, al conjunto de las fracciones 49-
70 se les nombré 6F. Las demas fracciones presentaron varios compuestos
que no se pudieron aislar, en algunos casos los compuestos quedaban
retenidos en la silice gel, en otros, la cantidad de producto era insuficiente para
purificarse e identificarlo por técnicas espectroscopicas.

4.5.1 Aislamiento de 5,7-Dimetoxicumarina, Compuesto 1

La fraccion 4F, de peso 4.16 gramos, se purificé en una columna de silice 60G,
a esta cromatografia se le llamo C-4F y se obtuvieron 72 fracciones.

De las fracciones 38-49 eluidas con hexano/AcoEt (9:1%vV) se obtuvo un aceite
de color amarillo, cuando se irradiaba con una lampara UV a 364 nm cambiaba
su color a azul intenso. Este aceite tenia un producto principal con pequefas
impurezas, se purificd por recristalizacion usando hexano/acetona (9:1%v),
obteniendo cristales blanco con un peso de 120 mg y con un punto de fusion de
148-150°C. Las caracteristicas espectroscopicas indican que este compuesto,
es la 5,7-dimetoxicumarina que se ha denominado Compuesto 1:

Rendimiento: 0.28%, peso total: 120 mg.

RMN'H (200 MHz, CDCls): & 3.85 (s, 3H, OCHs), 3.89 (s, 3H, OCHs), 6.16 (d,
J=9.8Hz, 1H, 3-H), 6.28 (d, J= 2Hz, 1H, ArH), 6.42 (d, J= 2.2Hz, 1H, ArH), 7.96
(d, d =10.2Hz, 1H, H-4). (Ver apéndice, Espectro 1)
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RMN'3C (200 MHz, CDCLs): & 163.63 (C-7), 161.516 (C-2), 156.908 (C-5),
156.735 (C-9), 138.715 (C-4), 110.895 (C-3), 103.936 (C-10), 94.784 (C-8),
92.732 (C-6), 55.918 (-OMe), 55.776 (-OMe) (ver apéndice Espectro 2, para el
DEPT ver apéndice Espectro 3),

EMIE m/z (fragmento, intensidad relativa %): 206 (Ci1H{cO4 100), 178
(C10H1003 75) ,163 (C1oH703 35.6) ,135 (CgoH1002 20). (Ver apéndice Espectro
4)

IR (CHCL3): 1720 (R-COO-R), 1612, 1465 (C=C Ar), 1154, 1120, 1099 (R-O-R)
cm’" (ver apéndice, Espectro 5)

UV Anax/abs: 326 (0.699), 246 (0.295) 208 (1.43) esenm Meory= 91.97 (ver
apéndice, Espectro 6)

Con los cristales se pudo obtener la estructura por medio de Rayos X (ver

apéndice, Espectro 7), estudio que no ha sido reportado en la literatura'®'®?',

4.5.2 Aislamiento del Acido-p-metoxibenzoico, Compuesto 2

Las fracciones 52-76 de la columna C-4F se recromatografiaron (columna C-
4F-52). Se purifico en esta columna un aceite muy viscoso de color naranja con
un peso de 250 mg. De las fracciones 3-5, obtenidas con una mezcla de
hexano/AcOEt (9:1%v), se aislé un polvo de color blanco con un peso total de
40 mg. Enla CCF se apreciaba una solo producto, con punto de fusién de 184-
188°C, por lo que al compuesto se le hicieron los estudios espectroscopicos de
RMN de protén y carbono 13, infrarrojo y de espectrometria de masas.

El compuesto en cuestion se determino como el acido 4-metoxibenzoico,
Compuesto 2, las caracteristicas espectroscopicas son las siguientes:
Rendimiento: 0.095%, peso total: 40 mg

RMN'H (200 MHz, CDCls): 5 3.88 (s, 3H, OCHs) 6.95 (2H Ar-H), 8.07 (2H Ar-
H) (ver apéndice Espectro 9)

RMN™C (200 MHz, CDCl3):5 171.64 (C-1°COzH) 164.01 (C-4), 132.34 (C-2,6)
121.62 (C-1) 113.73 (C-3,5) 55.49 (-OMe) (ver apéndice Espectro 10, el DEPT
es el Espectro 11, ver apéndice)

EMIE m/z (especie, intensidad relativa %): 152 (CgHgO3 100) 135 (CgH7;02 97.2)
107 (C7H;,0 12) 77 (CeHs 17) (ver apéndice Espectro 12)

IR (CHCI3): 3526 (-OH) 3079 (Ar-H) 2988 (torsién simétrica-CH3), 2842 (R-
OCHs;), 1688 (-C=0), 1605, 1580, 1513, 1424, 1288 (torsion del acido
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carboxilico), 1258 (-C=-C-O-R), 1168, 1031(-C=-C-O-R), 849 (Ar, 1,4-di

sustitucién) cm™ (ver apéndice Espectro 13)

Este compuesto es ampliamente conocido®*

16,39

, pero es la primera vez que se

encuentra dentro del genero Citrus

4.5.3 Aislamiento de la 3-hidroxi-5, 6, 7, 8, 4’-pentametoxiflavona,
Compuesto 3

El residuo de las fracciones 36-49 (5F) de la Columna Primaria (4.58 gramos)
fue adsorbido en una columna empacada de gel de silice, a esta columna se le
asigno el nombre C-5, el total de fracciones de esta columna fue de 140. Las
fracciones 15-32 eluidas con hexano/ AcOEt (9.5:0.5%vV) se recristalizarén
usando una mezcla hexano/acetona (95:5%v) obteniéndose cristales de color
amarillo que al aplicarle luz ultravioleta (364 nm) da un color amarillo-verde
muy intenso, la cantidad obtenida en esta recristalizacion fue de 165.6 mg. Al
realizar una comparacion entre las aguas madres y el producto cristalizado,
usando CCF, se observé que en las aguas madres todavia se encontraban
residuos del compuesto recién recristalizado, por otra parte se observo que las
fracciones 33-44 de la columna C-6,24 (ver mas adelante detalles de esta
columna) contenian el mismo compuesto al ser similares sus Rf, por lo que se
decidié reunir las aguas madres con las fracciones 33-44 de C-6,24 el peso
total del residuo utilizado fue de 850 mg. A esta columna se le dio el nombre de
C-5,15AgMC-6,24, de la que se obtuvieron 70 fracciones.

De las fracciones 16-41 de la columna C-5,15AgM/C-6,24 se obtuvieron
cristales con un peso total de 169.1 mg que presentaba las mismas
caracteristicas de los cristales obtenidos de las fracciones 15-32 de la columna
C-5, para confirmar que se trataban del mismo compuesto se compararon los
Rf (0.47 hexano/AcoEt 7:3%vV) ,punto de fusién (151-152°C) y picos de RMN'H,
con esto se demostrd que los productos son el mismo compuesto. La flavona
3-hidroxi-5, 6, 7, 8, 4’-pentametoxiflavona, aislada previamente en la cascara

11,13

de la Citrus Natsudaidai , se identific6 como Compuesto 3 y presento las

caracteristicas espectroscopicas :
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Rendimiento: 0.834%, peso total: 348.5 mg

RMN'H (200 MHz, CDCls): & 3.89 (s, 3H OMe), 3.96 (s, 3H OMe), 3.99 (s, 3H
OMe), 4.03 (s 3H OMe), 4.12 (s 3H OMe) 7.06 (2H ArH) 8.24 (2H ArH). (Ver
apéndice, Espectro 14)

RMN™C (200 MHz, CDCls):5 171.81 (C-4), 160.84 (C-4c) 151.5 (C-7), 147.49
(C-2) 146.49 (C-5), 143.45 (C-9), 143.17 (C-6), 137.85 (C-3), 137.18 (C-8),
129.06 (C-2c, 6¢), 123.56 (C-1c) 114.11 (C-3c,5¢), 111.69 (C-10), 62.3 (-OMe),
61.99 (-OMe), 61.82 (-OMe), 61.66 (-OMe), 55.37 (-OMe). (Ver apéndice,
Espectro 15)

EMIE m/z (especie, intensidad relativa %):388 (C2oH200s 100), 373 (C19H170s
82.3%) 327 (C1gH150¢). (Ver apéndice, Espectro 17)

IR (pelicula):3293 (-OH), 3092 (ArH), 2846 (CHs-O-R), 1602 (C=0), 1563,
1513, 1488, 1461, 1402,1370 (-CHj; torsidén simétrica) 1294, 1264 (C-O-CHa),
1209 (Ar-OH), 1055 (C-O-C). (Ver apéndice, Espectro, 18)

Se realizaron estudios de difraccién de Rayos X (Espectro 19), confirmando
qgue la molécula aislada y purificada de la cascara de la fruta de Citrus Limonia
Osbeck se trata de la 3-hidroxi-5, 6, 7, 8, 4’-pentametoxiflavona (Compuesto 3)

454 Aislamiento de Ila 3-hidroxi-5,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona,
Compuesto 4

Las fracciones 50-70 (6F) de la Columna Primaria obtenidas con
hexano:AcOEt(6:4%v) se recromatografiarén, a la recromatografia se le llamo
C-6, se trabajo con un liquido oscuro y muy viscoso con un peso de 4.9
gramos. De C-6 se obtuvieron dos grupos de fracciones con productos que
presentaban una coloracion amarilla-verdosa en el momento de irradiar a la
muestra a 364 nm, las fracciones 24-63 que eluyeron con hexano/AcOEt
(9:1%yvV) presentaban un solo compuesto, mientras que las fracciones 110-127
se observaron dos compuestos fluorescentes, uno de color verde y otro de
color azul en la CCF.

Como se menciono previamente, de la columna de la fracciones 24-63 (C-6,24)
las fracciones 33-44 presentaba el mismo compuesto de las aguas madres de
las fracciones 15-32 de la recromatografia C-5, por lo que se reunieron todas
estas fracciones en la columna C-5,12AgM/C-6,24, los resultados de esta

columna se menciona en parrafos anteriores.
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En las fracciones 110-124 aparecieron cristales de color amarillo de gran
tamano, por CCF se observo que estos cristales tenian pequefas impurezas,
se recristalizo usando una mezcla Hexano/Acetona (9:1) obteniéndose cristales
de color amarillo con un peso total de 326 mg. A partir de estos cristales se
realizaron los estudios espectroscopicos correspondientes, el compuesto
aislado y purificado resulto ser la 3-hidroxi-5, 6, 7, 8, 3’,4’-hexametoxiflavona,
con punto de fusion de 149-150°C, Compuesto 4.

Rendimiento: 0.78%, peso total: 326.9 mg.

RMN'H (200 MHz, CDCLs): 8 3.96 (s 3H OCHa), 3.98 (s 3H OCHs), 3.99 (s 3H
OCHg3), 4.03 (s 3H OCHj3) 4.12 (s 3H OCHg) 7.03 (d 1H ArH meta J=8.6Hz) 7.92
(d 2H ArH para J=10Hz) (ver apéndice, Espectro 23)

RMN'C (200 MHz, CDCl3):5 171.76 (C-4), 151.6 (C-2), 150.48 (C-OMe3c),
148.82 (C-OMe4c), 147.57 (C-7), 146.82 (C-5), 143.94 (C-9), 142.98 (C-3),
137.76 (C-8),137.33 (C-6), 123.78 (C-1c), 120.98 (C-6¢), 111.63 (C-5¢), 110.99
(C-2c), 110.13 (C-10), 62.31, 61.4, 61.83, 61.70, 55.96, 55.86 (-OMe) (ver
apéndice Espectro 24)

IR (pelicula): 3340 (-OH), 2940 (ArH), 2841 (CHs3-O-R), 1649 (C=0), 1601
(C=C) ,1148 (R-O-R) (ver apéndice, Espectro 27)

EMIE m/z (especie, intensidad relativa %): 418 (C21H2209 100), 403 (C2oH190g
74), 400 (C21H200g 30.6) 357 (C19 H200O7 25) (ver apéndice Espectro 26)

Se realizaron estudios de difraccién de rayos X (ver apéndice, Espectro 28) a
los cristales obtenidos con recristalizaciones utilizando mezcla de
Acetona/Hexano (9:1%v).

4.5.5 Aislamiento de Isoescopoletina, Compuesto 5

Las aguas madres de la 3-hidroxi-5, 6, 7, 8, 3’, 4’-hexametoxiflavona se
mezclaron con las fracciones 128-135 de la columna C-6F debido a que
presentaban un compuesto fluorescente de color azul que tenian el mismo rf
(0.21 hexano/acetato de etilo(7:3%vV)). Después de dejar que el disolvente se
evaporara, se observo la formacion de cristales blancos muy pequenos, por o
que se intenté recristalizar usando Eter de petréleo/AcOEt (8:2%v), el resultado
fue un polvo de color blanco con un peso de 60 mg cuyo punto de fusion fue de
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185-187°C, este compuesto es la isoescopoletina, Compuesto 5. Las
caracteristicas espectroscopicas son las siguientes:

Rendimiento: 0.14% peso total: 60 mg

RMN'H (200 MHz, CDCls): & 2.85(-OH), 3.89 (s 3H OCHj), 6.16 (d 1H H-3
J=9.6Hz), 6.78 (s 1H H-8), 7.18 (s 1H H-5) 7.82 (s 1H H-4 J=9.4Hz) (ver
apéndice, Espectro 32)

RMN™C (200 MHz, CDCls): & 161.18 (C-2), 151.06 (C-7), 145.83 (C-6, C-9),
144 .55 (C-4), 113.24 (C-3), 112.03 (C-10), 109.87 (C-8), 103.62 (C-5), 56.64
(-OMe) (ver apéndice, Espectro 33)

EMIE m/z (especie, intensidad relativa %): 192 (C1oHgO4 100), 177 (CgHs04
57.5), 164 (CgHgO3 35) 149 (CgHsO3 63.8) (ver apéndice, Espectro 35)

IR (pelicula): 3528 (-OH), 1717 (C=0), 1575, 1515, 1463 (-C=c- Ar), 1463, 1376

(-CH5 torsién simétrica y asimétrica), 1263 (-C=C-O-) cm’

(ver apéndice,
Espectro 36)
UV Amax/abs: 344 (0.351), 298 (0.150) 253 (0.147) 229 (0.415) 206 (0832)

Coeficiente de extincion en metanol: €344nm= 35.1 (ver apéndice, Espectro 37)

4.6 Estudio de la fluorescencia de las polimetoxiflavonas encontradas en
la cascara de Citrus limonia Osbeck.

Una vez confirmadas las estructuras de las flavonas, se procedi6 a realizar los
estudios de UV-Visible y Fluorescencia de las flavonas en tres diferentes

disolventes organicos, ver Tabla 1.

Disolvente € (cte dieléctrica) | AuOHcm-1 n,cP
Formacion de puentes de H | Viscosidad,
MeOH 33.7 -19.8(alcohol primario) [0.59
Acetonitrilo |38 -no determinado 0.36
Hexanol 13.3 -19.8(alcohol primario) |5.1

Tabla 1. Caracteristicas de los disolventes utilizados*

4.6.1 Preparacion de las disoluciones del Compuesto (3).

Se pesaron 14.3 mg que fueron aforados a 50 ml con metanol (concentracion
7.37x10™*M), después se tomé 1.0 ml de esta disolucién y se aforé a 100 ml
con metanol (concentracién 7.37x10°M) esta ultima disolucién fue la que se
tomo para la medicidén del UV-VIS y del espectro de Fluorescencia de emision.
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Para las disoluciones de acetonitrilo se pesaron 6.5 mg aforando a 50 ml, de
aqui se tomd 1 ml para aforarla a 100 ml, la concentracion final fue de 3.35x10°
®M. En las disoluciones de hexanol se utilizaron 6.9 mg, se siguié el mismo
procedimiento de las disoluciones de metanol y acetonitrilo, la concentracion
final fue de 7.11x10°M.

4.6.2 Preparacion de las disoluciones del Compuesto (4)

Para la disolucion de metanol se pesaron 14.3 mg que se aforaron a 50 ml, de
esta disolucion se tom6 1.0 ml y se aforo a 100 ml, la concentracién final fue de
7.37x10°°M, para el acetonitrilo se pesaron 6.5 mg aforados a 50 ml, después
se tomo 1 mly se aforé a 100 ml, la concertacién es de 3.35x10°M; para las
disoluciones de hexanol se siguié el mismo procedimiento de las disoluciones
de acetonitrilo, la concentracion de la disolucion mas diluida de hexanol fue de
7.11x10°M.

Después de tener los espectros de UV-VIS y de Fluorescencia del Compuesto
3y 4, se evaporaron los disolventes utilizando presion reducida a temperatura
ambiente, esto para evitar la posible descomposicion de los compuestos. Una
vez concentrados los productos, se realiz6 una CCF para observar la pureza de
los compuestos, para confirmar que no existan otros compuestos que puedan
alterar los resultados de los espectros de fluorescencia o que se formaron al

irradiar la muestra con luz.
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Resultados
5. Resultados

5.1. Metabolitos aislados de la cascara de la Citrus limonia Osbeck
Del extracto organico de la cascara de Citrus limonia Osbeck fue posible
aislar cinco compuestos: dos cumarinas, dos flavonas y un derivado del
acido benzoico. Los nombres de las sustancias aisladas son:
5,7-dimetoxicumarina (Compuesto 1)

Acido 4-metoxibenzoico (Compuesto 2)

3-hidroxi-5, 6, 7, 8, '4,-pentametoxiflavona (Compuesto 3)

3-hidroxi-5, 6, 7, 8, '3,’4-hexametoxiflavona (Compuesto 4)

Isoescopoletina (Compuesto 5).

5.2 Espectros de fluorescencia de emision de las disoluciones de las
polimetoxiflavonas.

En el espectro de absorcion de UV-VIS (Ver apéndice los Espectros 21 y
30) del Compuesto 3 y Compuesto 4 respectivamente, las disoluciones
metandlicas presentaron dos picos de maxima absorcién, el primero
aparece a los 420 nm, mientras que el segundo pico se encuentra en los
347 nm en el compuesto 3 y en los 360 nm en el compuesto 4.

El espectro de fluorescencia de emisibn de Compuesto 3 disuelto en
metanol con excitacion a los 347 nm presento dos componentes de
maxima intensidad en los 390 nm y los 488 nm (Ver apéndice Espectro
22). Para el compuesto 4, el espectro de fluorescencia de emision con
excitacion a los 360 nm disuelto en metanol también presenta dos bandas,
en 424 nmy 490 nm (Ver Apéndice Espectro 31).

El rendimiento de fluorescencia para el compuesto 3 en metanol es 5.3,
mientras que para el compuesto 4 el rendimiento de fluorescencia en
metanol es de 1.7, ambos valores solo se presentan cuando existen las
dos especies tautoméricas.

Los espectros de fluorescencia de emisidbn de las disoluciones de
acetonitrilo de ambos compuestos, que fueron excitados alrededor de los
360 nm (ver apéndice Espectro 21 y 30, del compuesto 3 y compuesto 4
respectivamente), solo presentan una sola banda intensa, para el
Compuesto 3 se observa la banda en los 535 nm, mientras en el

compuesto 4 se encuentra en los 538 nm.
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En el caso de las disoluciones realizadas con hexanol como disolvente, se
observa que las moléculas tienen un maximo de absorcion cercano a los
370 nm. El espectro de fluorescencia de emision del compuesto 3 excitado
a 367 nm aparecen dos bandas fluorescentes una a los 408 nm y la otra
en los 536 nm, con un rendimiento de fluorescencia del 9.41, mientras
que el espectro de fluorescencia de emisién del compuesto 4 excitado a
los 370 nm las bandas aparecen en los 408 nm y en los 540 nm, el
rendimiento de fluorescencia es de 9.46, los resultados obtenidos se

encuentran resumidos en la tabla 2.

Polimetoxiflavona |Medio AP AN Mmax | A max /1y
(disolvente) | ex./abs. (azul)nm | (verde)nm
Compuesto 3 Metanol 420nm - 485 -
347nm 390 488 5.36
Acetonitrilo | 360nm - 535 -
Hexanol 367nm 408 536 9.41
Compuesto 4 Metanol 420nm - 492 -
360nm 424 490 1.723
Acetonitrilo | 360nm - 538 -
Hexanol 370nm 420 540 9.46

Tabla 2. Parametros de fluorescencia de emision de los
polimetoxiflavonoides en diferentes disolventes organicos.
Por CCF se demostr6 que todas las disoluciones utilizadas en los
estudios de fluorescencia se encontraban puras y que no se formaron
productos de descomposicion que pudiera alterar los resultados obtenidos.
Con esto se demuestra que la aparicién de las dos bandas en medio
alcohdlico, se debe exclusivamente al tautomerismo en estado excitado

caracteristico de los derivados de la 3-hidroxiflavona.
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Discusion de resultados.
6. DISCUSION DE RESULTADOS.

6.1 Espectroscopia de los compuestos aislados.

La elucidaciéon y discusion de las estructuras propuestas se realizd
analizando las propiedades espectroscopicas de los productos naturales y
la comparacién de estas con las descritas en la literatura.

Para la discusion del comportamiento de las flavonas en los espectros de
fluorescencia de emisidn se analizaran los datos obtenidos y se comparara
su comportamiento con respecto a la 3HF y sus derivados que se

encuentran descritos en la literatura.

Para facilitar el analisis de la espectroscopia de los compuestos aislados,
se clasificaran en tres grupos:

Grupo |. Derivados del acido benzoico

Grupo Il. Cumarinas

Grupo I11.3-hidroxi-polimetoxiflavonas

6.1.1 Grupo l. Derivados del acido benzoico.

El acido 4-metoxibenzoico (Compuesto 2) se aisloé de las fracciones 4 y 5
de la columna original, las propiedades fisicas y espectroscépicas se
encuentran descritas en la seccidn experimental. Se compararon los
espectros de IR, RMN 'H, RMN 'C y EMIE obtenidos, ver espectros 9 al

13 en el apéndice, con lo citado en la literatura *3®

, correspondiendo los
valores reportados con los nuestros. Se debe mencionar que este

compuesto no se ha aislado de Citrus limonia Osbeck'*'%3°.

6.1.2Grupo ll. Cumarinas,

6.1.2.1 Generalidades

Este grupo esta constituido por el Compuesto 1 y el Compuesto 5, el
aislamiento, purificacion y caracteristicas espectroscopicas de ambos
compuestos se encuentran descritos en la seccidn experimental

correspondiente.
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6.1.2.2 Compuesto 1,

La integracion del area bajo la curva en el espectro de resonancia
magnética de hidrogeno (ver apéndice Espectro 1) indica la presencia de
10 hidrogenos, dos sefales simples con una integracion para tres
hidrégenos en cada una de ellas se encuentran en 3.89 ppm y 3.86 ppm,
este desplazamiento a campo bajo lo presentan hidrégenos sobre carbono
base de oxigeno, por lo que se deduce la presencia de dos metoxilos; un
sistema AB en 6.4 ppm y 6.3 ppm con J = 2Hz que de acuerdo a su
desplazamiento quimico e integraciébn, deben de corresponder a
hidrogenos pertenecientes a dos hidrogenos aromaticos correspondientes
a los hidrégenos H-6 y H-8. Dos protones involucrados en el grupo vinilico
de las cumarinas simples aparecen en el espectro de RMN'H como
dobletes con una constante de acoplamiento de 9.8 Hz, el proton H-3
aparece en 6.1 ppm, mientras que el protbn H-4 aparece
aproximadamente 7.9 ppm, ver figura 10.

o] O O 0]
2 2 161 ppm
4 ; 4 > 110
ppm
s y 6.1ppm F
d,J =9.8Hz 140 ppm
H 7.8 ppm
d,J=9.8Hz
RMN'H RMN'C

Figura 10. Valores de RMN'H y RMN'3C caracteristicos del anillo A de

las cumarinas.
El espectro de resonancia magnética de carbono 13 (ver apéndice
Espectro 2) presenta las senales correspondientes a 11 carbonos. Con la
informacion proporcionada con el DEPT (ver apéndice Espectro 3) la
aparicion de dos picos 55.92 ppm y 55.79 ppm, los cuales corresponden a
la union O-C-3H, y los picos 156.9 ppm y 156.73 ppm de la resonancia
Caromatico-O, indican la presencia de dos grupos metoxilos en la molécula en
los carbonos C-5y C-7. En el espectro de RMN'C la resonancia Caromatico-
H se observa en dos senales (94 ppm, 92 ppm) para los carbonos C6 y
C8.
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Las senales 161 ppm (C-2), 138 ppm (C-3) y 110 ppm (C-4) corresponden
a los carbonos constituyentes del anillo A de las cumarinas sencillas, ver
figura 10.

Conjuntando la informacién espectroscopica de la RMN con el peso
molecular obtenido del espectro de masas (ver apéndice Espectro 4) se
puede deducir que la formula molecular condensada es C11H1¢Oa.

En el espectro de IR (ver apéndice Espectro 5) de la molécula se observa
la existencia del grupo carbonillo en 1720 cm™, y del grupo metoxilo en
1235 cm™.

Con la cristalizacion del producto, sefalada en la parte experimental, se
obtuvieron cristales adecuados para el estudio difraccion de Rayos X,
obteniendo de esta manera una figura tridimensional de la molécula, figura

11. De esta manera se pudo conocer la posicion de los grupos metoxilos.

Figura 11. Molécula de la 5,7-dimetoxicumarina. Rayos X

Se hace notar que en la literatura® 2%

, ho existen estudios de Rayos X
de esta molécula. Por otra parte, como se comentd en los antecedentes,
este producto no es caracteristico del Citrus limonia Osbeck, ya que se ha
encontrado en otras plantas del género citrus como la Microcitrus australe

y Citrus aurantifolia Swingle®'.

6.1.2.3 Compuesto 5.

El area bajo la curva del espectro de resonancia magnética nuclear de
hidrégeno (ver apéndice Espectro 32) integra para 11 hidrégenos, en
primer lugar se observa una sefial simple que integra 3 hidrégenos, que
por su desplazamiento quimico 3.03 ppm hace suponer que se trata de
hidrégenos del grupo metoxilo. Dos sefales simples en 7.18 ppm y 6.78
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ppm corresponden a hidrégenos (H-5 y H-8) unidos a un anillo bencénico
que se encuentran cerca de grupos que contienen
C-O, ver figura 12.

H 7-18 ppm
103.6 ppm
109.85 ppm
H 6.78 ppm
RMN 'H RMN'C

Figura 12. Valores de RMN'H y RMN'3C para las posiciones 5y 8,
donde no se encuentran sustituyentes

Dos protones vinilicos como dobletes con una constante de acoplamiento
de 9.8 Hz, el protén H-3 aparece en 6.1 ppm, mientras que el proton H-4
aparece en 7.9 ppm.
En el espectro de RMN'®C (ver apéndice Espectro 33) se observa la
existencia de 10 carbonos, la sefal de 56.64 ppm corresponde al metilo
del grupo metoxilo. Las sefiales desplazadas en 161 ppm, 140 ppmy 110
ppm pertenecen a los carbonos C-2, C-4 y C-3 respectivamente, las
sefnales observadas en el espectro DEPT (ver apéndice Espectro 34) de
109.85 ppm y 103.6 ppm son los carbonos aromaticos unidos a protones.
Por EMIE (ver apéndice Espectro 35) se determiné un ion molecular de
192, esto junto con la informacion de los espectros de RMN de proton y
carbono 13 se determiné que la formula molecular del compuesto es
CoH1104.
El numero de protones discutidos en parrafos anteriores, no corresponde a
la formula molecular condensada determinada por el EMIE, la
espectroscopia de IR (ver apéndice Espectro 36) es donde se observa el
grupo hidroxilo, sefial de 3528 cm™, este dato complementa el nimero de
hidrégenos del compuesto, otros grupos que se observan en el espectro
de IR son el grupo carbonilo 1720 cm™ y el grupo metoxilo en 1235 cm™
Se encuentra con un problema en el momento de decidir si el compuesto
namero 5 se trata de la escopoletina o la isoescopoletina, isémero de la

primera.- Figura 13.
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) :@j/vro HOi@ijo
HO / MeO
Isoescopoletina Escopoletina

Figura 13. Isomeros: isoescopoletina y escopoletina

En esta molécula no se pudo obtener cristales que tuvieran las
caracteristicas apropiadas para el estudio de Rayos X, tampoco se pudo
realizar en estudio COSY o HETCOR, el criterio que se tomé para decidir
cual de los isomeros se aislo, se determiné con el pico maximo que
aparece en los 298 nm en el espectro de UV (ver apéndice Espectro 37),
segln la literatura®®, la escopoletina no presenta este pico y la
isoescopoletina si lo presenta, por lo tanto el compuesto aislado fue la
isoescopoletina.

Este compuesto al igual que el Compuesto 1, se ha aislado de otras

%839 ademas se le ha encontrado

plantas pertenecientes al genero Citrus
en otras plantas no pertenecientes al genero Citrus como la Heracleum

mantegazzianum ** y la Skimmia laureola **.

6.1.3 Grupo lll.3-hidroxi-polimetoxiflavonas

De la cascara de Citrus limonia Osbeck se aislaron dos compuestos
polimetoxilados que presentan un grupo hidroxilo en la posicién 3, el
aislamiento, purificacion y caracteristicas espectroscopicas de ambas

moléculas ya se han comentado dentro de la seccion experimental.

6.1.3.1 Compuesto 3.

Una vez purificado este compuesto se observé cristales de color amarillo
claro, en forma de rombos, fueron utilizados para los estudios de Rayos X.
La integracion del area bajo la curva en el espectro de resonancia
magnética nuclear de proton (ver apéndice Espectro 14) corresponde a 19
hidrégenos, cinco senales simples con desplazamiento entre 4.12 ppm a
3.89 ppm, que integran para 15 hidrogenos, por el tipo de desplazamiento
y la cantidad de hidrogenos involucrados se tratan de 5 metoxilos.

Por otra parte se presentan protones aromaticos en un sistema AA’BB’
para sistema aromatico 1-4 disustituido asimétrico con desplazamiento en
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8,24 ppm y 7.06 ppm, estos protones se presentan en las posiciones 2,6
para 8,24 ppm y 7.06 ppm para las posiciones 3,5. Figura 14

7.06 pp 7.06 ppm

8.24 ppm 8.24 ppm

Figura 14. Posicion de los hidrogenos en uno de los sistemas
bencenoides

Este tipo de multiplicidad hace suponer la existencia de dos sistemas
aromaticos: en uno de ellos se encuentran cuatro hidrogenos en
posiciones 2,3,5,6 indicando que se encuentra disustituido, mientras que el
otro se encuentra totalmente sustituido, ver figura 16.
A diferencia de otras polimetoxiflavonas, el espectro de RMN 'H de la
muestra no contiene la senal en los 6.6 ppm como ocurre con la tangerina,
indicando que el carbono en la posicién 3 se encuentra sustituido ya sea
por un grupo metoxilo o un hidroxilo, grupos mas comunes en los
flavonoides**'".
En el espectro de resonancia magnética de carbono 13 (ver apéndice
Espectro 15) se observa la presencia de 18 sefales, cinco de ellas
pertenecen a los metilos de metoxilos entre 62.30 ppm a 55.37 ppm.
La espectrometria de masas (ver apéndice Espectro 17) muestra un peso
molecular de 388, el pico con 373(C19H170s 82.3%) indica la pérdida del
grupo metilo de uno de los metoxilos, {M-15}*, este pico es caracteristico
de flavonas metoxiladas con un grupo metoxilo en la posicién 8'°,
metoxilos en otras posiciones tienen picos con intensidades muy bajas.

Ver figura 15
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Figura 15. lon molecular {M-15}* del pico correspondiente a 373 (ver
apéndice Espectro 17) caracteristico de flavonas polimetoxiladas

El espectro de IR (ver apéndice Espectro 18), muestra una sefial los 3293
cm™ indicando la presencia de un grupo hidroxilo, aparece una sefial en
1602 cm™ correspondiente a un grupo carbonilo que mantienen un
equilibrio ceto-enol con un grupo hidroxilo, la banda 1055 cm™ del IR
corresponde a un enlace Cgaomaico-O-C  indica la presencia de un
heterociclo dentro de la molécula, los grupos metoxilos aparecen en los
1264 cm™. Con esta informacion se propone la férmula condensada de la
molécula: CooH200s

El maximo de absorcién en ultravioleta 359 nm (ver apéndice Espectro 21)
junto a la evidencia de los dos sistemas bencenoides en la molécula asi
como siete insaturaciones hace suponer que se trata de un flavonoide.
Esto nos demuestra que el anillo A, se encuentra saturado con grupos
oxigenados, las posiciones 6, 7 y 8 deben de tener grupos metoxilos, ya
que las posiciones 3 y 5 con hidroxilos son las Unicas posiciones donde
puede ocurrir el equilibrio ceto-enol con el carbonilo de la posicion 4 de las
flavonas. El efecto del hidroxilo cercano al carbonilo se puede observar en
el IRy en las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto. Anadiendo esta
informacion con la monosustitucién del anillo C se tiene que la molécula se

puede representar con la siguiente estructura, figura 16:
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Figura 16. Estructura de la polimetoxiflavona sin el conocimiento de
la posicion del grupo hidroxilo

La determinacién del grupo que se encuentra en la posicion 3, se
determiné de dos formas:

A) Los compuestos derivados de la 5-hidroxiflavona presentan en su
espectro de fluorescencia de emisién dos bandas, correspondientes a la
forma normal y tautomérica, alrededor de los 400 y 700 nm
respectivamente, disueltos en metanol. Nuestra molécula disuelta en
metanol presento bandas a los 436 y 533 nm, datos que presentan los
derivados de la 3 hidroxiflavona.

B) Los estudios de Rayos X demuestran que la posicion del grupo hidroxilo
esta en la posicion 3 de la flavona encontrada, como se puede observar en
la figura 17.

Figura 17. Modelo en 3 dimensiones de la 3-hidroxi-5,6,7,8,’4,-
pentametoxiflavona
El compuesto 3 fue identificado como la 3-hidroxi-5, 6, 7, 8, ’4-

pentametoxiflavona, de esta forma se verifica que los datos presentados

3,35

en la literatura , donde no se publican estudios de Rayos X,
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corresponden a la molécula identificada con anterioridad en otras especies
del género Citrus.

6.1.3.2 Compuesto 4

El area bajo la curva del espectro de resonancia magnética de hidrogeno
(ver apéndice Espectro 23) integra para 21 hidrégenos, se observan cinco
sefnales simple que integran para un total de 18 hidrégenos, que por
desplazamiento quimico entre 4.12 ppm a 3.89 ppm pertenecen a seis
metoxilos. A diferencia del Compuesto 3, la RMN'H del compuesto 4
presenta 3 sefiales para un protén cada uno, dos son dobletes, el primero
presenta un desplazamiento quimico de 7.94 ppm con una constante de
acoplamiento de 2 Hz, la otra senal se encuentra a 7.03 ppm con una
constante de acoplamiento de 8.3 Hz, la otra sefal se encuentra en 7.90
ppm el sistema descrito anteriormente es caracteristico de un anillo
aromatico que se encuentran sustituido en las posiciones 1,3 y 4. Ver
figura 18.

7.9 ppm

7.03 ppm
7.94 ppm

Figura 18. Posicion de los hidrogenos en el sistema aromatico que se
encuentra en el compuesto 4

En el espectro de resonancia magnética de carbono 13 (Ver apéndice
Espectro 24) podemos observar la aparicién de algunas senales parecidas
al compuesto 3, los picos & 171.76(C-4), 151.6(C-2), 147.57(C-7),
146.82(C-5), 143.94(C-9),142.98(C-3),137.76(C-8),137.33(C-6), 123.78(C-
1a), 120.98(C-6a), 111.63(C-5a), 110.13(C-10) confirmando que la
molécula tiene un esqueleto de tipo flavonoide. Las senales que aparecen
entre 55.88 ppm a 62.32 ppm corresponden a seis grupos metoxilos.

Este producto natural presenté un ion molecular de 418 en EMIE (Ver
apéndice Espectro 26).

En el espectro de IR (Ver apéndice Espectro 27) aparece un grupo

hidroxilo que no se observa en el RMN'H y que se encuentra en los 3340
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cm™. Se debe mencionar que en el espectro de IR de este compuesto se
observaron los mismos grupos que en el Compuesto 3.

La férmula molecular condensada propuesta de la molécula es Cz1H220o.
Esta propuesta se refuerza al observar el maximo de absorcién de UV-VIS
en metanol a 360 nm, caracteristica de los derivados de la 3-
hidroxiflavona.

La determinacion de la posicion del hidroxilo se realizé6 de la misma
manera que en Compuesto 3.

El Compuesto 4 fue identificado como la 3-hidroxi-5, 6, 7, 8, '3, ’4-
hexametoxiflavona, ver figura 19. Se debe indicar que este trabajo es el
primero en donde se realizan estudios de Rayos X de esta molécula, que
previamente se habia identificado dentro de la cdscara del hibrido Citrus
Natsudaidai, planta que crece en el suroeste asiatico y que no se cultiva en
América, de esta manera se corrobora que la interpretacion de los

espectroscopia realizada con anterioridad es correcta'"*°.

Figura 19. Modelo tridimensional de la 3-hidroxi-5,6,7,8,’3,’4-
hexametoxiflavona

Se debe sefialar que a esta molécula se le han realizado estudios
biol6gicos para determinar sus propiedades antitumorales en lineas
celulares (carcinoma de pulmén humano, melanoma en células
productoras de pigmento en ratén y leucemia)® con buenos resultados en
estudios in Vitro, aun que su efecto de inhibicion de esta molécula se
encuentra por debajo de otras flavonoides estudiados como la nobeletina
o la luteolina®"®.

Las polimetoxiflavonas tienen mayor promesa de uso en organismos Vivos,

debido principalmente a su capacidad de traspasar mas facilmente la
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membrana celular que otras flavonas que tienen un mayor numero de
grupos hidroxilos**>"13,

Las propiedades fluorescentes de las polimetoxiflavonas encontradas
(Compuesto 3 y Compuesto 4) se pueden utilizar para determinar el tipo de
union de estas con blancos biolégicos como es la membrana celular,
proteinas o &cidos nucleicos, de manera similar a como se determina la
unién de la fisentina con moléculas de la célula o con ciclodextrinas®*.

Las polimetoxiflavonas son moléculas caracteristicas de las especies del
género Citrus, que se pueden utilizar para la clasificacion de las especies
pertenecientes al género. Las especies pueden caer en dos grupos:
aquellas que tienen altas concentraciones de nobeletina-tangerina y
aquellas que tienen altas concentraciones de 3, '3, 4, 5, 6, 7, 8-
heptametoxiflavona y 3-hidroxi-5, 6, 7, 8, '3, '4,-hexametoxiflavona.*

De acuerdo con la literatura®, Citrus limonia Osbeck se clasifica como una
especie de alta concentracion de 3, '3, '4, 5, 6, 7, 8-heptametoxiflavona y
3-hidroxi-5, 6, 7, 8, '3, ’4-hexametoxiflavona, la cantidad encontrada en
este estudio (326 mg/41.6 g) es 3950 veces mayor que la reportada en la
literatura en el jugo de la fruta del Citrus limonia Osbeck (0.2 pg/100

mg)11,13

6.2 Fluorescencia de emision de las soluciones de las
polimetoxiflavonas. Efecto del disolvente.

Este estudio es la primera ocasion donde se informa la fluorescencia dual
en polimetoxiflavonas de origen natural en soluciones de metanol.

La aparicion de algunas bandas en los espectros de fluorescencia de
emision obtenidos para ambas polimetoxiflavonas son muy parecidos,
algunas con una diferencia de 5 nm. Este fendbmeno se debe a que la
diferencia entre ambas moléculas es solamente el metoxilo de la posicién
‘3 del anillo B del compuesto 4. En la literatura'’ se describe que los
derivados de la 3HF con sustituyentes en las posiciones 3, 4, 5, del anillo B
no afectan la transferencia de proton en estado excitado o ESPT en sus
siglas en ingles. Por esto, en algunas partes de la discusién de resultados,
el analisis de los datos obtenidos se realizara de manera conjunta para

ambas moléculas.
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6.2.1 Fluorescencia de emision para las disoluciones de acetonitrilo
Para determinar cual es la banda correspondiente al tautomero, se siguio
la interpretacién realizada en la 3-hidroxiflavona por Sengupta' (3HF), en
los espectros de fluorescencia de emisibn de ambas moléculas en
acetonitrilo se observé la aparicion de una sola banda intensa cercana a
los 535 nm con una excitacion de 360 nm, esta banda (en la zona del color
verde) corresponde a la forma tautomérica de la molécula en estado
excitado (T*), debido a que en condiciones donde no existe la interacciéon
de protones de la molécula con el disolvente donador de protones, como
es el caso del acetonitrilo, la transferencia del protén del grupo hidroxilo
de la posicion 3 al carbonilo de la posicién 4 ocurre por un Efecto Tunel,
ver figura 20, sin que ocurra la formacion de un complejo
solvente/molécula que implica un paso extra en el mecanismo y que por lo
tanto hace que la transferencia del proton en derivados de la 3HF sea mas
rapida en disolventes apréticos que en disolventes préticos®. La velocidad
de la transferencia del protén por el Efecto Tunel, ocurre en estos casos en
el orden los femtosegundos, por este motivo el espectro de fluorescencia
de emisién no se detecta la forma N* o forma normal de la molécula en
estado excitado, en el espectro solamente se puede observar la forma
endlica, es decir la banda verde (535 nm).

La aparicion de un pequerio pico en los espectros de fluorescencia en los
compuestos 3 y 4, ver espectros 22 y 31, en alrededor de los 400 nm se
debe a impurezas propias del disolvente'’, esta impurezas pueden realizar
interacciones de puente de hidrogeno para formar un complejo
solvente/molécula, el acetonitrilo utilizado que pudo haberse contaminado
con humedad del ambiente en el momento de preparar las disoluciones
correspondientes, a pesar que se trabajo en todo momento con guantes de

latex.
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ESTRUCTURA NORMAL (N) ESTRUCTURA NORMAL EXCITADA (N*)

paso rapido de
la reaccion

Aspecto del espectro
de fluorescencia de
‘s, emision
.

ESPT

GSRPT

MeO

MeO

OMe — OH OMe O—o
ESTRUCTURA TAUTOMERICA (T) ESTRUCTURA TAUTOMERICA EXCITA (T*)
490a 540 nm
hv ESPT ’fr
N N* —» " ——> T —> N
No se aprecia GSRTP

en el espectro

R =H = compuesto 3
R = OMe = compuesto 4
ESPT: Transferencia de proton en estado excitado
GSRTP: Transferencia de protén en estado basal
Figura 20. Transferencia del proton en estados excitados de las
polimetoxiflavonas en acetonitrilo

6.2.2 Fluorescencia de emision para las soluciones alcohdlicas

Como en el caso de otros derivados de la 3HF en disoluciones
metandlicas®>*, la aparicion de las dos bandas fluorescentes en
soluciones alcohdlicas de los compuestos 3 y 4 pueden ser atribuidos a la
emision de los estados excitados de las formas tautoméricas ceto —enol de
ambas polimetoxiflavonas.

La aparicion de las dos bandas no solamente ocurrié en las disoluciones
de metanol (excitada a 347 nm para el compuesto 3 y a 360 nm para el
compuesto 4), si no también con las disoluciones de hexanol (con
excitacion a 367 nm-370 nm) para ambos compuestos, aunque la
diferencia de estas ultimas con las disoluciones de metanol, es que la
intensidad de las bandas que aparecen en intervalos de 400-440 nm es

menos intensa, ademas la otra banda aparece en los 488-490nm en las
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disoluciones de metanol, mientras que la de hexanol aparece entre 535
nm- 540 nm. (Ver el espectro 22, espectro 31 y cuadro 3 de los
resultados).

Con las disoluciones de acetonitrilo, se dedujo que la banda que aparece
en la regién de los 535 nm pertenece a las formas tautoméricas excitadas
sin la solvatacién del disolvente, por lo tanto las bandas que aparecen en
las disoluciones de hexanol a 536 nm (compuesto 3) y 540 nm (compuesto
4) pertenecen a las moléculas de las polimetoxiflavonas que se encuentran
en estado T* parecidas a las moléculas de estado T* en acetonitrilo, la
diferencia del T* de las polimetoxiflavonas en acetonitrilo y hexanol se
debe a efectos solvatocrémicos, mientras que la pequena banda que
aparece en 408 nm — 420 nm pertenece al estado N* .

El rendimiento de fluorescencia (®) para el compuesto 3 en hexanol fue de
9.41, este mismo valor fue obtenido para el rendimiento de fluorescencia
(®P) del compuesto 4 en el mismo disolvente, ambos resultados indican que
la banda correspondiente a T* es mas intensa que la banda N*, lo cual
hace pensar que una gran cantidad de moléculas pasan a la forma
tautomérica excitada, mientras que solo algunas regresan de la forma N* a
la forma normal.

Para el caso de las disoluciones metandlicas, se observa que el
rendimiento de fluorescencia es mas bajo que las observadas en las
soluciones con hexano y significa que en estas soluciones existe un mayor
numero de moléculas que realizan el paso de la forma excitada normal a la
forma normal, en el caso del compuesto 4, cuyo rendimiento de
fluorescencia es de 1.7, es donde se encuentra la mayor cantidad de
moléculas que emiten la banda de color azul, las cuales realizan el paso
N* a N, ver la siguiente figura 21.
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OMe

MeO

MeO |
OMe O H

ESPT
GSRPT
R
oM OMe OMe
MeO 0 - MeO
S)
MeO 0] MeO
OMe OH
®
T
390- 424nm  490a 540nm
hv ESIPT ),9:
N = N* » [*——>» T —>» N

GSRTP

R = H = compuesto 3
R = OMe = compuesto 4
Figura 21. Esquema de los estados en el que se encuentran las

polimetoxiflavonas en soluciones de metanol al ser excitadas en sus
maximos de absorcion.

Este aumento de la intensidad de la banda Azul puede ser atribuido a la

disminucién de la constante de tautomerizacion, es decir al paso de N* a

T*, por la interaccion del metanol con las formas excitadas de las

poliemtoxiflavonas. La validez de tal afirmacion debe ser confirmada por la

medicion de la constante de decaimiento de la especie N* a N y de la
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formacién de T*, ambos procesos solo se pueden medir con técnicas de
fluorescencia de absorcidbn/emisibn con resolucibn de pico vy
femtosegundos®’.

La diferencia en el rendimiento de fluorescencia en las soluciones de
metanol y hexanol se deben a las caracteristicas de los disolventes (ver
parte experimental Figura 9) y el efecto que estas tienen sobre ESPT.

La diferencia de viscosidades, asi como su estructura de los disolventes es
el factor clave para la explicacién de los datos observados, se puede ver
en la tabla 1 (parte experimental), que el hexanol es 10 veces mas viscoso
gue el metanol, ademas de que tiene cinco unidades extra de -CHz- que el
metanol, lo que ocasiona que la orientacién de la molécula de hexanol
hacia el hidroxilo de la posicién 3 y el carbonilo de la posicion 4 de las
polimetoxiflavonas sea mas dificil que la del metanol, que es una molécula
mas pequena y facil de orientar.

La dificultad para que se oriente el grupo hidroxilo del hexanol, puede
ocasionar que las polimetoxiflavonas se comporten como si estuvieran en
un ambiente sin donadores de protones, ocasionando que muchas de las
moléculas intercambien su protdén del grupo hidroxilo al grupo carbonilo
por Efecto Tunel.(Ver figura 22). Aquellas polimetoxiflavonas donde se
produce el complejo soluto / solvente son las Unicas capaces de pasar de
la forma N* a N (banda azul) (Ver figura 22). La comparacion de la banda
atribuida a T* en los espectros de fluorescencia de emision de las
polimetoxiflavonas en metanol y las bandas T* de los espectros de
fluorescencia de emision en hexanol y acetonitrilo arroja una diferencia de
50 nm, esta diferencia no es debido a un efecto solvatocromico si no que el
tautbmero T* en metanol se encuentra solvatado por el disolvente,
cambiando la estructura de la molécula y por lo tanto su emision (ver figura
23).
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A) CASO EN EL QUE LAS MOLECULAS LOGRAN UN COMPLEJO DE SOLUTO/DISOLVENTE (BANDA AZUL)

408-420nm

O H
[
H O

R

OMe ounut

H—
/
OMe

(o}
= OMe
MeO Ol AN l
MeO OH
0o

MeO

B) CASO EN EL QUE LAS MOLECULAS SE COMPORTAN COMO SI FUERAN AMBIENTES APROTICOS (BANDA VERDE)

paso rapido de la reaccion, no se observa
540nm

", F
—_— OMe

=z OMe
MeO o N l
I o
0

MeO

OMe OH
®

R = H = compuesto 3

R = OMe = compuesto 4
Figura 22. A) Formacioén del complejo polimetoxiflavona/hexanol y B)
Transferencia del protéon del hidroxilo sin la formacion de un
complejo polimetoxiflavona/hexanol

En el caso de las disoluciones de metanol, existen un mayor numero de
moléculas que se encuentran en la forma N* (forma solvatada por el
disolvente) lo que ocasiona que un mayor numero de moléculas excitadas
regresen a la forma cetonica normal, (emisién de 390-420 nm, banda azul)
y otras cambien a la forma endlica excitada (emision de 490-536 nm), ver
figura 23, este tipo de comportamiento se ha estudiado con mayor

profundidad en la 3HF en los estudios de Strandjord Andrew?® 2
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390-424nm

ESPT

N*

R = H = compuesto 3
R = OMe = compuesto 4
Figura 23. Paso del proton de las polimetoxiflavonas en metanol y la
aparicion de las dos bandas en el espectro de fluorescencia de
emision en metanol excitadas en su maximo de longitud de onda
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Debido a la cantidad aislada de los Compuesto 3 y 4 de la cascara de la
Citrus limonia Osbeck, asi como su gran capacidad de absorcion dentro
de la regién de UV y su actividad bioldgica intrinseca, se cree que este tipo
de moléculas le sirven a la planta como proteccién a estructuras que son
vulnerables a la radiacién UV y a los radicales libres como es caso del
material genético o bien detener alguna posible proliferacién cancerigena

dentro de la fruta”*2.
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Conclusiones

7. CONCLUSIONES.
De la cascara de la Citrus Limonia Osbeck se obtuvieron 5 metabolitos
secundarios, el acido p-metoxibenzoico, dos cumarinas, la 5,7-
dimetoxicumarina y la isoescopoletina; dos polimetoxiflavonas, la 3-
hidroxi-5,6,7,8, ‘4-pentametoxiflavona y la 3-hidroxi-5,6,7,8,’3,4-

hexametoxiflavona.

En el presente trabajo se informan estudios de Rayos X de la 5,7-
dimetoxicumarina, la 3-hidroxi-5, 6, 7, 8, ‘4-pentametoxiflavona y la 3-
hidroxi-5, 6, 7, 8, '3, '4-hexametoxiflavona, los datos reportados en la
literatura de IR, RMN "H, RMN '3C, EM concuerdan con nuestros datos

obtenidos. Que confirma la estructura de los estudios previos.

No se encontr6 un nuevo compuesto, pero se contribuyé a la

quimiotaxonomia de la Citrus limonia Osbeck.

Este estudio es el primer informe sobre la aparicion de dos bandas en
los espectros de fluorescencia de emisién en solucibn metandlica de

polimetoxiflavonas de origen natural.

Los datos obtenidos en el espectro de fluorescencia de emision para
ambas moléculas en metanol son datos importantes para estudios
posteriores sobre la dinamica de la transferencia del proton en

polimetoxiflavonas de origen natural.

Estos datos no solo se pueden aplicar para el estudio fisicoquimico de
las moléculas estudiadas, también pueden ser usadas para el monitoreo
de la unién de este tipo de moléculas, las cuales presentan actividad
bioldgica, con blancos como el ADN, membranas plasmaticas y
proteinas o bien para la investigacion sobre la proteccion que realizan
este tipo de moléculas dentro de los organismos vivos, como son las

plantas.
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Espectro 21.Espectro UV-Vis de 3-hidroxi-5,6,7,8,'4-pentametoxiflavona
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Espectro 22. Espectro de fluorescencia de emision de 3-hidroxi-5,6,7,8,’3,’4-
pentametoxiflavona
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Espectro 27 IR pelicula de 3-Hidroxi-5,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona
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Espectro 28 Rayos X molecula de 3-Hidroxi-5,6,7,8,3’,4’-
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Espectro 29 Rayos X red cristalina de 3-Hidroxi-5,é,7,8,4’-
hexametoxiflavona
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Espectro 30. Espectro de UV-Vis de 3-hidroxi-5,6,7,8,'3,"4-hexametoxiflavona
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Espectro 31. Espectro de Fluorescencia de Emision de 3-hidroxi-5,6,7,8,'3,'4-hexametoxiflavona
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