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1. RESUMEN

Existen 49 especies registradas del género Jacaranda so6lo hay informacion
bibliografica para 13. Entre éstas se encuentra Jacaranda mimosifolia, arbol
ampliamente distribuido como planta de ornato. Aunado a su valor estético
existen reportes sobre su uso etnobotanico, por lo que se considera un género
con potencial farmacologico no conocido en su totalidad. Debido a que las
propiedades de las flores de J. mimosifolia han sido poco estudiadas, el
objetivo de este trabajo fue evaluar su actividad antibacteriana y antioxidante,
asi como conocer su composicion quimica general. Para lograr los objetivos se
obtuvo el extracto metandlico de flores de J. mimosifolia, el cual se particiond
con metanol y hexano. Se evalud la actividad antibacteriana de éste extracto
en cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis y Salmonella tiphy. Asimismo la actividad antioxidante se determiné
mediante el método de reduccion del radical libre 2,2-difenil-picril-hidracilo
(DPPH). La cuantificaciébn de compuestos fendlicos totales se llevé a cabo a
través de la reaccion de Folin-Ciocalteu. La investigacion de su composicion de
metabolitos secundarios se realiz6 de manera cualitativa mediante reacciones
colorimétricas de identificacion para terpenos, compuestos fendlicos,
glucésidos y alcaloides; complementariamente se separaron los compuestos
por métodos cromatograficos. Como resultados se observo que el extracto de
flores de J. mimosifolia no posee actividad antibacteriana en las cepas
evaluadas; tiene una capacidad antioxidante media (CAso) de 181.5 pg/ml y
una concentracion de compuestos fendlicos de 226.8 mg equivalentes de acido
galico (EAG) por gramo de extracto. Las reacciones de identificacion fueron
positivas para terpenos, compuestos fendlicos y glucédsidos. A partir de la
cromatografia en columna abierta se obtuvieron 259 alicuotas de las cuales
una fue procesada en cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas, a partir de la cual se identifico el acido hexadecandico. De acuerdo con
la FDA se considera que el extracto tiene buena actividad antioxidante y con

respecto a la caracterizacion quimica fue posible identificar un compuesto.
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2. INTRODUCCION

México esta ubicado geograficamente en una zona de transicion o
convergencia neartica y neotropical, tiene grandes cadenas montafiosas con
relieves accidentados y diferentes altitudes, ambos factores propician la
existencia de una amplia variedad de climas y de casi todos tipos de
vegetacion. Las condiciones climaticas y los distintos tipos de suelo han
permitido el desarrollo de una vasta riqueza de especies vegetales (Soberén y
Llorente, 1993). De acuerdo a los datos proporcionados por la Comision
Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO) en
México existen 23 522 especies vegetales, aunque se estima que el numero
podria acercarse a 31 000. México ocupa el cuarto lugar entre los paises con
mayor diversidad de plantas, de las cuales aproximadamente 15 000 son
endémicas, esta cifra representa alrededor del 50% del total, por otro lado,
dentro del porcentaje restante se considera que muchas especies han sido
introducidas (CONABIO, 2006).

Las plantas producen una gran variedad de compuestos organicos conocidos
como metabolitos secundarios, su diversidad es comparable con el nimero de
especies vegetales que existen. El interés por su estudio ha sido para
obtencion de productos Uutiles para el hombre y para la generacién de

conocimiento (Croteau et al., 2000).

En México y en muchos otros paises las especies vegetales son empleadas
Como recursos terapéuticos, especialmente en zonas donde los servicios de
atencion médica son escasos (Osuna Y Lozoya, 1989). Debido a la versatilidad
de usos que se les da a las plantas, no es de sorprender que haya especies
cuyo uso difiera de una region a otra, tal es el caso de Jacaranda mimosifolia,

arbol conocido comunmente como “jacaranda” (Figura 1).

En Sudamérica muchas especies del género Jacaranda son explotadas en la
industria maderera. Sin embargo, en México J. mimosifolia es apreciada
principalmente como arbol de sombra y ornato, especialmente en jardines y
parques. Existen investigaciones etnoboténicas realizadas por Osuna y Lozoya

en el estado de Morelos (1989), quienes reportan que J. mimosifolia es

TJEST-UNAM



1
@U )
@ ESTUDIO FITOQUIMICO DEL EXTRACTO FLORAL DE Jacaranda mimosifolia
D. Don. (BIGNONIACEAE) Y ALGUNAS ACTIVIDADES BIOLOGICAS

empleada para la cura de afecciones gastrointestinales. También hay fuentes
bibliogréficas en las que se menciona que en Ecuador, es utlizada en el
tratamiento de enfermedades de transmisién sexual y para la “purificacion de la
sangre” (Gachet y Schihly, 2009).

Figura 1. Jacaranda mimosifolia. Se observan las hojas bipinnadas alternas, flores campanuladas y fruto
lefioso (Fonnegra y Jiménez, 2007).

La actividad biolégica de J. mimosifolia ha sido evaluada por algunos grupos de

investigacion quienes utilizaron diversas partes de la planta, principalmente
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hojas, corteza, semillas; de manera escasa fruto y flores. Los resultados
proporcionados muestran actividad hipotérmica e hipotensiva (Nicasio y
Meckes, 2005), antiparasitaria (Monroy-Ortiz y Castillo-Espafa, 2007),
antibacteriana (Gachet y Schihly, 2009), antioxidante (Rana et al., 2012) y
citotoxica, al disminuir la viabilidad de lineas celulares de cancer de prostata
(LNCaP y PC-3) (Gasmiy Sanderson, 2013).

Con respecto al conocimiento de su contenido fitoquimico, J. mimosifolia es
una de las 6 especies del género Jacaranda para la que se han caracterizado
algunos metabolitos secundarios, en su mayoria compuestos fendlicos simples,

fenilpropanoides, triterpenos, acetdsidos y quinonas (Gachet y Schiihly, 2009).

La informacion de la composicion quimica y propiedades biolégicas de J.
mimosifolia se ha realizado principalmente en hojas y corteza. Debido a la
escasa investigacion que se ha realizado en sus flores; el objetivo de este
trabajo fue determinar la composicién quimica general del extracto de flores,

asi como evaluar algunas de sus actividades biol6gicas.
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3. MARCO TEORICO

3.1 METABOLITOS SECUNDARIOS

La clasificacién de los metabolitos sintetizados por las plantas en primarios y
secundarios ha sido un amplio tema de discusion. Se consideran metabolitos
primarios a los aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, azucares y lipidos; ya
que son los componentes estructurales de las células y participan en los
procesos esenciales de division celular, nutricion, crecimiento, respiracion,

almaceén y reproduccion.

Los metabolitos secundarios son sintetizados por las plantas, también se han
aislado en bacterias, protistas, hongos y animales. Estas moléculas presentan
las siguientes caracteristicas: contienen diferentes grupos funcionales;
presentan complejidad estructural; provienen de diferentes rutas de biosintesis;
se distribuyen de manera diferencial entre los distintos grupos taxondmicos;
tienen una baja abundancia en los organismos, frecuentemente menor al 1%
del total de carbono; su almacén usualmente tiene lugar en organulos y células
especificas. En el pasado se les consideraba como productos de desecho del
metabolismo vegetal, sin embargo, las células son energéticamente eficientes y
no invertirian energia en producir moléculas que no necesitan (Cseke y
Kaufman, 1999). Su funcion es esencial durante los procesos de desarrollo de
las plantas; participan en las interacciones ecolégicas que influyen en su
supervivencia y adaptacion al medio, tales como: simbiosis; defensa, ya que se
ha demostrado que son antibidticos, antifUngicos, antivirales, contra
depredadores, téxicos, antioxidantes y fotoprotectores; competencia, al ser
alelopéticos; y forman parte de los mecanismos de reproduccion, como
atrayentes de polinizadores, dispersores de semillas y frutos (Bourgaud et al.,
2001).

Una sintesis activa de metabolitos se induce cuando las plantas son expuestas
a condiciones adversas como la competencia por el espacio, luz y nutrientes

(agentes alelopaticos), proteccion contra el exceso de radiacion solar o en
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respuesta a ataques de herbivoros, infecciones por bacterias, hongos y virus
(Sepulveda et al., 2003).

Los sustratos para la biosintesis de metabolitos secundarios son los productos
de algunas rutas del metabolismo primario como fotosintesis, glucdlisis, ciclo
de Krebs, la via del acido shikimico y las bases nitrogenadas. La gran
diversidad estructural y de grupos funcionales dentro de un mismo tipo de
metabolitos secundarios se da por modificaciones quimicas de los precursores
base, tales como hidroxilaciones, metilaciones, epoxidaciones, malonilaciones,
esterificaciones y glucosilaciones (Wink, 1999). Se considera que la sintesis de
metabolitos secundarios satisface las necesidades inmediatas de la planta ya
que se ha registrado que sus niveles incrementan en respuesta al estrés.
Aunado a lo anterior, existen también diversos patrones de sintesis ya que ésta
puede ocurrir en un érgano, tejido o célula especifica, almacenarse ahi mismo
0 en otras partes, por otro lado, la tasa de sintesis depende también de la

etapa de desarrollo de la planta (Sepulveda et al., 2003).

La clasificacion de los metabolitos secundarios difiere entre autores, los
criterios que utilizan con mayor frecuencia para agruparlos son: a) origen
biosintético; b) alifaticos o aromaticos; c) compuestos nitrogenados 0 no
nitrogenados, entre otras (Cseke y Kaufman, 1999). En el presente trabajo se
consideran como grupos de metabolitos secundarios a los alcaloides
(nitrogenados), terpenos y compuestos fendlicos, éstos ultimos engloban a los
metabolitos de sintesis mixta (Apéndice I).

3.2 COMPUESTOS ANTIBACTERIANOS

El uso indiscriminado de antibidticos ha traido como consecuencia casos
clinicos de infecciones causadas por cepas resistentes, por lo que la
efectividad de los actuales farmacos es incierta. Las acciones que se podrian
llevar a cabo para disminuir la resistencia bacteriana son: control en el uso de
antibioticos, conocimiento de los mecanismos genéticos de resistencia, asi
como promover el desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos (Nascimento
et al., 2000).

TJEST-UNAM
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De acuerdo con Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las plantas
medicinales podrian ser la mejor fuente de obtencion de una gran cantidad de
farmacos. Alrededor del 80% de los individuos en paises desarrollados confian
y recurren al uso de medicina tradicional, por lo tanto, debe ser investigado su
potencial antimicrobiano para un mejor entendimiento de sus propiedades,
eficiencia y toxicidad (Eloff, 1998).

Las propiedades antimicrobianas de una planta se han atribuido a la accién de
sus metabolitos secundarios. El mecanismo de accion de cada molécula
antimicrobiana esté relacionado con los grupos funcionales que contiene, su
disposicion y en general con el arreglo espacial de la molécula, ya que estos
factores en conjunto definen su reactividad. No obstante a lo anterior, muchos

mecanismos aun se desconocen y deben ser examinados (Hernandez, 1999).

Algunos mecanismos de accion antibacteriana que se han descrito son los
llevados a cabo principalmente por taninos, flavonoides, fenoles simples,
fenilpropanoides, quinonas, cumarinas y terpenos. Los metabolitos secundarios
con residuos hidroxilados pueden formar puentes de hidrégeno con
biomoléculas, por ejemplo, con determinadas zonas en proteinas, en centros
de reaccion enzimaticos o con acidos nucleicos, lo cual inhibe su funcion. Otro
mecanismo es la unién de los metabolitos con sustratos esenciales que las
bacterias requieren en su metabolismo, por ejemplo, iones metalicos. La
toxicidad por quelacion, descrita para taninos, se da porque los sistemas
bioldgicos son altamente dependientes de los iones metélicos y su unién con
metabolitos los vuelve inaccesibles para el consumo bacteriano (Scalbert,
1991).

Los flavonoides que presentan actividad antibacteriana tienen la capacidad de
inhibir la sintesis de DNA y RNA ya que tienen grupos hidroxilo libres, con los
que pueden formar puentes de hidrégeno con las bases nitrogenadas; una
estructura plana, semejante a la estructura de las bases puricas y pirimidicas,
lo cual propicia que se puedan intercalar entre de las mismas en la doble

hélice. Aquellas flavonas que han mostrado tener un mayor efecto inhibitorio en
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la sintesis de acidos nucleicos son aquellas que presentan tres grupos hidroxilo

en el anillo B (Hernandez, 1999).

Algunos compuestos bioactivos sencillos son los fenoles simples vy
fenilpropanoides que tienen un alto estado de oxidacion, por ejemplo, el
catecol, el &cido cinamico y el cafeico. EI mecanismo de inhibicion de proteinas
por compuestos altamente oxidados posiblemente se da a través de reacciones

con residuos sulfurados (Murphy, 1999).

Las quinonas caracteristicas por su alta reactividad se sabe que forman
complejos unidos de manera irreversible con los aminoacidos. Por su alta
capacidad de reaccionar, el potencial de las quinonas como antibacterianos se
considera alto. Probablemente las moléculas blanco se encuentran expuestas
en la superficie de la pared celular como adhesinas, polipéptidos 0 enzimas
ligadas a la membrana (Murphy, 1999).

El mecanismo de accién antibacteriano de los terpenos no ha sido del todo
comprendido pero se piensa que estd relacionado con la disrupcién de la
membrana, como consecuencia de baja polaridad de éstos compuestos. Se ha
identificado que los terpenos con actividad antibacteriana poseen grupos
funcionales reactivos como epoéxidos, ésteres o cetonas a, B-insaturadas que
actian por alquilacion de moléculas biolégicas necesarias para las funciones

metabdlicas viables (Murphy, 1999).

3.3 COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

La abundancia atmosférica del oxigeno (O) es del 21%, dicha concentracién a
nivel celular seria dafiina. A excepcién de algunos organismos anaerdbicos y
aerotolerantes todas las células requieren O, para una eficiente producciéon de
energia, no obstante, el O, es un gas mutagénico. Un mecanismo para
disminuir la toxicidad del O, es la regulacion de su suministro hacia las células;
dentro de los tejidos esto se logra al formar enlaces reversibles con la
hemoglobina (eritrocitos), la mioglobina (musculos) y la neuroglobina (cerebro)
(Halliwell y Gutteridge, 2007).
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El efecto dafino del O, se debe a su reactividad; por una parte a su naturaleza
radical, pero en mayor medida a su capacidad de producir radicales libres y
especies reactivas de oxigeno (ERO). Un alta reactividad puede propiciar la
oxidacion de componentes celulares esenciales; los organismos aerobios
evitan o contrarrestan dichas condiciones porque han seleccionado a través de
la evolucién moléculas y mecanismos de defensas antioxidantes (Halliwell y
Gutteridge, 2007).

Los términos radical libre y ERO usualmente son confundidos. Un radical libre
es cualquier especie quimica que contiene uno o mas electrones desapareados
en su ultimo orbital, mientras que el término ERO hace referencia tanto a los
radicales de O, como a las moléculas derivadas del mismo, que aunque tengan
todos sus orbitales apareados, presentan una moderada o alta tasa de
reactividad. El O, es por concepto un radical libre ya que tiene dos electrones
despareados con el mismo spin, cada uno en un orbital T antienlazante, este
hecho restringe su reactividad. Para que el O, pueda actuar como oxidante, el
atomo o molécula a partir de los cuales va sustraer los electrones tiene que
tener también dos electrones con el mismo spin. No obstante la restriccion en
la reactividad del O,, éste puede reaccionar con otros radicales por
transferencia de un electrén, lo cual genera un radical superoxido (Halliwell y
Gutteridge, 2007).

Los radicales libres se forman debido a la reduccion de una molécula o a la
ruptura de un enlace covalente. La ruptura puede ser por fision heterolitica, es
decir, los dos electrones que participan en el enlace permanecen en uno de los
atomos, dejandolo con carga negativa y el otro atomo con carga positiva. De
manera opuesta se da la fisibn homolitica, donde los electrones se reparten
uno en cada atomo (Tabla 1). La disociacién de un enlace covalente requiere
energia, la cual proviene del calor, la luz ultravioleta o la radiacion ionizante
(Halliwell y Gutteridge, 2007).
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Tabla 1. Formacion de radicales y iones (Halliwell y Gutteridge, 2007).

Radical catiéon

X —e = X%

Radical anién

YV+e - V™

Fisiobn homolitica

A:B - A"+B"

Fisidon heterolitica

A:B = A +EBT

Las ERO pueden ser producto de la transferencia de electrones hacia el O,. En

la siguiente tabla se mencionan algunos tipos de ERO y su proceso de

formacion (Halliwell y Gutteridge, 2007).

Tabla 2. Tipos de ERO y su formacién (Halliwell y Gutteridge, 2007).

ERO

Formacion

Oxigeno Singulete

Es generado por la absorcion de energia capaz de

excitar los electrones. Existen 2 tipos, de los cuales solo

1o, : : .
- uno es radical. Son altamente reactivos ya que no tiene
restriccion de spin.
Superoxido Por adicion de un electrén al O,. El electron ocupa un
orbital T antienlazante.
07
I6n Peroxido Se forma por reduccién del superéxido, no se considera

xF—
[
=

r

radical. La fuerza del enlace disminuye debido a la
existencia de cuatro electrones en los orbitales

antienlazantes .

Peroxido de hidrégeno

H,0,

r

Es la principal ERO que esta presente en los sistemas

vivos. Es la forma protonada del ion peroxido.

I6n 6xido

-

[

Tiene lugar si ocurre la eliminacion del enlace covalente
del O,, por la reduccion del i6n peroxido con dos

electrones mas, lo cual disminuye la fuerza del enlace.

Radical hidroxilo

* OH

El radical hidroxilo es producido a partir del peréxido de
hidrogeno via la reaccién de Fenton. También se forma

por la fisibn homolitica del enlace covalente del agua.

Las ERO son generadas en los sistemas biolégicos durante los procesos

patolégicos y fisiolégicos normales, asi como por la influencia de fuentes
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externas, como los aditivos de los alimentos, farmacos, luz UV, radiacién
ionizante y la contaminacion ambiental. Durante los Ultimos afios se ha
establecido que las ERO estan involucradas en el desarrollo de ciertas
enfermedades como el cancer, enfermedades cardiacas, arterioesclerosis,
artritis  reumatoide y enfermedades neurodegenerativas, por mencionar
algunas. El proceso durante el cual se pueden generar estos dafos se
denomina estrés oxidativo, el cual se ha definido como consecuencia de una
condicion de desbalance entre la cantidad de moléculas oxidantes (ERO y
otras especies reactivas) que supera la capacidad de los antioxidantes de
contrarrestarlos (Briviba y Sies, 1994).

Para contrarrestar los dafios causados por los agentes oxidantes existen
sistemas enddgenos de defensa antioxidantes (enzimaticos y de bajo peso
molecular), cuya actividad se ve complementada con la accion de los
antioxidantes obtenidas de la dieta (vitaminas, micronutrientes, metales traza,
etc.). Los antioxidantes consumidos por humanos y animales a partir de las
plantas son metabolitos secundarios utilizados por las mismas para su propia
proteccién contra el dafio oxidativo, algunos de los mas conocidos son la
vitamina C, la vitamina E, la ubiquinona, los carotenos, los esteroles, los
polifendles, los acidos fendlicos, los lignanos y los flavonoides (Briviba y Sies,
1994; Choe y Min, 2009).

Entre las caracteristicas por las cuales algunos metabolitos secundarios son
considerados antioxidantes se encuentra su alta capacidad reductora, es decir,
la facilidad de donar un hidrogeno a las ERO para suprimir su reactividad.
Como consecuencia de la reduccion el antioxidante sufre una oxidacion y se
convierte en radical, sin embargo, cuando éste tiene un anillo aromatico o con
dobles ligaduras conjugadas, el electrén desapareado del mismo entra en
resonancia, lo cual disminuye su reactividad mientras no sea reducido por otra
molécula antioxidante. Otro mecanismo para suprimir la reactividad de las ERO
ocurre cuando el antioxidante se une al mismo formando un aducto, con lo cual
también suprime su reactividad. Aunado a lo anteriormente descrito, se les

considera antioxidantes a aquellas moléculas que tienen la capacidad de quelar
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iones metalicos, esto se debe a que los metales catalizan reacciones de
oxidacion, principalmente las de iniciacion; por ejemplo las reacciones de inicio
de la lipoperoxidacion. Existe un mecanismo antioxidante que se da por
transferencia de energia, éste tiene lugar especificamente en el oxigeno
singulete. El oxigeno singulete se genera por absorcion energia, la cual es
capaz de excitar sus electrones hacia orbitales superiores; algunos
antioxidantes reciben esa energia devolviéndolo a su estado basal, en
consecuencia es menos reactivo. Para que la transferencia ocurra, el nivel de
energia del antioxidante debe ser cercano o estar un poco por debajo de la

energia del oxigeno singulete (Choe y Min, 2009).

Como ejemplos tipicos de moléculas antioxidantes se puede mencionar el
tocoferol, comunmente conocido como vitamina E y el acido ascoérbico o la
vitamina C. La vitamina C por si misma no tiene una actividad antioxidante
significativa, sin embargo, ha sido ampliamente estudiada la sinergia que
realiza con la vitamina E al aumentar su capacidad antioxidante; esta ultima
protege a los lipidos de la membrana celular del dafio oxidativo al atrapar los
radicales que inician la lipoperoxidacién (Takahisa et al., 1985). Por su parte la
vitamina C reduce la tasa de consumo de la vitamina E ya que reduce al radical
tocoferol. Otro ejemplo son los ubiquinoles, la forma mas reducida de la
ubiquinona, éstos pueden reaccionar especialmente con el oxigeno singulete
(Briviba y Sies, 1994).

Uno de los grupos de metabolitos secundarios mas mejor estudiados por su
poder antioxidante son los carotenoides, cuyos representantes mas conocidos
son el B-caroteno y el licopeno. Los carotenos actian por abstraccion de un
atomo de hidrégeno o de un electron a partir de moléculas que pueden
catalizar el dafio por radicales o reaccionar con el 0, en su estado basal. Por
ejemplo, la unién con el oxigeno singulete se da por transferencia de energia y
produce un oxigeno en estado basal y un carotenoide radical. Por su parte, los
flavonoides y los compuestos fendlicos también inhiben la lipoperoxidacion al
desactivar los radicales que la desencadenan las reacciones de oxidacion,
como el superodxido, el radical peroxido o el oxigeno singulete (Briviba y Sies,
1994).

TJEST-UNAM

12



l“(/‘u
“ ﬂ/ )
A& TSTUDIO FITOQUIMICO DEL FXTRACTO FLORAL DE Jacaranda mimosifo[ia
D. Don. (BIGNONIACEAE) f ALGUNAS ACTIVIDADES ZBIOEOGIC.AS

3.4 DESCRIPCION BOTANICA Y DISTRIBUCION DE J.
mimosifolia

J. mimosifolia es una de las 49 especies del género Jacaranda que pertenece a
la familia Bignoniaceae. Se considera originaria del territorio noreste de
Argentina y algunas zonas de Bolivia, Brasil y Paraguay, se desarrolla en
climas tropicales y secos a una altitud entre los 500 y 2 400 metros sobre le
nivel del mar. En México es una especie introducida y actualmente esta

ampliamente distribuida a lo largo de todo el territorio (Dorado et al., 2012).

Fenolégicamente se describe como un arbol de copa amplia con una altura de
entre 8 y 12 metros. Tiene una longevidad de hasta 100 afios. Las flores
presentan una coloracién lavanda y son ligeramente fragantes. Las hojas son
de aspecto plumoso y tienen una disposicion bipinnada o de pinnas alternas.
Cada flor consta de un diminuto céliz en forma de taza, una corola delgada y
tubular con 5 pétalos delicadamente ondulados y unidos, los 5 I6bulos estan
redondeados y doblados hacia afuera, extendiéndose en forma de una
campana. Las flores se disponen como paniculas piramidales con mas de 80
inflorescencias terminales por grupo axilar, se marchitan rapidamente, son
caedizas durante la primavera y preceden al follaje. El fruto es lefioso,
dehiscente, se describe como plano y en forma de castafiuela, contiene una
gran cantidad de semillas pequefas, las cuales se producen a finales de otofio

y permanecen todo el afio (figura 1) (Lesur, 2011).
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4. ANTECEDENTES

Los antecedentes sobre J. mimosifolia que se consideraron en este trabajo son
aquellos articulos que reportan metabolitos secundarios aislados vy
caracterizados por primera vez, asi como aquellos en los cuales se
identificaron compuestos ya conocidos para la especie 0 en otras especies y
qgue son reportados por primera vez en J. mimosifolia. También se incluyen los
resultados sobre la actividad biolégica de los extractos de J. mimosifolia, asi
como reportes etnobotanicos sobre los usos de dicha la planta en la medicina

tradicional.

Tabla 3. Antecedentes de J. mimosifolia.

Autor y afio | Contribucion

Mahran et | A partir de las flores de J. mimosifolia y J. acutifolia se aislaron 2
al., 1991 antocianinas, delfinidina 3,5-diglucésido, delfinidina 3-glucésido
(figura 2) y 2 flavonas, 7-O-neohesperidosido de apigenina y 7-

O-glucésido de apigenina.

Figura 2. Delfinidina.

Nicasio y Validaron el uso tradicional de J. mimosifolia en el tratamiento
Meckes, contra la hipertension, registraron la disminucion de la
2005 frecuencia cardiaca en hasta un 25% con la méaxima

concentracion del extracto (400 mg/kg). También observaron un

efecto hipotérmico.

Chen et al., | Determinaron la actividad antioxidante y el contenido de fenoles
2007 totales del extracto aceténico de las flores de J. acutifolia, y de
sus particiones acuosa, con acetato de etilo y n-butanol. La

particion con acetato de etilo presentd la mayor actividad
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Moharram y
Marzouk,
2007

Gachet, y
Schuhly,
2009

Zaghloul et
al., 2011

antioxidante: DPPH CAsp = 0.049 mg/ml, reduccion de ion fierro
CAs0 =0.125 mg/ml y la mayor concentracion de fenoles totales
con 17.20 mgEAG/g. Todos los resultados fueron dependientes
de la concentracion y consistentes con el contenido de fenoles
totales.

Aislaron una nueva molécula denominada jacarinésido, la cual
describen como un dimero derivado de acetdsidos, el cual
contiene acido cafeico, D-glucosa y L-ramnosa. ldentificaron 5
compuestos feniletanoides y 7 flavonoides conocidos, los cuales

fueron reportados por primera vez para el género jacaranda.

Realizaron una revision bibliogréafica del género Jacaranda. Con
respecto a J. mimosifolia reportan que los extractos de hojas,
hexanico, etandlico y acuso, tienen actividad antibacteriana
contra Bacillus cereus, Escherichia coli y Staphylococcus aureus
a una concentracion de 0.6 ug. La corteza de la raiz contiene
triterpenos, en hojas se ha identificado una hidroquinona, 9
flavonoides, 5 acetdsidos, un jacarinésido y en el aceite de las
semillas el acido 8Z, 10E, 12Z-octadocatriendico. Concluyen
que las quinonas estan presentes con frecuencia en el género.
Las especies de Jacaranda poseen un potencial farmacolégico

significativo en un contexto etnoboténico.

A partir del extracto metandlico de corteza seca de J.
mimosifolia y sus particiones con éter de petréleo, dietil éter,
cloroformo y acetato de etilo, lograron aislar 9 compuestos. Los
metabolitos que fueron nuevos reportes para el género
Jacaranda son: lupeol, betulinaldehido, acido terminico, acido
maslinico, glucésido de B-sitosterol. De la particion dietil acetato
obtuvieron 3 compuestos glucosilados, los cuales contienen L-

ramnosa y D-glucosa en sus estructuras.
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Rana et al.,
2012

Solomon et
al., 2013

Evaluaron la actividad antioxidante, el contenido de fenoles
totales y de flavonoides totales de J. mimosifolia. A partir de la
particion en butanol y en cloroformo del extracto de hojas
aislaron un nuevo glucosido feniletanoide y el compuesto
jacaranona, respectivamente. La particiéon en butanol de ambos
organos de la planta contuvo la mayor concentracion de fenoles
y de flavonoides totales, con valores de 180.57 mg EAG/g en
hojas y181.85 mg EAG/g en flores para el contenido de fenoles
totales, mientras que la concentracién de flavonoides totales fue
de 55.42 mg de equivalentes de quercetina EQ/g en hojas y
32.99 mg EQ/g de flores.

Realizaron extractos acuosos, etandlicos, acetonicos, con
cloroformo y con éter de petrdleo de las flores de 7 plantas
pertenecientes a la familia Bignoniaceae. En todos los extractos
de J. mimosifolia identificaron compuestos fendlicos, quinonas
(excepto el extracto en éter de petrdleo) y carbohidratos
(excepto en el extracto cloroférmico). En el extracto acuoso,
acetonico y etanolico se presentaron terpenos; en el de éter de
petréleo se identificaron cumarinas; en el acuoso, cloroférmico y
aceténico los fitoesteroles; asi como proteinas en los extractos

acuoso Yy cloroformico.

TJEST-UNAM

16



2T
‘.'i‘ T
4@ ESTUDIO FITOQUIMICO DEL EXTRACTO FLORAL DE Jacaranda mimosifolia
D. Don. (BIGNONIACEAE) J ALGUNAS ACTIVIDADES BIOLOGICAS

5. JUSTIFICACION

Existen 49 especies de jacaranda de las cuales 39 son endémicas de Brasil,
pais en el cual tienen alto valor en la industria maderera, sin embargo, debido
al valor estético que ofrecen los colores de sus flores, en México se pueden
encontrar en parques y jardines. Existen reportes etnobotanicos sobre el uso
de J. mimosifolia como planta medicinal, los resultados de su actividad
biolégica han sido validados, se han aislado y caracterizado metabolitos
secundarios, por ello, se considera una especie con potencial farmacoldgico no
estudiado en su totalidad. Debido a que la mayoria de la investigacion existente
sobre ésta planta se ha realizado principalmente en las hojas y corteza, se
considera que es necesario contribuir al conocimiento del contenido de
metabolitos secundarios en otros 6rganos, como las flores, asi como investigar
sus propiedades biolégicas. Aunado a lo anterior, la presente investigacion se
justifica con la idea de un buen aprovechamiento de los recursos vegetales, ya
que en México J. mimosifolia es utilizado como arbol de ornato cuyas flores

terminan siendo un desecho de jardineria.

FEST-UNAM

17



PEZA-ORTIZ, 2016

6. HIPOTESIS Y PREGUNTA CIENTIFICA

1. ¢Cuales son los principales tipos de metabolitos secundarios presentes

en las flores de J. mimosifolia?

2. ¢Los compuestos que se encuentran en las flores de J. mimosifolia

poseen propiedades antibacterianas o antioxidantes?

3. ¢Existe alguna relacion entre el contenido de metabolitos secundarios de

las flores de J. mimosifolia y la actividad biologica que llegue a poseer?

Al analizar la particibn metandlica de flores de J. mimosifolia se identificaran los
compuestos presentes en dicha especie y seran caracterizados quimicamente,
con ello se contribuira al conocimiento fitoquimico de la planta. Al evaluar la
actividad antibacteriana y antioxidante se conocerd de manera general el

potencial farmacolégico del extracto floral.
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7. OBJETIVOS

General

Determinar la composicién quimica de las flores de J. mimosifolia, y algunas

actividades biolégicas.

Particulares

e Obtener el extracto metandlico de las flores de J. mimosifolia.

e Evaluar la actividad antibacteriana y antioxidante del extracto.

e Identificar de manera cualitativa los grupos de metabolitos secundarios
presentes en el extracto.

e Aislar e identificar los metabolitos secundarios para contribuir al
conocimiento fitoquimico de los metabolitos secundarios del extracto de

flores de J. mimosifolia.
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8. METODOLOGIA

8.1 OBTENCION DEL EXTRACTO

Las flores de J. mimosifolia fueron colectadas en la Facultad de Estudios
Superiores lIztacala en abril de 2013. Un ejemplar se deposité el herbario IZTA
y se le asignd el numero de registro 2484 IZTA. El extracto se obtuvo por
maceracion con metanol del tejido fresco, se concentré a presion reducida en
rotavapor y se calculo el rendimiento del extracto por diferencia de peso. Con el
fin de separar los compuestos de alta y baja polaridad, se hizo la particién con

metanol y hexano.

8.2 ACTIVIDAD BIOLOGICA

8.2.1 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

La actividad antibacteriana se determind mediante el método de difusion en
agar Kirby-Bauer con sensidiscos (modificado por Koneman et al., 1985), a una
concentracion de 2 mg de extracto/sensidisco y como control positivo
cloramfemicol 25 pg/sensidisco. Dicha metodologia se realiz6 con las
particiones metandlica y hexanica del extracto. Se utilizaron bacterias tanto
Gram negativas como Gram positivas. Como modelo bacteriano de Gram
negativas se utilizaron las siguientes cepas: E.coli 132MR, E. coli 1249MR, E.
coli 28MR y dos cepas E. coli aisladas de casos clinicos (CC). Los bioensayos
para bacterias Gram positivas se realizaron en las siguientes cepas: S. aureus
CC, S. aureus ATCC 29213, S. aureus 28MR, S. epidermidis y S. typhi CC.

8.2.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante de la particibn metandlica del extracto se determind
mediante el método de decoloraciéon del radical libore DPPH, a una
concentracion de 250 pM en metanol. Este método consiste en medir la
decoloracién que presenta la solucién color morado del radical DPPH, al ser
reducido por los compuestos contenidos en la particibn metandlica del extracto,
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lo cual se observa al tornarse amarilla. La medicién de la decoloracién se

realiza por espectrofotometria a una absorbancia de 515 nm (Serrano, 2013).

A partir de una solucion stock de 2.5 mg del extracto en 10 ml de metanol se
realizaron las siguientes diluciones: 250, 225, 200, 175, 150, 125, 100, 75
ug/ml, esto con el objetivo de tener proporcionalidad entre los datos, al graficar
la concentracion del extracto contra el porcentaje de decoloracion que
presentd. Se llevaron a cabo un total de ocho repeticiones para cada

concentracion (Serrano, 2013).

La unidad para evaluar la capacidad antioxidante que se utilizé fue la

capacidad antioxidante media o CA.,, que es la concentracion del extracto a la

cual el radical DPPH es reducido en un 50% de su concentracion. Esta se
calculo a partir la ecuacion de regresion lineal de la curva de calibracion,
realizada con las diversas concentraciones del extracto. Como control negativo
se utilizé metanol y como control positivo quercetina a concentraciones entre 1

y 10 pg/ml (Serrano, 2013). Valores menores de la CA., indican una mayor

capacidad antioxidante, ya que se requiere menos cantidad de extracto para
reducir en un 50% al radical DPPH.

8.3 CARACTERIZACION FITOQUIMICA
8.3.1 METODOS CUALITATIVOS

La primera fase consistio en el reconocimiento cualitativo, es decir presencia o
ausencia de los distintos grupos de metabolitos secundarios, para ello se
llevaron a cabo reacciones colorimétricas de identificacion para terpenos,

alcaloides, compuestos fendlicos y glucésidos.

La identificacion de terpenos se realiz6 con una cromatografia en capa fina
(CCF) en Silica Gel 60 F354 (Merck 0.2 mm de espesor), el tamafio de la placa
fue de 1.5 centimetros de ancho por 8.5 centimetros de largo. Como fase maévil
se utilizaron los disolventes diclorometano y hexano para las particiones

metandlica y hexénica respectivamente. Se colocd cada disolvente en una
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camara cromatografica y se dejo saturar, posteriormente se colocd una
pequefia muestra del extracto a 1 cm del borde de la placa, ésta se introdujo a
la camara. Se mantuvo hasta que el solvente ascendié a 1 cm por debajo del
borde superior. Como agente cromoégeno se utilizé el reactivo de vainillina y
acido sulfurico, el cual se asperjo sobre la placa y después se calentdé sobre
una parrilla eléctrica, lo anterior debido a que se sabe que el reactivo de
vainillina reacciona con el calor y detecta terpenos (Teran, 2006).

Para llevar a cabo la identificacion de alcaloides se tomé una porcion de la
particion metandlica del extracto y se suspendié en dos tubos de ensaye, uno
de ellos contenia en solucion el reactivo de Dragendorff y el otro tubo el
reactivo de Meyer, posteriormente se observo la presencia o ausencia de
precipitados o cambios de coloracién. La prueba de Dragendorff se considera
positiva si se presentan precipitados color anaranjado-marron y la de Meyer

muestra un halo blanquecino en presencia de alcaloides (Apéndice II).

Con respecto a la determinacion de compuestos fendlicos, para esta prueba se
tomd una pequefia muestra de la particion metandlica del extracto y se disolvio
en metanol dentro de un tubo de ensaye, a ésta solucion se le agregé cloruro
férrico. Los resultados son positivos si se presenta un precipitado de coloracion

rojiza a purpura o azulada (Apéndice II).

El procedimiento para la identificacion de glucésidos fue el siguiente: una
porcidn de la particion metandlica se disolvid en metanol, se agregoé el a-naftol
en solucion alcohdlica y posteriormente se vertid acido sulfarico, lentamente
por las paredes del tubo de ensaye (Apéndice Il). La presencia de glucosidos

se observa como un precipitado rojo-violeta (Dominguez, 1988).

8.3.2 CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

La concentracion de compuestos fendlicos totales de la particion metanolica del
extracto floral de J. mimosifolia se determiné a través de la reaccion de Folin-
Ciocalteu. Como referencia se realizé una curva de calibracién de acido gélico
con las siguientes concentraciones crecientes: 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 y
250 pg/ml, la medicion se realizd por espectrofotometria a un absorbancia de

760 nm. La curva de calibracion fue utilizada para interpolar la absorbancia de
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una soluciéon metandlica del extracto a una concentraciéon de 0.2 mg/ml. Los

resultados se expresan como EAG/g de extracto (Serrano, 2013).

8.3.3 FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO

a) CROMATOGRAFIA EN COLUMNA ABIERTA

Como estrategia metodoldgica para obtener compuestos puros, la particién
metandlica del extracto metandlico de flores de J. mimosifolia se sometio de
manera secuencial a dos cromatografias en columna abierta (CC). Previamente
y con el fin de determinar la mezcla de disolventes a utilizar como fase mavil
para cada CC, se observo el desplazamiento de una pequefia muestra de la
particion en cromatografia en capa fina (CCF), utilizando una placa de Silica
Gel 60 Fy54 (Merck 0.2 mm de espesor) de 1.5 centimetros de ancho por 8.5
centimetros de largo, éste procedimiento se realizé con solventes de diferente

polaridad.

La primera CC fue de fase inversa, para la cual se utilizo6 como fase
estacionaria una resina adsorbente de poliestireno tipo estireno divinil benceno
con un nombre comercial es Diaion HP-20 (Sigma-Aldrich). Las caracteristicas
de ésta fase estacionaria son las siguientes: tamafio de particula mayor a
250um, radio del poro 290 A y area de la superficie 590 m?(g Para
complementar el procedimiento los eluyentes utilizados fueron solventes de

mayor a menor polaridad de metanol, metanol-acetona y acetona.

Las alicuotas de cada CC fueron analizadas por CCF con el fin de comprobar
la pureza de los compuestos obtenidos; asi como para decidir cuales alicuotas
debian ser agrupadas, de acuerdo al criterio de que compartieran el mismo
namero y posicion de las bandas, esto para propiciar la formacion de cristales
de compuestos puros. Se utilizaron cromatofolios de aluminio cubiertos con Gel
de Silice (Merck 0.2 mm de espesor), con un tamafio de 4 centimetros de largo
por un centimetro de ancho. Las placas se observaron bajo una lampara de luz

UV a 254 y 366 nm y posteriormente se revelaron con solucién cromogénica de
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sulfato cérico en acido sulfarico, ésta mezcla permite observar la presencia de

compuestos organicos.

Una vez agrupadas las alicuotas se eligié aquella para la cual se observaran el
mayor numero de bandas separadas de manera definida. Dicha muestra se
sometié a una segunda CC cuya fase estacionaria fue Gel de Silice 60 F254
(tamafio de particula 0.063-0.200 mm, Merck malla 70-230 ASTM), como
eluyentes se utilizaron mezclas de disolventes de menor a mayor polaridad,
hexano-acetato de etilo y acetato de etilo- metanol. Las alicuotas obtenidas de
ésta segunda CC también fueron analizadas y procesadas en CCF bajo los

mismos criterios y objetivos utilizados en la primera CC.

b) CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS

Las fracciones obtenidas de la CC que estuvieron disueltas en mezclas de
solventes de baja polaridad, fueron sometidas a un analisis de cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-EM). El equipo utilizado fue
un cromatografo (Agilent technologies) modelo 6850, cuya columna HP-5MS
(Aligent technologies) presenta medidas de 30 m de largo, 0.25 mm de
diametro y pelicula de 0.25 ug que a su vez esta acoplada a un espectrometro
de masas (Agilent technologies modelo HP-5MS). El gas utilizado como fase
movil fue helio (He). El tipo de inyeccion fue Split o manual. La cantidad de
muestra que se inyecto6 fue de 1 pl. El tiempo total de analisis fue de 40 minutos
y la identificacion de los compuestos se llevd a cabo por medio de la base de
datos de la biblioteca NIST, version 8.0.
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9. RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

9.1. ACTIVIDAD BIOLOGICA

9.1.1 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

La particion metandlica y hexanica de flores de J. mimosifolia no tuvieron
actividad antibacteriana ya que no formaron halos de inhibicion, es decir no
afectaron el crecimiento poblacional bacteriano en ninguna de las cepas de las
especies estudiadas: E.coli, S. aureus, S. epidermidis y S. typhimurium. El

control positivo, cloranfenicol, si produjo halos de inhibicion en todas las cepas.

Los metabolitos secundarios presentes en flores de J. mimosifolia son
diferentes a de los contenidos en otros 6rganos de la planta, ya que algunos
articulos reportan que los extractos obtenidos a partir ramas, semillas y hojas
de la misma, presentan actividad antibacteriana. Los extractos de ramas y
semillas de J. mimosifolia tienen una significativa actividad antibacteriana en
un intervalo de concentraciones del extracto entre 8.4 y 26.2 ug/ml, esto fue
evaluado por Mahran y colaboradores en 1991 para diferentes especies, como
S. aureus, B. subtillis, E. coli, B. cereus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona
sp, Mycobaterium phlei y Neisseria sp. Por otro lado, los extractos de hojas de
diferente polaridad (acuoso, metandlico y hexanico) mostraron alta actividad
antibacteriana (concentraciones entre 2.3 y 14.4 pug/ml) en E. coli (acuoso), S.
aureus (metandlico) y B. cereus (acuoso, metandlico y hexanico) (Rojas et. al.
2006), en comparacion con los 2 mg de extracto/sensidisco utilizados en el

presente estudio que no tuvieron efecto inhibitorio.

De acuerdo a los antecedentes, se reporta que el aceite esencial de flores J.
acutifolia contiene acidos grasos, terpenos y otros metabolitos que poseen
actividad antibacteriana y antifiungica. En dicha investigacion, la actividad
antimicrobiana sobre cepas de E. coli, S. aureus y Candida albicans fue
considerada por los autores como relevante, ya que sus resultados mostraron
halos de inhibicién entre 22-25.5 mm y una Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI) entre 0.9 y 10.9 mg/ml; y moderada en Shigella flexneri y S. typhimurium
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con halos de inhibicion entre 13-14.5 mm (Mostafa et al., 2015). Sin embargo,
en éste estudio se considera que concentraciones mayores a 2 mg/ml no son
significativas, ya que el efecto antibacteriano por altas concentraciones del
extracto se atribuye al exceso de metabolitos mas que a su actividad

antibacteriana.

Al comparar éstos resultados obtenidos en la presente investigacion deben ser
considerados dos factores: que la concentracion del aceite esencial/sensidisco
fue de 30 mg/ml, quince veces mayor que la concentracion de las particiones
utilizadas en este estudio; que el tipo de metabolitos secundarios presentes en
un aceite esencial y en un extracto difieren de manera significativa. Debido a
gue J. mimosifolia y J. acutifolia pertenecen al mismo género, se esperaria que
tuvieran una composicion similar de metabolitos secundarios, sin embargo,
esta puede cambiar de una region a otra. Si se considerara que los extractos
de ambas especies tuviesen en comdn algunos metabolitos secundarios con
propiedades antibacterianas, la ausencia de actividad pudo deberse a que se
elabor6 el extracto metandlico. Aunque los extractos metandlicos si pueden
contener metabolitos secundarios de baja polaridad, como los que se
encuentran en los aceites esenciales, la concentracion de los mismos es menor
en extractos polares que en no polares. En posteriores estudios se

recomendaria obtener los aceites esenciales.

Aunado a lo anterior, diversos factores deben ser tomados en cuenta al explicar
por qué los extractos de las plantas pueden o no presentar propiedades
antibacterianas, del tipo bactericida o bacteriostatico. Debido a que los
extractos contienen mezclas de diversos grupos de metabolitos secundarios,
con modos de accion diferentes (Da Silveira et. al.,, 2012). La ausencia de
actividad antibacteriana en las cepas sometidas a prueba pudo deberse a que
los compuestos contenidos en las particiones del extracto, no tienen la
capacidad de modificar la estructura celular bacteriana, inhibiendo la sintesis
de la pared celular o alterando la permeabilidad de su membrana plasmatica,
no intervienen en procesos metabolicos, como la inhibicion de alguna fase de la
replicacion genética, la sintesis proteica o de metabolitos esenciales para la
supervivencia de las bacterias, mecanismos por los cuales actian las

sustancias antibacterianas. Otro de los factores pudo haber sido inherente a las
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bacterias mismas, ya que las cepas utilizadas fueron cepas resistentes o
aisladas de casos clinicos, por lo cual pudieron presentar mas de un

mecanismo de resistencia.
9.1.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante se determind para la particibn metandlica del extracto
de J. mimosifolia. Lo anterior, debido a que el DPPH es soluble en solventes
polares, especialmente en metanol. Otra de las razones tomadas en
consideracion fue el hecho de que existe una relaciébn entre la actividad
antioxidante de los extractos vegetales y la presencia de compuestos fenélicos
gue contengan grupos funcionales con capacidad reductora, los cuales se

caracteriza por su naturaleza polar (Chen et al., 2007).

El resultado del porcentaje de reduccién del radical libre DPPH por accién del
extracto fue producto del promedio de las ocho repeticiones realizadas. Se
calculo una CAsp de 181.5 pg/ml a partir de la ecuaciéon de regresion y= 0.255x
+ 3.7154 (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de reduccion del DPPH por accion de la particion metandlica del extracto floral de J.
mimosifolia (n=8xDE).

Como control positivo se utilizé el reactivo quercetina, ya que es un
antioxidante comercial conocido y ampliamente utilizado. El cual tuvo una CAsg
de 5.18 pug/ml (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de reduccion del DPPH por accion de la quercetina (n= 8+DE).

Al observar el valor CAsg de la particion metandlica del extracto (181.5 pug/ml) y
el CAsp de la quercetina (5.18 pg/ml), es evidente que la cantidad requerida
para reducir el 50% de los radicales es considerablemente mayor en la
particion del extracto en comparacion con el control positivo. Debido a ello, se
pensaria que la particibn metandlica no tiene una buena capacidad
antioxidante. Sin embargo, era de esperarse la quercetina fuese un mejor
antioxidante porque es un compuesto puro, mientras que la particion esta
constituida por una mezcla de diversos metabolitos secundarios, de los cuales
no todos tienen la capacidad de reducir radicales. Por lo anterior, si se
considera que la particion del extracto presenta una buena capacidad
antioxidante, esto es corroborado por la FDA (Food and Drug Administration,
USA), la cual menciona que se consideran antioxidantes aprobados aquellos
gue estén por debajo de a 200 pug/ml (Gardziella et al., 2000).

La capacidad antioxidante que tienen algunos extractos de las flores de J.
mimosifolia fue evaluada por Rana y colaboradores en 2012. Sin embargo, sus
resultados no pueden ser comparados con el del presente estudio ya que ellos
no consideraron como unidad la capacidad antioxidante media. No obstante,
los datos de ésta investigacion pueden ser cotejados con informacion de la
actividad biolégica de los extractos florales de especies del mismo género.
Chen y colaboradores en 2007 informan la actividad antioxidante del extracto
acetonico y sus particiones con acetato de etilo, n-butanol y agua, de flores de

J. acutifolia. A partir de 1.5 kg de tejido obtienen un rendimiento del 10.20, 6.03,
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1.82 y 2.35% con los solventes antes mencionados, respectivamente. Los
valores mas bajos de la capacidad antioxidante media que ellos obtuvieron
fueron 49 ug/ml con la particion de acetato de etilo, mientras los mas altos
fueron de 538 pg/ml con la particibn acuosa. Estos resultados nos podrian
indicar que los compuestos que muestran la habilidad de donar electrones y
con ello inhibir los radicales libres son de mediana polaridad, ya que los mas

polares contenidos en la particion acuosa tuvieron una CA., mayor de 200

pg/ml, por lo que no se considera que haya tenido buena actividad antioxidante
(Gardziella et al., 2000).

Al comparar la actividad antioxidante de J. acutifolia y J. mimosifolia, es légico

que J. acutifolia haya presentado un valor CA., considerablemente mas bajo, si

se considera que Chen y colaboradores hicieron diversas particiones con
disolventes de distinta polaridad, lo cual resulta en una separacion diferencial.
Esto es importante ya que la presencia o ausencia de un determinado tipo de
metabolitos depende del disolvente utilizado para su extraccion, asi como del

estadio fisiolégico de las flores (Solomon, 2013).

9.2. CARACTERIZACION FITOQUIMICA

9.2.1 METODOS CUALITATIVOS

Las reacciones de identificacion con la solucidon de vainillina, los reactivos de
Dragendorff, cloruro férrico y el a-naftol fueron positivos (Tabla 4), lo cual indica
que los metabolitos secundarios de la particion metandlica del extracto
metanolico de flores de J. mimosifolia podrian pertenecer al grupo de los
terpenos, alcaloides, compuestos fendlicos y glucésidos. No se observé ningan
precipitado blanquecino al incorporar la muestra en la solucién del reactivo de

Meyer, por lo que se considera negativo en deteccion de alcaloides.

Tomando en cuenta la informacion disponible sobre la composicion fitoquimica
de flores de J. mimosifolia, se corrobora la presencia de terpenos, compuestos
fendlicos y glucésidos, ya que también fueron identificados por Solomon y

colaboradores en 2013. De igual manera estos autores mencionan como
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constituyentes principales de los extractos de alta polaridad a las quinonas,
cumarinas, fitoesteroles y carbohidratos.

Tabla 4. Reacciones de identificacion de los diferentes grupos de metabolitos secundarios presentes en la
particion metandlica del extracto metandlico de flores de J. mimosifolia.

Metabolitos Terpenos Alcaloides Compuestos Glucésidos
Fendlicos

Reactivos

Vainillina y +
H,SO4

Dragendorff +

Mayer -

Cloruro +

Férrico

a-naftol +
(Molish)

Debido a la gran diversidad estructural de los compuestos fendlicos, no existe
una metodologia que nos permita discernir de manera cualitativa los diferentes
grupos. Sin embargo, de acuerdo a lo reportado por Moharram y Marzouk en
2007, los fenoles contenidos en flores de J. mimosifolia podrian ser de tipo
flavonoides glucosilados, como antocianidinas condensadas con unidades de
glucosa. Lo anterior tiene mayor validez si se toma en cuenta que las
antocianinas son los principales constituyentes de los pigmentos de las flores,
junto con las flavanonas y los flavonoles que fungen como co-pigmentos y
gracias a los cuales se observan diferentes tonalidades de los colores
(Solomon et al., 2013).

Con respecto a los resultados para alcaloides, aunque la reaccion con el
reactivo de Dragendorff dio positiva, no es posible aseverar que J. mimosifolia
contienen alcaloides, ya que éste reactivo también puede formar precipitados
con proteinas, purinas, betalainas, cumarinas y polifenoles (Dominguez, 1988).
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Lo anterior se suma al hecho de que la reaccion entre la particién del extracto
con el reactivo de Meyer no fue positiva, indicando la ausencia de alcaloides,

ademas de que no han sido identificados previamente para el género.
9.2.2 CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

La concentracion de compuestos fendlicos totales presentes en la particion
metanolica del extracto de flores de J. mimosifolia se calculdé a partir de la
ecuacion de regresion lineal de la curva de acido galico y = 0.0114x - 0.0348
(figura 5), lo cual resulta en la una concentracién 226.8 mg EAG/g de extracto,
es decir, se estima que el 22.68% de los compuestos del extracto son
compuestos fendlicos. Dicha cantidad es mayor a la calculada mediante ésta
misma metodologia por Rana y colaboradores en 2012 para el extracto de
flores de J. mimosifolia crecida en la India, quienes reportan una concentracion
de 181.85 mg EAG /g. Esto puede explicarse principalmente a que la
produccion de metabolitos secundarios es diferentes en las diferentes latitudes,
esta sujeta a la influencia del ambiente, de otros organismos, asi como a la

temporalidad y es estadio fenoldgico de la misma (Anaya, 2003).
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Figura 5. Curva patron para determinar la concentracion total de fenoles (n= 3+DE)

9.2.3 FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO

El rendimiento del extracto fue de 10%. A partir de primera CC, se obtuvieron
un total de 49 alicuotas reunidas en 11 fracciones (Tabla 5). Una caracteristica

al utilizar resinas como fase estacionaria en una CC es que las polaridades de
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las fase movil y la fase estacionaria se invierten ya que la primera es mas polar
que la segunda, contrario a lo que sucede cuando se utilizada de manera
convencional el gel de silica. De acuerdo con las especificaciones, el uso de
resinas en la separacion de compuestos es recomendable para la purificacion
de antibidticos, biomoléculas, asi como para la eliminacion de azUcares y sales.
Aunado a lo anterior, en algunos articulos consultados utilizan ésta resina para
separar compuestos altamente polares, como el caso de Yan y colaboradores
en 2002, quienes reportan que al utilizar la resina Diaion HP-20 para purificar
arandano, obtuvieron antocianinas,

compuestos de los frutos de

proantocianidinas y flavonoles glucosilados.

Tabla 5. Fracciones obtenidas por cromatografia en columna abierta (fase estacionaria resina Diaion HP-
20), realizada a la particion metandlica del extracto metandlico de flores de J. mimosifolia.

Eluyente Proporcién Numero de Fracciones Numero de
. fraccion
alicutoas agrupadas :
asignado
Metanol 100% 27 1-10 1
11-14 2
15-19 3
4
20-23
24-27 5
Metanol- 11 11 28-30 6
Acetona
31-34
35 8
36-37
38 10
Acetona 100% 11 39-49 11
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De acuerdo con la literatura consultada los flavonoides presente en las flores
de J. mimosifolia podrian ser de tipo antocininas, especificamente delfinidinas,
ya que a éstas se les ha atribuido producen el color morado y azul. Lo anterior
concuerda con lo reportado por Mahran y colaboradores en 1991, quienes
aislan a partir de las flores de J. mimosifolia dos antocianinas (3,5- delfinidina
diglucésido y 3-glucésido de delfinidina) y dos flavonas (7-O-neohesperidésido
de apigenina y 7-glucésido de apigenina). Se considera entre las funciones de
los metabolitos secundarios (principalmente flavonoides, carotenos y en menor
medida betalainas) contenidos en las flores, proveer el color y sabor a las flores
y frutos, éstas caracteristicas tienen importancia reproductiva en las plantas ya
qgue influencian las interacciones ecoldgicas entre plantas y animales, como la

atraccién de polinizadores y dispersores de semillas (Croteau et al., 2000).

La fraccidén 11 (Tabla 5), reunida a partir de las alicuotas 39-49, se procesoé en
una segunda CC, cuya fase estacionaria fue gel de silice y como fase mévil se
utilizaron mezclas de hexano-acetato de etilo, hexano-metanol y metano. A
partir de esta segunda CC se obtuvieron un total de 210 alicuotas, las cuales
fueron agrupadas en 49 fracciones (Tabla 6). No se pudo aislar ningan
compuesto puro, esto se determiné ya que en las CCF de las fracciones
ninguna placa mostro la presencia de una sola mancha y no se obtuvieron

precipitados cristalinos.

Tabla 6. Cromatografia en columna abierta de la fraccion 11, fase estacionaria silica gel.

Eluyente Proporcion | Namero de Fracciones Numero de

alicutoas combinadas fraccion

asignado
Hexano-Acetato de 91 4 1-2 1
etilo 3-4 2
Hexano-Acetato de 8:2 24 5 3
etilo 6-10 4
11-19 5
20-24 6
Hexano-Acetato de 7:3 29 25-27 7
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etilo 28-31
32-39
40-46 *43 10
47-53 11
Hexano-Acetato de 6:4 16 54-63 12
etilo 64 13
65-69 14
Hexano-Acetato de 1:1 12 70 15
etilo 71-74 16
75 17
76-81 18
Hexano-Acetato de 4:6 7 82-83 19
etilo 84-85 20
86-88 21
Hexano-Acetato de 3.7 13 89 22
etilo 90-92 23
93-94 24
95-98 25
99-100 26
101-102 27
Hexano-Acetato de 2:8 10 103 28
etilo 104-105 29
106-108 30
109-111 31
Acetato de etilo 100% 20 112-113 32
114-115 33
116-117 34
118- 120 35
121-130 36
37
Acetato de etilo- 91 28 131-135 38
Metanol 136-137 39
138-144 40
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145-148 41
149-154 42
155-160 43
Acetato de etilo- 8:2 12 161-163 44
Metanol 164-165 45
166-167 46
168-172 47
Acetato de etilo- 11 10 173 48
Metanol 174-182 49
Metanol 100% 15 183-210 50

La alicuota nimero 43 eluida con la mezcla hexano-acetato de etilo en
proporcién 7:3 (293.8 mg), presentd una consistencia aceitosa y coloracién

amarillenta debido a lo cual fue posible procesarla en GC/MS.

El cromatograma de la alicuota numero 43 fue poco ilustrativo debido a la
presencia de una gran cantidad de picos con concentraciones no significativas.
La identificaciébn de compuestos se realizé por comparacion del espectro de
masas con la base de datos de la biblioteca NIST, versiéon 8.0. Con una
probabilidad de 85% se identifico el acido hexadecandico (figura 6), el cual
representa el 7.34 % de la fraccion. Dicho porcentaje convertido en peso
resulta en 21.56 mg de acido hexadecanoico contenido en una faccion de
293.8 mg.

HOW/V\/\/

O

Figura 6. Acido hexadecandico.

Con respecto al acido hexadecanico, en el presente estudio se reporta por
primera como componente del extracto metandlico de las flores de J.

mimosifolia. Los acidos grasos y lipidos en general tienen un alto valor
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energeético, inclusive mayor que el de los azlcares, por ésta razon la presencia
de los mismos en el néctar pudiera conferir cierta ventaja en la atraccion de
polinizadores para aquellas plantas que los contienen, pues son caracteres que

resultan “atractivos” desde el punto de vista nutricional (Anaya, 2003).

De acuerdo a la informacion disponible en la literatura acerca del contenido de
acidos grasos de flores de J. mimosifolia, Kram y colaboradores en 2013,
realizaron un ensayo utilizando GC/MS e identificaron en el néctar la presencia
de tres &cidos grasos de 12, 16 y 18 a&tomos de carbono. Los autores de dicha
investigacién argumentan que la presencia de acidos grasos libres podria tener
un papel de suma importancia para la atraccion de polinizadores, ya que
consideran que la presencia de éstos compuestos contrarresta algunas
caracteristicas poco favorables para la polinizacion, como el hecho de que el
néctar no tenga una coloracién atrayente y que su disposicion es menos

accesible ya que se encuentra hasta el fondo de la flor tubular.
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10. CONCLUSIONES

Las particiones metandlica y hexanica del extracto metandlico floral de J.

mimosifolia no tuvieron actividad antibacteriana.

La fracciébn metandlica del extracto metandlico floral de J. mimosifolia present6

una capacidad antioxidante media de 181.5 pg/ml.

La fraccion metandlica del extracto metandlico de flores de J. mimosifolia
presenta metabolitos secundarios del grupo de los terpenos, compuestos

fendlicos y compuestos glucosilados.

La fraccion metandlica del extracto contiene un 22.6% de compuestos

fendlicos.

En una de las fracciones de la cromatografia en columna abierta se identifico el

acido hexadecanoico, el cual se reporta por primera vez en la especie.
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11. APENDICES
APENDICE |
METABOLITOS SECUNDARIOS
ALCALOIDES

Originalmente se consideraba a los alcaloides como metabolitos derivados de
las plantas que contuvieran nitrdgeno en su estructura y que ademas fuesen
farmacoldgicamente activos, sin embargo dicha definicibn no puede ser
generalizada, ya que muchos de éstos no tienen actividad farmacolégica y no
se han aislado Unicamente en plantas (Croteau et al., 2000).

Al igual que otras moléculas que contienen nitrdgeno, los alcaloides son
sintetizados a partir de aminoacidos, especialmente de triptéfano, tirosina,
fenilalanina, lisina y arginina, los cuales durante la biosintesis pueden
combinarse con esteroides o con derivados de terpenos. Se ha descrito que el
atomo de nitrogeno en dichas substancias es casi siempre parte de un anillo
heterociclico, derivado de la estructura original de algunos aminoacidos
aromaticos o resultado de la ciclizacion de aminoacidos alifaticos (Cseke y
Kaufman, 1999).

Los alcaloides se encuentran en un 20 a 30% de las plantas vasculares, sin
embargo también han sido aislados en animales, aunque no se ha determinado
si son biosintetizados por dichos organismos o los consumen de alguna fuente
externa. Se considera que los alcaloides participan en la defensa quimica ya
gue se ha comprobado su toxicidad y un amplio rango de actividades

fisiologicas en animales.

La importancia antropocéntrica de los alcaloides es muy antigua ya que
algunas plantas ricas en estos compuestos son utilizadas para preparar
venenos, purgativos, antitusivos, sedantes, pociones para contrarrestar
mordidas de serpientes, fiebre, demencia o con fines religiosos. El aislamiento
de la morfina en 1806 fue el comienzo del estudio de los alcaloides, desde

entonces han influido en la historia de la humanidad de forma benéfica por la
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obtencion de farmacos o dafina por la produccion de drogas (Croteau et al.,

2000).

Existen muchas categorias de alcaloides, las cuales se clasifican de acuerdo a

Ssu estructura de origen, asi se consideran, pirrolidina, tropano, piperidina,

pirrolizidina, quinilizidina, isoquinolina y alcaloides inddlicos (Tabla 7).

Tabla 7. Clasificacion de los alcaloides (Cseke y Kaufman, 1999; Funayana y Cordell, 2015).

Clase Estructura Precursor Ejemplos
biosintético

Pirrolidina N Acido aspartico | Nicotina

Tropano @ Ornitina Atropina, cocaina

Piperidina N Lisina Coniina

Pirrolizidina CD Ornitina Retrorsina

Quinolizidina O“j Lisina Lupinina

O

Isoquinolina e Tirosina Codeina, morfina
Psilocibina,

Indolicos N Triptofano o
estricnina
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TERPENOS

Conceptualmente los terpenos estan conformados por moléculas de isopreno,
enlazadas cabeza-cola, cabeza-cabeza o la cabeza con mitad de la molécula
(figura 7). El concepto deriva del hecho que la descomposicion de terpenos
produce el gas isopreno, sin embargo, este compuesto en si mismo no es

precursor en los sistemas biolégicos (Croteau et al., 2000).

Figura 7. Patrones de enlace entre las unidades de isopreno. a) cabeza-cola, b) cabeza-cabeza,
c)cabeza-mitad de la molécula (Croteau et al., 2000).

La clave del descubrimiento de la biosintesis de terpenos fue el descubrimiento
del acido mevalonico (MVA) y la elucidacion de la via de sintesis a partir de la
cual el acetil CoA produce al isopentenil pirofosfato (IPP) a través del MVA. El
IPP es el isopreno biolégicamente activo y su isémero, el dimetilalil pirofosfato
(DMAPP) son los precursores de todos los terpenos. Algunas de las reacciones

posteriores durante la sintesis de terpenos son ciclizaciones, re-arreglos

TJEST-UNAM

40



2T
‘.'i‘ T
4@ ESTUDIO FITOQUIMICO DEL EXTRACTO FLORAL DE Jacaranda mimosifolia
D. Don. (BIGNONIACEAE) J ALGUNAS ACTIVIDADES BIOLOGICAS

estructurales e incluso pérdida o adicion de atomos de carbono (Bramley,
1997).

A nivel intracelular se establece que la biosintesis de los sesquiterpenos,
triterpenos y politerpenos ocurre en el citosol y reticulo endoplasmatico.
Mientras que los monoterpenos, diterpenos, tetraterpenos se sintetizan en los
cloroplastos. La produccion, acumulacion y secrecion esta asociada con la
presencia de estructuras anatomicas altamente especializadas como tricomas
glandulares, cavidades secretoras en hojas, epidermis glandular, pétalos, etc.
(Croteau et al., 2000).

La nomenclatura de los terpenos se basa en el numero de unidades de
isopreno que contienen, por ésta caracteristica se clasifican en: hemiterpenos,
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos y
politerpenos (Croteau et al., 2000).

HEMITERPENOS

Moléculas de cinco carbonos (Cs), es decir, una sola unidad de isopentano
(Croteau et al., 2000).

MONOTERPENOS

Conformados por dos unidades de isopreno (Cs) unidas de manera lineal o
ciclica. Son los componentes mejor conocidos de las esencias de las flores y
de aceites esenciales (figura 8). Tienen importancia econémica por la obtencién

de saborizantes y perfumes (Croteau et al., 2000).
SESQUITERPENOS

Contienen tres unidades de isopreno (Cis), pueden ser lineales, biciclicos y
triciclicos. También forman parte de los aceites esenciales, se les han atribuido
actividades como antibidticos, antiherbivoro. La hormona vegetal acido abcisico
es parte de este grupo (figura 8) (Croteau et al., 2000).
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DITERPENOS

Moléculas que contienen cuatro unidades de isopreno (Cy), estan
representados en moléculas esenciales como el fitol (figura 8), el cual forma la
porcion hidrofébica de la clorofila, las giberelinas (figura 8), consideradas
hormonas vegetales y el retinol (Nagarajan y Brindha, 2012). También son
parte de las resinas de coniferas y legumbres. Un diterpeno con importancia

farmacoldgica es el taxol, debido a que presenta actividad anticancerigena.
TRITERPENOS

Contienen seis isoprenos (Csp), son producto de la unidén cabeza-cabeza de
dos moléculas de 15 carbonos que a su vez estdn unidas cabeza-cola. Son
sélidos con altos puntos de fusion, Los triterpenos simples son componentes de
ceras y de algunas membranas especializadas, se piensa que pueden actuar
como moléculas sefal. Por su parte los complejos glucosilados, por ejemplo las
saponinas, proveen proteccion contra patégenos (Thimmappa et al.,, 2014).

Ejemplos de esteroles y saponinas se muestran en la figura 8.
TETRATERPENOS

Son producto de la condensacién de ocho unidades de isopreno (Cgo), SUS
principales representantes son los carotenos (figura 8), los cuales confieren
coloracién roja, naranja y amarilla, a las flores y frutos de algunas especies.
Existen dos tipos, los carotenos que no contiene oxigeno sus anillos terminales
y las xantofilas que si los tienen. En los Ultimos afios los carotenos contenidos
en vegetales comestibles han sido muy estudiados, esto debido a sus
propiedades antioxidantes. En tejidos fotosintéticos los carotenos son
componentes estructurales del aparato fotosintético, ademas de proteger de la

fotoxidacién (Carranco et al., 2011).
POLITERPENOS

Se consideran moléculas que tienen mas de 8 unidades de isopreno (Croteau
et al., 2000).
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e

Figura 8. Ejemplos de terpenos. a) limoneno, b) acido abscisico, c) fitol, d) colesterol, e) B-caroteno
(Cseke y Kaufman, 1999).

COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos provienen principalmente de las vias de sintesis del
acido shikimico y del acetato/malonato o de sintesis mixta. La molécula base
de los fenoles se caracteriza por tener al menos un anillo aromatico, unido con
un grupo hidroxilo (figura 9), muchos compuestos derivan de éstos por

reacciones de condensacion o adicion (Strack, 1997).

OH

Figura 9. Molécula base de los fenoles.

FENILPROPANOIDES

Como su nombre lo indica los fenilpropanoides contienen una cadena de tres

carbonos unida a un anillo aromatico de seis carbonos (C;C3) (figura 10). Los

metabolitos primarios que fungen como sustrato para la sintesis de
fenilpropanoides son la fenilalanina y tirosina. La enzima fundamental que
desencadena la sintesis de fenilpropanoides es la fenilalanina/tirosina amonio
liasa (PAL/TAL), la cual convierte la fenilalanina en &cido cindmico y la tirosina

en acido p-cumarico (Croteau et al., 2000).
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Figura 10. Estructura base de los fenilpropanoides.

Un grupo de fenilpropanoides de importancia son las ligninas y los lignanos,
sus precursores base son los monolignoles principalmente del alcohol p-
cumarilico, alcohol coniferilico, alcohol sinapilico, cuya sintesis en la mayoria
de las plantas parte del 4cido cinamico y escasamente del &cido p-cumérico.
Esta via de sintesis comprende hidroxilaciones, metilaciones, adiciéon de CoA'y
reducciones dependientes de NADPH, las cuales ocurren en el reticulo
endoplasmasmico y en el aparato de Golgi, mientras que su polimerizacién
tiene lugar fuera de la membrana plasmatica. Las ligninas son el segundo
componente mas abundante en plantas vasculares (20-30%), se encuentran
como polimeros de alcohol coniferilico y sinampilico que forman una matriz
tridimensional alrededor de los polisacaridos de la pared celular secundaria de
fibras y el xilema secundario (elementos del vaso y traqueidas) y es parte de
los tejidos de refuerzo en herbaceas y arbustos. Los lignanos se encuentran
ocasionalmente como dimeros y mas frecuente como oligbmeros
principalmente de coniferil alcoholes condensados con monolignoles, alilfenoles
y mondmeros de fenilpropanoides (enlazados carbono-carbono 8-8", 8-57, 8-4").
La funcion de los lignanos se ha atribuido a la defensa contra patégenos, como
antioxidantes en flores, semillas, ramas, corteza, hojas y raices (Croteau et al.,
2000).

El acido p-cumarico es precursor de otra clase de metabolitos secundarios
denominados cumarinas, su sintesis involucra ciclizacion de la cadena lateral,
hidroxilaciones, formacion de isomeros trans/cis y metilaciones (figura 11). Las
cumarinas se encuentran en distintos Organos pero tienen una mayor

concentracion en flores y frutos ya que forman parte de los compuestos que
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proveen aroma dulce. Su funcion esta relacionada con la defensa contra
microbios y herbivoros, como inhibidores de la germinacion, ademas de la

proteccion contra rayos UV (Croteau et al., 2000).

N

O O

Figura 11. Esqueleto base de las cumarinas.

TANINOS

Los taninos son polimeros con aproximadamente 12 a 16 grupos fendlicos, su
principal caracteristica es la astringencia, es decir, su capacidad de formar
complejos con proteinas volviéndolas insolubles y precipitandolas (Murphy,
1999). Existen dos tipos de taninos los hidrolizables y los condensados, los
cuales son sintetizados por vias diferentes, en esta seccidon se consideran
Gnicamente a los taninos hidrolizables debido a que su parte fendlica deriva de
la forma enol del &cido 3-dehidroshikimico. Su unidad monomérica fundamental
es el acido gdlico (figura 12), el cual se polimeriza por esterificacion con

azucares (generalmente glucosa) o polialcoholes (Isaza e Hipdlito, 2007).

COOH

HO OH
OH

Figura 12. Acido gélico.
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FLAVONOIDES

Comunmente se describen a los flavonoides con una configuracion C.C;C. ya

gue su esqueleto base consiste en dos anillos benceno, denominados A y B,
unidos por un propano ciclado llamado anillo C. Se consideran una enorme
clase de compuestos fendlicos, cuyo numero supera los 4500 flavonoides
conocidos. Estan contenidos como mondémeros, dimeros o grandes oligomeros

en vacuolas de casi todos los tejidos vegetales (Croteau et al., 2000).

La primera reaccion que desencadena la biosintesis de flavonoides es la
condensacion de tres moléculas de malonil CoA con p-cumaroil CoA
(catalizada por la enzima chalcona sintetasa o CHS). La gran diversidad de
flavonoides se debe a la existencia de diferentes tipos de enzimas que pueden
participar en su biosintesis, debido a que su accion se podria describir como de
ramificacion de la via. La primera clase de flavonoides son las chalconas, a
partir de las cuales se forman las auronas y las flavanonas, la sintesis de estas
Ultimas es decisiva ya que son precursoras de los isoflavonoides, flavonas,
flavonoles, antocianinas, catequinas Yy proantocianidinas o0 taninos
condensados (figura 13). Las modificaciones que ocurren en la estructura base
se dan en el anillo C, éstas pueden ser ciclaciones estereoespecificas,
formacién de dobles ligaduras, hidroxilaciones, acilaciones, metilaciones,

glucosilaciones, entre otras (Croteau et al., 2000).

OH O

OH
OH O OH O
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Figura 13. Estructura de los flavonoides. a) Chalconas. b) Flavonoles. ¢) Flavonas. d) Flavanonas. e)

Antocianinas. F) isoflavonoides (Drago, 2007).

Los flavonoides participan en las interacciones ecolbgicas al conferir rasgos
fenotipicos como el color de las flores, el sabor y aroma de los frutos, lo que las
hace atractivas para la polinizacion y la dispersion de semillas. Los
carotenoides, betalainas y antocianinas son los principales grupos de
pigmentos contenidos en flores y frutos. Las antocianinas son caracteristicas
por su color rosa, magenta, morado y azul. Al igual que los demas metabolitos
secundarios, los flavonoides (bajo sus propios mecanismos de accion) proveen
a las plantas de resistencia y proteccion contra plagas, radiacion UV vy
enfermedades causadas por microorganismos (Drago, 2007).

En las ultimas décadas los flavonoides han ganado un interés creciente en la
industria farmacéutica y alimenticia. Las investigaciones realizadas con éste
grupo de metabolitos indican que presentan una inestimable cantidad de

actividades en las que se incluyen anti-inflamatoria, anti-cancerigena,
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antioxidante, antibacteriana, estrogénica por mencionar algunas. Aunado a lo
anterior, el consumo de alimentos ricos en flavonoides se ha asociado a una
disminucién de la probabilidad padecer enfermedades neurodegenerativas y

cardiacas (Raskin et al., 2002).
ESTILBENOS

Adicionalmente al grupo de metabolitos secundarios de sintesis mixta estan los
estilbenos (menos estudiado en comparacién con los flavonoides), éstos se
producen en algunas especies de plantas por reacciones de condensacion del
acido p-hidroxicin@mico con tres moléculas de coenzima A, mediante la accién
de una enzima llamada estilbenos sintetasa. Alrededor de 300 estilbenos se
han caracterizado en briofitas, pteridofitas, gimnospermas y angiospermas.
Entre sus propiedades es interesante mencionar su potente efecto antifingico
por inhibicion de la germinacién de esporas y del crecimiento micelial, asi como
su intervencién en los procesos de dormancia, inhibiciébn del crecimiento en

plantas, toxicidad en insectos entre las mas relevantes (Croteau et al., 2000).
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APENDICE I
METODOS CUALITATIVOS

ALCALOIDES

Los métodos de aislamiento, purificacion e identificacion de alcaloides se basan
en la naturaleza basica de dichos compuestos. La presencia de alcaloides en
un extracto se observa cuando éstos son precipitados en soluciones de acidos
de metales pesados, como el yoduro de bismuto en el reactivo de Dragendorff,
en el cual se forman precipitados con una coloracion anaranjada-marrén. Por
otro parte, con el reactivo de Meyer se observa un halo blanquecino ante la
presencia de alcaloides ya que éstos precipitan con el mercurio yoduro de

potasio contenido en dicho reactivo (Dominguez, 1988).
COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

La reaccion de identificacion de los compuestos fendlicos se considera positiva
cuando en la reaccion con cloruro férrico se presenta un precipitado con una
coloracion rojizo a purpura o azulado. La precipitacion de los compuestos
fendlicos se debe a que forma complejos con el hierro de la solucién de cloruro
férrico, lo cual provoca la oxidacion del grupo fenol y la consecuente reduccién
del metal (Alvarado, 2013).

GLUCOSIDOS

Comunmente los metabolitos secundarios se encuentran unidos con moléculas
de naturaleza glucosidica, el enlace entre este tipo de moléculas se considera
O-glucosidico y se da a través del carbono anomérico del azlcar. La
identificacion de glucésidos se lleva a cabo por medio de la reaccion de Molish,
ésta se considera universal para observar la presencia de cualquier
carbohidrato. Esta reaccion consiste en la hidrolisis del enlace glucosidico y la
deshidratacion de la molécula de azucar, catalizada por acido sulfurico, seguido

por su condensaciéon con el a-naftol (Alvarado, 2013).
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