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Resumen

La orquidea Prosthechea michuacana se ha usado en el estado de Oaxaca, como
alimento, los bulbos se mastican crudos para mitigar la sed, también como
medicinal: anti-inflamatorio (rifidn), depurativo del sistema circulatorio (diurético) y
en el tratamiento de la diabetes. Tradicionalmente es empleada como adorno en
el "nacimiento" en los meses de Noviembre y Diciembre. Para este estudio los
bulbos, raiz y las hojas de P.michuacana se secaron y molieron, fueron
sometidas a extraccion a temperatura de reflujo con hexano, cloroformo y metanol
consecutivamente durante 4 horas. A cada extracto se le determiné la actividad
antioxidante usando el método de decoloracion del B-caroteno y la decoloracién
del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). Los extractos mas activos fueron
cloroformo de raiz y bulbo con un valor de Ecsp 174.68 + 3.72 ug/ml, 310.96 *
4.17 ug/ml respectivamente, usando como control positivo el acido ascorbico con
un Ecso 122,25 pg / ml. Se determind el contenido total de fenoles por el método
de Folin — Ciocalteau, se obtuvo para los extractos de metanol de bulbo (0.55
0.009 g EGA 100 g ' B.S) y para raiz (1.27 +0.02 g EGA 100 g ' B.S). El Bio-
fraccionamiento de los compuestos con efecto antioxidante a partir de los
extractos de cloroformo de bulbos de P.michuacana, condujeron a la obtencién
de un estilbeno compuesto 1 reportado con anterioridad denominado gigantol (30
mgq). La identificacion se llevo a cabo por medio de técnicas espectroscopicas IR,
RMN "H, RMN "*C y 2D en comparacién con los datos reportados en la literatura.
El compuesto 1 presenté actividad antioxidante por la decoloraciéon del B-
caroteno y por el ensayo de DPPH el gigantol resulté ser moderadamente activo
con valor de (45,69 ug / ml). De la fraccion 9p del extracto de cloroformo de
bulbos de P. michuacana se aislaron e identificaron los flavonoides en una
mezcla (10mg), el nuevo compuesto 2: 7, metoxi-scutillarein y el compuesto 3
dihidroquercetina (taxifolin), se determino la reduccion del radical DPPH por

medio de ECsp ala mezcla presentando un valor de de 2.0 pg/ml



Abstract
Prosthechea michuacana the orchid has been used in the state of Oaxaca, such
as food, raw bulbs are chewed to alleviate thirst, as well as medicinal anti-
inflammatory (kidney), circulatory system depurative (diuretic) and treatment of
diabetes. Traditionally it is used as an ornament in the "birth" in the months of
November and December. For this study, bulbs, root and leaves were dried at
room temperature P.michuacana and ground into a find powder 100 g of powder
each was heated to reflux temperature extraction with hexane, chloroform,
methanol and water for 4 hours consecutively. The solvents were removed under
reduced pressure using a rotatory evaporador to constant weight. For each extract
was determined the antioxidant activity using the method of bleaching of B-
carotene and bleaching of the radical 1,1-diphenyl-2-picrilhidrazil (DPPH). The
chloroform extracts were most active in root and bulb with an ECsy value of 174.68
+ 3.72 pg/ml, 310.96 £ 4.17 pg/ml respectively, using as a positive control ascorbic
acid with an ECsp 122.25 mg / ml. We determined the total content of phenols by
the method of Folin - Ciocalteau, was obtained for the methanol extracts of bulb
(0.55 £ 0.009 g EGA 100 g -1 DW) and root (1.27 + 0.02 g EGA 100 g -1 BS). Bio-
splitting effect of antioxidant compounds from the chloroform extracts of bulbs
P.michuacana led to obtaining a stilbene compound 1 reported previously called
gigantol (30 mg). The identification was carried out by means of spectroscopic
techniques IR, "H NMR, "*C NMR and 2D compared with the data reported in the

literature. Compound

presented in the antioxidant activity of B-carotene
bleaching and by the DPPH test gigantol was moderately active with value (45.69
pg/ml). 9p fraction of the chloroform extract of bulbs of P. michuacana were
isolated and identified flavonoids in a mixture (10mg), the new compound 2: 7-
methoxy scutillarein and the compound 3 dihidroquercetina (taxifolin), is the

reduction of DPPH radical by the ECsg value of presenting a mix of 2.0 mg / ml



ANTECEDENTES

|. ANTECEDENTES

1.1 ORQUIDEAS

1.1.1 Generalidades.

México es un pais de enorme riqueza, tanto natural como cultural, se encuentra
entre los siete primeros paises por su variedad de seres vivos, representa entre el
10 y 12 % de biodiversidad a nivel mundial (Villasefior, 2003). Se han registrado
mas de 2000 especies de plantas que se utilizan como medicinales en distintas
regiones del pais (Torres, 1999). Por otra parte, la familia de orquideas
(Orchidaceae) es la segunda mayor familia de plantas con flores. Esta compuesta
de 20.000 a 25.000 especies, con mas de 850 géneros, el 73 % son epifitas
(Atwood, 1986), siendo las familias con mas elementos epifitos: Orchidaceae y
Bromeliacea (Aguirre — Ledn, 1992).

México cuenta con unas 1,106 especies de orquideas, distribuidas en 159
géneros (Soto — Arenas, 1996). Colombia es el pais con mayor numero de
especies en América (3000 spp.) seguido de Ecuador y Brasil (2500 spp. Cada
uno) (Dressler, 1981). La germinacion de semillas de orquideas depende
totalmente de una asociacién simbidtica con hongos del suelo, por lo general
Rhizoctonia spp. Los hongos siempre tratan de invadir el citoplasma de las células

de orquideas para obtener compuestos nutricionales (Shimura et al., 2007).

Existen numerosas variedades de orquideas de importancia econémica por su
uso ornamental, como tambien el delicioso sabor de vainilla. La vainilla proviene
de varias especies perennes de la vid del género vanilla nativas de México y
Ameérica tropical. Los aztecas originalmente utilizaron la esencia de vainilla para
adicionarlo al chocolate, y los conquistadores espafioles lo llevaron a Europa,

donde fue utilizado para esta misma finalidad (Dressler, 1981).

Esto convierte a las orquideas mexicanas en un patrimonio viviente de enorme
importancia. Desafortunadamente, se cortan miles de plantas para su distribucion
en el comercio, lo que contribuye a su extincion (Manzanero, 1995). Las
orquideas habitan casi todo el planeta. Ademas de las especies naturales, existe
un enorme grupo, de mas de 100,000 variedades, denominadas orquideas
hibridas, resultado de cruzas hechas por el hombre. De esta forma, se han
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producido innumerables variedades que intentan superar la belleza de sus flores
(Atwood, 1986).

1.1.2 Historia

Los chinos también fueron los primeros en escribir libros dedicados a las
orquideas. En 1233, Chao Shih-Keng escribi6 Chin Chan Lan P'u, describié 20
especies y la manera como crecen (Berliocchi, 2004). En 1247, Wang Kuei-Hsueh
escribid su tratado chino sobre orquideas y describié 37 especies. El primer
volumen occidental dedicado a las orquideas no se habia publicado hasta que
Georg Eberhard Rumphius (1628-1702) y el Herbario Amboinense publicaron en
1741-1755, dos de los 12 volumenes dedicados a las orquideas, los chinos fueron
casi con toda seguridad los primeros en describir las orquideas para uso
medicinal. Reinikka en 1995 reporta una leyenda china que Shen-nung describio
Bletilla striata y una especie Dendrobium en su materia médica en el siglo 28 a.C.
El primer informe de Oriente Medio de remedios de plantas hace 4000-afos,
reporta que utilizaron una tableta de arcilla adicionada con algunas orquideas
(Kong et al., 2003). Dioscorides (griego), médico militar romano, escribié Materia
Médica, incluyendo dos orquideas (Dioscorides, 1543 citado por Bulpitt C.J.
2005). El aprob6 y promovidé la "Doctrina de Firmas" en la cual consiste en
relacionar las plantas que se utilizaban con fines medicinales en funciéon de su
semejanza con las partes de la anatomia humana, por ejemplo la forma o el color
de los tubérculos de orquideas llevd a hacer utilizados para curar enfermedades
de los testiculos y estimular la lujuria. (William Turner, 1568 citado por Bulpitt C.J.
2005) escribi6 el primer libro en Inglés a base de hierbas y presenté cuatro usos
principales, como el tratamiento de la gastritis alcohdlica. Once afios mas tarde,
Williams Langham describié como antipirético y los efectos anti-diarreicos
(Langham, 1579). John Parkinson en 1640 todavia pensaba que el aumento de la

fertilidad en hombres se debia a los tubérculos.

1.1.3 Botanica

Los géneros mas representativos de la familia Orchiadaceae son: Dendrobium
(183 especies), Bulbophyllum (62 especies), Eria (53 especies), Coelogyne (43
especies), Vanda (31 especies), Habenaria (30 especies), Haemaria (20

especies), Liparis (20 especies) y Paphiopedilum (19 especies) (Dressler, 1960).
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Los medicamentos de orquideas pertenecen principalmente a los géneros:
Calanthe, Coelogyne, Cymbidium, Cypipedium, Dendrobium, Ephemerantha, Eria,
Galeola, Gastrodia, Gymnadenia, Habenaria, Ludisia, Luisia, Nevilia y Thunia
(Szlachetko,2001).

Especies de Dendrobium (Orchidaceae), conocidas localmente como "Shihu" o
"Huangcao" en China se distribuyen ampliamente en toda Asia, Europa y Australia
por mas de 1100 especies. Existen 74 especies y 2 variaciones de Dendrobium y
alrededor de 30 especies se utilizan en la medicina popular o tradicional como
antipirético, los efectos inmunorreguladores, etc. La parte aérea de estas plantas
suelen ser recogidos, cortados en piezas, secados para usos medicinales.
Ademas, en los ultimos afos, debido al dafio del medio ambiente y al consumo
excesivo de medicamentos de Dendrobium, esta se ha reducido, los principales
componentes activos en Dendrobium son fenoles como: bibenzil, fenantreno y
fluorenona con mas de 60 estructuras identificadas, estudios farmacologicos han
demostrado que los compuestos erianina, moscatilina presentan las siguientes
actividades antitumorales, anti-angiogénicos, anti-agregacion plaquetaria, anti-
inflamatorio y inmunorreguladora. Por otra parte, bibenzil y fenantreno son los
mas caracteristicos productos quimicos y son considerados como marcadores

del género Dendrobium.

1.1.4. Etnobotanica.

Los recientes estudios muestran que las orquideas se utilizan en muchas partes
del mundo y en el tratamiento de una serie de enfermedades infecciosas,
problemas relacionados con el aparato digestivo, &érganos respiratorios
reproduccion, la circulacidon, en contra de los tumores, para el alivio del dolor y
para reducir la fiebre. En México desde épocas prehispanicas a la actualidad, se
ha utilizado la familia Orchidaceae como medicinal, artesanal, el bulbo es
comestible, narcético, saborizante, aromatizante, alimenticio con fines
ceremoniales, magico — religiosos, talismanes y afrodisiacos (Téllez, 2001). Las
orquideas no son tan ampliamente utilizadas en la medicina tradicional como
otras plantas, su principal interés es de uso ornamental, distinguiéndose por la
belleza de sus flores (Baro et al., 2003). Segun un estudio realizado en Veracruz
se encontrd que la Oncidium cavendishianum (orejas de burro) es utilizada como

antihistaminico (Del Amo, 1979). En el estado de Yucatan, Brassavola digbyana
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(Munida de chicote) se utiliza para el dolor de cabeza, Catasetum maculatum
(zapatito) para abscesos e hinchazén, Epidendrum xipheres para inflamaciones y
Vanilla fragrans (Vainilla, como afrodisiaco estimula o aumenta el deseo sexual) y
es también consumido como ténico (Mendieta y Del amo, 1981). En una revision
etnobotanica realizada por el IMSS, menciona que Catasetum sp de nombre
comun cebolleta, es utilizada como anticonceptivo, antiinflamatorio, Laelia
speciosa (flor de mayo) para controlar la tos, Oncidium sp (dama danzante) para
el dolor de pie, Vanilla planifolia (bejuquillo, vainillero) para el dolor de vientre
(Aguilar et al., 1994). Asi también en otro estudio de la Sierra de Puebla se
encontré que la Vanilla planifolia la utilizan como medicinal (Martinez- Alfaro et al.,
1995). También se menciona los usos medicinales de especies como Isochilus sp,
Arpophyllum spicatum y Prosthechea citrina como cataplasma, para el caso de
Catasetum integerrimun los bulbos son pelados, salados y asados para aplicarlos

a forunculos y heridas (Hagsater et al., 2005).

1.1.5 Estudios fitoquimicos.

Las orquideas presentan grandes cantidades de flavonas C- glicosiladas y
flavonoles en sus hojas (Williams, 1979). En especies Brasilefias se identificaron
unas glicosiflavonas metiladas (Williams et al., 1994). Son pocos los estudios
fitoquimicos realizados en orquideas.

Las especies Vanilla fragrans y V. planifolia son las mas estudiadas para obtener
vainilla, producto comercial de consumo humano, donde se determinaron
cumarinas y el principal principio activo vanillina (Figura 1). También a partir de
la V. planifolia se aislé el acido vanilico con actividad antimicrobiana (Figura 2).
Se identifico el glucdsido vanilla B- glucosidasa (Dignium et al., 2004). En la
fragancia floral de Catasetum maculatum, se aisl6 el oxido trans- carvona, el cual
es epoxido de monoterpenico (Lindquist et al., 1985) y en el caso de la
Phalaenopsis ssp orquidea mariposa, se identifico el alcaloide derivado de la

pirrolizidina, la phanaelopsina T (Fujiedaa et al., 1988).
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Figura 1 Estructura compuesto vanillina Figura 2 Estructura compuesto acido vanilico

1.1.6 Estudios Farmacolégicos:

Zenteno et al. (1995) encontré que la lectina (glicoproteina dimérica) de
bulbos de Laelia autumnalis presenta actividad hemaglutinante a
eritrocitos en humanos.

Estrada- Soto et al. (2006) investigaron el efecto de dos estilbenoides de
Scaphyglottis lividia sobre el endotelio de la aorta.

En otro reporte realizado por Suresh et al. (2000) del extracto etandlico de
flores de Vanda tessellata, sobre la conducta sexual de ratones machos.
lwata et al. (2006) realizaron el estudio con tallos de las orquideas
Cymbidium y Oncidium dermatitis en forma de parche para controlar
lesiones eritematosas en la piel, mostrd reacciones positivas.

Pinherio et al. (2006) estudiaron los extractos de las hojas medicinales de
Bauhinia forticata conocido como pezufia de vaca que es ampliamente
utilizados en medicina popular como antidiabéticas. Se identifico el

compuesto kaempferitri.

1.1.7 Prosthechea michuacana

1.1.7.1 Clasificacién Taxondmica de Prosthechea michuacana

Reino: Vegetal

Division: Magnoliofita

Clase: Angiosperma

Subclase: Monocotiledénea

Familia: Orchidaceae

Subfamilia Epidendrae

Género: Prosthechea

Especie: michuacana

Nombre cientifico Prosthechea michuacana
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1.1.7.2 Generalidades

Nombres comunes empleados por el grupo étnico zapoteca: aguanos, bolas de
viejo y el grupo misteco tin-duteé: azucena de agua (Figura 3).

El género Prosthechea fue recientemente restablecido en 1998 por Higgins,
W.E., en donde la especie P. michuacana habia sido incluida en diversos
geéneros: Anacheilium, Encyclia, Epidendrum, Euchile, Hormidium y Pollardia. El
género Prosthechea fue confirmado por estudios, basados en la evidencia
molecular nuclear (nrITS) y la secuencia de la DNA del plastid (matK y trnL-F)
(Van der Berg, 2001).

Figura 3 Prosthechea michuacana

La especie Prosthechea michuacana planta herbacea terrestre, es erecta de 50 a
100 cm de largo; bulbos agrupados, ovados o subglobosos a piriformes, de 5 a 8
cm de largo, de 1.6 a 2.7 cm de ancho, cubiertos en su tercio basal por 2 bracteas
papiraceas de 4 a 6.5 cm de largo, pardas, agudas; hojas 2 6 3, elipticas a
angostamente elipticas, de 10 a 30 cm de largo, de 2 a 5 cm de ancho, agudas,
coriaceas; inflorescencia erecta, de 45 a 90 cm de largo, paniculada, espata
papiracea, de 3 a 7 cm de largo, conduplicada, aguda, pedunculo largo, de 30 a
40 cm de largo, rollizo, ligeramente rugoso, con 3 a 5 bracteas abrazadoras,
ovadas, de 4 a 7 mm de largo, agudas, papiraceas, blanquecinas, bracteas
florales mucho mas pequefias que el ovario, abrazadoras, papiraceas,
triangulares, de 2 a 4 mm de largo, de 0.8 a 1 mm de ancho, cortamente
atenuadas, pardas; ovario ligeramente rugoso, triquetro, de 10 a 14 cm de largo,
de 5 a 6 mm de grosor, ligeramente ensanchado hacia el apice; flores numerosas,
mas de 30, simultaneas, con sépalos y pétalos pardos oscuros o pardos-rojizos,

labelo blancocrema a amarillento con escasos puntos rojos; sépalos elipticos a
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oblanceolados, de 11 a 12 mm de largo, de 3 a 4 mm de ancho, agudos; pétalos
espatulados, de 10 a 11 mm de largo, de 2.5 a 3.5 mm de ancho, obtusos; labelo
trilobado, de 10 a 11.5 mm de largo, de 7 a 8 mm de ancho, I6bulos laterales
angostamente oblongos, obtusos, I6bulo medio unguiculado, con un seno amplio,
transversalmente oblongo, apice entero a ligeramente retuso, callo suborbicular,
carnoso, resolviéndose en tres venas gruesas, las laterales muy cortas, la central
llega hasta la mitad del labelo; columna corta, rolliza, de 5.5 a 6.5 mm de largo,
con 3 dientes carnosos, subiguales, el medio sobrepasando los laterales,
subcuadrado, truncado, los laterales redondeados; capsula trigona, rugosa, de 1.8

a 2.5 cm de largo, de 6.5 a 8.5 mm de ancho (Higgins, 1997).

Las raices de todas las especies del genero Prosthechea poseen un velamen
(una esponja gruesa que la cubre) diferenciadas en epivelamen y endovelamen,
fueron observados cristales (flavonoides) en las raices y las hojas. Los tallos
erguidos presentan forma aplanada, engrosamiento del bulbo, tiene 1 a 3 hojas
terminales y sésiles. Las flores forman una inflorescencia apical, paniculada en
racimo con una espata en la base. Hay una gran variedad en las flores de este
geénero que pueden asociarse a la raiz de un pedunculo o pueden ser sésiles.
Pueden florecer en el racimo al mismo tiempo o sucesivamente. Los sépalos son
casi iguales en longitud, mientras que los pétalos pueden ser mucho mas
delgados. El labio se une a la mitad de la columna y muestra un callo (una rigida

protuberancia). La columna es 3 - 5 dentado en su parte superior (Higgins, 1997).

La orquidea P. michuacana se encuentra por debajo de los 2100 - 1900 metros
sobre el nivel del mar, florece de Abril a Septiembre en las serranias del centro y
sur del pais, en diversos tipos de bosques tropicales, templados y encinares
hamedos. Se localiza en México desde el norte de Michoacan hasta Chiapas,
como también a lo largo de la vertiente de la costa pacifica, Centro América,
Guatemala y Honduras (Atwood, 1986).

Los habitantes del municipio de Santa Catarina Ixtepeji, distrito de Ixtlan, estado
de Oaxaca utilizan la orquidea como: ornamento, (los bulbos) comestible —

hidratante, diurético, antiinflamatorio, alivia los efectos de intoxicacion alcohdlica.


http://es.wikipedia.org/wiki/Flavonoide
http://es.wikipedia.org/wiki/Tallo
http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9sil
http://es.wikipedia.org/wiki/Inflorescencia
http://es.wikipedia.org/wiki/Racimo
http://es.wikipedia.org/wiki/Espata
http://es.wikipedia.org/wiki/Ra%C3%ADz_(bot%C3%A1nica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Ped%C3%BAnculo
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9palo
http://es.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9talo
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En un estudio realizado previamente sobre la orquidea P. michuacana se
identificd una nueva C- glicosil flavona, gigantol y acido malico (Tovar- Gijon et al.,
2006).

En el ano 2007 se realizé un estudio farmacologico a los extractos de hexano,
cloroformo y metanol de bulbo de Prosthechea michuacana, en el Laboratorio de
Investigacion de Productos Naturales de Escuela Superior de Ingenieria Quimica
e Industrias Extractivas ESIQIE — IPN y el laboratorio de Fito farmacologia de la
UAM- Xochimilco.

Se determinaron los siguientes efectos: antiespasmddico del extracto de
cloroformo de bulbos, en el cual el extracto y el compuesto aislado (gigantol)
provocd una inhibicion de las contracciones espontaneas de conejillo de indias
ileon comparables a los de la papaverina (Pérez R y Vargas R 2009a),
hepatoprotector del extracto metandlico de bulbos en el cual redujo los
marcadores bioquimicos de la lesién hepatica como la alanina aminotransferasa
(ALT) y aspartato  aminotransferasa (AST) y también los niveles en la
peroxidacién in vivo inducida por CCls (Pérez, R y Vargas R 2009b),
antiinflamatorio (Pérez R y Vargas R. 2009c), cicatrizante, antidiabético (Pérez R.,
Vargas R. 2009d), nefroprotector, antimicrobiano, y antioxidante.

(Pérez, 2009a)

Después de evaluar los resultados se decidio aislar e identificar los compuestos

con actividad antioxidante.

1.2 ANTIOXIDANTES

1.2.1 Radicales libres

La oxidacién es la transferencia de electrones de un atomo a otro y representa
una parte esencial de la vida aerdbica y de nuestro metabolismo, el oxigeno es el
ultimo aceptador de electréon en el sistema de flujo de electrones que produce
energia en forma de ATP. Sin embargo, cuando el flujo de electrones es
incompleto (transferencia de un electrén no apareado) se generan radicales libres
(EOR) especies con uno o mas electrones desapareados y que son altamente
inestables, esa inestabilidad hace que reaccione con otras moléculas generando

nuevos radicales libres que pueden ser superoxido (Oz)’, hidroxil (OH)
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organicos: peroxil (ROO)" y alcohoxil (RO)". Otros no son radicales libres pero
tienen el mismo efecto como el oxido nitrico (NO)’ alquil (R)*, peroxido de
hidrogeno (H>O)" ( Duarte. —Castafieda 2003; Halliwell et al., 1995).

El interés por el estrés oxidativo y las sustancias antioxidantes se ha intensificado
en la ultima decada, por la posible relacion etiolégica con diversas patologias
cardiovasculares, cancer, artritis y entre otras (Martinez et al., 1998). El estrés
oxidativo es decir produccion de radicales libres en cual ocurre entre otras
causas, cuando el sistema antioxidante no es capaz de neutralizar la accién de
los radicales libres, bien sea por deficiencia del sistema antioxidante o por

produccion excesiva de radicales libres.

Mecanismos para la produccién de radicales libres: (Turrens, 1994; Pérez, 2006).
o Autooxidacion de Moléculas Pequefias
e Oxidacion de Mioglobina y Hemoglobina
o Actividades Enzimaticas
e Peroxisomas
e Transporte electronico mitocondrial
e Transporte electronico microsomial
e Fuentes Exogenas
e Oxidacién de Proteinas
« Oxidacion de Lipidos
e Oxidacion de Hidratos de Carbono

« Oxidacion de Acidos Nucleicos

1.2.2 Antioxidantes Naturales

a. Compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos son un grupo de substancias que poseen en comun un
anillo aromatico con uno o mas substituyentes hidroxilos, y que ocurren
frecuentemente como glucdésidos. Son polares y tienden a ser solubles en agua,
pudiendo ser detectados por el intenso color verde, purpura, azul o negro que
producen cuando se les agrega una solucién acuosa o alcohdlica al 1% de cloruro
férrico. Dada la naturaleza aromatica muestran una intensa absorcion en la region

UV del espectro, siendo este método espectral muy utilizado para el analisis
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cuantitativo (Lok de Ugaz, 1988; Geissman, 1969; Dominguez, 1973; Harbone,
1975; Harbone 1973).

- Estilbenos: (Rodriguez, 2008; Geissman 1969; Gorham 1995).
Se conocen hasta 300 estelbenoides y estilben-glucdsidos, que se encuentran
naturalmente en diversas especies del reino vegetal, dentro de las espermatofitas.
Como su propio nombre indica, el esqueleto estructural de todos ellos consta de
un puente vinilico, que sirve de union a dos anillos aromaticos (esqueleto
estilbenoide). A partir de esta estructura quimica, relativamente sencilla, la
naturaleza ha sido capaz de crear una gran variedad de compuestos, variando
entre ellos tanto el numero como la posicién de grupos hidroxilos, la extensidén en
que dichos grupos hidroxilos se encuentran a su vez sustituidos por azucares, por
grupos metilo, metoxi u otros residuos y la configuracion estérica de moléculas
quimicamente idénticas. Otra causa de variacion que aumenta mucho mas el
numero de sustancias integrantes de esta familia es su habilidad para existir como

dimeros, trimeros o polimeros mayores.

Los estilbenoides son compuestos fendlicos, derivados del acido cinamico (via
acido shikimico) y de tres unidades de acetato. Son biolégicamente activos con
amplio espectro de actividad antibiética y farmacoldgica (Rodriguez, 2008). Son
sintetizados por ciertas plantas como un mecanismo adaptativo frente al estrés
(irradiacion de rayos ultravioleta, infeccion microbiana, exposicion de metales
pesados, etc.). Dentro de este grupo de compuestos, cabe destacar el trans-
resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroxiestilbeno). El resveratrol se le ha atribuido como
una via para reducir la incidencia de cancer y enfermedades cardiovasculares en
humanos. También se muestra muy efectivo en la prevencion y terapia de la
ateroesclerosis. Es un interesante agente antiinflamatorio, antihiperoxidativo,
vasodilatador y actua como antiagregante plaquetario.

http://www.ua.es/va/otri/areas/ttot/docs/Metiljiasmonato_ciclodextrinas espa%F1ol

-pdf
Majumder et al. (1995) estudiaron una serie de orquideas indias donde

encontraron varios estilbenoides y triterpenoides, en el cual aislaron dos nuevos
estilbenoides, designados como callosin y callosinina, de la orquidea

Agrostophyllum calloso, 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico acido, orchinol, 6-metoxi
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coelonin, imbricatin y callosin estos compuestos también se aislaron de la

orquidea Coelogyneflaccida.

Segun Deciga et al. ( 2007) en la orquidea Scaphyglottis livida (Lindley) distribuida
en regiones tropicales del Estado de Veracruz, México, se utiliza la coccion de la
planta para el tratamiento de dolores de estobmago. Se determinaron los efectos
anticonceptivo y anti-inflamatorio del compuesto gigantol. Investigaciones
anteriores demostraron que el extracto de Scaphyglottis livida presentaba los
compuestos: (gigantol), batatasin I, coelonin, 3,7-dihidroxi-2,4-
dimetoxifenantreno y 3,7-dihidroxi-2,4,8-trimetoxifenantreno (Estrada et al. 1999).

Segun Hernandez et al. (2004) identificaron el compuesto gigantol de Nidema
boothii, se comprobd el efecto relajante del gigantol en el musculo liso por la
mediacidon por el 6xido nitrico (NO) / sistema ciclico CMPC, como también la

actividad herbicida del gigantol.

b. Clasificacién de los compuestos fenoles (Harbone et al., 1975; Mabry, et
al., 1970) (Anexo 1).
A) Compuestos Fendlicos Simples: C6C1, C6C2, C6C3.

B) Flavonoides: chalconas y auronas
flavonoles y flavona
antocianinas
flavanonas

flavonoles

C) Isoflavonoides isoflavonas: isoflavanonas, rotenoides, isoflavanos e isoflavenos
D) Quinonas benzoquinona, naftoquinona, antraquinona, bis-antraquinona

E) -Pironas cumarinas, isocumarinas, aflatoxinas

F) -Pironas cromanos y cromonas, canabinoides

G) Xantonas

H) Lignoides

I) Dépsidos

J) Otros policétidos aromaticos

13
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c. Flavonoides. (Lok de Ugaz, 1988; Geissman y Crout 1969; Dominguez, 1973;
Harbone et al., 1975; Florez et al., 2002).

Los flavonoides son un grupo de compuestos polifenélicos ampliamente
distribuidos en los vegetales, como en el té negro, el café, la cocoa, la cerveza y
el vino rojo. Pueden aparecer desde simples moléculas fendlicas hasta polimeros
con pesos moleculares superiores a los 30000 Da. Son responsables de las
coloraciones de las plantas, la mayoria de ellos presentan actividades biologicas
muy importantes existen 13 subclases de flavonoides, con un total de mas de
5000 compuestos. Todos tienen 15 atomos de carbono en su nucleo basico
presentando un esqueleto hidrocarbonado bajo un sistema arreglado de C6-C3-
C6 (difenilpropano), es decir, 2 anillos de benceno unidos por una cadena de 3
atomos de carbono derivado del acido shiquimico ( Marcano, 1991; Lok de Ugaz,
1988 ) (Figura 4 ).

Figura 4. Quercetina Fuente (Ugaz, 1998)

Los pigmentos flavonoides, es uno de los grupos de compuestos ampliamente
distribuidos en las especies (Lok de Ugaz, 1988). Los métodos de deteccidn,
aislamiento e identificacion de compuestos fendlicos se fundamentan en sus
propiedades acidas y su polaridad. La mayoria de los fenoles son sdlidos y su
color varia desde incoloro hasta fuertemente coloreado, dependiendo de la
conjugacion de las estructuras. Su solubilidad en solventes polares (metanol,
butanol) permite diferenciarlos de otros pigmentos liposolubles igualmente

coloreados, los carotenoides, su acidez los hace solubles en bases.

Los flavonoides se forman biogenéticamente a través de la ruta del shikimato y

del acetato malonato, siendo la chalcona el flavonoide inicialmente formado, y a
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partir del cual se derivan las otras clases de modificaciones que ocurren en varias
etapas. Asi mismo cada una de estas clases puede sufrir posteriores
metilaciones, isoprenilaciones o glicosidaciones de los grupos hidroxilos,
metilenaciones de grupos o — hidroxilos, dimerizaciones como se observa en el
Anexo 2.

Los flavonoides, que se encuentran tanto en estado libre como glicosidado,
constituyen el grupo mas amplio de los fenoles naturales. Son sustancias de
origen vegetal y le dan los colores (rojos, azules, amarillo) a las flores y las hojas
de otofo (del latin flavus, amarillo). Son abundantes en las Polugonaceae,
Rutaceae, Leguminosae, Umbelliferae y Compositae. Los flavonoides se
encuentran sobre todo en los 6rganos aéreos amarillos (hojas y botones florales)
localizados en tejidos superficiales. Estan disueltos como glicésidos en el jugo
vacuolar, cloroplastos y membranas. La luz no es esencial para su formacion,
pero incluye cuantitativamente. La intensidad de color amarillo aumenta con el
aumento de pH, es decir de ser incoloros o blancos a pH acido, pasan a ser
fuertemente amarillos a pH basicos (Harbone et al., 1975).

Los flavonoides se emplearon durante mucho tiempo como colorantes de lana, y
actualmente se usan en la conservacién de grasas o jugos de frutas debido a las
propiedades antioxidantes de algunas polihidroxiflavonas. Entre otras
aplicaciones, mencionaremos la de los glucdsidos de dihidrochalconas como
edulcorantes y de la rotenona como insecticida, etc. La actividad antimicrobiana
de flavonoides prenilados y otros fenoles y la accion fungitoxica de isoflavonas
(Florez et al., 2002 ; Yizhong Cai et al., 2004).

Los flavonoides poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antitrombdticas, antimicrobianas, antialérgicas, antitumorales, antiasmaticas, e
inhibidoras de enzimas como la transcriptasa, proteina quinasa C, tirosina quinasa
C, calmodulina, ornitina decarboxilasa, hexoquinasa, aldosa reductasa,
fosfolipasa C y topoisomerasa |l.

Entre todas las propiedades bioldgicas de mayor interés son sus efectos
antioxidantes, los cuales han sido blancos de un sin numero de estudios
principalmente de corte clinico y nutricional. La actividad de los flavonoides como
antioxidantes depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y
de la relacién estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica. Esta

estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucion y variaciones en

15



ANTECEDENTES

el anillo C, teniendo en cuenta que a menudo una dosis farmacoldgicas de
antioxidantes dietéticos han sido ampliamente recomendados, algunos otros
investigadores recomiendan incluir en la dieta una mezcla de flavonoides y

taninos para lograr una mejor accién antioxidante (Pérez, 2003).

d. Funciones de los flavonoides en las plantas:

a) Su capacidad de absorber ciertas radiaciones ultravioleta que los convierte en
filtros solares para proteger los tejidos vegetales de radiaciones dafinas y
ademas se ha sugerido que participan en el proceso de la fotosintesis.

b) Diferentes actividades bioldgicas.

c) Sus variados colores y su presencia en los tejidos de las flores, sugieren que
participan en procesos de la reproduccién favoreciendo la atraccion de insectos
polinizadores.

d) La capacidad inhibidora de ciertas hormonas vegetales presentada por algunos

flavonoides sugiere que actuan como reguladores del crecimiento vegetal.

e. Clasificacion quimica de los flavonoides: (Florez et al., 2002) (Anexo 1)

1. Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

2. Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicién 4 del
anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicién C3 (Geissman y Crout 1969).
Las flavonas son amarillas y pueden estar en algunas flores, como en la primula,
dandoles un color amarillo a sus pétalos, o en frutos, como en la piel de las uvas.
Son las responsables del color amarillento de los vinos blancos. Hay tres flavonas
importantes: la tricetina, presente en el polen de algunas mirtaceas, y también en
las podocarpaceas (Podocarpus spp.); apigenina, presente en muchas plantas
como la camomila, (Matricaria recutita) o el espino blanco (Crataegus laevigata),
da un color marréon marfilefio a las flores si se presenta sola; y luteolina, de color
amarillo, que incluso sirve para tefir lana y otros tejidos, para lo cual se ha
empleado la Retama de los tintoreros (Genista tinctoria).

Los alimentos ricos en flavonas, como las manzanas y las peras, hasta el
chocolate oscuro y el vino tinto, pueden ayudar a proteger a las mujeres durante

la menopausia a prevenir las enfermedades cardiovasculares y las embolias. Las
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flavonas son componentes antioxidantes que se pueden encontrar en muchos
alimentos de origen vegetal que protegen el corazon.

4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicién 3 pero ademas
poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

A los flavonoles y las flavonas se unen azucares, preferentemente a la posicion
C3 y con menor frecuencia al C7 del anillo A, de forma que estos compuestos se
encuentran comunmente como O-glicésidos, la D-glucosa es el residuo de azucar
mas frecuente. Otros residuos de azucares son la D-galactosa, la L-ramnosa, la L-
arabinosa, la D-xilosa, asi como el acido D-glucuronico.

La parte sin azucares de la molécula flavonoides se llama aglicona. Los glicésidos
son mas solubles en agua y menos reactivos frente a radicales libres que su

aglicona o flavonoide respectivo.

f. Fuentes de los flavonoides (Fl6rez 2002).

1. Citroflavonoides: quercetina, hesperidina, rutina, narangina y limoneno. La
quercitina es un flavonoide amarillo-verdoso presente en cebollas, manzanas,
brécoles, cerezas, uvas o repollo rojo. La hesperidina se encuentra en los hollejos
de las naranjas y limones. La narangina da el sabor amargo a frutas como la
naranja, limon y toronja, y el limoneno se ha aislado del limén y la lima.

2. Flavonoides de la soja o isoflavonoides: estan presentes en los alimentos con
soja tales como porotos, tofu, tempeh, leche, proteina vegetal texturizada, harina,
miso. Los dos mas conocidos son la genisteina y la daidzeina.

3. Proantocianidinas: se localizan en las semillas de uva, vino tinto y extracto de
corteza del pino marino.

4. Antocianidinas: son pigmentos vegetales responsables de los colores rojo y
rojo-azulado de las cerezas.

5. Acido elagico: es un flavonoide que se encuentra en frutas como la uva y en
verduras.

6. Catequina: el té verde y negro son buenas fuentes.

7. Kaemferol: se encuentra en puerros, brocolis, rabano, endibias y remolacha

roja.

1.2.3 Actividad antioxidante
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Los antioxidantes utilizados en alimentos son compuestos que retardan o inhiben
la degradacidn oxidativa de las moléculas organicas, ayudan a prevenir la
formacion de colores y olores desagradables, se han obtenido diferentes tipos de
compuestos a partir de rutas sintéticas o fuentes naturales. Asi por ejemplo, entre
los compuestos de origen natural se encuentran: carotenoides, vitaminas C y E,
tocoferoles, tocotrienoles, flavonoides y licopenos, entre otros (Pokorny et al.,
2001) (Vazquez, 2007). Citroflavonoides: quercitina, hesperidina, rutina,
narangina y limoneno e Isoflavonoides: genisteina y la daidzeina (Martinez et al.,
2002).

Lo relacionado a la actividad antioxidante sugiere que tanto el tipo de moléculas
con actividad antioxidante, como la solubilidad de éstas son determinantes en la
reaccion. Infiiendo que la actividad mostrada se da por la presencia de
flavonoides y otro tipo de polifenoles. Se ha reportado ampliamente en la literatura
la relacion estructura — actividad de los flavonoides por ejemplo: En los
flavonoides existen tres caracteristicas estructurales importantes para la actividad
antioxidante: a) La presencia en el anillo B de la estructura catecol O-dihidroxi; b)
La presencia de un doble enlace en posicion 2,3; c) La presencia de grupos
hidroxilo en posicién 3y 5 (Figura 5).

los flavonoides que no contienen grupos hidroxilo en el anillo B, asi como
compuestos que contengan acidos aromaticos con 1 sélo grupo hidroxilo, no
reaccionarian con el radical 2, 2 Difenil -1 picril hidracil DPPH, pero si lo harian
con el radical ABTS ( acido ferrimioglobino/2,2"- acino-bis-(3-etilbenztiazolino-6-
sulfénico) ( Roginsky y Lissi, 2005). Adicionalmente, el DPPH es mas selectivo
que el método ABTS y se ha visto que en el caso de los polifenoles la capacidad
antioxidante cambia significativamente entre un método y otro (Roginsky y Lissi
2005).

18



ANTECEDENTES

Fuente (Perez, 2003)

Figura 5. Estructura basica de los flavonoides y sistema de numeracion.

En la literatura se encuentra referenciada la necesidad de utilizar mas de un
método cuando se evalua la capacidad antioxidante de extractos vegetales,
debido a que los antioxidantes pueden actuar por mecanismos diferentes,
dependiendo del sistema de reaccion o la fuente de radicales (Sacchetti et al.,
2005).

Huang, (2005) demostr6 la relacion de los aspectos multifacéticos de los
antioxidantes y los modelos basicos de cinética de autooxidacion y analizé los
principios quimicos de la determinacion de capacidad antioxidante. Dependiendo
de las reacciones implicadas, estos ensayos pueden ser mas O menos
clasificados en dos tipos: ensayos sobre la base de transferencia de atomo de
hidrogeno (HAT) y los ensayos sobre la base de transferencia de electrones (ET).
La mayoria de los ensayos HAT se basan en un régimen competitivo de reaccion,
en la que el antioxidante y sustrato compiten térmicamente por los radicales
peroxil generados a través de la descomposicion de compuestos azoicos. La
evaluacion del parametro Captura Total de Radical Antioxidante (CTRA) y la de
Ensayos de Decoloracién ET consisten en medir la capacidad de un antioxidante
en la reduccién de un oxidante, que cambia de color cuando se reduce. El grado
de cambio de color se correlaciona con la muestra de las concentraciones de
antioxidantes. Se debe incluir también la determinacion de fenoles totales por el
reactivo Folin-Ciocalteu (FCR), Trolox, la equivalencia de capacidad antioxidante
(CTRA), el Poder Antioxidante por Reduccién de lon Férrico (FRAP), el potencial
total de antioxidante utilizando el método de Cu (ll) como un complejo oxidante y
método DPPH radical 2,2 Difenil -1 picril hidracil. Ademas, existen otros ensayos
destinados a medir la capacidad biolégica de oxidantes tales como, anion

superoéxido, peroxinitrito, y el radical hidroxilo.
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1.3 Obtencidén de los extractos vegetales:

La extraccidon es un proceso por el cual podemos aislar una sustancia o grupos de
sustancias basandonos en la diferencia de solubilidad de los mismos en un

determinado disolvente (Jiménez G. 2002)

La extraccidn puede realizarse a partir de mezclas soélidas o de soluciones de la
sustancia deseada en un dado disolvente. En ambos casos debe observarse la
formacion de dos fases para que el proceso pueda realizarse: en el primer caso
una fase sdlida y una liquida, mientras que en el segundo caso deben presentarse

dos fases liquidas inmiscibles (Gonzalez, 2001).

Si se tienen dos liquidos inmiscibles entre si formando dos fases liquidas y se
agrega una tercera sustancia, dicha sustancia se distribuira entre las dos fases de
una manera definida dependiendo de su afinidad hacia los diferentes disolventes.
Este equilibrio es independiente de la cantidad en que se agrega dicha sustancia,
pero es dependiente de la temperatura (Dominguez, 1973). Los agentes de
disolucidn el agua se emplea unicamente en casos determinados, pues puede
llegar a alterar el contenido de principios activos y por consiguiente el contenido
del producto. El alcohol es el disolvente por excelencia, pues evita la disolucion de
las materias gomosas y pectinas y facilita la disolucién de alcaloides y de las

esencias (Sora et al.,, 1998).

- Método de disolucién: Son varios los métodos que pueden ser empleados. Si
el compuesto a extraer se encuentra en una solucidon acuosa, se introduce la
misma dentro de una ampolla de decantacion y se agrega el disolvente organico
seleccionado para la extraccion. El disolvente elegido debe ser inerte, inmiscible
con agua y presentar el mayor valor de Ky (La constante K4 es llamada constante
de distribucion o particion) (Galagovsky, 1995).

Entre los disolventes mas utilizados para estos procesos podemos mencionar:
Hexano, cloroformo, éter etilico (dietiléter), diclorometano, éter de petréleo,
acetato de etilo, metanol. Tanto el metanol como el acetato de etilo tienen mayor
polaridad que los dos restantes. Por lo tanto, cuando se desea obtener una
sustancia organica polar debe utilizar alguno de estos dos solventes. Recordar

que cuando se extrae un pigmento vegetal se utilizaba etanol para extraer
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clorofilas, mientras que los carotenos —menos polares— pueden extraerse con

cualquier disolvente mencionado antes (Vogel, 1991).

- Método de maceracion (Vogel, 1991) Consiste en mantener el material vegetal
en contacto con un liquido (disolvente) frio, en recipientes de vidrio o de acero
inoxidable. Esta operacion requiere un tiempo mas o menos largo (96 horas como
minimo y un tiempo ideal de 8 dias), y generalmente va acompafiada de la
trituracion mecanica del material. Es el método mas recomendable para extraer

sustancias termolabiles (Sora et al., 1998)

Otro tipo es la extraccion sélido-liquido. En este caso, el liquido se pone en
contacto con un sélido durante un lapso de tiempo determinado y luego se filtra,
quedando disuelta en el disolvente la sustancia buscada. Este tipo de extraccion

se realiza habitualmente en un aparato denominado reflujo.

Si el proceso se hace a una temperatura superior a la del ambiente pero inferior a
la del punto de ebullicion del disolvente, se llama digestién, mientras que si la
temperatura se encuentra por encima del punto de ebulliciéon del disolvente se le
conoce como decoccion o reflujo, si se utiliza un refrigerante para reciclar el
disolvente, la sustancia sdélida se introduce a un balén de 60 It a dicho recipiente
donde se coloca el volumen del disolvente que se utilizara en la extraccion para
extraer los compuestos de la muestra vegetal, por el extremo superior del
recipiente, se coloca un condensador (Lok de Ugaz 1988), el disolvente se
calienta; los vapores ascienden por el refrigerante luego se condensan y vuelven
al recipiente impregnando al solido por efecto de sifon. En donde el disolvente
extrae las sustancias deseadas. El proceso se repite automaticamente hasta que
la extraccién se completa, el disolvente de extraccion se evapora, recuperando

asi a la sustancia deseada (Harbone, 1973).

Caracteristicas de los extractos vegetales:

- Los extractos bien preparados son de color mas 0 menos oscuros; cuando han
sido preparados al vacio, son ligeramente mas claros.

- Unos son de color café amarillentos, otros de color rojizo, los extractos
provenientes de hojas son verdosos debido a la clorofila. Su aspecto debe ser

liso, fino y homogéneo.
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- Su olor y su sabor son propiamente caracteristicos de la materia prima que ha
dado su origen. Mal preparados, adquieren olor a caramelo o de confitura poco
cocida.

- Algunos extractos tienen un excelente indice de disolucion, en el mismo titulo

alcoholimétrico del alcohol con el cual ha sido preparado ( Gonzalez, 2001).

1.4 Técnicas de Purificacion

1.4.1 Cromatografia (Torres, 1994; Lok de Ugaz 1988)

Historia

El botanico ruso Mikhail Tswett establecio las ventajas de la cromatografia y fué el
primero en utilizar este término. Es recordado como el Padre de la Cromatografia.
Ismailov y Scraiber utilizaron laminas de vidrio para colocar capas muy delgadas
de alumina y luego aplicaron extractos vegetales, dando asi la primera forma de
Cromatografia de Capa Fina. Egon Stahl (1956) di6 el nombre de Cromatografia
de Capa Fina. Estandarizé los procedimientos, equipos y adsorbentes dando un

auge a la técnica simple, a bajo costo y €eficiente.
La absorcion es la retencion de una especie quimica por parte de una masa y
depende de la tendencia que tiene ésta a formar mezcla o reaccionar

quimicamente con la misma.

Proceso de adsorcion

La cromatografia (del griego chroma=color, graphos= escritura) es un
procedimiento fisicoquimico que permite separar los componentes o sustancias
integrantes de una mezcla en movimiento por adsocién o separacion diferencias

de estos componentes sobre una superficie estacionaria o inmoévil.

En la cromatografia ocurren dos fendmenos muy importantes y que son
practicamente los responsables para que ocurra la separacion: la adsorcion y la

absorcion.

Se llama adsorcidén al depdsito y retencion selectiva de sustancias sobre la
superficie de sdlidos finamente divididos por efecto de fuerzas fisicoquimicas es

decir la muestra aplicada en la capa es adsorbida en la superficie del material por
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la accion de fuerzas electrostaticas (fuerzas de Van der Waals, puentes de
Hidrégeno, efectos inductivos, etc). Luego, cuando la capa es expuesta a un flujo
por accion capilar, se inicia una competencia de enlaces entre los sitios activos

del adsorbente y la substancia con el solvente.

Adsorbentes
Los adsorbentes mas utilizados en la Cromatografia de Capa Fina son:

« Silica gel (se utiliza en el 80% de las separaciones)
« Oxido de Aluminio 6 Alumina (4cida, neutra ¢ basica)
o Tierra Silicea 6 Kieselguhr
o Celulosa (Nativa o micro-cristalina)
e Poliamidas
Estos adsorbentes deber tener las siguientes caracteristicas:
« Tamafo de Particula
o Volumen de Poro
o Diametro de Poro
o Area Superficial
« Homogeneidad

e Pureza

Preparacion de la Placa Cromatografica ( Dominguez, 1973; Torres, 1994)

La cromatografia es una técnica de separacién extraordinariamente versatil que

presenta distintas variantes.

En toda separaciéon cromatografica hay dos fases (soélida, liquida o gas) una movil
y otra estacionaria, que se mueven una con respecto de la otra manteniendo un
contacto intimo. La muestra se introduce en la fase mévil los componentes de la
muestra se distribuyen entre la fase estacionaria y la movil. Los componentes de
la mezcla a separar invierten un tiempo diferente en recorrer cada una de las
fases, con lo que se produce la separacion. Si un componente esta la mayor parte

del tiempo en la fase movil el producto se mueve rapidamente, mientras que si se
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encuentra la mayor parte en la fase estacionaria, el producto queda retenido y su

salida es mucho mas lenta.

Se usan como soporte del adsorbente laminas de: Vidrio, Plastico 6 Metalicos (ej:
Aluminio) Los tamafios de la placa para CCF convencional son : 20 cm x 20 cm;
10 cm x 20 cm y 5 cm x 2 cm. Hay placas que contienen un indicador de
Fluorescencia: Fas4 6 F3ss. El nUmero que aparece como subindice nos indica la

longitud de onda de excitacidon del indicador utilizado.

Aplicacion de la muestra

La muestra se aplica en la placa segun el objetivo: Analitico 6 Preparativa en:
e Bandae

¢ Punto 6 Mancha

Desarrollo de la placa

Es un proceso mediante el cual son trasportados a través de la fase estacionaria

por la fase movil.

Eleccion del disolvente

Los disolventes organicos de polaridad creciente utilizados para realizar las
diferentes mezclas para la separacion segun la serie eluotropica se puede

observa en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Serie eluotrépica de los disolventes empleados como fase movil en la
cromatografia de adsorcién sobre gel de silice CCF, CCFP, CC, Sephadex LH 20.

Alcanos

Alquenos

Eteres

Hidrocarburos Halogenados
Hidrocarburos Aromaticos
Aldehidos y Cetonas
Esteres

Alcoholes

Aminas

Acidos Carboxilicos

: Fuerza eluyente
Disolvente

umento de la polarida
(movimiento mas lento)

g

Pentano 0,00
Hexano 0,01
Heptano 0,01
Triclorotrifluoroetano 0,02
Tolueno 0,22
Cloroformo 0,26
Diclorometano 0,3
Eter dietiico 0,43
Acetato de etilo 0,48
Eter metil t-butilico 0,48
Dioxano 0,51
Acetonitrilo 0,52
Acetona 0,53
Tetrahidrofurano 0,53
2-Propanol 0,60
Metanol 0,70

Fuente: Snyder L. R. 1983

Camaras para el desarrollo

Existen varios tipos de camaras:

e Normal

o Doble Compartimiento
e Sandwich

e Horizontal

e Vario KS

e U
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Deteccion 6 visualizacion

Si la muestra (mancha) no es coloreada se requiere de métodos que nos permitan
visualizar el(los) componente(s) presentes. También se conoce este
procedimiento como Revelado.
Estos métodos son:
e Quimicos (por inmersion o rociado). Se obtienen derivados coloreados o
fluorescentes

« Fisicos (6pticos). Generalmente se utiliza radiacion UV

Evaluacién de un cromatograma de capa fina

Analisis cualitativo
e Medida de Rf
e Comparacioén Visual de Color/Intensidad
e Propiedades UV/IRIMS/NMR

Analisis Cuantitativo

e Semi-cuantitativo
o Comparacion visual del didmetro y la intensidad del color de la
mancha contra una serie de manchas patrones de concentracidn
conocida
e Cuantitativo
o Indirecta
o Directa
= Densitometria
= Medida de Transmision. Medida de luz transmitida a
través de la substancia.
= Medida de Emision. Medida de luz reflejada desde la
substancia
= Espectrofotometria
= Fluorescencia
Fluorescencia con "quenching
Sephadex LH 20
Gel de Filtracion molecular, separacion de compuestos de tipo polifendlico es una

red tridimensional de cadenas de polisacarido de dextran modificado mediante
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hidroxipropilacién que posee propiedades lipoflicas e hidrofilicas lo que es
posible su solvatacion en agua, disolventes organicos polares y mezclas de
solventes organicos polares y no polares, permitiendo la separaciéon de moléculas

de acuerdo a su tamano.

1.5 Técnicas Instrumentales para la elucidacién estructural e identificacién
de los compuestos.

1.5.1 Espectroscopia infrarroja IR (Skoog, 1989).

(Espectroscopia IR) es la rama de la espectroscopia que trata con la parte
infrarroja del espectro electromagnético. Esta cubre un conjunto de técnicas,
siendo la mas comun una forma de espectroscopia de absorcion. Asi como otras
técnicas espectroscopicas, puede usarse para identificar un compuesto e

investigar la composicion de una muestra.

La porcidn infrarroja del espectro electromagnético se divide en tres regiones; el
infrarrojo cercano, medio y lejano, asi nombrados por su relacion con el espectro
visible. El infrarrojo lejano (aproximadamente 400-10 cm™) se encuentra
adyacente a la region de microondas, posee una baja energia y puede ser usado
en espectroscopia rotacional. El infrarrojo medio (aproximadamente 4000-400 cm’
Y puede ser usado para estudiar las vibraciones fundamentales y la estructura
rotacional vibracional, mientras que el infrarrojo cercano (14000-4000 cm™) puede

excitar sobretonos o vibraciones armoénicas (Conley, 1979).

Los enlaces quimicos tienen frecuencias especificas a las cuales vibran a
diferentes niveles de energia. Las frecuencias resonantes o frecuencias
vibracionales son determinados por la forma de las superficies de energia
potencial molecular, las masas de los &atomos y eventualmente por el
acoplamiento vibronico asociado. Para que un modo vibracional en una molécula

sea activa al IR, debe estar asociada con cambios en el dipolo permanente.

En particular, en las aproximaciones de Born-Oppenheimer y arménicas, i.e.
cuando el Hamiltoniano molecular correspondiente al estado electrénico basal
puede ser aproximado por un oscilador armonico en la vecindad de la geometria

molecular de equilibrio, las frecuencias resonantes son determinadas por los
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modos normales correspondientes a la superficie de energia potencial del estado
basal electrénico de la molécula. Sin embargo, las frecuencias resonantes pueden
estar en una primera aproximacion relacionadas con la fuerza del enlace y la
masa de los atomos a cada lado del mismo. Asi, la frecuencia de las vibraciones

pueden ser asociadas con un tipo particular de enlace (Creswell, 1979).

Las moléculas diatomicas simples tienen solamente un enlace, el cual se puede
estirar. Las moléculas mas complejas pueden tener muchos enlaces, y las
vibraciones pueden ser conjugadas, llevando a absorciones en el infrarrojo a
frecuencias caracteristicas que pueden relacionarse a grupos quimicos. Los
atomos en un grupo CHj, encontrado comunmente en compuestos organicos
pueden vibrar de seis formas distintas, estiramientos simétricos y asimétricos,
flexiones simétricas y asimétricas en el plano (scissoring y rocking,
respectivamente), y flexiones simétricas y asimétricas fuera del plano (wagging y

twisting, respectivamente); como se muestra a continuacioén en la Figura 6.
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Figura 6. Frecuencias vibracionales (estiramientos y flexiones ) comunes en IR
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Para medir una muestra, un rayo de luz infrarroja atraviesa la muestra y se
registra la cantidad de energia absorbida en cada longitud de onda. Esto puede
lograrse escaneando el espectro con un rayo monocromatico, el cual cambia de
longitud de onda a través del tiempo, o usando una transformada de Fourier para
medir todas las longitudes de onda a la vez. A partir de esto, se puede trazar un
espectro de transmitancia o absorbancia, el cual muestra a cuales longitudes de
onda la muestra absorbe el IR, y permite una interpretacion de cuales enlaces

estan presentes.

Esta técnica funciona exclusivamente con enlaces covalentes, y como tal es de
gran utilidad en quimica organica. Espectros nitidos se obtienen de muestras con
pocos enlaces activos al IR y altos niveles de pureza. Estructuras moleculares
mas complejas llevan a mas bandas de absorcidén y a un espectro mas complejo.
Sin embargo, esta técnica se ha podido utilizar para la caracterizacién de mezclas

muy complejas (Olsen 1990)

Usos y aplicaciones

La espectroscopia infrarroja es ampliamente usada en investigacion y en la
industria como una simple y confiable para realizar mediciones, control de calidad
y mediciones dinamicas. Los instrumentos son en la actualidad pequefos y
pueden transportarse facilmente. Con una tecnologia de filtracion y manipulacién
de resultados en auge, las muestras en solucion pueden ser medidas con
precision

El agua produce una absorbancia amplia a lo largo del rango de interés, volviendo
al espectro ilegible sin este tratamiento computacional. Algunas maquinas indican
automaticamente cual es la sustancia que estad siendo medida a partir de mieles

de espectros de referencia almacenados.
Se pueden medir cambios en el caracter o la cantidad de un enlace particular.

Esto es especialmente util para medir el grado de polimerizacion en la

manufactura de polimeros.
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También es usado en aplicaciones cualitativas analisis por comparacion con
espectros conocidos y aplicaciones cuantitativas mezcla de compuestos,

contaminantes atmosféricos.

La industria farmacéutica necesita disponer de métodos analiticos rapidos y
fiables para poder controlar de forma eficiente tanto las materias primas como los
productos intermedios o finales y, en un sentido amplio, el proceso de fabricacion.
El espectro puede detectar pequenas desviaciones en el nivel de concentracion
de alguno de los componentes, asi como la capacidad de esté de detectar

contaminaciones.

Para la interpretacion de los espectros de IR se analiza el espectro en base de la
division de las sefiales en IR:

De 4000 a 2900 cm™ . Tensién de CH, O-H y N-H

De 2500 a 2000 cm™. Tension de triples enlaces y dobles enlaces acumulados.
De 2000 a 1500 cm™ .Tensién de C=0, C=Ny C=C

De 1500 a 600 cm™. Zona de la huella dactilar ( Flexion de enlaces CH, CO, CN,
CC, etc. ). De acuerdo con dicha division se podran identificar diversos grupos

funcionales, tal y como se indica en el Cuadro 2.

1.5.2 Resonancia Magnética Nuclear (Creswell, 1979; Skoog, 1989; Olsen 1990;
Silverstein et al., 1991).

La resonancia magnética nuclear (RMN) es un fendmeno fisico basado en las
propiedades magnéticas que poseen los nucleos atomicos. La RMN permite
alinear los campos magnéticos de diferentes nucleos en la direccién de un campo
magnético externo. La respuesta a este campo externo depende del tipo de
nucleos atomicos, por lo que esta técnica puede utilizarse para obtener

informacién sobre una muestra.
Algunos nucleos atomicos sometidos a un campo magnético externo absorben

radiacion electromagnética en la region de las frecuencias de radio o

radiofrecuencias. Como la frecuencia exacta de esta absorcién depende del
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entorno de estos nucleos, se puede emplear para determinar la estructura de la

molécula en donde se encuentran éstos.

Cuadro 2. Frecuencias de vibracion de algunos grupos funcionales en IR

Grupo Funcional Numero de Grupo Funcional Numero de onda
onda (cm™)
(em™)
OH 3100 - 3200 -C=C- 2300 - 2100
(enlace de hidrogeno)
OH 3600 -C=N 2250
(sin enlace de hidrogeno)
Cetonas 1725-1700 |-N=C=0 2270
Aldehidos 1740 — 1720 | -N=C=S 2150
Aldehidos y cetonas B | 1715-1660 | C=C=C 1950
alfa insaturados
Ciclopentanonas 1750 — 1740 NH 3500 — 3300
Ciclobutanonas 1780 — 1760 C=N- 1690 — 1480
Acidos carboxilicos 1725 - 1700 NO; 1650 — 1500
Esteres 1750 — 1735 S=0 1070 - 1010
Esteres alfa - B|1750-1715 Sulfonas 1350 — 1300
insaturados
Delta — lactonas 1750 — 1735 Sulfonamidas y | 1370 — 1300
Gama - lactonas 1780 - 1760 sulfonatos
C-F 1180 — 1140
Amidas 1690 — 1630 C-Cl 780 — 580
C-Br 800 — 560
Anhidridos 1850 - 1740 | C-1 600 — 500

( Silverstein et al., 1991)

Para que se pueda emplear la técnica los nucleos deben tener un momento
magnético distinto de cero. Esta condicién no la cumplen los nucleos con numero
masico y numero atdmico par (como el '°C, 'O, 32S). Los nucleos mas
importantes en quimica organica son: 'H, *C, *P, "F y ™N. Otros nucleos
importantes: Li, ''B, #’Al, ?°Si, "Se, "'"Sn, "°Pt, "®®Hg, 29°TI, 2°°TI, ?"Pb.

31



http://es.wikipedia.org/wiki/Momento_magn%C3%A9tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Momento_magn%C3%A9tico
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_m%C3%A1sico
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_m%C3%A1sico
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_at%C3%B3mico

ANTECEDENTES

Se prefieren los nucleos de numero cuantico de espin nuclear igual a 1/2, ya que
carecen de un momento magnético cuadrupolar que produce un ensanchamiento
de las senales de RMN. También es mejor que el isétopo sea abundante en la
naturaleza, ya que la intensidad de la sefal dependera de la concentracion de
esos nucleos activos. Por eso, uno de los mas utiles en la elucidacion de
estructuras es el 'H, dando lugar a la espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de proton. También es importante en quimica organica el 3¢, aunque se

trata de un nucleo poco abundante y poco sensible (Olsen 1990).

La técnica se ha empleado en quimica organica, quimica inorganica y bioquimica.
La misma tecnologia también ha terminado por extenderse a otros campos, por

ejemplo en medicina, en donde se obtienen imagenes por resonancia magnética.

1.5.2.1 Principio fisico (Silverstein, 1991)

Todos los nucleos que contienen un numero impar de protones (numero atémico)
O un numero masico impar tienen un momento magnético intrinseco y un
momento angular. Si un nucleo con estas caracteristicas se somete a un campo
magnético constante, percibira un par de fuerzas que lo haran girar sobre si
mismo hasta que el momento magnético y el campo magnético se encuentren
alineados.

Dos alineamientos seran posibles. Por una parte, el campo magnético y el
momento magnético pueden apuntar en la misma direccion, configuracion que
tendra una energia minima y sera la mas probable. Por la otra, ambos vectores
pueden apuntar en direcciones opuestas, caso en el que la energia sera
ligeramente superior. La diferencia de energia entre ambos estados se expresa
segun la ecuacion siguiente:

AF = hﬁ." B.[].

Donde y es la constante giromagnética o factor giromagnético, que depende del
nucleo que observemos.

Ambos niveles estaran poblados segun las leyes del equilibrio térmico. Como se
puede observar, la diferencia de energia es proporcional a la magnitud del campo

magnético y esta directamente relacionada con la frecuencia de Larmor.
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Debido a esta diferencia de energia, si un nucleo es perturbado por un campo
electromagnético de la frecuencia apropiada, se producira un fendmeno de
resonancia; los nucleos del estado de energia inferior se excitaran al estado de
energia superior. Cuando el estimulo cese, los nucleos emitirdan, en forma de
fotones, la energia que habian absorbido. Fotones que podran detectarse

utilizando el equipamiento adecuado.

Los equipos médicos de resonancia magnética nuclear suelen trabajar a una
frecuencia de 300 MHz para la resonancia de H', y entre 20 MHz y 100 MHz para

otros atomos (Silverstein, 1991).

1.5.2.2 Aplicaciones mas comunes (Silverstein et al., 1991)

La resonancia magnética hace uso de las propiedades de resonancia aplicando
radiofrecuencias a los atomos o dipolos entre los campos alineados de la
muestra, y permite estudiar la informacion estructural o quimica de una muestra.
La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica
empleada principalmente en la elucidacién de estructuras moleculares, aunque

también se puede emplear con fines cuantitativos.

La RMN se utiliza también en el campo de la investigacion de ordenadores
cuanticos. Sus aplicaciones mas frecuentes se encuentran ligadas al campo de la
medicina, la bioquimica y la quimica organica. Es comun denominar "resonancia
magnética" al aparato que obtiene imagenes por resonancia magnética (MRI, por

las siglas en inglés de "Magnetic Resonance Imaging").

1.5.2.3 RMN Multidimensional (Creswell, 1979).

La posibilidad de excitar la muestra con uno o mas pulsos de radiofrecuencia
(RF), cada uno de ellos aplicado con una potencia, duracion, frecuencia, forma y
fase particulares, e introducirlos en momentos especificos de tiempo durante el
experimento de RMN, generalmente antes de que el sistema haya regresado al
equilibrio por relajacién, permite disefiar toda una gama de secuencias de pulsos
de las que se puede extraer informaciéon molecular muy variada.

Una secuencia de pulsos es una distribucidén en el tiempo de alguno o varios de

los siguientes elementos: i) un cierto numero de pulsos de RF que afecté a uno o

33


http://es.wikipedia.org/wiki/Resonancia
http://es.wikipedia.org/wiki/Radiofrecuencia
http://es.wikipedia.org/wiki/Dipolo
http://es.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Espectroscop%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Resonancia_magn%C3%A9tica_nuclear
http://es.wikipedia.org/wiki/Ordenador_cu%C3%A1ntico
http://es.wikipedia.org/wiki/Ordenador_cu%C3%A1ntico
http://es.wikipedia.org/wiki/Medicina
http://es.wikipedia.org/wiki/Bioqu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica_org%C3%A1nica
http://es.wikipedia.org/wiki/Imagen_por_resonancia_magn%C3%A9tica

ANTECEDENTES

mas tipos de nucleos, ii) tiempos de espera en los que no se hace nada sino
esperar a que el sistema evolucione de una determinada forma. Estos tiempos de
espera pueden ser fijos o bien incrementables si su duracién se va aumentando a
medida que se repite el experimento, iii) gradientes de campo magnético y iv) una

etapa final en la que se adquiere la FID.

En un experimento de RMN multidimensional la secuencia de pulsos debe constar
de al menos dos pulsos y éstos deben separarse por un periodo de espera
incrementable. La secuencia de pulsos se repite un numero de veces
adquiriéndose una FID en cada ocasion. La fase de alguno de los pulsos puede
alterarse en cada repeticion asi como incrementarse la duracién de uno o mas
tiempos de espera variables. Si la secuencia de pulsos tiene un tiempo de espera
incrementable el experimento tendra dos dimensiones, si tiene dos sera de tres

dimensiones, si tiene tres el experimento sera de cuatro dimensiones.

Aunque en teoria no existe limite en el numero de dimensiones de un
experimento, experimentalmente hay limitaciones impuestas por la consiguiente
pérdida de senal por relajacibn que conlleva la deteccion de las distintas
dimensiones. Los tiempos de registro de los experimentos de RMN
multidimensional se pueden acortar drasticamente con las técnicas rapidas de

RMN desarrolladas en la presente década.

Los experimentos multidimensionales se pueden clasificar en dos tipos
principales:

Experimentos de correlacion homonuclear: Son aquellos en los que todas las
dimensiones corresponden al mismo nucleo. Ejemplos: COSY (Correlation
Spectroscopy), TOCSY (Total Correlation Spectroscopy), NOESY (Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy).

Experimentos de correlaciéon heteronuclear: En este experimentos se obtienen
espectros cuyas dimensiones pertenecen a diferentes nucleos. Ejemplos: HMQC
(Heteronuclear Multiple Quantum Correlation), HSQC (Heteronuclear Simple
Quantum Correlation), HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation), HOESY
(Heteronuclear Overhauser Effect Spectroscopy).
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Las interacciones que pueden detectarse por RMN se pueden clasificar en dos
tipos:

1. Las interacciones a través de enlaces se basan en el acoplamiento escalar

2. Las interacciones a través del espacio se basan en el acoplamiento dipolar.
En el caso de muestras en disolucion, el acoplamiento dipolar se manifiesta como
efecto Overhauser nuclear que permite determinar la distancia entre los atomos.
Richard Ernst en 1991 y Kurt Wuthrich en el 2002 fueron galardonados con el
premio Nobel de Quimica por su contribuciones al desarrollo de la RMN de 2-
dimensiones y multidimensional con transformada de Fourier. Los avances
conseguidos por ellos y por otros grupos de investigadores han expandido la RMN
a la bioquimica, y en particular a la determinacidon de la estructura en disolucidn

de biopolimeros como proteinas o incluso acidos nucleicos de tamano pequenio.

1.5.2.4 Informacion obtenida mediante RMN (Creswell, 1979; Silverstein et al.,
1991).

La aplicacion fundamental de la espectroscopia de RMN es la determinacion
estructural, ya sea de moléculas organicas, organometalicas o biologicas. Para
ello es necesaria la realizacion de diferentes tipos de experimentos de los cuales
se obtiene una determinada informacién.

Para la elucidacidén estructural de moléculas organicas y organometalicas los
experimentos mas utilizados son los siguientes:

Espectro monodimensional de 'H: da informacion del nimero vy tipo de hidrégenos
diferentes que hay en la molécula. La posicién en el espectro (desplazamiento
quimico) determina el entorno quimico del nucleo, y por tanto da informacion de
grupos funcionales a los que pertenecen o que estan cerca. La forma de la senal

da informacién de los protones cercanos acoplados escalarmente (Ver Figura 7).

H

‘ I

|
¥ all i il L

Figura 7 Ejemplo de un espectro de protén 'H de Resonancia Magnética Nuclear
RMN.

35


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Efecto_Overhauser_nuclear&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Richard_R._Ernst
http://es.wikipedia.org/wiki/Kurt_W%C3%BCthrich
http://es.wikipedia.org/wiki/Premio_Nobel_de_Qu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Bioqu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Biopol%C3%ADmero&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna

ANTECEDENTES

« Espectro monodimensional de '*C: Al igual que en 'H el desplazamiento
quimico da informacién de los grupos funcionales. Dependiendo del tipo de
experimento realizado se puede obtener informacion del numero de

carbonos que conforman la estructura ver Figura 8.

APT

Figura 8 Ejemplo de un espectro DEPT, un tipo de experimento de '*C.

e Espectros bidimensionales homonucleares: Los experimentos COSY
(Figura 9) y TOCSY dan informacioén de las relaciones entre los protones

de la molécula, por acomplamiento escalar o dipolar (NOESY)

- iD

EF LE BE NS R4 32 3O 18 A 28 22 20 0B LE  ppw

Figura 9 Ejemplo de un espectro COSY correlation spectroscopy homonuclear
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o Espectros bidimensionales heteronucleares: Los experimentos HMQC vy
HSQC indican qué hidrogenos estan unidos a qué carbonos. El
experimento HMBC permite determinar relaciones entre protones vy
carbonos a mayor distancia (2 o 3 enlaces)

e Experimentos con otros nucleos: Si la molécula posee otros nucleos
activos en RMN es posible su medida a través de experimentos

monodimensionales o bidimensionales (por deteccion indirecta).

1.5.2.5 Resonancia magnética nuclear de 1H. Apantallamiento o proteccién

magnética por los electrones (Silverstein et al., 1991).

Hasta ahora se ha descrito el concepto de resonancia de un nucleo aislado dentro
de un campo magnético, pero en realidad los nucleos, como pueden ser los
protones o los carbonos que forman las moléculas organicas, no se encuentran
aislados sino que estan rodeados de electrones que los protegen parcialmente del
campo magnético externo al que se ven sometidos. Los electrones se mueven
generando un pequefioc campo magnético inducido que se opone al campo
magnético externo.

En cualquier molécula la nube electronica que existe alrededor de cada nucleo
actua como una corriente eléctrica en movimiento que, como respuesta al campo
magnético externo, genera una pequefia corriente inducida que se opone a dicho
campo. El resultado de este hecho es que el campo magnético que realmente
llega al nucleo es mas débil que el campo externo, por tanto, se dice que el
nucleo esta protegido o apantallado. Este apantallamiento es muy importante
desde el punto de vista experimental ya que el campo magnético efectivo (Hef)
que siente un proton dentro de una molécula es siempre menor que el campo
externo, y por lo tanto, para que el nucleo entre en resonancia dicho campo

externo debe ser mayor.
Hef = Ho - Hioc

Si todos los protones (H-1) de una molécula organica estuvieran apantallados de
igual forma, todos entrarian en resonancia con la misma combinacién de

frecuencia y campo magnético. Sin embargo, los protones se hallan dentro de
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entornos electronicos diferentes y, por tanto, se encuentran diferentemente
protegidos o apantallados.

Por ejemplo, en el metanol el atomo de oxigeno retira densidad electronica del
entorno electrénico que rodea al proton del grupo hidroxilo, quedando este atomo
de hidrégeno menos protegido que los protones del grupo metilo. La
consecuencia es que el proton del grupo hidroxilo resuena a un campo magnético

menor que los protones del grupo metilo ( Figura 10). (Skoog, 1989)

H
=80

“H

mas apantallados:
absorben a campo mas alto
menos apantallado:
absorbe a campo mas bajo

H

Figura 10 Desproteccion o proteccion del campo magnético de la molécula de
CH3;0H

Por lo general, los efectos de proteccién, o apantallamiento, de las nubes
electrénicas que rodean a cada protén son diferentes, lo que provoca diferentes
frecuencias de emision. El resultado es un espectro de diversas frecuencias
donde cada conjunto de nucleos especificos da origen a una sefial unica de RMN.
Asi pues, un espectro de RMN es una grafica de la intensidad de sefal en funcién
de la frecuencia de la energia electromagnética que liberan los diversos nucleos
de una muestra (Skoog, 1989).

Las variaciones en las frecuencias de absorcion de resonancia magnética nuclear,
que tienen lugar debido al distinto apantallamiento de los nucleos, reciben el
nombre de desplazamientos quimicos (unidades delta 6 ppm). En la practica es
dificil medir el campo magnético al que un protén absorbe con suficiente exactitud
para distinguir protones individuales ya que las absorciones sélo varian en unas
pocas milésimas. Un método mas exacto para expresar desplazamientos
quimicos es determinar el valor respecto a un compuesto de referencia que se

afiade a la muestra. La diferencia en la intensidad del campo magnético necesario
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para la resonancia de los protones de la muestra y de los protones de referencia

se puede medir, ahora si, con mucha exactitud.

Umuestra = Ureferencia
x 108

0 (ppm) =

Ureferencia

El compuesto de referencia mas comun en resonancia magnética nuclear es el
tetrametilsilano (TMS, (CHj3)4Si). Como el silicio es menos electronegativo que el
carbono, los grupos metilo del TMS son relativamente ricos en electrones, es
decir, sus protones estan fuertemente apantallados.

Como consecuencia de este apantallamiento, estos protones absorben a una
intensidad de campo mayor que el resto de protones enlazados al carbono o a
otros elementos, de manera que casi todas las sefiales de resonancia magnética
nuclear aparecen a campos mas bajos (hacia la izquierda de la sefial del TMS).
Ademas todos los protones del TMS absorben con el mismo desplazamiento

quimico dando una unica absorcion intensa (Skoog, 1989).

Las escala mas comun de desplazamiento quimico es la escala delta en la que la
absorcion del tetrametilsilano (TMS) se define como 0.00 delta. La mayor parte de
los protones absorben a campos menores que el TMS, de modo que la escala
delta aumenta hacia los campos menores. La mayoria de las sefales de protones
(H-1) varian entre 0 y 12 delta, mientras que las sefales del C-13 varian del 0 a
250 delta.

Como el desplazamiento quimico de un protén esta determinado por su entorno

se han construido tablas con valores representativos.

1.5.2.6 Interpretacion de los espectros de resonancia magnética nuclear
de *H ( Skoog, 1989 ; Silverstein et al., 1991)

La rapida y correcta interpretaciéon de los espectros de resonancia magnética
nuclear de protones requiere de mucha practica. A continuacion se citan los pasos
a seguir para llevar a cabo el analisis espectral de forma correcta:

1. A partir de la formula molecular
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a. Calcular el numero de insaturaciones que posee el compuesto cuya estructura
se quiere elucidar. Este numero de instauraciones puede indicar la presencia de
anillos, dobles o triples enlaces. El numero de instauraciones se calcula segun la
siguiente expresion:

g= N° atomos de C +1 -2

n°® atomos H + n°® atomos halogeno — n° atomos N

b. Relacionar las areas de integracion de los picos con el numero de protones
totales de la estructura para obtener el numero de protones que representa cada
pico individual.

2. La presencia de un singulete ancho en el espectro podria deberse a protones
de — NH o — OH. Si el singulete ancho se encuentra mas alla de 10 ppm probable
que se trate de un —OH de acido.

3. Las sefiales entre 10y 9 ™

son indicativas de la presencia de un aldehido.

4. Las sefiales que aparecen entre 8 y 7 ™ indican la presencia de un anillo
aromatico.

5. Las sefiales entre 6 y 5 ™ indican la presencia de protones olefinicos. Mediante
el valor de la constante de acoplamiento se puede deducir se la olefina es cis 0
trans

3TM

6. Las sefales entre 4 y indican que hay protones en un carbono unido a un

grupo electronegativo con es el oxigeno o un halégeno.

7. La presencia de una sefial alrededor de 2.5 ™

se debe al proton de un alquino
terminal
8. Las sefiales que aparecen entre 2.5 y 2.1 ™ puede indicar la presencia de

protones adyacentes a un grupo carbonilo.
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[I. JUSTIFICACION

El conocimiento y aprovechamiento cientifico y tecnoldgico de la diversidad de la
naturaleza conduce a mejorar la calidad de vida, valorar el patrimonio natural y
cultural.

La quimica de alimentos es parte fundamental de la Ciencia de los alimentos que
estudia la composicion, estructura y propiedades de los componentes quimicos
bioactivos individuales dentro de la matriz, es por esto que es inaplazable la
necesidad de investigar las especies nativas con potencial actividad antioxidante
para su aplicacion en el cuidado de la salud, como base de nuevos farmacos y en
la formulacién y conservacion de alimentos, asi reemplazar los antioxidantes
sintéticos debido a las restricciones de carcinogenicidad que éstos presentan.

Por otro lado, el aislamiento, analisis, purificacion, elucidacion de la estructura de
los compuestos podria dar lugar a disefar reacciones para producir derivados con
mayor potencial antioxidante. Es entonces de gran importancia, aislar los
principios activos de los alimentos, y su localizacion en las diferentes partes de la
planta o en los diferentes extractos. Un gran porcentaje de los principios activos
de las frutas, vegetales, hierbas medicinales estan comprendidos en los llamados
metabolitos secundarios que son compuestos quimicos de estructura
relativamente compleja y de distribucion mas restringida como los flavonoides,
fenoles, acidos fendlicos, quinonas, cumarinas, estilbenos, taninos y lignanos, los
cuales se les han atribuido las actividades antimutagénicas, antibacteriales,
antivirales, anticarcinogénicas. Los flavonoides se han estudiado por el
importante potencial antioxidante que poseen, estas moléculas inhiben la accion
de los radicales libres y las moléculas de oxigeno reactivo que juegan un rol en el
estrés oxidativo la patogénesis de la enfermedades como la diabetes, cataratas,
cancer, hipertension, obesidad y arteriosclerosis por los radicales libres que
afectan el proceso de glicosilacion, auto-oxidacion de la glucosa, ambos alteran el
metabolismo glutatién, enzimas antioxidantes y la formacion de peroxidos, los
antioxidantes naturales actuan cediendo un electron y el radical libre se estabiliza
y se detiene la reaccidn en cadena por lo tanto el antioxidante se oxida y se
convierte en una sustancia inocua protegiendo las células del organismo de las
enfermedades degenerativas (cardiovasculares, diabetes).

La orquidea Prosthechea michuacana conocida como azucena de agua, es

originaria de México en donde no presenta un cultivo tecnificado y actualmente no
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hay reportes que el material vegetal de estudio posea la actividad antioxidante y
solo se conoce algunas de sus propiedades como hidratantes — comestibles,
antiinflamatorio, depurativo y calmante del dolor, los primeros estudios
fitoquimicos en P. michuacana muestran la presencia de flavonas, flavonoides
antocianinas y estibenos. Los primeros ensayos farmacologicos del extracto
cloroférmico presentaron actividad anticolinérgenicas y antihistaminicas. Por lo
tanto, el propdsito del presente trabajo es aislar e identificar los compuestos con
actividad antioxidante en el extracto de cloroformo de bulbos de P. michuacana y
con la informacion obtenida de la investigacion nos ayuda comprender la
composicién quimica de la orquidea que produce los compuestos con actividad
antioxidante y lograr su mejor aprovechamiento con fines cientificos y econdmicos

ademas de su uso ornamental.
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lll. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

e Aislar e identificar compuestos con actividad antioxidante de bulbo de la

orquidea comestible Prosthechea michuacana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener los extractos crudos con los disolventes cloroformo, metanol y
hexano a partir de bulbos, raiz y hojas para determinar la actividad
antioxidante por decoloracién de B- carotenoy DPPH.

e Determinar el contenido total de fenoles al extracto metandlico de bulbo y
realizar una analisis preliminar fitoquimico.

e Aislar los compuestos quimicos con actividad antioxidante del extracto de
cloroformo de los bulbos de la orquidea comestible P. michuacana por
métodos cromatograficos, cromatografia en columna CC, cromatografia
en placa fina CCD, cromatografia en placa preparativa CCDP.

¢ |dentificar los compuestos quimicos con actividad antioxidante aislados de
la orquidea comestible P. michuacana por técnicas instrumentales IR,
RMN Cy 'H.

e Evaluar la actividad antioxidante a los compuestos aislados de la orquidea

comestible P. michuacana.
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V. MATERIALES Y METODOS
4.1 DESARROLLO EXPERIMENTAL
El desarrollo de la investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Investigacion

de Productos Naturales, ESIQIE, Instituto Politécnico Nacional.

4.2 MATERIALES

4.2.1 Materias primas

Material vegetal: (hojas, bulbos y raiz) de la orquidea comestible Prosthechea
michuacana (Figura 13), se colectd en el Municipio de Santa Catarina Ixtepeji,
distrito de Ixtlan, estado de Oaxaca, México, en mayo de 2007 (categorizada de la
siguiente forma: adulto no reproductivo, bulbos con una altura de 4.6 a 5.5 cm y
diametro de 3 a 3.4 cm, presencia de 2 o 3 hojas bien desarrolladas). Fue
identificada taxondmicamente en el herbario de OAX y Jardin Botanico de
Cassino Conzatti del Instituto Politécnico Nacional y el numero de referencia No.
6478.

Figura 11. Bulbo y raiz de Prosthechea michuacana

4.3 REACTIVOS Y MATERIAL DE LABORATORIO

4.3.1 Reactivos

- Los disolventes empleados fueron: n-hexano (n-Hex), cloroformo (CHCIs),
metanol (MeOH). Para la obtencion de los extractos crudos y para los
fraccionamientos iniciales se utilizaron disolventes grado comercial. Para las
purificaciones finales se emplearon disolventes de grado analitico.

- DMSO(Dimetil Sulféxido) de Merck (Darmstadt, Germany).

- Se emplearon vapores de yodo como reveladores cromatograficos

-Reactivo para la prueba de actividad antioxidante DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), B — caroteno, acido linoleico

- Tocoferol (patron Sigma)
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- Gel de silice 60 HFy4 ( 0.063— 0.200) ( 230 — 400 ) marca Merck para
cromatografia en columna CC
- Cromatoplacas TLC de silica gel 60 HF 254
- Cromatoplacas de silica gel 60 HF254 de 1 mm de la casa comercial Merck para
la cromatografia de capa delgada preparativa ( CCDP)
- Alcohol
- Agua destilada
- CDClI3 cloroformo deuterado
- MeOD metanol deuterado
- DMSO - dgs dimetilsulfoxido deuterado.
- Tetrametilsilano (TMS)
Reactivos HCI, H,SO,4, AcOH, CHCI3

- R. dragendorff ( Nitrato Basico de Bismuto, yoduro de Potasio).

4.3.2 Material de laboratorio

- vasos precipitados 50 ml para la recoleccién de las fracciones

- balones de vidrio aforados de 10 ml, 25 ml y 100 mi

- columnas de vidrio de largo y diametro de 10 cm para el Sephadex LH20

- botellones de vidrio pyrex de 25 Lt de capacidad para la obtencion de los
extractos.

- Plastico polivinilico para las columnas de separacion

- soportes

- tubos pvc

4.3.3 Equipos

- Rotavapor Yamato water BM 100

- Balanza electronica Shimadzu Aux220 UNIBLOC

- Mufla — 4800 Funace BI

- Estufa lab line Imperial Il

- Estufa de vacio Napco 58-31

- Equipo para RMN VARIANT Mercury DPX — 300 MHz

- Luz UV (lampara de UV, VL- 6C 6w 259 nm Tube power — 12w
- Equipo Infrarrojo Nicolet- Nexus 470 ft-IR

- Espectrofotometro BOECO S-20 Germany
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- UV: espectrofotdmetro Beckaman DU640 con longitud de onda variable ( 515

nm )

4. 4 METODOS

4.4.1 Ensayos preliminares:

Obtencion de los extractos crudos.

Fueron separados manualmente los bulbos, raiz y hojas de Prosthechea
michuacana, se colocaron en papel estrasa y se secaron a temperatura ambiente
en condiciones de sombra con movimiento constante, una vez secos se molieron.
Para los ensayos preliminares se usaron 100 g de bulbos, raiz y hojas de P.
michuacana, cada uno por separado se sometieron a temperatura de reflujo en un
soxhlet durante 3 horas, con 1.5 L de hexano (n-hex), cloroformo (CHCI3), metanol
(MeOH) y agua, consecutivamente, se filtraron en papel filtro Whitman numero 40
y se evaporaron a sequedad en un rotavapor al vacio a peso constante a una
temperatura de 40 °C. Se determind el porcentaje de rendimiento del extracto

solido:

% Rendimiento (p/p) = Peso de la muestra obtenida

X 100
Peso de la muestra inicial
6 Bulbo
Se evaluo los extractos hexano, cloroformo, metanol
y agua. < Raiz
- Hojas

A los extractos obtenidos se les realizdé la prueba de actividad antioxidante por
decoloracion del B- caroteno en placa (Cuadro 3),

El esquema general del desarrollo experimental se muestra en las Figuras 12 y
13.
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Cuadro 3 Extractos crudos de bulbos, raiz y hojas de Prosthechea michuacana

CODIGO | SIGLAS EXTRACTOS DE Prosthechea michuacana
M1 PmBHe bulbo hexano
M2 PmBCI bulbo cloroformo
M3 PmBMe bulbo metanol
M4 PmBH,0O bulbo agua

M5 PmRHe raiz hexano

M6 PmRCI raiz cloroformo
M7 PmRMe raiz metanol

M8 PmRH,0 raiz agua

M9 PmHHe hojas hexano
M10 PmHCI hojas cloroformo
M11 PmHMe hojas metanol
M12 PmRH,0O hojas agua
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Bulbo y raiz
secos y molidos

A\ 4

Fraccionamiento
por reparto y

Extraccion MeOH-
H,O ( 60: 40)
soxhlet

Extraccion con
Hexano por

l

Maceracion
en Frio

Filtracion

A 4

Concentracion

4

\ 4

|

Extracto de MeOH Contenido total
, <
de bulbos y raiz de fenoles

Residuo de la
extraccion de hexano
de bulbo y raiz secos

Extracto de
hexano

Actividad antioxidante
- - caroteno

A 4

Reflujo con cloroformo por 4

horas — Maceracion por 3 dias

¥

Filtracion

A 4

Concentracion

}

A 4

A 4

Residuo de la
extraccion con
cloroformo bulbo y

Extracto
cloroformo

Actividad antioxidante

raiz secos

A\ 4

. Filtracion
Reflujo 4 horas,
Maceracion 3 dias

A 4

Concentracion

B-caroteno (coloracion)
DPPH

\ 4

Extracto metanol I

Figura 12. Obtencion de los extractos de bulbo y raiz de la orquidea P.

michuacana
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Bulbo y raiz
Secos y molidos

l l

\ 4

Extracto Extracto

Extracto
cloroformo metanol

Hexano

Actividad Antioxidante

<
<

A 4
Purificacion de los extractos
fraccionamiento por cromatografia en
columna CC y cromatografia en capa
delgada CCD

Obtencion de las fracciones cloroformo
de bulbo y raiz

«—— Actividad Antioxidante

- e Identificacion de los compuestos con
Separacion y Purificacion de
las fracciones con actividad actividad antioxidante por medio de

Antioxidante por CCy técnicas instrumentales IR RMN *C vy
control por CCF, CCDP
'H, bidimensionales COSY y HMBC

\ 4

A 4

RESULTADOS

Figura 13. Aislamiento e identificacion de los compuestos con actividad

antioxidante del extracto de cloroformo de bulbo de la orquidea P.

michuacana
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4.4.2 Obtencion del extracto crudo de cloroformo de bulbos de P.
michuacana.

A partir de 3213 g de bulbos, secos y molidos de P. michuacana, se sometio a
reflujo de la siguiente manera: se emplearon garrafones (Pyrex) de vidrio de 25 L
de capacidad (Figura 14). Se coloco la muestra de bulbo con 21 L de hexano,
para desengrasar, cloroformo consecutivamente durante 4 horas. Posteriormente
se macerod durante 3 dias, con agitacion diaria, al cabo de los cuales se retir6 el
extracto hexanoico por filtracion y se dejé secar el residuo de bulbo,
reemplazandose por cloroformo (CHCIs) repitiendo el proceso de manera
consecutiva, Cada extracto se concentré hasta sequedad por medio de rotavapor

procurando temperaturas inferiores a 40°C, para evitar la descomposicién térmica.

Figura 14 Equipo de reflujo para la obtencién del extracto de cloroformo de bulbo
de P. michuacana

4.4.3 Determinacion de fenoles totales (Singleton y Rossi, 1965), (segun
modificacién realizada al procedimiento descrito por (Dastmalchi, et al. 2005).

El método original de Folin — Ciocalteau se desarroll6 en 1927, en el cual la
oxidacién de los fenoles con los reactivos de molibdotungstanato permite una

reaccion coloreada a A max a 745 — 750 nm.
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Na; WO,/ NaMoO  -------------- ( fenol — MoW 11040 )*
Mo( VI) (amarillo) + " ------------- Mo (V) (azul)

Este método es simple, sensible y preciso. Sin embargo, la reaccion es lenta a pH
acido, por lo que se pierde especificidad. Singleton y Rossi (1965) mejoraron el
método con un reactivo heteropolinionico molibdotungstofosforico. La A max para
el producto es 765 nm.

3H,0 - P,05— 13WO32- 5 MoOs- 10H,0

3H,0 —P,05 — 14W03 — 4 MoO3; — 10 H,O

Procedimiento:

Se obtuvieron los extractos metandlicos a partir de 15 g de bulbos y 8 g de raiz
secos y molidos, los cuales se llevaron a extraccion a reflujo durante 12 horas con
una mezcla de 100 ml de metanol/ agua a una relacion de 60:40, 0.3 ml de HCI
medio acido. El contenido total de fenoles fue estimado como equivalentes a
acido galico.

- Una alicuota de 1 ml de extracto fue transferida a un tubo de ensayo que
contenia 6 ml de agua destilada y luego se adicionaron 0.5 ml de reactivo de
Folin- Ciocalteu. Después de 5 min, se anadieron 1.5 ml de solucion de Na,CO3
al 2 % y agua hasta completar 10 ml. Después de dos horas de reaccidén a
temperatura ambiente se determiné la absorbancia a 765 nm y se compar6 con
una curva de calibracion realizada con la absorbancia del estandar de acido
galico.

- A partir de una solucion de 5 mg/ml de acido galico, se prepararon los
estandares de calibracion de 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.25 y 0.5 mg/ml &cido galico. Se
adiciono lo mismo los reactivos como se mostro en el procedimiento anterior.

- Se construyd una curva tipo con los valores de absorbancia y concentraciéon de
acido galico, después se interpolo el valor de absorbancia de las muestras

evaluadas para asi determinar la concentracion de fenoles totales.
4.4.4 Analisis fitoquimico cualitativo.

La caracterizacion fitoquimica se bas6é en el agrupamiento de metabolitos

estructuralmente semejantes, para identificarlos por su comportamiento quimico
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frente a reacciones estandarizadas. Se realizaron las pruebas de coloracién a los

extractos crudos de bulbos y raiz de P. michuacana que se fundamentan en los

cambios estructurales ocasionados en los metabolitos presentes, como aparicion

o0 desaparicion de una coloracion, formacion o dilucibn de un precipitado o

desprendimiento de gas (Marcano,1991 ; Lok de Ugaz, 1988).

Los extractos metandlicos de bulbos y raiz de P. michuacana (concentrados a

sequedad) aproximadamente 2 g de cada extracto crudo fueron diluidos en 20 ml

de etanol al 96 % esta solucién se dividié en 4 partes para las siguientes pruebas

como se puede ver en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Analisis fitoquimico por coloracion y precipitacion a los extractos de metanol de
bulbo y raiz de P. michuacana

Técnica Procedimento Coloracion Identificacién
Prueba positiva
FENOLES R= FeCl; 1 % H,O Colores intensos | Fenoles
(Cloruro férrico) TmMs/2m H:Oo MeOH + 1| Verde a azul
ml R oscuro
FLAVONOIDES 1 ml Ms / limadura Mg + 1 ml HCI | Coloracion roja Nucleo de -

(Shinoda) benzopirona
Excepto
chalconas

ALCALOIDES 1ml Ms + 1ml R. dragendorff Precipitado Alcaloides

(Dragendorff) a= nitrato basico de bismuto, acido | naranja

tartarico, H,0, b= yoduro de
potasio, H, O.
1 mlMs +0.5mlIR1, R2, R3 marron Alcaloides

Alcaloides R = cloruro de Mercurio Il,yoduro

(Mayer) de potasio, H2 O, HCI 17 %.

R2= cloruro de zinc Il, HCI 37%.
R3 = c¢: Sol amoniacal al 15 %
(Lok de Ugaz, 1988), FeCls = cloruro ferrico, Ms = muestra , MeOH = metanol,

Mg= magnesio, R = reactivo, gts = gotas.

" Determinacion de fenoles.
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Cloruro férrico: a los extractos metanolicos disueltos en etanol se evalud por la
formacion de colores para identificar compuestos fendlicos en general. Reactivo:
1 gramo de cloruro férrico (FeClzy 100 mililitros de agua (1 0 2%). Procedimiento:
muestra 1 ml +1 ml de reactivo produce una intensa coloracion verde, marrén o

azul (Lok de Ugaz, 1988; Marcano y Hasegawa, 1991).

% Determinacion de Flavonoides.

Reaccion de Shinoda: al extracto alcohdlico incoloro o ligeramente amarillo se le
coloca un pequefo trozo de magnesio y unas pocas gotas de HCI concentrado, el
desarrollo inmediato de coloracién es indicativo de la presencia de: flavonas
(amarillo a rojo), flavanonoles (rojo a magenta), flavanonas (rojo, magenta, violeta,
azul), isoflavonas (amarillo); isoflavonas, chalconas y auronas no dan coloracion.

(Lok de Ugaz, 1988; Marcano y Hasegawa, 1991).

% Determinacion de Alcaloides.

A. Reactivo de Dragendorff segun Munier:

Solucién a: Se disolvieron 1.7 g de nitrato basico de bismuto en 20 g de acido
tartarico en 80 ml de agua.

Solucion b: Se disolvieron 16 g de yoduro de potasio en 40 ml de agua.

Se mezclaron los volumenes iguales de las soluciones a y b, se conservaron en
refrigeracion.

Deteccion de: Alcaloides y otros compuestos nitrogenados, coloracion precipitado
naranja.

B. Reactivo de Mayer:

Solucion a: Se disolvieron 3.5 g de cloruro de Mercurio (II) y 49.8 g de yoduro de
potasio cada uno en 20 ml de agua, se mezclaron y se afor6 a 100 ml. A
continuacion se agrega a la mezcla 15 ml de acido clorhidrico al 17%.

Solucién b: Se disolvieron 5 g de cloruro de zinc (II) en 80 ml de acido clorhidrico
al 37%.

Solucién c: Solucion amoniacal al 15 %.

Deteccidn: alcaloides, coloracion marrdn (Lok de Ugaz, 1988).
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4.4.5 Determinacion de sustancias captadoras de radicales libres

4.4.5.1 Actividad antioxidante por decoloracién de 8 caroteno.

Los compuestos o las fracciones obtenidas (0.5 pL, 1: 10 en metanol) se aplicaron
en placas de gel de silice, posteriormente se rociaron con una mezcla de 1 ml de
acido linoleico y 0.02 g B-caroteno disuelto en 10 ml de cloroformo, después de
30 min se rociaron con una solucion al 0.2 % del radical estable
difenilpicrihidrazil DPPH el cual produce una coloracion violeta. El cromatograma
se expuso a la luz hasta que los colores de fondo se convierten en zonas
decoloradas la coloracion amarilla indica una prueba positiva de actividad
antioxidante (Burits y Burcar 2000; Cuendet et al., 1997).

4.4.5.2 Actividad de barrido de los radicales libres DPPH.

Se empled el método segun  Brand-Wiliams et al.,, 1995 con algunas
modificaciones. Se midio la capacidad de los extractos, fracciones y compuestos
puros para atrapar el radical 1, 1 difenil -2- pricrilhidracril ( DPPH) (Prior et al.,
2005).

Para el ensayo se usaron 0.1 ml de varias concentraciones de los extractos
metabdlicos (31, 100, 310, 1000 pg/ml) y 0.1 ml de varias concentraciones de los
compuestos puros (200, 100, 50, 10 ug/ml) disueltas en dimetilsulfoxido (DMSO)
y se adicionaron 3.9 ml de la solucién DPPH en metanol 0.1 mM. Se dejaron en
incubacion a temperatura ambiente durante 30 minutos de reaccion. Se leyé en
espectrofotometro a una longitud de onda de 517nm, alos 0, 1 y 15 min, hasta
que la reaccion alcanzé su estado estacionario. Se utilizé como blanco DMSO.
Para el control positivo de DPPH (1ml solucion DPPH 0.1 mM + 1 ml de
metanol).

Para cada extracto se calcul6 el porcentaje de inhibicion del radical y a los mas
promisorios se les determind la concentracion inhibitoria del 50% (ECsp). Las
pruebas y analisis se realizaron por triplicado y se calcularon los valores medios,
como estandar de comparacion se utilizé acido ascorbico.

La capacidad de atrapar radicales se expres6 como los ug/ml de sustancia
antioxidante necesarios para disminuir la concentracion inicial del radical DPPH’
en un 50% (ECso) (Garcia et al 2007). El porcentaje de inhibicion del DPPH'" se

calculé mediante la ecuacion siguiente: (Pérez, 2003).
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Absorbancia ( control ) — absorbancia ( muestra)
%Inhibicion = X100

absorbancia ( control )

Para determinar (ECsp), se construyé una curva tipo con los valores de
porcentaje de inhibicion y concentracion de las muestras evaluadas y se interpolo

el valor 50 % de inhibiciéon donde se determind la concentracion.

4.4.6 Aislamiento y purificaciobn de los compuestos con actividad

antioxidante

- El aislamiento y purificacion del extracto de cloroformo se realizé por las

siguientes técnicas:

CCF cromatografia en capa fina silica gel 60 HF 254, CC cromatografia de columna
gel de silice 60 HFz4 (0.063— 0.200) (230 — 400) marca Merck, CCFP
cromatografia en capa fina preparativa cromatoplacas de silica gel 60 HF 254 de 1
mm de espesor y Cromatografia en Sephadex LH20. Las cuales se explicara cada

una como sigue:

4.4.6.1 Seleccion de sorbente y disolvente.

En primer lugar, se deben tener en cuenta algunas propiedades fisicoquimicas de
los compuestos que constituyen la mezcla, ya que éstos, el sorbente y el
eluyente, actuan reciprocamente. Las propiedades de la muestra que conviene
determinar, si se dispone de cantidad suficiente, son: su solubilidad, el caracter
acido, basico, neutro, anfotero o idnico, y la capacidad de reaccionar con el
sorbente o con el eluyente.

Para la separacion de mezclas hidrofilicas se obtienen buenos resultados en

celulosa, gel de silice, intercambiadores de iones y disolvente polares.

Para seleccionar la fase movil utilizada en las técnicas de cromatografia en capa
fina (CCF) y cromatografia en columna (CC) para el fraccionamiento del extracto

de cloroformo de P. michuacana. Se realizdé por el método rutinario de prueba y
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error observando las series eluotropicas de los disolventes, se ensayo6 con varios
disolventes comenzando por los menos polares (cloroformo, éter etilico, éter de
petréleo, hexano) a los mas polares (acetato de etilo, acetona, metanol) y luego
se realiz6 mezclas con los anteriores disolventes mencionados como se indica en

el Anexo 3.

Cuando se desarrollo la cromatografia en capa fina (CCF) del compuesto o
mezcla presento varios valores de Rf, cuando es demasiado bajo el Rf en la placa
fue necesario aumentar gradualmente la polaridad del disolvente empleado,
consultando la serie eluotropica (Cuadro 1); por el contrario, si se obtiene un valor
de Rf demasiado alto, se disminuyd gradualmente la polaridad del disolvente. Se

consideran adecuados los valores de Rf comprendidos entre 0.20 y 0.80.

4.4.6.2 Cromatografia en capa fina (CCF)

e Al extracto crudo de cloroformo se le realizé un estudio de CCF de la
siguiente forma:

e Se disolvio una pequefia cantidad de muestra en 0.5 ml de disolvente y
mediante un capilar de vidrio, se aplicd en la parte inferior de la placa a cierta
distancia del borde, cada una de ellas en una placa de CCF (fase estacionaria)
se dejaron secar al aire libre.

e Se preparo la camara donde esta la mezcla de los disolventes necesarios para
la separacion (fase movil) es decir se agregé una cantidad de 1 ml, se dejé 5
minutos para saturar la camara.

e Se colocé la placa CCF en la camara que no sobrepase a la muestra aplicada,
se cerro el recipiente y se dejo que el liquido ascienda por capilaridad.

e Se saco la placa de CCF de la camara de cromatografia cuando el eluyente
llegd a un cm de la parte superior de la placa (frente del solvente).

e Se dejo6 secar la placa CCF desarrollada al aire libre

e Se revelé en una camara de yodo

e Se observé en la lampara UV

e Se leyo la presencia de las manchas y se midié las distancias de las manchas
y la distancia recorrida por el disolvente a esta relacion se le denomina Rf

como se puede ver en la Figura 15.
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Figura 15. Esquema de como determinar los Rf de las manchas en CCF

4.4.6.3 Cromatografia de columna

Ya que se encontrd la mejor mezcla de disolventes para la separacion de
los compuestos se sigue con la cromatografia de columna CC con la fase
estacionaria de gel de silice 60 HF254 (0.063— 0.200) ( 230 — 400 ), ver
de la siguiente forma en la Figura 16.

Dependiendo de la cantidad de muestra a separar se mide una columna de
plastico polivinilico resistente a los disolventes, luego en un extremo se
coloca algododn y se cierra con grapas.

Posteriormente se colocd un tubo PVC en el otro extremo, se sella con
cinta.

Se coloca en un soporte, se agrega la silica gel para columna a la altura de
acuerdo a la muestra que se vaya a cromatografiar, luego se empaca hasta
que quede compacta.

Se agrega la muestra previamente mezclada con silica gel para columna y
seca

Luego se agrega la mezcla de disolventes y se deja correr la fase movil.
Posteriormente se van recolectando las fracciones en vasos de 100 ml
para las primeras columnas y las de la purificacion en vasos de 50 ml.

A las fracciones obtenidas se les realizo cromatografia en capa fina CCF
con el mismo disolvente que se corrio la CC.

En seguida de obtener las fracciones se recupera la silica gel de la
siguiente forma se lava con agua destilada, luego se llevo a la mufla a 900

°C por 3 horas y asi se puede volver a utilizar.
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Figura 16 Esquema de la cromatografia de columna CC

4.4.6.4 Sephadex LH20 -100
e Asi mismo se utilizé la columna de Sephadex LH20-100 (Figura 17) con un
poro de 25 a 100 u para la purificacion de los compuestos por la diferencia
de los pesos moleculares, ya que las mas grandes migran primero con el
disolvente, se utilizd cloroformo y luego se aumentd la polaridad con

metanol.

Figura 17 Columna de purificacién Sephadex LH 20
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4.4.6.5 Cromatografia preparativa en capa fina

e Es una técnica que complementa el sistema de purificacion de los
compuestos y se caracteriza porque el espesor de estas cromatoplacas es
de 1mm, por lo que se puede colocar una cantidad considerable de
muestra.

e El procedimiento para obtenerlas es el siguiente:

e Se realiza la mezcla de silica gel HF 254 para placas con agua hasta obtener
una mezcla suave.

e Se colocé en orden los vidrios 20 x 20 cm y luego se agrego la silica gel en
el aplicador y luego se corrié hasta cubrir las placas.

e Se dejo secar las placas al aire libre por un dia, luego se llevan a la estufa
activar por 120 °C por 2 horas.

e A las placas activadas se aplico la muestra, luego se Introdujo la placa en
una camara con el disolvente adecuado. Dicha camara debe presentar
una atmésfera saturada en el vapor del disolvente por lo que se pone trozo
de papel de filtro en la parte posterior y disponer de un sistema de cierre,
se dejo que el liquido ascienda por capilaridad.

e Luego que ya haya desplazado el eluyente se revel6 la placa. Se marcan
las bandas en la placa de cromatografia preparativa y luego se raspan.

Cada una de las fracciones se extrae con metanol (Figura 18).

Figura 18 Cromatografia preparativa en capa fina CCFP
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4.4.7 Identificacion o elucidacion estructural de los compuestos con
actividad antioxidante.
A las sustancias aisladas se les determind lo siguiente:
a) Se establecid la pureza de los compuestos aislados por CCF, desarrollada
esta en diversos sistemas de eluyentes (Figura 19, Anexo 3)
b) Las caracteristicas de los espectros de IR, RMN- 'H y *C de cada
sustancia.
c) Los puntos de fusion fueron tomados utilizando el método de Fisher —
Yohns.

Figura 19. Compuestos aislados desarrollados en CCF del extracto de cloroformo
de bulbo de P. michuacana y revelados por UV.

4.4.7.1 Método de la espectroscopia infrarroja (IR)

e Los espectros de infrarrojo (IR) fueron tomados en pelicula de Bromuro de
potasio en un equipo Nicolet- Nexus 470 ft-IR. En el Anexo 4 se presenta
el esquema del equipo de IR.

e Los analisis a ser realizados en el laboratorio de Instrumental mediante
Espectrometria Infrarroja son de tipo cualitativo. Para hacer este tipo de
analisis es necesario obtener el espectro mas adecuado de la muestra.
Para ello deben ajustarse las variables instrumentales como velocidad,
ganancia y posicion del peine, asi como otras relacionadas con la
preparacion de la muestra. A continuacion se presentan las indicaciones de
cOmo se prepararon las muestras para la obtencion del espectro.

e Lo primero que se aconseja es limpiar todo el material a utilizar con
acetona.

e La muestra solida se mezclo con KBr puro y seco en un mortero de agata
hasta obtener un polvo fino. Las proporciones de muestra a KBr pueden

variar y ello constituye uno de los pasos para optimizar en el
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procedimiento. Se sugiere comenzar en valores intermedios como una
relacion en peso de 1: 100 muestra/ KBr.

e Una pequefia porcion del polvo obtenido, se colocé en un portador de
muestra para preparar pastillas empleando para ello una prensa. La
pastilla, que debe ser homogénea vy finisima, se colocé en una placa para
muestras. Es importante evitar la contaminacion de la muestra y seguir las
indicaciones sobre el uso de la prensa para hacer la pastilla.

e Una vez que la muestra so6lida se ha preparado y colocado apropiadamente
en la portamuestra se inserto en el espectrometro.

e El espectro de cada muestra se corre bajo diferentes condiciones hasta la
obtencion del mejor espectro el cual debe presentar en lo posible bandas

finas e intensas.

4.4.7.2 Método de Resonancia Magnética Nuclear RMN-'Hy *3C

e Los espectros de de protén y carbono 13 (RMN- 'Hy ®* C 300 y 100
MHz) fueron hechos en un equipo VARIANT Mercury DPX-300 MHz. Los
disolventes empleados fueron cloroformo deuterado (CDCL3) y metanol
deuterado (CD30D), como referencia interna se uso tetrametilsilano (TMS).
Los desplazamientos quimicos se reportan en escala delta (8) en unidades
partes por millén (ppm) en el Anexo 5 se indica el esquema del equipo de
RMN.

e Para obtener un espectro de RMN, se coloca una pequefa cantidad del
compuesto organico disuelto en medio mililitro de disolvente en un tubo de
vidrio largo (especifico para RMN) que se coloca dentro del campo
magnético del aparato. El tubo con la muestra se hace girar alrededor de
su eje vertical.

e En los equipos modernos el campo magnético se mantiene constante
mientras un breve pulso de radiacion rf excita a todos los nucleos
simultaneamente.

e Como el corto pulso de radiofrecuencia cubre un amplio rango de
frecuencias los protones individualmente absorben la radiacion de
frecuencias necesaria para entrar en resonancia (cambiar de estado de

espin). A medida que dichos nucleos vuelven a su posicion inicial emiten
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una radiacion de frecuencia igual a la diferencia de energia entre estados
de espin.

e La intensidad de esta frecuencia disminuye con el tiempo a medida que
todos los nucleos vuelven a su estado inicial. Un ordenador recoge la
intensidad respecto al tiempo y convierte dichos datos en intensidad
respecto a frecuencia, esto es lo que se conoce con el nombre de
transformada de Fourier (FT- RMN).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencién de los extractos crudos, porcentaje de rendimiento y
actividad antioxidante.

Los extractos de hexano, cloroformo, metanol y agua de bulbo, raiz y hojas
presentaron una consistencia semisaolida, color café claro y olor caracteristico, los
extractos de bulbo (color marrén, rojo oscuro), raiz (color verde negruzco). En el
Cuadro 5, se puede observar el porcentaje obtenido de estos extractos. A cada
uno se les realiz6 la prueba de actividad antioxidante por decoloracion (3-caroteno,
los cuales presentaron coloracion amarilla indicando prueba positiva los extractos
de cloroformo y metanol de bulbos y raiz de Prosthechea michuacana. Los
extractos de hexano y agua de bulbo, raiz y hojas no presentaron actividad

antioxidante (Figura 22).

Cuadro 5. Porcentaje de rendimiento de los extractos de cloroformo, metanol y
agua de bulbo, raiz y hojas de P. michuacana.

Material vegetal Extracto %
/100 g rendimiento
Bulbos CHCI3 5.1

MeOH 6.1
H, 0 4.5
Raiz CHCI; 5.5
MeOH 3.21
H, 0 9.5
Hojas Hex 15.6
CHClI3 5.6
MeOH 6
H, 0 7.71

El proceso de extraccidén consiste en un fraccionamiento inicial basandose en la
diferencia de solubilidad de los mismos en un determinado disolvente. La
extraccion se realizd a partir de la muestra sélida, se observd coloraciéon del

disolvente y formacién de dos fases, una sdlida y una liquida.
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PRUEBA RAPIDA PARA LA
DETERMINACION DE ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE POR EL METODO DE
DECOLORACION B- CAROTENO.

Bulbo cloroformo bulbo metanol Resultado

.VJ' Ol

++

Raiz cloroformo Raiz metanol

++

Hojas cloroformo Hojas metanol

Figura 20. Identificacion de Actividad antioxidante de los extractos de Hex,
CHCI3 MeOH de raiz, bulbo y hojas de P. michuacana.
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5.1.1 Porcentaje de rendimiento de los extractos de cloroformo de bulbos de P.

michuacana

De acuerdo a los resultados obtenidos de la actividad antioxidante por
decoloracion del B-caroteno, se tomd la decisidon de obtener el extracto de
cloroformo de bulbos respectivamente para continuar el procedimiento de

aislamiento y purificacion.

El porcentaje de rendimiento del extracto de cloroformo de bulbo, se encuentra
entre el porcentaje de rendimiento de 8.6 % -12.1 % p/p, en el cudl es un

porcentaje representativo para seguir el fraccionamiento.

5.2 Determinacion de actividad antioxidante por el ensayo DPPH

El método del DPPH se considera un modelo de radical lipofilico. La
autooxidacién inicia una reaccidbn en cadena en el radical lipofilico 2,2
difenilpicrihidrazil, es decir la capacidad de las muestras para atrapar el radical
DPPH.

El DPPH es un radical estable, oxidante y comercialmente disponible que extrae
un electron del antioxidante, es decir como es estable el radical puede atrapar los
radicales causando un cambio de color, la degradacion del cambio de color es
proporcional a la concentracion del antioxidante. El punto final de la reacciéon se
alcanza cuando el cambio de color se detiene. El cambio de absorbancia se traza
contra la concentracion del antioxidante para dar una curva lineal y la
concentracion que causa la reduccion del DPPH al 50 % de inhibicion es definida

como ECsg

El radical tiene un color violeta, debido a los electrones libres del nitrégeno y de
después de la reaccion con el atomo de hidrogeno del compuesto 1 presenta un
cambio de color a amarillo. EI cambio de color puede ser seguido por
espectrofotometria a 517nm y de esta manera el potencial antioxidante de una

sustancia o un extracto de planta puede ser determinado.
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Los efectos de barrido de los extractos en el radical DPPH se muestran en el
Cuadro 6. Los extractos mostraron efecto de barrido con un valor de ECsg entre
555.89 ug/ml a 174.686 * 3.72. Los extractos de cloroformo de raiz y bulbo son
los que presentan mayor actividad antioxidante que los extractos metandlicos de
bulbos y raiz, los resultados fueron comparados con el ECsy del acido ascorbico
de 122.25 pg/ml experimental y el ECso del acido ascorbico de 132 ug/ml (Avijett J
et al., 2008).

Se compararon los resultados con los reportados por Yizhong Cai et al., (2004),
donde determind la capacidad antioxidante equivalente trolox TEAC expresada
como micromoles de trolox equivalente a 100 g de peso seco en el extracto
metandlico de raiz de la orquidea de china Dendrobium nobile con un valor de
490. 2 umol / 100 g de peso seco, se puede decir que los extractos de cloroformo
de bulbo y raiz presentaron mayor actividad antioxidante.

Por lo anterior se sigui6 el fraccionamiento del extracto de cloroformo obtenido de

los bulbos de la orquidea P. michuacana.

Cuadro 6. Efecto de la actividad antioxidante en DPPH ? de los extractos
metanolicos de bulbo y raiz de P. michuacana

Extracto ( Muestra )° DPPH (ECsp) pug/ml ©

Metanol Bulbo 437.25+ 13.22
CHCI3 Bulbo 310.96 +4.17
Metanol Raiz 555.89 + 11.62
CHCI; Raiz 174.69 + 3.72
Acido ascorbico 122.25+5.40

°n = los valores fueron medidos por triplicado, ® B.S = base Seca, ° valores ECsg
ug/ml, se muestra la media y la desviacion estandar

5.3 Compuestos fendlicos totales
Se realizo la curva tipo a partir de soluciones de diferente concentracion de acido

galico, para la determinacién de los compuestos fendlicos totales (Figura 21).
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Figura 21. Curva tipo para la determinacion de compuestos fendlicos totales (CFT)
equivalentes de acido galico (EGA) mg/ ml.

Se utilizé la curva tipo en la cual se encontré que los extractos metandlicos de
raiz y bulbo de la orquidea P. michuacana presentan un contenido total de
fenoles de 1.27 gEGA/100g B.Sy 0.55 g EGA /100 g B.S respectivamente, La
mayor cantidad de compuestos fendlicos se encuentra en el extracto metanolico
de raiz comparado con el valor obtenido del extracto de metanol de bulbo como

indica en el Cuadro 7.

Se determind el contenido total de fenoles a partir de las muestras frescas de
bulbo y raiz de P. michuacana, la raiz presentd un valor de 0.25 g EGA /100 g
B.H y para bulbo de 0.10 g EGA /100 g B.H (Cuadro 8) como se puede observar
el contenido total de fenoles en las muestras secas es mayor comparado a las

muestras frescas.

La cantidad de compuestos fendlicos presentes en los extractos de cloroformo de
bulbo y raiz en base seca se encuentran en relacién del 50 % comparados con
los resultados reportados por Yizhong Cai et al., (2004), donde encontraron
compuestos fendlicos (fenantroquinonas) en la raiz de la orquidea de china
Dendrobium nobile esta es la mas estudiada a nivel mundial con un valor de 2.22

g EGA /100 g en base seca
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Cuadro 7. Compuestos fendlicos totales en los extractos metandlicos de bulbo y
raiz de P. michuacana

Extracto MeOH? Concentracion Concentracion
(gEGA/100g BH® | (gEGA/100g B.S“

Bulbo 0.10 £0.03 0.55 + 0.009

Raiz 0.25+ 0.07 1.27 +0.02

®n =3, valores en g EAG ( equivalentes de acido galico); se muestra la media y la
desviacién estandar, ® B.H = base htiimeda, © B.S = base seca.

5.4 Andlisis Fitoguimico Cualitativo.

El analisis organico funcional cualitativo se muestra en el Cuadro 7, los extractos
de metanol de bulbos y raiz nos indica la presencia de fenoles por coloracién azul
verdosa comparado con el control positivo de fenol por coloracion azul oscuro y
la presencia de flavonoides por coloracion roja, comparado con el control positivo
quercetina de coloracion roja.

Los extractos de metanol de bulbos y raiz presentaron prueba negativa para la
deteccion de alcaloides en la prueba de Drangendorff no se obtuvo precipitado
naranja comparado con el control positivo del alcaloide colchicina. En la prueba

de Mayer no presento6 coloracion marrén.
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Cuadro 8. Analisis fitoquimico cualitativo de los extractos de metanol de bulbo
(PmBMe) y raiz (PmRMe) de P.michuacana

b

METABOLITOS | PATRON | RESULTADO PmbMe ™| 5 ;1

B.S mrMe

) B.S
Flavonoides Quercetina ++ *

+ +
Fenoles Fenol +
Alcaloides o ;
Colchicina

Dragendorff -

(METODO DE DRANGENDORFF)

Los simbolos -y ++ se refieren a la intensidad de los resultados obtenidos, - es
negativo y ++ es positivo, ® B.S = base seca.

55 Fraccionamiento del

michuacana.

extracto de cloroformo de bulbos de P.

Al extracto cloroformo de bulbos de P. michuacana (PmBCI) se le realizé6 un

estudio por cromatografia en capa fina CCF con varios sistemas de eluyentes,

resultando el mejor perfil de separaciéon CHCI; : MeOH 8:2, con este sistema se
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hizo un fraccionamiento inicial al PmBCl y se desarroll6 en una columna
empacada de gel de silice (Figura 22), se recolectaron 25 fracciones de 100 ml
cada una, a las cuales se les realizé6 un estudio por CCF, utilizando el mismo
eluyente de la CC, dependiendo de los Rf de las manchas de las 25 fracciones se
reunieron en 10 fracciones denominadas PmBCI-1 a 10, las fracciones que
presentaron actividad antioxidante por decoloracién del reactivo 3-caroteno fueron
PmBCI- 2 a la 9 como se muestra en la Figura 25.

Por la intensidad en el resultado de la actividad antioxidante y la cantidad

obtenida se sigui6 purificando la fracciones PmBCIl -2y PmBCI -9 (Figura 23).

Figura 22. Fraccionamiento por cromatografia en columna CC y CCF del extracto
cloroformo de bulbos de P. michuacana
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Extracto de cloroformo de
bulbos de P. michuacana
(PmBCI)

CC (CHCl3:MeOH 8:2)

A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4

A 4

PmB PmB PmB PmB PmB PmB PmB PmB PmB

Cl-l Cl-2 CI-3 Cl-4 Cl-5 Cl-6 Cl-7 CIl-8 Cl-9

PmB
CIl-10

Actividad antioxidante
B-caroteno (decoloracion)

Las fracciones positivas
PmBClI2a9

Figura  23. Fraccionamiento del extracto de cloroformo de bulbo de P.
michuacana

5.6 Purificacion de la fraccion PmBCI -2 del extracto cloroformo de bulbo
de P. michuacana

La fraccion de bulbo de cloroformo PmBCl -2 (Figura 24) se sometié a
cromatografia en columna (CC) en gel de silice mediante el sistema de elucion
(CHCI3: MeOH: AcOEt 8:2:1), obteniéndose 6 fracciones de 20 ml cada una de
las cuales luego del estudio por CCF usando el mismo eluyente de la CC,
dependiendo de los Rf de las manchas se obtuvieron las 6 fracciones
denominadas PmBCI -2 1 a 6. A cada una se les realiz6 la pruebas de actividad
antioxidante por decoloraciéon del reactivo B-caroteno, de las cuales la fraccidon
mas activa fue PmBCI -2 -4.
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Se siguio purificando la fraccion de color rojo PmBCI -2 -4 se le realizé un estudio
por cromatografia en capa fina (CCF) con varios sistemas de eluyentes,
resultando el sistema con el mejor perfil de separacion acetona: CHCI3 2:1 que se
utilizé para purificar la fraccion PmBCI -2 -4 por medio de cromatografia en capa
fina preparativa (CCFP) produciendo 6 fracciones denominadas PmRCI -2 -4-1 a
6.

A cada una se les realizo la prueba de actividad antioxidante por decoloracion del
reactivo [(B-caroteno, de la cual se obtuvo la fraccién activa PmRCI-2 -4 -1.
Finalmente la fraccion PmRCI-2 -4 -1 se purificd en una columna de Sephadex
LH- 20 eluyendo con cloroformo CHCI3; incrementando la polaridad con metanol.
Se obtuvieron 4 fracciones denominadas PmRCI-2 -4 -1 — 1 a 4, de la cual la
fraccion PmRCI-2 -4 -1 — 2 presentd efecto antioxidante, la pureza se determind
en CCF con varios sistemas de eluyentes, de esta forma se obtuvo 30 mg del

compuesto 1 (Figura 24).
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Fraccion PmBCI - 2 CCF CHCls:
MeOH: AcOEt
8:2:1
CC CHCI5: MeOH: AcOEt
8:2:1
PmBCI — PmBCI — PmBCI — PmBCI - PmBCI — PmBCI —
2-1 2-2 2-3 2-4 2-5 2-6
| | | |
CCF
Actividad antioxidante Acetona : CHCI, >
B-caroteno 2:1
CCFP
Acetona :
CHCl; 2:1
PmBCI — 2-4 —
1 a6

I PmBCI — 2-4- 1 I

Sephadex LH20

CHCIl; — MeOH
CCF
Actividad antioxidante
B-caroteno PmBCI-2-4-| |pmBci-| [PmBCI-2-4-] [PmBCI-2-4-

1-1 2-4- 1- 2- 1-3 1-4

A 4

Compuesto 1 |
fraccion pural”

Figura 24. Purificacion de la fraccion PmBCI — 2 y Aislamiento del compuesto 1 del
extracto cloroformo de bulbos de P. michuacana
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5.7 Elucidacion estructural del Compuesto 1 (PmBCI — 2-4-1-2)

Del extracto de cloroformo de bulbos, fraccién purificada (PmBCI- 2-4-1-2) de la

P. michuacana fue aislado e identificado el Compuesto 1

El compuesto 1 presentd caracteristicas de aceite rojo, HREIMS ([M+H])*

274.316 calculado para 274.121, deduciendo la formula molecular C1gH150,.

Los resultados del espectro de infrarrojo IR v max Se pueden observar en el
espectro IR (Figura 25), las bandas en 1435, 1597 que son caracteristicas de
anillos aromaticos, ademas de la banda ancha a 3404 cm™ i caracteristica de la

tensién O-H tipica de grupo hidroxilo fendlico.

En el espectro de RMN "H (300MHz, CDCls) (Figura 26a) se muestran las sefiales
: 0 6.82 (1H, d, J=7.5 Hz, H-3" ), 6.70 (1H, dd, J=8.0, 1.8 Hz, H-2"), 6.61 (1H,d,
J=1.8 Hz, H-6"), 6.41 (1H, dd, J=1.7, 1.7 Hz, H-4""), 6.29 (1H, m, H-2"), 6.27 (1H,
m, H-6"), 3.88 (3H, s, O-Me-5""), 3.79 (3H, s, O-Me-3"), 2.84 (2H, m,H-1), 2.83
(2H, m, H-2).

La ampliacion de la multiplicidad de las sefales del espectro de RMN 'H para el
compuesto 1 (Figura 26b) indica la presencia de dos sefales de grupos de
metoxilo a 6 3.88 (3H, s, O-Me-5"") y & 3.79 (3H, s, O-Me-5"), una senal para
cuatro protones alifaticos equivalentes a & 2.84 (2H, m,H-1), 2.83 (2H, m, H-2)

caracteristicos de los protones metileno que unen a los anillos bibencil.

Los 6 protones aromaticos aparecen a & 6.82 (1H, doblete, J=7.5 Hz, H-3" ), 6.70
(1H, dd, J=8.0, 1.8 Hz, H-2"), 6.61 (1H,d, J=1.8 Hz, H-6"), 6.41 (1H, dd, J=1.7, 1.7
Hz, H-47), 6.29 (1H, m, H-2"), 6.27 (1H, m, H-6").

El espectro también presenta en uno de los 2 anillos una sustitucion simétrica en
los carbones C-3" y C- 5 con respecto al enlace bencilico observada por el
singulete para tres protones y una senal en &: 5.6 (2H, s), que corresponde a los

hidrogenos de dos grupos hidroxilo.
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||
01e- IR d€l Compuesto 1 3",4 —Dihidroxi — 5,5° dimetoxibibencil
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Figura 25. Espectro IR del compuesto 1 (gigantol) obtenido de P. michuacana
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Archive directory: /export/home/vnmr3/vnmrsys/data

- Sample directory:
File: PROTON
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13

Ambient temperature
Mercury-3008 “Coatlicue"
. 3.88 (3H, s, O-Me-5")

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 3.328 sec
Width 4800.8 Hz

Elucidacion estructural del compuesto 1 _/

ESPECTRO RMN 1H -
3.79 (3H, s, O-Me-5"),

OMe

3°.4 —Dihidroxi — 5,5 = ==adl =
dimetoxibibencil J 1, il ] |
. | J

T RGN TR ol D L R - A PO GO S OO PN < (AN P T Ca o e e 2o S B R TR R e i e e e e — T e
13 12 11 10 9 b 6 S 4 3 2 1 ' -0 =1 ppm

Campo bajo -~ “Campo alto™™
Baja densidad electronica Alta densidad electronica

Desproteccion Proteccion

Figura 26a. Espectro RMN 'H del compuesto 1 (gigantol) obtenido de P. michuacana en CDCl3
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| I
C16H1804

Elucidacién estructural del compuesto 1

2 2053.872 6.845 83.0
3 2045.960 6.818 120.1 4 H H - H i H
4 2006.987 6.688 a8.0 37,4 —Dihidroxi — 5,5" dimetoxibibencil
s 2005.228 6.682 56.4 OMe
6 1999.075 6.662 31.3 1
7 1997.023 6.655 43.4
z 4290022 6855 e ESPECTRO RMN 1H
3 1987.933 6.625 32.4
10. 1985.888 6.618 74.0 .
11 1895.634 6.317 42.4
12 1893.876 6.311 68.5
13 1892.117 6.306 59.5
14 1880.689 6.267 28.0
15 1878.638 6.261 111.5
15 1876.2%4 6.2583 141.3
17 1676.152 5.586 aq.7
18 1640.402 5.467 10.9 6.61 (1Hd,

J=1.8 Hz,

6" "H)

6..82 (d, /
J=75

6.27 (1H m

CDCI3 H3”
' \“ H2
6.7 (dd, / 5.6 OH
i (H3 ,H4 ")

J=8.0

2H" \\\ - 6.29
" @Hm, He /

Figura 26b Ampliacion del espectro RMN "H del compuesto 1 (gigantol) obtenido de P. michuacana en CDCls

7



RESULTADOS ¥ DISCUSION

En el espectro de RMN > C (100 MHz, CDCls) (Figura 27a) se indica la presencia de
12 sefiales correspondientes a los carbonos aromaticos & 161.7 (C-57), 154.4 (C-3°),
149.1 (C-57"), 141.9 (C-17), 144.3 (C-4""), 135.5 (C-17"), 121.4 (C-27"), 115.6 (C-3"),
112.2 (C-6""), 108.7 (C-6"), 107.6(C-4),97.8 (C-2"), las sefiales a 36.4 para el carbono
(C-1) y 39.1 (C-2) carbonos metilenos (CHy ) y las sefiales a 55.9 (C-5") y 56.7 (57)
correspondientes a los carbonos metoxilos sustituyentes en la estructura.

El espectro RMN *C (100 MHz, CDCls) (Figura 27b) puso de manifiesto un total de 16
carbonos. EIl analisis de los espectros 3¢ y experimento DEPT revel6 que posee dos
metilos (CHs3), dos metilenos (CH;), seis metinos (CH), seis carbones cuaternarios (C)

de lo anterior se deduce la formula molecular C1sH12,0¢ para el compuesto 1.

La asignacién de todos los carbones y la colocacion del grupo metoxilo dentro de la

molécula fueron determinados por los experimentos 2D (COSY, HMBC).

El espectro COSY (Figura 27c) muestra la relacion de los espectros de RMN 'H en un
plano bidimensional donde se relaciona los protones de la molécula. Estos
experimentos son necesarios para observar multiplicidad y la posicion de los protones

en la molécula.

El experimento HMBC (Figura 27d) muestra la relacién de los espectros de RMN 'H y
3C en funcion de las sefiales en un plano bidimensional donde se relaciona los
protones de la molécula y los carbonos, estos experimentos son necesarios para

identificar posicion de los carbonos con los protones en dicha molécula.

78



RESULTADOS ¥ DISCUSION

Elucidacion estructural del compuesto 1

ESPECTRO RMN 13C

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDCI13

Ambient temperature
Mercury-3008 "Coatlicue"

Relax. delay 1.617 sec
Pulse 30.0 degrees

OBSERVE C13, 75.4531465 MHz
DECOUPLE H1, 300.0734551 MHz
Power 33 dB8

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.1 Hz
FT size 327
Total time 27 hr, 13 min, 46 sec

37,4 —Dihidroxi — 5,5 dimetoxibibencil

OMe

/121_ 4 (C-27)

115.6 (C-37) 39.1 (C1)
112.2 (C-67),
108.7 C6"), 39.1 (C2)
107.6 (‘—4')
97.8(C-2") |
iy /

Figura 27a Espectro RMN ®C del compuesto 1 (gigantol) de P. michuacana en CDCls
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" oS
Elucidacién estructural del compuesto 1

ESPECTRO RMN 13C
EXPERIMENTO DEPT ’

CH,
Metilenos 2

C
Cuaternarios 6

CH3

CH
Metilos 2

Metinos 6

....... T T T T T ML L B B e e e L B o e T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
FULSE SEQUENCE apt . !OBSERVE C13, 75.4531465 :DATA PROCESSING . ! i 13C OBSERVE .
ax. delay 1.617 sec {DECOUPLE H1, 300.0734551 . Line b oadening 1.1 Hz H H H
I} lst pulse 180.0 degrees : Power 39 dB iFT size 32768 H H H
2nd pulse 30.0 degrees i on during acqu |s't|o {Total Hns 42 minute . ¥ LPul Sequence: apt
Acq. time 0.883 sec i WALTZ-16 modulat : H iSolvent: cdci3
Vidth 18181.8 Hz H ; 3 H iAmbient temperature
016 repetitions H H H H iMercury-300 "“Coatlicue"

Figura 27 b Experimento DEPT del compuesto 1 (gigantol) de P. michuacana en CDCl3
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"

STANDARD 1H OBSERVE
Archive directory: /export/ho-a/vmrS/vmsnrsys/datu

Sample directory: vnmr3_04Mar2008-17:44:
File: cosy

Pulse Sequence: COSY

Mercury-300BB "Coatlicue"

Ambient temperature EXPERIMENTO COSY <. CH,

Relax. delay 1 000 sec
Acqg. time 0.21

1dth 4800. a Hz

2D Width 4800.8 Hz

2 repetitions

125 tncremun

H1, 300 0720022 MHZ

DATA PROCESSI
Sq. sine bell 0. 107 sec
F1 DATA PRDCESS
Sq. sine bell 0. 027 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 6 min, 59 sec

CH,

CH,0|

37,4 —Dihidroxi —
5,5 dimetoxibibencil

[,

Elucidacion estructural del compuesto 1

CH,0O |

il

R L e e e m— e
13 12 11°10 9 '8 7 6 5 4 3 2 1 -0 -1 -2
F1 (ppm)

Figura 27c Espectro COSY del compuesto 1 (gigantol) de P. michuacana en CDCl;
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Elucidaciéon estructural del compuesto 1
AMPLIACION EXPERIMENTO HMBC

RMNH CH.0
]

" e A 6.27, H2 :
H3"",H2"", H6"",H6 '
% l / CH,
P ™

Line broadening 1.1 Hz
F1 DATA PROCESSING ==

Line broadening 0.3 Hz
FT size 2048 x 1024 F2

Total time 10 hr, 58 min, 30 sec (ppm

97.8, C-2° ~—14 ,,,3 j__
C-6" ~— T

CH- aromaticos © . F—  ; i

Cz/'_< 120
RMNSC ﬁﬂjj;

S
. — v — Y . .

7 6 5 a 3 2
F1 (ppm)

Figura 27d Espectro HMBC del compuesto 1 (gigantol) de P. michuacana en CDClI;
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Estos resultados fueron comparados con los reportados en la literatura para el
compuesto gigantol (3°,4 —Dihidroxi — 3,5 -dimetoxibibencil) la estructura de este
compuesto se presenta en la Figura 28.

Fue descrito por primera vez como constituyente minoritario en Cannabis sativa
(Crombie, 1978). El gigantol ha sido reportado en otras orquideas como Bulbophyllum
vaginatum (Leong, 1991), Cymbidum giganteum ( Juneja, 1985) y Cymbidum
aloifolium (Juneja, 1986), Orquidea E. michuacana (Tovar, 2006) y en la orquidea

Dendrobium cariniferum por (Yegao Chen, 2008).

OMe

Figura 28. Estructura Compuesto 1 (gigantol)

5.8 Purificacion de la fraccion PmBCI9p — 2 y aislamiento de los compuestos 2 y

3 del extracto cloroformo de bulbos de P. michuacana.

La fraccion PmBCI -9 se fraccioné con metanol y se formaron 2 fases: precipitado y
soluciéon denominadas PmBCI — 9p, PmBCI — 9ss, respectivamente como se puede
observar en la Figura 29.

La fraccion PmBCI-9p presento6 actividad antioxidante y por esto se realizdé un estudio
de CCF con varias mezclas de disolventes como (acetona: CHCI; 9:1, CHCI; : eter
etilico 2:1, 1: 3,3 :1, 1: 4, CHCI3: MeOH 7:2) y el mejor eluyente fué CHCI; : MeOH: Hex
7:2: 3.5.

La fraccion PmBCI-9p se siguid purificando por medio de cromatografia en columna
CC en gel de silice mediante el sistema de elucion CHCI; : MeOH: Hex 7:2: 3.5, se
obtuvieron 4 fracciones denominadas PmBCI-9p 1 a 4.

Las fracciones PmBCI-9p 1 a 3 presentaron actividad antioxidante por decoloracion de
B-caroteno y la fraccibn mas activa fué PmBCI-9p2 por consiguiente se siguio
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purificando, por cromatografia en CC con en el eluyente CHCI;:MeOH:Hex 7:2:3.5 se
obtuvieron 6 fracciones de 20 ml cada una denominadas PmBCI-9p-2- 1 a 6.

La fraccion PmBCI-9p-2- 5 presentd actividad antioxidante por decoloracion de B-
caroteno, la cual se siguio purificando con el eluyente CHCI;:MeOH:Hex 7:2:3.5, se
obtuvieron 5 fracciones denominadas PmBCI-9p-2- 5 -1 a 5.

La fraccion PmBCI-9p-2- 5 — 5 presentd actividad antioxidante por lo tanto se sigui6
purificando en CC con la elucion CHCI3 : MeOH: Hex 7:2:3.5, alternando con CHCI; :
MeOH: Hex 8:3.5: 2, CHCI3: MeOH: Hex 8:4:2 y finalmente acetona. Se obtuvieron 8
fracciones denominadas PmBCI-9p-2-5-5-1 a 8.

La fraccién amarilla PmBCI-9p-2-5-5-3 sélo presentd actividad antioxidante, esta se
siguio purificando en una columna de Sephadex LH- 20 con CHCI3; incrementando la
polaridad con metanol. Se obtuvieron 6 fracciones de 10 ml ¢c/u denominadas PmBCI-
9p-2-5-5-3-1 a 6, la fraccidon PmBCI-9p-2-5-5-3-6 solo presentd actividad antioxidante,
se recromatografi6 con CHCl3:MeOH 9:1, CHCI3; : MeOH: Hex 6:1:1, CHCI; : Eter
etilico : Acetona 7: 1:0.5 se obtuvieron 7 subfracciones. La fraccion PmBCI-9p-2-5-5-3-
6-6 solo presentd actividad antioxidante y finalmente se volvio a recromatografiar la
fraccion PmBCI-9p-2-5-5-3-6-6 en CC con CHCI; : acetona: eter etilico 3: 1.5 : 0.5
donde se obtuvieron 3 fracciones PmBCI-9p-2-5-5-3-6-6 1 a 3.

La fraccion PmBCI-9p-2-5-5-3-6-6-1 (Figura 29) presentd actividad antioxidante, esta
se cristaliz6 con metanol, disuelto en caliente, luego se llevé a refrigeracion por un
periodo de 4 dias, cumplido el tiempo se obtuvo un polvo de coloracion amarilla la cual
fue denominada PmBCI-9p-2-5-5-3-6-6-1p, esta presento actividad antioxidante y se le
realizd un estudio de CCF con varias mezclas para determinar la pureza, la cual se
utilizo para las determinar los espectros de RMN 'H y C para la elucidacion

estructural del compuesto.
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(Acetona: CHCI3 = 50 PmBC | CCF CHCI3: MeOH:
9:1), (CHCI3 : eter ,| rraccion FmBLl = <4 Hex 7:2:3.5
etilico 2:1, 1: 3,3 11, op

1: 4), (CHCI3 :

MeOH 7:2) CCF I

CC CHCl3: MéOH: Hex

7:2:3.5
PmBCI PmBCI PmBCI PmBCI
- 9p- 1 -9p 2 -9p 3 -9p- 4

I
Actividad antioxidante

B-caroteno
CcC
CHCl3: MeOH:
Hex 7:2:3.5 PmBCI-9p — 2-5
PmBCI 9p—2 - Actividad antioxidante cC
1a620mlclu B-caroteno . CHC|3:7.'\2/|%O5H: Hex

PmBCI 9p- 2- PmBCI 9p- 2- PmBCI - 9p-2-5- Actividad
5-1a2 5-3a4 5 antioxidante
B-caroteno )
(decoloracion)
Act?vidad CHCI3: M OCHC': Hex 7:2:3.5
antioxidante »PmBCI 9p— 2-| +—— S e asn Compuesto 2y 3
3-caroteno . - 9e0-
(decoloracié 5-5-1a8 8:4:2 PmBCI-9p-2-5-5-3-
Acetona 6-1p
! T
PmBCI 9p— Cristalizo — MeOH
2-5-5-3 4 dias en refrigeracién
l A
CC sephadex|—»PmBCI 9p— 2-|—» PmBCI - PmBCI -
LH 20 5-5-31a6 9p2-5536 9p2-55361

A 4

CC CHCI;: acetona

Actividad antioxidante : Eter etilico
AT A PmBCI-9p-2-5-5-3-6

la3

A\ 4

Figura 29. Aislamiento y Purificacion de los compuestos 2 y 3 de la fraccion PmBCI9p — 2
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5.9 Elucidacion estructural de los compuestos 2 y 3 (mezcla).

Del extracto de cloroformo de bulbos de la especie P. michuacana fueron aislados e

identificados los Compuesto 2y 3 de la fracciéon purificada PmPCI-9p-2-5-5-3-6-1p

Compuesto 2: presentd caracteristicas de polvo amorfo amarillento.
Las senales en los espectros indican que el compuesto 2 se encuentra conformando

por una mezcla.

En el espectro RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz) (Figura 30a) se muestra el espectro
completo de y la ampliacién del espectro de RMN 'H (Figura 30b) indicando las
sefales de la region aromatica: &: 7.92 [d, (AA"), H-2'/H6",Jy 3 + Jo5= 8.7 Hz, H-2" y
H-67], 7.06 (1H, S, H-8), 6.98 [d, (BB"), J35= 8.7 Hz, H-3" y H-57], 6.28 (1H,s,H-3);

El espectro RMN 'H (Figura 30c) muestra cinco sefiales aromaticas derivadas de dos
diferentes anillos aromaticos. Las sefiales en & 7,92 y 6 6,98 se originan a partir de los
protones 2', §' y 6' del anillo B de los flavonoides. También presenta una sefial,
correspondiente al proton H-8 del anillo a & 7,06. Indicando la presencia de un anillo

aromatico monosubstituido.

En el espectro de RMN "*C (DMSO-ds, 100 MHz) (Figura 31) se indican las sefiales de
los carbonos a &: 164.32 (C-2), 103.16 (C-3), 182.78 (C-4), 142.93 (C-5), 130.91 (C-6),
155.78 (C-7), 94.67 (C-8), 161.88 (C-9), 105.25 (C-10), 122.52 (C-1"),128.36 (C-2’, C-
6°), 161.05 (C-4"), 116.47 (C-3, C-5"), 62.64 (OMe-7).

El compuesto 2 presento reaccién con FeCl; (indice azul oscuro) reaccidon caracteristica
para este tipo de compuestos (flavonas).

El espectro RMN "*C (100 MHz, DMSO-D6) puso de manifiesto un total de 16 carbonos
incluyendo un grupo carbonilo. EIl analisis de los espectros 3c y experimento DEPT
revelé que posee un metilo (CHj3), seis metinos (CH), nueve carbones cuaternarios (C).

de lo anterior se deduce la férmula molecular C1sH1206 para el compuesto 2.

La asignacion de todos los carbon 'y la colocacion del grupo metoxilo dentro de la
molécula fueron determinados por los experimentos 2D (COSY, HMBC).
El experimento COSY (Figura 32) muestra la relacién de los espectros de RMN 'H en

un plano bidimensional donde se relaciona los protones de la molécula.
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" <M

Espectro RMN 'H de los compuestos 2y 3

Archive directory: sexport/home/vnmr3/vnmrsys/data
Sample directory: vnmr3_29Aug2008
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: DMSOD

Ambient temperature
Mercury-300BE *“Coatlicue™

Relax. delay 1.000 sec
rees

8 repetitions
OBSER! H1,
DATA PROCESSIN
8
Total time 0 min, 52 sec

300 0734256 mMHzZ

OH (@)
7, Metoxi-scutillarein

f OH o

Dihidroquercetina o taxifolin

T T T T —T T 7 T T T T T T T
13 1z 11 io0 9 8 7 6 S 3 1 -0 =1 ppm
R — e
0.81 5.71 11.54 5.41 25.68
277 1.1s 40.79 5.99

Figura 30a Espectro RMN 'H de los compuestos 2 y 3 de P. michuacana en DMSO-dg
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"

Espectro RMN 1H de los compueslios 2y 3

"ff&é‘:js; % pr o
'i
4 ' 3.4s, O-Me-7
i
o
1
B
|
.
Co
B
{
[
f
/ A i
,J\“ / \ I
T el T T s T
2 » 7 Metoxi-scutillareina 3 Dihidroquercetina o taxifolin

Figura 30b Espectro RMN 'H (. ampliacion) de los compuestos 2 y 3 de P. michuacana en DMSO-ds
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" o
e e e ww=SPECHro RMN 1H de los Compuesws

2406.%54 8.021
2395.508 7.983 83.5

»

2387 .293 7.956 93.9

3
a 2163.973 7.211 32.7
s 2155.756 7.184 37.8
3 2090.022 6.965 43.s
7 2082.685 6.941 4s.9
8 2073.295 6.907 S
3 2065.078 ©_88
10 2036.906 6.78j “ “
11 2035.732 6_786-981 d H3 ’ H5 MeO
12 1874.918  6.24
13 1587.038 5.289 25.4 \
14 1531.868 5.105 55.3
15 1500.175 4.999 84.8 i
16 1463.786 4.878 20.3 EF I
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7,Methoxy-scutillarein Dihidroquercetina o taxifolin

Figura 30c Continuacion del espectro RMN "H ( ampliacién) de los compuestos 2 y 3 de P. michuacana en DMSO-ds
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Figura 31 Espectro RMN "*C del compuesto 2 de P. michuacana en DMSO-ds
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Elucidacion estructural del compuesto 2

Archive directory: /exportshome/vnmr3 /vnmrsys data
Sample directory: vnmr3_23AugZ008
File: cOSY
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Conectividades observadas para el compuesto 2 COSY.

Figura 32 Espectro COSY del compuesto 2 de P. michuacana en DMSO-dg
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El experimento HMBC (Figura 33) muestra la relacion de los espectros de RMN
'H y ™C en funcién de las sefiales en un plano bidimensional donde se
relaciona los protones de la molécula y los carbonos, estos experimentos son
necesarios para identificar posiciéon de los carbonos con los protones en dicha

molécula.

o

Figura 33. Conectividades HMBC H-C correlaciones de largo alcance.

Estos resultados del compuesto 2 fueron comparados con los reportados en la
literatura el cual se identifico como 7, metoxi-scutillarein, la estructura coincide
con los datos reportados por Peng et al., (2003), con la diferencia de que el
grupo hidroxilo de carbono 7 (scutillareina), esta substituido por un grupo
metoxilo como se observa en el espectro RMN 'H (Figura 30a) y en la Figura
34. Basandonos en la revision bibliografica el compuesto 2 es considerado un

nuevo compuesto.

OH 0]

Figura 34. Estructura del compuesto 2 (7,Methoxy-scutillareina)

92



RESULTADOS ¥ DISCUSION

Compuesto 3.

El compuesto 3 presentd la caracteristica de polvo amorfo amarillento;

El espectro de RMN "H (CDsOD, 300 MHz) (Figuras 30a y 30b ) se puede
observar las senales pequefias ©: 4.54 (1H, d, J = 11.5 Hz, H3), 4.90 (1H, d, J
=11.5 Hz, H2), 5.28 (1H, d, J = 2 Hz, H8), 6.24 (1H, d, J = 2 Hz, H6), 6.90 (1H,
d, J= 8 Hz, H5'), 6.94 (1H, dd, J = 8,2 Hz, HE'), 7.18 (1H, d, J = 2 Hz, H2').

El espectro de RMN '3C (Figura 35a) muestra las sefiales caracteristicas de los
carbonos a 198.4 (C-4), 170 (C-5), 165.3 (C-7), 158(C-9), 148 (C-3"), 146 (C-
47), 134 (C-1"), 120.9 (C-67), 118.1 (C-57), 115.9 (C-2"),101.8 (C-10), 97.3(C-6),
95.3 (C-8), 85.1 (C-2), 73.7 (C-3).

Experimento COSY (Figura 35b) muestra la relaciéon de los espectros de RMN

'H en un plano bidimensional donde se relaciona los protones de la molécula.
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Figura 35a Espectro RMN 3C del compuesto 3 de P. michuacana en DMSO-ds
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| I
Elucidacion estructural del compuesto

Archive directory: /export/homesvimr3 /vimrsys /data
Sample directory: vnmr3 Z9AugZ008
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Conectividades observadas para el compuesto 3 COSY.

Figura 35b Espectro COSY del compuesto 3 de P. michuacana en DMSO-dg
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Como se observa en la Figura 36 el compuesto 3, se encuentra mezclado con
la flavona 7,methoxy-scutillareina. Estos resultados del compuesto 3 fueron
comparados con los reportados en la literatura el cual se identifico como
Dihidroquercetina o taxifolin (Kolhir et al., 1996). La estructura fue establecida
como dihidroquercetina también llamado taxifolin. Se trata de un bioflavonoide
que presenta propiedades antiinflamatorias. Actua como un antihistaminico, y
protege de la radiacion (lliyuchenok et al., 1975). También inhibe el proceso
espontaneo de la peroxidacion lipidica en el higado (Siegers y Younes, 1981;
Tjukavkina et al., 1993). El dihydroquercetina es un antioxidante y posee las
propiedades de la proteccién de los capilares, lo cual es coherente con su
participacion como un agente antiinflamatorio (Gupta et al.,, 1971) y agente
gastro-hepatoprotector, y su diurético y actividad hipolipidaemica (Kolhir et al.,
1996). Segun (Lantto, 2009) este tipo de compuestos tienen actividad

antioxidante.

Figura 36 Dihidroquercetina o taxifolin
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5. 3 Relacién actividad antioxidante y estructura

El método de DPPH para evaluar la actividad antioxidante involucra dos
componentes en la reaccion de la mezcla, el antioxidante y el oxidante (DPPH)
esto se basa la transferencia de electrén en la reaccion.

(oxidante) + e ( antioxidante — muestra analizada compuesto 1) — se reduce
(DPPH) + se oxida el antioxidante.

El DPPH es un radical estable, oxidante y comercialmente disponible que
extrae un electron del antioxidante, es decir como es estable el radical puede
atrapar los radicales causando un cambio de color, la degradacion del cambio
de color es proporcional a la concentracion del antioxidante (Figura 37). El
punto final de la reaccion se alcanza cuando el cambio de color se detiene. El
cambio de absorbancia se traza contra la concentracion del antioxidante para
dar una curva lineal y la concentracién que causa la reduccion del DPPH al 50

% de inhibicion es definida como ECsq.

El radical tiene un color violeta, debido a los electrones libres del nitrégeno y de
después de la reaccidén con el atomo de hidrogeno del compuesto 1 presenta
un cambio de color a amarillo. EI cambio de color puede ser seguido por
espectrofotometria a 517nm y de esta manera el potencial antioxidante de una

sustancia o un extracto de planta puede ser determinado.

Se determind la actividad antioxidante del compuesto 1 (gigantol) por reduccién
del radical 2,2 difenilpicrihidrazil DPPH, presentando el ECsy de 45.69 ug/ml
comparado con el ECsy del acido ascérbico de 122.25 pg/ml el compuesto 1
tiene mas efecto antioxidante. En relacion a la actividad antioxidante y la
estructura del compuesto 1 (gigantol), como se puede observar en la Figura 39,
el compuesto 1 (estilbeno) presenta grupos hidroxil (OH) en la posicién 3 y
metoxilo que reaccionan con el radical DPPH por el mecanismo de la
transferencia de electrones de OH y MeO para reducir el radical y luego
estabilizar la reaccion, segun la literatura es activo el compuesto 1 porque hay
la presencia de los grupos en la posicion orto-y para difenoles.

Mecanismo de reaccion con el radical DPPH
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ArOH + DPPH° — ArO° + H- DPPH

ArO° + DPPH° — Productos

La mezcla de la fraccion PmBCI-9p-2-5-5-3-6-1p (compuestos 2 flavona y 3
flavanonol) presento actividad antioxidante al reducir el 50 % al radical DPPH
expresada como ECsp 2 ug/ml esta actividad es significativa comparada a los
flavonoides quercetina de 4.7 mM, segun Yokosawa et al. (1997), determiné el
ECso de scutillareina (2.80 pg/ml), baicalina (100 pg/ml), apigenina (68.58
pg/ml).
La actividad antioxidante de los flavonoides segun Rice Evans et. al. (1996);
Flérez et al., ( 2002 ); Pietta P. (2000); Huang et al., (2005) depende de los
siguientes factores relacionados a las estructuras en la Figura 39 se muestran
los compuestos 2 (7,Methoxy scutillareina) y 3 (Dihidroquercetina o taxifolin) la
actividad se explica de la siguiente manera:
La existencia de grupos O- dihidroxi en el anillo B de la estructura que le
confiere una mayor estabilidad a la forma radical y participa en la
deslocalizacion de electrones, esto los presenta el compuesto 3.
- El doble enlace en las posiciones 2 y 3 del anillo C de la estructura del
compuesto 2
- La existencia de la funcién 4-oxo en el anillo C participa en la
deslocalizacion de electrones en las dos estructuras de los compuestos
2y 3,
- La presencia de grupos hidroxilos en la posicién 3" y 5 de los anillos B y
A en la estructura del compuesto 3 y la posicion del hidroxilo en 5y 6 del
anillo A en la estructura del compuesto 2 incrementan la actividad de
atrapamiento del radical DPPH.
- La actividad antioxidante de la mezcla de los flavonides 2 y 3 es posible
que tengan una relaciéon sinergista, también pueden tener la capacidad

de quelar metales, Inhibir la lipoxigenasa y captar radicales libres.
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N—N NO, + R ~— N—N NO,

Reaccion del radical DPPH con el antioxidante (Compuestos)

OMe

Estructura Compuesto 1 (gigantol) obtenido del extracto de cloroformo de
bulbo de P. michuacana

Compuesto 2 (7,Methoxy-scutillareina) Compuesto 3 Dihidroquercetina o
taxifolin

Figura 37 Reaccion del radical DPPH y la relacién de la actividad antioxidante
de las estructuras de los compuestos 1,2 y 3
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El porcentaje de rendimiento de los extractos de cloroformo, metanol de bulbo
y raiz respectivamente presentaron un entre 8.6 % - 121 % pl/p; El de
mayor rendimiento fue el extracto de cloroformo de bulbo.

Los extractos crudos de cloroformo, metanol de bulbo y raiz de P. michuacana
mostraron actividad antioxidante barrido en placa por decoloracién de B-
caroteno.

No presentaron actividad antioxidante los extractos de hexano, cloroformo,
metanol de hoja y los extractos de bulbo y raiz de hexano.

Los analisis fitoquimicos cualitativos de los extractos de metanol de bulbo y
raiz presentaron prueba positiva de coloracion para fenoles, flavonoides vy
negativo para alcaloides.

La cantidad de compuestos fendlicos en los extractos metandlicos de bulbo es
de 0.55 g EGA 100 g -1 B.S) yderaiz de 1.27 g EGA 100 g -1B.S.

Los extractos de cloroformo de raiz y bulbo de P. michuacana presentaron
actividad antioxidante con un valor de ECsy de 174.68 pg/ml y 310.96 pg/mi
comparado el ECs del acido ascorbico de 122.25 pg/ml

Del extracto de cloroformo de bulbos de Prosthechea michuacana se identifico
el compuesto conocido dentro de la familia Orchidaceae como gigantol 3" 4 —
Dihidroxi — 5,5 -dimetoxibibencil el cual es un estilbeno, segun los analisis de
los espectros IR, RMN 13Cy 1H, presentando prueba positiva de actividad
antioxidante barrido en placa y con un valor del ECsy de 45.69 pg/ml.

Del extracto de cloroformo de bulbos de Prosthechea michuacana se aislaron
e identificaron de la mezcla PmBCI — 9p- 255361p los siguientes compuestos:
por medio de la informacion de los espectros IR, RMN 'H y C, son
compuestos tipo flavonoides.

B Compuesto 2: 7, metoxi-scutillarein, compuesto nuevo.

B Compuesto3: dihidroquercetina también llamado taxifolin

La actividad antioxidante de la mezcla PmBCI — 9p- 255361p por reducciéon
del radical DPPH mostraron una representativa actividad de ECs, de 2 pg/ml.
La actividad antioxidante de los compuestos 1, 2, 3 esta relacionada con la
estructura por la presencia de grupos OH y MeO que reaccionan con el radical

DPPH por el mecanismo de transferencia de electrones.

100



CONCLUSIONES

X/
°

La mezcla de los flavonoides 2 y 3 mejora significativamente el potencial
antioxidante y esto es posible por la accion sinergista, como también por
cumplir las tres reglas generales de actividad antioxidante para los
flavonoides.

El compuesto 7, metoxi-scutillarein se considero como un nuevo reporte para
las ciencias basicas es un aporte muy importante para México por encontrar
nuevas moleculas para ampliar el conocimiento en la familia de compuetos de
flavonoides y ademas con actividad antioxidante representativa.

El estudio de la identificacion de los compuestos con actividad
antioxidante de la especie P. michuacana confirman el uso medicinal de
la planta y ademas contribuye a su estudio ya que esta especie no

presentaba reportes de actividad antioxidante.
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ANEXOS

Anexo 1

Flavonoides. Estructura basica y tipos.
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ANEXOS

Catequina Quercitina Diosmetina

Caracteristicas estructurales de los principales tipos de flavonoides.
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ANEXOS

Anexo 2
Biosintesis de los flavonoides

° COOH
o 0.0 .
-.H / 0
PEP NH; X
- — /H\NO - -
HO" " “OH O
i 0
OH H
shikimato chorismate fenilalanina cinamato
CH2CO-SCoA 2?0
RCOSCoA * 3 | — AN cooH
COOH
acil-CoA malonil-CoA policetidos

HOM@ + 3 acetatos ——
(9]
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ANEXOS

Anexo 3

Eluyentes y los soportes utilizados para desarrollar los cromatogramas

unidimensionales CCF, CC, CCFP y Sephadex LH20

RELACION
ELUENTE SOPORTE ELUENTE RELACION V/V SOPORTE
VIV
CHCl3 Silica gel CHCl3: MeOH | 10: 0.5, 8:2, 8: 1, Silica gel
10:0.3,10:1,9.5:
05,9:1,7: 1
AcOEt Silica gel CHCIl;.: MeOH: | 7:1:3,4:1: 0.5, 6: | Silica gel
Mc,CO 11, 8:2:2, 1:1:5,
9.5:0.5:0.5,
Et, O Silica gel CHCI; : Et, O 7:1,3:1,8:1, 2:1 Silica gel
Hex Silica gel MeOH: Mc,CO | 4: 1 Silica gel
Mc,CO Silica gel ° EtOH: Hex: Silica gel °
0.5:3:9, 1:6:18
CHCl3
EtOH Silica gel CHCI3;:: MeOH: | 8:2:0.5., 8:1:0.5, 8: | Silica gel
Et,O 0.5: 0.5, 9:1:0.5,
6:1:0.5, 8:1.5:0.5,
7:0.5:1
MeOH Silica gel CHCls.: Et, O Silica gel
7:1:0.5, 3:1:0.5
MczCO
CHCI3: Mc,CO | 7: 1, 8:1, 8:2, | Silica gel AcOET: Et, O Silica gel
7:1,81, 11
7:0.5,7:2
CHCI3: AcOET | 7:1,12: 2, Silica gel CHCI;: AcOET: Silica gel
7:1:.0.5
3:1 Mc,CO
AcOET: TO 7:3 Silica gel Hex: Mc,CO 1.3, 5:11,5:2, 11 Silica gel
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RELACIO
ELUENTE RELACION V/V | SOPORTE | ELUENTE SOPORTE
N VIV
CHCI;:  AcOEt: Silica gel Hex : MeOH Silica gel
1:1:0.5 8:1,2:1
Et, O
CHClz: MeOH: | 7: 1:1, 7:1:2, 7:1: Silica gel Eter isopropilico: Silica gel
Hex 2.5,751:2, CHCl,
7.5:1:2.5,7:1:3,
7.1, 73
8:1:1, 8:1:2,
8:1:1.5, 8:1:0.5,
6.1:0.5, 6:1:1
Mc,CO: MeOH: Silica gel Eter isopropilico: | 7: 1:1, Silica gel
1:1:6,1:1:4
Hex CHCls: Mc,CO 7:1:2
ACOET: Hex 125: 25 Silica gel CHCl;: Et, O 6:7 Silica gel
CHCIl3: Mc,CO: | 7:1:1.5, 7:1:1, Silicagel® | MeOH Sephadex
Hex 7:2:1
Hex: MeOH 7:1,8:3 Silica gel CHCIly Sephadex
1.2 dicloroetano | 7: 3 Silica gel CHCl;: Et, O: Hex | 4:1:1 Silica gel
Eter isopropilico Silica gel CHCIl3:  MeOH: Silica gel
7:3 7.2:5
Hex
CHCIl3: Mc,CO Silica gel Mc,CO: Et, O : | 3:1:0.5, Silica gel
1:8,1.5:9, 4.9, 6:9,
Hex 7:1:0.5
Mc,CO: CHCI; : Silica gel CHCIl3:  MeOH: Silica gel
9:1:3, 2:1:7 7:2:3:05
Hex Hex: Mc,CO
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EL ESPECTROFOTOMETRO IR.

Anexo 4

Un espectrofotdmetro clasico y ampliamente difundido, son los de “doble as”.
Ellos estan configurados con los siguientes componentes:

1.-Una fuente de radiacion.

2.-Un portamuestra y blanco.

3.-Una rejilla o monocromador.

4 .-Un detector.

5.-Un CPU con pantalla, impresora y teclado lo que permite facilmente
ampliar o reducir zonas especificas del espectro.

El diagrama de un instrumento IR clasico puede verse mas abajo.

Blanco

Detector

Divisor de as

”, .
RCIENTRERTTTRTINT (RETTRTT

v

S,

1

I
Fuente de radiacion
infrarroja: laser,
Globar o Nernst

Muestra

Ampli

/ ficador

CPU

Teclado

Regillao
Monocromador

Esquema simplificado de las partes principales de un espectrofotémetro IR

Esquema N°1

~ |Pantalla

Impreso

ra

1.-La fuente de radiacién IR puede contener un laser (He-Ne) en los
equipos modernos, 0 una ceramica contaminada con 6xidos de Zirconio, Torio
y Cesio, conocida como filamento de Nernst. Esta ceramica es calentada
eléctricamente hasta 1000-1800 °C. Otra fuente de radiacion es el Globar, que
es una pequefia esfera de carburo de silicio, que al ser calentada al igual que la
anterior, emite una radiacion de amplio espectro que va desde los 5500 cm”™
hasta los 600 cm™. El Nernst en cambio, muestra un espectro de energia o
frecuencia que va desde 7100 cm™ hasta los 550 cm™. Estos rangos de
frecuencia son mas que suficiente para los espectroscopistas organicos. Ellos
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necesitan el rango que va desde los 4000 cm™ hasta los 650 cm™
aproximadamente.

2.- El porta-muestra, puede ser segun el propdsito, para aceptar gases,
liquidos y sdlidos. En gases, las celdas disponibles tienen entre 10 y 40 cm de
longitud y los espectros en estos casos son el resultado del paso, a través de la
celda con multiples reflexiones, de manera que, en realidad la luz ha recorrido
muchas veces la longitud de la celda antes de llegar al detector. De los liquidos
pueden ser obtenidos los espectros en ya sea compuestos puros o0 en
soluciones diluidas de aquellos. Los liquidos puros se colocan entre dos placas
de bromuro de sodio (se pueden lograr espesores de hasta 0,01 mm o
menores) Las soluciones diluidas son colocadas entre dos ventanas de cloruro
de sodio o bromuro de sodio, rodeadas de anillos espaciadores que delimitan
las celdas espectroscépicas a algunas fracciones de milimetro de espesor. En
estos casos deben ser muy bien seleccionados los solventes a utilizar. EI CCl4
y el CS;, son complementarios en estas tareas. Ambos solventes son invisibles
en regiones sobre los 1333 cm™ para el CCl, y bajo los 1333 cm™ para el CS;,
Pueden hacerse muchas combinaciones de solventes que cubran diferentes
ventanas entre los 4000 cm™ y los 600 cm™. (Ventana es aquella porcién del
espectro IR, en el cual el solvente tiene una muy baja absorcién de radiacion,
es decir, es trasparente a la radiacion infrarroja).

SOLVENTE Regién no Gtil cm ™ Regi6n no Gtil cm™
CHCI; 600-820 1175-1250
C.Cly 750-950

CeHes benceno 600-750 3000-3100
CH.CI, 600-820 1200-1300

ACETONA 1100-1850 2800-3000
DMSO 900-1100

TOLUENO 600-750 2800-3200

En todos los casos las paredes del contenedor de la muestra deben ser
transparentes a todo el rango de la radiacion (4000-600 cm™). Esto se consigue
con ventanas hechas de cristales de Bromuro o Cloruro de sodio.

3.- La rejilla o monocromador es un espejo reticulado que equivale a un
prisma capaz de descomponer el espectro de la radiacion en sus diferentes
longitudes de onda. Este dispositivo junto a otros dispositivos conocidos como
eslits (ventanas de abertura variable) permiten seleccionar y examinar la
energia radiante de diferentes longitudes de onda que ha pasado por la
muestra.

4.-El detector. Es otro componente importante en la configuracion de un
espectrofotometro IR. Mide la energia radiante residual que emerge de la
muestra y la compara con aquella que proviene de la celda llamada blanco
(que no contiene sustancia problema, solo contiene el solvente en el caso de
una muestra en solucién, o bien, bromuro o cloruro de sodio como blanco para
las muestras de liquidos puros o soélidas) Esta diferencia de energia se mide
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con una termocupla que tiene la propiedad de traducir las diferencias de
intensidad de la radiacidn que sale de la muestra en impulsos eléctricos.

5.- El graficador o impresora traduce a un grafico las diferencias
encontradas por el detector, colocando en la absisa el rango de longitudes de
onda barrido por el instrumento y en la ordenada la intensidad de la absorcion
del as emergente de la muestra problema.

El equipo utilizado en la actualidad, no posee red de difraccion o de primas,
utilizan un interferémetro que produce el fendmeno de la interferencia de la luz.
En estos instrumentos la luz proveniente de la fuente llega a un interferometro
que genera el interferograma de la fuente, el cual al incidir sobre la muestra y
producirse absorcion de radiacidon por parte de esta, permite obtener el
interferograma de la muestra, esta senal analitica es detectada y amplificada.
El interfferograma corresponde a la medida de la intenticidad de la luz
transmitida en funcién del tiempo y convierte dichos datos en intensidad
respecto a la frecuencia, esto es lo que se conoce con el nombre de
transformada de Fourier (FT — IR).
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Anexo 5.
Espectrometro de resonancia magnética nuclear

A continuacién, se muestra de forma esquematica los principales componentes
de un equipo para medidas de resonancia magnética nuclear.

Como se observa, el espectrofotometro de RMN consta de cuatro partes:

1. Un iman estable, con un controlador que produce un campo
magnético preciso

2. Un transmisor de radiofrecuencias, capaz de emitir frecuencias
precisas.

3. Un detector para medir la absorcion de energia de
radiofrecuencias de la muestra.

4. Un ordenador y un registrador para realizar las graficas que
constituyen el espectro de RMN.
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Anexo 6

Glosario
% Cromatografia. La cromatografia es un método fisico de separacion en
el que los componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una de
las cuales esta en reposo (fase estacionaria) mientras que la otra (fase
movil) se mueve en una direccion definida.

% Cromatoégrafo. El instrumento empleado para realizar una separacién
cromatografica.

« Cromatégrama. Una grafica u otro tipo de presentacion de la respuesta
de un detector, la concentracién de un analito en el efluente u otra
magnitud usada como medida de la concentracion en el efluente, frente
al volumen de efluente o al tiempo. En la cromatografia plana,
"cromatograma" puede referirse al papel o capa con las zonas
separadas.

% Cromatografia Frontal: Procedimiento en el que la muestra (liquida o
gaseosa) se alimenta de forma continua al lecho cromatografico. No se
utiliza ninguna fase movil adicional

% Cromatografia de Desplazamiento: Procedimiento en el cual la fase
movil contiene un compuesto (el desplazarte) que es retenido mas
fuertemente que los componentes de la muestra analizada. La muestra
se alimenta al sistema en forma discreta, como una pequefa cantidad
en un intervalo breve.

% Cromatografia de Elusién: Procedimiento en el que la fase movil se pasa
de forma continua a través o a lo largo del lecho cromatografico y la
muestra se suministra al sistema de forma discreta, como una pequefia
cantidad en un tiempo breve.

% Cromatografia en Columna: Técnica de separacién en la que el lecho
estacionario esta contenido dentro de un tubo. Las particulas de fase
estacionaria sélida, o de soporte recubierto con una fase estacionaria
liquida, pueden llenar por completo el tubo (Columna Empaquetada) o
estar concentradas sobre 0 a lo largo de su pared interna, dejando una
ruta abierta, no restringida, para el paso de la fase movil por el centro del
tubo (Columna Tubular Abierta).

+ Fase Ligada. Una fase estacionaria que esta unida de forma covalente a
las particulas de soporte o a la pared interior de la columna.

% Fase Inmovilizada. Una fase estacionaria que esta inmovilizada sobre
las particulas del soporte o sobre la pared interior de la columna, por
ejemplo por polimerizacion in situ (entrecruzamiento quimico) tras un
recubrimiento

% Fase Movil. Fluido que se filtra a través o a lo largo del lecho
estacionario, en una direccion definida. Puede ser un liquido
(Cromatografia Liquida), un gas (Cromatografia de Gases) o un fluido
supercritico (Cromatografia con Fluido Supercritico). En la cromatografia
de gases se uede usar la expresion Gas Portador para la fase movil. En
la cromatografia de elucion se usa también para la fase moévil la
expresion Eluyente.

¢ Eluir. Aplicar la cromatografia de elucion. El proceso de elucién se
puede detener mientras todos los componentes de la muestra estan aun
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en el lecho cromatografico, o continuarse hasta que lo hayan
abandonado. Nota: Se prefiere el término "Eluir" a "Desarrollar", término
usado en nomenclaturas anteriores de cromatografia plana.

+« Efluente. La fase movil que abandona la columna.

* Muestra. Mezcla consistente en cierto numero de componentes, cuya
separacion se pretende en el lecho cromatografico al ser arrastrados o
eluidos por la fase mévil.

« Componentes de la Muestra. Los constituyentes quimicamente puros de
la muestra. Pueden no ser retenidos por la fase estacionaria (es decir,
no retardados), retenidos parcialmente (es decir, eluidos a tiempos
diferentes) o retenidos permanentemente. Se aceptan también los
términos Eluito y Analito para un componente de la muestra
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