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INTRODUCCION

Dentro del reino vegetal, la familia Labiatae es una de las mas abundantes a lo largo
de todo el mundo; ésta se encuentra formada por 180 géneros y alrededor de 3500 especies.
Es una familia universal debido a su amplia distribucion, pues se pueden encontrar desde
una zona calida, una zona fria o una zona de gran elevacién.

En México existen, aproximadamente, 42 géneros (alrededor de 550 especies)
representados principalmente por los géneros Salvia e Hyptis, siendo el género Salvia el
més abundante, contando con alrededor de 300 especies. El género Salvia a su vez esta
dividido en cuatro subgéneros: Sclarea, Leonia, Salvia y Calosphace; especies de los
subgéneros Salvia y Sclarea se encuentran en el continente asidtico, las especies del
subgénero Leonia en América del norte y la gran mayoria de las especies mexicanas
pertenecen al subgénero Calosphace, que se extiende hasta centro y Sudamérica.

Todos los organismos vegetales poseen caminos metabélicos similares, utilizando
especies quimicas esenciales para la biosintesis de azicares, lipidos, aminoacidos, etc. Este
es considerado el metabolismo primario, mediante el cual se determina la supervivencia del
organismo en cuestion.

Muchos organismos utilizan otros caminos metabdlicos produciendo una gran
variedad de compuestos sin aparente utilidad y que poseen una distribucién restringida en
el organismo, limitdndose, en algunos casos, a especies 0 subespecies Unicas; este tipo de
compuestos constituyen el metabolismo secundario y es una manifestaciéon de la
individualidad del organismo que los contiene.

La biosintesis de los metabolitos secundarios se ha considerado que parte del acido
mevalénico, formando unidades de isopreno, que al unirse dan compuestos del tipo

terpénico como son los monoterpenos, sesquiterpenos y triterpenos.



De estudios realizados en plantas del género Salvia se han aislado un gran mimero
de compuestos de tipo terpénico, principalmente diterpenos, compuestos que constan de 20
atomos de carbono que siguen un ordenamiento en la regla biosintética del isopreno. Estos
presentan estructuras ciclicas o aliciclicas que muestran distintos estados de oxidacién,
observandose la presencia de un nimero muy diverso de grupos funcionales como son:
alcoholes, acidos, lactonas, etc.

Dentro del grupo de diterpenos se encuentran los de tipo biciclico como los mas
abundantes en plantas del género Salvia. En los estudios de las especies de los subgéneros
Salvia y Sclarea se han aislado diterpenos del tipo abietano (I) y labdano (II), mientras que

de los géneros Leonia y Calosphace prevalecen los de tipo abietano y ent — clerodano (IHI).

m

El interés especial en este tipo de plantas radica en que han sido utilizadas desde
tiempos muy antiguos en el tratamiento de diversas enfermedades debido a sus propiedades
bactericidas, antitumorales, etcétera. El estudio fitoquimico de la familia Labiatae, y en

especial el del género Salvia ha permitido aislar metabolitos con actividad bioldgica; un



ejemplo de ello lo constituyen las diversas sustancias que presentan actividad antiviral y
antibacterial atribuida a compuestos de tipo fendlico (acetogeninas) y algunos diterpenos.
Para algunos de estos tltimos, se han descrito actividades de tipo espasmolitica y sedativa.
Muchas de las plantas del género presentan actividad toxica debida a diversas sustancias
con actividades muy distintitas contra bacterias, arbustos e insectos. Muchas de estas
sustancias se busca emplearlas como insecticidas o herbicidas biodegradables.

En México se ha realizado en estudio muy extenso sobre Salvias de varias especies
y de distintos lugares de la repiiblica, lo cual ha permitido establecer relaciones interesantes
basadas en el contenido diterpénico, con el fin de obtener una clasificacion
quimiotaxonémica adecuada de las especies, de acuerdo a las condiciones de suelo o clima
entre otros factores.

Por ello, el presente trabajo tiene como objetivo una caracterizacion original de
Salvia longispicata con el fin de contribuir a su clasificacién quimiotaxonémica en base a

los compuestos que se puedan aislar del ejemplar.



ANTECEDENTES

En todos los organismos vivos los compuestos quimicos se sintetizan y degradan
por medio de una cadena de reacciones quimicas controladas por enzimas, las cuales
constituyen las rutas metabolicas; éstas son muy similares en todos los organismos cuando
se trata de la sintesis de compuestos esenciales como son las proteinas, lipidos o los 4cidos
nucleicos que constituyen lo que se conoce como el metabolismo primario y como
metabolitos primarios a los compuestos provenientes de estas rutas metabdlicas'.

Sin embargo, reflejo de la individualidad, cada organismo utiliza otras vias para
sintetizar compuestos sin aparente utilidad y con una distribucién restringida dentro de la
misma especie, incluso dentro del mismo organismo; estos compuestos son conocidos
como metabolitos secundarios y a las rutas por las cuales son sintetizados se conocen de
manera global como el metabolismo secundario'?. Debido a estos factores de
individualidad, es dificil establecer una funcién tunica o especifica de dichos compuestos
dentro de un grupo o un organismo en particular, ya que cada organismo esti expuesto a
una seric de factores externos distintos dependiendo del clima, suelo, flora y fauna
circundante, que haran que su funcién cambie de acuerdo al organismo que los sintetiza. A
estos compuestos también se les conoce como productos naturales, aunque de una manera
un tanto arbitraria para aquellos compuestos de origen natural propios de un organismo u
organismos relacionados entre si’.

En particular, las plantas han sido muy estudiadas desde el punto de vista de la
quimica de los productos naturales, debido a que han sido utilizadas desde tiempos
ancestrales con fines religiosos y medicinales, existiendo pruebas de su uso en un gran

nimero de culturas como son la cultura China o las culturas de mesoamérica. En la



actualidad, debido a estas evidencias, las plantas son sujetos de estudios exhaustivos
tratando de encontrar sustancias que puedan ser empleadas en beneficio de las personas
como principios activos en medicamentos, herbicidas biodegradables o insecticidas
naturales. México es un caso concreto de lo anterior, con una tradicién en el uso de plantas
con fines terapéuticos y con documentos que guardan esta informacién desde hace mucho
tiempo.

Se han estudiado mucho las rutas metabodlicas de las plantas en un esfuerzo para
conocer la manera en que son sintetizados los compuestos que se han aislado de ellas y que
se agrupan en distintas clases. Estas clases son los alcaloides, las acetogeninas o
policétidos, los isoprenoides, anilogos del fenilpropano y flavonoides entre otros. En el
caso de las plantas del género Salvia se ha estudiado ampliamente el contenido térpenico,
en especial de los diterpenos ya que muchos de ellos presentan propiedades utiles al
hombre y pueden ayudar a la clasificacién de los miembros del género’.

Los isoprenoides son metabolitos secundarios que han sido aislados como principios
activos de un gran nimero de plantas, entre las que se encuentran especies de la familia
Labiatae. Los isoprenoides se pueden dividir en esteroides y terpenos; muchos de estos
compuestos cumplen distintas funciones dentro de los organismos, muchos esteroides
cumplen funciones de receptores hormonales dentro de la membrana celular, misma a la
que hacen mas fluida al estar unidos a algunas proteinas y lipidos. Asi mismo, muchos
terpenos tienen funciones de fotorreceptores dentro de las plantas o como agentes
defensivos contra el ataque de insectos o de otras plantas’.

Todos estos compuestos tienen una caracteristica estructural en comun, contienen
un numero entero de unidades de cinco carbonos (Cs) como en el caso del mentol; De esta

manera, se propone que los isoprenoides son generados y deben su nombre a partir de



unidades basicas de isopreno (2-metil-1,3-butadieno), por lo que la condensacién sucesiva
de unidades de isopreno, mediante un arreglo conocido como de cabeza-cola, produciria
compuestos de formula (Cs),. A esta regla empirica se le conoce como la regla del

isopreno?.

Ao

Isopreno Mentol

OH

Sin embargo, existen un buen mimero de excepciones a dicha regla, por lo que para
explicar su generacion, es necesario pensar en términos de reglas con bases bioquimicas y
biosintéticas de la generacidn del isopreno y su posterior evolucion hacia moléculas més
complejas. Existen reglas que establecen que los compuestos de tipo terpénico se
construyen a partir de unidades de cinco atomos de carbono (como ¢l isopreno), pero la
estructura formada inicialmente puede ser modificada por algunas enzimas de distintas
maneras generando una gran variedad en los tipos de esqueletos tanto ciclicos o aciclicos.

Teniendo en cuenta que estas reglas son empiricas, las bases bioquimicas para
conocer y comprender la sintesis de los terpenos desde un punto de vista mas formal tuvo
lugar a partir del aislamiento del acido mevalénico como precursor de unidades de cinco
atomos de carbono

H,C, OH

HOO
OH

Ac. Mevalénico



La ruta metabdlica de obtencidn de las unidades de cinco atomos de carbono (Cs) a
partir de 4cido mevaldnico constituye el primer paso en la sintesis de los isoprenoides

(figura 1).

————»> Terpenos
OH

OH
fﬂ - = ———> Esteroides
COOH
HO
————> Carotenos
Figura 1

Esta ruta metabolica explica la obtencién del alcohol dimetilalilico y su isémero el
isopentenol, en forma de sus ésteres de pirofosfato considerados como los precursores
fundamentales de todos los isoprenoides. De este modo, estas unidades de cinco atomos de
carbono pueden incorporarse casi en cualquier nimero para producir la gran variedad de
esqueletos terpénicos que se han encontrado en muchos de los ejemplares estudiados hasta

la actualidad.

Como se muestra en la figura 2, existen distintos tipos de isoprenoides de acuerdo al

niimero de unidades de cinco carbonos y si son ciclicos o no':



Nombre Numero de
dtomos de
| Carbono
Monoterpenos 10 4tomos
Sesquiterpenos 15 atomos
Diterpenos 20 atomos
Sesterterpenos 25 atomos
Triterpenos 30 atomos
Figura 2

En el caso de la sintesis de los compuestos con 20 atomos de carbono o diterpenos,
la regla biogenética del isopreno propone la sintesis de las estructuras teniendo comienzo
en la generacion del éster de pirofosfato del Geranil - geranilo por la condensacién de una
molécula pirofosfato de geranilo con una molécula de cada uno de los precursores
fundamentales antes mencionados®. El proceso de ciclacién procede usualmente mediante
una adicién concertada, teniendo como especie de ataque a una especie electrofilica, como
es un protén (H"), sobre el doble enlace entre los carbonos 14 y 15 en el pirofosfato de
Geranil - geranilo, dando lugar a un catién biciclico tipo labdano. Este precursor labdano es
muy importante pues el mismo constituye uno de los esqueletos mas comunes dentro de los
compuestos aislados de plantas del género Salvia, asi como precursor para explicar la

sintesis de otros diterpenos encontrados en plantas del mismo género.
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Pirofosfato de Geranil - geranilo Catién Labdano

Al ciclarce para formar el catién labdano, existen dos posibles configuraciones
debido a dos posibles modos de cierre para formar la fusiéon de los anillos del sistema
biciclico, esto provoca que los diterpenos puedan presentar dos compuestos con
estereoquimica opuesta de manera natural, lo que da lugar al aislamiento de mezclas de
compuestos en plantas distintas.

El género Salvia comprende alrededor de 900 especies, siendo asi uno de los
géneros con mayor niimero de especies dentro de la familia Labiatae. Para su estudio
Bentham (1876) lo dividié en cuatro subgéneros: Salvia, Sclarea, Leonia y Calosphace. El
estudio fitoquimico de muchas de las especies de este género ha mostrado que poseen un
importante contenido de diterpenos del tipo abietano y clerodano, esto depende
principalmente del subgénero al cual pertenece el espécimen. Asi, las especies
pertenecientes a los subgéneros Salvia y Sclarea se caracterizan, generalmente, por tener
diterpenos del tipo abietano y labdano, mientras que el subgénero Leonia y Calosphace se
caracteriza primordialmente por la presencia de diterpenos del tipo clerodano y abietano’.

En particular, del estudio fitoquimico de Salvia sclarea, perteneciente al subgénero
Sclarea, se aisl6 un diterpeno con esqueleto de labdano, 1lamado esclareol. Este tipo de
diterpenos constituyen un grupo muy extenso que se encuentran ampliamente distribuidos

en las plantas y que derivan de manera directa del catién labdano, de manera que todos los



labdanos que se conocen poseen la configuracion anti en la fusién de los anillos A y B,

respecto al hidrégeno del carbono 5 y el grupo metilo unido al carbono 10.

Esclareol

En el subgénero Calosphace se clasifican las salvias americanas que se encuentran
en México, Centro y Sudamérica. Su estudio ha revelado que mas del 80% de los
diterpenos de este subgénero tienen estructura de neo-clerodano o estructuras

biogenéticamente relacionadas con un precursor del tipo clerodano®,

willH

\\\\\\\
R

S
0\

/num..
I

(=)Ac
OAc

(-)-Clerodina Esqueleto de Clerodano
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El término neo-clerodano se estableci6 con la elucidacion de la estereoquimica de la
(-)clerodina por lo que la serie de compuestos con la estereoquimica opuesta se les conoce
como ent-neo-clerodanos. En algunas ocasiones el término neo-clerodano es remplazado
por el término ent-clerodano (ent, para designar la configuracion opuesta), principalmente
por razones biogenéticas®.

La estructura de los compuestos neo-clerodanos se considera derivada del esqueleto
de ent-labdano a través de migraciones 1-2 de hidruros y grupos metilo. Al igual que los
labdanos, la mayoria de los clerodanos conocidos tienen la configuracién anti en la fusién
de los anillos A y B del sistema biciclico, la configuracién indica la posicion entre el grupo
metilo en el carbono 5 y el hidrégeno en el carbono 10. Sin embargo, también se conocen
compuestos clerodanicos con la configuracién opuesta cis, como la linearolactona’; aislada

de Salvia lineata.

Linearolactona

Otra caracteristica estructural presente en un gran niimero de los clerodanos que se
conocen es que presentan heterociclos oxigenados, lo que ha sido relacionado con las

propiedades herbicidas y de defensa ante los insectos por parte de la planta.

11



El estudio fitoquimico de varios ejemplares de salvias mexicanas ha permitido conocer la
presencia de diterpenos del tipo clerodano con arreglos estructurales muy variados y
particulares; los esqueletos de atomos de carbono de estos diterpenos se consideran como
reordenamientos a partir de la estructura del neo-clerodano. De esta manera, de Salvia
fulgens, se aislé un diterpeno con anillo de salvigenano, la salvigenélida®; asi mismo de
Salvia puberula, se aislaron la salvipuberulina®, diterpeno cuyo esqueleto base se conoce
como salvipuberulano y la isosalvipuberulina, diterpeno cuyo esqueleto se nombré como

isosalvipuberulano®®.

'/

0o OAc

Salvigenano Salvigenélida
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Otro esqueleto de origen clerodénico es el que presenta la languidulina, aislada de
Salvia languidula, cuyo esqueleto se conoce como languidulano' ! de esta misma planta se
aislaron otros cuatro diterpenos, las salvilanguidulinas A-D que poseian el mismo esqueleto

base, nombrado como salvilanguidulano'?.

Salvilanguidulano

Salvilanguidulina A

De dos especies; Salvia tiliaefolia se aislo la tilifodidlida, un diterpeno tetralinico
cuyo esqueleto base se nombré como tilifolano'*; mientras que de Salvia rhyacophyla se

aislé la riacofilina, un 5,6 seco-clerodano cuyo esqueleto base se nombré como riacofano™

13



Tilifolano

Riacofano Riacofilina

Otros tipos de diterpenos se pueden hallar dentro del género Salvia como son los diterpenos
del tipo pimarano, abietano e icetexanos entre otros. Muchos compuestos con este tipo de
esqueletos han sido aislados en Salvias del subgénero Calosphace, a pesar de que los dos
primeros tipos de esqueleto son mucho mas comunes en ejemplares del continente europeo
y asiatico. Estos esqueletos estan relacionados entre si, pues el esqueleto pimarano proviene
del catién labdano por ciclizacion de un intermediario del mismo, generando el catién
pimarano. El esqueleto de abietano deriva directamente del catién pimarano por
migraciones de hidruro y metilo para generar el catién abietano. Los esqueletos de
pimarano y abietano son triciclicos con una gran cantidad de grupos funcionales distintos y

en variados estados de oxidacién. Los diterpenos con esqueleto de icetexano provienen

14



directamente del catién abietano, pues se les considera un anillo de abietano reordenado o

19
transpuesto'* *'°.

OH

o

Icetexona.

- H -
COOH COOH

Acido sandarocopimarico Acido 7a-hidroxisandaracopimarico
OH

(o)

7a-hidroxiroyleanona

Por lo que, las especies constituyentes del género Salvia, estin relacionadas al
subgénero y seccién a la cual pertenecen. Mas del 80% de los diterpenos aislados del
subgénero Calosphace presentan un esqueleto de clerodano o algun tipo relacionado con
éste. En particular, las especies de la seccion Angulatae (subgénero Calosphace), se

encuentran constituidas por 44 especies; éstas, estan distribuidas en 6 subsecciones:

15



Tiliaefoliae, Glumaceae, Fructicosae, Rudes, Hiantes y Scutellarioideae. De éstas, 27

especies se encuentran distribuidas a lo largo de México™.

Seccién Angulatae
Tiliaefoliae | Glumaceae | Fructicosae | Rudes Hiantes Scutellarioideae
rhycophila | caudata myriantha albiflora drymocharis |flaccida
leptostachys |roscida haitensis mazatlanenzis | Alvajaca
urolepis fallas seemannii
uruapana arthrocoma longispicata
tiliaefolia remissa Sluviatilis
fusca xalapensis
langidula
mucidiflora
prasiiflora
aliena
perplicata

Enmarcadas en negritas se encuentran
aquellas que han sido estudiadas

De los estudios fitoquimicos de las especies arriba presentadas se pueden hacer las

siguientes comparaciones en base al contenido de diterpenos caracterizados para

especimenes de la misma seccion

2122

Salvia Esqueleto diterpénico
rhycophila Riacofano

leptostachys Riacofano

urolepis Languidulano

langidula Languidulano, salvilanguidulano
fluviatilis Languidulano, tilifolano
tiliaefolia Tilifolano, isosalvipuberulano

Con lo anterior se puede observar que existe una relacion estrecha entre el contenido

diterpénico y la seccion a la que pertenece el ejemplar por lo que en la actualidad se puede

hablar de un paralelismo entre la diferenciacién, clasificacién quimica y seccional. Sin

16




embargo, el contenido diterpénico no es la inica referencia en un estudio de esta naturaleza,
pues las plantas también producen compuestos de otras clases que en algunos casos son
representativos de casi todos los organismos, como son algunos esteroides de las plantas y
que es comun aislarlos asi como compuestos derivados de las rutas metabdlicas del 4cido
shikimico y del fenilpropano, entre otras que dan origen a compuestos diversos que pueden
ser representativos de algunas especies 0 muy comunes entre otras, como son los

flavonoides, alcaloides o macrélidos.
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PARTE EXPERIMENTAL

La purificacion de los compuestos se llevd a cabo utilizando técnicas
cromatograficas como son la cromatografia en columna al vacio, la cromatografia a presion
de aire o “flash” en columna, cromatografia en placa preparativa y la cromatografia en capa
fina. Como fases estacionarias fueron utilizadas distintos tipos de silice (SiO;), de acuerdo
a la técnica empleada. De esta manera se usé silice G60 F»s4 Merck para la cromatografia
en columna al vacio, silice 60 (230:400) Macherey — Nagel para la cromatografia flash en
columna vy silice 60 Fass en las placas preparativas. El monitoreo de estos procesos se
realizé mediante placas cromatograficas de SiO; en aluminio Macherey - Nagel con silice
60 UV;s;. En todos los casos se utilizé una disolucién de Ce(SO,): al 1% en H,SO4, 2N y
una lampara de luz UV como reveladores. Los puntos de fusién de todos los compuestos
obtenidos, fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.

Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotometro Nicolet FT-IR 750.
Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrémetro de resolucién media JMS-
SX505A Jeol por la técnica de impacto electrénico; y en un espectrometro de alta
resolucion JMS-102A Jeol, por la técnica FAB+.

Los espectros de RMN de hidrégeno y carbono se obtuvieron en equipos Varian
Gemini de 200 Mhz y Varian Unity de 300 Mhz. Los desplazamiento quimicos se
describen en ppm relativas al TMS y las constantes de acoplamiento se describen en Hz.

Se extrajeron 5.5 Kg de Salvia longispicata, incluyendo raices y partes aéreas, con
acetona (23L) a temperatura ambiente durante cuatro dias. Una vez que se reunieron los
extractos correspondientes a cada dia, mediante evaporacién al vacio, se llevaron a

sequedad obteniendo 234 g. de extracto.
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El extracto obtenido fue sometido a una particién con hexano — benceno (1:1)/
metanol — agua (4:1). La parte polar se evaporé a presion reducida hasta eliminacién total
del metanol, la fase acuosa resultante se extrajo con acetato de etilo para la posterior
evaporacion del disolvente a presion reducida para obtener 25.2 g de residuo polar. El
residuo polar se separé por cromatografia al vacio (columna principal), en una columna de
vidrio de 10 cm de didmetro interno, empacada con silice hasta una altura de 10 cm. La
elusién se efectudé iniciando con hexano 100%, mezclas hexano — acetato de etilo de
polaridad creciente, acetato de etilo 100%, y acetato de etilo — metanol al 15% siguiendo la

separacién por cromatografia en capa fina.

A partir de la columna principal, en las fracciones eluidas con un 20% de acetato de
etilo en hexano, se observd la precipitacion de un solido. Este solido fue separado por
filtracién y purificado por recristalizacién simple en acetato de etilo caliente dejando enfriar
de manera gradual para favorecer la formacion de cristales. Se obtuvieron 200 mg. de un
sélido amorfo de color blanco con punto de fusiéon de 250 — 258 °C. Por comparacién
directa en cromatografia en placa fina y por punto de fusién, se identificé dicho sélido
como una mezcla de acidos oleandlico y ursélico, estos acidos triterpénicos son muy

comunes en las Salvias del subgénero Calosphace estudiadas hasta ahora.

Las aguas madres obtenidas en la purificacién de los 4cidos triterpénicos, fueron
sometidas a una separacién por medio de una cromatografia relampago, usando como
eluyente una mezcla de hexano — acetona en polaridad creciente, siguiendo el proceso de
separacién por cromatografia en capa fina. De las fracciones colectadas al 15% de acetona

en hexano se obtuvo un sélido amarillo claro que fue purificado por recristalizacién simple
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con cloruro de metileno, obteniendo 23 mg de un sélido color amarillo palido (I) cuyo
punto de fusién es de 240 — 242 °C. Este compuesto se identificé como la 5,7,4’-
trihidroxiflavanona también conocida como Naringemina. Sus caracteristicas
espectroscopicas son:

IR: (v, cm™): 3400, 2925, 1633, 1602.

RMN-'H: (300MHz, CD;0D) & (ppm) ( §, multiplicidad, J, asignacién): 7.31 (2H,
H-2’, H-6"), 6.89 (2H, H-3", H-5"), 5.97 (2H, s, H-6, H-8), 5.3(1H, dd, 13.2 Hz, 3Hz, H-3),
4.2 (3H, s, 30H), 3.09 (1H, dd, 17.1 Hz,13.2 Hz, H-3 ax), 2.75 (1H, dd, 17.1 Hz, 3 Hz, H-3
ec.)

RMN-"C: (75 MHz, CD;0OD) & (ppm): 195.75, 166.92, 164.09, 163.10, 157.81,
129.04, 127.72, 115.68, 102.32, 96.57, 95.55, 78.94, 43.01.

E. Masas: (m/z): 272 (M+). 271, 179, 153, 120, 91, 69, 65.

De las fracciones eluidas a un 40% de acetato de etilo en hexano en la columna
principal, se observé la precipitacion de un polvo blanco muy fino. Se logré aislar un
compuesto cristalino (144 mg) de color blanco mediante una recristalizacioén utilizando el
sistema de disolventes acetato de etilo/metanol — hexano; dicho compuesto tiene un punto
de fusién de 129 — 131°C. A este compuesto se le designé como II y por comparacion

directa con un estandar en cromatografia en placa fina, se le identificé como B - sitosterol.

Las aguas madres obtenidas en la purificacién de II fueron sometidas a una
separacion mediante una cromatografia relampago utilizando como eluyente una mezcla

acetato de etilo - hexano en polaridad creciente y siguiendo el progreso de la separacién
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por cromatografia en capa fina. De esta columna cromatografica, en las fracciones
obtenidas a una polaridad de 20% de acetato de etilo — hexano se observa la precipitacion
de un sélido de color amarillo claro. Por comparacién de la cromatografia en placa fina
tomada a todas las fracciones obtenidas de esta columna se decidié reunir a todas las
fracciones colectadas entre las polaridades de 5 a 20% de acetato de etilo — hexano. Una
vez reunidas dichas fracciones, se evapor6 un poco de disolvente observando la
precipitacién de un sélido de color amarillo claro. Este fue purificado por recristalizacién
por par de disolventes utilizando un sistema hexano — acetato de etilo/metanol. El sélido
fue solubilizado en una pequefia cantidad de una mezcla acetato de etilo/metanol para
posteriormente agregar poco a poco hexano frio hasta la precipitacién del sélido, el cual fue
filtrado para obtener 67 mg de un sélido de color amarillo claro con punto de fusidn de 45 -
48 °C (III). Sus caracteristicas espectroscopicas son:

IR: (v, cm™): 3200, 1690, 1300, 1200, 850, 760.

RMN-'H: (300MHz, CD;0D) & (ppm) ( §, multiplicidad, J, asignacién): 7.62 (1H,
d, 10.5Hz), 7.09 (1H, dd, 8.2, 2.1Hz), 7.03 (1H, d 2.1Hz), 6.79, (1H, d, 8.5Hz), 6.3 (1H, d,
10.5Hz), 3.98 (6H, s), 3.61 (2H, t, 10.47Hz), 2.9 (1H, s) 2.61 (2H, t, 10.47Hz).

RMN-"C: (75MHz, CD;0D) & (ppm): 166.73, 155.21, 147.54, 146.8, 143.01, 135
~ 115, 129.66, 122, 115.4, 114.8, 55.78, 40.83, 34.53.

Masas: (m/z): 222 (M+), 221, 205, 191, 177, 164, 153, 138, 120, 107, 91, 65, 39,

31, 18.

Las fracciones obtenidas a una polaridad de 75% de acetato de etilo en hexano de la

columna principal fueron disueltas en acetona observando la precipitacién de un sélido. La

21



purificacién fue intentada mediante una recristalizacion por par de disolventes en el sistema
de disolventes hexano — acetona, la cual no fue posible. Posteriormente se sometié a
recristalizacion por par de disolventes utilizando acetato de etilo — hexano obteniendo 257
mg de un sélido café claro. Se realizaron varias cromatografias en capa fina en distintos
sistemas de elucién comprobando que el compuesto estaba puro (IV). Su punto de fusién es
de 164 — 166 °C y sus caracteristicas espectroscopicas son las siguientes:

IR: (v, cm™): 2972, 2928, 1495, 1093, 1016, 842

RMN-'H: (300MHz, CD;0D) 6 (ppm) ( §, multiplicidad, J, asignacién): 7.4 (2H,
m), 7.0 (2H, m), 5.975 (1H, d, 1Hz), 2.0 (3H, s), 1.596 (3H, s), 1.582 (3H, s).

RMN-"C: (75MHz, CD;0D) & (ppm): 138.05, 133.12, 129.807, 129.1, 128.8,
125.8, 124.02, 105.7, 33.6, 31.35, 12.99, 11.64.

Masas: (m/z): 450 (M+): 415, 339, 274, 246, 206, 170, 151, 128, 112, 91, 83.
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Discusion de resultados

De las fracciones eluidas con un 20% acetato de etilo en hexano, se observé la
precipitaciéon de un sélido en la mezcla de disolventes utilizada como eluyente en la
columna. Se obtuvieron 200 mg. de un sélido amorfo de color blanco con punto de fusion
de 250 — 258 °C. Por comparacion directa en cromatografia en placa fina con una muestra
de compuestos y por punto de fusién, se identificé dicho s6lido como una mezcla de &cidos

triterpénicos conocidos como acidos oleandlico y ursélico.

sanill]

Acido oleanélico (C3pH,505) Acido ursélico (C3gH,5053)

Cabe sefialar que se obtuvo una mayor cantidad de esta mezcla en el estudio de
fracciones posteriores.

De las fracciones obtenidas al 15% de acetona en hexano se obtuvo un sélido
amarillo claro que fue cristalizado con cloruro de metileno obteniendo 17 mg de un sélido

color amarillo palido (I) cuyo punto de fusién es de 240 — 242 °C

OH




En el espectro de IR (Espectro 1) de este compuesto se observan las siguientes
sefiales caracteristicas: en 3400 cm™ se asigna para OH, en 3200 cm™ se asigna para OH de
fenol quelatado, en 1633 cm™ se asigna al C=O de la y-pirona, a 1602.5 cm™ se asigna al
enlace Cyom-O. En el espectro de masas (Espectro 5) obtenido por impacto electrénico se
obtiene un ion molecular [M]+ a 272 m/z, correspondiente a una formula CysH;,0s.

En el espectro de RMN 'H (Espectro 2) se identifica un sistema AA’BB’ a 7.31 y
6.89 ppm, para los atomos de hidrégeno H-2’, H-6’ y H-3’, H-5 respectivamente, dicho
sistema estd conformado por un par de sefiales reflejadas una en la otra en un plano de
simetria y con una integral correspondiente a dos protones cada una. Dichos sistemas
AA’BB’ son caracteristicos de una sustitucién aromética 1-4, la cual se puede encontrar en
el anillo B del compuesto. La presencia del grupo ~OH sobre el C-4” causa un efecto de
proteccién sobre los protones H-3’ y H-5°, por lo que el desplazamiento quimico de éstos se
encuentra a campo alto (6.89 ppm).

Ademas, se puede identificar una sefial singulete en 5.97 ppm. con una integral
correspondiente a dos protones. Esta sefial se asigna a los protones H-6 y H-8 del anillo A
obteniendo un singulete debido a que ambos protones estan practicamente protegidos de la
misma manera por los efectos orto y para de los grupos hidroxilo unidos a dicho anillo
haciendo que su desplazamiento quimico sea muy similar.

En el espectro se observan tres sefiales doble de doble en 5.3, 3.09 y 2.75 ppm
respectivamente y que se encuentran correlacionadas entre si formando un sistema ABX.
La sefial en 5.3 ppm es un doble de doble (dd) con una constante de acoplamiento (J) de
13.2 y 3 Hz que integra para un protén. Debido a su desplazamiento quimico, la sefial
corresponde a un protén que se encuentra unido a un 4tomo de carbono base de oxigeno por

lo que la sefial se asigna al H-2.
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La sefial en 3.09 ppm también es un doble de doble, sin embargo, tiene constantes
de acoplamiento de 17.1 y 13.2 Hz y dicha sefial integra para un protén. Del mismo modo,
la sefial en 2.75 ppm, otro doble de doble, integra para un protén y posee constantes de
acoplamiento de 17.1 y 3 Hz. Ambas sefiales son asignadas a los hidrégenos unidos al C-3,
y, por estar situados sobre €l mismo carbono (en este caso particular) forman la parte AB
del sistema ABX. El valor de la constante de acoplamiento de 17.1 Hz. entre ambas sefiales
implica el acoplamiento entre dos protones geminales, en especial, que se encuentran en
una posicién o a un sistema 1, como lo es ¢l sistema carbonilico de la y - pirona.

El acoplamiento entre la sefial a 5.3 ppm, asignada al H-2 y la sefial a 3.07 ppm,
asignada a uno de los H-3 implica una constante de acoplamiento de 13.2 Hz, estos valores
de constante de acoplamiento son caracteristicos de protones vecinos con una conformacién
anti-periplanar. Asi, se puede establecer que ambos protones se encuentran en posiciones
axiales en el anillo C de la estructura I. Del mismo modo el acoplamiento entre el H-2 (5.3
ppm) y la sefial a 2.72 ppm del otro H-3 con una constante de acoplamiento de 3 Hz, indica

que la relacion espacial entre ambos es cercana a una conformacién del tipo gauche.
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Haciendo este andlisis, y partiendo del hecho de que la constante de acoplamiento
entre H-2 y uno de los protones H-3 tiene el valor de 13.2 Hz. para dos protones en una
conformacién anti — periplanar y el protén H-3 restante estd gauche a H-2, el anillo B de
fenilo debe ocupar una posicién ecuatorial en la conformacion del anillo de la y - pirona lo
cual es congruente al analizar las constantes de acoplamiento de la sefiales en el espectro y
por motivos de estabilidad debido a las interacciones estéricas menos favorables si el anillo
de fenilo estuviese en posicion axial.

En el espectro de RMN C (Espectro 3), existen 13 sefiales. A campo bajo, en
196.5 ppm se tiene una sefial pequefia caracteristica de un carbono de carbonilo, en
particular, de un carbonilo de cetona conjugada, se asigna al atomo de carbono 4 en la
estructura I. Se observan dos sefiales de carbono sp3 una de las cuales se encuentra a 79.4
ppm, dichas sefiales son caracteristicas de carbonos base de oxigeno por lo que se asigna al
carbono C-2; y la otra sefial a 43.01 ppm se asigna al C-3 pues en el espectro del
experimento DEPT (Espectro 4) se observa que dicha sefial corresponde a un carbono CHp.

El resto de las sefiales corresponde a los carbonos aromaticos de los anillos A y B.
Dentro de éstas, se pueden distinguir sefiales a campo alto correspondientes a los carbonos
aromaticos en posicion orto a la base de oxigeno: C-8 (95.9 ppm), C-6 (96.7 ppm) y C-3°,
C-5’ (115.8 ppm), su desplazamiento quimico se debe a los efectos de proteccion del
oxigeno en las posiciones orto y para. Seiiales de los carbono no protonados C-1’ y C-10 a
129.7 y 102.7 respectivamente; el caso de C-10 a un campo mas alto es debido a la
influencia de los tres atomos de oxigeno que se encuentran a dos enlaces de distancia,
dichos carbonos se identifican como cuaternarios por no presentar sefial en el experimento

DEPT. Por tltimo, a campo bajo, se encuentran los cuatro carbonos aromaticos base de
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oxigeno que sufren desproteccion por efectos inductivos de la unién directa con el oxigeno:
157.85, 163.7, 164.2 y 167.2 ppm. Por las evidencias espectroscépicas descritas, el

compuesto I se caracterizé como: 5, 7, 4'-trihidroxiflavanona conocida como Naringenina

De las fracciones eluidas a un 40% de acetato de etilo en hexano, se observa la
precipitacién de un polvo blanco muy fino. Se logré aislar un compuesto cristalino de color
blanco (IT) mediante el sistema de disolventes acetato de etilo — hexano — metanol; dicho
compuesto tiene un punto de fusién de 129 — 131 °C y por comparacion directa con un

estandar en cromatografia en placa fina, se le identificé como B - sitosterol.

HO
B — Sitosterol

Las aguas madres obtenidas en la purificacion de II fueron sometidas a una
separacion mediante una cromatografia flash utilizando como eluyente una mezcla acetato
de etilo — hexano en polaridad creciente. De esta cromatografia, en las fracciones obtenidas
a una polaridad de 20% acetato de etilo — hexano se observa la precipitacion de un sélido

de color amarillo claro. Este, fue recristalizado de un sistema hexano — acetato de etilo -
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metano! a baja temperatura obteniendo 67 mg del sélido con un punto de fusién de 45 — 48
°C (IIT). La estructura propuesta para dicho compuesto es la siguiente:

OH

I

En el espectro IR (Espectro 6) de este compuesto, se observa una banda ancha de
3300 2 3100 cm™ correspondiente a la vibracién del enlace O — H de un grupo hidroxilo, de
la misma manera se observan los sobretonos caracteristicos de los anillos aromaticos en
830 cm™ indicando la presencia del mismo pero sin saber acerca de su sustitucién. En 1752
cm™ se observa una sefial fuerte correspondiente a un grupo carbonilo en una cadena
alifatica en este caso de un éster o, - insaturado, de la misma manera, de 1300 a 1200 cm
se observan las sefiales correspondientes a las vibraciones de los enlaces simples entre
carbono y oxigeno. En el espectro de masas (Espectro 7) obtenido por impacto electrénico
se observa un ion molecular [M]+ en 222 m/z correspondiente apara una férmula Ci,H;40;4.

En el espectro de RMN — 'H (Espectro 8) lo primero que se observan son algunos
sistemas sencillos como es el caso de un sistema AB en 7.5 ppm y 6.2 ppm con una
constante de acoplamiento de 15.7 Hz (J = 15.7 Hz). Por los valores de desplazamiento
quimico y de la constante de acoplamiento, se concluye que dicha sefial pertenece a dos

protones de una doble ligadura en posicion relativa trans:
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7.5ppm H
—_— OR
R H 6.2ppm
15.7Hz

Otro sistema que se puede identificar en el espectro de dicho compuesto es uno que
consta de dos sefiales, en forma de triplete, en 3.58 ppm y en 2.78 ppm respectivamente con
una constante de acoplamiento entre ellas de 6.8 Hz. Dichas sefiales integran para dos
protones cada una, por lo que corresponderian para dos grupos metilenos unidos entre si.
Por los valores de desplazamiento quimico, sabemos que uno de esos grupos metileno es
base de un atomo de oxigeno mientras que el otro se encuentra unido a un anillo aromatico.
Asi mismo, una sefial singulete en 3.98 ppm que integra para tres protones es caracteristica
de un grupo metilo unido a oxigeno, por el desplazamiento quimico, dicha sefial
corresponde a un grupo metoxilo de un éster. De la misma manera se observa un singulete
ancho en 2.4 ppm que integra para 3 protones, dicha sefial corresponde a protones de
grupos hidroxilo como ¢l de la cadena de dos metilenos y el grupo hidroxilo unido al aniilo

aromatico.

2.78ppm

~
6.8Hz Ph H2.4ppm

H
3.58ppm
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En la zona de 6.75 a 7.1 ppm se observan sefiales de protones unidos a un anillo
aromatico. Dentro de dichas sefiales, se observan algunos sistemas dentro de los cuales se
puede concluir la sustitucién en el anillo aromatico. Se observa una sefial doble de doble en
7.05 ppm con constantes de acoplamiento de 8.5 y 2.1 Hz, caracteristicas de acoplamientos
en posicion orto y meta; por su desplazamiento quimico, la sefial corresponde a un protén
que se encuentra a campo alto por lo que un grupo electrodonador ejerce un efecto de
proteccion sobre él, en este caso el tinico grupo donador puede ser un grupo metoxilo o un
grupo hidroxilo; sin embargo, si fuese inicamente la influencia de los grupos mencionados,
la proteccion deberia ser mucho mayor y el desplazamiento estaria por debajo de las 6.8
ppm, por lo que se propone que existe la influencia de algin otro grupo funcional, en este
caso electroatractor, que disminuye dichos efectos protectores, dicho grupo es la doble
ligadura antes mencionada; debido a que sélo presenta una constante de 8.5 Hz, sélo existe
acoplamiento con un protén en posicién orto por lo que la otra posicién orto se encuentra

ocupada

2.1Hz
R
— H
7.05ppmH R
8.5Hz H OR

En 7.00 ppm, se encuentra una sefial doble con una constante de acoplamiento de

2.1 Hz caracteristica de un acoplamiento aromatico del tipo meta, al igual que el prot6n en
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7.05 ppm, este proton se encuentra protegido (campo alto) pero sin llegar a un
desplazamiento quimico caracteristico de un grupo fuertemente protector, por lo que deben
existir efectos de desproteccion de la doble ligadura o el grupo atractor unido al anillo
aromatico. Cabe mencionar que dichos efectos de proteccion o desproteccién se hacen
evidentes cuando dichos grupos donadores o atractores se encuentran en posiciones
relativas orto y / o para respecto al protén que se analiza ya que es en estas posiciones
cuando los efectos resonantes se vuelven muy significativos.

2.1Hz
R

— H7.00ppm

En 6.78 ppm aparece una sefial que integra para un protdn y que es una sefial doble
con constante de acoplamiento de 8.5 Hz. Dicha sefial se encuentra a campo muy alto
respecto al desplazamiento quimico comun para los protones aromaticos, por lo que un
grupo ejerce un efecto de proteccién sobre él para desplazarlo a campo alto. Dicho protén
se encuentra acoplado con otro de manera orto, por lo que el sistema aromatico es del tipo

1,3,4 — trisustituido.
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8.5Hz
H OR
6.78ppm

Cabe sefialar que los acoplamientos con los protones en las posiciones relativas
para, generalmente, no se aprecian pues dichas constantes de acoplamiento se encuentran
en el rango de 0 a 1Hz. Cabe sefialar que la sefial de 2.4 ppm contiene a los protones de los
grupos hidroxilo presentes en la molécula y su desplazamiento quimico es el caracteristico
cuando la muestra contiene agua.

En el caso de RMN — C (Espectro 9), se observa una sefial en 166.73 ppm
correspondiente al carbonilo del éster o, - insaturado, en la zona para carbono con
hibridacién sp? se observa una sefial en 155.21 ppm, correspondiente al carbono del anillo
aromatico que se encuentra unido al oxigeno del grupo hidroxilo, por lo que esta
desprotegido, dicha sefial es pequefia porque se trata de un carbono cuaternario. En 141.01
ppm, se encuentra la sefial del carbono 3 de la doble ligadura ya que por efecto resonante
con el grupo carbonilo del éster se encuentra desprotegido. En 127.06 y 125.21 ppm se
encuentran los carbonos aromaticos totalmente sustituidos. Los carbonos arométicos unidos
a hidrégeno se encuentran en 129.66, 121.98 y 115.34 ppm, este ultimo el que se encuentra
en posicién orto al carbono al cual estd unido el 4tomo de oxigeno por lo que se encuentra

protegido. En 117.75 se encuentra el carbono o de la doble ligadura del sistema conjugado
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con el éster, protegido por el efecto resonante de dicho sistema conjugado. Estas sefiales se

observan también en el experimento DEPT (Espectro 10):

En 62.82 y 55.78 ppm se encuentran los atomos de carbono base de oxigeno como
son el caso del metileno unido al hidroxilo y el grupo metoxilo. La sefial en 34.53 ppm
corresponde al metileno unido al anillo aromatico, estas sefiales son confirmadas en el

experimento DEPT.

Las fracciones obtenidas a una polaridad de 75% Acetato de Etilo en Hexano de la
columna original fueron disueltas en acetona, observando la precipitacion de un sélido, éste
se tratd de recristalizar del mismo sistema de disolventes lo cual no fue posible.
Posteriormente se sometié a recristalizacion por par de disolventes utilizando Acetato de
Etilo — Hexano obteniendo 157 mg de un sélido café claro. Se realizaron varias
cromatografias en capa fina en distintos sistemas de elucién comprobando que el

compuesto estaba puro (IV). Para dicho compuesto se propone la siguiente estructura:
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El andlisis del espectro de masas (Espectros 23 a 28), obtenido por Ionizacion
quimica, donde se observa el Ion molecular en 480 m/z (481 M+1) y el pico base se
encuentra en 450 m/z y presenta el patrén caracteristico para la isotopia de dos atomos de
cloro presentes en la molécula en M+2 (64%) y M+4 (30%). En complemento, el peso
molecular fue determinado mediante la técnica FAB+ de alta resolucién; Dicho
experimento arrojé un valor de 450.1517 m/z para el Ion molecular correspondiente a un
compuesto con férmula molecular C,3H»30Cl; basado en la distribucién teérica de los iones
generados; como se menciond, dicho pico corresponde para el pico base debido a la pérdida
de 30 unidades correspondientes a una molécula de etano, por ello, tomando en cuenta el
pico en 480 m/z en el espectro de ionizacién quimica, el ion molecular corresponde para
una férmula molecular C3,H340ClL. En los espectros de impacto electrénico se observa el
pico base en 450 m/z ademas de un pico intenso en 452 m/z, solo se observa un pico en 482
m/z en dicho espectros.

Asimismo, el espectro de infrarrojo (Espectro 11) muestra las seftales
correspondientes a las vibraciones de los enlaces C — H de alquenos por arriba de 3000cm™,
las sefiales en 1380 y 1093cm™ originadas por la vibracién del enlace C — O asi como la
sefial caracteristica para un anillo aromético disustituido en las posiciones 1,4 en 841cm™.

Asi, las sefiales que se observan en el espectro de RMN — 'H (Espectro 12) son tres

singuletes en 1.58, 1.59 y 2.0 ppm, la primera y la tercera integran para 3 protones cada
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una, lo que indica la existencia de grupos metilo; la segunda sefial integra para 4.5 protones
por lo que pueden ser dos grupos metilos idénticos o solo uno; debido a su desplazamiento
quimico, se encuentran unidos a un grupo que ejercen un efecto de desproteccion
considerable como es una doble ligadura o un halégeno. Se observa un doblete en 5.98 ppm
con una J = 1Hz y una integral correspondiente a un protén; por el desplazamiento quimico
se trata de un protén del tipo vinilico que, debido al valor de la constante de acoplamiento,
tiene un acoplamiento de tipo alilico. En el espectro de RMN — 'H — COSY (Espectro 15)
se observa la correlacién de dicha sefial con un singulete en 2.0 ppm correspondiente para
un grupo metilo. Dicha correlacién confirma que dicha sefial en 2.0ppm no es un singulete,
sino que debe ser un doblete y que la sefial en 5.98 ppm debe ser un cuarteto, ambas con

una /= 1Hz.

1Hz o H

H

5.97ppm H

R
R

En el espectro de RMN — >C (Espectro 13) asi como en el experimento DEPT
(Espectro 14), se observan 3 grupos metilo en 12, 14 y 31ppm, ésta tltima de mayor
tamafio que las otras dos, lo que hace suponer que es una sefial correspondiente a dos
grupos metilo idénticos; estas sefiales correlacionan en el espectro HETCOR (Espectro 16)
con las sefiales de 1.58, 2.0 y 1.59 respectivamente. También, se observa un grupo metino
en 105.7 ppm correspondiente a un CH vinilico que correlaciona con la sefial de 5.97ppm

en el mismo experimento de correlacién heteronuclear.
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Las sefiales caracteristicas de un sistema AA'BB" en 7.38 y 7.06 ppm, con una
integral para 4 protones, de una sustitucion 1,4 en un anillo aromatico. Dichas sefiales
muestran correlacién entre si en el espectro de RMN — 'H — COSY.

Respecto al espectro de protdn, el desplazamiento quimico de las sefiales en la zona
de protones aromaticos muestra que existe un grupo unido al anillo aromatico que ejerce un
ligero efecto de proteccion haciendo que el desplazamiento quimico de dos protones se
desplace a campo alto (7.06ppm); sin embargo, debido a que dicho efecto no es tan grande
se puede pensar en un grupo como el atomo de cloro que protege las posiciones relativas
orto y para por efecto resonante pero ejerce un efecto de desproteccion por efecto
inductivo. Asimismo, la sefial correspondiente a los otros dos protones estd ligeramente
desplazada a campo bajo (7.38ppm) lo que hace pensar en un grupo electroatractor como
una doble ligadura que ejerce un efecto de desproteccion en las posiciones relativas orto y
para del anillo aromético; debido al plano de simetria, se concluye la existencia de dos

grupos idénticos.

7.38ppmH H 7.38ppm

7.06ppmH H7.06ppm
Cl

En el espectro de RMN — "°C, asi como en el experimento DEPT se observan
sefiales correspondientes a los carbonos de los grupos metinos aromaticos en 129 y 130

ppm. Estas sefiales presentan una correlacién con las sefiales de 7.06 y 7.36 ppm en el
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experimento HETCOR. También se observan las sefiales correspondientes a los atomos de
carbono tetrasustituidos en 134 y 140 ppm.

Ademés se observan sefiales correspondientes a cuatro atomos de carbono
tetrasustituidos en 33, 123, 125 y 127ppm. Las tres scfiales entre 124 y 128ppm estan
dentro de la zona de desplazamiento quimico de los carbonos sp® de una ligadura doble o
para carbono de un anillo aromatico.

En el experimento de correlacion a dos y tres enlaces de distancia (FLOCK)
(Espectros 17 a 22) se puede observar que las sefiales correspondientes a los protones
aromaéticos tienen correlacion con los carbonos del sistema bencénico. La sefial del carbono
en 105 ppm correspondiente a un CH de tipo vinilico muestra correlacién con la sefial en
2.0 ppm en el espectro de protén correspondiente a un grupo metilo unido a una ligadura

doble:

2.0ppm
H
H H
——— 105ppm
R R

Dicha correlacién es a tres enlaces por lo que la sefial de 125 ppm muestra
correlacion con la misma sefial de 2.0 ppm en el espectro de protdn por lo que debe ser una
correlacién a dos enlaces de distancia, ademas de que presenta correlacién con la sefial de

5.9 ppm en el espectro de protdn correspondiente al hidrégeno vinilico:
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2.0ppm

H g
H ) H 5.9ppm
125ppm
R R

De esta manera, la sefial en 5.9 ppm en el espectro de protén muestra correlaciones
con las sefiales de 123, 125 y 127 ppm, todos ellos son carbonos tetrasustituidos y, por el

desplazamiento quimico, son de tipo vinilico o con una hibridacién sp

Las sefial de 123 ppm en el espectro de carbono muestra correlacion con las sefiales

de 1.58 y 1.59 ppm asignadas para los hidrégenos de grupos metilo.
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Las sefiales para dichos hidrégenos correspondientes a grupos metilo, muestran
correlacion con las sefiales de 33 y 31 ppm correspondientes para un carbono cuaternario y

la sefial de los carbonos de los grupos metilo respectivamente.

B R
T
1.59ppm H——C ’\‘
R
33ppm
AN
31ppm I
H
1.59ppm

Uniendo los fragmentos encontrados con todos los experimentos realizados el tinico
atomo por asignar es el atomo de oxigeno que se concluye, por el experimento de
espectrometria de masas, que debe estar unido al carbono en 127 ppm lo que es un
desplazamiento quimico bastante bajo para este tipo de atomos bases de oxigeno. En las
Tablas 2 y 3 se resumen las sefiales en los espectros, cabe sefialar que los sistemas
aromaticos presentan correlaciones a dos y tres enlaces entre ellos por lo que no se incluyen

en la tabla.

Tabla 2
Sefiales en RMN — 'H para el compuesto IV

m) Integracion Multiplicidad J(Hz) COSY HETCOR FLOCK *J FLOCK'J
1.58 3 s 12, 31ppm 123ppm 33, 127ppm
1.59 3 s 12, 31ppm 33ppm 31, 123ppm

2 3 s 598ppm  14ppm 125ppm 105ppm
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5.98 1 d 1 2ppm 105ppm 125, 127ppm 123ppm

7.04 2 m 7.36ppm  130ppm 1291’31;&;133’
7.36 2 m 704ppm  129ppm 2 3183;:;;‘33’
Tabla 3

Sefiales en RMN — °C para el compuesto IV

12 CH3  1.58ppm, 1.59ppm
14 CH3 2ppm

31 CH3  1.58ppm, 1.59ppm
33

105 CH 5.98ppm

123

125

127

129 CH 7.36ppm

130 CH 7.04ppm

133

138

Haciendo una busqueda en la literatura se pueden encontrar estructuras similares en
compuestos de tipo sesquiterpénico principalmente en las especies de Bajarona y Mikania
las cuales contienen ciclos insaturados que contienen un atomo de oxigeno y cuyo tamafio

va de siete a trece 4tomos®”,
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(0]

R3
En estos casos, los desplazamientos ql;imicos para los carbonos vinilicos unidos a
oxigeno presentan un valor por debajo del esperado (aproximadamente de 140 ppm) pero
no se encuentran a un campo tan bajo como lo es 127 ppm en este caso™.

También se encontr6 que el siguiente tipo de fragmento:

X
es bastante comiin en compuestos aislados de plantas del género Salvia y que son
més comunes cuando X es un grupo ~OH y cuando los grupos R se unen a compuestos de
tipo flavonoide, derivados de los 4cidos fenélicos y, en menor medida, a sesquiterpenos. No

se pudo encontrar referencia donde el 4tomo X fuera un halégeno®.
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CONCLUSIONES

Del estudio fitoquimico de Salvia longispicata se obtienen las siguientes
conclusiones:

» Se aisld P - sitosterol que es un metabolito ampliamente distribuido en todas las
plantas.

» Se aislaron los acidos triterpénicos Ursdlico y Oleandlico que son ampliamente
distribuidos dentro de los ejemplares del género Salvia.

> Se aislé la Naringenina que es un flavonoide, en especifico una flavanona,
ampliamente distribuida dentro de los ejemplares del género Salvia.

> Se aislé un compuesto (III), para el cual se propone la siguiente estructura:

OH

m

Dicha estructura se propone en base en a las evidencias experimentales y a que este
tipo de estructuras han sido aisladas previamente como intermediarios en la ruta del
shikimato. Este tipo de intermediarios se han propuesto para la biogénesis de

flavonoides y cumarinas.”?” 2
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» Se aislé un compuesto (IV), para el cual se propone la siguiente estructura:

Pero la cual no es concluyente con base en los experimentos realizados. Cabe
sefialar que dicho compuesto era sensible y que por accién del aire, humedad y otros
factores o combinacion de los mismos se descompuso, por 1o que sera necesario trabajar de
nuevo la planta para obtener mas producto debido a que de los extractos trabajados no se

pudo conseguir.
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[ Mass Spactrum ]

Data : Dr—Frontana-Bernardo-878 Date : 21-Jan-18@ @6:87
Samp | SLRB
Note : — 4
Inlet : Direct Ton Meode : CI+
Spectrum Type : Normal Ion (MF-Linearl
RT : 1.58 min Scan# : (5@,83) Temp : 173.8 deg.C
BP ; m/z 246.0280 Int. : 519.86
Output m/z range : B@.0828 to 517.9822 Cut Level : .08 %
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[ Mass Spectrum ]
Data : Dr—Frontana-Bernardo-878 Date : 21-Jan-18@ @6:15
Sample: SLR8
Note
Inlet : Direct Ion Mode : EI+
Spectrum Type : Normal Ion [MF-Linear]
RT : 1.87 min Scan# : {54,72) Temp : 173.8 deg.C
BP : m/z 458.0009 Int. : 726.19
Output mvz range : ©8,020@ to 498,5163 Cut Level : B.8@ %
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[ Theoretical Ion

Molecular Formula :

Base Peak : 450
mn/z INT.
450.1517 100.0000
451.1551 31.6007
452.1495 68.9770
453.1524 20.7465
454.1482 13.4800
455.1501 3.5770
456.1530 0.5411
457.1560 0.0566
458.1590 0.0045
459.1621 0.0003

Distribution ] Page: 1
.C28 H28 O C12

(m/z  450.1517, MW  451.4357, U.S. 14.0)

.1517, Averaged MW : 451.4371(a), 451.4411(w)
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[ Elemental Composition ]
Data : Dr-Bernardo-Fontana005

Sample: -SLR-8
Note : -

Inlet : Direct
RT : 0.96 min

Date : 03-Apr-98 04:44

Ion Mode : FAB+
Scang: (2,8)

Elements : C 50/0(12C 50/0 13C 2/0), H 80/0, O 5/0

Mass 'I'olerance

Unsaturation (U.S.) 0 0 - 25

Observed m/z
436.1408

Estimated m/z
436.1374
436.1419
436.1463
436.1311

Observed m/z
451.1642

Estimated m/z
451.1609
'451.1653
451.1698
451.1545

Int$
17.6
Error[ppm] U.S.
+7.9 24.0
. =2.3 23.5
-12.6 23.0
+22.4 15.0
Int¥
48.2
Error[ppm] U.S.
+7.5 23.5
~2.4. 23.0
-12.3 22.5
+21.5 18.5

Ommu if m/z < 1000, 20mm if m/z > 2000

12C 13C H

30 2 18
31 1 19
32 S20
28 - 20

12C¢  13C H

31 2 21
32 1 22
33 - 23
29 “ 23

[LESENE N Yo

RN NO

Page: 1
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[ Elemental Composition ]

Data : Dr-Bernardo-Fontana067 Date : 03-Apr-98 06:20
Sample: SLR8
Note :

Inlet : Direct
RT : 0.45 min
Elements :
Mass Tolerance

Ion Mode : FAB+
Scan#: (1 3)

C 50/0, H 80/0, O 2/0, C1 2/0(35C1 2/0 37C1 2/0)
10ppm, 10mm: if m/z > 1000

Unsaturation (U.S.) : 12.0 - 25.0
Obgerved m/z Int%
450.1636 48.0
Estimated m/z !?.rrorlppﬁ] U.S. (o] H 0 35C1 37C1
450.1620 +3.5 23.0 33 22 2 - -
Observed m/z Int% -
435.2198 28.2 -
Observed m/z  Int%
435.1401 89,5
Estimated m/z Error(ppm] U.S. c H 0 35C1 37C1
435.1385 +3.6 235 32 19 2 - -
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