INVESTIGACION TECNOLOGICA

Que para obtener el Titulo de | .- . B
_ L
QUIMICO
Presenta

Maria Luisa Garcia Muela

CENTRO DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS Y TECNOLOGICAS



Universidad de Sonora

Repositorio Institucional UNISON

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

[@0SIe)

Excepto si se sefiala otra cosa, la licencia del item se describe como openAccess



LISTA DE TABLAS.

LISTA DE ILUSTRACIONES .
QBIETIVO , . + .

RESUMEN . .. . + «+ « + &
INTRODUCCION . .
MATERIALES Y METODOS

Recoleccitn ., .

Separacién de Prlnc1p1us Actlvns
Secado y Molienda

Extraccién.

Separacidn de Compuestcs
Métodos Cromatogrdficos.

INDICE

Agentes Cromogénicos

Pruebas Quimicas.
Aparatos Utilizados.
Claves Utilizadas.
PARTE EXPERIMENTAL, . .
Andlisis Preliminar.

EXTRACTO ETEREO. . . ..

Cromatografia en Columna del Extracto

Compuesto AARE1.

Arrastre por Vapor de la Raiz.
Saponificacién del Extracto Etéreo.

Compuesto AAREZ,

Acetilacién del Cumpueétn AARE2

EXTRACTO CLOROFORMICO,
EXTRACTO METANOLICO.
EXTRACTO ACUOSO. . . . .

-

&

#®

&

-

&

Etereo.......

- - = & L]

Pag.

VI
VIII
IX

L

—1 = =] =] Ch L WL LN

oo =3 O

i
[ a1

21

23
31
.
358
38
39

43
46
50



.USION Y CONCLUSIONES.
Compuesto AARE1 . .
Compuesto AAREZ2. . .
Compuesto AARM1. . .

JOGRAFIA. s & ¢ & s &

ur o i



LISTA DE TABLAS

Caracteristicas de los extractos obtenidos

a partir de la raiz de Ambrosia ma@ao-
SLOTAES.: & « » 5 o =

* L L] L L] L] - L ] * . o @

Pruebas quimicas prelimimnares practicadas a
los correspondientes extractos de raiz de
Ambrosia ambrosioides.. . .

. - L L L] - L

Grupo de fracciones obtenidas a partir del ex-

tracto etéreo por cromatografia en
COLUBRA, .« 5 »



Figura

10.

: § B

124

14.

)

LISTA DE ILUSTRACIONES

Pag.

Diagrama del estudio fitoquimico de la raiz de Am-

brosia enbresioideés., . . » « £ v 00m v e e s DR
CCD del extracto etéreo de la raiz de A.

gmbrosioddes: . « ¢ & o 4 & wlia ¥ ¢ e e 3T
CCD de los grupos obtenidos del extracto etéreo

por cromatografia en columna liquida. . . .. 25
CCD del insoluble en acetona del Grupo A. . . . . 26
CCD del insoluble en acetona del grupo E. . . . . 30
Diagrama mostrando la purificaci6n de alcaloides

ge l& fraceid|m B ¢ o w6 e % o @ s @ e o B
CEh de la fracedldn Il; & o w5 4 w3 e 4 & w0 S0
CCD del compuesto AARBl. . . « ¢ &« « o « & & & &« o4
Espectro U.,V. correspondiente al compuesto

BABEL., o o wi 2 o e s & & @ s 5 4 & ow e wey B0
Espectro I.R. Correspondiente al compuesto

RABE Vv o w oo e w0 S @ o v @ % oo e wwe S8

CCD de los cristales blancos de R.f. 0.84. . . .. 37
CCD del compueste AAREZ. . . & @i s & ¢ & o v e 40

CCD comparativa del compuesto AAREZ y su corres-
pondiente acetato. .« + « + « ¢+ o s & + s o o+ 4D

Espectro I.R. correspondiente al compuesto
BARBE: o« wwim w wome ® s% wm &9 o % s S

Espectro I.R. correspondiente al acetato
RABEL. o (% s & 0% % 5 % % 4 B oo m oo AR



Diagrama del estudio fitoquimico del extracto
CIOTOEDTMACO. o« o o o o = o  » o« # & & & 7@

CCD del extracto npoaomaﬂawoo. B T

Diagrama del estudio fitoquimico del extracto

metandlico. . . . . . . . .

Espectro I.R. del compuesto AARMI.

.

44
45

48

49



OBJETIVO

El Desierto Sonorense es una regidén drida y semi -
rida del Noroeste de México, donde se da una gran variedad
2 mmﬁmowmm vegetativas, cuya utilidad potencial puede perci-
irse por la infinidad de usos que a través de los aflos les
2 conferido la gente autdctona de esta regién.

El owumdwﬁo del presente trabajo es contribuir al
studio fitoquimico de la flora del Desierto Sonorense, me -

lante el estudio de Ambrosia ambrosioides, a través de las

igulentes acciones: recoleccidén, secado, molienda, extrac -
16n, separacidén de principios activos, purificacién y

lasificacidén de los mismos.



RESUMEN

Con el prop6sito de contribuir al estudio de la flo-
ra del Desierto Sonorense, se 1lev6 a cabo el estudio

fitoquimico de la rafz de Ambrosia ambrosioides el cual, fue

realizado mediante una cuidadosa recoleccidén, secado y molien
da de ésta, para posteriormente extraerlas en forma constante
y exhaustiva con diversos sistemas de solventes de polaridad
creciente para obtener asi los extractos correspondientes.
Los diferentes extractos as? obtenidos (etéreo, clo-
roeférmico, metan6lico y acuoso), fueron analizados para la
separacibn de sus componentes haciendo uso de diferentes méto
dos de purificacifn tales como cristalizacién directa y
cromatogrdficos hasta obtener los compuestos en forma pura.
Los compuestos puros obtenidos, fueron caracteriza -
dos quimicamente mediante reacciones quimicas especificas y
formacifn de derivados; fueron también caracterizados fisica
mente mediante la determinacién de punto de fusidn asf como

sus espectros de infrarrojo y ultravioleta,

1x



INTRODUCCION

Ambrosia ambrosioides (cav) Payne comunmente conoci-

da como chicura, tincl (seri) de la familia de las compuestas
fue originalmente descrita por Cavanillas como Franseria am-

brosioides puntualizando su "estatus'" intermedio entre el

género Ambrosia y Xanthium, lo cual fue posteriormente reenfa

tizado por Shinners quien asegurd la imposibilidad de

establecer diferencias entre los géneros Ambrosia y Franseria.

Despué&s en 1964 Payne establecid la unicidad de am -
bos géneros bajo el de Ambrosia y aunque su trabajo no es
precisamente una revisién monogrdfica, su peso ha sido tal
que en la actualidad prevalece su criterio. Payne reconoce
cuatro complejos subgenéricos, diferenciando en uno de ellos,
a las especies comunmente encontradas en las regiones desérti
cas del Sur-Oeste de Estados Unidos y Norte de México, que se
caracterizan por poseer hojas no divididas (simples), indumen

to sumamente glanduloso e involucro en el fruto.

Descripcién

Es una hierba perenne subarbustiva de 1-2 m de alto,
con ramas grices-hirsutas y glandular puberulentas; sus hojas
son simples, pecioladas, con peciolos de 1-3 cm de largo,

hirsutas: laminas lanceoladas o lanceo-ovadas de 4-18 cm



de largo por 1-4 cm de ancho, truncadas, subcordadas o cunea-
das en la base, acuminadas en el dpice, conspicuamente
irregulares y dentadas, algo gruesas, fuertemente reticulado
venosas en el envés, mids o menos gris hirsutulosas; cabezas
en racimos algo ramificados en la parte terminal de las ramas
y en las axilas de las hojas superiores; cabezas estaminadas
numerosas por encima de las pistiladas en peddnculos recurva-
dos de 4-6 mm de largo; paleas de cabezas estaminadas,
filiformes, mi&s cortas que la corocla tubular membranosa - pu-
berulenta; involucro pistilado sustentado por unas pocas
hojas semejantes a bricteas; al fruto de 1-3 cm de largo
armado con espinas, subuladas, glandular puberulentas de

3 a 4 mm de largo y recurvadas en la punta.

Segln datos etnobotf@nicos la raiz de esta planta es
utilizada entre la gente autfctona para transtornos menstrua-
les y como auxiliar en el parto encontrédndose quizi en ella
algln o algunos metabolitos secundarios responsables de esta
accidn fisiolbgica.

Previamente en la bibliograffa (2,6, 4, 5) se han re -
portado en especies del género Ambrosia y en la mayoria de
las compuestas, la presencia de compuestos derivados del
isopentenil pirofosfato tales como mono, di, sesquiterpenos

y triterpenos.



Algunos de estos compuestos tienen una funcién bien
establecida dentro del vegetal como los mono y diterpeno
responsables del olﬁr y sabor tipico; 1a actividad reguladora
del crecimiento de la planta que ejercen algunos sesquiterpe-
nos tales como el Acido abscicico v xantinina (antagonista de
auxina), o el papel hormonal que juegan algunos triterpenos
en algunas especies, Sin embargo, el papel de muchos de estos
metabolitos secundarios no esta afin bien definidos dentro del
vegetal, poseyendo por el contrario, alguna actividad fisiold
gica para otros organismos superiores como la actividad
citotéxica que ejercen algunos sesquiterpenos del tipo pseudo
guaianolido.

Tales como el acetato de euparotina (I) y gaillardina
(II1) vy amibicida como la santonina (III), o bien analgésicos

amatalina (IV), compuestos que atn son de farmaceclogia poco
estudiada pero provenientes de plantas reportadas como medicl
nales; afin m4s se ha atribuido la actividad fisiol6gica al
grupo -exometilen butenélido presente en casi todos estos com-
puestos,

Especificamente en A. ambrosiocides se han aislado 2

pseudoguaianolidos: damsina (V) y franserina (VI) los cuales

también estan presentes en otras especies del mismo género.



(I) acetato de euparotina

. III) santonina

o

(V) damsina
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccidn

Se recolectaron raices de Ambrosia ambrosioides,

aproximadamente a 8 km de Hermosille, en las orillas de la
carretera Hermosillo- E1 Novillo, en diferentes fechas de

1979,

Separacién de Principios Activos

Secado y Molienda,

La planta se sec6 al sol sobre camas de ixtle, deter
mindndosele cada dia su contenido de humedad hasta que esta
fue de 9%. La planta seca se moli6 en un molino tipo Wiley,-

para reducir su tamafio en astillas de 1 a 3 cm.

Extraccidn.

La planta se extrajo exahustivamente con €ter de pe-
tréleo, metanol y agua, en extractores soxhlet con capacidad
de sifén de 2200 ml, obteniéndose los correspondientes extrac
tos, &stos fueron concentrados a presidn reducida en un

rotavapor R Bilichi- Brinkmann Instruments.

Separacitn de Compuestos,
Se utilizaron métodos cromatogrdficos; cromatogra-

fia en columna seca, cromatografia en capa delgada,



cromatografia en capa delgada preparativa, ademds de métodos

de cristalizacién usando en cada caso los solventes adecuados.

Métodos Cromatogrédficos.

a) Cromatografia en columna seca. Se utilizaron co
lumnas de distintas dimensiones dependiendo de la cantidad a
separar de material, se empacaron con silica gel 60 (70-230
mallas) usédndose una relacién de muestra/adsorbente, que va -
ri6 de 1z 15a 1:20.

b) Cromatografia en capa delgada. GSe usaron placas
de vidrio de 10 x 10 cm, 10 x 5 cm, sobre las cuales se
aplic6 una pasta de espesor uniforme de 0.25 mm, utilizando
un aparato embadurnador de placas ajustable para espesor va -
riable SMI.

La pasta se prepard mezclando 30 g de sflica gel 606G
de la casa Merck A.C. con 65 ml de agua destilada, se agita
la mezcla y se aplica enseguida, se dejan reposar las placas
por 20 minutos, enseguida se activan por calentamiento en un
horno a 100-110°C durante una hora.

c) Cromatograffia en capa delgada preparativa. Se
utilizaron placas de vidrio de 20 x 20 cm sobre las cuales se
aplic6 una capa de pasta de 1 mm, en forma similar a la utili
zada para CCD.

Para el desarrollo de la CCD y CCDP se utilizaron ca
maras cilindricas de 13 cm de didmetro por 17.5 cm de altura

y cfAmaras para cromatografias ascendente tamafio estandar tapa

das ron nlacras de vidrin



Agentes Cromogénicos.
Se usaron como reveladores generales luz ultraviole-
ta, solucibén de cloruro de cobalto al 2% en una solucién

acuosa de &dcido sulftirico al 19% y vapores de yodo.

Pruebas Quimicas

a) Prueba de Liebermann- Burchard. Se mezclan 1 ml
de anhidride acético y 1 ml de cloroformo, se enfrian a 0°C
y se les afiade una gota de #dcido sulftrico concentrado. Una
porcitn de &ste reactivo se pone en contacto con la sustancia
© su solucibn cloroférmica,la prueba es positiva para esteroles
cuando hay formacidén de colores azul, verde, rojo, naranja,
etc, (2).

b) Prueba de Salkowski. Una solucién cloroférmica
conteniendo de 1 a 2 mg de la muestra se ponen en contacto
con 1 ml de dcido sulfdrico. Si hay esteroles se observan
colores amarillo o rojo. (2).

¢) Reaccifn con cloruro de cobalto. Se tratan 0.2
mg de la muestra con cloruro de cobalto al 2% con una solucidén
acuosa de dcido sulftirico concentrado al 10%. La prueba es
caracteristica para esteroles y triterpenos y es positiva
cuando da una coloracifn azul o violeta. (2).

d) Prueba de permanganato de potasio. 0.1 g o 0.2 ml
del compuesto se disuelven en 2 ml de agua o etanol, se aflade
una solucidn de permanganato de potasio al 2% gota a gota con

agitaci6n, hasta que persista el color pGrpura del permangana



tienen enlaces etilénicos, acetilénicos, con decoloracibn
de la solucién de permanganato. (11.

e¢) Prueba de bromo. Se disuelven 0.2 mg.de muestra
en 1 ml de tetraclorurc de carbono, y se agrega gota a gota
una solucién de bromo en tetracloruro al 2% durante un minuto.
La prueba es positiva si se decolora la solucién de bromo afia
dida, para dobles ligaduras.(2 ).

f) Prueba de hem6lisis. Sangre estandarizada, se
suspenden de 10 a 20 ml de sangre humana entera en 100 ml
de cloruro de sodio 0.85%. La suspensidén es centrifugada
el 1Iguido sobrenadante se descarta. EIl procedimiento se
repite dos veces. Los corplGsculos de sangre se vuelven a
suspender en 400 ml de solucién de cloruro de sodio al 0.85%
mezcldndose 10 ml de esta suspensién con 1 ml de solucién de di-
gitonina (10 mg de digitonina pura aforados a 100 ml con una
solucibn acuosa de etanol al 80%). Se deja reposar la mezcla
poer 5 min, y se compara visualmente con un tubo que contiene
suspensién de sangre sin digitonina: si ha ocurrido la hemé-
lisis completa el tubo que contiene digitonina estar4
completamente claro. Si no ocurre hem§lisis completa la sus-
pensién stock de sangre se diluye progresivamente con
cloruro de sodio 0.85% hasta que 10 ml de la suspensidn de

sangre sean completamente hemolizados ha temperatura ambiente



Deteccién de saponina. Agregar 1 ml del extracto
a 10 ml de suspensifén sangulnea estandarizada y después de
5 min. observar si hay hem6lisis 1o cual nos indicard la
presencia de saponinas. (12).

g) Prueba de espuma. Colocar 1 ml de muestra en
un tubo de ensaye, se agrega agua caliente y se agita vigoro
samente si hay formacién de espuma abundante y estable es
prueba positiva para saponinas. (2).

h) Prueba de Shinoda. Esta prueba indica un ntcleo
de benzopirona. Se trata 1 mg de la muestra con 0.5 ml de
dcido clorhidrico al 10% agregindose luego una limadura de
magnesio, produciéndose una reaccifn exotérmica desarrolldndo
se un color que va del rojo pdlido al oscuro. (2).

i) Prueba de gelatina-sal para taninos, Se remojan
25 g de gelatina durante una hora en una solucidn saturada de
cloruro de sodio; se calienta hasta disolucifn completa y se
afora a 1 1t. Una porcién de este reactivo se agrega a unos
mgs. de la muestra; la formacién de un precipitado indica la
presencia de tanines. (2).

j) Prueba de clorurc férrico. Unas gotas de cloruro
férrico al 20% se ponen en contacto con unos mgs., de la mues -
tra; un precipitado azul verdoso aparece si hay taninos. (2).

k) Prueba de Mayer para alcaloides. Se prepara el

reactivo disolviendo 1.36 g de cloruro de mercurio en 60 ml



de agua y 5g de yoduro de potasio en 10 ml de agua. Se
mezclan las 2 soluciones aforindose a 100 ml. Se afiaden

unas gotas de reacfivu a una soluci6n de la muestra previamen
te acidulada con dcido clorhidrico 6 acido sulftrico diluido
obteniéndose un precipitado cuando la reaccifn es positiva
éste se disuelve en un exceso del reactivo, alcohol etilico

o 4cido acético. (2).

1) Prueba de Dragendorff. Se prepara el reactivo
disolviendo 8 g de nitrato de bismuto en 20 ml de dcide nitri
coy 27.2 g de yoduro de potasio en 50 ml de agua. Se afiade
el reactivo sobre una solucifn acidulada de muestra y se ob -
serva la formacifn de un precipitado anaranjado marrén como
prueba positiva, para alcaloides (2).

m)] Prueba de formaldehido. Acido :sulffirico. Preparar
una solucién de aproximadamente 30 mg del comuesto a
probar en 1 ml de un solvente no aromidtico (hexano, ciclohexa
no o tetracloruroc de carbono), Adicionar 1 o 2 gotas de esta
solucién a 1 ml del reactivo, el cual se prepara al momento
de usarse, adicionando una gota de formalina (formaldehido al
37-40%) a 1 ml de &cido sulfdrico concentrado y agitando lige
ramente la solucién, observe el color en la capa superficial
del reactivo después de adicionar la solucién problema , v el
color del reactivo después de que el tubo se ha agitade. Una
coloracidén rosa, roja, naranja, azul, verde, plrpura, las
cuales con el tiempo pueden cambiar a caf& o negro, son indi-

cativos de prueba positiva para aromidticos. ( 1).



n) Prueba de legal. Tomar 1 o 2 mgs. de muestra y di-
solver en 2 & 3 gotas de piridina, afiadiéndose una gota de una
solucifn reciente de nitroprusiato de sodio al 0.5% y después
se adicionan poco a poco 4 gotas de hidréxido de potasio 2N
Las lactonas dan una coloracidén rosa y las metil cetonas tam-
bién dan coloracidén. (2).

o) Determinacibn de carbono, Tomar unos pocos de mi-
ligramos de la muestra a analizar en un tube de ensaye v
adicionar trif6xido de molibdeno finamente pulverizado hasta
subir el nivel de 6-8 mm en el tubo, calentando primero la
parte superior de la mezcla antes de calentar el fondo del
tubo. Continuar calentando la mezcla por 1 o 2 minutos. L=
presencia de una zona azul cntre la muestra y el 6xido amari-
l1lo, indica la presencia de carbfn en la muestra. (1).

p) Fusidén con sodio. Ceolocar una gota pequefia o
unos pocos miligramos, si es un sdlido, de la muestra que se
va a analizar, en un tubo limpio y seco. Tomar una pieza de
sodio (un cubo de 1/8 de pulg.) del frasco reactive y presi6-
nele entre dos hojas de papel filtro para quitar el liquido
adherido y coldcarlo en el tubo de ensaye. Calentar el fondo del
tubo ligeramente y deje reposar la mezcla de 2 a 3 minutos.
Colocar el tubo en posicidn vertical con una pinza y aplicar
gradualmente calor al fondo del tubo, hasta que el sodio sea
fundido. Tenlendo cuidado de no tocar las paredes del tubo
caliente, afiada unos cuantos milipgramos de la substancia que

se estfd analizando en el sodio fundido. Calentar el fondo



del tubo hasta que el vidrio esté al rojo vivo, y continuar
calentindolo por dos minutos, dejar enfriar el tubo a tempera-
tura ambiente y -adicionar 5 gotas de metanol. 5i el residuo
es una masa glcbular romper.con un agitador de vidrio limpio
para permitir el contacto entre el alcohol y algfin exceso de
sodio metdlico. Si se producen burbujas de gas esperar a que
la reacci6n sea completa., Adicionar 2 ml de agua destilada
Hervir la mezcla por unos segundos y filtrarla . En lugar de
filtrar la mezcla puede ser centrifugada y el sobrenadante
decantando o removido con una pipeta., Diluir el filtrado a

4 ml con agua destilada. Si en este punto la soluci6n es
oscura, tanto que pueda oscurecer las futuras pruebas, es pro
bable que la cantidad de muestra usada fuera mucha, o que la
mezcla de fusién no fue calentada a temperaturas suficiente -
mente altas. El procedimiento de fusidn deberd ser repetido,
(1).

q) Determinaci6n de azufre, Colocar 0.2 ml del fil-
trado de la fusidén con sodio en un tubo de ensaye, y adicionar
una gota de nitroprusiato de sodio al 0.1%. Un color rojo in
tenso indica la presencia de iones sulfuro.

r) Determinacién de haldgenos. Colocar 0.5 ml del
filtrado de la fusi6n con sodio en un tubo. Adicificar la
solucién agregando gota a gota dcido nitrico diluide. S1i no
fueron encontrados nitrogeno ni azufre, proceder directamente
adicionando una gota de solucién de nitrato de plata al 5%.

un precipitado o suspensién de color blanco a amarille indica la



presencia de iones cloruros, bromuros o yoduros.

s)] Reactivo de Benedict. A una solucidén o suspen -
si6n de 0.2g del compuesto en 5 ml de agua se le afiaden 5 ml
de la solucitn de Benedict. Observar si se produce un preci-
pitado amarillo o amarillo verdoso; entonces caliente la
mezcla hasta ebullici6n y observar si se form6 un precipitadoe
v si lo hubiera, observar su color. El reactivo se prepara
disolviendo las siguientes sales en agua destilada.

175 g de citrato de sodio y 100 g de carbonato de
sodio anhidro se disuelven con calentamiento en 800 ml de
agua destilada. Se adiciona méds agua hasta ajustar el vollmen
de la solucidn a 850 ml, Se disuelven por separado 17.3 g de
sulfato de cobre hidratado en 100 ml de agua y la solucidén re
sultante se vierte lentamente, agitando, en la solucifn de
citrato y carbonato. La solucién final se afora a 1 1t afia -
diendole agua. La prueba es positiva para azucares
reductores., (11).

t) Reactivo de Barfoed. Disolver 16.6 g de acetato
cliprico en 245 ml de agua, adicionar 2.4 ml de Acido acético
glacial.

Tomar 2 ml del reactivo de Barfoed y colocarlos en
un tubo de ensaye y adicionar de 10 a 20 mg de la muestra, ©
un ml de una soluci6n dilufda en agua. Calentar el tubo en
un bafio de agua hirviendo por 3 minutos. La formacifén de un
precipitado amarillo-naranja, o rojo naranja es prueba positi

va para monosaciridos. (11).
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u) Reactivo de Seliwanoff. Disolver 0.30 g de re -
sorcinol en 100 ml de &cido clorhfidrico 12.5%.

En un tubo de ensaye colocar 1 ml de la muestra en
agua, 1 ml de reactivo y calentar a ebullicifn en bafio de
agua. La aparicifn en 2 minutos de un color rojo indica 1la
presencia de cetosas. (1).

v) Prueba de Tollens. En un tubo de ensaye disol -
ver de 5 a 10 mg de glicdsidos en 5 a 8 gotas de piridina y
afiadir de 4 a 6 gotas de reactivo de Tollens muy reciente (se
mezclan 0.5 ml de nitrato de plata al 10% v 0.5 ml de hidrdxi
do de sodio al 10%); después se afiade gota a gota de
hidr6xido de amonio hasta redisolucién del precipitado. S8i
hay reductores precipita o forma un espejo sobre el tubo.
EXED.

w) Reaccién con antrona. Disolver 0.3 g de antrona
en 10 ml de dcido acético glacial y adicionar a la solucién
20 m1 de etanel al 96%, 3 ml de dcido fosférico concentrado y
1 ml de agua, se aplica sobre cromatograffa en papel. Después
de rociar, calentar el cromatograma de 5 a 6 minutos a una
temperatura de 110°C. Cetosas y oligosacdridos que contengan
cetosas se revelan como manchas amarillas. (13).

x) Reacci6n con anilina 4cide ftdlico. Mezclar 0.93 g
de anilina y 1.66 g de 4cido ftdlico en 100 ml de n-butanol saturado con
agua. Rociar el cromatograma y calentar a 105-130°C por 5 minutos. De -

tecta aldosas. (13).



y)] Reaccién con nitrato de plata amoniacal. E1l
reactivo se prepara con las siguientes soluciones.

Soluci6n a). Solucidén saturada de nitrato de plata
en agua, hacer una solucidén 1:20 en acetona de la solucifn an
terior,

Solucién b). 0.5 g de hidr6xido de sodio en 100 ml
de etanol al 80%.

Solucidén c¢). Hidrdxido de amonio 2N,

Rociar el cromatograma con la solucifn a, dejar eva
porar la acetona y rociar con la solucién b, después de 10
minutos si queda muy oscuro rociar con la solucifn c. Revela
azlicares y glicb6alcoholes, (13).

z) Determinacién de nitr6genoc. En presencia de so-
dio y carbén, el nitrégeno es convertide a i6n cianuro y es
asi como este ién es detectado. Tomar 0.8 ml del filtrado de
la fusifén con sodio en un tubo de ensaye y adicionar una gota
de hidréxido de sodio al 10%, una gota de fluoruro de potasio
al 30%, v 15-20 mg de sulfato ferroso cristalino, calentar la
mezcla suavemente por un minuto,.

Adicionar una gota de solucién de cloruro férrico
al 1% vy calentar la mezcla, Adicicnar 4cido sulfGrico 6N go-
ta a gota hasta que el 6xido de fierro ha sido disuelto.
Reposar el tubo por 2-3 minutos un color azul o un precipitado
azul es prueba positiva para nitrdgeno. La solucidén debe ser
filtrada, si aparece un color azul en el papel filtro, indica

la presencia de nitrégeno, (1).
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Método de acetilacién. Afiadir dos gramos del com -
puesto polihidroxilado a 20 ml de piridina anhidra. Afadir
8 gramos de anhidrido acético, con agitacién y después que ha
cesado la reacci6én inicial, la solucidén se hierve a reflujo
durante 3 a 5 minutos, Enfriar la mezcla y vertir en 50 a
75 ml de agua helada. El derivado acetilado se filtra, se la
va con fcido clorhidrico al 2%, frio y despu&s se lava con

agua., Se purifica por cristalizacién con alcohol. (1).

Aparatos Utilizados

Punto de fusi6n. Se utilizd un aparato Melting-
Point Electrothermal para determinar los puntos de fusién los
cuales se indican en °C,

Espectrofotémetro Infrarrojo. Los espectros de
absorciftn a infrarrojo, se cbtﬁvierun en un espectrofotbémetro
IR Perkin-Elmer 267 utilizando la técnica de pastilla de KBr
para muestras s6lidas y por formacién de una pelicula sobre
celdas de cloruro de sodio, en el caso de liquidos aceitosos.

Espectrofotémetro UV-visible. Los espectros UV-vi-
sible se obtuvieron utilizando un espectrofotémetro UV-visible

Beckman-25.



AAR
AARE
AARC
AARM
uv
IR

CCD
CCDP
CC
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Raiz de Ambrosia ambrosioides

Extracto etéreo de raiz de ﬁ; ambrosioides

Extracto cloroférmico de raiz de A. ambrosioildes

Extracto metan6lico de rafz de &; ambrosiocides

Espectro ultravioleta
Espectro infrarrojo

Punto de fusién

Cromatografia en capa delgada
Cromatografia en capa delgada preparativa
Cromatografia en columna
Liebermann-Burchard

Benceno

Cloroformo

Acetona

Metanol

Eter de petrdleo



PARTE EXPERIMENTAL

Se recolect6 ralz de Ambrosia ambrosioides, se secd

y se moli¥, Se montaron un total de 1616 gr en extractores
Soxhlet para extraerse sucesivamente con &ter de petréleo, me
tanol y agua por 7 dias con cada solvente, obteniéndose
después de concentrar a presién reducida 13 g de extracto
etéreo, 20.7g de extracto metan6lico y 24.1703g de extracto
acuoso. Las caracteristicas fisicas asi como el rendimiento de
de estos extractos se pueden observar en la Tabla No.l.

Tabla No,1,. Caracteristicas de los extractos

obtenidos a partir de la raiz de
Ambrosia ambrosioides.

Extracto Clave Color Aspecto Peso(g) Rendi *-
miento §
Etéreo AARE Café-amari- liquido- 13 0.804
llento viscoso
Metandlico AARM Café oscuro chicloso 95.57 5.92
Acuoso AARA Café oscuro s6lido 111.59 6,50

*El rendimiento se calculé en base a planta seca.

Andlisis Preliminar,.
Se practicd a la rafz asf como a sus correspondientes

extractos un anflisis quimico preliminar con el fin de detectar

18



1¢

cada uno de ellos la presencia de algunos compuestos quimi
de interé&s encontrados en vegetales, tales como, saponinas,
eroles, flavonoides, glicosidos cardioténicos, taninos y

aloides; pudiéndose observar los resultados en la Tabla



010

‘oot
-auw 039

“ SR - + + = e - + + _ Ziea
2319 030

R o — i

TOH ststrowsy wmumdsg Jokey Fjaopuase SOOINOL € T29d eulle[dn  TYSMOYTES “H7]
AV SYNINGdVS SHITOIVIIV -OIRIVD SOAIS0OIT) SONINV.L SHIOMELLSH vl

e == -
" —

— i — B

“SAPTOTSOAGUE BISOL(Iy ap ZIRL 9P S010B11Xd
$0URTpUOdsoaIon sof © SBpEITIOd SDLRUTWL 04 SEDTULING  SPQoni ‘70N



EXTRACTO ETEREO
(Fig. No.1 - Diagrama)

Al extracto etéreo se le hicieron pruebas de solubi-
ludad con distintos solventes resultando ser soluble en éter
de petréleo, benceno y cloroformo e insoluble en metanol y
acetona. Se corri6 una cromatografia en capa delgada (CCD)
resultando ser benceno-acetona 9:1 (B-A 9:1) el solvente de
desarrollo mds adecuado,observdndose una gran cantidad de man

chas al ser revelada con luz ultravioleta, cloruro de cobalto

y dragendorff., (Fig.2).

| : |
| f § ‘
j | [
& | 5
1 |
i
2 :
L k3 :
L |
Muestra: Bxtracto Etéreo
Agente Revelador: .V, CoCl, . Dragendorff
Sistema Sclventes B-A(9:1)
Fig. No.2. CCD del extracto etéreo de la raiz de Ambrosia

Ambrosioides,

21
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Raiz
Extraccidn éter de petr6leo— Marco
Extracto etéreo
Cromatografia en columna

fracciones

f + ¢+ ¢ + ¥ P o 3 e %
A B C D E F G H I J K L
ﬁceiﬂna
Inscluble Solable
Drag. (-) Drag. (+)
i
Mayer (-) Mayer (+)
Hidrdlisis
Preparativa
AAREI Drag (+) Mayer(+)
Fig. No.1l. Diagrama del estudic fitoquimico de la

raiz de Ambrosioides.




De acuerdo al comportamiento de solubilidad de este
extracto,se intentﬁlla separacldn directa de compuestos por
cristalizaci6n con resultados negativos, procediéndose a su
separacifén por cromatografia en columna,

Cromatografia en Columna del
Extracto Etéreo.

Se empac6 una columna de vidrio de 500 x 25 mm. con
130 g de silica gel (60-80 mallas) y se montaron 5 g de ex -
tracto etéreo previamente solubilizados en cloroformo e
impregnados en sflica gel. Se eluyd la columna con solventes
estableciendo un gradiente de :polaridad desde éter de
petrdleo hasta metanol, recogiéndose un total de 247 frac -
clones de 100 ml cada una, las cuales fueron evaporadas a
presifn reducida, llevdndose un cuidadoso registro de ellas
por CCD,

Las fracciones que resultaron idénticas al ser compa-
radas por CCD se juntaron en grupos, determinZndose su
rendimiento (Tabla No.3) para ser tratadas posteriormente con
el fin de separar sus componentes. Sus correspondientes CCD

se aprecian en la Fig.3.
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| | L
Agente Revelador: CoCl,
Sistema de solventes:
Grupo Solventes
A, B, C, D EP-B (8:2)
E, F EP-B (1:1)
G CHC1
H, I, J, L C-A (9:1)
K Gk (T 3)

Fig. No.3. CCD de los grupos obtenidos del extracto
etéreo por cromatografia en columna liguida.



La mayoria de las fracciones obtenidas a partir de
la columna fueron de bajo rendimiento presentando alin varias
manchas no bien resueltas por lo que se procedid a tratar
aquellas fracciones de mayor rendimiento,

La primera fraccifn (fraccidén A), de aspecto aceito-
so y de color amarillo-verdoso se tratd directamente con
cloroformo y acetona separdndose a partir de el, un insoluble
ceroso el cual no fue posible purificar persistiendo en &1
impurezas como se observa en su CCD. (Fig.4). Este insolu
ble sin embargo, did positivas las pruebas de Liebermann-
Burchard y Salkowski. Se pudo observar a través de los trata

mientos dados a esta fraccidén la pérdida de muestra por

volatibilidad.
. 3
-
i
i:
Muestra: Insoluble en Acetona
Agente Revelador: CoCl1,
Sistema de Solventes: EP-B (9:1)

Fig, No.4. CCD del insocluble en acetona del grupo A.



El grupo E de fracciones (26-97) de aspecto amari -
1llo ceroso soluble en benceno y cloroformo pero insoluble en
metanol mostrS6 en su CCD una mancha intensa de color marrédn
al ser revelado con el reactivo de Dragendorff, haciendo pen
sar en la presencia en esta fracci6n de un posible alcaloide
detectado con anterioridad en el anilisis preliminar.

En un intento por aislar el compuesto Dragendorff
(+), se tratd esta fraccibén con acetona obteniéndose un inso-
luble blanco ceroso cuya CCD (Fig.5) no se revel§ con
Dragendorff, no asi el soluble donde persistid la mancha co -
lor marrdn observada anteriormente. Los resultados fueron
comprobados mediante la prueba de Mayer para alcaloides dando
positiva como en la prueba anterior, s6lo en la fraccién solu
ble. En base a los resultados anteriores se traté de separar,
per c¢ristalizaci6n el compﬁestc Dragendorff (+) a partir del
seluble en acetona, sin tener éxito. Enseguida se procedié a
su purificacién (Fig. No,6) mediante un tratamiento para sepa
rar bases nitrogenadas secundarias y terciarias de pigmentos
Yy otros compuestos que a menudo dan pruebas falsas-positivas
con éste reactivo; para lograr €sto, se formaron las corres-
pondientes sales de las bases nitrogenadas presentes en la
fraccitn, mediante la adicién de HCl1 al 3.5% logrindose de
esta forma su solubilizacién y extraccién en fase acuosa, de
la cual fueron pogtericrmente recuperadas como bases libres

con cloroformo previa adicidén de hidrdxido de amonic al 28%.
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De esta forma, quedaron en la fase cloroférmica en la que es
taba mWWﬁmHHm la fracci6n original, las posibles bases
cuaternarias y pigmentos separindose,las primeras por disolu
cifén y extraccifn con agua previo reflujo en HCl. Sin embargo,
en esta fraccidén las bases cuaternarias pueden ir acompafadas
atin de bases secundarias y terciarias arrastradas de la frac-
cién original debido a una extraccién incompleta., Los
resultados de este tratamiento fueron evaluados por CCD de las
correspondientes fracciones obtenidas (Fracciones I y II) don-
de se observé una mejor resolucién debido a la eliminacidn de
algunos interferentes y a la utilizacién del reactivo de Mu -
nier-Macheboeuf (modificaci6n al Dragendorff) como agente

revelador. Fig. No.7.



Mui[tra

Capa acuosa CHC1l, ., pigmentos

sales

NH,OH 28%

Alcaloides libres

3

l
o

Capa acuosa Alcaloides

CCDP

w

Compuesto AARE 1

Fig. No. 6 Diagrama mostrando la purificacién de
alcaloides de 1la fraccidén E.
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Muestra: Insoluble en acetona

Agente Revelador: CoCl,

Sistema de solventes:Cloroformo

CCD del insoluble en acetona del grupo E.

Fig. Ne. 5.
|
|
d
Muestra: Fraccitn II

Agente Revelador: CoCl, Murnier

Sistema de solventes: Cloroformo

Fipg. No.7 CCD de la fraccion II.



Se practicé una CCD preparativa a la fraccién I pa -
ra purificar el compuesto Munier-Macheboeuf positivo,.
desarrollidndose en cloroformo y levantindose de la placa la
mancha de interés, la cual se reextrajo con cloroformo mos -
trando trazas de impurezas (Fig. No.8). Este compuesto se
clasific6é como AAREI,.

En esta misma preparativa se detectaron otras man -
chas que se revelaron como esteroles y dieron positivas las
pruebas de Liebermann-Burchard y Salkowski, no pudiéndose
aislar en forma pura dada la pequefia cantidad de muestra de

que se disponia,.

Compuesto AAREI

Se recuperaron 44.5 mg (0.0125% en base a planta seca)
de un s6lido oloroso amarillo claro de aspecto ceroso con pun
to de fusién 54-59°C el cual fue soluble en cloroformo, con
un Rf de 0.84 al desarrollar su CCD en cloroformo (Figura No.8).

Este compuesto dif positivas las pruebas de Liebermann-
Burchard con una coloracién verde-amarilla asf como la de
Salkowski; ademds reaccionf positivamente con 2-4, dinitrofe -
nil hidrazina y con el reactivo de legal.

Se le practicG fusifn con Na para determinar posterior
mente nitrdgeno y azufre con resultados negativos. La prueba
de aromatizacidn mediante el reactivo de formalina-Zcido sulfd-
rico fue dudosa.

Su espectro UV (Fig. No.9) muestra un miximo de absor-

ci6tn a 205 nm,



Su espectro IR (Fig. No.10) muestra las siguientes
bandas caracterfsticas: 3080 cm™ (m), 3000-2840 cm™ (£),

1704 cm™ (£), 1650 cm™ (£) y 890 cn™ (£).

Arrastre por Vapor de la Raiz

En el tratamiento dado al extracto etéreo de la raiz
se observ0 pérdida de muestra por volatibilidad de parte de
la misma, procediéndose a obtener un arrastre por vapor de
la rafiz fresca con el fin de mejorar la recuperacidén del com-
puesto AAREI que fue aislado anteriormente en el extracto
etéreo, (8).

Se sometieron a un arrastre con vapor 3428 g de rai:z
fresca previamente reducida a astillas recuperindose sobre el
vapor condensado una capa de apariencia aceitosa la cual fue
extraida con €ter de petr6leo. Concentrindose posteriormente
a presifén reducida, El extracto etéreo concentrado se secd
a través de una columna de sulfato de sodio anhidro. La CCD
de este extracto fue comparablemente semejante a la CCD de la
fracci6n E (26-97) eluida a partir del extracto etéreo de la
raiz con &ter de petrdleo-benceno (7:3), conteniendo el com -
puesto Dragendorff positivo. Una vez secc este extracto,
tue eluido 2 través de una columna empacada con silica gel
(70-230), eluyéndose a partir de ella el compuesto Dragendorff
positivo con €éter de petréleo benceno i

Se recogieron un total de 120 fracciones las cuales

se concentraron a presién reducida llevdndose un registro de
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ellas por CCD. En las fracciones 21-23 se detect6 la presen -
cia de una mancha verde cromatogridficamente semejante a la
del compuesto AAREI aislado anteriormente. De la fraccibn
No.22 la cual mostré una sola mancha, se recuperaron 414 mg
de unos cristales blancos en forma de agujas los cuales mos -
traron una sola mancha de Rg 0.84 al desarrollar su CCD en
cloroformo (Fig.No.11) teniendo un punto de fusidn de 66-68°C
y presentando el olor caracteristico detectado en el compues-
to previamente aislado a partir del extracto etéreo de la ralz
seca. Este compuesto resultd ser cromatogrdficamente igual

al compuesto AARE1 difiriendo solo cn su punto de fusifn lo
que se esperaba dado que el primero fue aislado con cierta
cantidad de impurezas.

La fraccidn No.23 se purificé a través de una columna
de sflica gel recuperindose 372.5 mg de unos cristales que re-
sultaron ser idénticos a los del compuesto AARE1.

En las siguientes fracciones (34-46) de aspecto acel-
toso se observaron de nuevo las manchas caracteristicas de

esteroles anteriormente detectados durante el aislamiento del
compuesto AARE1 intentindose su separaci6n por cromatografia
en una columna de al@imina sin obtener resultados satisfacto -

rios.



Muestra: Compuesto obtenido de la CCDP

Agente revelador: CoC1, Dragendorff

Sistema de solventes: Cloroformo

Fig. No.8. CCD del compuesto AARE"
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Muestra: Cristales blancos
Agente revelador: CoClz

Sistema de solventes: Cloroformo

Fig. No,11. CCD de los cristales blancos de Rf 0.84.
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Saponificacién del Extracto Etéreo

En base a la deteccifn de esteroles en las fracciones
aceitosas del extréctc etéreo y del arrastre por vapor ante -
riormente citados, Se procedi6 a saponificar 5 g de extracto
etéreo con 3g de hidrdxido de potasio y 30 ml de metanol re -
flujdndose la mezcla durante 8 hr. La mezcla saponificada se
diluy6 con agua y se extrajo con varias porciones de &ter etl
lico en un embudo de separacifn. La parte etérea se
concentrd en un rotavapor y se secd a través de una celuma con
sulfato de sodio anhidro para obtener 2.41 g de extracto insa
ponificable.

El insaponificable de color café se disolvi6é en cloro
formo precipitidndose un sélido blanco ceroso al afiadirsele
metanol, Este s6lido se purificté pasfndose a través de una
columa de silica gel (70-230) eluyéndose las impurezas cereas con
eter de petréleo y recuperéndose a partir de las fracciones
eluidas con cloroformo un compuesto blanco el cual se clasifi

¢t como AAREZ.

Compuesto AAREZ.

A partir del extracto etéreo se obtuvieron 163,6 mg
de un compuesto blanco con un punto de fusién de 141-142°C
mostrando un Rg de 0.4 al desarrollar su CCD en cloroformo-
acetona (9:1). (Fig. No.12).

Este compuesto di6 positivas la prueba de Liebermann-

Burchard dando las coloraciones violeta +azul +verde; asi
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como la prueba de Salkowski (amarillo-rojo). En su espectro
IR se observan las siguientes bandas caracteristicas

(Fig. No.14). Una banda ancha a 3470 em”’ (m), 2980-2780 cm™
(£), 1640 cm™’ (d), 1465 cm” (m), 1380 y 1370 ex (n), 1060

em”’ (m), duplete a 960 y 975 cm™ (d).

Acetilaci6n del Compuesto AAREZ.

Se disolvieron 50 mg del compuesto AAREZ en 0.5 ml de
piridina y 1 ml de anhidrido acético; se sometieron a reflujo
en bafio maria a 70°C durante 2 hr, dejédndose reposar durante
24 hr. E1l producto de la acetilacidén se decant6 sobre agua
con hielo precipitando un sélido blanco, el cual se recuperd
por filtracién lavédndose enseguida con 4cido clorhidrico al
£¢ y agua carbonatada sucesivamente; Se sec6 y se solubilizd
en cloroformo del cual se precipitd el acetato con metancl.

De esta forma se obtuvieron 42 mg (84% de recuperaciotn)
de un s6lido blanco de punto de fusi6én de 126-128°C el cual
mostrd una sola mancha de Ry de 0.67 al desarrollar su CCD en
benceno: cloroformo: acetona (16:3:1). (Fig. No.13).

Su espectro IR muestra las siguientes bandas caracte -
risticas: 2080-2870 cm™® (£), 1730 cm~ (£), 1470 cm™ (m),

1370 cm'l[m), 1765 cm_l[f}, 1060 cm'l[m], como se aprecian en

la Fig.No.15.



Muestra:
Revelador:

Solventes:

Fig. No.12.

Muestra:
Revelador:
Solventes:

Fig. No.1l3.

AAREZ
CoCl:

C- A (9:1)

CCD del compuesto AARE2

AARE2 Acetato
CoCl
C-A (2:1)

CCD comparativa del compuesto AAREZ y su
correspondiente acetato,
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EXTRACTO CLOROFORMICO
(Fig. 16. Diagrama)

El extracto metan6lico de la raiz seca se sometid a
un reflujo con cloroformo durante 6 horas, a fin de lograr
una particifn de compuestos de polaridad intermedia, separdn-
dose de esta forma, un soluble en cloroformo caracterizado
como extracto cloroffrmico y un insoluble en cloroformo que
se siguld considerando como extracto metanélico.

El extracto cloroférmico se concentré y se tratéd di-
rectamente con distintos solventes sin poder aislar ningGn
compuesto puro dada la gran cantidad de ellos presentes en el
extracto como se aprecia en la diversidad de manchas observa-
das en su CCD (Fig.17). Enseguida se intentd un
fraccionamiento por cromatografia en columna de altmina, elu-
yéndose ésta con solventes con un gradiente de polaridad; se
recuperaron 200 fracciones de 150 ml c/u llevdndose un regis-
tro de las mismas por CCD.

Se intentd separar alglin compuesto puro de las frac -
ciones 91-161 que fue la de mejor rendimiento eluyéndolas a

través de una columna de silica gel hfimeda sin resultados

satisfactorios.



K.

Extracto metanélico

Reflujo con CHCI1;

l

Soluble CHCI1; Insoluble CHC1

v
Concentrar

v
CCL

v

Fracciones 91-161

v
CCL

|

Resultados negativos

No.16

Diagrama del estudio fitoquimico del
extracto cloroférmico
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Muestra:

Extracto clorof6rmico

Agente Revelador: U.V.

Sistema

Fig. No, 17,

de Solventes:

CCD del Extracto Clorofdormico.

oo gy T e R L U |

CoCl,

C-A (9:1)

Dragendorff
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EXTRACTO METANOLICO
(Fig. 18 Diagrama)

El insoluble en cloroformo (extracto metanélico) se
solubilizé en metanol y se dej6 reposar por varios dias, depo
sitdndose en el fondo del matrdz un s6lido soluble en agua,
de color café claro, el cual se separd por filtracidn oscure-
ciéndose con el aire. A este s6lido (3.2 g), de olor dulce y
color café, se le practicaron algunas pruebas caracteristicas

para carbohidratos obteniéndose los siguientes resultados:

Prueba de Tollens (+)
" " Benedict (+)
L " Barfoed (%]
t " Seliwanoff (+)

a) Con el reactivo de Benedict se form6 un precipita
do de color rojo ladrille a los 3 minutos por lo que se
consider® la existencia de azficares reductores.

b)Con el reactive de Barfoed se form6§ un precipitado
amarillo verdoso a los 2 minutos, indicando prueba positiva
para monosaciridos; se filtrd el precipitado y el sobrenadan
te se sgmetié de nuevo a ebullicifn, no obteni&ndose ningln
otro precipitado lo que indica que el extracto no contiene di
sacdridos.

c¢) Con el reactivo de Seliwanoff se obtuvieron
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resultados negativos considerando asi, que no existen cetosas
en el extracto y que los carbohidratos presentes son aldosas.

Para confirmar afin mis la presencia de carbohidratos
se 1levd a cabo una CP, especifica para carbohidratos, la
cual fue desarrollada en acetonitrilo-acetato de amonio 7:3
a pH 7, y revelada con agentes especificos y generales para
carbohidratos como son:solucidén de antrona, nitrato de plata
amoniacal, anilina-dcido ftdlico, detectdndose la presencia
de carbohidratos,

El extracto metan6lico remanente, se dejé reposar
por mis tiempo depositdndose en el fondo del matraz,cristales
blanquiscos los cuales fueron separados por filtracién siendo
solubles en agua. Estos cristales, se disolvieron en agua y
se precipitaron con metanol obteniéndose unos cristales blan-
cos en forma de agujas (500 mg) con punto de fusifn de 53770,
su CCD, no reveld ninguna mancha con cloruro de cobalto, vapo
res de iodo y Dragendorff; su espectro IR se muestra en la fig. No. 19.

En un intento de clasificarlo, se le practicaron
pruebas quimicas con el propdésito de detectar la presencia de
carb6n en la muestra por reduccién del tribxido de molibdeno
el cual resulté ser negativo, también se le practicé una fu -
si6n con sodio para determinar la posible presencia de azufre
y halégenos, obteniéndose resultados negativos.

Del resto del extracto metanSlico no se pudo obtener

ningGn compuesto.



Extracto metanflico

Exceso mMetanol

Reposar
Filtrar
Precipitado Sobrenadante
(s6lido café) 1
Reposar
Pruebas para
carbohidratos
Precipitado
(cristales impu-
Y ros)
Benedict Barfoed Seliwanoff
Filtrar
v
2 [ T
Soluble Insoluble en
metanol metanol
v (cristales)
Reveladores
L Redisolver en
AgNO; , Antrena,Anilina-Ac,Ftdlico agua y precipi
tar con metanol
varias, veces
Cristales blan
cos pf 337°C
Sal inorgdnica
Fig. No.18 Diagrama del estudio fitoquimico

del extracto metandlico.
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EXTRACTO ACUOSO

A este extracto, de las pruebas quimicas prelimina -
res que se le practicaron, no se logrd detectar ningGn grupo
de compuestos de interés. Debido a esto, se le practicd un
andlisis cromatogridfico en papel, utilizando papel Whatman 1,
y como fase mévil dos sistemas de solventes diferentes como
butanol-acético-agua (4:1:15) y acetonitrilo-acetato de amo -
nio (7:3) a pH 7. Los correspondientes cromatogramas fueron
revelados tanto con agentes cromogénicos generales como espe-
cificos para carbohidratos de los cuales los utilizades fueron
nitrato de plata amoniacal, antrona y anilina - dcido ftdlico.
Asf mismo el cromatograma fue revelado a la luz ultravioleta,
detectindose -manchas caracteristicas de glicb6sidos, por lo que
se trataron de aislar sometiendo el extracto a una hidrdlisis
dcida con resultados negativos.

En un intento por caracterizar los carbohidratos pre
sentes en el extracto se realizaron las siguientes pruebas
quimicas:

a) Prueba de Benedict, Se formé un ligero precipita
do a los 5 minutos y aumentd con el tiempo por lo que se
considera que en el extracto se encuentran presentes tanto

azficares reductores como no reductores.
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b) Prueba de Barfoed. A los 2 mimutos se form6 un precipi-
do amarillo, indicando la presencia de monosacidridos se
ltra y el sobrenadante se vuelve a someter a ebullicién

rmdndose un nuevo precipitado siendo prueba positiva para

saciridos.

c) Prueba de Seliwanoff. Se formd un color rojo ce-

za 1ndicando la presencia de cetosas.



DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el anilisis quimico preliminar (Tabla No.2) se
detectaron en el extracto etéreo de la raiz la presencia de
alcaloides, al reaccionar éste con los reactivos de Dragen -
dorff y Mayer asi como la presencia de esteroles al reaccionar

con los reactivos de Liebermann-Burchard y Salkowsky.

Compuesto AARE]

Este compuesto de p.f. 66-68°C se detecté y manifestd
como un posible alcaloide en el estudioc preliminar de la plan
ta, durante su aislamiento y como¢ compuesto puro.

Su aislamiento y purificacidn presentaron dificulta -
des mostrando pérdidas por volatibhilidad y teniendo que
recurrir a un tratamiento de hidrélisis adecuado para la puri
ficacidén de alcaloides seguido de CCD preparativa lograndose
de esta forma recuperar el compuesto en forma casi pura pero
con bajo rendimiento. Mediante un tratamiento de arrastre
por vapor de la raiz fresca (dadas las pé&rdidas por volatibi-
lidad), seguido de una purificacién en columna cromatogrédfica
se lograron recuperar en forma pura 786.5 mg del compuesto en
forma de cristales aciculares blancos con el olor caracteris-
tico percibide originalmente en el extracto crudo, observindose

un mayor rendimiento en la recuperacidn del compuesto
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(0.055% en base seca) aislade por arrastre con vapor respecto
al mismo compuesto aislado a partir del extracto etéreo de
la raiz,

El andlisis elemental reportd para una f6érmula de
Cis Hs; Ozindicando la presencia de insaturaciones en la molg
cula. Esta con los resultados de espectrometria de masas
(ain sin determinar) dard la férmula molecular., Como se pue-
de apreciar no se reportd la presencia de nitrdgeno
descartindose la posibilidad de un alcaloide atin cuando
siempre reaccionf con reactivos como Dragendorff, Murnier y
Mayer.

Después de una fusibén con sodio de este ¢ompuesto no se
detect6 la presencia del ion cianuro y por lo tanto de nitrd-
geno. De igual forma redujo el permanganato de potasio
indicando insaturacidén en el compuesto y di6 solo ligeramente
positivo la prueba de formalina para estructura aromitica.
Por otro lado dié positiva la reaccién con 2-4, dinitrofenil-
hidrazina lo cual junto con una prueba de legal positiva nos
indican la presencia del grupo carbénilo, probablemente en un
sistema de lactona a , B insaturado. Entre otras pruebas, el
compuesto reacciond con el reactivo de Liebermann-Burchard
dando una coloracién amarillo-verdoso.

El espectro UV nos muestra un midximo de absorcidn a
205 nm debido a una insaturacifén en un anillo.

El espectro IR nos muestra una banda de mediana in -

c oy
tensidad 3080 cm caracteristica de estiramiento C-H



perteneciendo a un doble enlace terminal ( C = CH: ) 1la cual
es completamente diferenciable de las bandas correspondientes a
estiramientos C-H de grupos metilos (-CH:) y metilenos (-CHsg)
las cuales aparecen en el mismo espectro pero a menor frecuen
cia (3000-2840 cm™ ). |

Se observa una banda fuerte en 1650 cm = caracteris-
tica de estiramiento del doble enlace términal (RsRs C =CH:z )
la cual para su intensidad y posicién excluyen la posibilidad
de que esta insaturacidn se encuentre incluida en la cadena
sugiriendo ademds el que corresponda a un grupo metilénico
exociclico, Ademds una fuerte banda a 890 cm'l[con el corres
pondiente sobre tono en 1760 cm'l} debido a deformaciones
fuera del plano de los hidrdgenos unidos al carbono que
sustenta el doble enlace asimétrico (RsRs C= CHy) comprueban
la existencia y posicién de la insaturacién terminal.

La presencia del grupo C=0 se manifiesta por una
banda fuerte en 1704 cm™ la cual podria corresponder a un
ciclo heptanona ya que aparece a una frecuencia menor que las
correspondientes cetonas alifdticas. La naturaleza cetbni -
ca del carbonilo queda establecida por la posicidn de esta
banda y la ausencia de bandas caracteristica de estiramientos
C-H del carbonilo aldehidico (H-C =0) en la regidn de
2720-2820 cm™

Otras bandas que aparecen en el espectro son las ca-

racteristicas de deformaciones C-H de los grupos -CHs y -CHz-.



Los resultados anteriores parecen indicar que el
compuesto AARE] tiene la estructura de una lactona insaturada
an cuando faltan otras evidencias como su espectrec RMN y el

de masas.

Compuesto AARE2

Este compuesto fue detectado durante el andlisis pre
liminar y en el primer tratamiento del extracto etéreo siendo
aislado s6lo después de una saponificacidén del extracto
etéreo como un s6lido blanco de p.f. 141-142°C.

Este compuesto di6 positivas las pruebas de Lieber -
mann-Burchard con coloracién violeta+ azul +verde; asfi como
el Salkowsky (color amarillo +rojo), Yy un color violeta al
ser revelado con cloruro de cobalto reaccicnes tipicas de
esteroles,

El espectro UV muestra una banda con un méximo de
absorcién de 199 nm correspondiente a un doble enlace aislado
como es frecuente en esteroles. Fl1 espectro IR muestra la
banda tipica de estiramiento O-H de hidréxilo a 3470 cm ' y
la correspondiente banda de estiramiento C-0 en la Tegibn de
1065 cm'l; las bandas caracterfsticas de estiramiento C-H en
la regién de 2970-2865 cm™" Y sus correspondientes bandas de
flexi6n de grupos -CH, - en 1465 cm™ y una banda (duplete)
en 1385 y 1370 caracteristica de un gem-dimetilo., Se observa
solo una débil y ancha banda de estiramientos C-C. Todas es-

tas bandas son'las que comunmente encontramos en los esteroles.



Este espectro IR fue idéntico al espectro IR del B
sitosterol reportado en el compendio de espectros IR editado
por la Aldrich Library y coincidiendo su punto de fusién con
el reportado en la literatura para 8 sitosterol se considerd
como tal.

Se obtuvo el correspondiente acetato del compuesto
AARE2 v se determiné su punto de fusidén el cual fue similar
al reportado para el acetato de g sitosterol y en el espectro
IR de este acetato desaparecif la banda correspondiente a esti
ramiento O-H localizado en 3470 cm™ y aparecié una fuerte
banda de estiramiento C-0 del acetato en 1265 cm-l. Lo ante -
rior nos llevaron a considerar a este compuesto como B
sitosterol aGn cuando gquedan por hacerse comparaciones con un

estandar.

Compuesto AARMI

Este compuesto de punto de fusién 337°C con aparien-
cia de sal fue obtenida del extracto metanSlico siendo soluble
inicamente en agua.

Su espectro IR carece de bandas de absorcifn de los
compuestos orgidnicos (estiramientos C-H) lo cual aunado a una
prueba quimica negativa para carbono hecha con tridxido de mo-
libdeno nos indujo a pensar en una sal inorgénica.

Afin cuando los espectros de iones inorginicos son
dificiles de obtener con buenos resultados en IR (ya que se

obtienen por espectroscopia Raman) se pueden apreciar 2 bandas



de absorcib6n: la primer banda ancha y fuerte en 1380 cm™’ y

la otra angosta y de mediana intesidad quizi wmwﬁmdmnwmsﬁmm
a un nitrato.

Por espectroscopia de absorcidén atédmica se determi-
né el catibén el cual fue potasio con ligeras impurezas de
sodio quedando por confirmarse la identidad del anidn.

Esto aunado con el punto de fusién reportado en 1la
literatura para KNO; nos hacen pensar en la posibilidad de

que este compuesto sea KNO; .
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