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RESUMEN

Se cuantificé la actividad antioxidante (AA), el contenido de fenoles totales (FT) y flavonoides
totales (FVT), asi como la actividad antifingica (AAF) in vitro contra Fusarium solani de
extractos organicos de las semillas de Annona purpurea. El extracto metandlico presentd
actividad antirradicalar con el ensayo de reduccion del DPPH’, ICso = 82.7 &= 1.3 pg/mL, y esta
actividad se correlaciona fuertemente con la actividad quelante correspondiente, ICsy = 4408.9 +
68.6 ug/mL, (r=0.99). El contenido de FT del extracto metanolico desengrasado fue de 233.8
10.3 mg EAG/100 g de muestra humeda (mh), empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu. La
concentraciéon de FVT fue de 216.5 = 24.9 mg EC y 874.4 = 84.0 mg EQ/100 g mh usando
AICl;. El extracto de hexano crudo presentd 14.6 + 2.0% de inhibicién sobre el crecimiento
micelial a una concentracion de 20 pL/disco, y una concentracion minima inhibitoria fungicida
de 6.2 pL/mL contra F. solani. El extracto de CH,Cl, rico en acetogeninas relativamente polares,
no presentd actividad antifungica contra F. solani. Se caracterizaron el 1,2-dihexadecanoil-3-
(octadec-9-enoil)glicerol del extracto hexanico, y la acetogenina esquamocina C del extracto de
CH,Cl, de las semillas de A. purpurea empleando métodos espectroscopicos de resonancia
magnética nuclear de "H y °C en una y dos dimensiones, infrarrojo y espectrometria de masa de
alta resolucion.

v



INDICE

Resumen
Abreviaturas
Lista de tablas
Lista de figuras
1. Introduccién
1.1. Planteamiento del problema
1.2. Hipotesis
1.3. Objetivos
1.3.1 Objetivo general
1.3.2 Objetivos especificos
1.4. Metas
1.5. Importancia del estudio
1.6. Delimitacion del estudio
2. Marco teorico
2.1. Generalidades de Annona purpurea
2.2. Métodos de extraccion

2.3. Cuantificacion de la actividad antioxidante (AA), del contenido de fenoles

totales (FT) y flavonoides totales (FVT)
2.3.1 Ensayo de reduccion del DPPH"
2.3.2 Ensayo de actividad quelante

2.3.3 Ensayo para cuantificar el contenido de FT empleando el reactivo de

Folin-Ciocalteau

2.3.4 Ensayo para cuantificar el contenido FVT empleando el reactivo AlCl;

2.4. Actividad antioxidante (AA) de los frutos de Annona

2.5. Actividad antifungica (AAF) in vitro de extractos de frutos de Annona

2.6. Compuestos quimicos caracterizados en el género Annona
2.7. Separaciones cromatograficas
2.7.1 Cromatografia en capa fina (CCF)
2.7.2 Cromatografia flash
2.7.3 Cromatografia en placa preparativa
2.8. Métodos espectroscopicos para la elucidacién de metabolitos
2.8.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
2.8.2 Infrarrojo (IR)
2.8.3 Espectrometria de masa (EM)
3. Metodologia
3.1. Reactivos, medios de cultivo y disolventes
3.2. Equipos y materiales
3.3. Obtencion de la muestra
3.4. Preparacién de la muestra
3.5. Obtencion de extractos metandlicos de las semillas de A. purpurea
3.6. Extraccion liquido-liquido
3.7. Actividad antioxidante (AA)
3.7.1 Ensayo con el radical DPPH", actividad antirradicalar (ICso)
3.7.1.1 Cinética de eficiencia antirradicalar (AE)
3.7.2 Ensayo de actividad quelante
3.8. Contenido de fenoles totales (FT)
3.9. Contenido de flavonoides totales (FVT)
3.10. Actividad antifingica (AAF)

=
_-



3.10.1 Actividad inhibitoria sobre el crecimiento micelial de F. solani
3.10.2 Concentracion minima inhibitoria (CMI)
3.11. Cromatografia
3.12. Caracterizacioén quimica
3.12.1 RMN
3.12.2 IR
3.123 EM
3.13. Andlisis estadistico
4. Resultados y discusion
4.1. Obtencion de los extractos de las semillas de 4. purpurea
4.2. Evaluacion de la AA y cuantificacion de FT y FVT en los extractos de las
semillas de 4. purpurea
4.3. Evaluacion de la AAF de los extractos de las semillas de 4. purpurea
4.4. Purificacion del extracto hexéanico-a de las semillas de 4. purpurea
4.5. Aislamiento y caracterizacion del triacilglicerol 1,2-dihexadecanoil-3-
(octadec-9-enoil)glicerol
4.6. Purificacion del extracto metanodlico remanente
4.7. Purificacion del extracto de CH,Cl,
4.8. Aislamiento y caracterizacion de la acetogenina esquamocina C
5. Conclusiones
6. Perspectivas
7. Referencias
8. Apéndices

vi

49
50
51
55
55
55
56
56
57
57

60
65
69

70
78
78
79
86
87
88
94



ABREVIATURAS

umol Micromol
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1. INTRODUCCION

La fuente mas importante de compuestos bioactivos como vitaminas y metabolitos
secundarios, son los frutos y vegetales, por lo que es de interés el estudio quimico de sus
extractos (raiz, tallo, hojas, flores y fruto) para determinar los metabolitos responsables de las
actividades biologicas. Particularmente, en el género Annona la mayoria de los estudios
quimicos estan enfocados en la pulpa, debido a que los frutos de este género son comestibles.
Sin embargo, extractos organicos y acuosos asi como compuestos obtenidos de las semillas de
este género han mostrado diferentes actividades bioldgicas in vitro. Los extractos de las
semillas de 4. purpurea obtenidos con metanol (MeOH), etanol (EtOH), agua (H,O) y una
mezcla de cloroformo:MeOH (CHCl;: MeOH, en una proporcion 1:1), presentaron actividad
citotoxica in vitro contra lineas celulares tumorales ', y los extractos obtenidos con H,O y
MeOH, presentaron actividad antiprotozoaria in vitro ? La actividad antioxidante (AA) en las
semillas del género Annona, se puede atribuir a compuestos fenodlicos que se han caracterizado
en esta parte del fruto * Mientras que la actividad antifungica (AAF) in vitro la han presentado
las acetogeninas, por ejemplo, annotemoyina-1 y annotemoyina-2, aisladas del extracto
obtenido con cloruro de metileno (CH,Cl,) de las semillas de A. squamosa, mostrando una
AAF in vitro mayor que el farmaco comercial nistatina contra Aspergillus flavus *. Estos datos
establecen la importancia del estudio de la AA y AAF in vitro de los extractos organicos de
semillas de A. purpurea. A la fecha no se han reportado estudios sobre la actividad

antioxidante AA y AAF in vitro de extractos de las semillas de A. purpurea.

Por lo anterior en este trabajo se cuantifico la AA del extracto metandlico de las semillas de
A. purpurea mediante el ensayo de reduccion del DPPH" (radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

asi como la actividad quelante empleando como ligante a la ferrocina. Se determin6 el



contenido de fenoles totales (FT) utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu, y el contenido de
flavonoides totales (FVT) con el reactivo de AlCl;. Se evalud la AAF in vitro de los extractos
orgénicos obtenidos de las semillas de 4. purpurea frente al hongo Fusarium solani midiendo
la actividad inhibitoria sobre el crecimiento micelial y la concentracion minima inhibitoria
(CMI). Se realizo la elucidacion de las estructuras quimicas de los metabolitos presentes en
algunos extractos obtenidos de estas semillas. Las técnicas espectroscopicas que se emplearon
para la caracterizacion quimica en el presente trabajo fueron: Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 'Hy "°C en una y dos dimensiones, Infrarrojo (IR), y Espectrometria de Masa (EM)

de alta resolucion.

La informacion obtenida de esta investigacion puede ser la base para efectuar estudios

posteriores para el aprovechamiento de las semillas de 4. purpurea.

1.1. Planteamiento del problema

El uso de compuestos antioxidantes (AO) sintéticos, como butilhidroxitolueno (BHT) y
butilhidroxianisol (BHA) en la industria alimenticia, es controversial por los efectos toxicos
mostrados a ciertas concentraciones en animales de experimentacion. Esta toxicidad se ha
detectado en pulmones de ratones, ocasionando muerte hemorragica y hepatotoxicidad en ratas,
asi como nefrotoxicidad en ratones y ratas °. Por otra parte, se conoce que algunos hongos
pueden presentar fenomenos de resistencia a compuestos antifungicos °, especificamente el
hongo Fusarium solani, que es patdégeno para cultivos tales como el jitomate, chile, papa y
otros cultivos de solandceas, muestra esta resistencia. Este fendmeno de resistencia puede
llegar a representar un problema critico en el area de agricultura. Por lo anterior es importante
la bisqueda y evaluacion de compuestos con AA y AAF desde fuentes naturales. Los estudios

cuantitativos de AA de las semillas de especies del género Annona muestran la presencia de



compuestos fendlicos con AA " ® y ademas los extractos y compuestos de las semillas de A.

squamosa mostraron AAF ‘

Dada la importancia que actualmente han tomado los AO y antifungicos de origen natural,
es relevante el estudio de las semillas de A. purpurea para determinar si es una fuente de
compuestos AO y compuestos con AAF in vitro. Los resultados obtenidos pueden ser la base

para futuras investigaciones que determinen sus posibles aplicaciones.

1.2. Hipdtesis

La actividad antirradicalar del extracto metandlico de las semillas de Annona purpurea se
relaciona con el contenido de fenoles y flavonoides totales, y los extractos de las semillas de

Annona purpurea presentan actividad antifingica in vitro contra el hongo Fusarium solani.

1.3. Objetivos

1.3.1 Objetivo general
* Evaluar la actividad antioxidante y antifingica in vitro de los extractos organicos de
las semillas de A. purpurea y caracterizar la estructura quimica de compuestos

presentes en dichos extractos.

1.3.2 Objetivos especificos
1. Cuantificar la actividad antioxidante de los extractos organicos de las semillas de A.
purpurea con los ensayos de reduccion del DPPH’, actividad quelante, el contenido de

FTyFVT.



2. Evaluar la actividad antifingica in vitro de extractos organicos de semillas de 4.
purpurea contra Fusarium solani cuantificando la actividad inhibitoria sobre el

crecimiento micelial y la CMI.

3. Caracterizar compuestos organicos presentes en los extractos de las semillas de A.
purpurea mediante los métodos espectroscopicos de RMN de 'H y °C en una y dos

dimensiones, IR, y por EM de alta resolucion.

1.4. Metas

* Realizar extracciones so6lido-liquido y liquido-iquido de las semillas de 4. purpurea

con disolventes de diferente polaridad para obtener las fracciones correspondientes.

*  Obtener los valores de ICsg, Ticso, AE con el ensayo de DPPH'y la ICs, indice EECC y
el porcentaje de quelaciéon con el ensayo de actividad quelante de los extractos

orgénicos de las semillas de 4. purpurea.

e Obtener el contenido de FT en mg EAG usando el reactivo de Folin-Ciocalteu, el
contenido de FVT en mg EC y EQ usando AICI; y expresar los resultados por g de

extracto, por 100 g muestra humeda y seca, de las semillas de 4. purpurea.
* Realizar correlaciones de Pearson entre los valores de AA — FT y AA —FVT.

* Determinar la actividad inhibitoria sobre el crecimiento micelial y la CMI de los

extractos orgédnicos de semillas de 4. purpurea contra el hongo F. solani.

* Realizar la separacion y purificacion por cromatografia flash de compuestos de los

extractos orgéanicos de las semillas de 4. purpurea.



* Caracterizar la estructura quimica de compuestos presentes en los extractos organicos
de las semillas de 4. purpurea mediante el analisis de los datos de RMN de 'H'y "°C en

una y dos dimensiones, IR y EM de alta resolucion.

1.5. Importancia del estudio

Los frutos de especies del género Annona como A. cherimola, A. crassiflora, A. diversifolia,
y A. squamosa contienen compuestos con AA en pulpa y semilla. Ademés los extractos
organicos de semillas y hojas de A. squamosa han demostrado AAF in vitro contra hongos de
diferentes géneros. Hasta la fecha no se ha realizado la cuantificacion de la AA y AAF in vitro
en las semillas de A. purpurea, por lo que en este trabajo se cuantifico la AA por métodos
espectroscopicos, y se determind la AAF in vitro de los extractos organicos obtenidos de las
semillas de A. purpurea contra el hongo F. solani. Existen pocos reportes de la caracterizacion
de los metabolitos presentes en las semillas de 4. purpurea, por lo que también se

caracterizaron las estructuras quimicas de metabolitos presentes en las semillas de esta especie.

1.6. Delimitacion del estudio

En este trabajo el objeto de estudio fueron las semillas de Annona purpurea, que hasta la
fecha no han sido estudiadas como fuentes de compuestos con actividad antioxidante y
antifingica. La muestra fue comprada en el municipio de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México en

el afio 2014.

Los extractos organicos evaluados de las semillas de 4. purpurea se obtuvieron mediante

extracciones so6lido-liquido asistidas por ultrasonido usando hexano, CH,Cl,, AcOEt y MeOH



en orden ascendente de polaridad. Mientras que para las extracciones liquido-liquido del crudo

metandlico se emplearon hexano, CH,Cl, y AcOEt.

Para la cuantificacion de la AA se realizaron los ensayos de reduccion del radical libre
DPPH" (radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo), asi como la determinacion de la actividad
quelante empleando como ligante a la ferrocina. Para determinar el contenido de FT se us6 el
reactivo de Folin-Ciocalteu, y para el contenido de FVT se emple6 AlICls. La AAF in vitro se
realiz6 midiendo la actividad inhibitoria sobre el crecimiento micelial y la CMI de los extractos

de hexano, CH,Cl, y metanoélicos contra el hongo F. solani.

Para la purificacion de los compuestos presentes en los extractos orgéanicos de las semillas
de A. purpurea, se utiliz6 cromatografia en columna flash, cromatografia en placa preparativa
y cristalizacion. Mientras que para la identificacion de los compuestos aislados se emplearon

las técnicas de RMN de 'Hy °C en una y dos dimensiones, IR y EM de alta resolucion.



2. MARCO TEORICO

En esta seccion se describen las caracteristicas generales de Annona purpurea, el
fundamento tedrico de la técnica de extraccidon solido-liquido empleada en este trabajo y los
métodos espectroscopicos cuantitativos para la determinacion de la actividad antioxidante
(AA). También se menciona los reportes descritos en la literatura de la AA y actividad
antifungica (AAF) in vitro de especies del género Annona, los acidos grasos y acetogeninas
caracterizados en las semillas, y compuestos del tipo fenolico aislados de este género, asi como
los métodos espectroscopicos de caracterizacion quimica empleados comuUnmente en la

elucidacion estructural.

2.1. Generalidades de Annona purpurea

El género Annona pertenece a la familia de las Anonéceas y comprende alrededor de 120
especies de clima tropical y subtropical, principalmente de América’. La planta 4. purpurea, a
quien también se le conoce como sincuya, es originaria de México y Centroamérica. Su fruto
es ovoide a esférico, mide de 10 a 18 cm de ancho y estd cubierto de un tomento amarillo
rojizo, Figura 1 (a), tiene carpelos con prominencias piramidales muy desarrolladas, hasta de
dos cm de largo, con los dpices curvos hacia la base de la fruta, Figura 1 (b). La pulpa es
fibrosa, con sabor a mango, con una coloracion entre amarilla a anaranjada y con aroma frutal,
Figura 1 (c). Las semillas son elipticas, de color café claro, miden de 2.5 a 3 cm de largo,

Figura 1 (d) 10,
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Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas del (a) fruto, (b) carpelos, (¢) pulpa y (d) semillas de
A. purpurea

El jugo de la fruta se utiliza como un remedio para la fiebre, y la decoccion de la corteza
interior se prescribe en los casos de disenteria y edema ''. Respecto a los estudios de
composicidon quimica se describe que del extracto metandlico de las hojas de A. purpurea se
han aislado flavonoides, esteroides y alcaloides, estos ultimos con actividad antiplaquetaria !
Mientras que del extracto de las semillas, obtenido con una mezcla de CHCl;:MeOH (1:1), se
aislaron acetogeninas, que mostraron efecto citotoxico contra lineas celulares tumorales '
Hasta la fecha no se ha descrito la AA y AAF in vitro de las semillas de esta especie, asi como
tampoco se ha reportado el contenido de fenoles totales (FT) y el contenido de flavonoides

totales (FVT).



2.2. Métodos de extraccion

Los extractos obtenidos de fuentes naturales, como plantas, con disolventes de diferente
polaridad y métodos de extraccion diversos contienen una composicion quimica heterogénea.
La composicion de estos extractos depende en gran medida, del origen de la muestra, del

método de extraccion y del disolvente usado.

Los métodos de extraccidon convencionales, como por ejemplo Soxhlet o maceracion,
requieren tiempo de extraccion relativamente prolongado y una cantidad grande de disolvente.
Los métodos de extracciéon como la extraccion asistida por ultrasonido, la extraccion con
fluidos supercriticos o la extraccion asistida por microondas, son cada vez mas comunes
debido a que mejoran la calidad del extracto, reducen el tiempo de extraccion y el consumo de

: 12 : : s 13
disolvente “ comparados con los sistemas convencionales de extraccion .

En el presente trabajo se utilizd la extraccion asistida por ultrasonido para obtener
extracciones en un tiempo relativamente corto, reproducibles y minimizando el consumo de

disolventes para disminuir el impacto al medio ambiente.

En la extraccion solido-liquido asistida por ultrasonido las ondas de ultrasonido se producen
en un campo ultrasénico (18-100 kHz) que forma microcavitaciones en el liquido que rodea el
material vegetal. Las microcavitaciones causan la ruptura mecénica de la pared celular
liberando los compuestos bioactivos y el calentamiento del liquido aumenta su difusion '*. El
rendimiento de esta extraccion estd directamente relacionado a las burbujas de cavitacion
formadas dentro del disolvente las cuales aparecen, crecen y colapsan dentro del liquido. La
formacion de las burbujas de cavitacion esta influenciada por la frecuencia e intensidad de
ultrasonido, tiempo de sonicacion, propiedades fisicas del disolvente como su tension

. . . . ’ r1: 13 I3 . .7
superficial, viscosidad y la presencia de gas o particulas s6lidas ~. La técnica de extraccion
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asistida por ultrasonido se empled en este trabajo para obtener los extractos organicos de las

semillas de A. purpurea.

2.3. Cuantificacion de la actividad antioxidante (AA), del contenido de fenoles totales

(FT) y flavonoides totales (FVT)

Se conocen varios métodos colorimétricos para la cuantificacion espectroscopica de la AA
de extractos o compuestos puros. Los ensayos que se realizaron en este trabajo para cuantificar
la AA fueron: Reduccion del radical DPPH’ (radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y actividad
quelante empleando ferrocina. Asi también se determiné el contenido de FT con el reactivo de
Folin-Ciocalteu, y el contenido de FVT con el reactivo de AICl;. Por lo que a continuacion se

describe brevemente el fundamento de cada uno de los métodos empleados.

2.3.1 Ensayo de reduccion de DPPH’. Este ensayo se utiliza frecuentemente para
cuantificar la AA en extractos de plantas o de alimentos '3 El radical DPPH’ (1) es
relativamente estable, y es comercialmente viable, el color que presenta es purpura intenso. La
AA se cuantifica midiendo la disminucion de la absorbancia por la pérdida de color purpura de
1 al reaccionar con los antioxidantes (AO), la medicion de la disminuciéon del valor de la
absorbancia se realiza a una longitud de onda de absorcién maxima (Ay) de 515 nm, 16 Figura
2. El porcentaje de inhibicidon (% inhibicion) de 1 para las muestras a evaluar se calcula con la

Ecuacién 1.

% inhibicién = [M] x 100 Ecuacién 1
DPPHe

donde Apppp. s la absorbancia de 1, y Agy, es la absorbancia del extracto 7
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En este ensayo se determina la ICso que se define, en este ensayo, como la concentracion del
compuesto, o extracto a evaluar, que provoca una disminucién del 50% de la concentracion
inicial (0.004%) de 1. De tal forma que ICs, bajas indican que la muestra evaluada tiene un

capacidad alta para neutralizar el radical DPPH".

NO, NO,
DPPH" (1) DPPH (2)
Purpura Amarillo
Amix= 515 nm

Figura 2. Reduccion de DPPH' (1) a DPPH (2) 15,16

La mayoria de los compuestos reaccionan lentamente con 1 debido a los efectos estéricos,
solubilidad y coeficiente de particiéon asi como la energia de disociacion de enlace y el
potencial de ionizacion 16 Esto hace importante la determinacion del tiempo Ticso en el que se
alcanza el equilibrio con una concentracion del extracto o de la sustancia a evaluar igual a la
ICso 7. Con el ICs0y Ticso se puede determinar la eficiencia antirradicalar (AE) con la Ecuacion
2. Con este valor se puede caracterizar el comportamiento de un compuesto como antioxidante
de acuerdo a la clasificacion reportada en la literatura AE < 1 x 107, baja; 1 x 10°< AE <5 x
10°, media; 5 x 10°< AE 10 x 107, alta y AE > 10 x 107, muy alta ' Por ejemplo el valor de
AE de la rutina, 0.2 x 10~ kg de DPPH"/ g de extracto - min, es clasificado como una AE baja,
mientras que el acido galico con una AE de 11.4 x 10~ kg de DPPH'/(g de extracto - min) es

clasificado como una AE muy alta '’
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AE = — 2

= — Ecuacion 2
ICs50 X Tics0

donde la ICs, es la concentracidon que provoca una disminucion del 50% de la concentracion
inicial del radical DPPH’, y Ticso es el tiempo en el que se alcanza el equilibrio con una

concentracion del extracto, o compuesto a evaluar, igual a la ICsy.

2.3.2 Ensayo de actividad quelante. Este ensayo determina si la muestra a evaluar tiene la
capacidad de quelar al ion ferroso (Fe’"). En la primera parte del ensayo se mezcla el extracto,
o el estandar, con FeCl, o FeSO4 a una determinada concentracion y se deja reaccionar a
temperatura ambiente, si el extracto tiene la capacidad de quelar esta mezcla produce una
cantidad de complejos de Fe*" con los compuestos del extracto o del estandar. Posteriormente
se agrega ferrocina (3), que reacciona con el ion ferroso remanente que no reaccioné con los
compuestos del extracto, o del estindar, formando el complejo estable de color magenta (4) *°,

Figura 3. Este complejo 4 se cuantifica midiendo la absorbancia a una A de 560 nm.

El % de actividad quelante del extracto sobre Fe** se calcula con la Ecuacién 32",

% Efecto quelante = [(AO_AM] x 100 Ecuacion 3
0

donde Ay es la absorbancia del control (sin el extracto o estdndar) y Agx, s la absorbancia con

la presencia del extracto o estandar.
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Extracto + Fe2*

Complejo Fe2+ - extracto  +  FeZ*remanente

Fe2*remanente + 3 lN
NaO,$

Ferrocina (3)

Complejo Fe** - ferrocina (4)

Magenta
A max = 560 nm

Figura 3. Formacién del complejo colorido Fe** — ferrocina (4) *'.

El 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) es uno de los compuestos quelantes
comunmente utilizados como estandar, con el que se realiza una curva de calibraciéon para
obtener su pendiente correspondiente. Esta pendiente se emplea para determinar la capacidad
quelante equivalente de EDTA (EECC) de la muestra a evaluar que se expresa como

equivalentes de EDTA (EE)/100 g de muestra *! Para calcular EECC se emplea la Ecuacién 4.

EECC = Tt Ecuacion 4

mg

donde mg, es la pendiente de la curva de la muestra y m, es la pendiente de la curva del

estandar EDTA.

La ICsy también es usado para cuantificar la actividad quelante 17 que se define, en este
ensayo, como la concentracion que provoca una disminucion del 50% de la concentracion de
2+ o . . .. . .,
Fe*" inicial. Un valor de la ICs, bajo indica una AA potente, cabe aclarar que este valor también

depende de la concentracion de Fe*™ que se utilice.
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2.3.3 Ensayo para cuantificar el contenido de FT empleando el reactivo de Folin-
Ciocalteau. Este método es simple, sensible y es uno de los mas utilizados para determinar el
contenido de FT en alimentos y extractos vegetales. Consiste en la reaccion del reactivo de
Folin-Ciocalteau, que contiene sales de molibdeno y tungsteno de color amarillo, con
compuestos fenolicos. La reaccion 6xido-reduccion desarrolla un complejo de color azul cuya
absorbancia se mide entre una longitud de onda de 745-760 nm. La reaccién es lenta a pH
acido por lo que se agrega Na,COj; para obtener un pH bésico. Una mejora de este ensayo
introducida por Singleton y Rossi, fue el uso de un heteropolianion fosfoérico de molibdeno y
tungsteno que oxida los fenoles (5) con mayor especificidad para formar quinonas (6) '°. La

reaccion de este ensayo se muestra en la Figura 4.

OH 0

X
| + H3PMo01,04 + H3PW 204 - e M0W11040)-4
e R

5 6

R =H, OH
Mo(VI) (color amarillo) + e —>»  Mo(V) (color azul)

Figura 4. Reaccion entre compuestos fenolicos y el reactivo de Folin-Ciocalteu '°.

El 4cido galico se utiliza como estdndar, generalmente, para la construccion de la curva de
calibracion. Los resultados del contenido de FT en la muestra se expresan en miligramos (mg)

equivalentes de 4cido galico (EAG) por 100 g de muestra o de extracto '°.

2.3.4 Ensayo para cuantificar el contenido FVT empleando el reactivo AICl;. Los
flavonoides son un subgrupo importante perteneciente a los compuestos fendlicos, a menudo
estan hidroxi-sustituidos en los carbonos 3, 5, 7, 3’y 4°, Figura 5. Estos compuestos tienen la

e 22,23
caracteristica de ser agentes quelantes

. En la literatura se describen dos métodos generales
para cuantificar el contenido de FVT, estos emplean AICl; o el &cido boroénico,

respectivamente. El primer método es el mas utilizado para cuantificar estos compuestos en
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extractos de plantas o alimentos. El fundamento de este método consiste primeramente en
oxidar a los grupos hidroxilo de los carbonos 3" y 4" del anillo B de los flavonoides (8) con
NaNO,. Posteriormente el HNO, generado, en presencia de AICl;, nitrosila al carbono 6" del
anillo B y el cation aluminio se enlaza con el oxigeno del carbono 4’ (9), Figura 5. Finalmente,
se agrega NaOH y se forman complejos color rojo (10), cuya absorbancia se mide a una Anysx
de 490 nm. El estdndar que se utiliza generalmente para la curva de calibracién es catequina,
aunque también se utilizan epicatequina o quercetina. La concentracién de FVT en la muestra
se obtiene empleando la ecuacion de la curva obtenida por regresion lineal del estandar
elegido. El contenido de FVT se expresa como mg equivalentes de catequina (EC) o el

estandar elegido/100 g de muestra ***> %,

o

Oxidacién O
+ NaNO, —————> @ + HNO
* 2
-~

8

Nitrosilacién AlICl,
> AP+
O
NaOH
2
N,

Quelatos rojos (10)
A max = 490 nm

Figura 5. Formacion del complejo colorido Al** — flavonoide (10) **.

Los ensayos descritos anteriormente se usan comunmente para determinar AA, FT y FVT
en alimentos y extractos vegetales, lo que hizo posible una comparacién de los datos obtenidos

en este trabajo con los datos reportados para otras especies del género Annona.
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2.4. Actividad antioxidante (AA) de los frutos de Annona

La AA de los frutos del género Annona se ha estudiado en cascara, pulpa y semilla de
diferentes especies de anonas; los resultados obtenidos con los ensayos colorimétricos se

describen a continuacion.

Los resultados descritos para el ensayo de reduccion del DPPH’, la cuantificacion de FT y
FVT, se resumen en la Tabla 1, donde se observa que la parte del fruto que mas se ha estudiado
es la pulpa. La actividad quelante hasta la fecha solo se ha determinado en la pulpa y céscara
de A. cherimola y las ICs, correspondientes obtenidos fueron 115.8 =+ 3.5y 79.6 = 2.2 ug/mL,
respectivamente *°. Con este ensayo la AA mayor en esta anona la present6 la cdscara y ambos
extractos fueron menos eficientes comparados con el EDTA el cual presenta una ICsy de 1.30 =

0.05 ug/mL .

A partir de los datos de la Tabla 1 se puede observar que la AA de frutos del género
Annona depende de factores como especie, estado de madurez, variedad, porcion del fruto y
condiciones ambientales de la region donde se cultivan las anonas. Hasta la fecha se ha
determinado la ICsy con el ensayo de reduccion del DPPH’ en las semillas de A. cherimola, A.
coriacea, A. crassiflora’y A. sylvatica. A. crassiflora tuvo la menor ICsy (31.14 = 0.85 ug/mL)

lo que sugiere una AA mayor que el resto.

En cuanto al contenido de FT reportado en las semillas de este género, las semillas del fruto
ligeramente maduro de A. crassiflora mostré un contenido de FT mayor que el encontrado en
la pulpa y la cascara de esta especie. Esto sugiere que el contenido de FT puede ser mayor en
las semillas dependiendo del estado de madurez del fruto en 4. crassiflora. También se puede
notar que el contenido de FT depende del disolvente utilizado para la extraccion, como se
observa en los valores reportados de las semillas de A. squamosa, Tabla 1. Para la 4. cherimola

y A. muricata el contenido de FT fue cuantificado en materia fresca, el contenido mayor de FT
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para A. cherimola se encontrd en la cascara y para A. muricata en la pulpa, siendo las semillas
las de menor contenido de FT para estas dos especies. Los datos anteriores permiten observar
que la parte del fruto con el mayor contenido de FT varia de acuerdo a la especie estudiada,
Tabla 1. Cabe mencionar que el contenido de FT se ha determinado en las hojas de A4.
purpurea cultivada a concentraciones diferentes de vermicomposta y fosforo. Los valores
encontrados varian entre 74 + 39 y 226 + 24 mg EAG/g de materia seca *’. Hasta la fecha no se

ha reportado el contenido de FT en las semillas de 4. purpurea.

Los flavonoides tienen gran importancia bioldgica y quimica. Las actividades bioldgicas
mas representativas descritas para estos compuestos son: anticancerigenos, antiinflamatorios,
antibioticos e inhibidores de la proliferacion celular **. Por lo que ademas de determinar el
contenido de FT también se suele determinar el contenido de FVT. Las especies de Annona en

las que se ha determinado el contenido de estos compuestos se muestran en la Tabla 1.

Para el caso de 4. cherimola se estudiaron las tres partes del fruto: cascara, pulpa y semilla,
el contenido de FVT, al igual que los FT, se encuentra en mayor cantidad en la cascara. En la
literatura hasta la fecha existen menos reportes del contenido de FVT comparado con el de FT
correspondiente para esta especie. Por otra parte, las semillas y la cascara de frutos del género
Annona se han estudiado poco. Debido a la importancia bioldgica de los flavonoides, es

relevante la cuantificacion del contenido de FVT en semillas de A. purpurea.

También, resulta de interés cuantificar la AA de las semillas de este género ya que los
estudios de algunas de sus especies demuestran la presencia de compuestos fenolicos con AA
incluso mayor que en la pulpa y cascara del fruto ’. Los datos antes descritos se compararon
con los datos que se obtuvieron de los ensayos realizados al extracto metanolico de las semillas

de A. purpurea en este trabajo.



Tabla 1. Actividad antirradical con DPPH’ (ICs,), contenido de fenoles totales (FT) y flavonoides totales (FVT) en especies de Annona.

Parte del

IC50

FT

FVT

Especie fruto Observaciones del fruto (ug/mL) (mg EAG/100 g) (mg EC/100 g) Pais
Cascara  Muy maduro 54.64+ 1.04 11,142 + 857° n.m.
Ligeramente maduro 48.82+2.93 9,072 = 499° n.m. Brasil ¢
. Muy maduro 1,204.22 + 27.43 3,108 = 123 n.m.
A. crassiflora Pulpa Ligeramente maduro 148.82 = 0.97 2,030+ 352° n.m.
C. en Minas Gerais n.m. 739.37 + 7.92° n.m. Brasil 2!
. Muy maduro 6240+ 1.11 11,048 + 605° n.m. -7,
Semillas Ligeramente maduro 31.14+0.85 13,698 = 756° n.m. Brasil ¢
Cultivado en Funchal 333 0.0 18.5+0.10° 33.0 = 0.04"
) C. en Madeira 180 = 0.0 19.5+0.13° 44.7+0.10" 88
Cascara ¢ on Mateus I 230 0.0 19.60.15° 41.9 +0.05" Portugal
C. en Perry Vidal 370+ 10 17.0 £ 0.12° 36.7 = 0.04"
C. en Calabria 57.7+1.9 14.6 = 1.1¢ 82x1.2' Ttalia > ¢
C. en Funchal 4,520+ 10 3.06 + 0.03° 1.31 = 0.02"
C. en Madeira 970 = 10 12.0 = 0.04° 15.0 = 0.01" 88
A. cherimola C. en Mateus 1I 3,450 = 10 431 +0.02° 3.19 +0.01" Portugal
Pulpa C. en Perry Vidal 4,590 = 60 3.43 +0.03° 133 +0.01"
C. en Calabria 722+12 12.6 = 0.8¢ 3.8 +0.6' Italia 2" 8
n.m. 5.79 = 0.54%" 3.51 £0.31% ltalia S
n.m. 6.83 = 0.42%8 572 +0.26%)
1,087 = 236° 323+ 83° n.m. Ecuador "’
C. en Madeira 3,190 = 80 3.61+0.02° 4.62 = 0.02"
Semillas  C. en Mateus II 3,220 = 80 4.16 = 0.02° 3.06 = 0.02" Portugal * ¢
C. en Perry Vidal 4,240+ 310 3.35+0.01° 6.75 = 0.05"
Variedad blanca 1,714.99 + 61.82 170.16 + 4.44° 152.04 = 5.39 o 268
4. diversifolia Pulpa Variedad rosa 1,998.19 = 63.14 129.27 + 1.32E 107.41 = 5.15t México
Variedad rosa mexicano 1,701.07 + 47.42 170.88 +2.19 142.56 = 2.55
n.m. 246.29 + 17.04° 230.53 = 3.57' México *"*
Pulpa 135.2 n.m. . n.m. India sz
Ceara n.m. 81.7+4.0 n.m. Brasil ™
A. squamosa EtOH 50% n.m. 171.58 = 7.31' 42.44 + 1.13™
Semilla Hexano n.m. 24.45 +1.32' 9.86 = 0.22™ India **
Acetona n.m. 29.95+3.11! 32.66 = 8.13™

ICso = concentracion del extracto necesaria para disminuir un 50% la concentracion inicial del DPPH. n.m. = no medido. EAG = equivalentes de acido galico. EC = equivalentes de
catequina. EQ = equivalentes de quercetina. a. En mg EAG/100 g de materia seca. b. En mg EAG/100 g de materia fresca. c. En uM EAG/uL de extracto. d. En mg equivalentes de acido
clorogénico/100 g de materia fresca. e. En g de muestra (materia seca)/g DPPH'". f. Extracto metandlico. g. Extracto etandlico. h. En equivalentes de epicatequina/100 g de materia fresca.
i. EQ/100 g de materia fresca. j. Expresado en uM EC/uL de extracto. k. mg EC/100 g de materia fresca. l. mg EAG/ g de extracto. m. mg EQ/ g de extracto. n. mg EAG/ g de materia

fresca.

81



Tabla 1. Continuacion.

Parte del

IC50

FT

FVT

Especie fruto Observaciones del fruto (ug/mL) (mg EAG/100 g) (mg EC/100 g) Pais
CHCI3:MeOH (2:1) n.m. 242.82 + 5.08' 23.15 +0.33™ India
H,0 n.m. 208.70 = 2.09' 5.72 = 038" fdia
Inmaduro n.m. 534.0" n.m.
MeOH 80% Maduro n.m. 85.3" n.m.
A, squamosa Semilla Acetona Inmaduro n.m. 522.4" n.m. s
50% Maduro n.m. 159.1" n.m. Indonesia
H,0 Inmaduro n.m. 411.6" n.m.
hirviendo Maduro n.m. 354.0" n.m.
Inmaduro n.m. 802.8" n.m.
EtOH 50% Maduro n.m. 383.2" n.m.
Céscara H,0 870 = 10 560.21 £6.22° n.m. Nigeria *®
Sao Paulo n.m. 281.00 = 5.40° n.m. Brasil ©*
Ceara n.m. 54.8 +2.7° n.m. Brasil >*!
Pul n.m. 843 +58° n.m. Brasil >
A. muricata o . 624.2=11.8' 480.6+2.5' Venezuela **®
n.m. 941.4 £ 5.28 574.0 + 5.98
H,O 2240 + 70 430.29 = 10.61° n.m. .. 36
H,0 5440 = 40 50.51 = 3.21° n.m. Nigeria
Semilla n.m. 280.8 + 4.6' 159.8 + 1.4°° 380
nm. 4514+ 9.7° 309.2 = 3387 Venezucla
A. reticulata Pulpa n.m. 358.25 + 17.04° 418.24 = 3.73 México ° "
A coriacea Pulpa 822.19 = 13.89 57.67 +1.16' 24.38 =2.45™
Semilla MeOH:H,0 (8:2) 330.55+2.34 147.08 = 4.2" 131.18 £2.31™ Brasil
A sylvatica Pulpa 695.61 = 6.67 13.64 +2.18" 13.74 = 2.18™
Semilla 724.14 £ 17.79 58.10 + 1.45' 51.11 £ 2.30™

ICso = concentracion del extracto necesaria para disminuir un 50% la concentracion inicial del DPPH n.m. = no medido. EAG = equivalentes de acido galico. EC = equivalentes de
catequina. EQ = equivalentes de quercetina. a. En mg EAG/100 g de materia seca. b. En mg EAG/100 g de materia fresca. c. En uM EAG/uL de extracto. d. En mg equivalentes de acido
clorogénico/100 g de materia fresca. e.En g de muestra (materia seca)/g DPPH". f. Extracto metandlico. g. Extracto etandlico. h. En equivalentes de epicatequina/100 g de materia fresca.
i. EQ/100 g de materia fresca. j. Expresado en uM EC/uL de extracto. k. mg EC/100 g de materia fresca. l. mg EAG/ g de extracto. m. mg EQ/ g de extracto. n. mg EAG/ g de materia

fresca. fi. mg EQ/100 g de materia fresca.

61
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2.5. Actividad antifingica (AAF) in vitro de extractos de frutos de Annona

En la actualidad el uso inadecuado de antifungicos para controlar organismos patégenos ya
sea para el ser humano o para las plantas de importancia agricola ha provocado resistencia asi
como dafno ambiental. Una posible alternativa para minimizar este dafio es el uso de fungicidas
provenientes de fuentes naturales. La AAF in vitro en el género Annona se ha estudiado en los
extractos y compuestos aislados de las semillas y hojas de 4. squamosa. Los extractos de éter de
petroleo, CHCl; y EtOH de semillas de A. squamosa, asi como las acetogeninas annotemoyina-1
y annotemoyina-2, acetogeninas con un anillo de tetrahidrofurano (THF) —mono-THF, aisladas
del extracto de CH,Cl,, y la esquamocina, acetogenina con dos anillos de THF, bis-THF, aislada
del extracto de éter de petrdleo, fueron probadas contra Aspergillus flavus, A. niger y A.
fumigatus, hongos oportunistas que provocan aspergilosis en humanos y moho negro en
vegetales *. Los resultados de AAF de los extractos y compuestos activos se resumen en la Tabla

2.

Tabla 2. Actividad antifangica (AAF) in vitro de semillas de A. squamosa contra Aspergillus *.

Diametro de la zona de inhibicion (mm)

) Extracto Extracto Annotemoyina-1 Nistatina
AP CHCL; EtOH +Annotemoyina-2
200 pg/disco 200 pg/disco 200 pg/disco 200 pg/disco
A. flavus 6 7 13 8
A. fumigatus 6 6 10 25
A. niger 7 5 18 28

El extracto de éter de petroleo, y la acetogenina bis-THF esquamocina no presentaron AAF
contra los hongos probados. Las acetogeninas mono-THF, annotemoyina-1 y annotemoyina-2,
mostraron la AAF in vitro mayor que los extractos de CHCl; y EtOH contra las tres especies de
Aspergillus. Es importante resaltar que estas acetogeninas presentaron una AAF in vitro mayor,

medida por la zona de inhibicién, que el antifingico comercial nistatina contra 4. flavus *. Otro
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estudio de la AAF in vitro de A. squamosa se reportd en el 2015 *°. Los autores utilizaron
hongos que pueden causar enfermedades como dermatofitosis, aspergilosis y candidiasis, asi
como hongos fitopatdgenos que atacan cultivos de interés comercial. Los extractos obtenidos
con CHCl;, MeOH y H,0O de las hojas de A. squamosa se probaron contra cinco cepas:
Microsporum canis, Aspergillus niger, Candida albicans, Alternaria alternata y Fusarium
solani con el método de difusion en placa, y se obtuvo el porcentaje de inhibicion, los resultados
se muestran en la Tabla 3. Este estudio revela que los extractos de las hojas de 4. squamosa
poseen AAF in vitro de manera dependiente de la dosis contra las cinco cepas de hongos
evaluadas a las concentraciones de 1 y 2 mg/mL. Los extractos de CHCl; y MeOH mostraron
AAF mayor contra C. albicans, A. alternata y F. solani, mientras que los extractos de MeOH y
H,0 mostraron una AAF mayor que el extracto de CHCl; contra M. canis. Asi también, todos los

. .40
extractos ensayados mostraron AAF similar contra 4. niger ™.

Tabla 3. Actividad antifungica (AAF) in vitro de las hojas de A. squamosa *.

Porcentaje de inhibiciéon (%)

Extracto Extracto Extracto
Hongo CHCl, MeOH H,O0
1 mg/mL. 2 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL
Microsporum 22.06 41.18 66.18 72.06 52.94 67.65
canis

Aspergillus niger 25.86 77.59 31.08 81.03 22.41 84.84

Candida albicans 27.69 64.62 43.08 70.77 9.23 33.85

Alternaria 79.10 83.58 34.33 74.63 20.90 43.28
alternata

Fusarium solani 91.67 108.33 60.42 97.92 33.33 64.58
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Los datos antes mencionados establecen la importancia del estudio de AAF in vitro de los

extractos obtenidos de las semillas de A. purpurea los cuales se evaluaron en este trabajo contra

el hongo F. solani que es un hongo de importancia agricola en Oaxaca y en general en México.

2.6. Compuestos quimicos caracterizados en el género Annona

De las semillas del género Annona se han caracterizado compuestos como acidos grasos

saturados e insaturados, compuestos fenolicos, acetogeninas, tocoferoles y fitoesteroles.

Los acidos grasos mayoritarios presentes en las semillas del género Annona son los 4cidos

grasos saturados palmitico (C16:0) y estearico (C18:0), y los &cidos grasos insaturados oleico

(C18:1) y linoleico (C18:2) 414243, 44 1 g porcentajes de extraccion de los aceites (fraccion no

polar) de las semillas y los porcentajes de los acidos grasos mayoritarios presentes en estos

aceites se enlistan en la Tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje de extraccion de aceites y de los acidos grasos mayoritarios en semillas del

género Annona.

% Acidos grasos saturados

% Acidos grasos insaturados

(1)
Annona % de: A . . A
extraccion Oleico Linoleico
C18:1 C18:2
crassiflora 4a 28.84 18.07+0.13 11.02+0.04 49.75+0.08 16.29 £ 0.02
diversifolia **® n.d. 65.97* 15.54*
lutescens **° n.d. 41.65* 33.05*

muricata*"® 40+0.82
purpurea n.d.

squamosa™*  28.03+0.5

20.41 + 1.58

41.29+0.53  30.85+0.34

43.67* 26.25%

50.79* 25.49*

a. Porcentaje en semillas frescas. b. Porcentaje en semilla seca. n.d. = no determinado. * no proporciona desviacion estandar.
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Se observa que el porcentaje de extraccion de las semillas de A. crassiflora (empleando una
mezcla de CHCl;:MeOH:H,0, 2:1:0.8) y A. squamosa (empleando éter de petrdleo) son
similares, alrededor del 28% ***!, mientras que el porcentaje de extraccion de las semillas de A.
muricata (empleando éter de petrdleo) es mayor (40%), esto puede deberse a que en esta tltima
la extraccion se llevo a cabo en semillas secas *'. Con estos antecedentes se espera que el
porcentaje de extraccion de las semillas de A. purpurea sea similar a lo reportado en las especies

del género Annona.

Por otra parte, en extractos metandlicos y etanolicos del fruto de A. muricata y A. crassiflora
se han caracterizado compuestos fendlicos. Tal es el caso de los acidos hidroxicindmicos como
el p-cumérico (11), cafeico (12), ferulico (13), y los derivados 5-cafeoilquinico (14), y 4-
feruloil-5-cafeoilquinico (15), Figura 6 **. Estos compuestos se aislaron del extracto metanolico
de la pulpa de A. muricata y se analizaron por HPLC acoplado a un espectrometro de masa con
trampa de iones, con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI). Para identificar los
compuestos se eligieron los picos de mayor intensidad, productos de una primera fragmentacion,
y se sometieron a fragmentaciones posteriores (MS/MS). El patron de fragmentacion se compard

con lo reportado en la literatura para asignar el compuesto.

R, R, Nombre
H H Acido p-cumérico (11)*
OH H Acido cafeico (12)**
0 OCH; H Acido fertlico (13)**
R /
o’
OH HOOC OH )
Acido 5-cafeoilquinico (14) **
OH  OH
HO o)
R OH HOOC ok/ . R . . 45
Acido 4-feruloil-5-cafeoilquinico (15)
OH  OH OH

OCH,4

. L. . . e g . . . , 3 45
Figura 6. Acidos y derivados hidroxicinamicos caracterizados a partir del género Annona™ ™.
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Del extracto etanolico de la semilla y cascara de A. crassiflora, se encontraron los acidos
hidroxicinamicos 12 y 13, Figura 6, y el glicosilflavonol rutina (17), Figura 7. Ademas, del
extracto de la semilla de 4. crassiflora se identificé el flavonol quercetina (16), Figura 7 3 Para
la identificacion se utilizé un espectrometro de masa con analizador de tiempo de vuelo (MQ-
TOF). La ionizacién fue por electrospray (ESI) en modo positivo y negativo. El analisis de los

iones individuales en los espectros de masa se realizé por experimentos ESI-MS/MS.

R Nombre
H Quercetina (16)°
OH
_ HO (o) OH
: o 4 .
Rutina (17)
HO o

Figura 7. Quercetina y rutina caracterizados de 4. crassiflora’.

De acuerdo a los estudios descritos en la literatura hasta el momento sobre el aislamiento de
compuestos fenodlicos del género Annona, se puede deducir que los compuestos fendlicos
presentes en el extracto metandlico de las semillas de A. purpurea puedan ser flavonoides del

tipo flavonol, y también es posible que contengan derivados de 4cidos hidroxicinamicos.

Por otra parte, las acetogeninas son un grupo de compuestos representativos aislados de la
familia de las Anonaceas. Son compuestos de 35 a 37 atomos de carbonos derivados de 4cidos
grasos. Usualmente se caracterizan por cadenas largas hidrocarbonadas hidroxiladas, con un
numero variable de anillos de tetrahidrofurano (THF) y la porcion terminal estd constituida de
una lactona a,B-insaturada **. Aunque también pueden encontrarse epéxidos en las estructuras de

estos metabolitos. En las semillas de A. atemoya, A. cornifolia, A. glabra, A. muricata, A.
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purpurea 'y A. squamosa, se han caracterizado acetogeninas del tipo mono-tetrahidrofurano
(mono-THF) y/o bis-tetrahidrofurano (bis-THF). Las estructuras generales de estas acetogeninas
se muestran en la Figura 8. Una de las configuraciones relativas mas comunes para los sistemas
bis-THF a, o'~ dihidroxilados es treo/trans/treo/trans/eritro® . Para determinar la estereoquimica

de las acetogeninas se emplean la metodologia de ésteres de Mosher, difraccion de rayos-X e

incluso sintesis organica **.

(i

eritro/treo

/4 (6]
(CHy) (6]
erit}o/treo >'m /\(CHZ)n /
cis/trans \ eritro/treo

(CHp) \\

f

eritroltreo

f eritroltreo

cis/trans
cis/trans

mono-tetrahidrofurano (mono-THF) bis-tetrahidrofurano (bis-THF)

m y n =numero variable de carbonos
R=0OHoH

Figura 8. Estructuras generales de algunas acetogeninas aisladas en el género Annona.

De las semillas de Annona purpurea se aislaron acetogeninas bis-tetrahidrofurano (bis-THF)
que se muestran en la Figura 9. Los métodos para la elucidacion estructural involucraron la
examinacion de los datos de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y °C, espectroscopia

de infrarrojo (IR), asi como el anélisis de los datos de fragmentacioén de los iones obtenidos por

espectrometria de masa (EM).
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R, R, R; Nombre

OH OH H Purpurediolina (18)*

o > OH H OH Purpurenina (19) %
H OH H Esquamocina (20) *°

OH H H Esquamocina C (21)*°

trans (21) trans (21)
cis (20) cis (20) H

el

Purpuracenina (22) '

Annoglaucina (23) !

Figura 9. Acetogeninas bis-tetrahidrofurano aisladas de las semillas de Annona purpurea

1,49, 50

2.7. Separaciones cromatograficas

La cromatografia es una técnica de separacidon que se basa en la diferencia de distribucion
que existe entre dos o mas componentes de una mezcla entre las fases estacionaria y movil.
Cada componente de la mezcla tiene un tiempo de retencion distinto que permite la separacion

de cada componente.

Es comun que antes de colocar la muestra a la columna se realicen extracciones liquido-
liquido, en fase solida o de intercambio i6nico, dependiendo de la complejidad de la muestra, de
su naturaleza quimica y cantidad. Esto se realiza con la finalidad de que la cromatografia sea
mas eficiente. Las técnicas cromatograficas que se utilizaron en este trabajo fueron la
cromatografia en capa fina (CCF), la cromatografia flash y la cromatografia en placa

preparativa, por lo que se describen brevemente.
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2.7.1 Cromatografia en capa fina (CCF). Se emplea una capa plana y relativamente
delgada de un material que a la vez es el soporte (fase estacionaria), que recubre una superficie
de metal, vidrio o plastico. La aplicacion manual de la muestra se realiza por contacto entre la
placa y un capilar que contiene la muestra. La fase mévil se mueve a través de la fase

estacionaria por capilaridad permitiendo la separacion de los compuestos.

La CCF sirve de guia para el desarrollo de las condiciones para realizar separaciones por
cromatografia de liquidos en columna y cromatografia en placa preparativa, para el monitoreo de
reacciones quimicas, para determinar la pureza de los compuestos de forma cualitativa y para

) 51
observar los componentes que estan presentes en una muestra” .

Los compuestos no se observan a simple vista generalmente en la placa cromatografica por lo
que se utiliza luz ultravioleta (A = 254 y 365 nm) o reactivos reveladores, como por ejemplo
yodo, que reacciona con los componentes organicos de las fracciones produciendo manchas con
tonos amarillos-marrén. Una de las desventajas del yodo como revelador es que al volatilizarse
las manchas desaparecen por lo que es necesario se marquen una vez reveladas. Otro reactivo
revelador utilizado comtinmente es el acido sulftirico, que produce manchas de diferente color

hasta llegar a coloraciones negras por la oxidaciéon de los compuestos orgénicos.

Por otra parte, si el objetivo es buscar sustancias con caracteristicas determinadas, existen
reveladores mas especificos, como es el caso del reactivo de Kedde (4cido 3,5-dinitrobenzoico al
2% en EtOH o MeOH al 90% y KOH 1 M en EtOH) que se ha utilizado para identificar

butirolactonas insaturadas *2.

2.7.2 Cromatografia flash. Es una técnica que implica la aplicacion de presion positiva para
el desplazamiento de la fase mévil. Para proporcionar la presion positiva sobre la columna flash,
se utiliza un gas, normalmente aire comprimido o nitréogeno, para empujar a la fase movil a

través de la columna flash con una presion entre 1 y 2 atm. Esta presion es necesaria debido al
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flujo restringido de la fase mévil causada por el tamaiio de particula de la fase estacionaria>. La
fase estacionaria mas utilizada en este tipo de cromatografia es gel de silice, y el tamafio de

particula es generalmente de 40 — 63 um (malla 230 — 400).

La eleccion del eluyente o fase movil, normalmente una mezcla de disolventes de diferente
polaridad, se determina previamente realizando CCF para usar la mezcla mas adecuada para una
buena separacion de los compuestos de la muestra de interés. Asi también las fracciones que se
obtienen de la separacion por cromatografia flash se monitorean por CCF. Los componentes de
las fracciones se observan con luz ultravioleta, o con alglin reactivo revelador, con ayuda de

estos reveladores se combinan las fracciones que sean similares.

2.7.3 Cromatografia en placa preparativa. Esta técnica funciona de manera andloga a la
CCEF, excepto que la capa del soporte es de un grosor mayor (0.5 a 2 mm) que el de la CCF (0.25
mm), lo cual permite la aplicacion de una cantidad de muestra mayor. Los soportes pueden ser

polares o de fase reversa.

Después de eluir la placa preparativa se marcan las manchas de cada compuesto reveladas
por luz ultravioleta y se raspan con una espatula, posteriormente se extraen del polvo de la fase
estacionaria con un disolvente adecuado. Una vez disueltos los compuestos, se filtran para retirar

la fase estacionaria, y de esta forma obtener los compuestos puros o enriquecidos.

2.8. Métodos espectroscopicos para la elucidacion de metabolitos

Para elucidar la estructura quimica de los compuestos aislados, se analizan los datos de
RMN, IR y EM correspondientes. El analisis de la informacién conjunta que proporcionan estos

métodos y la comparacion con la bibliografia, permite la asignacion de estructura.
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2.8.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Este método espectroscdpico se utiliza para
la caracterizacion y elucidacion estructural de moléculas organicas, organometalicas y
bioquimicas. Esto es posible debido a la propiedad que tienen algunos nucleos atomicos de
absorber radiacion electromagnética en la region de radiofrecuencia al ser colocados en un
campo magnético intenso, externo y altamente homogéneo. La longitud de onda de

radiofrecuencia absorbida depende del entorno quimico y magnético de estos niicleos.

Los nicleos observables mas comunes en RMN son el hidrogeno (RMN de 'H) y el carbono
13 (RMN de “C). Los espectros de RMN de 'H muestran una serie de picos o sefiales de
absorcion con diferentes desplazamientos (J, en ppm), que representan a los protones con
distintos ambientes quimicos y magnéticos en una molécula, cada area de absorcion (integral) es

proporcional al nimero de protones que representa.

Otro parametro importante que se obtiene del espectro de RMN de 'H es la constante de
acoplamiento (J), que raramente excede de 20 Hz, este valor proporciona informacion sobre los
protones adyacentes. El valor de J es la diferencia de frecuencia en Hz entre los picos que

componen una sefial multiple, este valor es independiente del campo magnético aplicado **.

Con base en los compuestos ya caracterizados en el género Annona, triglicéridos,
acetogeninas y fenoles, entre otros, los desplazamientos de 'H (J, ppm) esperados para los

compuestos aislados y sus constantes de acoplamiento (Hz) se muestran en la Tabla 5>,

Por otra parte, la RMN de "°C proporciona informacién acerca del esqueleto de las moléculas.
En la Tabla 6 se muestran algunos desplazamientos quimicos esperados para el *C con base en

los compuestos aislados en el género Annona.
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Tabla 5. Desplazamientos quimicos 6 (ppm) y constantes de acoplamiento ./ (Hz) de RMN de 'H de
interés para este trabajo>">*

Constante de

Tipo de proton o) m
P P (ppm) acoplamiento J (Hz)
R3
I ! , (dd)J=43-6.0y
Ao 1yl 400 - 432 1
oy
o 2 5.20-5.26 q,J=5.1
CH=CH-CH,-CH=CH 2.70 - 2.84 t,J=6.5
Q 1 6.98 —7.19 d,J=15
\ 0 2 4.99 —5.06 cd,J=1.7,68-7.1
2
1
3 3 1.41-1.43 d,J=63-7.1
o 1yl 3.38-3.40
OH m
2,2°5y5 3.82-3.96
3,3, 4y4 1.77 - 1.85 m

525+ Zgem + Z7+ Zi

6u=COOHg,, Hg, Arz=6.62 12-18 (E)
O0u=COOHy,,, Hz, Argz=6.15 6-12(2)
6H= CH2 gem> Hz, CHZE =54
orto-6-—10
6.5-83 meta-1-3
para-0-1
COOH 10.5-13.0 )
CH -OH 3.8 4-10
CH - C(=0)OH 24-2.6 -

dd = doble de dobles. d = doble. t = triple. cd = cuadruple de dobles. q = quintuple. m = multiple.

. 1 . ~
Los espectros de RMN de "°C, de igual manera que los de 'H, muestran picos o sefiales de
absorcion a diferentes desplazamientos quimicos, el niimero de sefiales indica cudntas clases
distintas de carbonos tiene un compuesto, sin embargo, algunos aspectos difieren de un espectro

de RMN de 'H.
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Tabla 6. Desplazamientos quimicos d (ppm) de RMN de "°C de interés para
este trabajo >

Tipo de carbono J (ppm)
Ry
H OH
1 173.8-174.6
2 1343-1344 131.1-131.2
3 148.8-149.0 151.7-151.8
4 77.3-77.9
5 19.0-19.3
lyl’ 71.4-74.1
2y2 82.8 -83.3
3y3 24.6-28.4
4y4’ 28.9
S5y5 81.7-82.5
Aromatico C=C 110-160
Alqueno C=C 110 - 140
C-OH 45 - 80
c-0-C 46 — 82
AcidoC=0 170 — 180
CO5R 170 -173

Los picos de absorcién en un espectro de RMN de "*C no presentan multiplicidad con otros
nucleos de "*C por su abundancia isotopica natural (1.1%). Sin embargo, "*C se acopla a nucleos
de 'H, por lo que los experimentos de *C desacoplado se realizan activando un desacoplador de

hidrégeno.

. ., 13 , . . . . . , .
Los picos de absorcién de ~C estan distribuidos en un intervalo de desplazamiento quimico

mayor (0 a 200 ppm para compuestos organicos) en comparacion con el intervalo para 'H (0 a

15 ppm).

También es necesario considerar que se necesita mayor cantidad de muestra y tiempos

prolongados para obtener el espectro de ">C ya que de manera natural este nucleo es menos
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abundante (1.1%) que el nucleo de 'H (>99%) >*. Las muestras a analizar deben tener un grado
de pureza superior al 95% para asignar estructura quimica, sobre todo si las muestras tienen

estructuras complejas.

2.8.2 Infrarrojo (IR). Este método espectroscopico permite identificar grupos funcionales
presentes en la molécula, asi como también puede ser utilizada para fines cuantitativos. La
espectroscopia de reflexion en el infrarrojo ha encontrado varias aplicaciones, particularmente en

el caso de muestras solidas dificiles de manipular.

La reflexion de la radiacion es de cuatro tipos: reflexion especular, reflexion difusa, reflexion
interna y reflexion total atenuada (ATR). Una de las ventajas de los espectros ATR es que la
muestra necesita una preparacion minima o nula antes de su analisis °'. Conociendo las
estructuras de los compuestos aislados en el género Annona, se enlistan los numeros de onda de

grupos funcionales representativos en la Tabla 7.

Tabla 7. Namero de onda (cm™) en IR de grupos funcionales representativos >

Grupo funcional Niimero de onda (cm™) Caracteristicas de la banda
C-H 2926 — 2853 Intensidad fuerte
O-H 3600 —3200 Intensidad fuerte y banda ancha
Benceno Varias bandas en esta region, de
sustituido en C1, C3 y C4 1400 - 1600 intensidad variable
C = C en benceno 1680 - 1610 Intensidad media
C = C en alqueno 1662 — 1626 Intensidad variable
au 730 - 665 Intensidad fuerte
C=0 1760 — 1690 Intensidad fuerte

C-0 1300 - 1050 Intensidad fuerte
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2.8.3 Espectrometria de masa (EM). En el espectrometro de masa las moléculas se ionizan
al ser bombardeadas por un haz de electrones de alta energia, y se registra el resultado como un
espectro de iones fragmento positivos o negativos (dependiendo del modo de ionizacién) los
cuales son separados de acuerdo a la relacion masa/carga (m/z) correspondiente. Se pueden tener
espectros de alta o baja resolucion dependiendo de la separacion de los iones. Los
espectrometros de alta resolucion son aquellos que pueden separar y detectar iones que tienen
m/z muy similares, proporcionando valores de m/z con 3 o mas cifras decimales, lo que permite
establecer la formula molecular con precision mayor. El calculo de las masas monoisotopicas de
los iones que se proponen en este trabajo, se realizaron con MolE-Molecular Mass Calculator

v2.02.

Con este método se obtiene generalmente la masa monoisotdpica del compuesto que se esta
elucidando y su patron de fragmentacion lo que permite reconstruir la molécula original >, Esta
técnica es destructiva, sin embargo, se necesitan cantidades pequefias de muestra (mg o pg) para

realizar el experimento **.

El andlisis de los datos espectroscopicos obtenidos de los métodos de RMN, IR y EM son
complementarios para realizar una elucidacion correcta de estructuras de compuestos organicos.
El método que proporciona més informacion es la RMN, y los datos de IR y EM corroboran la

informacion.
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3. METODOLOGIA

3.1. Reactivos, medios de cultivo y disolventes

Radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH’), sal monosddica del acido 3-(2-piridil)-5,6-
difenil-1,2,4-triazin-p,p’-disulfonico (ferrocina) con pureza 97%, acido 3,4,5-trihidroxibenzoico
(acido galico) monohidratado con pureza de +98% A.C.S., 2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-3-
{[(28,3R,45,55,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-({[(2R,3R,4R,5R,65)-3,4,5-trihidroxi-6-metiloxan-2-
il]Joxi} metil)oxan-2-ilJoxi}-4H-cromen-4-ona (rutina) con pureza de > 94% (HPLC), tween 80,
dimetilsulféxido anhidro (DMSO) con pureza > 99.9%, gel de silice (grado 9385, Merck
malla, 230-400, 60 A) y 4cido 3,5-dinitrobenzoico con pureza de 99%, de la marca Sigma-
Aldrich. Reactivo de Folin-Ciocalteu y (2R,35)-2-(3,4-dihidroxifenil)-3,4-dihidro- 2H-
croman-3,5,7-triol ((+)-catequina) hidratada con pureza = 96%, de la marca Fluka. Acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), sulfato de sodio anhidro (Na,SO4) A.C.S, sulfato ferroso
(FeS04) A.C.S, acido fosfomolibdico hidratado (Hs;[P(Mo0301¢)4]-H,0), acido sulfurico (H,SO4)
con pureza de 98% de la marca J. T. Baker. Cloruro de aluminio (AICl;) reactivo analitico y
carbonato de sodio (Na,CO;) anhidro A.C.S. fueron de la marca Fermont. Nitrito de sodio
(NaNO,) reactivo analitico de la marca Productos Quimicos Monterrey. (R)-3,4-dihidroxi-5-((S)-
1,2-dihidroxietil)furan-2(5H)-ona (acido ascorbico) fue de la marca REASOL. Agar dextrosa y
papa (PDA) de la marca DIBICO. Azoxistrobina de la marca Amistar. Fusarium solani se
adquiri6 de la Coleccion Nacional de Cultivos Celulares y Microbianos del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados (Cinvestav) con nimero de control CDBB-H-1407.
Agua pasada por 6smosis, hexano, cloruro de metileno (CH,Cl,), acetona y acetato de etilo

(AcOEt) de la marca REASOL. Etanol (EtOH), Metanol (MeOH) A.C.S. de la marca Reactivos
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Quimica MEYER y de la marca HYCEL. Todos los disolventes se destilaron y desgasificaron

antes de usarse.

Cloroformo deuterado (CDCIl;) con pureza de deuterio de 99.8% + 0.03 % v/v de TMS y
metanol deuterado (MeOD) con pureza de deuterio de 99.8 % + 0.05% v/v de TMS de la marca

Cambridge Isotope Laboratories, Inc.

3.2. Equipos y materiales

Balanza analitica modelo PA214 marca OHAUS, parrilla de agitacion y calentamiento
modelo CIMAREC marca Barnstead/Thermolyne, parrilla de agitacion y calentamiento modelo
C-MAG HS 4 y voértex modelo V 3 S001 marca IKA, bafio ultrasonicador modelo SB-3200DTN
marca SCIENTZ, microcentrifuga modelo Mini-10K marca AOSHENG, centrifuga modelo IEC
HN-SII marca International Equipment Company, cabina de bioseguridad purificador clase II
delta series marca LABCONCO, molino ciclonico modelo Cyclotec 1093 marca FOSS, lampara
de luz ultravioleta modelo ENF-260C marca Spectroline, congelador modelo FUM17DRBRWH
marca General Electric, refrigerador marca Acros, estufa modelo TOH433 marca CecCSA,
rotavapor y bomba de vacio de diafragma V-700 marca BUCHI, rotavapor modelo Laborota
4000-efficient marca Heidolph, rotavapor modelo RV 10 B S99 marca IKA, recirculador de
agua modelo ECO marca SEV, campana de extraccion de humos modelo CH-180 marca Prendo,
equipo de punto de fusion marca SEV, lector de microplacas modelo Synergy HTX marca
BioTek, espectrometro de resonancia magnética nuclear modelo AscendTM 400 marca Bruker,
espectrofotometro de IR Platinum-ATR Alpha marca Bruker, espectrometro de masa de alta
resolucion Agilent Technologies 1100 series en modo positivo ESI-APCI (Departamento de
Quimica del CINVESTAV-Zacatenco). Malla nimero 25 de acero inoxidable marca MATEX,
micropipeta de 8 vias de 30-300 uL marca Accumax, micropipeta 100-1000 uL marca

LABMATE, microplacas Costar de media area (fondo plano, no estériles de poliestireno con
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capacidad de 330 pL), placas cromatograficas para cromatografia en capa fina con matriz de gel
de silice marca Sigma-Aldrich, placas cromatograficas para placa preparativa con matriz de
silice 60 F254, y de 1 mm de espesor marca Merck, cartucho C18 marca Burdick & Jackson de

100 mg, y material de cristaleria en general.

El diagrama siguiente muestra la metodologia general que se llevd a cabo en este trabajo,
Figura 10. En este diagrama se observan de manera esquematica la obtencion de los diferentes
extractos organicos, los ensayos realizados para determinar su AA y AAF, el fraccionamiento
del extracto metandlico con el uso de disolventes con diferente polaridad, la purificacion
posterior de las fracciones, asi como la cristalizacion y elucidacion de los compuestos de los

extractos orgénicos.
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3.3. Obtencion de la muestra

En el mes de octubre del 2014 se compraron los frutos de 4. purpurea en el mercado Juan
Sabines en la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México. Los frutos fueron transportados en
aire acondicionado hasta los laboratorios de la Universidad Tecnoldgica de la Mixteca (UTM).

En el laboratorio se procedié a la separacion manual de las semillas de los frutos.

3.4. Preparacion de la muestra

Las semillas después de ser separadas manualmente de la pulpa, se pesaron y se retird el

exceso de humedad en bandejas a temperatura ambiente en el mes de octubre.

Se determiné el porcentaje de humedad de las semillas utilizando la metodologia establecida
por la AOAC 930.15 **. Se pesaron de 3 a 5 g de semilla y se colocaron en crisoles (llevados a
peso constante previamente). Se mantuvieron a 120 °C durante 5 horas y posteriormente se

cuantifico la masa de las semillas secas. La humedad se determiné con la Ecuacién 5.

g mh—gms

% de humedad = ( —

)x 100 Ecuacién 5

donde:
g mh = gramos de masa humeda.

g ms = gramos de masa seca

Posteriormente se redujo el tamafio de particula de las semillas himedas en un molino de
tornillo sin fin, y en un molino ciclénico. Las semillas molidas, se tamizaron en una malla
numero 25, y se almacenaron a -20 °C en frascos opacos en un congelador, para protegerlas de la

luz y evitar reacciones quimicas activadas por la luz.
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3.5. Obtencién de extractos metandlicos de las semillas de A. purpurea

Se obtuvieron tres tipos de extracto metandlico a partir de la semilla molida y tamizada de A.
purpurea por extraccion solido-liquido: un extracto metandlico, un extracto metandlico

desengrasado y un extracto metandlico remanente.

Para realizar los ensayos de AA se necesitd aproximadamente 0.1 g de los tres tipos de

extracto metanolico. Estos extractos organicos se obtuvieron con la siguiente metodologia.

Para el extracto metandlico se pes6 1 g de semilla molida y tamizada de A. purpurea
contenido en un tubo tipo Falcon de 50 mL y se le agregaron 5 mL de MeOH. La mezcla se
homogenizé mediante agitacion manual por 3 minutos y se realiz6 la extraccion solido-liquido
asistida por ultrasonido a una frecuencia de 40 kHz durante 15 minutos a 25 + 2 °C. Pasado este
tiempo, la mezcla se centrifugdé a 4000 rpm durante 5 min. Posteriormente se filtr6 a través de
algodon para remover los sdlidos del extracto y al algodon se le realizaron lavados con el
disolvente para recuperar el extracto retenido en el algodon, luego de recuperar el filtrado se
removié el disolvente orgéanico a 40 °C a presién reducida en un evaporador rotatorio. Esta

extraccion se repitid cuatro veces mas siguiendo la misma metodologia.

Para el extracto metandlico desengrasado se realizd primeramente una extraccion solido-
liquido con hexano para desengrasar la muestra y después una extraccion sélido-liquido con

MeOH, las dos extracciones fueron realizadas con la metodologia antes mencionada.

Para obtener el extracto metandlico remanente se realizaron extracciones soélido-liquido
consecutivas con hexano, CH,Cl,, AcOEt y MeOH, la metodologia con la que se realizaron las
extracciones fue la antes mencionada con una modificacion en el tiempo de extraccidon, que

disminuy6 a 10 minutos y la cantidad de semilla molida y tamizada fue de 5 g.
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A estos extractos metandlicos se les determind la AA por los ensayos de reduccion del
DPPH’ (seccion 3.7.1) y actividad quelante (seccion 3.7.2), el contenido de FT (seccion 3.8) y
contenido de FVT (seccion 3.9). También a estos extractos se les determind la AAF in vitro

contra F. solani (seccion 3.10).

Para realizar el fraccionamiento de los extractos metandlico y metandlico desengrasado de
las semillas de A. purpurea se necesité mayor cantidad de estos dos extractos, por lo que se

siguid la metologia siguiente.

El extracto metanolico se obtuvo a partir de 100 g de semillas molidas y tamizadas, las cuales
se combinaron con 500 mL de MeOH destilado. Posteriormente, la mezcla se homogenizo
mediante agitacion manual por 3 minutos y se realizd la extraccion sélido-liquido asistida por
ultrasonido a una frecuencia de 40 kHz durante 15 minutos a 25 °C. Pasado este tiempo, la
mezcla se dejo reposar durante 20 minutos y posteriormente se filtré a través de algodon para
remover los solidos del extracto y al algodén se le realizaron lavados con el disolvente para

recuperar el extracto retenido en el algodon.

El filtrado se evapor6 a 40 °C a presion reducida en un evaporador rotatorio. Esta extraccion
se repitid cuatro veces mas siguiendo la misma metodologia. Los extractos orgénicos se
combinaron para la obtencion del extracto metandlico. La masa del extracto libre de disolvente

se determiné en cada extraccion y se registro el rendimiento global de extraccion.

El extracto metandlico desengrasado se obtuvo a partir de un material vegetal que
previamente se extrajo con hexano para desengrasar la muestra. Esta extraccion se llevo a cabo
de manera similar a la extraccidon con metanol, previamente descrita. Una vez desengrasada la
muestra se procedié a hacer la extraccion solido-liquido con MeOH utilizando las mismas

condiciones de extraccion. Al extracto metanolico y metandlico desengrasado se les realiz6 las
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extracciones liquido-liquido para obtener las diferentes fracciones con base a su polaridad

(seccidn 3.6).

3.6. Extraccion liquido-liquido

Para fraccionar el extracto metandlico y el metandlico desengrasado, se procedio a realizar

extracciones liquido-liquido con hexano, CH,Cl, y AcOEt de manera consecutiva.

Primeramente, el extracto metandlico o metanolico desengrasado (10.0 g aproximadamente)
se suspendid en 60 mL de agua destilada, después se realizo la extraccion liquido-liquido con
120 mL de hexano (en el caso del extracto metandlico desengrasado se realizd para separar
algunos compuestos no polares que no se extrajeron en la extraccion sélido-liquido con hexano).
La mezcla se agit6 vigorosamente ocho veces durante 5 segundos en un embudo de separacion y
se dejo reposar media hora para permitir la separacion de fases. La fase orgénica se retir6 del
embudo de separacion y a la fase acuosa se le realizaron cinco extracciones mas con hexano

empleando el mismo procedimiento.

Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre Na,SO, anhidro y se filtraron a través de
un embudo provisto de algodon. La fase organica se evapord en un rotavapor a 40 °C y a presion
reducida. Se registrd la masa de la fraccion obtenida para calcular el rendimiento de extraccion.
La fase acuosa remanente de la extraccion con hexano se sometié a extracciones sucesivas

liquido-liquido, usando CH,Cl, y AcOEt, respectivamente.

En la extraccion con CH,Cl, a la fase acuosa se le afadieron 40 mL mas de agua destilada y
160 mL de CH,Cl,, los pasos sucesivos fueron los mismos que en el caso de la extraccidon con
hexano. Para la extraccion con AcOEt a la fase acuosa se le afiadieron 160 mL de AcOEt y la
mezcla se agitd vigorosamente diez veces durante 5 segundos, los pasos sucesivos fueron los

mismos que en las extracciones anteriores. A las fracciones de hexano, CH,Cl, y AcOEt se les
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determiné el contenido de FT (seccion 3.8), contenido de FVT (seccion 3.9) y AAF in vitro

contra F. solani (seccion 3.10).

3.7. Actividad antioxidante (AA)

La metodologia de los ensayos para determinar la AA del extracto metanolico de las semillas

de A. purpurea se describen a continuacion. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

3.7.1 Ensayo con el radical DPPH’, actividad antirradicalar (ICsg). Este ensayo se realizo
segtin lo descrito en la literatura por Julian-Loaeza et al. (2011) *°. Preparacion de disolucion:
stock DPPH’ al 0.1% (p/v): 10 mg de DPPH" se pesaron y disolvieron en MeOH hasta alcanzar
un volumen de 10 mL, en ausencia de luz. A partir de esta disolucion se prepard una disolucion
de DPPH" al 0.004%, 0.4 mL se midieron de la disolucion anterior y se llevaron a un volumen de
10 mL con MeOH, esta disolucion se resguardé de la luz y se dejo en refrigeracion entre las

mediciones.

El acido gélico, rutina y acido ascorbico fueron usados como controles. Preparacion de
disoluciones: Disolucion de acido galico de 100 pug/mL: 1 mg de 4cido gélico se pesd y
disolvié en MeOH al 90%, posteriormente, se llevé a un volumen de 10 mL. De esta disolucion
se prepararon disoluciones a concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 pg/mL. Disoluciéon de
rutina de 200 pg/mL: 2 mg de rutina hidratada se pesaron y disolvieron en MeOH hasta
alcanzar un volumen de 10 mL. De esta disolucion se prepararon disoluciones a concentraciones
de 2, 4, 6, 8 y 10 ug/mL. Disolucién de Acido ascérbico de 100 pg/mL: 1 mg de acido
ascorbico se pesé y se llevd a un volumen de 10 mL con H,O destilada. De esta disolucion se

prepararon disoluciones a concentraciones de 2, 4, 6, 8 y 10 ug/mL.
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Cuantificacion. A 70 pL del extracto (MeOH, 140-220; MeOH desengrasado, 120-200;
MeOH remanente, 40-115 pg/mL) o del control se le agregaron 70 uL. de DPPH" al 0.004% en
una microplaca, la mezcla se mantuvo en reposo por 30 minutos a temperatura ambiente en
ausencia de luz y posteriormente se agitd con velocidad media por 1 minuto en el lector de

microplacas. Finalmente las absorbancias del extracto o del control se leyeron a 515 nm.

Para medir la absorbancia de DPPH" para el control de acido galico y rutina, se empled la
mezcla de la disolucion de DPPH" al 0.004% y MeOH. El control de 4cido ascorbico se prepard
con la mezcla de la disolucion de DPPH"™ al 0.004% y H,O destilada. Para el blanco de los
extractos y de los controles se usé la mezcla de la diluciéon de mayor concentracion y MeOH o

H,O destilada, dependiendo del control utilizado.

La actividad antirradicalar se expresé como porcentaje de inhibicion y se calculd usando la
Ecuacioén 1. Se graficaron las concentraciones del extracto, o de los controles empleados, contra

el porcentaje de inhibicion.

e ils ss (A —A ) .,
% inhibicion = [M x 100 Ecuacion 1
ApPPH.

donde:
Apppys = Absorbancia de DPPH’

Agx = Absorbancia del extracto o del control

A partir de las ecuaciones obtenidas de las curvas de los controles, Apéndice A, y de los
extractos, Apéndice B, se determin6 las ICsy correspondientes, que se reportd como pg de

extracto o control/mL.
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3.7.1.1 Cinética de eficiencia antirradicalar (AE). Las disoluciones que se emplearon en
este ensayo fueron las mismas que las utilizadas para la cuantificacion de la actividad

antirradicalar.

Cuantificacion. La cuantificacion se realizd segin lo descrito en la literatura por Julidn-
Loaeza et al. (2011)*. Este método se adapté a un lector de microplacas. A 70 uL del extracto o
del control, a la ICsy antes calculada (MeOH, 197.5; MeOH desengrasado, 151.3 pg/mL) se le
adicionaron 70 pL de DPPH" 0.004% en una microplaca, la mezcla se agito 15 segundos a
velocidad media y posteriormente se midié la absorbancia cada minuto por 60 minutos a 515

nm, a temperatura ambiente, en ausencia de luz, en el lector de microplacas.

El porcentaje de DPPH’ remanente se graficd contra el tiempo para obtener graficamente el
tiempo requerido para alcanzar el estado de equilibrio de la reaccion con la ICs, este punto es
denominado Tcso, Apéndice C. Con los valores de ICsy y Ticso se calcul6 el valor de la eficiencia
antirradicalar (AE o antiradical efficient) expresada como kg de DPPH/(g de antioxidante-min)

(Gramza et al., 2005) "%, de acuerdo a la Ecuacion 2:

AE = — 2

= m Ecuacion 2
Para medir la absorbancia de DPPH’, se emple6 la mezcla de la disoluciéon de DPPH" al
0.004% y MeOH. Para el blanco de los extractos y de los controles se empled la mezcla del

extracto o control y MeOH.

3.7.2 Ensayo de actividad quelante. Este ensayo se realizo de acuerdo a lo descrito en la
literatura por Canabady-Rochelle, et al. (2015) *' adaptandose a un lector de microplacas.
Preparacion de disoluciones: FeSO4 « TH,0 0.5 mM: 14 mg de FeSO,4 » 7H,O se pesaron y
disolvieron en H,O destilada hasta alcanzar un volumen de 100 mL. Ferrocina 2.5 mM: 61.6

mg de ferrocina se pesaron y disolvieron en H,O destilada hasta alcanzar un volumen de 50 mL.
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Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 150 pg/mL: 15 mg de EDTA se pesaron y se
llevaron a un volumen de 100 mL con H,O destilada. A partir de esta disolucion se prepararon
10 mL de disoluciones a concentraciones de 10, 20, 30, 40, 50 pg/mL. Las diluciones de

llevaron a cabo con H,O destilada.

Cuantificacion: En una microplaca se mezclaron 80 uL de las disoluciones de: EDTA (para
la curva de calibracion), extracto (995-10020 ug/mL, para la curva del MeOH remanente), H,O
(como control) o disolucion mas concentrada (como blanco); con 30 uL de la disolucién de
FeSO4 « 7H,O 0.5 mM. Posteriormente, la mezcla se llevd a agitacion por 15 segundos a
temperatura de 37 °C en el lector de microplacas, después se adicionaron a 30 uL de la
disolucion de ferrocina, excepto para el blanco para el cual se adicion6 H,O, y se dejo reposar en
el lector por 10 min a 37 °C. Finalmente, la mezcla se agité por 15 segundos y se leyo la

absorbancia a 560 nm.

El % de efecto quelante calculado con la Ecuacion 3, se graficod contra las correspondientes

concentraciones de EDTA y del extracto, Apéndice D.

% Efecto quelante = [(AO_AM] x 100 Ecuacion 3
0

donde:
Ao= Absorbancia del control

Arx = Absorbancia del extracto o del EDTA.

Con las ecuaciones de las graficas del EDTA y del extracto, obtenidas por regresion lineal, se
calculo la ICsy del EDTA y del extracto, el cual se reportd como pg de extracto o EDTA/mL.

Utilizando la grafica de EDTA se extrapold el % de efecto quelante del extracto para obtener la
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concentracion del extracto equivalente a EDTA. El resultado se expresé como equivalentes de

EDTA/ g de extracto, 100 g de muestra himeda y seca.

Para calcular el indice EECC se utilizaron las pendientes de las graficas del extracto (mgx) y

del EDTA (m,) empleando la Ecuacion 4:

EECC = Tt Ecuacion 4
mg

donde:
mg, = Pendiente de la grafica del extracto.

m, = Pendiente de la grafica del EDTA.

3.8. Contenido de fenoles totales (FT)

Este ensayo se realizo segun lo descrito en la literatura por Julian-Loaeza et al. (2011) %,
Preparacion de disoluciones. EtOH acuoso al 90% (v/v): 90 mL de EtOH se mezclaron con 10
mL de H,O destilada. Na,CO; al 0.5% (p/v): 50 mg de Na,CO; se pesaron y disolvieron en
H,O destilada hasta alcanzar un volumen de 10 mL. Reactivo de Folin-Ciocalteu 0.1 M: 0.5
mL de reactivo de Folin-Ciocalteu 2 M se midieron en ausencia de luz, y se llevaron a un
volumen de 10 mL con H,O destilada. Disoluciéon de acido galico de 100 pg/mL: 1 mg de
acido galico se peso6 y disolvio en EtOH al 90% hasta alcanzar un volumen de 10 mL. De esta
disolucion se prepararon disoluciones a concentraciones de 4, 6, 8, 10 y 12 pg/mL. Las

diluciones se llevaron a cabo con EtOH al 90%.

Cuantificacion. La cuantificacion se realizd6 modificando ligeramente el método
colorimétrico que utiliza el reactivo de Folin-Ciocalteau (Julidn-Loaeza et al., 2011) %40 pL de
extracto (MeOH desengrasado, 200; MeOH remanente, 330; AcOEt, 50 ug/mL) o del acido

galico se mezclaron con 40 uL de reactivo de Folin-Ciocalteau 0.1 M en una microplaca. La
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mezcla se dejo en reposo por 3 minutos a temperatura ambiente en el lector de microplacas y
posteriormente se agitd por 15 segundos a baja velocidad. Pasado este tiempo, a la mezcla
anterior se le adicionaron 40 pL de Na,CO; al 0.5% que se incorporaron mediante succion (tres
veces) con la micropipeta multicanal. La mezcla se dejo reposar 30 minutos a 40 °C y se agito
por 1 minuto a velocidad media en el lector de microplacas. Finalmente la absorbancia se ley6 a

750 nm.

Al blanco del extracto o del 4cido galico (25 pg/mL), se le adiciond H,O destilada en lugar
del reactivo de Folin-Ciocalteu. A partir del grafico de las concentraciones del acido galico
contra las absorbancias obtenidas y una regresion lineal, se obtuvo una curva de calibracion,
Apéndice E. A partir de la ecuacion de la recta se obtuvo el contenido de FT expresados como

mg equivalentes de acido gélico (EAG)/ g de extracto, 100 g de semilla humeda y seca.

3.9. Contenido de flavonoides totales (FVT)

Este ensayo se realizo segun lo descrito por Julian-Loaeza et al. (2011)*°. Preparacion de las
disoluciones. NaNQO; al 1.5% (p/v): 375 mg de NaNO, se pesaron y disolvieron en H,O
destilada, posteriormente se llevaron a un volumen de 25 mL. AICl; al 3% (p/v): 300 mg de
AICl; se pesaron y disolvieron en H,O destilada hasta alcanzar un volumen de 10 mL. NaOH 1
N: 400 mg de NaOH se pesaron y disolvieron en H,O hasta alcanzar un volumen de 10 mL.
Disolucién de catequina 1000 pg/mL: 10 mg de (+)-catequina se pesaron y disolvieron en
MeOH hasta alcanzar un volumen de 10 mL, en ausencia de luz. De esta disoluciéon se
prepararon disoluciones a concentraciones de 5, 10, 15, 20 y 25 pg/mL. Disoluciéon de
quercetina 1000 pg/mL: 10 mg de quercetina se pesaron y disolvieron en MeOH hasta alcanzar
un volumen de 10 mL, en ausencia de luz. A partir de esta disolucion se prepararon disoluciones

a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 pg/mL.
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Cuantificacion. Se mezclaron en un vial ambar, 1 mL del extracto (MeOH remanente, 260;
MeOH tratado 300; AcOEt, 110 pg/mL) o del estandar, con 1 mL de NaNO, al 1.5%. La mezcla
se agitd por 5 minutos en un vortex a temperatura ambiente en ausencia de luz. De esta mezcla se
midieron 50 pL y se colocaron en una microplaca. A esta mezcla se le agregaron 50 uL de AlICl;
al 3% y se agitd por 1 minuto a temperatura ambiente y velocidad media en el lector de
microplacas. Pasado este tiempo a la mezcla anterior se le adicionaron 50 uL. de NaOH 1 N que
se incorporaron mediante succidn (tres veces) con la micropipeta multicanal. Posteriormente la
mezcla se agitd por un minuto a temperatura ambiente y velocidad media en el lector de

microplacas. Finalmente, la absorbancia se ley6 a 490 nm.

Al blanco de la muestra o del estandar (dilucién mas concentrada) se le adicioné H,O
destilada en lugar del reactivo de AICl;. Para las curvas de calibracion se utiliz6 catequina y
quercetina como estdndares, Apéndice F. A partir de las ecuaciones obtenidas por regresion
lineal de las graficas de los estandares, se obtuvo el contenido de FVT expresados como mg
equivalentes de catequina (EC) o quercetina (EQ)/ g de extracto, 100 g de muestra huimeda y

s€ca.

3.10. Actividad antifiingica (AAF)

La AAF de los extractos de las semillas de 4. pupurea contra F. solani se determin6 segun lo
descrito por Lira-De Leén et al. (2014) *° siguiendo la metodologia que se describe a

continuacion.

Preparacion de disoluciones y medio de cultivo. Medio de cultivo agar papa dextrosa
(PDA). 39 g de agar papa dextrosa se pesaron y disolvieron en 1000 mL de agua pasada por
o6smosis inversa, la mezcla se dejo reposar por 15 minutos y posteriormente se llevo a ebullicion

por 1 minuto con agitacion constante. Pasado este tiempo se esterilizé a 121 °C y 1 atm de
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presion durante 20 minutos. El medio de cultivo se dejé enfriar hasta alcanzar una temperatura
de 45 °C aproximadamente, posteriormente se transfirié a placas Petri en un ambiente estéril.
Tween 80 al 0.2%. 200 pL de tween 80 se midieron y llevaron a un volumen de 100 mL con
agua pasada por 6smosis inversa, finalmente la disolucion se esterilizo a 121 °C y 1 atm de

presion durante 20 minutos.

3.10.1 Actividad inhibitoria sobre el crecimiento micelial de F. solani. Para evaluar esta
actividad se emplearon placas Petri de 9 cm de didmetro, con medio PDA. Los extractos
(MeOH, 248.4; MeOH desengrasado, 209.5; MeOH remanente, 284.4 CH,Cl,, 197.4 pg/mL) se
disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO), excepto los extractos hexanicos (liquidos). En cada
placa con medio PDA se colocé un disco de 5 mm de didmetro de PDA con micelio de F. solani
de 12 dias de crecimiento y se le agregaron 20 pL de cada tratamiento (DMSO, extracto,
azoxistrobina) a tres diluciones 1:0, 1:10 y 1:100 utilizando como disolvente tween 80 al 0.2%,
previamente preparados. Cada uno de los tratamientos consistio de tres repeticiones,
realizandose el experimento por triplicado. El testigo positivo fue azoxistrobina, un antifingico
comercial, y el negativo DMSO. Las placas Petri se incubaron a temperatura ambiente durante

siete dias en posicion invertida.

El porcentaje de crecimiento se determin6 de acuerdo a la Ecuacion 6:

% de inhibicién = [%] x 100 Ecuacién 6

donde:

CMT = Crecimiento micelial del testigo negativo.

CMTr = Crecimiento micelial del tratamiento.
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El crecimiento se determind a través del area de crecimiento, la cual se calculd de las placas
escaneadas (con una escala en centimetros) y usando el programa Image J. Las mediciones se
realizaron en las placas Petri con menor interferencia de crecimiento de las esporas fuera del

disco, y se expresé como % de inhibicién de la media de tres mediciones + desviacion estandar.

3.10.2 Concentracion minima inhibitoria (CMI). Para determinar el efecto de los extractos
sobre la formacion de conidios de F. solani se utilizaron placas Petri con medio PDA totalmente

colonizadas por el hongo de 20 dias de crecimiento.

El contenido de las placas se colocd en un vaso de precipitados estéril realizando tres
enjuagues con agua destilada estéril con tween 80 al 0.2% con ayuda de una varilla acodada
estéril. La disolucion resultante de conidios se filtro a través de una gasa estéril, posteriormente
se determind la cantidad de conidios en una camara de Neubauer, para obtener una

concentracion final de 1x10* conidios por mL.

Los tratamientos se prepararon de acuerdo a la concentracion méxima que se utilizé en el

ensayo de actividad inhibitoria cobre el crecimiento micelial.

200 pL de cada tratamiento (MeOH, 248.4; MeOH desengrasado, 209.5; MeOH remanente,
284.4 CH,Cl,, 197.4 pg/mL) disuelto en DMSO (con excepcion de los extractos hexéanicos) se
mezclaron con 1.8 mL de agua estéril con tween 80 al 0.2% en un tubo de ensayo, para obtener
una concentracion de X pg/mL. A partir de la primera concentracion, se prepararon 9 tubos con
1 mL de agua estéril con tween 80 al 0.2% y se realizaron diluciones seriadas. A cada tubo con 1
mL de muestra diluida se le agregé 1 mL del indculo (1 x 10* conidios), quedando diluciones a
la mitad. Finalmente los tubos de ensayo se colocaron en contenedores manteniéndolos en
agitacion a 150 rpm y a una temperatura de 28 + 2 °C durante 7 dias. Como control negativo se

utilizé el DMSO y como control positivo, se utilizé el antifingico comercial azoxistrobina.
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La CMI fue la concentracion a la que no se observo crecimiento en el tubo. Posteriormente
se tomod 1 mL de los tubos donde no se observo crecimiento y se inocularon en placas Petri con
medio PDA. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante siete dias en posicion
invertida. Se observo el crecimiento en las placas Petri para determinar la actividad fungistatica

o fungicida de los extractos probados. Este ensayo se realiz6 por triplicado.

3.11. Cromatografia

Para la cromatografia en capa fina (CCF) se utilizd como fase estacionaria gel de silice en
una placa o cromatofolio de 2.5 x 5 cm. Mezclas de diferentes disolventes se probaron como fase
movil, los disolventes utilizados fueron: hexano, CH,Cl,, CHCl;, AcOEt, acetona, MeOH y
EtOH. Las mezclas seleccionadas fueron aquellas que permitieron una separacion apropiada de

los componentes del extracto.

Los extractos hexanicos se examinaron por CCF con la mezcla de hexano:CHCI; (1:1),
Apéndice I, el extracto de CH,Cl, se examind por CCF con mezclas de hexano:AcOEt (9:1, 7:3,
1:1 y 4:6) Apéndice J. Los compuestos se observaron al exponer la placa a una lampara de luz
ultravioleta (A = 254 y 365 nm), o al revelar con yodo, acido fosfomolibdico, 4cido sulfurico al
5% en H,0 o el reactivo de Kedde (4cido 3,5-dinitrobenzoico al 2% en EtOH al 90% y KOH 1

M en EtOH) *.

De los extractos hexdnicos se obtuvo un solido blanco por cristalizaciéon a temperatura
ambiente, el cual se denominé Hx1, con un rendimiento de 0.3% con respecto al extracto
hexanico y 0.05% con respecto a 100 g de semilla himeda de A. purpurea. Se caracteriz6 la
estructura de Hx1 con RMN de '"Hy "°C en una y dos dimensiones, IR y EM de alta resolucion.

Los extractos orgdnicos de hexano-a (obtenido de la extraccion solido-liquido), CH,Cl,
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(obtenido por extraccion liquido-liquido) y metandlico remanente se purificaron utilizando

cromatografia en columna flash en gel de silice (20.5 x 3.8 cm) Merck, malla 230-400, 60 A.

1.0322 g de extracto hexanico-a se pesaron y disolvieron en 600 pL de CH,Cl,,
posteriormente, con una pipeta Pasteur, se transfirieron a una columna flash. Las proporciones y
volimenes de los disolventes empleados en esta columna, asi como el rendimiento de cada
fraccion del extracto hexéanico-a se enlistan en la Tabla 8. A las fracciones obtenidas de esta
columna flash se les realizo CCF para combinar aquellas que resultaran similares (por similitud
cromatografica) y posteriormente se cristalizaron a temperatura ambiente y/o se llevaron a los

ensayos de AAF.

Tabla 8. Cromatografia en columna flash y rendimiento de las fracciones del extracto hexdnico-a
obtenido por extraccion solido-liquido.

Volumen Masa de la
Disolventes Proporcion (EI::L)e fraccion Rendimiento %
(mg)
Hexano - 200 431.4 41.8
9:1 100 11.7 1.1
8:2 100 6x10™ 0.1
6:4 100 6x10™ 0.1
Hexano:CH,Cl,
1:1 100 2x10* 0.0
3.7 100 3x10™ 0.0
1:9 100 5x10™ 0.1
CH,Cl, - 100 7x10™ 0.1
9:1 100 6.5 0.7
8:2 100 20.9 2.0
CH2C121ACOEt
7:3 100 4.7 0.5
1:1 100 8.9 0.7
AcOEt - 250 1.7 0.2

MeOH - 200 22.9 2.2
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Para la cromatografia en columna flash en gel de silice del extracto de CH,Cl, (obtenido por
extraccion liquido-liquido) se utilizaron 0.8983 g del extracto disueltos en 2 mL de CHClL;, y se
colocaron en la columna flash con una pipeta Pasteur. Para llevar a cabo la elucién se utilizaron
los disolventes hexano, AcOEt, y MeOH, asi como mezclas de ellos. Las proporciones de cada

disolvente, el volumen y el rendimiento de cada fraccidn se enlistan en la Tabla 9.

Tabla 9. Cromatografia en columna flash y rendimiento de las fracciones del extracto de CH,Cl,
obtenido por extraccion liquido-liquido.

Disolventes Proporcion Volumen Mas.?} dela Rendimiento %
(mL) fraccion (mg)
9:1 100 14.0 1.6
7:3 100 21.0 2.3
1:1 300 52.2 5.8
4:6 400 45.0 5.0
Hexano:AcOEt |
. (1)15.4 1.7
37 100 (2)22.8 2)2.5
2:8 200 20.2 2.2
(1) 10.7 (1 1.19
1:9 300 (2)49.4 (2)5.5
(3)10.4 3) 1.1
) (1)52.1 (1)5.6
AcOEt 300 (2)70.5 (2)7.8
9:1 200 159.8 17.8
AcOEt:MeOH 8:2 200 33.2 3.7
1:1 100 118.0 13.1
MeOH - 300 25.2 2.8

A las fracciones obtenidas de esta columna flash se les realizo CCF para combinar aquellas
que resultaran similares (por similitud cromatografica). Por tltimo se cristalizaron en mezclas de

AcOEt:acetona.
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A partir de la cristalizacion se obtuvieron 4.5 mg de un polvo blanco de las fracciones de 1:9
(2) hexano:AcOFEt y AcOEt (2) que se le denomind Ccyul. Asi también se obtuvieron 30.6 mg de
las fracciones 2:8 y 1:9 (3) hexano:AcOEt, y por CCF se observaron 4 compuestos, entre ellos se
observd uno con el perfil cromatografico similar a Ccyl, por lo que se realizd6 una placa
preparativa para obtener la suficiente cantidad de Ccyl para realizar los experimentos de

caracterizacidon quimica.

Para realizar la placa preparativa se utilizaron placas de gel de silice de 20 x 20 cm con un
espesor de 1 mm con base de vidrio. Los 30.6 mg de las fracciones denominadas 2:8 y 1:9 (3)
hexano:AcOEt se disolvieron en 600 pL. CHCl; posteriormente se aplico la muestra a lo ancho
de la placa con ayuda de un capilar. Después, la placa se coloco en una camara de cromatografia
que contenia la fase mévil CHCIl;:AcOEt:MeOH (77:19:4). La placa se retir6 de la cdmara
cuando los disolventes ascendieron practicamente al extremo opuesto de la placa y se secd a
temperatura ambiente. La placa se examind con una ldmpara de luz ultravioleta (A = 254 y 365

nm), y se observaron seis bandas Bcyl — Bey6, dichas bandas se marcaron con un lapiz.

Una vez localizadas y marcadas las bandas, se rasparon de la placa, uno a uno, con la ayuda
de una espatula y posteriormente cada raspado (compuesto con la fase estacionaria) se coloco en
un matraz Erlenmeyer, y se agregaron 20 mL de MeOH. El sobrenadante se filtr6 a través de
filtro del # 1 para remover los restos de la fase estacionaria. Al raspado se le realizaron cuatro
lavados con 20 mL de MeOH. Por ultimo, el disolvente del filtrado se removié a 40 °C a presion

reducida en un evaporador rotatorio.

Los porcentajes de rendimiento de cada compuesto fueron: Bepl 3.6%, Ben2 8.2%, Ben3
9.8%, Bcud 18.3%, Beud 7.5% y Beub 0.3%. Una vez obtenidos los diferentes compuestos, se
realizaron CCF donde se observd que Bcy4 era similar a Ccyl por lo que se combinaron,

obteniendo 10.9 mg, y su rendimiento fue de 1.21% con respecto al extracto de CH,Cl, y 0.4%
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por 100 g de semilla hameda de 4. purpurea. El compuesto puro se analizo6 por RMN de 'H y

BC en una y dos dimensiones, IR y EM de alta resolucion.

3.12. Caracterizacion quimica

La caracterizacion de los compuestos puros o extractos organicos de las semillas de 4. purpurea
se realizdo mediante el andlisis e interpretacion de los datos de RMN de liquidos en una y dos

dimensiones, de IR y de espectrometria de masa de alta resolucion.

3.12.1 RMN. Los tubos de resonancia que se emplearon para contener la muestra fueron de 5
mm de didmetro. La obtencién de los espectros de RMN se realizaron para 'H a 400.17 MHz
con una ventana espectral de 0 — 16 ppm, 64 escaneos y el programa de pulsos zg30, y para °C a
100.63 MHz, una ventana espectral de 0 — 238 ppm, 8000 — 15000 escaneos y el programa de
pulsos zgpg30. Los experimentos de 2D fueron gHMBC, 64 escaneos con el programa de pulsos
hmbegplpndqf, gHSQC, 64 escaneos con el programa de pulsos hsqcetgpsi2 y DEPT 10000
escaneos y el programa de pulsos dept90 y dept135. La temperatura de la sonda fue de 19 °C. En
los espectros bidimensionales heteronucleares F1 se designé al >C y F2 al 'H. Los compuestos
se disolvieron en CDCls, que presenta una sefial simple en 7.27 ppm para RMN de 'H y una
sefial triple en 77.0 ppm en RMN de “C. La concentracion de las muestras de extractos
hexanicos en CDCIl; fue de aproximadamente 70 mg/mL. Mientras que para la obtencion de los
espectros del triacilglicerol, 1,2-dihexadecanoil-3-(octadec-9-enoil)glicerol, la concentracion fue
de 4 mg/mL. La concentracion para la acetogenina esquamocina C fue de 20 mg/mL. Los

espectros fueron procesados con el programa TopSpin 3.5pl6.

3.12.2 IR. El espectrofotometro utilizado tiene un cristal de diamante soldado con carburo de
tungsteno. Para la obtencion del espectro de ATR-FT-IR, se colocd la cantidad necesaria de

muestra para cubrir totalmente el portamuestras del equipo y se obtuvieron los espectros con los
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tiempos estandares del equipo, 24 escaneos, excepto para la acetogenina esquamocina C que
fueron de 120 escaneos. La ventana espectral fue de 4000 — 400 cm’', resolucion de 4 x 10™ cm
y se guardaron como unidades de absorbancia. Se obtuvieron espectros de haz unico de las
muestras sobre un fondo de aire usando las mismas condiciones instrumentales. Las muestras a
las que se les obtuvo el espectro de ATR-FT-IR fueron: Extractos hexanicos, triacilglicerol, 1,2-

dihexadecanoil-3-(octadec-9-enoil)glicerol y esquamocina C.

3.12.3 EM. La obtenciéon de los espectros de masa de alta resolucion se realizaron en el
espectrometro de masa Agilent 1100 series en modo positivo con ionizacidén por electrospray
(ESI). Estos experimentos se realizaron en el departamento de Quimica del CINVESTAV-

Zacatenco.

3.13. Analisis estadistico

De los ensayos de AA se obtuvieron las medias de al menos tres mediciones, las desviaciones
estdndares y coeficientes de variacion de las mediciones fueron obtenidas con el programa Excel
Microsoft. Se realizaron correlaciones de Pearson entre 1Csy, obtenida del ensayo de reduccion
del DPPH’, actividad quelante, asi como los contenidos de FT y FVT para identificar posibles
correlaciones entre las variables mencionadas. La matriz de estas correlaciones se muestra en el
Apéndice G. Este andlisis permitid conocer si las variables se correlacionaron de manera
positiva, negativa o si no existia correlacion entre ellas. Para el tratamiento de estos datos se
utilizé el programa Stat Plus. A los datos obtenidos de ICso, FT y FVT se les realiz6 un andlisis
de varianza (Anova) de una via completo con variable de grupo y una prueba de comparacion de
medias (Tukey HSD, a = 0.05) con el programa Stat Plus, para determinar si las medias en cada
ensayo de los diferentes extractos eran estadisticamente diferentes. La matriz de esta prueba se

muestra en el Apéndice H.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se muestran los rendimientos de las extracciones sélido-liquido y liquido-
liquido, los resultados obtenidos de los ensayos de reduccion del DPPH' y actividad quelante, asi
como también los resultados obtenidos de los ensayos de FT, FVT y AAF in vitro de los
extractos de las semillas de A. purpurea. También se presenta el andlisis de los datos
espectroscopicos y espectrométricos de RMN de 'H, °C, ATR-FT-IR y espectros de masa de los

compuestos aislados de los extractos de las semillas de 4. purpurea.
4.1. Obtencion de los extractos de las semillas de A. purpurea

La proporcion promedio de semillas en el fruto de 4. purpurea fue de 28.5% con respecto al
peso total del fruto y la humedad de las semillas fue de 10.27 = 0.20 g/100 g de semilla, esta
humedad es similar a lo reportado para las semillas de este género; 4 muricata *' 7.7 % y A.

squamosa™ 6.5 %.

Con la finalidad de tener las condiciones adecuadas para un mayor rendimiento de extraccion
de los compuestos de interés, se realizaron extracciones solido-liquido a las semillas y
extracciones liquido-liquido al extracto metandlico crudo y al metandlico desengrasado con los
disolventes hexano, CH,Cl, y AcOEt en polaridad ascendente. Los porcentajes de extraccion

solido-liquido y liquido-liquido obtenidos se muestran en la Tabla 10.

La fraccidén con hexano presentd el porcentaje mayor de extraccion respecto al resto de las
fracciones en ambos tipos de extraccion. Esto se debe a la naturaleza de la muestra ya que de
acuerdo a lo reportado en la literatura sobre este género, las semillas contienen entre 28.03 +
0.50 y 40.00 + 0.82 % de aceite *" **. En general, el extracto metandlico crudo fue el segundo

mas abundante usando el método de extraccion solido-liquido.



58

Con respecto a las extracciones so6lido-liquido y liquido-liquido realizadas, los extractos con
mayor rendimiento fueron los obtenidos con hexano y CH,Cl,. A estos extractos se les realizd
una CCF para determinar si el tipo de extraccion influia en su perfil cromatografico y para elegir

la fase mévil adecuada para su posterior purificacion.

Tabla 10. Porcentajes de extraccion solido-liquido y liquido-liquido de las semillas de 4.

purpurea.
Porcentaje de extraccion (%)
Liquido-liquido
Disolvente Sélido-liquido Ext. MeOH
Ext. MeOH )
desengrasado
MeOH 12.8+0.3 - -
MeOH* 7.8+0.3 - -
Hexano 25.3+0.3 41+0.5 1.3+0.2
CH.CL 2.7+0.1 32404 24+0.1
AcOEt 0.3+0.0 0.3+0.0 0.2 +0.0
MeOH" 3.4+0.1 ; ;

Promedio de tres mediciones + desviacion estandar. a. Extraccion a las semillas molidas desengrasadas (extraccion
previa con hexano). b. Extraccion a las semillas molidas a las que se les realizaron previamente extracciones
consecutivas con hexano, CH,CL, y AcOEt.

Los perfiles mostrados en CCF del extracto hexanico de ambos tipos de extraccion
(extraccion solido-liquido y liquido-liquido) fueron muy similares, con una fase movil de
hexano:CHCIl; (1:1), Apéndice 1. Por otra parte, el perfil del extracto obtenido con CH,Cl,
solido-liquido mostré en CCF seis compuestos, cinco compuestos (R¢ de 0.18, 0.29, 0.49, 0.66 y
0.75) con una fase movil de hexano:AcOEt (2:3) y un compuesto (R de 0.47) con una fase

movil de hexano:AcOEt (9:1). Mientras que el extracto obtenido mediante la extraccion liquido-
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liquido del extracto metandlico y metandlico desengrasado mostraron cinco compuestos (Ry de

0.18, 0.29, 0.49, 0.66 y 0.75) con una fase moévil de hexano:AcOEt (2:3), Apéndice J.

Se obtuvieron los espectros de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; e IR, de los extractos
hexanicos obtenidos de las semillas de A. purpurea, en los cuales se observo que ambos métodos
de extraccion, solido-liquido y liquido-liquido, eran similares, Apéndice K y M. Encontrandose

principalmente triacilgliceroles derivados del &cido oleico y palmitico.

Con respecto a los espectros de RMN de 'H de los extractos de CH,Cl, se puede observar la
presencia de acetogeninas con ambos tipos de extraccion. Sin embargo, en la extraccion sélido-
liquido se observa la presencia de triacilgliceroles por las sefiales en § 4.29 y 4.14 ppm con un
patréon de multiplicidad doble de dobles (dd, J = 5.1, 11.9 Hz) y una sefial quintuple en 6 5.26
ppm (q, J = 5.1 Hz), Figura 11 y 11b. Por los datos anteriores se puede asumir que el compuesto
con un Ry de 0.47 (hexano:AcOEt, 9:1) en el extracto de CH,Cl, obtenido por extraccion sélido-
liquido, es un triacilglicerol. Lo anterior sugiere también que el tipo de extraccion (solido-
liquido y liquido-liquido) con CH,Cl, influye en el tipo de compuestos obtenidos, siendo la
extraccion liquido-liquido la mas adecuada para el aislamiento de acetogeninas relativamente

polares desde semillas de 4. purpurea.

Con base en los porcentajes de rendimiento de los extractos organicos de polaridad
intermedia y relativamente polares, el método de extraccion sélido-liquido se sugiere como el
adecuado para obtener los mayores rendimientos de estos extractos para su posterior
purificacion, pero esto dependera de los compuestos de interés que se requieran obtener. En este
trabajo se pretendio aislar algunos de los compuestos presentes en los extractos organicos de las

semillas de A. purpurea.
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Figura 11. Espectro de RMN de '"H a 400 MHz en CDCl; de extractos de CH,Cl, (a) con extraccion
liquido-liquido y (b) con extraccion sélido-liquido de las semillas de 4. purpurea.

4.2. Evaluacion de la AA y cuantificacion de FT y FVT en los extractos de las semillas de A.

purpurea

La AA medida por el ensayo de reduccion del DPPH'y actividad quelante de los extractos
metanoélicos de las semillas de A. purpurea se muestran en la Tabla 11, y el contenido de FT y
FVT de los extractos metanolicos y de AcOEt, en la Tabla 12. La ICs, por el ensayo de
reduccion del DPPH’ del extracto metandlico fue de 197.5 + 1.9 pg/mL, este valor es menor a los

reportados para las semillas de 4. coriacea, 330.55 £ 2.34 ng/mL, A. sylvatica, 724.14 £ 17.79
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ng/mL >’y A. cherimola que varia entre 3,190 + 80 y 4,240 + 310 pg/mL ®, por lo que se puede
mencionar que las semillas de A. purpurea tienen una AA mayor que las semillas de 4. coriacea,

sylvatica y cherimola por el ensayo de reduccion del DPPH'.

De los tres extractos metanolicos obtenidos de las semillas de A. purpurea, el extracto
metandlico remanente presentd la actividad antirradicalar mayor con una ICsy de 82.7 + 1.3
pg/mL. Esto sugiere que los compuestos polares reductores estan en mayor concentracion en el

extracto metanolico remanente que en los extractos metanolico y metanolico desengrasado.

La cinética de inhibicion del DPPH" se realizd para obtener la eficiencia antirradicalar (AE)
de los extractos metandlico y metanolico desengrasado de las semillas de A. purpurea, los
resultados fueron 18.8 £ 0.2 x 107 y 3.1 £ 0.2 x 10° kg de DPPH"/g de extemin respectivamente.
Estos resultados muestran que los dos extractos tuvieron una actividad antirradicalar baja de
acuerdo a la clasificacion reportada en la literatura AE <1 x 10'3, baja; 1 x 10° <AE<5x 10'3,

media; 5 x 10°<AE<10x 107, altay AE > 10 x 10°, muy alta '®.

La ICsy del extracto metanolico remanente por el ensayo de actividad quelante fue de 4,408.9
+ 68.6 ug/mL, este valor es mayor a lo reportado para la pulpa y céscara de 4. cherimola, 115.8
+3.5y 79.6 + 2.2 ug/mL, respectivamente *°, lo que indica que los compuestos presentes en el
extracto metanolico remanente de las semillas de A. purpurea, tienen una actividad quelante
menor o estan en menor concentracion que en los extractos de la pulpa y cascara de A.

cherimola.

El contenido de FT y FVT se reportd en este trabajo con base en los g de extracto, en 100 g
de materia fresca y en 100 g de materia seca, para el analisis comparativo con lo descrito en la
literatura. El contenido de FT del extracto metandlico desengrasado fue de 233.8 = 10.3 mg
EAG/100 g de muestra humeda y 33.8 + 1.5 mg EAG/g de extracto, Tabla 12. Estos valores

fueron mayores que lo descrito para las semillas de A. cherimola 3.35 = 0.01 — 4.16 = 0.02 mg
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EAG/100 g de muestra fresca 8, e intermedio con respecto a A. muricata 50.51 £3.21 —451.4 £
9.7 mg EAG/100 g de materia fresca*® y 4. squamosa 24.45 + 1.32 — 242.82 + 5.08 mg EAG/g

de extracto >,

El contenido de FVT del extracto metandlico desengrasado fue de 216.5 =24.9 mg EC/100 g
de muestra humeda y 126.3 + 15.9 mg EQ/g de extracto, valores intermedios con respecto a los
reportados para las semillas de A. muricata, 159.8 + 1.4 y 309.2 + 3.3 mg EC/100 g de materia
fresca **. Este contenido encontrado en las semillas de A. purpurea (126.3 + 15.9 mg EQ/g de
extracto) es similar a lo reportado en las semillas de 4. coriacea 131.18 + 2.31 mg EQ/g de
extracto > y mayores a los reportados para las semillas de A. sylvatica® y A. squamosa**, 51.11

+2.30y42.44 + 1.13 mg EQ/g de extracto, respectivamente.

De los extractos organicos de las semillas de A. purpurea el de mayor contenido de FT y
FVT fue el metanolico remanente con 85.0 = 2.7 mg EAG/100 g y 140.0 £ 0.0 mg EC/100 g de

muestra himeda, respectivamente.

Se realizo la prueba estadistica de comparacion de medias empleando la prueba de Tukey
para cada ensayo (ICso, FT y FVT). Esta prueba indicé que las medias de los diferentes ensayos
fueron estadisticamente diferentes, y Unicamente las medias del contenido de FVT de los

extractos AcOEt fueron estadisticamente iguales, Tabla 12, Apéndice H.

Con los datos obtenidos de los ensayos de AA (ICso, FT y FVT) del extracto metandlico
desengrasado y remanente, se determinaron los coeficientes de correlacion de Pearson (7), que
son una medida de la relacion lineal de dos variables aleatorias cuantitativas. En la Tabla 13 y
Apéndice G se muestran los coeficientes de correlacion entre los ensayos de AA con un nivel de

significancia p<0.05.



Tabla 11. Actividad antioxidante (AA) por el ensayo de reduccion de DPPH' y actividad quelante de las semillas de 4. purpurea.

Ensayo de reduccion del DPPH’

Actividad quelante

AE mg EE/ mg EE/
(ng/mL) (min) g de . 8 (ng/mL) (mg EE/100 g) de extracto de muestra  de muestra
de extemin) -
hiumeda seca
Extracto 19754192 537406  188+02x107 : : : : :
metanolico
Extracto
metanolico 151.3+£0.6b 423+39 3.1+02x10° - - 33.0+0.9 228.2+ 6.4a 2543 +7.1
desengrasado
Extracto
metanolico 82.7+1.3c - - 44089+68.6 45+02x 10° 8.8+0.0 26.5+0.0b 29.5+0.0
remanente
- 2.6x 107
ACld.O . 50+0.1 _ (Sémchez-Mtieno, Larrauri,
ascorbico ) & Saura-Calixto, 1998)
C114x10°
ACidO garlico* 1.4+ OO _ (Sanchez-Moreno, Larrauri, _ _ _ _ _
& Saura-Calixto, 1998)
S 02x10°
Rutina* 80 + 03 _ (Sanchez-Moreno, Larrauri, _ _ _ _ _
& Saura-Calixto, 1998)
EDTA - - - 342+0.3 - - - -

Promedio de tres mediciones + desviacion estandar. Valores con letras distintas en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa por la prueba de Tukey HSD (p<0.05). * Controles.

ICsy = concentracion del extracto necesaria para disminuir en un 50% la concentracion inicial del DPPH o EDTA. Ticso = tiempo en alcanzar el equilibrio a la concentracion de la ICsy. AE = eficiencia
antirradicalar. EECC = Capacidad quelante equivalente de EDTA. EE = Equivalentes de EDTA.

€9



Tabla 12. Contenido de fenoles totales (FT) y flavonoides totales (FVT) en las semillas de 4. purpurea.

FT FVT
Extracto
mg EC/g mg EC/100 g mg EC/100 g
mg EAG/g de mg EAG/100 g mg EAG/100 g
extracto muestra humeda muestra seca dmg EQ/g mg EQ/IO? g mg EQ/100 g
e extracto de muestra himeda de muestra seca
Metanolico 31.3+2.7 216.5+19.0 2413 +21.1a
desengrasado 338+1.5a 2338103 260.6£11.5 1263+ 12.1 874.4 + 84.0 974.5+93.7
Metanolico 40.4+0.0 140.0 £ 0.0 156.1 £ 0.0b
remanente 24.6+0.8b 83.0+27 94.8+30 163.2 % 0.0 565.0+ 0.0 629.6 + 0.0
AcOEt 176.7+3.4 37.1+£0.7 41.4+0.8¢c
(del crudo de McOH) 2.8£0.1c 37211 41512 745.0 + 15.0 156.6 + 3.1 1745 +3.5
AcOEt
141.5+34 19.1+0.5 21.3+0.5¢
(del extracto de 1.9+0.1d 152+0.6 16.9+0.7 2493 + 63 337409 375409
MeOH desengrasado)

Promedio de tres mediciones + desviacion estandar. Valores con letras distintas en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa por la prueba de Tukey HSD (p<0.05). EAG
= equivalentes de acido galico. EC = equivalentes de catequina. EQ = equivalentes de quercetina. AcOEt = Acetato de etilo.

¥9
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Tabla 13. Coeficientes de correlacion lineal (r) entre los ensayos de AA para 4. purpurea.

IC ICSO
50 .
(DPPH) (Actividad FT FVT
quelante)
ICs
(DPPH’) 1.00
ICs
(Actividad 0.99 1.00
quelante)
FT 0.99 0.99 1.00
FVT 0.96 0.96 0.96 1.00

Basandose en los valores de correlacion, se puede sugerir que los ensayos de reduccion del
DPPH'y actividad quelante tienen una correlacion directamente proporcional fuerte entre ellos (»
= 0.99). Asi como también para el contenido de FT y FVT (r = 0.96), este coeficiente de
correlacion sugiere que en las semillas de 4. purpurea el contenido de FT aumenta a medida que

aumenta el correspondiente de FVT.

La correlacion entre la AA medida como ICs, fue directamente proporcional al contenido de
FT y FVT, lo que sugiere que esta actividad reductora no solo se debe a los compuestos
fenolicos, también se puede atribuir a otros compuestos como las acetogeninas o acidos grasos

1 4 . 4 44
insaturados, que estan presentes en las semillas de este género ™.

4.3. Evaluacion de la AAF de los extractos de las semillas de A. purpurea

En relacién a la actividad antifingica (AAF) in vitro de los extractos de las semillas de 4.
purpurea contra el hongo F. solani, con el ensayo de actividad inhibitoria sobre el crecimiento
micelial, se probaron los extractos metanolico, metanolico desengrasado, metandlico remanente,

hexanico-a (obtenido por extraccion solido-liquido), hexéanico-b (obtenido por extraccion
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liquido-liquido del extracto metandlico), y CH,Cl, obtenido por extraccion liquido-liquido. La
cantidad con la que se contaba de estos extractos fue suficiente para realizar los ensayos por

triplicado.

Se probaron tres diluciones diferentes de los extractos en DMSO (1:0, 1:10 y 1:100). Los
extractos hexénicos para la primera dilucion (1:0) no fueron disueltos en DMSO debido al estado
fisico de los extractos (liquido), por lo que se aplicaron directamente 20 puL de estos extractos en
el disco con el hongo. La concentracion inicial (dilucion 1:0) de los demads extractos fue:
metandlico, 248.4 mg/mL; metandlico desengrasado, 209.5 mg/mL; CH,Cl,, 197.4 mg/mL y
metanolico remanente, 286.4 mg/mL. La azoxistrobina se utilizé6 como control positivo con una
concentracion de 61.9 mg/mL (diluciéon 1:0). Los resultados de la actividad inhibitoria sobre el

crecimiento micelial de F. solani se muestran en la Figura 12 y en la Tabla 14.

Solo los extractos hexanicos tuvieron un porcentaje de inhibicion dependiente de la dosis
sobre el crecimiento micelial del hongo F. solani, y el extracto metanolico presentd inhibicion
del crecimiento en las diluciones 1:10 y 1:100 por lo que este extracto presentd un
comportamiento independiente de la dosis. En los extractos metandlico desengrasado, CH,Cl, y
metandlico remanente se observo un aumento del crecimiento micelial del hongo con respecto al
control negativo (DMSO) lo que se refleja en un porcentaje de inhibicién negativo mostrado en
la Figura 12 y Tabla 14. Posiblemente debido a que los compuestos presentes en estos extractos

promovieron el crecimiento de F. solani.
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MeOH = Extracto metanodlico. MeOHd = Extracto metanolico desengrasado. Hxa = Extracto hexanico sélido-liquido. Hxb =
Extracto hexanico liquido-liquido. Cloruro de metileno* = Extracto liquido-liquido. MeOHr = Extracto metandlico remanente.

Figura 12. Porcentaje de inhibicion de extractos de semillas de A. purpurea sobre el crecimiento
micelial de Fusarium solani.

El extracto hexanico-a tuvo un mayor porcentaje de inhibicion (14.6 £+2.0,9.2 +24y 7.3 +
3.2 %) en las tres diluciones empleadas, que el extracto hexanico-b (3.1 £ 0.7, 0.7 £ 2.8 y -3.1

+ 1.5 %) en las tres diluciones, este comportamiento fue dependiente de la dosis.

Tabla 14. Concentracion de los extractos y porcentaje de inhibicion sobre el crecimiento micelial de
Fusarium solani.

Porcentaje de Inhibicion (%)

2 Metanélico  Metanélico . ., CH,Cl, Metandlico U
4] Hexanico Hexanico remanente  Azoxistrobina*
5 i desengrasado 5\ ;4r 20 pL/mL 197.4 286.4 61.9 mg/mL
a mg/mL 209.5 mg/mL K K mg/mL : - me

mg/mL

1:0 2+1.7 214+57 14.6 +2.0 3.1+0.7 1.5+£09 -1.8+09 47+£2.6

1:10 22+1.0 -52=+1.6 92+24 0.7+£28 -05+0.8 -2.6+0.6 41+45

1:100 52+1.8 -204+4.2 73+32 3.1+15 -6.6+09 -13.1+0.8 355+43

a. Obtenido por extraccion so6lido-liquido. b. Obtenido por extraccion liquido-liquido. * Control positivo.
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En la Figura 13 se muestra el crecimiento micelial del hongo F. solani con el control negativo
que fue (a) DMSO, el control positivo (b) azoxistrobina y (c) extracto hexanico-a con la diluciéon

1:0 en cada tratamiento.

(b)
Figura 13. Crecimiento micelial de F. solani a la dilucién 1:0 de los tratamientos (a) DMSO, (b)
azoxistrobina y (¢) extracto hexanico-a de 4. purpurea.

Por lo anterior, se puede observar que el método de extraccion con este disolvente influye
en el tipo de compuestos extraidos, siendo los compuestos con % de inhibicion mayor del
crecimiento micelial, los obtenidos por extraccion sélido-liquido con hexano. En comparacion
con la azoxistrobina, un antifingico comercial, el porcentaje de inhibicion del extracto hexanico-

a fue menor en las tres concentraciones.

Para la AAF in vitro contra el hongo F. solani, con el ensayo de CMI, se probaron los
mismos extractos orgénicos con las concentraciones iniciales antes mencionadas. El extracto
hexanico-a (obtenido por extraccion solido-liquido), fue el unico que presento6 actividad sobre la
formacion de conidios con una concentracion minima inhibitoria de 6.2 pL/mL y esta actividad
fue fungicida. Es importante mencionar que la azoxistrobina, antifungico comercial que se
utilizd6 como control positivo, no presentd actividad sobre la formacion de conidios con una

concentracion de 30.9 mg/mL.
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Se ha reportado que algunos extractos y compuestos aislados de las semillas del género
Annona tienen AAF in vitro. Los compuestos que se han reportado con esta actividad son
acetogeninas principalmente, sin embargo, en los ensayos realizados al extracto de CH,Cl, de las
semillas de A. purpurea, no se observd esta actividad contra F. solani. Lo anterior puede
atribuirse a que las acetogeninas relativamente polares que se encuentran en este extracto no
tienen actividad antifungica contra F. solani y/o que los demds compuestos en este extracto,
generen una actividad antagonista con las acetogeninas. Sin embargo, el extracto hexanico-a
(obtenido por extraccion solido-liquido) de las semillas de 4. purpurea presentd actividad contra
el crecimiento micelial y contra los conidios del hongo F. solani. La reaccion positiva del
reactivo de Kedde en el extracto hexanico-a sugiere que esta actividad se debe a acetogeninas

menos polares que las presentes en el extracto de CH,Cl,, o a otros compuestos en este extracto.
4.4. Purificacion del extracto hexanico-a de las semillas de 4. purpurea

El extracto hexanico-a se purifico por columna flash en gel de silice y como fase movil
hexano seguido de mezclas de hexano:CH,Cl, aumentando la polaridad hasta llegar a 100%
CH,Cl,, posteriormente mezclas de CH,Cl,:AcOEt, aumentando la polaridad hasta llegar a
100% de AcOEt y finalmente MeOH. Se obtuvieron 14 fracciones. La fraccion de la columna
flash obtenida con hexano fue la de mayor rendimiento (41.8%). De esta fraccion de hexano se
obtuvo el espectro de RMN de 'H, que mostré la presencia de triacilgliceroles derivados del
acido oleico y palmitico, Apéndice L. Asi también esta fraccion fue probada con el ensayo de
CMI la cual no tuvo actividad. Estos resultados sugieren que los triacilgliceroles presentes en

este extracto no presentan AAF contra los conidios de F. solani.

En la etapa de purificacion se aislaron compuestos en los extractos hexanico-a y hexanico-b
por cristalizacién, asi como de los extractos metanolico remanente y de CH,Cl, por columna

flash, y posterior purificacion por placa preparativa y cristalizacion. Estos extractos fueron
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elegidos por su mayor porcentaje de rendimiento o por los resultados obtenidos por los

diferentes ensayos de AA y AAF.

4.5. Aislamiento y caracterizacién del triacilglicerol 1,2-dihexadecanoil-3-(octadec-9-

enoil)glicerol

A partir de los extractos obtenidos con hexano de las semillas de A. purpurea se aislé por
cristalizacion a temperatura ambiente, un solido blanco denominado Hx1 (p.f.= 43 — 45 °C), su
rendimiento fue de 0.3% con respecto al extracto hexanico y 0.05% con respecto a 100 g de

semilla himeda de A. purpurea.

De Hx! se obtuvieron los espectros de RMN de 'H (400 MHz), Figura 14, RMN de B¢ (100
MHz), Figura 15, gHMBC y gHSQC en CDCls, asi como el espectro de ATR-FT-IR, Figura 16,
y el espectro de masa de alta resolucion, Figura 17. El andlisis de los datos obtenidos de los
espectros de RMN de 'H y de "°C, ATR-FT-IR y espectrometria de masa de alta resolucion se

discuten a continuacion.

Los desplazamientos de cada sefial para protén y carbono se presentan en la Tabla 15. Las
dos senales doble de dobles de RMN de 'H en J 4.29 ppm (2H, dd, /= 5.1 Hz, 11.9 Hz, H-1") y
0 4.14 ppm (2H, dd, J = 5.1, 11.9 Hz, H-3") corresponden a dos metilenos base de oxigeno.
Ademas se observo una sefial quintuple en 6 5.26 ppm (1H, q, /= 5.1 Hz, H-2") que se asigno a
un metino. Estas sefiales corresponden a la porcion del glicerol. En RMN de "C se observaron
dos senales en 6 173.3 y 172.9 ppm (C-1 y 17") correspondientes a los carbonos carbonilicos que
esterifican la porcion del glicerol. En el espectro de IR se observan las bandas de absorcioén en
1742y 1071 cm™ que se deben a las vibraciones de estrechamiento-alargamiento de C =0y C —
O, respectivamente. Estas sefiales en RMN de 'H y de "°C, y las correspondientes bandas de

absorcion en el espectro de IR sugieren que el compuesto es un triacilglicerol.
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La sefial multiple observada de RMN de 'H en ¢ 5.28 — 5.37 ppm (2H, m, H-9 y H-10) y las
sefiales de RMN de "°C en 6 130.0 y 130.2 ppm se deben a la presencia de un doble enlace C =C
por lo que uno de los 4cidos grasos del triacilglicerol contiene una insaturacion. La banda de
absorcion correspondiente a este grupo funcional se observa en el espectro de IR en 2953 cm’™
que se debe a las vibraciones de estrechamiento-alargamiento del enlace C — H de un alqueno, y

la banda de absorcion en 1653 cm™ se asigna a un alqueno Z-disustituido.

Para la porcién alifatica se observaron en RMN de 'H dos sefiales triples en d 2.31 y 2.32
ppm (6H, t, J = 7.5 Hz), correspondientes a tres metilenos en posiciéon o a carbonos carbonilicos.
Las sefiales multiples en 6 1.98 — 2.06 ppm (4H, m) se asignaron a dos metilenos vecinos al
doble enlace, mientras que la sefial multiple entre 6 1.57 — 1.62 ppm (10H, m) que integra para
diez hidrégenos, se asignd a cinco metilenos, en posicion B a los carbonos carbonilicos y al
doble enlace. Las sefiales mas protegidas de metilenos se encontraron entre 0 1.25 — 1.30 ppm
(64H, m) correspondiente a 32 metilenos. Este numero de metilenos sugiere la presencia de dos
acidos grasos saturados, acido palmitico, asi como un é&cido insaturado, acido oleico,
esterificando al glicerol. Ademas se observé una sefal triple de RMN de 'H en ¢ 0.88 ppm (9H,
t, J = 6.8 Hz) correspondiente a tres grupos metilo. En RMN de "°C los desplazamientos de los
metilenos de la porcion alifatica se asignaron entre 6 22.0 y 34.0 ppm, Tabla 15. En el espectro
de IR, también se observaron las bandas de absorciéon en 2916 y 2849 cm™ que se deben a las
vibraciones de estrechamiento-alargamiento, simétrico y asimétrico, respectivamente, del enlace
C — H de los metilos y metilenos. Ademas se observo la banda en 724 cm™ correspondiente a las
vibraciones sobre el plano de los metilenos en una cadena lineal de cuatro o mas atomos de

carbono.



72

Tabla 15. Desplazamientos quimicos de 'H a 400 MHz y BC a 100 MHz, de 1,2-
dihexadecanoil-3-(octadec-9-enoil)glicerol en CDCls.

, 1 13
d?(lfl:ll':)l;)(:lo (3pﬁ) J (Hz) Integral (([S)pn(lj)
¥’ 4.9 dd,J=5.1,11.9 5
%37 4.14 dd,J=5.1,11.9 2 62.1
2’ 5.26 q,J=75.1 1 68.8
1 _ - - 173.3
1 - - - 172.9
2 2.32 t,J=17.5
2 231 t,J=17.5 ° 34.0
3,37,7y 12 1.57-1.62 m 10
4 _f: i31g,1,7 y 125130 m 64 22730
*9 y *10 528537 m 2 130.0, 130.2
8yl 1.98 - 2.06 m 4 32.0
18y 16" 0.88 t,J=6.8 9 14.2
CH, -CO,H* - - - 173.3
=CH- CH,- CH=* 2.77 t,J=6.5 0.93 127.9

dd = doble de dobles. t = triple. q = quintuple. m = multiple. *Pueden estar intercambiados. *Sefiales

correspondientes a 15% de acido linolénico en la muestra.

Por otra parte las dos sefiales observadas en RMN de °C en § 172.9 ppm y una sefial en &

173.3 ppm sugiere una esterificacion asimétrica en el glicerol. El punto de fusion de Hx1 (p.f.)

fue de 43 — 45 °C. Por los datos anteriores de RMN de 'H y de RMN de "’C y el punto de fusion
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se determin6 que Hx1 era 1,2-dihexadecanoil-3-(octadec-9-enoil)glicerol, también denominado

OPP.

Posteriormente se analiz6 el patron de fragmentacion de 1,2-dihexadecanoil-3-(octadec-9-
enoil)glicerol en el espectro de masa de alta resolucion, se observé el ion molecular [M+H]" =
833.7568 m/z, mientras que la m/z de la masa monoisotopica calculada [M+H]" de 1,2-
dihexadecanoil-3-(octadec-9-enoil)glicerol (Cs3H10006) es de 833.7592. En la Figura 17 se
presenta el espectro de masa de alta resolucion y los iones fragmento propuestos en este trabajo

para el 1,2-dihexadecanoil-3-(octadec-9-enoil)glicerol.

Por otra parte en RMN de 'H la sefial triple en d 2.77 ppm (t, J = 6.5 Hz) correspondiente a
protones doblemente alilicos, sugiere que hay metilenos doblemente alilicos, que no forman
parte del triacilglicerol. Ademas, se observaron las sefales correspondientes para hidrogenos
vinilicos (5 5.28 — 5.37 ppm). Por el analisis de las integrales de las sefiales de RMN de 'H se
encontrd que las sefales de los metilenos doblemente alilicos corresponden al 4cido linolénico.

Este se encuentra en mezcla con el 1,2-dihexadecanoil-3-(octadec-9-enoil)glicerol en un 15%.
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H en CDCl; a 400 MHz de 1,2-dihexadecanoil-3-(octadec-9-enoil)glicerol aislado de las semillas de 4. purpurea.
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4.6. Purificaciéon del extracto metandlico remanente

Para la purificacion del extracto metandlico remanente primeramente se disolvio
aproximadamente 1 g del extracto metandlico remanente en metanol y se separo la parte soluble
por centrifugacion. La fraccion soluble tuvo un rendimiento superior al 90%, esta fraccion se
disolvio completamente en aproximadamente 3 mL de MeOH y se colocod en la columna. Se
utiliz6 una columna flash de gel de silice y como fase movil hexano seguido de mezclas de
hexano:AcOEt aumentando la polaridad hasta llegar a 100% AcOEt, posteriormente mezclas de
AcOEt:MeOH, aumentando la polaridad hasta llegar a 100% de MeOH y finalmente acetona. Se
obtuvieron 30 fracciones que se sometieron a cristalizaciéon con mezclas de acetona:MeOH. De
la fraccion AcOEt:MeOH (93:7) se aislé un polvo blanco con un rendimiento de 2.3% con
respecto al extracto metanolico remanente y 0.1% por 100 g de semilla htimeda. El punto de
fusioén de este compuesto fue de 140 — 142 °C, de este polvo se obtuvo el espectro de RMN de
'H y el espectro de masa de alta resolucion, con la informacion recabada de estos experimentos

se determin6 que este compuesto era glucosa.
4.7. Purificacion del extracto de CH,Cl,

Para la purificacion del extracto de CH,Cl, se pesaron 0.8983 g del extracto, se disolvid en 2
mL de CHCIl; y se coloco en la columna. Se utilizd una columna flash de gel de silice y como
fase movil mezclas de hexano:AcOEt aumentando la polaridad hasta llegar a 100% AcOEt,
posteriormente mezclas de AcOEt:MeOH, aumentando la polaridad hasta llegar a 100% de
MeOH vy finalmente acetona. Se obtuvieron 15 fracciones las cuales se sometieron a
cristalizacion con mezclas de hexano:AcOEt. Las fracciones obtenidas con las mezclas de
hexano:AcOEt 2:8 y 1:9 (3) mostraron 4 compuestos en CCF por lo que se les realizé una placa
preparativa. Se colocaron en la placa preparativa 30.6 mg de dichas fracciones y se eluyd con

una mezcla de CHCl;:AcOEt:MeOH (77:19:4). Se identificaron seis bandas con una A = 254 y
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365 nm, una vez separados los compuestos de la fase estacionaria, se cristalizaron a temperatura

ambiente con mezclas de hexano:AcOEt.
4.8. Aislamiento y caracterizacion de la acetogenina esquamocina C

De las fracciones de hexano:AcOEt, AcOEt 1:9 (1 y 2) por recristalizacion, y de la placa
preparativa se obtuvo un polvo blanco denominado Ccpl, con un rendimiento de 1.2% con
respecto al extracto de CH,Cl, y 0.4% por 100 g de semilla humeda. El punto de fusién de este
compuesto fue de 52 — 53 °C y fue positivo a la reaccion del reactivo de Kedde lo que sugiere la

presencia de una y-lactona a,p-insaturada.

De Ccul se obtuvieron los espectros de RMN de IH, 13C, gHMBC, gHSQC, COSY y DEPTq,
asi como también el espectro de masa de alta resolucion. Con el andlisis de la informacion
recabada de estos experimentos y la comparacion con lo reportado en la literatura Sahai ez. al.
(1994) *°, se determind que el compuesto era esquamocina C, una acetogenina bis — THF aislada
de las semillas de A. squamosa. En las Figuras 18 y 19 se muestra el espectro de RMN de 'H
(400 MHz) y de C (100 MHz) en CDC; de la esquamocina C y en la Tabla 16 se muestra la

asignacion de los desplazamientos de 'Hy "°C.

Las sefiales de RMN de "°C en § 83.3 (C-16), 82.3 (C-19), 82.6 (C-20) y 82.8 ppm (C-23)
corresponden a metinos enlazados a oxigeno en los anillos de THF, estos valores se
correlacionan en el espectro de gHSQC con sefiales multiples en 6 3.82 — 3.96 ppm que integran
para cinco hidrogenos en RMN de 'H que indican la fraccién bis-THF . En el espectro de IR,
Figura 20, se observo la banda de absorcion en 1048 cm™ que se debe a las vibraciones de
estrechamiento de C — O de los anillos de THF. Los ¢ 74.2 (C-15), 71.8 (C-29) 71.3 ppm (C-24)
se asignaron a los carbonos con grupos hidroxilos y la banda de absorcion en el espectro de IR
en 3368 cm’' corresponde a las vibraciones de estrechamiento del O — H que corrobora la

presencia de este grupo funcional.
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Las sefiales de RMN de 'H en d 7.00 ppm de un hidrégeno vinilico (1H, d, J = 1.5 Hz, H-35),
0 5.01 ppm de un hidrégeno alilico (1H, cd, J = 1.5, 6.8 Hz H-36) y J 1.42 ppm de un metilo
(3H, d, J= 6.8 Hz, H-37), y los correspondientes desplazamientos de RMN de "*C d en 148.9 (C-
35), 77.5 (C-36) y 19.2 ppm (C-37), ademaés de las sefiales en 6 174.0 (C-1) y ¢ 134.3 ppm (C-2),
indican la presencia de la y-lactona a,p-insaturada . En el espectro de IR, Figura 20, se
observan las bandas de absorcién para los grupos funcionales de esta y-lactona a,B-insaturada, la
banda de absorciéon observada en 3077 cm™ se debe a las vibraciones de estrechamiento-
alargamiento del enlace C — H de un alqueno y la banda de absorcion en 1650 cm™ se refiere a
un alqueno Z-disustituido. Las dos bandas de absorcion en 1742 y 1048 cm™ se deben a las
vibraciones de estrechamiento de C = O y C — O, respectivamente. Ademas, se observaron las
bandas de absorcion en 2915 y 2850 cm™ que se deben a las vibraciones de estrechamiento-
alargamiento, simétrico y asimétrico respectivamente, del enlace C — H de los metilenos y la
banda de absorcién en 716 cm™ resulta de las vibraciones sobre el plano de metilenos en una
cadena lineal de cuatro o mas atomos de carbono. La estructura de la porcion alifatica de la
acetogenina esquamocina C se determind mediante la integracion del area de las sefales

obtenidas del espectro de RMN de 'H.

En el espectro de masa de alta resolucion se observé la sefial del ion molecular [M+H]" de
una m/z de 623.4881 (C;;HesO7) mientras que la m/z de la masa monoisotdpica calculada
[M+H]" es de 623.4881. En la Figura 21 se presenta el espectro de masa de alta resolucion y los
iones fragmento de la esquamocina C, se observaron tres pérdidas de H,O lo que sugiere la
presencia de tres grupos hidroxilo (m/z = 605.4771, 587.4671, 569.4558). Posteriormente la
ruptura entre los carbonos 19 y 20 del anillo de bis-THF con posterior pérdida de H,O, forma un

ion fragmento de m/z 331.2212.
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Tabla 16. Desplazamientos quimicos de RMN de 'H a 400 MHz y ">C a 100 MHz de esquamocina C en
CDCls.

3
Nimero 6'H Multi[‘)]licidad [nterral (([s)plg) 8 cC

de Carbono (ppm) (Hz) Sahai et. al. (ppm)

(1994)*

0 ; - - 173.9 174.0

2 ] i : 134.4 1343
3 2.27 t,J=17.7 2 25.2 25.2
4 27.4 27.4
5 29.2 29.2

6-12 29 -30 29-30
27 25.7 25.7
26 1.24-1.35 m 28 26.1 26.1
31 253 25.4
33 22.6 22.7
13 25.7 25.7
14 334 333
25 324 323
28 1.48 —1.66 m 10 37.5 37.5
30 373 373
32 31.9 31.9
15 342 m 1 74.1 74.2
17 28.4 28.4
18y 21 1.82-2.05 m 8 28.9 29.0
22 24.6 24.6
16 83.3 83.3
19 82.2 82.3
20 3.82-3.96 m 5 82.5 82.6
23 82.8 82.8
24 71.4 71.3
29 3.60 m 1 71.9 71.8
34 0.90 t,J=6.8 3 14.0 14.1
35 7.00 d,J=1.6 1 148.8 148.9
36 5.01 cd,/J=1.6y6.8 1 77.4 77.5
37 1.42 d,/J=6.8 3 19.2 19.2

d = doble. t = triple. cd = cuadruple de dobles. m = multiple. * RMN de "°C a 125 MHz en CDCl;.
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5. CONCLUSIONES

El extracto metandlico de las semillas de A. purpurea presentd una actividad antirradicalar
importante con el ensayo de reduccion del DPPH’, ocupando el segundo lugar de mayor
actividad, con este ensayo, respecto a los extractos de las semillas de las cinco especies de

Annona reportadas hasta la fecha.

Este es el primer reporte de la actividad quelante, utilizando como ligante a la ferrocina, de

las semillas del género Annona

Todos los ensayos realizados en este trabajo tuvieron correlaciones positivas entre si. La
correlacion mayor la presento la ICsy determinada por el ensayo de reduccion del DPPH’ y la
determinada por el método de actividad quelante (» = 0.99). la prueba de comparacion de medias
(Tukey HSD, a = 0.05) determind que el contenido de FVT de los extractos obtenidos con
AcOEt del crudo metanolico y del extracto metanolico desengrasado son estadisticamente

iguales.

La extraccion liquido-liquido con CH,Cl,, a partir del extracto metandlico resulto ser la mas

adecuada para extraer las acetogeninas medianamente polares de las semillas de 4. purpurea.

El extracto de hexano crudo presentd 14.6 £ 2.0% de inhibicion sobre el crecimiento micelial
a una concentracion de 20 pl/disco y una concentraciéon minima inhibitoria fungicida de 6.2

uL/mL contra F. solani.

Este es el primer reporte de la asignacion completa del triacilglicerol 1,2-dihexadecanoil-3-

(octadec-9-enoil)glicerol con RMN de 'H y de "C.
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6. PERSPECTIVAS

Determinar la actividad antirradicalar con el ensayo de reduccion del DPPH" al extracto de
AcOEt de las semillas de 4. purpurea ya que fue el segundo extracto con mayor contenido de FT

y FVT.

Caracterizar los compuestos presentes en el extracto de AcOEt de las semillas de A.

purpurea.

Caracterizar los compuestos presentes en el extracto hexanico obtenido por extraccion so6lido-

liquido de las semillas de A. purpurea. y probar su actividad antifingica contra F. solani.

Caracterizar las acetogeninas presentes en el extracto de CH,Cl, y evaluar otras actividades

como, citotdxica, neurotoxica, nematicida, antitumoral y antifingica.
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8. APENDICES

Apéndice A. Curvas para el calculo del ICs, por el ensayo de DPPH’ de los controles acido
ascorbico, 4cido gélico y rutina.
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Apéndice B. Curvas para el calculo del ICs, por el ensayo de DPPH" de los extractos metanolico,
metanolico desengrasado y metandlico remanente, respectivamente.

35 y=0.2176x + 7.0292
30 R?=0.98426

% de Inhibicion
N
=)
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Apéndice C. Curvas de las cinéticas del extracto metanolico y metanolico desengrasado para el

calculo de los Ticso.
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Apéndice D. Curva de calibracion de EDTA y del extracto metanolico remanente por el ensayo
de actividad quelante.
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Apéndice E. Curva de calibracion de acido galico para el ensayo de FT con el reactivo de Folin-
Ciocalteu.
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Apéndice F. Curvas de calibracion de (+)-catequina y quercetina para el ensayo de FVT con el

reactivo de AlCl;.
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Apéndice G. Matriz de correlacion de Pearson para los ensayos de DPPH’, actividad quelante, FT y

FVT.
ICso FT FVT (AcIti(ifsi(:iad
(DPPH) quelante)
(DIPlei’{.) r 1.000000
FT r 0.995737 1.000000
Valor p 0.000027
HO (5%) rechazado
FVT r 0.960682 0.958032 1.000000
Valor p 0.002288 0.002605
HO (5%) rechazado rechazado
( Acltgfsi(:ia a | 0.999726 0.996303 0.961851 1.000000
quelante) |y 1or 1.126891x107  0.000020  0.002155
HO (5%) rechazado rechazado rechazado

Hy: No existe correlacion entre las variables, r = 0.

H;: Existe correlacion entre las variables, r # 0.



Apéndice H. Matriz de la prueba de comparacion de medias Tukey para los ensayos de DPPH’, actividad quelante (A.Q.), FT y FVT.

Ensayo Grupos Diferencia dis::i?iicsa nivel p Significancia
MeOH vs MeOH desengrasado 48.358285 60.562982 0.000129 Si
DPPH' MeOH vs MeOH remanenete 116.918399 146.426344 0.000129 Si
MeOH desengrasado vs MeOH remanente 68.560114 85.863362 0.000129 Si
AcOEt-MeOH desengrasado vs MeOH desengrasado -243.643743 49.831357 0.000000 Si
AcOEt-MeOH desengrasado vs MeOH remanenete -77.821628 15.916507 1.974894x10° Si
AcOEt-MeOH desengrasado vs AcOEt-MeOH -24.528361 5.016675 0.000524 St
o MeOH desengrasdo vs MeOH remanente 165.822114 33.914850  1.174816x10™" Si
MeOH desengrasado vs AcOEt-MeOH 219.115382 44.814682 0.000000 Si
MeOH remanente vs AcOEt-MeOH 53.293268 10.899832 7.177285x107 Si
AcOEt-MeOH desengrasado vs MeOH desengrasado -219.972694 35.992150 0.000074 Si
AcOEt-MeOH desengrasado vs MeOH remanente -134.741222 22.046492 0.000074 Si
FVT AcOEt-MeOH desengrasado vs AcOEt-MeOH -20.080317 3.285561 0.171619 No
MeOH desengrasado vs MeOH remanente 85.231472 13.945658 0.000095 Si
MeOH desengrasado vs AcOEt-MeOH 199.892377 32.706589 0.000074 Si
MeOH remanente vs AcOEt-MeOH 114.660905 18.760931 0.000074 Si
A.Q. MeOH desengrasado vs MeOH remanente 210.173411 712.866132 0.000244 Si

101
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Apéndice I. Perfiles cromatograficos de los extractos de hexano revelados con acido sulftrico al
5% (as) y con el reactivo de Kedde (K).

Hexano:CHCI; (1:1)

a b ¢ a b ¢
(as) X)
a. Extracto de hexano liquido-liquido obtenido del extracto metanélico desengrasado.

b. Extracto liquido-liquido de hexano obtenido del extracto metanolico. c. Extracto
solido-liquido de hexano.
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Apéndice J. Perfiles cromatograficos de los extractos de CH,Cl, revelados con acido
fosfomolibdico (af) y acido sulfurico al 5% (as).

Hexano: AcOEt (9:1) Hexano: AcOEt (7:3)
R de compuestos R de compuestos
1. 0.2051 1. 0.2051
2. 0.5897 2. 0.8333
3. 0.1410 3. 0.5128
4. 0.4744
abcd abcd abcd abecd
(af) (as) (af) (as)

a. Referencia extracto metandlico desengrasado. b. Extracto solido-liquido de CH,Cl,. c. Extracto liquido-liquido de CH,Cl, obtenido del
extracto metandlico. d. Extracto liquido-liquido de CH,Cl, obtenido del extracto metanélico desengrasado.

Hexano: AcOEt (1:1) Hexano: AcOEt (4:6)

R¢de compuestos R de compuestos
1. 0.3421 1. 0.1842
2. 0.5526 . 0.2895
. 0.4868
. 0.6579
. 0.7500

ab cd abcd abcd abc d
(af) (as) (af) (as)

a. Referencia extracto metandlico desengrasado. b. Extracto solido-liquido de CH,Cl,. c. Extracto liquido-liquido de CH,Cl, obtenido del
extracto metandlico. d. Extracto liquido-liquido de CH,Cl, obtenido del extracto metanélico desengrasado.

[V SNV I S }
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Apéndice K. Espectros de RMN 'H a 400 MHz en CDCl; de (a) extracto hexéanico-a (obtenido de
la extraccion so6lido-liquido) y (b) hexéanico-b (obtenido de la extraccion liquido-liquido) de semillas
de A. purpurea.

(a)

,,ﬂ_ u JJLJWLM k

T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm

(b)

LJM : JM L

T
5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm
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Apéndice L. Espectro de RMN 'H a 400 MHz en CDCl; de la fraccion de hexano de la columna del
extracto hexdnico-a de semillas de 4. purpurea.

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
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Apéndice M. Espectros ATR-FT-IR del (a) extracto hexanico-a (obtenido de la extraccion sélido-
liquido) y (b) hexéanico-b (obtenido de la extraccion liquido-liquido).
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