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Il. RESUMEN

La familia Solanaceae se encuentra entre las mas grandes de las angiospermas.
Consiste a nivel mundial de alrededor de 96 géneros y 2,300 especies. En México
la familia encuentra un sitio importante de diversificacion, siendo especialmente rico
en especies y endemismos en los géneros Cestrum, Lycianthes, Physalis y
Solanum. Cestrum roseum perteneciente a esta familia, no contaba con un estudio
fitoquimico previo, por este motivo se realizé el estudio de los extractos obtenidos
de la raiz, tallo, hoja y flor, con disolventes en orden ascendente de polaridad

(hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol).

De los extractos no polares de raiz, tallo, hojas y flor, se pudieron identificar cadenas
hidrocarbonadas tales como el heptacosano (1), el acido hexadecanoico (2) y el
acido 9,12-octadecadienoico (3). Del extracto con diclorometano de la raiz se aisl6
al triterpeno B-sitosterol (4) y se preparé su derivado acetilado correspondiente (5);
de la acetilacion del extracto metandlico de la raiz se aislo la glucosa pentacetilada
(6) y del extracto de tallo obtenido con diclorometano se logré aislar al triterpeno
conocido como lupeol (7). Siendo los compuestos grasos los metabolitos

mayoritarios en la especie.
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.  ABSTRACT

Solanaceae family is among the largest of the angiosperms. It consists of 96 genera
and 2,300 species around the world. In Mexico, this family is important into
diversification, especially rich in species of Cestrum, Lycianthes, Physalis and
Solanum. Cestrum roseum belong to Solanaceae family and in order to know the
majority secondary metabolites a phytochemical study was carried out of extracts
from the roots, stems, leafs and flowers, with solvents as hexane, dichloromethane,

ethyl acetate and methanol.

Non-polar extracts of roots, stems, leafs and flowers, gave hydrocarbon compounds
such as heptacosane (1), hexadecanoic acid (2) and 9,12-octadecadienoic acid (3).
The dichloromethane extract from root gave the triterpene B-sitosterol (4) and their
acetyl derivative was prepared with pyridine an acetic anhydride; the glucose
pentaacetate (6) was isolated from the acetylation of the methanol raw extract, finally
lupeol (7) was isolated from stems extract obtained with dichloromethane. In
conclusion, non-polar substances as fatty acids are the major components of the

organic extracts of Cestrum roseum.
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1. INTRODUCCION

Desde la prehistoria se conocen plantas cuyos extractos han sido usados en
pécimas o en curaciones y aun las plantas sin tratamiento se han empleado para
los mismos fines (Imagen 1). El conocimiento que la humanidad ha tenido, se ha
transmitido verbalmente en forma oral o a través de cédices y otros escritos, de

generacion en generacion.!?
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Imagen 1. Curandero prehispéanico.

Hipocrates conocia el uso de la manzanilla y de la cicuta, son de los primeros
registros escritos. Dioscorides (77 a.C.) escribi6 Materia Médica, una obra
considerada por 15 siglos la cumbre de la botanica y farmacia. En ella registr6 todas
las plantas y medicinas conocidas por los griegos e incluyé desde la simple
descripcion hasta su utilizacion. Plinio (37-79 d.C.) escribi6 un manual de 47
volimenes de Historia Natural en la cual se indicaban usos y caracteristicas
vegetales como la casia y el anis. El Libellus de medicinalibus indorum herbis, mas
conocido como Caodice de la Cruz-Badiano, fue escrito en 1552 por el médico
nahuatl Martin de la Cruz y traducido al latin por Juan Badiano, es una de las fuentes

mas antiguas de la medicina mesoamericana y el primer documento en donde se



representan plantas americanas, especificamente mexicanas. Este codigo esta

ordenado en funcién de las enfermedades o padecimientos.*

A las plantas le eran atribuidas propiedades curativas de acuerdo a la forma, su
color o el habitat. Por ejemplo las raices de Rauwolfia serpentina eran utilizadas

para combatir los efectos de las mordeduras de serpientes.!

En la actualidad se estima que un 80% de la poblacion de los paises en desarrollo
se basa en la medicina tradicional, por tradicion, cultura o por que no existen otras
opciones; y que al menos 35 000 especies vegetales presentan potencial para uso
medicinal.! En México existe una extensa variedad de tratamientos que forman
parte de la herbolaria tradicional mexicana. Soportada por aproximadamente 4 500
especies, ésta ocupa el segundo lugar a nivel mundial en el nimero de plantas

medicinales registradas.®

Sin embargo, a medida que aumenta el uso de las medicinas tradicionales o
alternativas, también aumenta el nimero de informes sobre reacciones adversas.?
Esto nos indica la importancia del estudio quimico para conocer las estructuras de

los compuestos presentes en los vegetales.*

En el campo de productos naturales, ademas de la informacion anterior cubre,
aspectos adicionales como actividad biolégica, extracciones y purificaciones, datos

espectroscopicos, sintesis y biosintesis.!



2. ANTECEDENTES

Un producto natural es todo compuesto de origen organico o inorganico, que se
encuentre en la naturaleza y que pueda ser procesado por el hombre. Se considera
productos naturales a aquellos que provienen principalmente de plantas, hongos,

bacterias y organismos marinos.®

El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo constituye el
metabolismo. La mayor parte del carbono, del nitrégeno y de la energia termina en
moléculas comunes a todas las células, necesarias para su funcionamiento y el de
los organismos. Algunas moléculas son de suma importancia como lo son los
aminoécidos, nucledtidos, azucares y lipidos, todos ellos denominados metabolitos
primarios, los cuales estan presentes en todas las plantas y desempefiando

practicamente las mismas funciones.®’

Aminoéacidos

Son metabolitos indispensables en la formacion de las proteinas estructurales y
enzimaticas. Originan gran variedad de metabolitos secundarios como aminas,

alcaloides, glusinolatos y derivados polifendlicos.’

Nucleétidos

Los acidos nucleicos son la reserva de informacion de las células. Como
biopolimeros de cadena larga, estan compuestos por unidades de nucledtidos cuya
estructura lineal contiene toda la informacion completa sobre el plan de constitucion,
el desarrollo y el funcionamiento de la planta. Esta informacién de la herencia se
encuentra en los organismos pluricelulares mayoritariamente en el nucleo de la

célula, de ahi se deriva la denominacion de &cidos nucleicos. Los dos tipos de



acidos nucleicos son el RNA (acido ribonucleico) y el DNA (&cido
desoxorribonucleico). En la célula, el DNA constituye la memoria hereditaria,
mientras que el RNA, es en general una “copia de trabajo” del DNA; significa una

transcripcion de la parte importante de la informacion del DNA.8°

AzUcares

Cerca de las tres cuartas partes de los constituyentes de las plantas estan formados
por glusidos. Son precursores forzosos de todos los demas metabolitos: formados
inicialmente durante la fotosintesis a partir del didéxido de carbono y agua, son la
base de todos los compuestos organicos del mundo vivo.”10

La presencia de azUcares puede favorecer fermentaciones, especialmente en los

frutos. De igual modo, puede producir caramelizaciones en extractos.’

Lipidos

Son sustancias de reserva de energia y estan implicados en la respiracion. En
algunos 6rganos se acumulan en mayor proporcion, por ejemplo en semillas y
frutos. Tiene gran importancia a nivel alimentario, en dermofarmaciay en la industria
farmacéutica, por que entran a formar parte de excipientes.>11.12

Los acidos grasos mas frecuentes en la naturaleza son: los acidos palmitico, oleico,
linoleico y estearico. Los acidos grasos con <14 o >20 atomos de carbono son poco
comunes.'t'2 En la Tabla 2.1 se muestran algunos acidos grasos saturados e

insaturados.

Pero a diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad
significativa del carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia
variedad de moléculas organicas que no parecen tener una funcion directa en
procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de

solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, y que se denominan



metabolitos secundarios (también denominados productos secundarios, productos

naturales).® 13 Como se observa en el esquema 2.1.

Tabla 2.1. Acidos grasos biol6gicos comunes.

Nombre

Simbolo* )
comun

Acidos grasos saturados

12:0 Acido laurico
14:0 Acido
miristico
16:0 Acido
Qalmltlco
18:0 Aciao
estearico
20:0 ACIdO, _
araquidico
_ Acido
20 lgehénico
240 Amdo B
lignocérico

Acidos grasos insaturados

16:1n-7 ~ heido
palmitoleico
18:1n-9 Acido oleico
] Acido
18:2n-6 linoleico
18:3n-3  Acidoa-
linolénico
_ Acido y-
18:3n-6 linolénico
20:4n-6  ACido

20:5n-3 EPA

20:6n-3 DHA
24:1n-9 Acido
nervonico

araquidonico

Nombre
sistematico

Acido dodecanoico
Acido
tetradecanoico
Acido
hexadecanoico

Acido octadecanoico
Acido eicosanoico
Acido docosanoico

Acido tetracosanoico

Acido 9-
hexadecenoico
Acido 9-
octadecenoico
Acido 9,12-
octadecadienoico
Acido 9,12,15-
octadecatrienoico
Acido 6,9,12-
octadecatrienoico
Acido 5,8,11,14-
eicosatetraenoico
Acido 5,8,11,14,17-
eicosapentaenoico
Acido
4,7,10,13,16,19-
docosohexenoico
Acido 15-
tetracosenoico

Estructura

CH3(CH2)10COOH

CH3(CH2)12COOH
CH3(CH2)1aCOOH
CHa(CH2)16COOH
CH3(CH2)1sCOOH
CH3(CH2)20COOH

CHz3(CH2)22COOH

CH3(CH2)sCH=CH(CH2)7COOH
CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH
CH3(CH2)a(CH=CHCH2)2(CH2)sCOOH
CH3CH2(CH=CHCH>)3(CH2)sCOOH
CH3(CH2)a(CH=CHCH2)3(CH2)3COOH
CH3(CH2)a(CH=CHCH2)4(CH2)>COOH

CH3sCH2(CH=CHCH)s5(CH2)2COOH

CH3sCH2(CH=CHCH3)sCH>COOH

CH3(CH2)7(CH=CH(CH2)13COOH

*Numero de atomos de carbono: nimero de dobles enlaces. Para acidos grasos insaturados, la
cantidad “n-x” indica la posicion del ultimo doble enlace en el acido graso, donde n es su nimero
de &tomos de C, y x es la posicion del tltimo a&tomo de C unido por un doble enlace contando

desde el extremo terminal (w).
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Esquema 2.1. Elementos basicos del metabolismo primario y en relacién con el
metabolismo secundario de plantas.

Los metabolitos secundarios ademas de no presentar una funcién definida en los

procesos mencionados, difieren también de los metabolitos primarios en que ciertos

grupos presentan una distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, no todos

los metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se

sintetizan en pequefias cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo

su produccion restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o

incluso a algunas especies.®




Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones ecolégicas
especificas como atrayentes o repelentes de animales. Muchos son pigmentos que
proporcionan color a flores y frutos, jugando un papel esencial en la reproduccion
atrayendo a insectos polinizadores, o atrayendo a animales que van a utilizar los
frutos como fuente de alimento, contribuyendo de esta forma a la dispersion de
semillas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente

a diferentes patégenos, actuando como pesticidas naturales.®14

Las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del

metabolismo primario del carbono. Se agrupan en cuatro clases principales:

« Terpenos.

% Compuestos fendlicos.

>

% Glucosidos.

L)

X/
°

Alcaloides.

Terpenos

Los terpenos constituyen el grupo mas numeroso de metabolismos secundarios. La
ruta biosintética de estos compuestos da lugar a metabolitos secundarios que

derivan de la unién de unidades de isopreno.®

CH; CH,
\C—C
//
CH, H

Figura 2.1. Estructura quimica del isopreno.



Los terpenos se clasifican en monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
sesterterpenos, triterpenos, tetraterpenos y politerpenos, que contienen dos, tres,
cuatro, cinco, seis, ocho o mas unidades de isopreno respectivamente.’ Ejemplos
de compuestos terpenoides son el mentol (monoterpeno), la rasteviona
(sesquiterpeno), el crotonadiol (diterpeno), el B-sitosterol (triterpeno) y el B-caroteno

(tetraterpeno), Figura 2.2.

OH

Mentol Rasteviona

I///, 1y

OH HO

Z
Z
',
7

Crotonadiol B-Sitosterol

B-Caroteno

Figura 2.2. Ejemplos de los compuestos terpenoides.



Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un grupo muy diverso que comprende desde

moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los

taninos y la lignina. En el grupo también se encuentran pigmentos flavonoides, los

cuales estan implicados en las interacciones planta-herbivoro.®

Existen dos rutas basicas implicadas en la biosintesis de compuestos fendlicos:

e Larutadel acido shikimico, es la via mas frecuente donde se obtienen: acidos

benzoicos, acetofenonas, lignanos y ligninas, cumarinas, etc.”10

e La ruta de la acetil-CoA, que producen compuestos policiclicos como:

cromonas, isocumarinas, orcinoles,

dépsidos, depsidonas, xantonas,

quinonas, etc.” En la Figura 2.3 se muestran algunos ejemplos.

HO CO,H

X
HO
OCH;

Acido sinapico
acido fenilpropanico

HO (0} OH
Glu OH
OH (o]
Mangiferina
xantona

HO \
HO (o] o
Esculetol
cumarina
OH (0] OH

H,CO

o

Fiscion
antraquinona

Figura 2.3. Ejemplos de los compuestos fendlicos.



Glicésidos

Los glicésidos son metabolitos vegetales de gran importancia. Su nombre hace
referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una molécula de azlcar se
condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo. Existen tres grupos glicésidos

de interés: saponinas, glicésidos cardiacos y glicésidos cianogénicos,® Figura 2.4.

HO

Estructura quimica de las saponinas (aglicona)

OH OH

H Z H
OH

Estructura de la digitoxina de Digitalis purpurea

CH,OH
H o N,
OH H N
CH,
OH H
H on H ) °—‘|3—"'
OH H C=N
OH H
H OH

Estructura quimica de la amigdalina

Figura 2.4. Ejemplos de los compuestos glicésidos.
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Alcaloides

Los alcaloides son una gran familia de mas de 15 000 metabolitos; se describen
como compuestos heterociclicos que generalmente se sintetizan a partir de
aminoacidos, tales como triptéfano, tirosina, fenilalanina, lisina, arginina y ornitina,
solo o combinados con terpenoides. También se pueden derivar de purina y acetato
de policétidos.®16

Se pueden dividir seguin su esqueleto (Figura 2.5) en quinolénicos, isoquinolénicos,

indélicos, tropanicos, quinolizidinicos, piperidinicos, purinicos, pirrolizidinicos.®

H
X X N
N
Quinolina Isoquinolina Indol
N

N N

H
Tropano Quinolizidina Piperidina

NZ \
KN | N\> N

Purina Pirrolizidina

Figura 2.5. Clasificacion de los alcaloides segun su esqueleto.
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2.1 Familia Solanaceae

Las caracteristicas principales de la familia Solanaceae son la de ser plantas
generalmente herbaceas, anuales o perennes. Son plantas lefiosas o herbaceas,
erectas o trepadoras; hojas generalmente alternas, raramente pseudoopuestas o
verticiladas, simples o compuestas; flores solitarias a numerosas, dispuestas en
cimas o racimos, por lo comun hermafroditas y actinomorfas; caliz gamosépalo,
generalmente persistente, en ocasiones acrescente en el fruto; corola rotacea a
tubular; estambres 5, fruto en forma de baya o capsula, dehiscente o indehiscente;

semillas generalmente numerosas, pequefias.6’

La familia Solanaceae se encuentra entre las mas grandes de las angiospermas.
Consiste a nivel mundial de alrededor de 96 géneros y 2,300 especies, tiene una
distribucion cosmopolita, existiendo un mayor numero de especies en los climas

calidos y calido-templados.617

Imagen 2.1.1. Distribucién geografica de la Familia Solanaceae.
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En México la familia encuentra un sitio importante de diversificacion, siendo
especialmente rico en especies y endemismos en los géneros Solanum, Physalis,
Lycianthes y Cestrum, asi como géneros restringidos como Nectouxia, Datura,

Tzeltalia o Plowmania.l8

Las especies de esta familia poseen gran interés econémico en diversos renglones
a nivel mundial. Muchas especies son de enorme importancia econémica, como la
“‘papa” (Solanum tuberosum), los “chiles” (Capsicum spp.), el “jitomate” (Solanum
lycopersicon), el “tomate verde” (Physalis philadelphica) y el “tabaco” (Nicotiana
tabacum). Ademas las solanaceas tienen fama de ser una de las familias mas ricas
en especies que biosintetizan moléculas téxicas por ejemplo, las especies
“belladona” (Atropa belladona), “estramonio” (Datura stramonium), “belefio negro”
(Hyoscyamus niger) y “mandragora” (Mandragora officinarum). También son muy
importantes las plantas ornamentales como la “petunia” (Petunia spp.), “huele de

noche” (Cestrum nocturnum L.) y “copa de oro” (Solandra spp.).16:18

Imagen 2.1.2. Miembros de la familia Solanaceae A) Papa (Solanum tuberosum).
B) Chiles (Capsicum spp.). C) Tabaco (Nicotiana tabacum). D) Belladona (Atropa
belladona). E) Estramonio (Datura stramonium). F) Mandragora (Mandragora

officinarum). G) Petunia (Petunia spp.). H) Huele de noche (Cestrum nocturnum L.).

13



2.2 Género Cestrum

Cestrum es un género de origen americano, con algunos taxones naturalizados en

otros continentes. Su nimero de especies aun no ha sido bien definido, pero se

considera que debe estar entre 150 y 175. Son arbustos de 1 hasta 4 m de altura,

mayormente siempre verdes, crecen con frecuencia en el bosque de pino y

encino.19:2021

En México el género se encuentra distribuido en el sur del pais abundando en

especies principalmente en los estados de Michoacan, Oaxaca, Chiapas y

Veracruz,'® como se muestra en la imagen 2.2.1.

115"
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Imagen 2.2.1. Distribucion de especies de Cestrum.
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http://en.wikipedia.org/wiki/Arbusto
http://en.wikipedia.org/wiki/Siempreverde

2.3 Cestrum roseum

Arbusto hasta de 2 (5) m de alto; ramas jovenes de color gris-verdoso, o bien,
morado-pardo; hojas con peciolo de 0.6 a 2.2 cm de longitud, verde o morado; limbo
ovado-lanceolado u oblongo-lanceolado, de 7 a 13 cm de longitud y de 3 a 5.3 cm
de ancho, 4pice acuminado, base subredondeada, con 5 a 9 pares de nervaduras
laterales, haz verde fuerte, envés verde pélido; fasciculos formados por 4 a 8 (10)
flores, pedunculo de 0.5 a 4 cm de longitud, pubescentes; céliz de color verde, verde
con guinda o guinda, cilindrico u obconico, de 0.9 a 1.4 cm de longitud y de 4 a 4.5
mm de grosor, con dientes triangulares o lanceolados, de 4 a 7 mm de longitud y de
1 a 1.5 mm de ancho; corola de color rojo vino (guinda o morado oscuro), de (1.8)
2 a 2.8 cm de longitud; anteras glandulosas, de 1 a 1.5 mm de longitud; ovario
globoso, sobre un disco glanduloso, conteniendo de 12 a 20 évulos, estilo de 1.8 a
2 cm de longitud, un poco mas largo que los estambres; baya morada o negra,
globosa u ovalada, de 0.6 a 2 cm de longitud y hasta de 0.7 cm de grosor; semillas
maduras 4 a 6, oblongas, angulosas, de 3 a 4 mm de longitud y ca. 2 mm de ancho;

C. roseum es conocida de forma comin como “Hediondilla”.1’

Imagen 2.3.1. Cestrum roseum.
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2.4 Estudios quimicos reportados del género Cestrum

Debido a la fragancia de las flores de este género se han empleado histéricamente
como plantas ornamentales en diferentes partes del mundo. En las Gltimas décadas
se iniciaron exploraciones para la identificacion de los metabolitos secundarios de
Cestrum parqui y otras especies del género, debido a las frecuentes intoxicaciones

bovinas producidas en el Cono Sur de América.?*

2.4.1 Cestrum parqui

Tasnim y colaboradores, aislaron e identificaron dos glucésidos derivados del
kaureno: pararquina y carboxiparquina, los cuales difieren entre si sélo por un
carboxilo en C4. Se cree que el primer compuesto es el responsable del
envenenamiento masivo de herbivoros y el segundo glucoésido es un compuesto no
toxico.?22% Mientras que D’Abrosca y colaboradores aislaron el glucésido spirostanol

responsable de la fitotoxicidad en la Lactuca sativa L.,%* Figura 2.4.1.

OH OH
o
o
() ] OH
& OH -
0o
HO,
HO
o

COH

Pararquina R=H
Carboxiparquina R= CO,H

Figura 2.4.1. Estructura de paraquina, carboxiparquina y del spirostanol, éste ultimo

obtenido por hidrdlisis acida.
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Antonio Fiorentivo y colaboradores reportaron de las hojas la estructura de 14
nuevos acidos grasos polihidroxilados (oxilipinas) (Figura 2.4.2), los cuales tuvieron

efectos sobre la germinacién y el crecimiento de Lactuca sativa L.%°

HO, HO
HO e = HO e v —
OH OH

1R= OH 2R=0OH
3 R= COOH 4 R= COOH
5 R= COOMe 6 R= COOMe
HO HO,
) m
HO e HO e .
OH OH
7 R= COOH 8 R=COOH
9 R= COOMe 10 R= COOMe
Ho CooMm
R e HOOMe
HO ~
OH OH
OH
11 R=OH 13 14
12 R= COOH

Figura 2.4.2. Estructuras de oxipilinas de Cestrum parqui.

2.4.2 Cestrum nocturnum L.

Cestrum nocturnum L. es llamado comunmente: dama de noche, jazmin de noche,
galan de noche, huele de noche, cestro o zorrillo. Cuartas y colaboradores,
encontraron e identificaron dos saponinas: gitogenina y digitogenina (Figura 2.4.3)

mayoritariamente.?% 27

HCy, /o)
CH;

CH;,

CH;,

Digitogenina

A

HO

Gitogenina

Figura 2.4.3. Estructuras de la gitogenina y digitogenina.
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También contiene una concentracidon de alcaloides basicamente de nicotina,
atropina, hiosciamina y escopolamina.?’
N/\

CH;
H\E>
X \\\\\““ N\
CH; 0. OH
NZ
o
Nicotina Atropina
H;C—N H;C—N
O, o\ /OH
o) o A
le} o
Hiosciamina Escopolamina

Figura 2.4.4. Estructuras de los alcaloides encontrados en C. nocturnum L.

2.4.3 Cestum laurifolium L Herit

De las hojas de Cestrum laurifolium L"Herit, Ferrer y colaboradores aislaron una
sapogenina que puede aparecer en forma de aglicona o de &cido libre, denominada
acido ursolico (Figura 2.4.5), el cual se emplea como agente emulsificante en
preparacién de farmacéuticos, cosméticos y alimentos. Se ha demostrado que

posee una actividad carcinogénica, antiinflamatoria, antimicrobiana, antiviral y

puede ser utilizada sistématicamente en aplicacién topica.?®

[T

HO

Figura 2.4.5. Estructura del acido ursoélico.
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2.4.4 Cestrum diurnum L.

Mohamed y colaboradores, aislaron del extracto metandlico de Cestrum diurnum

L. un nuevo glucésido 9-norlignano (cestrumoside).?®

HO

HO OH

av,

OH
Glc-O

OH

Figura 2.4.6. Estructura de cestrumoside.

Por otro lado Bhattacharje y colaboradores, trabajando con las hojas de Cestrum
diurnum L., detectaron 14 componentes del aceite esencial, los mas abundantes
fueron el &cido palmitico (27.67%), acido estearico (4.62%) y acido oleico (3.06%).
Este aceite esencial se evalud contra cepas patdgenas de bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) y Gram negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa). El resultado que se obtuvo fue que C. diurnum L. es un

agente antibacteriano fuerte contra P. aeruginosa y S. aureus.3°
2.4.5 Cestrum buxifolium Kunth
Ciangherotti y colaboradores, aislaron e identificaron de C. buxifolium Kunth dos

compuestos de naturaleza triterpénica pentaciclica. De las hojas el producto aislado

corresponde al &cido epi-ursélico y de los tallos el producto aislado es la friedelina.3!
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S

HoY

Acido epi-ursélico Friedelina

Figura 2.4.7. Estructuras del &cido epi-ursolico y Friedelina.

Como se puede observar, no hay un estudio quimico de los compuestos presentes
en Cestrum roseum; y dada la importancia de ampliar los estudios quimicos de este
género se llevé a cabo la busqueda de los metabolitos secundarios mayoritarios de
Cestrum roseum para contribuir con datos que enriguezcan la quimiotaxonomia de

este género y en particular de la especie.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio quimico preliminar de los metabolitos secundarios mayoritarios

de Cestrum roseum.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

% Obtener los extractos de hexano, cloruro de metileno, acetato de etilo y
metanol de Cestrum roseum (raiz, tallo, hoja y flor).
¢ Aislar y purificar por cromatografia los extractos obtenidos.

% Caracterizar mediante métodos espectroscopicos los compuestos aislados.

21



4. RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez identificada la planta como Cestrum roseum, raiz y tallos fueron sometidos
a reflujo; mientras que hoja y flor se llevaron a maceracion, en ambos casos se
utilizaron solventes en orden ascendente de polaridad (Hexano, diclorometano,
acetato de etilo y metanol), tres veces con cada disolvente, después se filtré y
llevandolos a sequedad en rotavapor. Posteriormente el extracto fue resuspendido
en metanol para eliminar grasas (Imagen 4.1). Los rendimientos de los extractos se

describen en la Tabla 4.1.

Imagen 4.1. Proceso para la obtencion de los extractos de las diferentes partes de
Cestrum roseum. a) Secado de los especimenes vegetales, b) Reflujo y

maceracion, c) Filtrado y d) Evaporacién del disolvente.
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Tabla 4.1. Rendimientos de los extractos obtenidos de Cestrum roseum.

Solvente Raiz Tallo Hoja Flor
(600 9) (600 9) (255 9) (200 9)
I 0.8454 g 1.4295¢ 7.2015 ¢ 7.2257 ¢
Hexano I 0.3216 g 0.5396 g 1.1619 g 1.1917 g
Il 0.2305¢g 0.2551 g 0.7641 g 0.7085 g
I 0.6064 g 0.6008 g 2.9793 ¢ 2.6250 g
CHzCl2 Il 0.1337 g 0.5385 ¢ 1.6251 g 144779
Il 0.0624g 0.1797 g 0.6877 g 0.8678 g
| 0.6203 g 1.0661 g 1.7459 g 1.4894 g
AcOEt I 0.4374 g 0.9223 g 0.5296 g 0.3797 g
I 0.3739g 0.7277 g 0.2726 g 0.1606 g
| 24.7547 g 20.1383 g 45163 g 17.803 g
MeOH Il 10.9421 ¢g 11.2948 g 4.0185¢g 8.4084 g
Il 8.0095¢g 5.2337 g 3.8447 g 5.3669 g

De los extractos no polares (hexano y diclorometano) obtenidos de la raiz, tallo, hoja
y flor; se tomaron pequefias muestras para su analisis por RMN de H, donde se
observé un conjunto de sefiales en la region de campo alto caracteristicas de
cadenas hidrocarbonadas de &cidos grasos, para lo cual se enviaron estas muestras
a cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas para su

identificacion.

Los componentes de los extractos se identificaron por comparacion de sus patrones
de fragmentacion con la base de datos NIST 2002. Los compuestos
hidrocarbonados en mayor abundancia son el heptacosano (1), el acido palmitico
(2) y el acido linoleico (3). El tiempo de retencién (min) y calidad se muestran en la
Tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Abundancia de compuestos representativos de los extractos no polares

mediante GC-MS de las partes de Cestrum roseum.

Nombre TR (min) Calidad® Raiz Tallo Hoja Flor
Heptacosano 25.1 91 <>
Acido 16.1 08 @ @ < X2
palmitico
Acido 18.9 08 @ @ < X2
linoléico

$ Calidad de comparacion con la base de datos NIST 2002.

VA N N Ve Ve VNV VA Vi N N VN

1

OY\/\/\/\/\/\/\/

OH
2

o}
Y\/\/\/\/\/\/\/\/
OH
3
Figura 4.1. Estructuras de los compuestos identificados GC-MS de Cestrum
roseum: heptacosano (1), el acido palmitico (2) y el acido linoleico (3).

Primero se analizé la raiz (600 g) que fue sometido a reflujo por 5 h con
diclorometano, a partir de este peso inicial, fue posible obtener 0.8025 g de extracto
total, lo que corresponde a un 0.13% de rendimiento respecto del peso total inicial
de la raiz, fue analizado por RMN de 'H (Figura 4.2), para observar la naturaleza y
abundancia de los componentes donde se observo un conjunto de sefales en la

region de los aromaticos y en la region de los hidrégenos bases de alcohol.
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338 mg del extracto de raiz obtenido con diclorometano fue sometido a una
separacion mediante cromatografia en columna usando como disolventes mezclas
de hexano-acetato de etilo en orden ascendente de polaridad. De las fracciones
eluidas con una polaridad 9:1 hexano/acetato de etilo, se obtuvieron 4.9 mg (1.4%)

del compuesto identificado como (3-sitosterol (4).

En su espectro de RMN de *H (Figura 4.3) el compuesto 4 mostré en 5.36 ppm una
sefial doble con J = 5.1 Hz que se asigno al proton vinilico H-5; en 3.52 ppm se
observé una sefial multiple correspondiente al metileno base de alcohol H-3;
finalmente en 1.00, 0.92, 0.84, 0.82, 0.80, 0.67 ppm se observaron las sefales
simples de los metilos CHs-29, CHs-19, CHs-24, CHs3-26, CHs3-27 y CHz-28

respectivamente.

En el espectro de RMN de 3C (Figura 4.4) fueron observadas 29 sefiales lo que
confirmo que se trataba de un triterpeno; se observo en 140.8 ppm la presencia de
una sefal tipica del carbono vinilico cuaternario C-5; en 121.7 ppm se encuentra el
carbono vinilico C-6; en 71.8 ppm se encuentra el carbono base de alcohol C-3;
entre 56.8-11.8 ppm se puede apreciar el resto de las sefales correspondientes al
esqueleto del triterpeno, las cuales concuerdan con las reportadas en la

literatura.32:33
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Del B-sitosterol se prepard su derivado acetilado 5, en condiciones de anhidrido
acético/piridina por 8 h en bafio de vapor (Imagen 4.2), obteniendo 5.1 mg del crudo

de reaccion, el cual fue sometido a columna de cromatografia.

Imagen 4.2. Acetilacion del 3-sitosterol.

En la polaridad 98:2 hexano/diclorometano se obtuvo 3.9 mg (76%) de su acetato
correspondiente, el cual se analizé mediante RMN de H (Figura 4.5), el cual mostré
alrededor de 2.00 ppm la sefal tipica del metilo de acetilo, de igual manera se
observo el desplazamiento de la sefial que originalmente se encontraba en 3.52
ppm como base de alcohol hacia 4.60 ppm que corresponde al desplazamiento del
protén base de éster, corroborando la presencia del grupo hidroxilo. Las demas

sefales no mostraron cambios significativos con respecto al B-sitosterol.
En el espectro de RMN de '3C (Figura 4.6) se encuentra en 177.4 ppm la sefial

perteneciente al carbonilo de acetato y en 21.4 ppm la sefal perteneciente al metilo

de acetato.
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De la raiz se estudié el extracto metandlico del cual se obtuvieron 43.7063 g, que
corresponde a un 7.28% de rendimiento respecto del peso inicial de la raiz. El
extracto, fue analizado por RMN de *H, (Figura 4.7) donde se observé un conjunto
de sefales en la regidon de los hidrogenos base de alcohol, o que nos indicé que la

mezcla de compuestos contiene derivados polihidroxilados.

Asi que se optd por acetilar al extracto crudo metandlico (488.0 mg) en condiciones
de anhidrido acético/piridina por 24 h a 4°C, para tener compuestos menos polares
y facilitar la purificacion. Una vez extraida la reaccion, el crudo de la reaccion se
analiz6 mediante RMN de *H (Figura 4.8), el cual mostré alrededor de 2.00 ppm un
conjunto de sefales simples tipicas de metilos de acetatos. De igual manera se
observoé el desplazamiento de las sefiales que originalmente se encontraban en la
region de 4.00-3.00 ppm, como bases de alcohol hacia 5.00-4.00 ppm que
corresponde al desplazamiento de protones de ésteres, corroborando la presencia

de grupos hidroxilos.
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Posteriormente, 520.4 mg del mismo fueron sometidos a una separaciéon mediante
cromatografia en columna usando como disolventes mezclas de hexano-acetona
en orden ascendente de polaridad. De las fracciones eluidas con una polaridad 8:2
hexano/acetona, se obtuvieron 62 mg (12%) del compuesto caracterizado como el

pentaacetato de 3-D-(+)-Glucosa (6).

En la figura 4.9 se muestra el espectro de RMN de 'H del compuesto 6, donde en
5.71 ppm se observa una sefial doble con J = 8.3 Hz correspondiente al H-1, en
5.25 ppm se encuentra una sefial triple con J = 9.4 Hz que pertenece al H-3; en 5.13
ppm se observa una sefial triple de dobles (J = 9.6, 4.3 Hz) que tiene un
acoplamiento con los protones correspondientes para H-2y H-4; en 4.30y 4.11 ppm
se encuentran dos sefiales mdultiples para el metileno CH2-6; en 3.80 ppm se
observa una sefial multiple correspondiente para H-5 y alrededor de 2.00 ppm se

encuentran 5 sefiales simples de metilos de acetato.

En el espectro de 3C (Figura 4.10), se observaron entre 170.5 y 168.9 ppm 5
sefales pertenecientes a los carbonilos de acetato; en 91.6 ppm se aprecia la sefial
de carbono terciario C-1; en 72.8, 72.7, 70.2, 67.7 ppm se observaron cuatro
seflales de carbono terciario correspondientes al C-5, C-3, C-2 y C-4
respectivamente; en 61.4 ppm encontramos el carbono secundario C-6 y entre 20.8
y 20.5 ppm tres sefiales asignadas a los metilos de acetilo. La asignacion concuerda

con la reportada en la literatura.3
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Adicionalmente, se llevd a cabo el estudio de los tallos (600 g) los cuales fueron
sometidos a reflujo por 5 h con diclorometano. A partir de este peso inicial, fue
posible obtener 1.3190 g de extracto total, lo que corresponde a un 0.22% de
rendimiento respecto del peso total inicial de tallos, este fue analizado por RMN de
'H (Figura 4.11), donde se observaron sefiales en la region de los hidrégenos bases
de alcohol y en la region de los dobles enlaces.

Posteriormente, un lote de 546.8 mg del mismo fueron sometidos a una separacion
mediante cromatografia en columna usando como disolventes mezclas de hexano-
diclorometano en orden ascendente de polaridad. De las fracciones eluidas con una
polaridad 7:3 hexano/diclorometano, se obtuvieron 9.4 mg (1.7%) del compuesto

conocido como lupeol (7).

En la Figura 4.12 se aprecia el espectro de RMN de 'H del compuesto 7, mostrando
una sefal doble en 4.69 ppm con una J = 2.3 Hz correspondiente al H-29a; en 4.56
ppm una sefal doble de dobles con una J =2.3y 1.3 Hz que corresponde al H-29b;
en 3.19 ppm se encontré una sefial maltiple correspondiente al metileno base de
alcohol H-3; en 2.38 ppm aparece una sefal triple de dobles con J=11.0y 5.8 Hz
perteneciente al hidrogeno de metino H-19; finalmente en 1.68, 1.03, 0.96, 0.94,
0.82, 0.78 y 0.75 ppm se observaron las sefiales simples de los metilos CH3z-30,
CHs-26, CH3-23, CH3-27, CHs-25, CH3-28 y CHs-24 respectivamente.

En la Figura 4.13 se muestra el espectro de RMN de 3C de 7, el cual mostré 30
seflales de carbono caracteristicas del sistema; de las cuales la sefal que se
encuentra en 150.9 ppm corresponde al carbono vinilico cuaternario C-20; en 109.3
ppm se localiz6 el metileno vinilico C-19; en 79.0 ppm se observo el carbono base
de alcohol C-3; entre 55.3 y 15.4 ppm se pudieron apreciar el resto de las sefiales
del sistema. La asignacion de este compuesto (7) se llevé a cabo con la ayuda de

los datos descritos en la literatura.3°:36
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5. CONCLUSIONES

Se realiz6 la busqueda de los metabolitos secundarios mayoritarios de Cestrum
roseum, para lo cual se obtuvieron extractos de raiz, tallo, hojas y flor con
disolventes organicos en orden ascendente de polaridad (hexano, diclorometano,

acetato de etilo y metanol).

De los extractos no polares (hexano y diclorometano) de raiz, tallo, hojas y flor, de
C. roseum se pudieron identificar como componentes mayoritarios cadenas
hidrocarbonadas correspondientes al heptacosano (1), el &cido hexadacanoico (2)
y el acido 9,12-octadecadienoico (3). Este ultimo es un &cido graso esencial en la

dieta.

N N S N S 1 Y a2 g N

°Y\/\/\/\/\/\/\/

OH

2
OY\/\/\/\/\/\/\/\/
OH
3

Del extracto con diclorometano de la raiz de C. roseum se aislo el B-sitosterol (4) y
se preparo su derivado acetilado correspondiente (5), para verificar la presencia del

grupo hidroxilo.
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4R=H
5 R=OAc

De la acetilacion del extracto metandlico de la raiz de C. roseum permitio obtener la
B-D-(+)-Glucosa pentaacetilada (6). La cual podria ser utilizada como un agente

insulinotrépico segun estudios previos.3’

AcO

N

OAc

OAc

OAc
OAc

Del extracto con diclorometano de tallo de C. roseum, se logré aislar al triterpeno

pentaciclico lupeol (7). El cual es considerado un compuesto antinflamatorio segin

estudios reportados.38

2,
2,
“,

HO
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Dada la relevante actividad bioldgica de los triterpenos B-sitosterol (4) y lupeol (7),
su hallazgo en C. roseum resulta importante y evidente la bondad que ofrece esta
especie en su empleo para el tratamiento de algunas enfermedades. Por ejemplo,
podria ayudar en procesos inflamatorios, enfemedades causadas por bacterias y en

el tratamiento del cancer.
Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen al conocimiento de los

metabolitos mayoritarios presentes en Cestrum roseum ya que esta planta no habia

sido estudiada.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

Generalidades

Para las separaciones cromatograficas en columna abierta se utiliz6 como fase
estacionaria gel de silice de 230-400 mallas y como fase modvil mezclas de
disolventes organicos en orden ascendente de polaridad. La fracciones eluidas se
monitorearon por cromatografia en placa fina, observandose en luz UV y reveladas

con sulfato cérico amoniacal.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de H y 3C fueron medidos en un
equipo Varian Mercury Plus-400 a 400 MHz y 100 MHz respectivamente, utilizando
cloroformo deuterado (CDCls) como disolvente, y como referencia interna
tetrametilsilano (TMS). Los espectros de masa fueron medidos en un equipo de
Hewlett-Packard MS-5989B.

Material vegetal

Cestrum roseum fue colectada en el dia 08 de Mayo de 2013 en el km 197 de la
carretera México-Morelia, via Mil Cumbres (19°40.932" N — 100°50.375" W). La
planta fue identificada por el Dr. J. Rzedowski, conservando un ejemplar en el
Herbario del Instituto de Ecologia en Péatzcuaro A.C. La planta se separ6 en sus
distintas partes: raices, tallos, hojas y flores, las cuales se secaron a la sombra y se

obtuvieron los extractos de hexano, cloruro de metileno, acetato de etilo y metanol.

Obtencion de extractos

Para obtener los extractos, las partes mas duras de la planta: raiz (600 g) y tallo

(600 g) fueron cortadas en pequefas astillas, estas se sometieron a reflujo por 5
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horas utilizando como disolventes hexano, diclorometano, acetato de etilo y

metanol; tres veces por cada disolvente.

Mientras que las partes blandas de planta: hojas (255 g) y flores (200 g), se
sometieron a maceracién a temperatura ambiente, utilizando como disolventes
hexano, cloruro de metileno, acetato de etilo y metanol por tres dias y tres veces

por disolvente respectivamente.

Obtencién del B-sitosterol (4)

338 mg del extracto de diclorometano de raiz fue sometido a purificacion
cromatografica usando como fase estacionaria gel de silice de 230-400 mallas y
como fase movil se utilizaron mezclas de hexano-acetato de etilo, en orden
ascendente de polaridad, la cromatografia se monitoreo por cromatografia en placa
fina, de las fracciones eluidas con una polaridad 9:1 hexano/acetato de etilo, se

obtuvieron 4.9 mg (1.4%) del compuesto caracterizado como [3-sitosterol (4).

Agujas incoloras.

RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) & ppm: 5.36 (1H, d, J = 5.4 Hz, H-6), 3.52 (1H, m, H-
3), 1.00 (3H, s, CH3-29), 0.92 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH3-19), 0.84 (3H, s, CHs-24), 0.82
(3H, d, J =2.0 Hz, CHs-26), 0.80 (3H, s, CH3-27), 0.67 (3H, s, CH3-28).
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RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & ppm: 140.8 (C, C-5), 121.7 (CH, C-6), 71.8 (CH,
C-3), 56.8 (CH, C-14), 56.1 (CH, C-17), 50.2 (CH, C-9), 45.9 (CH, C-22), 45.8 (C,
C-13), 42.3 (CHz, C-4), 39.8 (CH2, C-12), 37.5 (CH2, C-1), 36.6 (C, C-10), 36.4 (CH,
C-18), 34.0 (CHz, C-20), 32.0 (CH2, C-7), 32.0 (CH, C-8), 31.9 (CHz, C-2), 29.2 (CH,
C-25), 28.2 (CHz, C-16), 26.1 (CH2, C-15), 26.1 (CHz, C-21), 23.1 (CHz, C-23), 21.1
(CHz, C-11), 19.8 (CHs, C-26), 19.4 (CHs, C-27), 19.0 (CHs, C-19), 18.8 (CHs, C-
28), 12.0 (CHs, C-24), 11.8 (CHa, C-29).

Obtencién del acetato de B-sitosterol (5)

4.9 mg de B-sitosterol se disolvieron en 1 ml de piridina adicionandose 1 ml de
anhidrido acético, la mezcla se calenté en bafio de vapor por 8 h, trascurrido el
tiempo la mezcla de reaccion se vertié sobre hielo y se extrajo con acetato de etilo.
Se realizaron lavados con &cido clorhidrico al 10%, solucién saturada de
bicarbonato de sodio y agua, posteriormente se seco la muestra con sulfato de sodio
anhidro, se filtr6 y se concentré en rotavapor. Obteniendo 5.1 mg del crudo de
reaccion con un ligero color ambar. El producto de la reaccion se purifico en columna
cromatografica. De la fracciones eluidas con hexano/diclorometano 98:2, se obtuvo

3.9 mg (76%) de acetato de B-sitosterol.

4 N

o /

Agujas incoloras.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 5.38 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-6), 4.6 (1H, m, H-
3), 2.0 (3H, s, OAc), 1.0 (3H, s, CH3-29), 0.92 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH3-19), 0.84 (3H,
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s, CHs-24), 0.82 (3H, d, J = 2.0 Hz, CH3-26), 0.80 (3H, s, CH3-27), 0.67 (3H, S, CHa-
28).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) 8 ppm: 177.4 (C, OAc) 139.6 (C, C-5), 122.6 (CH,
C-6), 73.9 (CH, C-3), 56.6 (CH, C-14), 56.0 (CH, C-17), 50.0 (CH, C-9), 45.8 (CH,
C-22), 42.2 (C, C-13), 42.1 (CHz, C-4), 39.6 (CHz, C-12), 38.1 (CHz, C-1), 36.5 (C,
C-10), 36.1 (CH, C-18), 33.9 (CHz, C-20), 31.8 (CHz, C-7), 31.8 (CH, C-8), 29.7
(CHz, C-2), 29.1 (CH, C-25), 28.2 (CHz, C-16), 27.7 (CHz, C-15), 26.0 (CHz, C-21),
23.0 (CHz, C-23), 21.4 (CH3-OAc), 21.0 (CHz, C-11), 19.8 (CHs, C-26), 19.3 (CHa,
C-27), 19.0 (CHs, C-19), 18.7 (CHs, C-28), 12.2 (CHs, C-24), 11.9 (CHs, C-29).

Obtencién de la B-D-(+)-Glucosa pentaacetilada (6).

488.0 mg de extracto de crudo de raiz se disolvié en 3 ml de piridina y se agregaron
7 ml de anhidrido acético, la mezcla se dejé reaccionar a 4°C por 24 h, trascurrido
el tiempo la mezcla de reaccién se vertio sobre hielo y se extrajo con acetato de
etilo, se realizaron lavados con &cido clorhidrico al 10%, solucion saturada de
bicarbonato de sodio y agua, posteriormente se secé la muestra con sulfato de sodio
anhidro, se concentré en rotavapor, obteniendo 520.4 mg del crudo de reaccién de
color ambar. El crudo de reaccion se sometidé a purificacion, en una columna
cromatografica de las fracciones eluidas con una polaridad 8:2 hexano/acetona, se
obtuvieron 62 mg (12%) del compuesto caracterizado como el pentaacetato de -

D-(+)-Glucosa (6).
/Aco \

.
OAc
—0O0
OAc
OAc
OAc
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Agujas blancas.

RMN de 1H (400 MHz, CDClz) & ppm: 5.71 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-1), 5.25 (1H, 1, J =
9.4 Hz, H-3), 5.13 (2H, td, J = 9.4, 4.3 Hz, H-2 y H-4), 4.3 (1H, dd, J = 12.5, 4.5 Hz,
CH2-6), 4.11 (1H, dd, J = 12.5, 2.1 Hz, CH2-6), 3.83 (1H, m, H-5), 2.12 (3H, s, OAc),
2.09 (3H, s, OAc), 2.03 (6H, s, OAc), 2.01 (3H, s, OAcC).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & ppm: 170.5 (C, OAc), 170.0 (C, OAc), 169.3 (C,
OAc), 169.2 (C, OAc), 168.9 (C, OAc), 91.6 (CH, C-1), 72.7 (CH, C-5), 72.7 (CH, C-
3), 70.2 (CH, C-2), 67.7 (CH, C-4), 61.4 (CHz, C-6), 20.8 (CHs, OAc), 20.7 (CHs,
OAc), 20.5 (3-C, CHs, OAc).

Obtencién del Lupeol (7)

546.8 mg del extracto de diclorometano de tallo se someti6 a purificacion en
columna cromatografica, usando como gel de silice de 230-400 mallas como fase
estacionaria y como fase movil se utilizaron mezclas de hexano-diclorometano. En
las fracciones eluidas con una polaridad 7:3 hexano/diclorometano se obtuvieron

9.4 mg (1.7%) del compuesto conocido como lupeol (7).

4 VR
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Solido blanco.

RMN de 1H (400 MHz, CDCls) & ppm: 4.69 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-29a), 4.56 (1H,dd,
J = 2.3, 1.3 Hz, H-29b), 3.19 (1H, m, H-3), 2.38 (1H, td, J = 5.8, 11.02 Hz, H-19),
1.68 (3H, s, H-30), 1.03 (3H, s, H-26), 0.96 (3H, s, H-23), 0.94 (3H, s, H-27), 0.82
(3H, s, H-25), 0.78 (3H, s, H-28), 0.75 (3H, s, H-24).

RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) & ppm: 150.9 (C, C-20), 109.3 (CH2, C-29), 79.0 (CH,
C-3), 55.3 (CH, C-5), 50.4 (CH, C-9), 48.3 (CH, C-18), 48.0 (CH, C-19), 43.0 (C, C-
17), 42.8 (C, C-14), 40.8 (CH2, C-22), 40.0 (C, C-8), 38.8 (C, C-4), 38.7 (CH, C-13),
38.0 (CH2, C-1), 37.1 (C, C-10), 35.6 (CHz, C-16), 34.2 (CHz, C-7), 29.7 (CHz, C-
21), 28.1 (CHs, C-23), 28.0 (CHz, C-15), 27.4 (CHz, C-2), 25.1 (CHz, C-12), 20.9
(CHz, C-11), 19.3 (CHs, C-30), 18.3 (CHs, C-28), 18.0 (CH2, C-6), 16.1 (CHs, C-25),
15.9 (CHs, C-26), 15.3 (CHa, C-24), 14.5 (CHs, C-27).
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