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RESUMEN

Del estudio quimico de los extractos hexanicos y CH2Clz de las semillas de C.
eriostachys se obtuvieron aceites compuestos principalmente por ésteres de
glicerol. Dichos aceites se sometieron a reacciones de transesterificacion
empleando hidrotalcitas de ZnAl y KOH como catalizadores heterogéneos y
homogéneos, respectivamente. Para ambos catalizadores, el producto de reaccion
correspondio a ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) y glicerol, con
rendimientos entre 79-90%. Los valores caléricos, densidad, viscosidad de FAME
se ajustan a la norma EN 14214, por lo que el aceite de semillas de C.
eriostachys es una materia prima prometedora para la produccion de
biodiesel. Adicionalmente, el B-sitosterol (10), estigmasterol (11), y ferulato de

miristilo (13) fueron aislados de las partes aéreas de ésta especie.

De las vainas de C. platyloba se aislaron las butendlidas 16 y 17; de las hojas a la
lactona 17, y los cassadienos 20-22. Los cuales fueron identificados y
caracterizados mediante métodos fisicos y espectroscopicos. De 17-22 no hay
reportes en la literatura por lo que se consideran productos naturales novedosos.

Mientras que de C. sclerocarpa se aisl6 al lupeol (12).

20 21 22
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ABSTRACT

Chemical studies of hexanic and CH2Clz extracts from the seeds of C. eriostachys,
were separately performed, to providing, in both cases, yellowish oil composed by
glyceryl esters derivatives. Those seed oils were assayed in transesterification
reactions, using ZnAl and KOH as the heterogeneous and homogeneous catalysts,
respectively. In each assay, Fatty Acid Methyl Esters (FAME) and glycerol were
produced with yields of 79-90%. Caloric value, density, and viscosity properties of
FAME are in concordance with EN 14214; therefore, the C. eriostachys seed oil is
a promising raw material in the biodiesel production. In addition, B-sitosterol (10),
estigmasterol (11), and myristyl ferulate (13) were obtained from this vegetal

specie.

On the other hand, the legumes from C. platyloba provided the butenolides 16 and
17, while the leaves yielded 17, as well as the cassadiene diterpenos 20-22. All
compounds were identified and characterized by physical and spectroscopic data.
Compounds17-22 as novel diterpenos are considered, since to our known, no data

were found in literature. The chemical study of C. sclerocarpa provided lupeol (12).

16 17

Keywords: Caesalpinia platyloba, cassano, FAME, biodiesel
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INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios derivan de metabolitos primarios y ambos
grupos comparten rutas metabdlicas esenciales como la fotosintesis, el ciclo de
Krebs y la glicolisis. En la biosintesis de metabolitos secundarios se utilizan como
bloques de construccion principales a la acetil coenzima A, el acido shikimico,
acido mevalonico y algunos aminoacidos. De estos bloques se genera una
cantidad importante de productos los cuales pueden tener diversas aplicaciones.?

Los metabolitos primarios se encuentran ampliamente distribuidos en las
especies vegetales son indispensables para el desarrollo fisiolégico de la planta.
Estan constituidos por aminoécidos, acidos nucleicos, lipidos y carbohidratos.

Entre los metabolitos primarios, mas abundantes en la naturaleza que se
encuentran presentes en grandes cantidades, que son de facil extraccion y su
explotacion es relativamente barata se destacan en los carbohidratos y lipidos.

Entre los diversos tipos de lipidos podemos encontrar 4cidos grasos, ceras
triglicéridos, entre otros.? Una de las aplicaciones de los lipidos, especificamente
los compuestos de tipo triglicéridos, es su uso como biocombustibles.

Los metabolitos secundarios, se distribuyen diferencialmente entre grupos
taxondémicos, presentan propiedades biol6gicas, muchos desempefian funciones
ecolégicas y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como
medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros.
Reciben también la denominaciéon de productos naturales.® Aproximadamente el
60% de los farmacos comerciales actuales tuvieron su origen en un producto
natural.*>

Hoy en dia, se conoce una diversidad amplia de productos naturales, los
cuales estan clasificados en tres principales grupos (terpenos, policétidos y
alcaloides); de igual manera se conocen los procesos biosintéticos involucrados
en la generacion de este tipo de moléculas (metabolitos secundarios), asi como la
exitosa aplicacion de estos.%’

Aungue en los ultimos afios se ha avanzado de manera importante en el
estudio de productos naturales, aun persiste la necesidad de investigar la

composicion quimica de especies vegetales con fines de obtener principios activos



y comprobar los efectos terapéuticos atribuidos. La investigacion sobre especies
medicinales siempre ha permitido contar con sustancias promisorias para el

tratamiento de diversas enfermedades.

ANTECEDENTES

México es uno de los paises de mayor riqueza floristica, ocupa el cuarto
lugar mundial en cuanto al numero de especies de plantas; en su territorio crecen
unas 30,000 especies vegetales, que representan alrededor del 10% de la flora del
mundo.® Del total de las especies vegetales que crecen en el Pais, solo se tiene
registro del uso y manejo tradicional de unas 5,000 especies vegetales,® esto tiene
una base historica y es que particularmente los grupos indigenas, campesinos y
rurales de México son herederos del legado cultural de nuestros ancestros
quienes desarrollaron un amplio conocimiento de la botanica aplicada a la
medicina.®

Entre los Estados mas ricos en biodiversidad se encuentra Michoacan que
cuenta con una vasta riqueza vegetal, ocupa el cuarto lugar en riqueza floristica
albergando 4,672 especies nativas, de las cuales predominan aquellas del género
Asteraceae'1? y Fabaceae.!®

Las especies de la familia Fabaceae que crecen en el Estado de
Michoacan. Esta familia est4 constituida por tres subfamilias que presentan
distribuciéon cosmopolita (Fabaceae, Caesalpiniaceae y Mimosaceae).'® Poseen
una gama variada de formas biolégicas vegetales, desde enredaderas, herbaceas,
hasta arbustos y arboles. Particularmente la familia de las fabaceas ocupa un
lugar importante como fuente de recursos vegetales que el hombre ha usado en
su desarrollo, como alimento, forraje, medicina, perfumeria, madera, entre otros.'4

La familia Fabaceae ocupa el segundo lugar en distribucion dentro del
Estado de Michoacan con 1,800 especies. Las plantas de esta familia son,
arbustos o plantas herbaceas.'® Crecen principalmente en climas tropicales y
subtropicales.

Entre las especies vegetales que crecen en regiones tropicales y

subtropicales se encuentran las del género Caesalpinia (Fabaceae), que contiene



mas de 500 especies, de las cuales se han estudiado alrededor de 30 respecto a
sus propiedades fitoquimicas y/o farmacoldgicas.®

Los constituyentes quimicos reportados en el género Caesalpinia son
variados,!” estos incluyen alcaloides, saponinas, fenoles, flavonoides,
aminoacidos, diterpenos, triterpenos, acidos grasos.

En la especie Caesalpinia decapetala de las hojas obtuvieron al cassadieno
conocido como Caesaldecan (1), el cual se encuentra funcionalizado con un éster
en la posiciéon 3a, un alcohol en la posiciéon 68 y oxidado en el metilo 18.18

Dos nuevos diterpenos tipo cassano 2 y 3 (figura 1) fueron aislados de la
raiz de C. decapetala los cuales mostraron moderada actividad contra la enzima

neuraminidasa presente en la envoltura de la capside del virus de la gripe.*®
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Figura 1. Diterpenos tipo cassanos aislados de C. decapetala.

De los pericarpios de C. bonduc aislaron los diterpenos tipo cassano 4-6
donde un grupo metilo migr6 19(4—3) del esqueleto cassano (figura 2). Las

estructuras fueron elucidadas con base en métodos fisicos y espectroscopicos



como: RMN en 1D y 2D, IR, UV y masas.?° El compuesto 6 presenté efecto

neuroprotector contra neurotoxicidad inducida en células SH-SY5Y.

OAc
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Figura 2. Diterpenos aislados de C. bonduc.

De las hojas de C. platyloba reportaron el aislamiento de los diterpenos tipo
cassanos 7-9 (Figura 3); la configuracion absoluta de estos fue asignada mediante
Dicroismo Circular Vibracional (DCV), difraccion de rayos X y correlacion

guimica.?-??
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Figura 3. Diterpenos aislados de C. platyloba.

Con respecto a las energias sostenibles y alternativas, la investigacion
sobre biocombustibles es una de los objetivos principales, debido a la reduccion
de las emisiones de CO2, SO2 e hidrocarburos durante combustion, que deriva en

beneficios ambientales.?3



El biodiesel, un combustible diesel alternativo, se hacen a partir de fuentes
biolégicas renovables como los aceites vegetales y las grasas animales. Es
biodegradable y no tdxico, tiene bajos perfiles de emisiones de gases.

Recientemente, por causa de los aumentos en los precios del crudo, los
recursos limitados de combustibles fésiles y las preocupaciones ambientales ha
habido un renovado interés en los aceites vegetales y grasas animales para hacer
biodiesel.?*

Los aceites vegetales de jatropha, moringa, neem, trisperma e higuerilla se
han propuesto como materia prima potencial para la elaboracién de biodiesel. 2°

Los aceites vegetales son productos comerciales ampliamente utilizados en
cocina para freir o guisar alimentos, también son utilizados como aditivos en
diversas industrias dedicadas a la elaboracion de alimentos, cosméticos, champd,
jabones, impermeabilizantes, farmacos, lubricantes y en los ultimos afios, se ha
incrementado su uso como combustible para motores de combustién interna,
especificamente motor diesel.

La elaboracion de biodiesel consiste en la transesterificacion de los aceites
vegetales. Las reacciones de transesterificacion, se realizan en las moléculas
pertenecientes a la familia de los ésteres. La reaccion esta basada en la
sustitucion alcohdlica de la porcion alcoxido presente en el éster, para ello se usa
un catalizador que acelere la reaccion (Esquema 1). El resultado es el intercambio
de fragmentos moleculares, donde un fragmento del alcohol termina siendo parte

del éster y el fragmento alcéxido del éster termina siendo parte del alcohol en

reaccion. 26
o) o)
R, + R3 e R + R,
R4 o) HO Catalizador R4 0 HO

Esquema 1. Reaccién de transeterificacion

La ruta mas comun para la produccion de biodiesel es la transesterificacion

de triglicéridos (TGs), que ocasionalmente se encuentran como los principales



componentes en aceites vegetales. En esta transformacion quimica, los TGs
reaccionan comdnmente con metanol en presencia de un catalizador homogéneo
o heterogéneo para obtener ésteres metilicos de acido grasos (FAME),
componentes primarios del biodiesel. Hoy en dia, algunas fuentes vegetales para
la produccion de biocombustibles son reconocidas.?’ El producto tiene
propiedades muy parecidas al diésel. Otras fuentes pueden ser la grasa animal y
el aceite vegetal usado.?®

Los monoésteres derivados de fuentes vegetales pueden usarse como

biocombustibles alternativos al petrodiésel.

(o}
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o Aceite de jatrofa y aceite

reciclado
\o)J\/\/\/\/\/\/\/\/\

Figura 4. Principales monoésteres del biodiesel producido de aceites de olivo,

ricino, Jatropha y del aceite reciclado.

La razon por la cual los monoésteres pueden fungir como biocombustibles
se debe a la semejanza estructural en el tipo de atomos presentes y en la longitud
de cadena hidrocarbonada, con la molécula del cetano. El cetano es un
hidrocarburo parafinico de formula CieHs4. Para juzgar el indice de cetano se usa
el que no esta ramificado y se le da un valor en la escala de 100, la otra molécula
de referencia es el 2,2,4,4,6,8,8, heptametil nhonano, que tiene un nimero de
cetano de 15. El nUmero de cetano en si es una medida de la calidad de ignicion
de un diesel y estad basado en el tiempo de encendido de la maquina. Cuanto
mayor es el nimero de cetano, menor es el tiempo que tarda en encender y por

ende mejor la calidad de la ignicién.?®



Adicionalmente el biodiesel es una buena alternativa como combustible ya
que tiene caracteristicas parecidas al petrodiésel. Puede fabricarse a escala y
proviene de fuentes renovables.

Al igual que todas las combustiones completas, si el biodiesel es
totalmente quemado en la camara de igniciéon del motor, también generara CO:
pero este no se considera contaminante debido a que el gas producido es
absorbido por las mismas plantas que proveen la materia prima para la obtencion
del biodiesel. Entonces, podria decirse que el biodiesel emite 0% de CO:2
contribuyente al efecto invernadero debido al ciclo del carbono.?®

Ademas, el biodiesel no posee compuestos como N2z ni S. En la combustién
estos elementos forman éxidos que viajan a la atmésfera, donde reaccionan con
radicales OH formando acidos de nitrégeno (HNOx) y acido sulfarico (H2S0a4),
provocando asi la lluvia acida.?®

Un ecosistema importante para las plantas productoras de petréleo es el
bosque caducifolio tropical, donde muchas especies de la familia Fabaceae se
encuentran. Las plantas de esta familia se caracterizan por su abundante
produccion de semillas. Especies del género Caesalpinia (Fabaceae), incluida C.
crista, C. bonducella y C. pulcherrima, son fuentes potenciales para la produccién
de biodiesel.30-32 Caesalpinia eriostachys crece abundantemente como especie
nativa en el oeste de México, y como arbol ornamental y forraje es comunmente
utilizado. Las semillas de C. eriostachys no se han aprovechado debido a su
toxicidad reportada para animales y humano.3® Sin embargo, la planta podria ser
empleado, como materia prima para la produccion de biodiesel. Los catalizadores
homogéneos se usan con frecuencia para la transesterificacion de aceites
vegetales; KOH es un apropiado ejemplo de este tipo de catalizadores, debido al
buen rendimiento de la reaccion de transesterificacion y a su porcentaje de FAME.
Sin embargo, la separacion y purificacion del producto de reaccion son dificiles y
costoso.3* Por el contrario, un catalizador heterogéneo podria ser facilmente
separado de la mezcla de reaccién.3® Varios catalizadores béasicos heterogéneos
se han empleado para la produccion de biodiesel, incluidos los 6xidos de calcio y

magnesio,3® circonatos de sodio y titanatos®’ e hidrotalcitas.®® Las hidrotalcitas de



zinc y aluminio en las reacciones de transesterificacion, han demostrado tener
buena tolerancia al glicerol, acidos grasos libres y triglicéridos, y se consideran
catalizadores relativamente buenos para una produccién sostenible y ecolégica de
biodiesel.3%42 Ademas, la activaciéon de estos materiales en la deshidratacion las
temperaturas (200 °C) promoveran una buena catalisis y estabilidad de
transesterificacion.*!

Es por estas razones que se pretende realizar un estudio quimico en
especies vegetales que crecen en el Estado de Michoacan para la busqueda de
sustancias novedosas desde el punto de vista quimico y que pudiesen tener
aplicacion. El aporte en el conocimiento de los componentes quimicos de las
especies estudiadas permitira también contribuir con la caracterizacion
guimiotaxondmica del género. Continuando con nuestra investigacion sobre la
quimica del género?? y la produccién de biodiesel.*3

En el Estado de Michoacan dentro de la Selva Baja Caducifolia se ubica el
Municipio de la Huacana en las coordenadas 18°58' de latitud norte y 101°48' de
longitud oeste, a una altura de 480 metros sobre el nivel del mar. Limita al norte
con Nuevo Urecho y Ario de Rosales, al este con Turicato, al sur con Churumuco y
Arteaga, al oeste con Mugica y Apatzingan; su superficie es de 1,952.60 Km? y
representa el 3.3% del total del Estado; su clima es tropical con lluvias en verano,
en esta Regién se ubican las especies C. eriostachys, y C. sclerocarpa, las cuales
no cuentan con antecedentes de estudios quimicos y/o biologicos, y continuar con

el estudio de C. platyloba.



JUSTIFICACION

Dada la importancia encontrada en el género Caesalpinia surge el interés
de realizar un estudio enfocado en el aislamiento e identificacion de sustancias de
sustancias de utilidad, asi como enriquecer el conocimiento quimiotaxonémico de
este género vegetal.

Las especies del género Caesalpinia: C. sclerocarpa C. eriostachys y no
cuentan a la fecha con ningun estudio fitoquimico y farmacoldgico, mientras que
de la especie C. platyloba se ha iniciado su estudio fitoquimico, debido a que no
se ha llevado a cabo el estudio quimico completo de las parte aéreas de esta

especie.

OBJETIVO

Llevar a cabo el estudio quimico de especies del género Caesalpinia que
crecen en el Estado de Michoacan y evaluar su aplicacién en la produccion de
biocombustibles.

Objetivos especificos

e Colectar las especies C. sclerocarpa, C. eriostachys y C. platyloba.

e Preparar los extractos vegetales con distintos disolventes.

e Obtener los metabolitos secundarios mediante técnicas cromatograficas y
caracterizarlos por medio de métodos fisicos, quimicos y espectroscopicos.

e Evaluar la aplicacion en biocombustibles de los metabolitos mayoritarios

obtenidos en las especies de Caesalpinia.



DISCUSION DE RESULTADOS

Las plantas C. sclerocarpa, C. eriostachys y C. platyloba se separaron en
sus partes flores, vainas, semillas, hojas y tallos, secadas a la sombra. Para la
obtencion de los extractos por maceracion secuenciada con hexanos, CH2Clz2 y

metanol. Los rendimientos se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Rendimiento de los extractos obtenidos de C. eriostachys, C. sclerocarpa

y C. platyloba.
_ . Materia Extracto Extracto Extracto
Especie Organo o
vegetal* Hexanico*  CH2Cl2* MeOH*
Flor 400 6.3 4.5 47.7
c Vaina 800 1.7 0.7 45.5
o Semilla 655 30 90 168
eriostachys _
Hoja 250 4.0 3.9 9.7
Tallo 220 0.5 1.7 16.4
c Hoja 200 12.0 4.1 21.9
' Tallo 250 1.4 1.1 14.0
sclerocarpa
Semilla 70 2.25 0.56 1.7
C. platyloba Hojas 1000 19.5 12.5 21.9

*Peso en gramos

Se determinaron los espectros de RMN de 'H para conocer la abundancia y
naturaleza de los componentes de los extractos obtenidos. En el espectro de RMN
de 'H (figura 5) del extracto hexanico de hojas de C. sclerocarpa se observan
seflales caracteristicas de &cidos grasos insaturados como componentes
mayoritarios; en 5.32 ppm se observa una sefial multiple tipica de protones
vinilicos, en 1.27 ppm se observa una sefial simple ancha caracteristica de los

metilenos de una cadena alifatica. En 0.82 ppm se muestra una sefial triple

10



perteneciente al metilo terminal de la cadena de acidos grasos. Los espectros que
tienen acidos grasos insaturados libres son: de C. eriostachys los extractos
hexanicos de flor, hoja, tallos; CH2Cl. de flor, hoja. Y de C. sclerocarpa los

extractos hexanico de hoja, CH2Cl2 de hoja y tallo.
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Los extractos hexanicos como CH2Clz de vaina y semilla de C. eriostachys,
asi como los hexanicos y CH2Cl> de semilla de C. sclerocarpa mostraron como
componentes mayoritarios, una mezcla de triglicéridos. Por ejemplo en la figura 6
se muestra el espectro de RMN de 'H del extracto hexanico de semillas de C.
eriostachys, se observd en 5.36 ppm una sefial mdltiple perteneciente a
hidrogenos vinilicos, en 5.27 ppm una sefal multiple perteneciente al metino H-2
del glicerol, en 4.30 ppm se observé una sefial doble de dobles con J =12.0, 4.4
Hz y en 4.15 ppm otra sefial dobles de dobles con J = 12.0, 6.0 Hz caracteristicas
de los metilenos del glicerol (H-1", H-37); en 2.79 ppm se pudo apreciar una sefial
triple con J = 6.0 Hz correspondiente al metileno alilico (H-11) y en 2.31 ppm se
aprecio una sefal multiple tipica de hidrégenos a al grupo carbonilo. En 2.05 ppm
se observo una sefial multiple que corresponde a los hidrogenos alilicos H-8 y H-
14, en 1.61 ppm una sefial multiple perteneciente a H-3 B al carbonilo; en 1.25
ppm se aprecié una sefal simple ancha caracteristica de los metilenos de la
cadena de acido graso, finalmente, en 0.89 ppm una sefal triple tipica del metilo

terminal de la cadena.
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Un lote de 14 g del extracto metandlico de tallo de C. eriostachys se llevé a
separacion por columna cromatografica, utilizando hexanos-AcOEt en orden
creciente de polaridad como eluyentes. Del eluato hexanos-AcOEt (7:3) de las
fracciones 39-42. Se determiné su espectro de RMN de 'H (figura 7) donde se
observo en 5.35 ppm una sefial de doble ancha (J= 5.1 Hz) correspondiente al H-
6, en 5.15-5.02 ppm se encuentran las sefales de los hidrégenos vinilicos H-23 y
H-22, respectivamente. En 3.53 ppm se observd una sefial mdultiple
correspondiente al hidrégeno base de alcohol. Entre 1.02-0.68 ppm se encuentran
6 sefales simples de los metilos CHs-18, CHs-19, CHs-21, CH3-26, CH3-27 y CHs-
29. Al analizar el numero de sefiales simples, correspondientes a los grupos
metilo, y a la proporcion de los valores de la integral de la sefal del H-6 con
respecto al de las sefiales de los H-22 y H-23, se pudo deducir que esta muestra
corresponde a una mezcla de B-sitosterol (10) y estigmasterol (11).

Estos compuestos también se aislaron de extracto MeOH de semillas de C.

eriostachys.
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Continuando con el analisis del extracto del extracto MeOH de tallos de C.
eriostachys el eluato de las fracciones eluidas en la polaridad hexanos-AcOEt (4:1)
se obtuvieron 200 mg de un polvo blanco. En su espectro de RMN de !H se
muestran sefales de protones vinilicos en 4.70 y 4.56 ppm asignadas a H-29a y
H-29b, respectivamente, en 3.18 ppm se observé una sefal para el hidrogeno
base de alcohol correspondiente a H-3, en 2.38 ppm se observo la sefial multiple
del hidrégeno alilico H-19, en 1.69 ppm se apreci0 una sefial simple
correspondiente a los protones del metilo alilico CHs-30. Adicionalmente, en la
region de 1.02 a 0.76 ppm se observan 6 sefiales simples correspondientes a los
grupos metilo CH3-23, CH3-24, CHs-25, CH3s-26, CH3-27 y CH3-28 de la molécula.
Estos datos son concordantes con los reportados en la literatura para el lupeol
(figura 8).44

Este compuesto se obtuvo también del extracto hexanico de tallos de C.

scleocarpa.
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Un lote de 500 mg de extracto de CH2Cl2 de tallos de C. eriostachys se
sometieron a separacion por columna cromatografica empleando gel de silice y
mezclas de hexano-AcOEt en orden creciente de polaridad; de las fracciones
eluidas con hexano-AcOEt (4:1) se logré aislar un sdlido blanco con punto de
fusion de 63-65 °C. En su espectro de RMN de *H se observa en 7.75 ppm una
sefal doble con J = 15.9 Hz, caracteristica de un proton vinilico con acoplamiento
trans correspondiente a H-8, este acoplamiento también se observé para la sefal
doble correspondiente al proton vinilico ubicado en 6.34 ppm H-7, se observaron
tres sefales de protones arométicos lo que indico la presencia de un sistema
trisustituido, en 7.14 ppm se observé una sefial doble de dobles con J = 8.2, 1.9
Hz con a un acoplamiento orto, meta perteneciente a H-5; en 7.09 ppm se observo
una sefial doble con acoplamiento meta (J = 1.9 Hz) correspondiente a H-3, asi
como la sefial doble en 6.97 ppm con J = 8.2 Hz tipica de un acoplamiento orto
asignada a H-6. En 4.19 ppm se aprecié una sefial triple con acoplamiento vecinal
(J = 6.9 Hz) que integra para dos protones, caracteristica de un metileno base de
éster correspondiente a H-1’; en 3.98 ppm se observd una sefial simple que
integra para tres protones caracteristica de un grupo metoxilo; en 1.25 ppm
aparecio una sefial simple e intensa tipica de grupos metilenos que componen una
cadena alifatica; finalmente, en 0.88 ppm se aprecié una sefial triple que integra
para tres protones, perteneciente al metilo terminal de la cadena alquilica. Los
sistemas de sefiales en la regién de los arométicos, vinilicos y metoxilo indicaron
la presencia del grupo ferulato, mientras que la sefales en 4.19 y 1.25 ppm
sugirieron que este derivado del acido ferulico se encuentra esterificado con una
cadena alquilica. El espectro de infrarrojo mostré en 1709 cm™* una banda
caracteristica de un carbonilo de éster a,B-insaturado (Figura 9).

Se determiné el tamafio la cadena del alquilferulato por espectrometria de
masa, el cual presenta un ion molecular [M]* en m/z 390 consistente con la

formula molecular C24H3sO4. Correspondiente al ferulato de miristirilo.
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Adicionalmente se realizé la hidrolisis basica del ferulato de miristilo 13 (esquema
2) para comprobar la esterificacion de &cido ferulico- El crudo de reaccion fue
sometido a una separacion cromatografica en columna para obtener al &cido

ferulico (14) y el alcohol miristico (15).

| O
o

| O
0 X N0 KOH o
—>
HO Reflujo 14
13
P

15

Esquema 2. Hidrdlisis basica del ferulato de miristirilo 13.

En el espectro de RMN de *H de la reaccién de hidrélisis (Figura 10 trazo
superior) se observo el desplazamiento de la sefial triple que aparecia en 4.19
ppm a 3.56 ppm, lo que confirmé la presencia del éster de &cido ferulico y que

este se hidroliz6 para rendir &cido ferulico (14) y alcohol miristico (15).
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Del analisis de los extractos hexanicos y CH2Cl: de las semillas de C.
eriostachys y C. sclerocarpa se puede observar que son ricos en triglicéridos (los
cuales se pueden utilizar potencialmente para la obtencion de biodiesel), y sus
extractos hexanicos y CH2Clz de flor, vaina, hoja y tallo, presentan acidos grasos
principalmente. De C. eriostachys del extracto CH2Cl2 se aisl6 al ferulato de
miristilo; asi como de los extractos MeOH de semillas y de tallos la mezcla de los
estreroles -sitosterol y estigmasterol, del MeOH de semillas también lupeol y de
C. sclerocarpa del extracto hexanico de tallos al lupeol.

Debido a que del estudio quimico de las especies C. eriostachys y C.
sclerocarpa sus extractos rindieron mayoritariamente acidos grasos, se decidio
continuar con el andlisis de C. platyloba que es una especie que se ha estado
estudiando en nuestro grupo de trabajo y la cual sigue presentando caracteristicas
notables por RMN de sefales interesantes. Se decidid iniciar el estudio quimico de
los extractos de CH:Cl. de vainas y hojas para la obtencion de metabolitos
detectados en el espectro de RMN de hidrogeno.

Un lote de 14 g del extracto CH2Cl2 de vainas de C. platyloba impregnado
en gel de silice se llevo a separacion por columna cromatografica empleando gel
de silice y mezclas de hexanos-AcOEt en orden creciente de polaridad como
eluyentes. Una porcién de 2 g de las fracciones eluidas en la polaridad hexanos-
AcOEt (1:1) fueron recromatografiadas. En la fraccion 9-12 de hexanos-AcOEt
(9:1) se obtuvieron 68 mg de cristales blancos, con punto de fusién de 110-113 °C.
Su espectro de RMN de H (figura 11) mostré una sefial simple correspondiente a
un protén vinilico en 5.71 ppm asignada a H-15; 5.51 ppm se observé una sefal
simple ancha correspondiente al proton base de acetilo H-6. En 2.45 ppm aparecio
una sefial doble de dobles con J = 13.2 y 3.2 Hz asignada a H-11a. En 2.04 ppm
se observd una sefal simple que integra para tres protones caracteristicas del
metilo de acetilo. En 1.16 ppm se aprecié una sefal doble con J = 7.2 Hz
correspondiente al metilo secundario. CHs-17. En 1.10, 1.00 y 0.98 ppm se
observaron tres sefales simples que integran para tres hidrégenos cada una,

correspondientes a metilos terciarios CHs3-18, CHz-19 y CHz-20, respectivamente.
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En el espectro de RMN de 3C (figura 12) se observaron 21 sefiales. Se
apreciaron dos sefales de carbonilo, en 170.9 ppm para el carbonilo de lactona y
en 170.6 para el carbonilo de acetilo. En 172.9 y 113.4 ppm se ubicaron sefales
para carbonos de doble enlace asignadas a C-13 y C-15, respectivamente. En
105.9 ppm la sefal para en carbono base de hidroxilo asignada a C-12 y en 69.3
ppm se observé la sefial para el carbono C-6 base de acetato. En 55.1 ppm se
observo la sefial caracteristica de carbono cabeza de puente C-5. Entre 45.0 y
12.7 ppm se observaron las 13 sefiales correspondientes al resto de la estructura.
Este grupo de sefiales correspondié al compuesto 6B-acetoxicassa-12-hidroxi-13-
en-y-lactona. El cual ya ha sido reportado en la literatura por Yadav y

colaboradores® quienes reportaron los desplazamientos de RMN en Piridina-ds.
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Continuando con el estudio quimico de C. platyloba, un lote de 14 gramos
de extracto de CH2Cl2 de vainas de C. platyloba se llevo a separacion por columna
cromatografica empleando gel de silice y mezclas de hexanos-AcOEt como
eluyentes. Se tomo un lote de 1.8 g de las fracciones eluidas en la polaridad
hexanos-AcOEt (4:1) para ser purificado por cromatografia en columna utilizando
gel de silice como fase estacionaria y como eluyentes hexanos y mezclas de
hexanos-AcOEt en orden creciente de polaridad. En la fraccién 6-7 de hexanos-
AcOEt (9:1) se obtuvieron 22 mg de cristales blancos, con punto de fusioén de 227-
230 °C. Su espectro de RMN de 'H (figura 14) muestra sefiales de protones
vinilicos en 5.84 y en 5.78 ppm asignadas a H-11 y H-15, respectivamente. En
5.53 ppm se observd una sefial simple ancha correspondiente al proton base de
acetilo H-6. En 2.04 ppm se observo una sefial simple que integra para tres
protones caracteristicas del metilo de acetilo. En 1.16, 0.99 y 0.97 ppm se
observaron tres sefiales simples que integran para tres hidrogenos cada una,
correspondientes a metilos terciarios Me-20, Me-19 y Me-18, respectivamente. En
1.05 ppm se aprecié una sefial doble con J = 7 Hz correspondiente al metilo
secundario Me-17.

En el espectro de RMN de 3C (figura 15) se encontraron 21 sefiales. Se
observa dos sefiales de carbonilo, en 170.3 ppm para el carbonilo de acetilo y en
170.1 ppm aparecio la sefal asignada al carbonilo de lactona. En 161.2, 150.1
ppm, 111.0, y 110.2 ppm se ubican sefales para carbonos de doble enlace las
cuales fueron asignadas a C-13, C-12, C-11 y C-15, respectivamente. En 69.1
ppm se observo la sefal del carbono C-6 base de acetato. En 55.1 ppm se
observd una sefial caracteristica al carbono cabeza de puente C-5. Entre 56.6 y
14.1 ppm se observaron 12 sefiales correspondientes al resto de la estructura. Los
datos espectroscopicos obtenidos fueron iguales a los descritos para la lactona 17,
recientemente obtenida como un producto de oxidacién del 68-acetoxivoucapano
(7) por nuestro grupo de trabajo*® (esquema 3). Una blsqueda bibliogréafica reveld
gue este compuesto no ha sido reportado en otras especies, por lo que es el
primer reporte de 17 como producto natural. Este compuesto también fue

encontrado en las hojas.
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Esquema 3. Oxidacion del 63-acetoxivoucapano (7).

En la literatura ya han sido reportados compuestos con esqueleto tipo
cassano que se obtienen por oxidacion y de forma natural Yosuke y colaboradores
aislaron del extracto metandlico de las semillas de Bowdichia nitida al cassano 18
asi como a la latona 19. Cuando el compuesto 18 fue tratado con AMCPB en

benceno reportaron como Unico producto la lactona 194’ (esquema 4).
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Esquema 4. Oxidacién del cassano 18, obtenido de B. nitida.
Adicionalmente del compuesto 17 se lograron obtener cristales adecuados

para su difraccion de RX (figura 13) con lo que se confirmé la estructura

propuesta.
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Figura 13. 6B-acetoxicassa-11,13(15)-dien-16,12- élida.
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Un lote de 12 gramos del extracto CH2Cl2 de hojas de C. platyloba se llevo
a separacion por columna cromatografica empleando gel de silice y mezclas de
hexano-AcOEt en orden creciente de polaridad. El eluato hexano-AcOEt (1:1) de
la columna cromatografica de las fracciones 6-11 se someti6 a separacion
cromatografica en capa fina (CCF) impregnada con nitrato de plata al 20% y
AcOEt como eluyente. De este proceso se obtuvieron cristales de un compuesto
con punto de fusién de 187-189 °C. En su espectro de RMN de *H ( figura 16) en
6.10 ppm se aprecié una sefal doble de dobles con Jyans = 17.4 y Jcis = 10.4 Hz
sefal caracteristica de un proton vinilico H-15; en 5.59 ppm una sefial simple
ancha perteneciente a protén base de acetilo H-6; en 5.28 ppm se observé una
sefal doble de dobles con Jgans=17.4 y Jgem=1.2 Hz correspondiente a H-16’, la
sefal de H-16 se observo en 5.22 ppm como una sefial doble de dobles con
Jeis=10.4 y Jgem=1.2 Hz, adicionalmente, en la region de los protones vinilicos en
5.25 y 4.83 ppm se observaron dos sefiales simples anchas correspondientes a
protones de un metileno vinilico H-17 y H-17’, lo que sugirioé la presencia de un
doble enlace C-14=C-17; en 3.16 ppm aparecié una sefial multiple caracteristica
de protones base de hidroxilo, 2.06 ppm una sefial simple perteneciente a un
metilo de acetilo. En 1.16, 1.07 y 0.97 ppm se distinguen tres sefiales simples
correspondientes a los metilos 18, 19 y 20, respectivamente.

Haciendo una comparacion del espectro de RMN de 'H del diterpeno 20
con los dienos 8 y 9, se observo la apariciéon de un nuevo doble enlace desplazado
a campo bajo lo que nos sugiere la presencia de un grupo etileno terminal también
se observa la desaparicion de la sefial del metilo 17 y en su lugar se observan
sefales de protones vinilicos, lo que nos sugiere que el nuevo doble enlace se
encuentra entre C-14 y C-17, adicionalmente se observa una sefial simple

caracteristica de un hidrégeno base de hidroxilo.
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En su espectro de RMN de *3C (figura 17 )se observaron 21 sefales, lo que
nos indica la presencia de un diterpeno funcionalizado; en 170.4 ppm se observo
la sefial de un carbonilo de acetilo; se observaron sefiales tipicas de carbonos
vinilicos en 154.8, 142.5, 115.8 y 105.3 ppm, las cuales fueron asignadas a C-14,
CH-15, CH-16 y CH2-17, respectivamente; en 78.8 y 75.4 ppm se apreciaron
sefales de carbonos base de hidroxilo asignadas a C-3 y C-13, respectivamente,
el C-3 corresponde a un alcohol secundario mientras el C-13 corresponde a un
alcohol terciario, esto se confirmd con experimento DEPT y HETCOR; en 69.3
ppm se observo la sefial para el carbono base de acetilo CH-6, en 54.26 ppm la

sefial tipica del carbono 5; el resto de las sefiales se encuentran entre 56.2 y 15.8

ppm.
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En el espectro COSY se observo la correlacion entre las sefiales dobles en
6.10 y 5.28 ppm, lo que confirma el doble enlace H-15/H-16. La sefial que se ubicé
en 1.52 ppm correspondiente al H-2 correlaciona con la sefial multiple en 3.16
ppm por lo que fue asignada al H-3 base de OH; ademas se logré distinguir el
acoplamiento de la sefial simple ancha base de éster en la posicion 6 con las
sefiales multiples es 2.05 y 1.50 ppm correspondientes a los hidrégenos H-7 y H-
7’, H-6 también se acoplé con la sefial multiple en 0.95 ppm correspondiente a H-
5, lo que indicé que el éster se encuentra en la posicién 6 igual que en los

cassanos 7-9 y en las lactonas 16 y 17.

L

&0 EE Bd 45 a0 L ] g 25 20 ] 1.0
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Figura 18. Espectro COSY del cassadieno 20.

36



El espectro HETCOR permitio corroborar la asignacion para el C-5 ubicado
en 54.3 ppm que correlaciona con H-5 ubicado en 0.91, y esto nos permite
diferenciar a C-5 de C-9. A C-9 fue asignada la sefial que se ubica en 56.1 ppm el
cual correlaciona con la sefal caracteristica de H-9 que aparecié como una sefial
triple de dobles localizado en 0.85 ppm; también se observo la correlacion de H-3
localizado en 3.13 ppm con la sefial asignada para C-3 en 78.8 ppm; ademas fue
posible corroborar la ubicacion de la sefial de los hidrogenos H-17 y H-17’ ya que
se observo la correlacion que tienen con la sefial asignada a C-17 en 105.2 ppm;
se observo también la correlacion entre el C-16 en 115.8 ppm con los hidrogenos
vinilicos H-16 y H-16’; asi como la correlacion entre la sefial de los hidrogeno H-15
ubicada en 6.10 ppm con la sefial asignada para C-15 en 142.4 ppm; ademas se
aprecio también la correlacion de la sefial simple en 2.07 ppm en la escala de
hidrogeno caracteristica de del metilo de acetato con la sefial en 21.9 ppm en la

escala de carbono.
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Figura 19. Espectro HETCOR del cassadieno 20.

En el experimento HMBC (figura 20) nos ayud6 a asignar la posicion del
hidroxilo secundario en el C-3 ya que se observo la correlacion de la sefial en 3.15
ppm caracteristica de hidrégeno base de hidroxilo con las sefiales en 16.3 y 28.0
ppm asignadas para los metilos CHs-19 y CHs-18, respectivamente; este
experimento también fue de utilidad para la asignacion de los metilos. se observo
que la sefal del metilo CH3-20 en 1.16 ppm muestra correlacion con las sefiales
en 39.3, 54.3 y 56.2 ppm correspondientes a C-1, C-9 y C-5, respectivamente; la
sefal del CHs3-18 en 1.07 ppm correlaciona con las sefiales en 16.3, 37.3, 39.3,

54.5y 78.6 ppm correspondientes a C-19, C-4, C-10, C-5 y C-3, respectivamente
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de igual manera se logré apreciar la correlacion de la sefal en la escala de
hidrégeno en 0.97 ppm correspondiente al metilo CH3-19 con las sefiales en 28.1,
37.6, 39.3, 54.5 y 78.9 ppm correspondientes a C-18, C-4, C-1, C-5 y C-3
respectivamente. De igual manera se logro apreciar la correlacion de la sefial en la
escala de hidrogeno en 0.97 ppm correspondiente al metilo CH3-19 con las
sefales en 28.1, 37.6, 39.3, 54.5 y 78.9 ppm correspondientes a C-18, C-4, C-1,
C-5y C-3, respectivamente.

Con base en los datos anteriores se propuso la estructura del cassadieno
20, el cual presenta en su estructura una fraccion de dieno no conjugado, y dos
grupos hidroxilo. Realizando una busqueda en la literatura no se encontré un

compuesto igual, por lo que el cassadieno 20 se considera un producto natural
novedoso.

—
-
-
-
-
-
-
-
-

Figura 20. Correlaciones observadas en el espectro HMBC del 38,13a—
dihidroxi-63-acetoxicassan-14(17),15-dieno (20).

Continuando con el analisis del extracto de CH2Cl. de las hojas de C.
platyloba, un lote de 500 mg de extracto impregnado en gel de silice se sometio a
columna cromatografica utilizando hexanos-AcOEt (19:1) en las fracciones 1-4 se
observan sefales caracteristicas de compuestos dienilicos, por lo que se

recromatografian en placa preparativa con polaridad hexanos-AcOEt (19:1) se
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obtienen 3 manchas, la mancha 2 con Rf= 0.49, en su espectro de RMN de 'H se
aprecia en 6.04 ppm una sefial doble de dobles con Jyans = 17.6 y Jcis = 11.2 Hz
caracteristica de un protén vinilico H-15; en 5.60 ppm aparece una sefial simple
ancha perteneciente al proton base de acetilo H-6; en 5.39 ppm se observa una
sefial doble de dobles con Jyans = 14.4 y Jgem = 1.2 Hz correspondiente al H-16’, la
sefial de H-16 se observé en 5.35 ppm como una sefial doble de dobles Jcis=9.2y
Jgem = 1.6 Hz. En 5.09 y 4.91 ppm se observan dos sefiales simples anchas
correspondientes a protones de un metileno vinilico exociclico; en 3.16 ppm
aparecio una sefal caracteristica de proton base de hidroxilo, 2.06 ppm una sefial
simple perteneciente a un metilo de acetilo. En 1.25, 1.08 y 0.99 ppm se
distinguen tres sefales simples correspondientes a los metilos 20, 18 y 19,

respectivamente.
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En el espectro COSY se observo la correlacion entre las sefiales dobles en
6.04 y 5.43 ppm, lo que confirmo el doble enlace H-15/H-16.La sefial que se ubico
en 2.57 ppm correspondiente a H-8 correlaciond con las sefiales en 2.08 y 1.43
ppm de los hidrégenos H-7 y H-7'. En 5.59 ppm la senal simple ancha base de
éster de la posicion 6 con las sefiales multiples en 2.08 y 1.43 correspondientes a
los hidrogenos H-7 y H-7’, H-6 también se acopla con la sefial multiple en 0.94
ppm correspondiente a H-5 lo que indicé que el éster se encuentra en la posicion 6

igual que en el cassadieno 20.
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Figura 22. Espectro COSY del cassadieno 21.

En su espectro de RMN de 3C se observaron 22 sefiales, lo que nos indic
la presencia de un diterpeno funcionalizado; en 170.4 ppm se observa la sefial de

un carbonilo de acetilo; se observan sefiales tipicas de carbonos vinilicos en
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150.7, 139.2, 116.3 y 112.5 ppm, las cuales fueron asignadas a C-14, CH-15, CH-
16 y CH2-17, respectivamente; en 86.0 y 79.0 ppm se aprecian sefales de
carbonos base de hidroxilo asignadas a C-13 y C-3, respectivamente, el C-3
corresponde a un alcohol secundario mientras el C-13 corresponde a un alcohol
terciario; en 69.4 ppm se observé la sefal para el carbono base de acetilo CH-6,
en 54.6 ppm la sefal tipica del carbono 5; el resto de las sefiales se encuentran
entre 39.8 y 15.8 ppm.

Haciendo una comparacion del espectro de RMN de 'H y de '°C de este
compuesto 21 con el cassadieno 20, se observa que son muy similares excepto en
la region vinilica donde el desplazamiento de las sefiales es distinto aunque
conserva la misma multiplicidad con J distintas. En el espectro de 3C también se
puede apreciar distintos desplazamientos para los carbonos vinilicos asi como
para los carbonos base de hidroxilo lo que nos sugiere que el cassadieno 20 y el

cassadieno 21 son epimeros en la posicion 13.
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Continuando con el analisis del extracto de CH2Cl2 de las hojas de C.
platyloba, el eluato hexanos-AcOEt (3:7) se impregnado en gel de silice, se
sometio a recromatografia, en el eluato CH2Cl2>-AcOEt (19:1), se obtuvo una miel
café. En su espectro de RMN de 'H se aprecia en 6.79 ppm una sefial doble de
dobles con Jwans = 17.2 y Jcis = 10.9 Hz caracteristica de un proton vinilico H-15; en
5.54 ppm aparece una sefal simple ancha perteneciente al proton base de acetilo
H-6; en 5.12 y 4.97 ppm se observaron dos sefiales dobles con J=17.2 y J=10.9
Hz, respectivamente correspondientes a los hidrogenos vinilicos a H-16’ y H-16.
En 3.17 ppm aparecio una sefial caracteristica de proton base de hidroxilo, 2.07
ppm una sefal simple perteneciente a un metilo de acetilo. En 1.70 ppm aparecio
una sefial simple ancha que indic6 la presencia de un metilo vinilico CHs-17. En
1.04, 1.07 y 0.97 ppm se distinguen tres sefales simples correspondientes a los
metilos 20, 19 y 18, respectivamente.

Haciendo una comparacion del espectro de RMN de 'H de este compuesto
22 con los cassadienos 20 y 21, y los dienos 8 y 9 se observé que ahora se tiene
un doble enlace conjugado, pues se conserva la sefial simple caracteristica de un
hidrogeno base de hidroxilo y adicionalmente aparece una sefial para el metilo

vinilico 17.
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En el espectro de RMN de *3C (figura 25) se observaron 22 sefiales lo cual
indic6 la presencia de un diterpeno funcionalizado; en 170.4 ppm se observé la
sefial correspondiente al carbonilo de acetato, en 135.2 ppm aparecié la sefal
para el carbono vinilico C-15. En 135.4 y 129.4 ppm se aprecian dos sefiales
correspondientes a los carbonos cuaternarios C-14 y C-13, respectivamente; en
111.1 ppm se ubicod la sefial del carbono vinilico C-16; en 79.0 ppm se observo la
sefial para el carbono base de hidroxilo C-3; en 70.1 ppm se localizé la sefial
correspondiente al carbono base de acetilo, el resto de las sefiales se encuentran
entre 55.0 y 15.0 ppm. Este compuesto resultdé muy inestable, por lo que hasta el
momento no se ha podido continuar con su caracterizacion.

Realizando una busqueda en la literatura se encontré un compuesto similar
el dieno 9% la Unica diferencia es el hidroxilo en la posicién 3, haciendo una
comparacion de sus RMN de 3C se observan desplazamientos similares para la
fraccion dienilica adicionalmente aparece 79.0 ppm una sefial de carbono base de
hidroxilo las demas sefiales son similares para el resto de la estructura, por lo que

el cassadieno, 22 corresponde a un nuevo compuesto.
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Realizando una busqueda en la literatura se encontr6 que Torres y
colaborados aislaron de las hojas de Myrospermum frutescensun un compuesto
tipo cassadieno 23,8 pero con diferente posicién para el grupo acetato y sin
hidroxilo en posicién 3, haciendo una comparacion de sus RMN de 3C del dieno
20 con 23 se observan desplazamientos similares para la fraccion dienilica no asi
para el resto de la estructura.

12

=
=
=
=
=

19 OAc  OH

Figura 26. Cassadienos 20y 23.
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De las semillas de Caesalpinia eriostachys

El espectro de RMN de 'H del extracto CH2Cl2 semillas de C. eriostachys,
mostré como componentes mayoritarios, una mezcla de triglicéridos.(figura 5) Se
observaron hidrogenos vinilicos de acidos grasos insaturados en 5.36-5.28 ppm, la
fraccion del glicerol en 5.27 ppm como una sefial multiple, asi como sefiales
dobles de dobles en 4.30 ppm (J = 12.0, 4.4 Hz) y en 4.15 ppm (J = 12.0, 6.0
Hz).La sefal para el hidrégeno doble alilico aparecioé en 2.79 ppm y los hidrogenos
alilicos se observaron en. 2.05 ppm. Los hidrogenos a fueron observados en 2.31
ppm mientras los hidrégenos B 1.61 ppm. Los metilenos alifaticos de cadena
alquilica se observan como una sefial ancha en 1.25 ppm, el grupo metilo terminal
aparecioé en 0.89 ppm.

Todas estas sefales indicaron la presencia de Triglicéridos (TG) con acidos
grasos saturados e insaturados. Un lote del extracto crudo (90 g) fueron
purificados por columna cromatografica rindiendo 78% de aceite TG purificados
(fraccion A), 9% de una mezcla de TG y acidos grasos libres (fraccién B) y 13% de

una mezcla de acidos grasos (fraccion C). (figura 27).
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Figura 27. Fracciones de la purificacion del aceite de semilla de C. eriostachys. A)

TG purificados, B)Mezcla de TG y acidos grasos libres, C)Acidos grasos libres

El perfil de acidos grasos de la fraccion A se realiz6 usando GC-MS. La
Tabla 1 enlista la composicion de &cidos evidenciando esqueletos C16: 0, C18: 0,
C18: 1 y C18: 2 como los componentes principales; mientras que C20: 0 y acidos

grasos mas pequefios que C16: 0, también se detectaron componentes menores.
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Tabla 1. Perfil de acidos grasos del aceite refinado de C. eriostachys.

ACIDO GRASO %
CAPRILICO (C8:0) 0.01
MIRISTICO (C14:0) 0.04
PANTODECILICO (C15:0) 0.02
PALMITICO (C16:0) 15.98
PALMITOLEICO (C16:1) 0.35
MARGARICO (C17:0) 0.14
HEPTADECENOICO (C17:1) 0.06
ESTEARICO (C18:0) 24.20
OLEICO (C18:1 cis) 8.28
LINOLEICO Q6 (C18:2 cis) 45.17
ARAQUIDICO (C20:0) 3.62
y-LINOLENICO (C18:3) 0.23
EICOSENOICO (C20:1 cis) 0.03
a-LINOLENICO (C18:3) 0.02
HENEICOSANOICO (C21:0) 0.04
EICOSADIENOICO (C20:2 cis) 0.92
EICOSATRIENOICO (C20:3) 0.08
DOCOSADIENOICO (C22:2) 0.82

Las estructuras correspondientes a los principales acidos grasos presentes
en el aceite se muestran en la figura 28. También se observaron acidos grasos
mas pequefios que se detectaron como componentes menores y un buen
equilibrio entre las concentraciones de acidos grasos saturados (44.05% en peso)
e insaturados (55.95% en peso). El indice de cetano, el punto de enturbiamiento y

la viscosidad sugieren propiedades deseables para la producciéon de biodiesel.*®
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Figura 28. Principales acidos grasos presentes en los triglicéridos del aceite de C.

eriostachys.

Las propiedades fisicoquimicas del aceite purificado fueron similares a las
de otros aceites vegetales,?’ Y %0 y se enumeran en la Tabla 2. El peso molecular
determinado del aceite (874.8 g/mol) y su densidad (0.9286 g/cm3®) son
comparables a los reportados para el aceite de Jatropha. La viscosidad dinAmica
(28.4644 mPa.s) y la viscosidad cinematica (30.8948 mm?/s) del aceite de semilla
de C. eriostachys son similares a las descritas para el aceite de Salvia lerifolia®!
pero el numero de saponificacion (166.9 mg KOH/g aceite) fue mayor para el

aceite de semilla de C. eriostachys.
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Tabla 2. Comparacion de las propiedades fisicoquimicas del aceite de las semillas

de C. eriostachys con otras especies vegetales productoras de aceite.

Propiedad C. eriostachys

Nourozak*

Jatropha*

Canola*

Palma*

Peso 874.8
Molecular del

aceite, g/mol

Densidad a 0.9286
15°C, g/cm3

Viscosidad 28.4644
dindmica a

25°C, mPa.s

Viscosidad 30.8955
cinemética, a

25°C, mm?/s

Acidos grasos 2.12
libres, %

Numero de 4.20
acido, mg

KOH/g |

Numero de 166.9
saponificacion,

mg KOH/g

aceite

930.0

0.9046

28.435

31.433

0.71

141

160.2

845.3

0.9200

34.1

40.4

19.28

38.20

195.0

896.0

0.9030

33.026

36.573

0.77

1.53

187.8

833.8

0.9160

31.8

40.96

0.63

1.25

188.0

*Datos tomados de la referencia (50)

Los patrones de difraccion de los catalizadores ZnAl (X) sintetizados y sus

precursores se muestran en la figura 29. Los patrones XRD de los materiales ZnAl
(X) (figura. 29A) exhiben las sefales tipicas de hidrotalcitas a 11.6°, 23.3°, 34.4°,
39.1°, 46.7°, 60.1° y 61.6° 26.5? La figura 29B representa los patrones de difraccion

para los precursores de zinc y aluminio que permitieron su identificacion como

Zns(CO3z)2(OH)e (hidrozincita)®® y AIO(OH) (pseudoboehmita).>
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El difractograma de los catalizadores ZnAl (X) activados a 200 °C (figura
30A) indica que el patron tipico de hidrotalcitas aln permanece en los
catalizadores de ZnAl(X), que son mas evidentes con una relacién molar Zn/Al = 4,
probablemente por el mayor concentracion de precursor de Zn empleado en el
proceso de sintesis. Ademas, también se confirma la presencia de zincita e
hidrozincita con las sefiales en 28 = 31.8°, 36.5° y 56.6°, y las sefales a 20 = 34.5°
y 39.1° respectivamente. En otros reportes, estas dos fases cristalinas se han
asociado con una alta actividad catalitica por estos tipos de materiales.>>>¢ El
analisis del patron DRX de los precursores (figura 30B) mostré solo un pequefio
cambio en la estructura cristalina del precursor de zinc (hidrozincita), donde-el
calentamiento a 200 °C promovié la aparicion de sefiales tipicas de mineral de

zincita.
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Figura 29. A) patrones DRX de los materiales sintetizados ZnAl(X) y B) sus

precursores. Especies identificadas: m Zincita (ZnO).
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Figura 30. A) Patrones DRX de los materiales ZnAl(X) deshidratados y B)
patrones DRX de sus precursores precipitados. Especies identificadas: m ZnO

(zincita), A Zns(CO3)2(OH)s (hidrozincita), ¢ ZnCO:s.
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Las areas superficiales especificas y el diametro de poro medio de los
catalizadores de ZnAl (X) y sus precursores se enumeran en la tabla 3. El ZnAl (4)
y el precursor de zinc poseen una superficie especifica similar y un diametro de
poro medio. Este resultado podria atribuirse a la mayor relacién molar M*?/M*3
empleada en la sintesis. En este caso, una gran cantidad de Zn*? promueve
propiedades de textura similares en comparacion con el precursor de zinc;
mientras que el material ZnAl (2) muestra un area de superficie especifica menor
en comparacion con el catalizador de ZnAl (4) y sus precursores, lo que esta de
acuerdo con los datos informados por Jiang y colaboradores.>” Ademas, los
precursores de aluminio tienen una gran area superficial (330 m?/g) pero el

diametro de poro mas bajo, similar al reportado por Yang y colaboradores. °’

Tabla 3. Propiedades de textura de las muestras de ZnAl (X) y sus precursores.

Catalizador SBET, DgaH, NM
m?3/g
AIO(OH) 330 5
ZnAl(2) 30.1 14.9
ZnAl(4) 228.6 7.9
Zns(C0O3)2(OH)s 223 18

La basicidad total y la basicidad lixiviable de las muestras de ZnAl (X) y sus
precursores se enumeran en la tabla 4. La pseudobohemita posee sitios basicos
con menor resistencia que los del precursor de hidrozincita y los materiales de
ZnAl (X); por lo tanto, era cataliticamente inactiva para la transesterificacion del
aceite. Aunque el precursor de hidrozincita tiene la mayor resistencia de base, su
rendimiento de transesterificacion (54%) fue menor en comparacion con el
observado para ZnAl (2) (59%) y ZnAl (4) (79%), lo que indica que la estructura
tipo brucita en los materiales ZnAl (X) activados promueve la formacién de una

mezcla de fases cristalinas de hidrotalcita, hidrozincita y zincita, que estan
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asociadas con la actividad catalitica. La basicidad total de ZnAl(X) aumenta
directamente proporcional al contenido de Zn en el catalizador; por lo tanto, la
actividad catalitica también mejora, como se inform6 para los catalizadores de
hidrotalcita.®® Se observd el mejor rendimiento de transesterificacion (79% +3)
para ZnAl (4), y podria estar relacionado con las mayores cantidades de fases de
zincita e hidrozincita en comparacién con las muestras de ZnAl (2) (figura 3A).
Como se ve, estos catalizadores heterogéneos proporcionaron rendimientos de
transesterificacion inferiores a moderados, y pueden atribuirse a limitaciones de
transferencia de masa;®® sin embargo, el proceso de sintesis facil, las propiedades

de basicidad y el rendimiento catalitico similar segun lo reportado son notables.5°

Tabla 4. Basicidad de los materiales ZnAl (X) y sus precursores.

Basicidad
Total Basicidad de lixiviaciéon, mmol/g Base
Azul de
Catalizador mmol/g Fenolftaleina bromotimol Total Fuerza
Zns(CO3)2(OH)s  2.2484 0.0072 0.0405 0.0477 11.1<pK<15
ZnAl(4) 0.3079 0.0229 0.0100 0.0329 11.1<pK<15
ZnAl(2) 0.1854 0.0000 0.0178 0.0178 11.1<pK<15
AIO(OH) 0.6799 0.0056 0.4494 0.4550 8.2<pK<11.1

La reaccion de transesterificacion heterogénea se llevé a cabo utilizando
catalizadores ZnAl(4), con una relacién masica metanol/aceite 1:1, 4% en peso de
catalizador con respecto al peso del aceite, a una temperatura de 200 °C durante
3 horas. La reaccién de transesterificacion se efectué en un reactor por lotes de
acero inoxidable marca Parr 5000 (45 mL). El reactor fue presurizado a
aproximadamente 2 MPa con N2 y calentado a 200 °C; al alcanzarse la
temperatura se comenzé con la agitacion a 650 rpm, este punto se considero

como el inicio de la reaccion. Transcurrido el tiempo de reaccion, el reactor fue
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enfriado en un bafio de hielo, despresurizado y descargado. El catalizador fue
recuperado mediante centrifugacion y el metanol en exceso fue separado
mediante una evaporacion a 70 °C, formandose 2 fases en la mezcla de reaccion,
que fueron colocadas en un embudo de separacion, desechandose la fase inferior
que correspondié al glicerol y recuperando el biodiesel contenido en la fase

superior. Al biodiesel obtenido se le afiadido Na2S0Oa4 y se filtro.

La reaccién de transesterificacion empleando KOH (1% en peso) se llevo a
cabo a reflujo durante 2h, concluido el tiempo se le hacen lavados con agua
caliente, y se seca sobre sulfato de sodio anhidro, la cual proporciond un
rendimiento del 90% observandose un resultado similar en comparaciéon con la
literatura, cuando se utilizaron otras fuentes de aceite vegetal.?%%2 Aqui,
observamos las desventajas tipicas para la purificacion de la reaccion del
producto. No obstante, se presenta la viabilidad de la transesterificaciéon de las
semillas oleaginosas de C. eriostachys con este catalizador comin homogéneo
empleado para la produccion de biocombustibles. Estos resultados también
permiten determinar que el origen y/o la composicion del aceite de semilla de C.
eriostachys no estan relacionados con el desempefio de catalizadores
heterogéneos

El rendimiento de la reaccion de transesterificacion heterogénea del mejor
catalizador en este reportado aqui [ZnAl (4)] fue de 79% £3. Su espectro de RMN
'H mostr6 las sefiales tipicas atribuidas a FAME saturados e insaturados (figura
31), destacando las sefales de los hidrogenos vinilicos de cadena alquilica
insaturada a 5.42-5.27 ppm, la sefial singulete en 3.67 ppm revel6 la presencia del
grupo metil éster, y en 1.25 ppm se observd la sefial de cadenas alquilicas
saturadas. Este patron de sefiales es consistente con los datos reportados en la
literatura.®® No se detectaron remanentes de glicerol o triglicéridos en la medicion
de RMN.

El valor de densidad de los FAME fue de 0.887 g/cm? determinado a 15 °C,
el cual estd de acuerdo con el rango de 0.86 a 0.90 g/cm? estipulado para el
biodiesel (EN 14214). Ademas su viscosidad cinematica determinada a 40 °C fue
de 4.77 mm?/s, el cual esta dentro del intervalo de 3.5 a 5.0 mm?/s (EN 14214). El
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valor calorifico 37.8 MJ/kg) fue superior al del biodiesel del aceite de Karanja,
semillas de caucho, salvado de arroz y Teminalia catappa.®* Del andlisis GC la
presencia de esteres metilicos.

El analisis FAME del analisis GC-MS indic6 la presencia de ésteres
metilicos palmiticos, linoleicos, oleicos y estearicos como los principales
componentes (Tabla 5). Esto esta en concordancia con la composicion del aceite
de semilla de C. eriostachys (Tabla 1). Se observaron derivados de ésteres
metilicos menores manteniendo su proporcion como en la materia prima; sin
embargo, no se detectaron FAMEs de cadena larga esperada (C20: 0, C21: 0y
C22: 0) asi como el éster metilico pentadecanoico, probablemente por su
degradacion durante el proceso de reaccion.

El espectro de RMN de !H tipico de saturados e insaturados se observo
para los FAME obtenido usando KOH como catalizador. Su valor calérico fue
ligeramente mayor (38.1 MJ/kg) que los obtenidos con nuestro catalizador
heterogéneo. Se midi6é el valor de densidad de 0,874 g/cm?® y la viscosidad
cinematica de 4,66 mm?/s, lo que esta de acuerdo con la EN 14214. Los FAME
por GCMS revelo los ésteres metilicos C16: 1, C18: 0, C18: 1 y C18: 2 como los
componentes principales. No se detectaron los FAME C8: 0, C15: 0, C17: 0, C20:
0, C21: 0y C22: 0 esperados, ya que los respectivos acidos grasos se detectaron

como componentes de aceite de semilla (Tabla 5).

Se observé que los rendimientos de FAME difieren significativamente
cuando se emplean catalizadores heterogéneos u homogéneos, ademas de los
valores mas bajos que los requeridos en EN 14214, pero el FAME conserva las
propiedades fisicoquimicas similares. No obstante, podria considerarse el aceite
de semilla de C. eriostachys como una materia prima prometedora para la
produccion de biodiesel, dado que los catalizadores de transesterificacion

mostraron el rendimiento tipico, de acuerdo con la literatura.
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Tabla 5.Composicion FAME de la reaccion de transesterificacion del aceite

de las semillas de C. eriostachys, usando ZnAl(4) y KOH como catalizadores.

GC-MS (%)

FAME ZnAl(4) KOH
Caprilico (C8:0) 0.03 --
Miristico (C14:0) 0.05 0.05
Palmitoleico (C16:1) 0.47 0.41
Palmitico (C16:0) 16.16 14.79
Margarico (C17:0) 0.06 0.17
a-linolenico (C18:3) 0.23 3.43
Linoleico (C18:2) 46.94 46.45
Oleico (C18:1) 9.45 9.34
Esteérico (C18:0) 22.78 25.36
Araquiddnico (C:20) 3.83 --

Se puede observar que los rendimientos de FAME difieren
significativamente cuando se emplean catalizadores heterogéneos u homogéneos,
ademas de valores mas bajos que los requeridos en EN 14214, pero el FAME
conserva propiedades fisicoquimicas similares que aqui han sido evaluadas. No
obstante, podria considerarse el aceite de semilla de C. eriostachys como materia
prima prometedora para la produccion de biodiesel, dado que los catalizadores de

transesterificacion mostraron el rendimiento tipico, de acuerdo con la literatura.
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CONCLUSIONES

De las semillas de C. eriostachys se obtuvieron como componente principal
triglicéridos en un rendimiento cercano al 20%; se llevd a cabo la reaccion de
transesterificacion en presencia de catalizadores homogéneos y heterogéneos con
buenos rendimientos, por lo que se propone esta especie como una hueva fuente
para la obtencion de biocombustibles.

Del estudio quimico de las especies de Caesalpinia se lograron aislar y
caracterizar diferentes compuestos como: De las semillas C. sclerocarpa y C.
eriostachys al lupeol. De C. eriostachys de tallos y semillas al B-sitosterol y
estigmasterol; asi como de sus tallos al ferulato de miristilo.

De C. platyloba de las vainas a las butendlidas 68-acetoxicassa-12-hidroxi-
13-en-y-lactona (16) reportada en la literatura y a 6B-acetoxicassa-11,13-dien-y-
lactona (17); de sus hojas a la lactona natural (17), y tres compuestos minoritarios
tipo cassadieno al 38,13a—dihidroxi-683-acetoxicassa-14(17),15-dieno (20), al
36,13B—dihidroxi-6B-acetoxicassa-14(17),15-dieno (21) y al 3B-hidroxi-60-
acetoxicassa-13,15 dieno (22) de los cuales no hay reportes en la literatura por lo

gue se consideran productos naturales novedosos.

PARTE EXPERIMENTAL

Los espectros de RMN de 'H a 400 MHz y *3C a 100 MHz se determinaron
en un espectrémetro Varian Mercury-Plus-400 empleando CDCIs como disolvente
y TMS como referencia interna. Los experimentos HMBC se determinaron en un
espectrémetro Varian Mercury 300.

Los espectros de masa de baja resolucion se midieron en un equipo Varian
Saturn 2000 mediante impacto electronico.

Para las separaciones cromatograficas se utilizé gel de silice Merck 230-
400 mallas.

El analisis de rayos X se llevé a cabo en un difractometro Bruker-Nonius
CAD4 con radiacion de Cu Ka.

El perfil de acidos grasos del aceite purificado de las semillas de C.
eriostachys y el perfil FAME fueron obtenidos por los métodos Ce 1-62 (AOCS,
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2005) y SPME (fibora PDMS/DVB/CAR), respectivamente, usando un cromatografo
de gases tecnologia Agilent 7890A, equipado con una columna (60 m x 0.25 mm X
0.25 ym) y acoplado 5975C Agilent Technologies cuadrupolar, operado en modo
de ionizacion de impacto electrénico (70 eV). La comparacion de los espectros de
masa fue hecha con la base de datos de la libreria NIST/EPA/NIH (Identificacion
positiva 80%). Los tiempos de retencibn FAME fueron comparados con los
obtenidos para los quimicos estandar (mezcla de 37 componentes FAME Supelco)
inyectados dentro del cromatégrafo de gas bajo las mismas condiciones
experimentales. El valor de pacido y el nUmero de saponificacion de C. eriostachys
fue determinado de acuerdo al método descrito por Hajinezhad (2015).%° Las
densidades del aceite de las semillas de C. eriostachys y FAME fueron
determinadas en un medidor de velocidad de densidad y sonido DSA 5000M
Anton Paar al5 °C. La viscosidad dinamica fue medida en un viscosimetro AMVn
Anton Para a 25 °C para el aceite de las semillas y a 40 °C para los FAME. El
valor calorifico de FAME C. eriostachys fue obtenido a través de la combustion de
0.5 g de la muestra con oxigeno en un calorimetro Parr modelo 6772.

Sintesis y caracterizacion de ZnAl (X) hidrotalcitas y sus precursores (Las
hidrotalcitas fueron proporcionadas por la divisiéon de estudios de posgrado de la
facultad de ingenieria quimica, asi como los equipos para realizar los
experimentos cataliticos). Las hidrotalcitas de ZnAl (X) se sintetizaron mediante el
método de coprecipitacion, empleando las cantidades apropiadas de
Zn(NO3)2:6H20 y AI(NO3)3*9H20 para obtener relaciones molares de Zn/Al de 2 y
4 (X). Las sales se disolvieron en agua y se valoraron con una solucién acuosa de
NaOH-Na2COs para alcanzar un pH = 8-9. La suspension se envejecio a reflujo
durante 36h a 90 °C, se lavo con agua desionizada y se filtré. La torta obtenida se
secO a 80 °C durante 12 h, y finalmente se activd a 200 °C durante 6 h, después
de una velocidad de calentamiento de 0,5 °C / min. Por separado, cada precursor
se tratd bajo el mismo método de sintesis, denominado en lo sucesivo precursores
de zinc y aluminio.

El andlisis de DRX de catalizadores deshidratados se realizé con un equipo
Bruker D2 PHASER utilizando radiacion de Cu Ka (A = 1.5406 A). Los patrones de
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rayos X se tomaron de 5° a 80° 20. Las areas de superficie y la distribucién del
tamafio de poro se determinaron mediante el modelo BET y el método BJH,
respectivamente. Los experimentos de fisisorcion se realizaron en un instrumento
Micromeritics TriStar. Para esta caracterizacion, aproximadamente 0.2g de
muestra se desgasificaron previamente al vacio durante 12h a 200 °C en un
sistema de desgasificacion Micromeritics VacPrep 061. La basicidad total y la
basicidad de lixiviacibn de ZnAl (X) y sus precursores de zinc y aluminio se
determinaron por titulacion con &cido benzoico como se describe por Fraile y
colaboradores.®® La resistencia de la base de los catalizadores se determiné

mediante titulacion de Hammet.3°

Material vegetal.

Las especie C. eriostachys y C. sclerocarpa fueron colectadas en el
municipio de la Huacana, Michoacén el 18 de Octubre 2013. La especie C.
platyloba se colecté en la localidad de los Charcos municipio de Buenavista
Tomatlan, Michoacan, en marzo del 2014. Las especies vegetales fueron
identificadas taxonomicamente por el M.C. Xavier Madrigal Sanchez, conservando
un ejemplar en el Herbario EBUM de la Facultad de Biologia de la Universidad
Michoacana de San Nicolds de Hidalgo. Con numero de registro para C.
eriostachys: 2452 y para C. platyoloba 2401. Las plantas C. sclerocarpa, C.
eriostachys y C. platyloba se separaron en sus partes flores, vainas, semillas,
hojas y tallos, secadas a la sombra. Para la obtencién de los extractos de C.
eriostachys se pesaron 400 g de flores, 800 g de vainas, 200 g de semillas, 250 g
de hojas, 220 g de tallos. De C. scelerocarpa se pesaron 200 g de hojas, 250 g de
tallos y 70 g de semillas. De C. platyloba 1 kg de hojas. Cada una de las partes de
la plantas se colocd por separado en recipientes de vidrio y se sometieron al

procedimiento por maceracion secuenciada con hexanos, CH2Clz y metanol

Obtencion del aceite de las semillas y purificacion.
Un lote de 655 g de semillas de C. eriostachys se sometieron a reflujo con

CH2Cl2, durante cuatro horas. Transcurrido este tiempo, se filtré y evapor6é en
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rotavapor, con lo que se obtuvieron 90 g de extracto como un aceite amarillo
obscuro, el extracto crudo fue purificado por cromatografia en columna sobre gel
de silice (230-240 mesh) Merck y CH2Cl2 como eluente. Las fracciones colectadas
rindieron cerca de 70 g (78%). De triglicéridos como un aceite amarillo. El resto del

extracto corresponde a una mezcla de triglicéridos y acidos grasos.

Triglicéridos

T RMN de H (400 MHz, CDCls,
T Y T Ak | JenHz) 8536 (1H, m, H-12),

Haii—o—é\/\/\/ﬁ/axm\ 5.36 (1H, m, H-13), 5.36 (1H,
" m, H-9), 5.36 (1H, m, H-10),

5.27 (1H, m, H-2’), 4.30 (1H, dd, J = 12.0 y 4.4, H-1"), 4.15 (1H, dd, J = 12.0 y 6.0,
H-3"), 2.79 (1H, t, J = 6.0, H-11), 2.31 (1H, m, H-2), 2.05 (1H, m, H-8), 2.05 (1H, m,
H-14), 1.61 (1H, m, H-3), 1.25 (nH, s, CH2), 0.89 (3H, t, CH3).

Biodiesel.

i 3 9 10 2 13 RMN de 1H (400 MHz, CDCls,
’ : " “ " | Jen Hz) &:5.36 (1H, m, H-

12), 5.36 (1H, m, H-13), 5.36
(1H, m, H-9), 5.36 (1H, m, H-10), 5.27 (1H, m, H-2), 3.67 (3H, s, OMe), 2.79 (1H,
t, J = 6.0, H-11), 2.31 (1H, m, H-2), 2.05 (1H, m, H-8), 2.05 (1H, m, H-14), 1.61
(1H, m, H-3), 1.25 (nH, s, CH2), 0.89 (3H, t, CHa).

Experimentos cataliticos.

Los experimentos de reaccion catalitica heterogénea se llevaron a cabo en
un reactor Parr-5000 de acero inoxidable a 200 ° C, durante 3 h, al 5% en peso del
catalizador, y a una relacion molar de aceite/metanol a 1:30. Inicialmente, se
cargaron en el reactor aceite de semillas de C. eriostachys purificado, metanol y
catalizador. El aire en el reactor se purgd con nitrégeno durante 5 minutos y se
presurizd a 20 bares para mantener el metanol en la fase liquida. La temperatura
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se aumento rapidamente a 200 ° C, y posteriormente, la velocidad de agitacion se
ajustd a 650 rpm. Al final del experimento, el reactor se enfrié en un bafio de hielo
y se despresurizé. El catalizador se eliminé de la mezcla de reaccion mediante
centrifugacion y el metanol restante se eliminé por evaporacion a 70 °C. Se
formaron dos fases; la capa superior contenia FAME, y se obtuvo una pequefa
cantidad de glicerol en el fondo, y se separ6 por decantacién. Después, el
producto de reaccion se secO sobre Na2SOs anhidro, se filtré6 y se analizd
mediante RMN de 'H y CG-MS. El rendimiento de la reaccién se determiné segun
Elkady (2015)%°. Las reacciones cataliticas homogéneas se llevaron a cabo en un
matraz bola de vidrio, empleando KOH 1% en peso como catalizador, y una
relacién molar aceite / metanol 1:6, a reflujo a 60°C, durante 2 h.4>47 Después de
la reaccion, FAME se separ6 del glicerol, se lavé con agua caliente, se sec6 sobre
Na2S0a4 y se analizé por RMN de 'H y CG-MS.

Aislamiento y extraccién del ferulato de miristilo (13).

Tallos secos (220 g) de C. eriostachys fueron extraidos con n-hexano (1L x
3) a temperatura ambiente por 3 dias el mismo proceso fue realizado con CH2Clz
(1L x 3). La filtracion y evaporacion del extracto CH2Clz rindi6 un soélido verde
obscuro (1.7 g); un lote de 500 mg fue sometido a columna cromatogréfica eluida
con mezclas de hexano-AcOEt en orden creciente de polaridad. En las fracciones
13-16 eluidas con hexano-AcOEt (4:1) se identifico al alquil ferulato (13), como un

sélido blanco con un punto de fusion de 63-65°C.

| 5 RMN de 1H (400 MHz, CDCls, J en
0 N Hz) &: 7.75 (1H, d, J=15.9, H)),
7.14 (1H, dd, J=8.2 y 1.9, H-5),

HO
13 7.09 (1H, d, J=1.9, H-3), 6.97 (1H,

d, J=8.2, H-6), 6.34 (1H, d, J=15.9, H-2’), 4.19 (2H, t, J= 6.9, H-1"), 3.98 (3H, s, H-
4%), 1.25 (nH, s, CH2"), 0.88 (3H, t, J= 7.0, CH3). IR 1709 cm (CO).
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Aislamiento y extraccion del 6B-acetoxicassa-12-hidroxi-13-en-y-
lactona (16).

Un lote de 14 g del extracto de CH2Cl. de vainas de C. platyloba
impregnado en gel de silice se llevd a separacion por columna cromatografica
empleando gel de silice y mezclas de hexanos-AcOEt en orden creciente de
polaridad como eluyentes. Un lote de 2 g de las fracciones eluidas en la polaridad
hexanos-AcOEt (1:1) fueron recromatografiadas, utilizando gel de silice como fase
estacionaria y como eluyentes se utilizé hexanos y mezclas de hexanos-AcOEt en
orden creciente de polaridad. En la fraccion 9-12 de hexanos-AcOEt (9:1) se

obtuvo 68 mg de cristales blancos de 16, con punto de fusién de 110-113 °C.

RMN de H (400 MHz, CDCls, J en Hz) &: 5.71 (1H, s,
H-15), 5.51 (1H, sa, H-6), 2.91 (1H, m, H-14), 2.45
(1H, dd, 13.2 y 3.2, H-11a), 2.04 (3H, s, OAC), 1.16
(3H, d, J = 7.2, CHs-17), 1.10 (3H,s, CHs-18), 1.08
(1H, s, H-5), 1.00 (1H, s, CHs-19), 0.98 (3H, s, CHs-
20). RMN de 3C (400 MHz, CDCl3) &: 171.8 (C, C-
13), 171.3 (CO, Ac), 170.6 (CO-16) 113.3 (C, C-15),
105.8 (C, C-12), 69.3 (CH, C-6) 55.15 (CH, C-5), 45.0
(CH, C-9), 43.6 (CHz, C-3), 41.9 (CH2, C-1), 37.7
OAc (CH2, C-11), 37.6 (C, C-10), 36.0 (CH, C-14), 35.8
(CH, C-8), 35.4 (CH>, C-7), 33.8 (C, C-4), 33.6 (CH3, C-18), 29.6 (CH3, C-19), 23.3 (CHs,
OAC), 21.7 (CHz, C-2), 18.7 (CHs, C-20), 12.8 (CH3, C-17).

—
=
=
=
=
=
=
=
=

Aislamiento y extraccion del 6B3-acetoxicassa-11,13-dien-y-lactona (17).

Un lote de 14 gramos de extracto de CH2Clz de vainas de C. platyloba se
llevo a separacion por columna cromatografica empleando gel de silice y mezclas
de hexanos-AcOEt en orden creciente de polaridad como eluyentes. Un lote de 1.8
g de las fracciones eluidas en la polaridad hexanos-AcOEt (4:1) fueron purificadas
por recromatografias sucesivas, utilizando gel de silice como fase estacionaria y
como eluyentes se utilizd mezclas de hexanos-AcOEt en orden creciente de

polaridad. En la fraccion hexanos-AcOEt (9:1) se obtuvieron 22 mg de cristales

69



blancos correspondientes a 17, con punto de fusién de 227-230 °C. Cuya rotacion
especifica fue de [a]p= -26.4 (c 0.42, CHCI3), su espectro de masa de alta
resolucién exhibe un ion molecular [M]* en m/z 358.2144 el cual coincide con la
formula molecular C22H3004, el espectro de IR se muestran en 1729 1753 cm™ dos

bandas caracteristica de grupos carbonilo. Absorcion UV Amax en 277 nm.

RMN de *H (400 MHz, CDClz, J en Hz) &: 5.84 (1H, s,
H-11), 5.78 (1H, s, H-15), 5.53 (1H, sa, H-6), 2.83 (1H,
m, H-14), 2.18 (1H, m, H-8), 2.02 (1H, m, H-9), 2.04
(3H, s, OAc), 1.88 y 1.09 (2H, m, H-1), 1.72 y 1.62
(2H, m, H-7), 1.67 y 1.54 (2H, m, H-2), 1.42 y 1.21
(2H, m, H-3), 1.16 (3H,s, CHs-20), 1.11 (1H, s, H-5),
1.05 (3H, d, J = 7.0, CHs-17), 0.99 (3H, s, CHs-19),
0.97 (3H, s, CHz-18).

OAc RMN de 13C (400 MHz, CDCls) &: 170.3 (CO-16), 161.2

(C, C13), 150.0 (C, C-12), 111.0 (CH, C-15) 110.2 (CH,
C-11), 69.1 (CH, C-6), 55.1 (CH, C-5), 48.7 (CH, C-9), 43.8 (CH2, C-3), 40.6 (CHz, C-1),
38.2 (C, C-10), 35.2 (CHz, C-7), 33.9 (C, C-4), 33.1 (CH, C-8), 33.0 (CHz, C-14), 23.0 (CHs,
C-19), 21.8 (CH3, OAC), 18.6 (CH2, C-2), 17.6 (CHa, C-20), 14.6 (CHs, C-17).

Aislamiento y extracciéon del 3B,13a-dihidroxi-6-acetoxicassa-
14(17),15(16)-dieno (20).

Un lote de 500 mg de extracto impregnado en gel de silice se sometié a
columna cromatografica  utilizando  hexanos-AcOEt (19:1), Mediante
cromatografias sucesivas se obtuvieron 15 mg de 20.

o RMN de *H (400 MHz, CDClz, J en Hz) &
: ppm: 6.10 (1H, dd, J = 17.4, 10.4, H-15),
5.29 (1H, sa, H-6), 5.28 (1H, d, J = 17.6,
1.2 H-16’), 5.25 (1H, s, H-17’), 5.22 (1H,
dd, J=10.4, 1.2, H-16), 4.83 (1H, s, H-17),
3.16 (1H, m, H-3), 2.27 (1H, m, H-8), 2.11
(1H, m, H-11), 2.06 (3H, s, OAc), 1.52 (2H,

HO

OAc
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m, H-7), 1.52 (2H, m, H-2), 1.4 (2H, m, H-3), 1.25 (1H, m, H-9), 1.16 (3H s, Me-20),
1.07 (3H, s, Me-18), 0.97 (3H, s, Me-19). RMN de 13C (400 MHz, CDCls) &: 170.3
(CO-Ac), 154.8 (C, C14), 142.5 (CH, C-15), 115.8 (CH, C-16), 106.3 (CH2, C-17),
78.9 (CH, C-3), 75.3 (C, C-13), 69.3 (CH, C-6), 56.1 (CH, C-9), 54.3 (CH, C-5),
40.4 (CHz, C-12), 39.3 (C, C-10), 39.3 (CH2, C-1), 37.6 (C, C-4), 36.3 (CH2, C-11),
33.7 (CH, C-8), 28.1 (CH3,C-18), 27.5 (CHz, C-2), 21.8(CHs, Ac), 21.7 (CH2, C-7),
16.8 (CHa, C-20), 16.4 (CH3, C-19).

Aislamiento y extraccion del 3B,13B-dihidroxi-6-acetoxicassa-
14(17),15(16)-dieno (21).

El eluato hexanos-AcOEt (1:1) de la columna cromatogréfica de las

fracciones 6-11 se sometidé a separacion cromatografica en capa fina (CCF)
impregnada en nitrato de plata. Donde se obtuvieron cristales incoloros, con punto
OH de fusion 187-189 °C.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls, J en Hz) &
ppm: 6.04 (1H, dd, J = 17.4, 11.2, H-15),
5.60 (1H, sa, H-6), 5.39 (1H, d, J = 14.4,
1.2 H-16), 5.35 (1H, dd, J = 9.2, 1.6, H-
16), 5.09 (1H, s, H-17), 4.90 (1H, s, H-1),
3.16 (1H, m, H-3), 2.57 (1H, m, H-8), 2.06
(3H, s, OAc), 1.25 (3H s, Me-20), 1.08 (3H, s, Me-18), 0.99 (3H, s, Me-19).

HO

=

OAc

Aislamiento y extraccion de 3B-hidroxi-6B8-acetoxicassa-13,15-dieno
(22). Un lote de 14.8 g de extracto de hojas de C. platyloba se sometié a
separacién cromatografica las fracciones eluidas con la polaridad hexanos-AcOEt
3.7 fueron purificadas por una cromatografia en columna en las fracciones eluidas
con la polaridad CH2Cl2-AcOEt 95:5 se obtuvieron 120 mg una miel color café

correspondiente al compuesto 22.

71



RMN de 'H (400 MHz, CDClz, J en Hz) &
ppm 6.79 (1H, dd, J = 17.2,10.9, H-15),
5.4 (m, 1H, H-6), 5.12 (1H, d, J = 17.2, H-
16'), 4.97(d, J =10.9), 3.17 (1H, m, H-3),
2.09 (s, 3H, OAc ), 1.14 (s, 3H, H-20),
1.00 (s, 3H, H-19), 0.94 (s, 3H, H-18).
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