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RESUMEN

En el municipio de Taretdn, localizado al oeste del Estado de Michoacan se encuentra una
gran diversidad de especies forestales que se han clasificado como durables, esto debido a
gue poseen una gran resistencia a su degradacion. Esta durabilidad de la madera esta
asociada principalmente a la presencia de compuestos extraibles provenientes de
metabolitos secundarios generados a lo largo del crecimiento del arbol y como método de
defensa ante agentes fitopatdgenos.

En el presente trabajo se reporta el estudio del duramen de las maderas durables como:
Andira inermis, Eysenhardtia polystachya, Cordia elaeagnoides, Zaluzania augusta y
Lysiloma divaricatum, se obtuvieron sus extractos crudos de hexano, diclorometano, THF y
acetato de etilo, esto con la finalidad de evaluar su capacidad de inhibicion sobre el hongo
Trametes versicolor el cual es uno de los principales degradadores de la madera, por lo
gue las normas americanas ASTM lo recomiendan para realizar pruebas de durabilidad en
laboratorio. Los extractos que presentaron el 100 % de la inhibicion sobre Trametes
versicolor fueron; para Andira inermis el extracto de acetato de etilo, y para Eysenhardtia
polystachya, Cordia elaeagnoides y Zaluzania augusta el extracto de THF, por lo que estos
extractos fueron sometidos a purificacion en columna cromatografica para dilucidar
estructuralmente el compuesto que estuviera implicado en dicha propiedad inhibitoria.
De la madera Lysiloma divaricatum los mejores porcentajes de inhibicién fueron
obtenidos con los extractos de THF y acetato de etilo obteniendo un 50 % de la inhibicién
por lo que no se llevd a cabo la purificacién en columna cromatografica de estos extractos.

De las purificaciones en columnas cromatograficas de los crudos que presentaron
actividad inhibitoria sobre Trametes versicolor se logrd caracterizar por métodos
espectroscépicos diversos compuestos cuya actividad quedo de manifiesto; de la madera
de Andira inermis se aislé la medicarpina un compuesto que presentd actividad inhibitoria
a una concentracion de 150 mg/L, este compuesto se aislé6 como un monocristal con
caracteristicas d6ptimas para su difraccion de rayos-x; de la madera de Eysenhardtia
polystachya se aislé la amorfaquinona con efecto inhibitorio a una concentracién de 500
mg/L; de la madera de Cordia elaeagnoides se aislé el aliodorin el cual tuvo un efecto
inhibitorio a una concentracién de 75 mg/L; y de la madera de Zaluzania augusta se aislo
el dcido costico el cual presento una actividad inhibitoria de un 80 % a una concentracion
de 200 mg/L.

Palabras clave: Durabilidad, extraibles, antifungico, cromatografia, espectroscopia.



ABSTRACT

In the municipality of Taretan, located west of the State of Michoacan is a great diversity
of forest species that have been classified as durable, this because they possess a high
resistance to degradation. The durability of wood is mainly associated with the presence
of extractable compounds generated from along the tree growth and as a defense against
plant pathogens secondary metabolites.

In this paper, we study the Heartwood of durable woods as reported: Andira inermis,
Eysenhardtia polystachya, Cordia elaeagnoides, Zaluzania augusta and
Lysiloma divaricatum, their crude extracts of hexane, dichloromethane, THF and ethyl
acetate were obtained with this in order to evaluate their ability to inhibit about Trametes
versicolor which is a major degrader of wood, so the American ASTM standards
recommend for the durability testing laboratory. The extracts showed 100% inhibition of
Trametes versicolor were; for Andira inermis extract ethyl acetate and Eysenhardtia
polystachya, Cordia elaeagnoides and Zaluzania augusta extract THF, so these extracts
were subjected to purification by column chromatography to structurally elucidating the
compound that was involved in this inhibitory property. Lysiloma divaricatum timber the
best inhibition percentages were obtained with extracts of THF and ethyl acetate to obtain
a 50% inhibition which was not carried out by column chromatography purification of
these extracts.

Of chromatography columns in the purification of the crude that had inhibitory activity on
Trametes versicolor it was achieved by spectroscopic methods to characterize various
compounds whose activity was evident; lumber Andira inermis the medicarpinaa
compound presented inhibitory activity at a concentration of 150 mg/L, the compound
was isolated as a single crystal with the optimum characteristics for x-ray diffraction was
isolated; Eysenhardtia polystachya lumber amorfaquinona with the inhibitory effect at a
concentration of 500 mg/L was isolated; Cordia elaeagnoides lumber the aliodorin which
had an inhibitory effect at a concentration of 75 mg/L was isolated; and wood Zaluzania
augusta the céstico acid which inhibitory activity present 80% to a concentration of 200
mg/L was isolated.



1. INTRODUCCION

El estado de Michoacdan presenta casi todos los tipos de vegetacidn que existen en nuestro
pais, gracias a su variedad de relieves y climas. Esto, es debido a que el estado lo
conforman dos grandes regiones montafosas o provincias fisiograficas, que son: la sierra
madre del sur y el sistema volcanico transversal, ademads de valles intermontafiosos. Por lo
cual, en el estado de Michoacan existe una amplia diversidad de especies forestales que
se caracterizan por su durabilidad y resistencia natural al ataque de distintos agentes
xilofagos, como: hongos cromdgenos, hongos de pudricién, larvas y termitas.

Los tipos climaticos que predominan en Michoacan son: clima tropical lluvioso, con lluvias
en verano; clima seco estepario calido, con lluvia escasa que predomina en verano; clima
templado subhimedo con lluvias en verano, temperatura media del mes mas caliente
mayor de 22 °C; clima templado subhimedo, con lluvias en verano, la temperatura media
del mes mas calido es inferior a 22 °C; clima templado con lluvias todo el afio y una época
mas seca en el invierno.

En cuanto a los principales tipos de vegetacién que existen en el estado, se pueden
localizar bosques de coniferas en las principales sierras del estado, entre los 2,600 y 3,500
msnm; el bosque mixto, constituido por pinos y encinos, localizados entre los 1,000 y
2,600 msnm, siendo la vegetacion predominante en parte del territorio de 62 municipios
de la Entidad. Otras areas con vegetacién de matorrales espinosos y pastizales sobresalen
al Norte y Noreste del Estado, asi como en la zona que ocupa la depresiéon del Balsas-
Tepalcatepec. Al Sur, en las partes meridionales de la Sierra Tarasca, asi como en las
laderas y partes bajas de la Sierra de Coalcoman, existen extensas areas con vegetacion de
selvas secas, como la baja caducifolia (Enciclopedia de los municipios).

Dentro de los municipios que cuenta con una gran diversidad de vegetacion en el estado
se encuentra Taretan, el cual se localiza al oeste del Estado, limitando al norte con
Ziracuaretiro, al este con Santa Clara del Cobre y Ario de Rosales, al sur con Nuevo Urecho
y Gabriel Zamora, y al oeste con Uruapan.

Su relieve esta constituido principalmente por el sistema volcanico transversal y la sierra
de Santa Clara, su clima es templado con lluvias en verano, predominando el bosque
tropical deciduo, selva vy pastizales. La superficie forestal maderable estd ocupada por
pino y encino, la no maderable, por matorrales de distintas especies (Prontuario de
informacion geografica, 2010).



1.1. Clasificacion de la madera

El tipo particular de arbol del cual proviene la madera se denomina especie, existen dos
grandes grupos botdnicos que incluyen la mayor parte de las especies vegetales
susceptibles de suministrar maderas comercializables: las Gimnospermas y Angiospermas.

El primer grupo lo constituyen las coniferas (orden Coniferales) también llamadas como
arboles de madera blanda, las cuales se caracterizan por sus hojas en forma de aguja y por
la falta de vasos en la madera. El segundo grupo lo forman las latifoliadas, también
llamadas como arboles de madera dura o de hojas frondosas, esto debido a que las
plantas son de hoja ancha que pueden ser perennes o caedizas y con presencia de vasos
en su madera. Normalmente se distingue entre frondosas de zonas templadas y frondosas
tropicales (SEMARNAT, 2010).

Los términos madera blanda y madera dura no expresan el verdadero grado de dureza de
las distintas especies de arboles. Algunos arboles de madera blanda son tan duros como
los arboles de madera dura de densidad media, en tanto que algunas especies de arboles
de madera dura tienen madera mas suave que algunos arboles de madera blanda.

1.2. Durabilidad natural de la madera

Durante su crecimiento, el arbol produce cada afio un cierto volumen de madera. La parte
joven del arbol, compuesta por las capas exteriores mas recientemente formadas,
constituye la albura, que asegura la funcidn de conduccidén de liquidos. Mientras el arbol
llegada a una cierta edad, las capas mas ancianas de la albura, por lo tanto, las mas
internas, pierden la funcién de conduccion y se transforman en madera de duramen que
ocupa la parte central del tronco.

La durabilidad, como resistencia al deterioro bioldgico, estad asociada principalmente a la
presencia de extractivos tdxicos depositados en la madera durante el proceso de
duraminizacion, estos metabolitos toxicos se acumulan hasta alcanzar niveles letales lo
cual determina la muerte celular y la formacién del duramen, esto es por lo que se
atribuye a que el duramen es el que le confiere principalmente a la madera su durabilidad
natural. Sin embargo, se considera a la albura siempre mas susceptible a modificaciones
por agentes xilofagos. Esta vulnerabilidad se debe a la presencia de hidratos de carbono
(almidén, azlcar), que constituyen sustancias nutritivas susceptibles de favorecer el
desarrollo de los insectos y hongos lignoliticos. Por el contrario, el duramen, que no
contiene estas sustancias de reserva, es siempre mas resistente frente a agresiones
bioldgicas (Zabel y Morrell, 1992). Ademas, Kollman (1959) sostienen que el duramen se



protege de hongos e insectos lignicolas mediante obstruccién mecdnica de los vasos,
taponamiento de las punteaduras e impregnacién de las paredes celulares, con
metabolitos que la hacen resistentes a los ataques de organismos xil6fagos. Ademas, se
depositan en las células del duramen sustancias polifendlicas, basicamente derivados del
acido shiquimico, cinamico y cafeico, cuyas combinaciones con compuestos organicos
determinan una gran variedad de preservadores de la madera, capaces de ejercer efectos
toxicos y/o repelentes contra organismos lignicolas.

La durabilidad natural de la madera es entendida como la resistencia que presentan
algunas especies contra el deterioro ambiental que se puede manifestar como pudricidn
(Balaban et al., 2003).

Los principales agentes degradadores de la madera son (Remacha; Touza, 2013):

Bacterias: Atacan la celulosa de la madera transformdandola, en celobiosa, hidrogeno y
metano. Las mas importantes son: Bacillus amylobacter y Bacillus methanigenes.

Mohos: Son hongos microscdpicos que se alimentan de sustancias de reserva de la
madera, y se nota su presencia por pelusa blanquecina.

Insectos xil6fagos: Son aquellos insectos que se alimentan de madera, de su celulosa, de
las sustancias de reserva de esta, o bien la utilizan como cobijo o para la puesta de sus
huevos, causando un gran deterioro, como lo son Isépteras, Lepiddpteras, Coledptera,
Himendpteras, Dipteras y Dictidpteras.

Los hongos de pudricién, generan una degradacidn mas importante ya que alteran la
pared celular de la madera. La pudricidon no es facil de reconocer en sus etapas iniciales ya
que las hifas permanecen ocultas en su interior. Segun va desarrollandose la pudricién se
va acentuando el cambio de color, rojizas-pardas o a veces claras, y la madera empieza a
perder peso y aumentar su contenido de humedad.

1.3. Componentes extraibles de la madera

Todas las especies de madera y la mayoria de los vegetales contienen cantidades variables
de algunas sustancias quimicas diferentes a los carbohidratos y a la lignina que
constituyen la pared celular (Arostegui, 1976). De acuerdo con el punto de vista con el
que se esté trabajando son conocidos como: componentes extrafios (al no ser
componentes estructurales y encontrarse en muy poca cantidad); sustancias extraibles o
solubles (al ser extraidas mediante solventes y agua o vapor de agua); sustancias volatiles
(algunas sustancias de los extraibles son volatiles).



La base fisioldgica y bioquimica de la resistencia de plantas al ataque de patégenos,
hongos y bacterias; se encuentra relacionado con la biosintesis de estos compuestos
extraibles implicados en los procesos infecciosos, algunos con actividad antimicrobiana,
antifungica y antioxidante, y otros como precursores de otros compuestos extraibles que
se forman hasta el momento de ser atacadas por algin microorganismo (Rowell et al.,
2005; Sepulveda et al., 2003)

Como caracteristica de los extraibles al ser externos a la madera pueden ser separados
mediante solventes organicos y agua (o vapor de agua), ademads pueden ser especificos de
cada género o especie, haciendo posible su uso como esquema taxondmico basado en su
composicion quimica (Goldstein, 1991).

En la actualidad, se conocen aproximadamente 20,000 estructuras de estos compuestos
extraibles, que por su composiciéon quimica son clasificados en tres principales grupos que
son los terpenoides (o isoprenoides), fenilpropanoides (o compuestos fendlicos) y los
alcaloides (este grupo incluye en su estructura nitréogeno). Estos compuestos son los
responsables de no permitir el ataque de microorganismos a la fibra de la madera (Wang
et al., 1980). Por ello la durabilidad natural de la madera se ha relacionado con la
presencia de estos compuestos (Okitani et al., 1999).

Del conjunto de compuestos extraibles, los terpenos pueden considerarse como
productos de condensacion de dos o0 mds moléculas de isopreno (CsHg, 2-metilbutadieno),
con lo que resultan dimeros y otros oligémeros con la féormula elemental (CioH1¢)n, los
aceites esenciales que son los responsables del olor caracteristico de las maderas junto
con las secreciones de la madera (oleorresina), pertenecen al grupo de los terpenos, asi
como los esteroles que son sustancias alcohdlicas que se caracterizan por poseer una
cadena lateral de ocho o mdas atomos de carbono en C-17, y un hidroxilo en C-3; se
presentan generalmente en forma libre, ya sea como ésteres o como glicésidos
(Umezawa, 2001). Los ésteres mds importantes son las grasas (ésteres de glicerol),
normalmente, presentes como triglicéridos. Los esteres de otros alcoholes, que por lo
general son alifaticos o de naturaleza terpenoides (como los esteroles) se conocen como
ceras, y son los componentes mayoritarios de la resina de parénquima tanto en maderas
duras como en maderas blandas (Kai, 1991).

Los extractos contienen un gran numero de compuestos fendlicos, algunos de ellos
residuos y subproductos de la biosintesis de la lignina, por lo que son compuestos
heterogéneos (Browing, 1963). Los compuestos fendlicos se dividen en los siguientes
grupos:



e Taninos hidrolizables: Son un grupo de sustancias que al hidrolizarse producen
principalmente azucares (por lo regular glucosa) y acido galico y elagico. Los
taninos de este tipo no son muy comunes en la madera (Haslam, 1989; Umezawa,
2001).

» Lignanos: Se forman por el acoplamiento oxidativo de dos unidades fenilpropano
(C6C3) que proporcionan una defensa contra patdgenos y pueden actuar como
antioxidantes, como la conidendrina, matairresinol, pinorresinol y siringarresinol
(Gottlieb y Yoshida, 1989).

» Estilbenos: Derivados del 1,2-difeniletileno, que poseen un doble enlace conjugado
y, por lo tanto, son compuestos extremadamente reactivos, como la pinosilvina.
De estos compuestos, el 4-hidroxiestilbeno y el 4-metoxiestilbeno, asi como la
pinosilvina, son los principales responsables de un pequefio oscurecimiento de la
madera, asi como de la actividad fungitéxica (Hart, 1981; Harju et al., 2003).

* Flavonoides: Son polifenoles con estructuras de 15 carbonos triciclicos y sus
polimeros se denominan “taninos condensados”. Los compuestos representativos
de los flavonoides monomeéricos son la crisina (5,7-dihidroxiflavona) y la taxifolina
(dihidroquercitina). En general el término flavonoide ha sido utilizado para
designar un amplio grupo de sustancias entre las cuales se encuentran chalconas,
flavonas, antocianidinas, flavanas y materiales relacionados los cuales presentan
propiedades de defensa contra microorganismos, repelentes de herbivoros y
algunos son productores de pigmentos, (Rowe y Conner, 1979).

» Tropolonas. Se caracterizan por un anillo insaturado de siete &tomos de carbono,
como el a, B y y-tujaplicina (Croteau et al., 2000).

Cabe mencionar que estos compuestos extraibles también son generados como una
forma de proteccidén quimica, ante y posteriormente al daifo ocasionado por heridas y al
ataque de insectos y microorganismos patégenos, aunado a la generacién de defensas
ante condiciones adversas de estrés bidtico y abidtico (Rowell et al., 2005; Sepulveda et
al., 2003).



2. ANTECEDENTES

Se llama madera al conjunto de tejidos del xilema que forman el tronco, las raices y las

ramas de los arboles o arbustos. La madera no es un material homogéneo, sino que esta

formado por un conjunto de células especializadas en tejidos que llevan a cabo las

funciones fundamentales del arbol o arbusto como son: la conduccién de la savia, la

trasformacién y almacenamiento de los productos vitales asi como sostén del arbol

(Garcia et al., 2003). Considerandose como un material bioldgico, renovable, orgdnico,

poroso, higroscépico, anisotrdpico y heterogéneo (Cruz, 2006). Las partes que componen
al tronco de un arbol son (Figura 2.1):

X/
L X4

Corteza: es una capa de espesor irregular, en las que se encuentran dos capas;

» Corteza externa, es la capa exterior y estd formada por células muertas que
protegen el drbol del dafo fisico y de cambios climaticos.

» Corteza interna, también llamada Floema y tiene la funcion de conducir en forma
descendente la savia elaborada por las hojas.

Cambium: Es el tejido generatriz de casi la totalidad de los tejidos que estan formando

el tronco y por lo tanto es el crecimiento del grosor del arbol.

Albura o Samago: es la parte viva del tejido lefioso, la cual es por lo regular mas clara

que el duramen, y es por la cual se conduce la savia (agua y sales minerales) en forma

ascendente hasta las hojas (Garcia et al., 2003).

Duramen: Aparece contiguo a la albura y su color es normalmente mds oscuro, le

confiere propiedades caracteristicas al arbol de durabilidad y resistencia, ya que

contiene sustancias solubles como carbohidratos, polisacaridos, alcaloides, flavonoides

y taninos que al oxidarse generan el color oscuro (Capuz, 2005).

Médula: Es la zona que ocupa el centro del tronco de consistencia fragil. Y respecto a

la forma puede ser circular, eliptica, cuadrada, triangular o en forma de estrella.

Corteza

Cambium

Albura

Duramen

Médula

Figura 2.1. Partes del tronco de un arbol.



2.1.- Composicion de la madera

La madera al ser de origen vegetal, estd formada principalmente por fibras de celulosa y
poliosa (hemicelulosa) que conforma el esqueleto, y de lignina que le proporciona la
rigidez y dureza. Ademas de contener en menor proporcién sustancias de baja masa molar
conocidos como extraibles y sustancias minerales (Fengel y Wegener, 1984).

De manera que la madera estd constituida por componentes estructurales y no
estructurales, los estructurales son los que componen la pared celular (Celulosa,
Hemicelulosa, Lignina) y los no estructurales se denominan sustancias extraibles o
extrafias al no pertenecer a la pared celular y encontrarse en menor proporcion (Bland,
1985). La proporcidon es muy variable entre especies, también entre la madera de arboles
de la misma especie, en diferentes partes del arbol, en albura y el duramen, asi como por
pardmetros edafoclimaticos (variacion por zonas templadas y tropicales) (Fengel y
Wegener, 1984).

Los arboles mantienen voliumenes variables de albura (la parte fisioldgica, activa del
tronco que ocupa el drea mds externa) para asumir las funciones de conduccién de agua,
almacenamiento de carbohidratos y su capacidad de responder a heridas externas e
internas. Por otro lado, la parte central del tronco se convierte gradualmente en duramen,
gue contiene solamente células muertas sin la capacidad de conducir agua y
almacenamiento de sustancias nutritivas. La albura, de color generalmente mds claro que
la madera de duramen, tiene sus elementos conductores libres de obturaciones por
depdsitos de extraibles. A medida que se crean nuevas capas de albura, las préximas al
duramen van perdiendo su funciéon conductora y se convierten en duramen, proceso que
se caracteriza por modificaciones morfoldgicas (anatémicas) y quimicas, como la
formacién de sustancias organicas como taninos u otras materias colorantes (extraibles),
que al oxidarse le dan su caracteristico color oscuro (CONAFOR, 2007; Murace y
Spavento, 2014).

En general, las coniferas tienen un mayor contenido de extraibles que las maderas
latifoliadas, la mayoria de los extraibles estan localizados en el duramen y algunos son
responsables de caracteristicas tales como olor, color y durabilidad de la madera (Rowell
etal., 2005).

Tuset y Durdn (1979), sefialan que la madera de albura y duramen presenta distinta
resistencia a los organismos de deterioro; esto debido, a que en la albura suelen
encontrarse sustancias de reserva como azlcares y almidones que lo hacen especialmente
preferible para hongos e insectos xiléfagos; por el contrario, la madera de duramen
contiene otro tipo de sustancias, propias del proceso de duraminizacién, que tienen en



algunos casos, propiedades inhibidoras para el desarrollo de esos organismos, como
aceites esenciales, resinas, taninos, gomas, compuestos fendlicos y sustancias
hidrosolubles diversas, de alta toxicidad. A la presencia de estos extraibles se les atribuye
caracteristicas como la durabilidad, el color, el olor, la permeabilidad y la reduccién en
contraccién e hinchamiento de cada especie maderera (Avila y Herrera, 2012).

El término “durabilidad” de las maderas, hace referencia a la capacidad sin tratamiento
del material lefioso para resistir el ataque de los hongos xil6fagos, las bacterias, los
insectos y perforadores marinos como también el desgaste quimico y mecanico (Zabel y
Morrell, 1992; Gonzales, 2012).

Darrel (1989), sefiala que la durabilidad de la madera de duramen deriva de la accién de
los componentes de los extraibles como preservante natural. Estos extraibles, como los
que le dan el color mas oscuro, son creados en gran cantidad durante la transformacion
de la madera de albura a duramen. Los extraibles conocidos como inhibidores de la
degradacion son compuestos fendlicos, con la efectividad determinada por los tipos y
cantidades presentes de estos, su estabilidad quimica y resistencia a la degradacién. La
densidad y otras caracteristicas fisicas de la madera no afectan apreciablemente la
resistencia a la degradacion.

2.2. Biodegradacion de la madera por hongos xil6fagos

La madera por ser un material de origen orgdnico es susceptible a la degradacién por
procesos bioldgicos naturales. Entre los numerosos agentes de biodegradacién de la
madera, los hongos xiléfagos son los organismos mds importantes y potentes de pudricién
de la madera, ya que tienen la capacidad de degradar por procesos bioldgicos enzimaticos
algunos de los componentes principales de la madera (Santander, 2007). La degradacion
fungica resulta de la despolimerizacion enzimatica de los principales componentes de la
pared celular: celulosa, hemicelulosa y lignina, descomposicién que provoca la alteracién
de las propiedades fisicas y mecdnicas del lefio. Dichas alteraciones son de diferente
magnitud en funcién de la actividad enzimatica del hongo responsable del deterioro
(determinante del tipo de pudricién), de las caracteristicas quimico-anatémicas del lefio,
como también de la colonizacion fungica al atravesar los obstaculos/barreras que ofrecen
las maderas, como son de su estructura y composicién quimica (Zabel y Morrell, 1992;
Schwarze et al., 2000).

El proceso por el cual los hongos infectan a la madera es mediante la produccién de hifas,
gue se originan por la germinacion de las esporas, que se hallan en el aire a la espera de
condiciones favorables para su desarrollo. Las esporas son trasladadas por el viento, los
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animales, el agua, etc. Las cuales al entrar en contacto con la madera susceptible pueden
germinar. Las hifas se introducen en la madera a través de los elementos lefiosos, vasos y
traqueidas, alimentandose de las sustancias de reserva o segregando enzimas que
producen la descomposicidn de la pared celular (Capuz, 2005).

La pudricién o degradacién puede extenderse también sin la formacién de esporas, por el
crecimiento directo del micelio desde la madera infectada (o suelo) hasta la madera sana
en contacto con ella. Cuando hay suficiente humedad en el aire, el micelio puede
desarrollarse en la superficie de la madera y extender su crecimiento a madera sana
(Hunt, 1952). Una vez que la pudricion ha rebasado el periodo incipiente, el aspecto
exterior de la madera se altera de manera cada vez mas perceptible. Las paredes de la
célula se desintegran y la madera experimenta grandes cambios de color, contextura,
continuidad y pérdida de resistencia mecanica.

2.3. Tipos de pudricion de la madera

Los tres tipos de pudricién son: blanca, marrén y blanda. Estos tipos de pudricién
constituyen formas de ataque enzimatico en la madera.

La pudricién blanda se debe a ciertos miembros de los Ascomicetes y Deuteromicetes, los
cuales son activos bajo condiciones en las que la pudricién marrén y blanca no lo es
(requiere elevados contenidos de humedad). Los hongos causantes de pudricién blanda
usan un tipo de ataque similar al utilizado por los causantes de pudricién marrdn; se
degrada preferentemente la celulosa. Los hongos de pudricién blanda atacan la celulosa
de las paredes celulares y forman a menudo cavidades microscopicas en la pared
secundaria celular. El nombre hace alusién a la pudricidon causada por otros ascomicetos
gue ablandan la madera pero que no son comunes en los arboles urbanos vivos.
(Schwarze et al. 2000).

Durante el curso de la pudricidon parda o castafa, la celulosa y hemicelulosa son
rapidamente despolimerizadas, con lo cual la madera adquiere una consistencia
guebradiza, la lignina solo es modificada pero sin llegar a la mineralizaciéon completa,
siendo esto el responsable de la coloracion castafo-rojiza que caracteriza a este tipo de
pudricién (Crawford, 1981; Rayner y Boddy 1988; Green e Highley, 1997).

Los hongos de pudricion blanca son capaces de descomponer la lignina y
simultdneamente degradar todos los componentes de la madera a CO, y H,0. En general
se reconocen dos tipos de degradacion; la deslignificacién selectiva donde los hongos
tienen preferencia en degradar la lignina sobre la celulosa y la hemicelulosa, por lo que la



superficie de la madera presenta un aspecto fibroso; y la pudricidon simultanea en la cual
tanto la lignina como la celulosa y la hemicelulosa se descompone aproximadamente en la
misma medida. El tono blanquecino y del cual proviene el nombre de estos hongos es por
degradacion de la lignina y la acumulacién de los carbohidratos (Crawford, 1981; Gonzales
et al., 1986; Arana, 2002). Un hecho morfolégico caracteristico de este tipo de ataque es
la formacién de canales de erosién dentro de la pared celular (Sing y Kim 1997; Rutiaga,
2001). Estos hongos también se denominan ligninoliticos por su capacidad de mineralizar
la lignina basados en la produccién de radicales libres, principalmente por medio de las
enzimas extracelulares lignino peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y la lacasa
(Quintero et al., 2006).

2.4. Trametes versicolor

Este es un hongo de pudricién blanca, el cual desarrolla cuerpos fructiferos o setas
(basidiomas) con sombrero de 3 a 6 cm, delgados de borde ondulado, carece de pie,
crecen de forma imbricada (sobre puestos unos con otros). La cara superior es
aterciopelada, satinada y presenta anillos concéntricos de varios colores que van del
pardo al blanco y del marrdn al ocre, a veces con iridiscencias dependiendo del grado de
humedad presente en el ambiente (Menéndez, 2006) (Figura 2.4.1).

Figura 2.4.1. Hongo Trametes versicolor.

El hongo Trametes versicolor es uno de los mas importantes degradadores de la madera
ya que puede degradar y metabolizar la lignina y los carbohidratos aproximadamente a la
misma velocidad (Cowling, 1961; Liese 1970). Por estas razones la norma Anual Book of
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Estandar (ASTM, 1994) recomienda a este hongo para los ensayos de durabilidad. Este
tipo de degradacion se debe principalmente a la enzima extracelular oxidativa
denominada lacasa, la cual es una glicoproteina extracelular con peso molecular entre 60
y 80 kDa y del 15 al 20% de su peso molecular estd dado por carbohidratos (Shah y Nerud,
2002).

La Lacasa (bencendiol: oxigeno oxidorreductasa) es una fenol oxidasa que contiene 4
atomos de cobre (Cu), denominados T1 (cuando da lugar a la reduccién de sustrato) y
trinuclear cluster de cobre T2/T3 (donde se une al oxigeno y se reduce a agua),
catalizando la oxidacion de un electréon de una amplia variedad de sustratos organicos e
inorganicos, incluyendo mono-, di-, y los polifenoles, aminofenoles, metoxifenoles, y
aminas aromadticas, utilizando el oxigeno molecular como aceptor de electrones,
reduciéndolo a agua (Figura 2.4.2). Todas estas reacciones representan un paso
importante en la transformacién inicial de la lignina. (Collins y Dobson, 1997; Davila y
Vazquez, 2006; Gochev y Krastanov, 2007; Madhavi y Lele 2009; Kunamneni et al.,
2007).
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Figura 2.4.2. Enzima lacasa (izquierda, Martinez, 2014) y su ciclo catalitico de oxidacién
(derecha, Kunamneni et al., 2007).

2.5. Actividad antifungica

Debido a que frecuentemente la durabilidad de las maderas es asociada con la resistencia
a la degradacion fungica, esta puede ser estimada mediante métodos de laboratorio o
pruebas aceleradas, denominadas asi por su corta duraciéon, como lo es el método
denominado difusidén en placa, en el cual se cultiva una cepa xil6faga en un medio artificial
(agar extracto de malta) dispensado en cajas Petri, al cual se le aplica los extractos o
metabolitos secundarios a distintas concentraciones y se basa en la medicion del area de
crecimiento del hongo en el medio de control en relacidn con el crecimiento con el medio
con extractos (Mori et al., 1995; Rutiaga et al., 1995).
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Por definicién el concepto de agente antifungico o antimicotico, engloba cualquier
sustancia capaz de producir una alteracion tal de las estructuras de una célula fungica que
consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia, bien
directa o indirectamente, lo que facilita el funcionamiento de los sistemas de defensa del
huésped (CEREMIC).

Kawamura et al. (2010), mencionan que el término compuesto antifungico se refiere a un
compuesto quimico producido biosintéticamente o sintéticamente que podria destruir o
suprimir el metabolismo de una gran variedad de hongos.

De acuerdo con Mori et al. (1995), la actividad antifungica de los extractos o metabolitos
secundarios se clasifican de la siguiente manera:

e Altamente toxicos si la actividad antifungica es de 75-100 %.

e Toxico si la actividad antifungica es de 50-75 %.

e Moderadamente téxico si la actividad antifungica es de 25-50 %.
e Poco toxico si la actividad antifungica es menor de 25 %.

e No téxico si su actividad es cero.

e Promotor del crecimiento si el resultado es negativo.

Esta metodologia ha sido aplicada en trabajos como el de Rutiaga et al. (1995), en el cual
se realizaron extracciones con ciclohexano, etanol y agua del duramen de Dalbergia
granadillo y Enterolobium cyclocarpum, los extractos obtenidos en ciclohexano fueron
fraccionados por cromatografia en columna. Observaron que tanto los extractos crudos
como las diversas fracciones fueron efectivos contra los hongos ensayados, asi como los
extractos de etanol de la madera de Enterolobium cyclocarpum fueron los que mas
inhibieron el crecimiento micelial, y que esta inhibicién variaba de acuerdo con Ia
concentracion de los extractos.

Torres et al. (2004), evaluaron la actividad antifungica de los extractos acuosos de las
cortezas de Mimosa biuncifera y de Acacia angustissima hacia el hongo Trametes
versicolor, reportaron un efecto promotor de los extractos de Mimosa biuncifera en sus
evaluaciones y un efecto fungitdxico para los extractos de la Acacia angustissima. El
efecto promotor se le atribuyo a la gran cantidad de azucares extraidos por el solvente.

De igual manera Kawamura et al. (2004), evaluaron la actividad antifungica de los
metabolitos secundarios del duramen de Gmelina arborea sobre Trametes versicolor y
Fomitopsis palustris. De los cinco compuestos aislados, solamente cuatro mostraron
actividad fungitoxica y fueron identificados como (+)-7’-O-etilarboreol, (+)-paulownina,
(+)-gmelinol, (+)-epieudesmina y (-)-B-sitosterol, mientras que el B-sitosterol no presentd
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efecto inhibitorio a los hongos de pudricidén. De los cuatro lignanos aislados, el gmelinol
parece ser un componente antiflngico importante, ya que es abundante en el duramen
de G. arborea. Sin embargo, es probable que el efecto sinérgico de los todos los
componentes sea la causa de la durabilidad de la madera al deterioro por hongos de
pudricidn.

También Velasquez et al. (2006), evaluaron la actividad antifingica de extractos de
especies de maderas de latifoliadas de la Guayana Venezolana (Tabebuia serratifolia,
Peltogyne porphyrocardia, Hymenaea courbaril y Centrolubium paraense var. orinocense).
Se empled agar extracto de malta como medio de cultivo a tres niveles de concentracion
de extraible (0.05 %, 0.1 % y 0.2 % v/v). Los extractos acetdnicos y etandlicos mostraron
tener la capacidad de extraer la mayor cantidad de compuestos bioldgicamente activos
del duramen de las especies evaluadas, al producir elevados niveles de inhibicidon en el
crecimiento de Gloeophyllum trabeum (pudricién marrdén) y Trametes versicolor (pudricidn
blanca).

En México, debido a la reconocida fama de la madera de Dalbergia congestiflora por
poseer alta resistencia natural al ataque de hongos xil6fagos, Martinez et al. (2012),
evaluaron la actividad antifungica de varios extractos del duramen de esta madera sobre
Trametes versicolor. Un extracto en hexano (250 mg/L) causo 100 % de inhibicién del
crecimiento del hongo, de igual manera la sustancia cristalina aislada del mismo extracto
(150 mg/L) caracterizado como (+)-3-hidroxi-9-metoxipterocarpano o (+)-medicarpina,
sustancia perteneciente al grupo de las fitoalexinas. Con lo cual se establecié que esta
sustancia junto con otros compuestos presentes en el duramen son los responsables de su
durabilidad natural. Esta sustancia también fue reportada por Deesamer et al. (2009),
obtenida en el extracto de hexano de Dalbergia oliveri. La (+)-medicarpina fue aislada de
Andira inermis y Dalbergia stevensonii por McMurry y Martin (1972) y de Artabotrys
odoratissimus por Singh et al. (2009).

2.6. Purificacion de compuestos orgdanicos

La cromatografia es uno de los medios mas utiles para la separacién de mezclas de
compuestos, esto debido a que es una técnica de purificacion de los componentes en una
mezcla y de utilidad para llegar a la identificacion de estos. En la cromatografia, la mezcla
se separa por la distribucion diferencial de los componentes entre una fase estacionaria y
una fase movil. La fase moévil, lamada también activa, es la que transporta las sustancias
gue se separan y que progresa en relacion con la otra, denominada fase estacionaria. La
fase mévil puede ser un liquido o un gas y la estacionaria puede ser un sélido o un liquido.
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Existen cinco principales mecanismos de separacion de cromatografia. Ellos incluyen
cromatografia de adsorcidén, cromatografia de gases, cromatografia de reparto liquido-
liquido, la cromatografia de intercambio idnico y cromatografia de exclusién por tamaio.

El método mds apto para la separacién de compuestos de polaridad baja y media es la
cromatografia de adsorcién, en la que la separaciéon depende de los equilibrios de
adsorcion-desorcién de los componentes de la mezcla, entre la fase estacionaria sélida y
la fase movil liquida o gaseosa. Para esta técnica se emplean columnas verticales, las
cuales se rellenan con un adsorbente, como alumina o gel de silice (fase estacionaria), en
la parte superior de la columna se coloca la disolucién de la mezcla a separar y a
continuacion se deposita el eluyente (fase movil) que se va a utilizar en la separacion, en
este proceso, los componentes de la mezcla son adsorbidos por la fase estacionaria con
diferente intensidad, de manera que el proceso de adsorcidn-desorcion hace que unos
componentes avancen mas rdpidamente que otros. Si los componentes de la mezcla
avanzan a muy diferente velocidad se podran obtener fracciones cromatograficas
constituidas por un solo componente (Cseke et al., 2006).

2.7. Elucidacion por métodos espectroscépicos de compuestos organicos

La elucidaciéon es un proceso que requiere de buenas herramientas, datos de buena
calidad, asi como también de tiempo, dependiendo de la complejidad de la estructura
(péptidos, proteinas, etc.). El analisis de datos espectroscdpicos es una tarea que involucra
varios procesos y aunque no todos los andlisis se realizan con los mismos fines, procesar,
visualizar, almacenar, simular, ajustar parametros, asignar, predecir, comparar y buscar
informacién relevante forman parte de las funciones necesarias. La Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) es el método analitico mas usado para la elucidaciéon estructural de un
compuesto.

El principio en que se basa la resonancia magnética nuclear es que todo atomo tiene
asociado algunas propiedades susceptibles de ser medidas, como son el peso atémico,
electronegatividad, configuracion electrénica, momento magnético intrinseco o espin.
Este momento magnético permite discriminar un atomo de otros y al igual que un iman, al
acercase a otro puede interactuar con otros espines y proveer asi informacion sobre su
vecindario. De esta manera, cuando varios atomos forman una molécula, cada espin
tendra un entorno ligeramente diferente segun la configuracién espacial o estructura que
adopta la molécula. Este entorno determina la posicidn, la integral, el ancho de banda, y la
multiplicidad de la seiial que se observara en el espectro (Castillo, 2011).
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1. La posicion o desplazamiento quimico es la frecuencia en la cual se observa una
determinada sefial con respecto a una referencia, por lo que esta frecuencia se
expresa generalmente en partes por millén (ppm). Si se expresa en Hz es necesario
especificar la frecuencia de referencia.

2. La integral de una sefial hace referencia al drea contenida bajo la sefal y esta
relacionada con el nimero de espines que forman parte de una misma sefal.

3. La multiplicidad representa la estructura fina de la sefial que resulta de la
interaccion entre varios espines (acople).

4. El ancho de banda a mitad de altura contiene informacion acerca de la relajacién
del espin y por tanto sobre su entorno

Estas cuatro propiedades permiten describir cualquier sefial y por tanto cualquier
espectro. Ademas, los espines pueden ser alterados de forma controlada con fotones de
energia adecuada, es decir, pulsos electromagnéticos. Segun las secuencias de pulsos que
se apliquen diferentes tipos de interacciones intramoleculares seran observadas en los
espectros. Los experimentos unidimensionales como el RMN-'H y RMN-"C solo miden las
interacciones entre un mismo tipo de atomo, mientras que los experimentos
multidimensionales permiten capturar las correlaciones entre diferentes tipos de atomos
(Cseke et al., 2006; Castillo, 2011)

» RMN-"H: Este tipo de espectro es el mas comun. Se observan los diferentes tipos
de protones que se encuentran en la molécula a sus correspondientes valores de
desplazamiento quimico. La multiplicidad de sefales depende del nimero de
vecinos.

» RMN-"3C: Este espectro es casi obligatorio para la determinacion de una estructura
por RMN. Se observan los desplazamientos quimicos de los carbonos que se
encuentren en la molécula. No se observa multiplicidad pues la secuencia de
pulsos cancela el efecto de los protones durante la adquisicién de los datos.

» COSY: Este es un experimento bidimensional homonuclear (RMN 2D) en donde se
observan las correlaciones entre protones lo que permite establecer que proton se
encuentra como vecino a otro (3 a 4 enlaces de distancia) y comparten en comun
el pardmetro de la constante de acoplamiento.

» NOESY: Este experimento bidimensional homonuclear utiliza el efecto NOE

(Nuclear Overhauser Effect) mediante el cual se puede determinar la cercana
espacial de los protones en una molécula al dispersarse la energia irradiada.
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» HETCOR: Este es un experimento bidimensional heteronuclear en donde se
observa las correlaciones entre protones y carbono ('H-'3C) que se encuentran
unidos

Otro método utilizado para la elucidacidon de compuestos orgdnicos es la utilizacion de la
espectroscopia de absorcion infrarrojo (IR) que se basa en la absorcién de radiacién
electromagnética que se encuentra entre 12800-10 cm~'. Este método emplea longitudes
de onda que se puede utilizar como un método semiempirico para el analisis estructural,
ya que se observa que existe una buena correlacién entre la posicion de maximos de
banda y grupos funcionales orgdnicos o caracteristicas estructurales. Tradicionalmente, en
el eje X de los espectros de infrarrojo se emplea el nimero de onda (v) y se define como el
inverso de la longitud de onda en cm~' v-=1/A. En el eje Y se representa el porcentaje de
radiacidn trasmitida (Transmitancia) que se representa como %T (Schrader, 1995).

2.8. Maderas consideradas durables
2.8.1. Andira inermis (W. Wright) Kunth ex DC. (Almendra de rio)

Familia Fabaceae-Faboideae. Es un arbol que llega a medir hasta 25 m de altura y alcanza
un didmetro hasta de 1.20 m (a la altura de 1.30 m del suelo). El tronco es recto con las
ramas horizontales o ascendentes y la copa es plana y redondeada (Pennington y
Sarukhan, 1998) (Figura 2.8.1.1).

Figura 2.8.1.1. Arbol de Andira inermis
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Es una especie nativa que se distribuye desde el sur de México hasta Peru, Bolivia y Brasil.
En México esta especie crece en la vertiente del Pacifico Sur desde Nayarit hasta Chiapasy
en la vertiente del Golfo Unicamente en Tabasco (Téllez et al., 2009).

La madera, muy dura y pesada (0,77g/cm3), es muy resistente al ataque de hongos y
termitas (Orwa et al., 2009; Weaver, 1989), y presenta una notable diferencia de color
entre la albura y el duramen (el duramen de color café amarillento a café rojizo oscuro, y
la albura de color amarillo grisaceo a café pdlido). Posee brillo mediano, veteado
pronunciado, textura media e hilo entrecruzado (Téllez, 2009).

Los usos mdas comunes de esta madera son para muebles y ebanisteria de alta calidad
debido a su fibra y a su color atractivo. También se la usa para elaborar articulos
torneados, puntas de tacos de billar, mangos de sombrillas y bastones, botes, ruedas para
carretones, pilotes, traviesas de ferrocarril, postes de cerca y de red eléctrica, vigas de
puentes y otras construcciones pesadas, chapa decorativa y pisos de parqué (Weaver,
1989).

Segin SEMARNAT el duramen estd clasificado como moderadamente resistente a los
hongos de pudricién (clase 3 segin ASTM D 2017-5), y moderadamente resistente al
ataque de termitas de madera seca y a taladradores marinos. (CONAFORT, 2007).

En estudios previos Kraft et al. (2002), aislaron el 2-arilbenzofurano-3-carbaldehido, de las
hojas A. inermis de un ejemplar de Panama. Este ademads de las isoflavonas calcosina y
genisteina también aisladas resultaron ser activas contra Plasmodium falciparum causante
de la malaria. En estudios posteriores se aislaron dos nuevos compuestos: Andirol Ay B;
los cuales también se les evalud su efecto antiplasmddico, donde no mostraron notables
efectos.

2.8.2. Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg. (Palo dulce).

Familia Fabaceae-Mimosoideae. Los arboles o arbustos suelen ser caducifolios de 3 a9 m
de altura con didmetros de 15 a 35 cm. Sus tallos son ramificados de color café oscuro. La
corteza externa es amarilla, de textura ligeramente rugosa, escamosa, cuando se seca se
desprende en placas irregulares de color oscuro; la corteza interna es parda rojiza. La
madera puesta en el agua desprende una sustancia que tifie de color amarillo azuloso
(Figura 2.8.2.1).
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Figura 2.8.2.1. Arbol de Eysenhardtia polystachya.

Su presencia es comun en todo el pais, tanto en el bosque templado frio, mezclado con
coniferas y encinares, como en el trdépico seco y en regiones semidesérticas;
principalmente, en los estados de Colima, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Distrito Federal,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Sargent,
1892).

Ademads de tener uso forrajero, se reporta también como material para construccién,
porque sus ramas y troncos se emplean en la elaboracién de viviendas rurales
(Maldonado, 1991; Granados y Hernandez, 1995), y como medicinal tanto para uso
humano como veterinario, en este Ultimo caso su uso corresponde para las enfermedades
del sistema digestivo e inflamaciones en animales (Rzedowsky, 1978).

El duramen se ha clasificado como altamente resistente a los hongos de pudricion (clase 1
segin ASTM D 2017-5; clase | segin EN 350-2) y también con la reputacidon de ser
altamente resistente a los insectos (termitas y barrenadores) (Rzedowski, 1978;
CONAFOR, 2007).

Alvarez et al. (1998), aisl6 de la corteza y del tronco dos citotoxinas isoflavonas que
presentaron actividad antimicrobiana e insecticida.

También se ha probado los extractos metandlicos de Eysenhardtia polystachya sobre
Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis obteniendo una actividad inhibitoria, ademas de obtener compuestos de tipo
flavonoides, sesquiterpenlactonas, oxhidrilos fendlicos (Mier et al., 2005).
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También se ha observado una actividad biolégica como hipoglucemiante, en estudios
etnobotanicos realizados para tratamientos en diabetes (Cetto y Heinrich, 2005).

Los extractos acuosos son un remedio popular para el tratamiento de la litiasis urinaria y
una amplia variedad de trastornos urinarios en muchas areas (Pérez, 1998).

Pérez (2002), reporto el aislamiento de dos isoflavonoides, 7-hidroxi-2°,4",5'-
trimetoxiisoflavona y 7-hidroxi-4’-etoxiisoflavona, asilados de la madera de palo dulce, los
cuales presentaron un efecto inhibitorio en la formacién y crecimiento de cristales de
oxalato y fosfato de calcio en orina humana, reduciendo el grado de agregaciéon y el
tamafio de la particula precipitada.

2.8.3. Cordia elaeagnoides DC. (Cueramo).

Familia Boraginaceae. Arbol de fuste recto, de hasta 20 m de altura y didmetros a altura
de pecho de 30 cm, con ramas gruesas y horizontales y de copa dispersa. Se trata de una
especie endémica de México de gran importancia ecoldgica y econdmica. Su madera es de
las mas duras y pesadas del género y presenta un color y veteado muy atractivo, por lo
gue es una de las maderas comerciales mds importantes de las mdas de 200 especies
correspondientes a este género (Figura 2.8.3.1).

Figura 2.8.3.1. Arbol de Cordia elaeagnoides.
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Se distribuye en la vertiente del Pacifico desde el sur Nayarit, Jalisco, Guerrero, Oaxaca y
Chiapas, incluyendo la cuenca del rio Balsas y Quintana Roo. Se asocia principalmente con
la selva mediana subcaducifolia y baja caducifolia (Pennington y Sarukhan, 1968).

La albura es de un color claro amarillo, de transiciéon abrupta al duramen de un color café
con tintes anaranjados, después de un tiempo a la exposicidon se vuelve café oscuro, con
veteado pronunciado en tonalidades mas oscuras y casi negras, sin olor ni sabor, de brillo
medio y de hilo recto.

Se utiliza principalmente para la elaboraciéon de pisos (parquet tipo mosaico); chapas
decorativas rebanadas, muebles finos, ebanisteria, articulos artesanales variados,
torneados y tallados. Y se ha clasificado el duramen como resistente a moderadamente
resistente a los hongos de pudricion (clases 2 y 3 segun ASTM D 2017-71) (Paz, 1993).

El duramen de Cordia elaeagnoides se clasificd de durable a moderadamente durable por
Lomeli (1991), quien determind la durabilidad natural al ataque de los hongos xiléfagos
Lentinus lepideus Fr. y Aetiporus sulphureus. Ademas, se ha probado la inhibicién del
hongo Tramates versicolor con los extractos de C. elaeagnoides (Hernandez, 2013).

2.8.4. Zaluzania augusta (Cenicilla, Limpia tuna).

Familia Asteraceae-Compositae. Arbusto de 3 hasta 8 m de alto, aromatico al estrujarse;
tallos jovenes densamente pubescentes. Corteza externa es de color pardo grisaceo,
ligeramente rugosa, la corteza interna de rojiza amarillenta, las ramas son de color café
claro, flores muy pequefias agrupadas en cabezuelas amarillas con pétalos en las orillas
(Rzedowski y Rzedowski, 2001) (Figura 2.8.4.1).

Figura 2.8.4.1. Arbol de Zaluzania augusta.
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Es un arbol endémico el cual se distribuye en las regiones entre Durango, Guanajuato,
Jalisco y Zacatecas, y crece principalmente sobre suelos arcillosos. Sus usos principales son
para elaborar escobas en diversas comunidades; ademds de ser un gran auxilio para
eliminar las espinas de las tunas. Se usa en medicina popular. La infusién con aceite
vegetal contrarresta el dolor de estdmago, cdlicos y es expectorante (Rzedowski y
Rzedowski, 2001; Malda et al., 2004).

Dentro de los usos medicinales populares la coccién de las hojas y raices se utilizan como
abortivo (Larre, 2003). Ademas de utilizarse en forma oral como odontalgico (Waizel y
Martinez, 2007). Las funciones ecoldgicas de los principales metabolitos secundarios de
género Zaluzania aun se desconocen, pero Juarez-Flores et al. (2010), sugieren que los
tejidos aéreos contienen compuestos (orgdnicos volatiles o semivolatiles) insecticidas.

De los extractos metandlicos se han obtenido las guaianolidonas sesquiterpenlactonas
conocidas como zaluzanin A, B, C y D, las cuales muestran propiedades relajantes
tripanosomicidas y fungistaticas (Romo et al. 1966; Romo et al., 1967). Ademdas del
zaluzanin C se reportaron propiedades como un agente antitumoral (Jolad et al., 1974). Y
zaluzanin D como tripanocida de Trypanosoma cruzi que es un agente etioldgico de la
Enfermedad de Chagas (Uchiyama et al., 2002; Krishna-Kumari et al., 2003).

2.8.5. Lysiloma divaricatum (Jacq) J.F. Mcbrid. (Tepemezquite)

Familia Leguminosae. Esta especie es arbdérea o arbustiva su altura va desde 3a 18 my su
diametro puede alcanzar cerca de 1 m. La corteza es de una coloracion gris parduzca o casi
negra, con prominentes puntos naranja en su superficie. El duramen varia de café a rojizo
en arboles jévenes y vigorosos, pero es mas oscuro con un tinte platinado en arboles
maduros; esta bien definido y no se confunde con la albura, el duramen tiene gran
durabilidad (Martinez y Matuda, 1979) (Figura 2.8.5.1).

Su distribucién geografica es destacada de la Selva Baja Caducifolia en varias entidades de
la Republica Mexicanay, en el estado de Morelos, es una de las especies mds abundantes.
Usos: sé aprovechamiento como combustible, postes para cercos y construccidn; también
se utiliza como forraje, para la obtencién de curtientes, y elaboracién de mangos para
utensilios agricolas (Martinez y Matuda, 1979; Herrera y Lanuza, 1995; Cervantes, 2002).
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Figura 2.8.5.1. Arbol de Lysiloma divaricatum

Rosales et al. (2006), probo los extractos metandlicos y acuosos de la corteza de Lysiloma
divaricatum contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Enterococcus sp. por el
método de dilucién en agar, mostrando inhibicidn a altas concentraciones, ademds probo
la actividad de antirradicales libres del extracto acetdnico.
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3.- JUSTIFICACION

Se ha comprobado que algunas maderas presentan mayor durabilidad natural, esta
durabilidad es la capacidad de resistencia al deterioro bioldgico, la cual esta atribuida
principalmente a sus componentes extraibles, que le confieren caracteristicas de
resistencia ante agentes degradadores como lo es el hongo Trametes versicolor.

Las maderas de Andira inermis, Eysenhardtia polystachya, Cordia elaeagnoides, Zaluzania
augusta y Lysiloma divaricatum son maderas consideradas durables, por lo que resulta de
interés el estudio quimico de los compuestos presentes en estas maderas durables.
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4. OBJETIVOS

>

Objetivo General

Realizar pruebas de inhibicién sobre el hongo Trametes versicolor con los compuestos

obtenidos del duramen de maderas durables y complementar mediante un andlisis

espectroscépico de estos compuestos, aunado a los obtenidos del duramen de Andira

inermis y Eysenhardtia polystachya.

>

Objetivos Particulares

Realizar extracciones mediante el proceso Soxhlet con solventes organicos
(Hexano, diclorometano, THF y acetato de etilo), para obtener los extractos crudos
a partir de la harina del duramen de las maderas durables.

Evaluar el efecto antifungico de los extractos crudos obtenidos, sobre el hongo
Trametes versicolor.

Realizar purificaciones en columnas cromatograficas, con la finalidad de obtener
los compuestos presentes en los extractos crudos de las maderas durables que
presentaron mayor inhibicién del hongo Trametes versicolor.

Analizar y elucidar mediante espectroscopia los compuestos obtenidos de Andira
inermis y Eysenhardtia polystachya, asi como los compuestos obtenidos de las
purificaciones de los extractos crudos, mediante espectroscopia de infrarrojo vy
RMN de *H, *C y experimentos de dos dimensiones: COSY, NOESY y HETCOR, asi
como espectrometria de masas.
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5. MATERIALES Y METODOS

Las maderas de Andira inermis, Eysenhardtia polystachya, Zaluzania augusta y Lysiloma
divaricatum fueron colectadas en localidades del municipio de Taretan Michoacan, y la
madera de Cordia elaeagnoides fue proporcionada por el laboratorio de Anatomia de la
Madera perteneciente a la Facultad de Ingenieria en Tecnologia de la Madera (Hernandez
2013). De la muestra de cada madera se tomod solamente el duramen, el cual fue reducido
de tamafio con formdén y martillo en forma de astillas, para poder llevar a un molino
(marca Micron k-20 con capacidad de 20 Kg/h) y obtener harina de duramen, la cual se
dejo expuesta al aire libre para la perdida humedad.

Posteriormente la harina fue sometida a extracciones en un equipo Soxhlet por 4 horas
por cada solvente, empleando los solventes en polaridad creciente: hexano,
diclorometano, tetrahidrofurano (THF) y acetato de etilo. Los extractos obtenidos fueron
llevados a la evaporacion del solvente mediante un rotavapor para obtener los extractos
crudos.

Los extractos crudos de Zaluzania augusta y Lysiloma divaricatum fueron utilizados para
determinar la actividad antifungica sobre el hongo Trametes versicolor, mediante pruebas
de difusion en placa.

Estas pruebas fueron preparadas en cajas Petri, utilizando como medio de cultivo agar
papa-dextrosa, el cual se prepard siguiendo las instrucciones del proveedor, para
posteriormente someterse a un proceso de esterilizacion en una autoclave, al término de
este proceso se incorporaron los extractos crudos a una concentracién de 250 y 500 mg/L
de cada uno. Una vez solidificado el agar este se inoculd con el micelio del hongo
Trametes versicolor y se incubd por 7 dias a 28 +2°C. De igual manera se prepard un
control el cual consistié en el agar sin tratamiento. Posteriormente transcurrido el tiempo
de incubacidn, se determiné el porcentaje de inhibicién que presentaron los extractos con
la siguiente formula (Rutiaga, 2001; Martinez, 2012).

. el s s Crecimiento control - Crecimiento tratamiento
% de inhibicién = x 100

Crecimiento control

Los extractos que presentaron mayores por cientos de inhibicién fueron seleccionados
para posteriormente ser llevados a purificacion en columna cromatografica, con la
finalidad de obtener el o los componentes responsables de dicha inhibicidn.
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Las maderas de Andira inermis, Eysenhardtia polystachya y Cordia elaeagnoides cuentan
con un estudio previo sobre la inhibicion antifingica del hongo Trametes versicolor de uno
de sus extractos crudos, por lo que se utilizod solo el extracto de referencia para llevar a
purificaciéon en columna cromatografica (Quevedo, 2012; Hernandez, 2013).

Para las cromatografias en columna, se utilizd como fase estacionaria gel de silice malla
70-230 Mesh ASTM (Whatman) y como fase moévil proporciones de mezclas de solventes
(hexano, diclorometano y acetato de etilo). Estos solventes utilizados fueron destilados en
el laboratorio.

Los compuestos que se lograron purificar, se utilizaron para realizar nuevamente pruebas
de inhibicion antifingica siguiendo la metodologia antes descrita. Aquellos compuestos
gue presentaron actividad antifungica, se procedid con su elucidacion estructural
mediante métodos espectroscdpicos y revision bibliografica.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de "H (RMN-'H) asi como los espectros de
3C (RMN-C) fueron obtenidos en el Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas, en
un espectrémetro Varian Mercuri plus a 400 MHz y un espectrémetro Varian Mercuri plus
a 200 MHz. En este espectrémetro también se realizaron las determinaciones de los
diagramas de correlacién heteronuclear *C/'H (HECTOR) y de correlacion homonuclear
"H/'™H (COSY) y correlacion homonuclear Overhauser (NOESY). Las determinaciones se
realizaron en CDCl; (Deuterocloroformo), C,D¢CO (Acetona deuterada) como disolventes y
TMS (Tetrametilsilano) como referencia interna.

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotémetro
Thermo Scientific modelo Nicolet iS10 empleando la técnica ATR.

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato EVEL modelo 1237.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Andira inermis
6.1.1. Obtencion de extraibles de Andira inermis

De la harina del duramen de Andira inermis solo se obtuvieron los extractos de hexano y
acetato de etilo ya que las pruebas de inhibicién fueron realizadas anteriormente en
nuestro equipo de trabajo (Quevedo, 2012), mostrando el extracto de hexano y acetato
de etilo a 250 y 500 mg/L una inhibicidon del 100 %, los resultados de las extracciones
realizadas en este trabajo se muestran a continuacion (Tabla 6.1.1.1).

Tabla 6.1.1.1. Obtencién de extractos crudos de Andira inermis mediante reflujo en
Soxhlet por 4 horas de lotes de 16 g de harina de duramen.

Solvente Peso de extracto (g) % %Total de extraibles
Hexano 0.72 4.5
14.31
Acetato de etilo 1.57 9.81 3

Los dos extractos obtenidos presentaron una consistencia de tipo mielosa, de los cuales el
extracto de hexano presentd una coloracidn roja amarillenta y para el extracto de acetato
de etilo se observé de una coloracion roja negruzca (Figura 6.1.1.1). Ya que los dos crudos
presentaron buena actividad en las pruebas de inhibicidn, se realizaron cromatografias en
capa fina (TLC) como material de apoyo para observar la elucidn y separacion de sus
componentes. Con lo que a una polaridad 8:2 hexano-acetato de etilo, se observé una
mejor elucidon y separacion para el crudo de acetato de etilo, ademdas de observarse
manchas con una gran intensidad que sugieren mayor abundancia de los componentes
presentes en este crudo, que en el crudo de hexano que presentd estas mismas manchas

"

Hexano AcOEt

pero en menor intensidad.

Figura 6.1.1.1. Extractos obtenidos del duramen de Andira inermis.
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6.1.2. Analisis del extracto obtenido con acetato de etilo de Andira inermis

Al obtener mejor cantidad del extracto de acetato de etilo y observarse tentativamente
mayor abundancia, de posibles sustancias que puedan ser las responsables de la inhibicién
efectuada en las pruebas de difusion en placa, se optd por este extracto para someter a
purificacién en columna cromatogréfica, por lo cual se obtuvo su espectro de RMN de *H
(Figura 6.1.2.1).

T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Figura 6.1.2.1. Espectro de RMN de 'H del crudo de AcOEt de Andira inermis.

En el espectro de protén de acetato de etilo (Figura 6.1.2.1), se pueden observar una
mezcla compleja de sefiales, en el cual se pueden apreciar sefales para hidrégenos de
sistemas aromaticos de 6.5 ppm a 7.5 ppm, al igual que sefales para hidrégenos de tipo
vinilicos de 4.0 a 6.0 ppm, y sefiales para hidrogenos de metilos y metilenos a campo alto.

1 g de extracto de acetato de etilo se sometid a purificacion en columna cromatogréfica,
del cual se obtuvieron fracciones gruesas de 150 ml cada una, eluyendo con hexano vy
mezclas de hexano-acetato de etilo en forma ascendente de polaridad hasta la elucién con
acetato de etilo (9:1, 8:2...etc.).
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De las fracciones gruesas obtenidas, se observo en la fraccion 9:1 hexano-acetato de etilo
la formacién de cristales de una coloraciéon amarillo claro, con un peso de 30 mg (Figura
6.1.2.2). De estos cristales se obtuvo su espectro de masas el cual mostré un ion
molecular de 270.0 m/z y su punto de fusion fue 117-118°C, aunado a esto se obtuvo su
espectro de RMN de 'H para obtener mas informacion de estos cristales (Figura 6.1.2.3).

\

Precipitado

Precipitado

Figura 6.1.2.2. Obtencidn de cristales en la fraccién 9:1 hexano-AcOEt de Andira inermis.

" OMe | H-68
H-7
H-6a H-6a
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7.5 7.0 4.5 4.0 3.5

Figura 6.1.2.3. Espectro de RMN de *H de los cristales obtenidos en la fraccion 9:1 hexano-
acetato de etilo de Andira inermis.

En el espectro anterior de protdn (Figura 6.1.2.3), se observé una seial doble de doble de
dobles con unas J=10.2, 7.5, 4.1 Hz a 3.52 ppm, la cual se asigno al H-6a que integra para
un hidrégeno, al igual que la sefial triple con una J = 10.9 Hz que integra para un
hidrégeno asignada a H-6B a 3.62 ppm, también se aprecia una sefial simple a 3.77 ppm
que integra para tres hidrégenos asignada al metilo del grupo OMe, ademas se puede
observar una sefial doble de doble a 4.24 ppm con unas J = 10.9, 5.0 Hz que integran para
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un hidrégeno asignado a H-6a, aunado a esto se aprecia una seiial simple y ancha
caracteristica para grupos hidroxilos a 5.07 ppm, también se asignaron las sefiales dobles
para H-11a y H-4 que integran para un hidrégeno cada una, observada a 5.50 ppm con una
J=6.7Hzya6.41 ppm con una J = 2.5 Hz respectivamente, de igual manera se aprecia
una sefial simple a 6.45 ppm que integra para un hidrégeno asignada a H-10, otras sefiales
observadas fueron las sefiales dobles de dobles a 6.46 y 6.55 ppm, que integran para un
hidrégeno asignadas a H-8 y H-2 con unas J = 5.8, 2.1 Hz y J = 8.4, 2.5 Hz respectivamente,
y a campo mas bajo se observaron las senales asignadas a los H-7 y H-1 siendo cada una,
una senal doble que integra para un hidrégeno con J = 87 Hz y J = 8.4 Hz
respectivamente.

Para complementar el andlisis espectroscépico se obtuvo el espectro de dos dimensiones
denominado COSY (Figura 6.1.2.4), el cual nos sirve para observar la correlacién existente
entre hidrégenos vecinos que comparten en comun el parametro de la constante de
acoplamiento, como es el caso de los hidrégenos asignados como H-6a a 3.62 y el H-6[3 a
4.24 ppm, de igual manera se observé una correlacion de los hidréogenos H-6a a 3.53 ppm
y H-11a a 5.50 ppm, asi como también se observa la correlacién entre las sefiales de los
hidrégenos asignados como H-7 y H-8, como también la correlacién de los hidrégenos H-1
y H-2.

Otro espectro bidimensional de gran importancia obtenido de los cristales fue el espectro
HETCOR (Figura 6.1.2.5), el cual nos permite correlacionar las sefiales de los hidrégenos
con su respectivo carbono, en el cual se puede observar que la sefial en 39.4 ppm se
asigno al C-6a ya que correlaciond con el H-6a, de igual manera en 55.4 ppm se encuentra
la sefal correspondiente al C-12 (MeO) que correlaciona con la sefal simple asignada al
OMe, el carbono C-6 se le asignd la sefial a 66.4 ppm ya que se puede observar la
correlacién existente con los hidrégenos H-6a y H-6B, asi la sefial a 76.6 ppm la asignamos
al carbono metinico C-11a al correlacionarse con el H-11a, a continuacion se encuentra la
sefial en 96.8 ppm asignada al C-10 y la sefial del C-8 a 103.6 las cuales correlacionan con
los hidrégenos asignados como H-10 y H-8, enseguida observamos la seial en 103.6 ppm
para el C-4 y la sefal asignada al C-2 a 109.7 ppm que correlacionan con los hidrégenos
asignados como H-4 y H-2 respectivamente, en 112.5 ppm y 119.0 ppm encontramos la
sefial de los carbonos cuaternarios asignados como C-11b y C-6b, la sefial del carbono tipo
aromatico en 124.7 ppm se asigno al C-7 por su correlacion con la sefial doble asignada
como H-7, de esta manera, se asignd la seial a 132.1 ppm al carbono C-1 que correlaciona
con la sefial doble del H-1, y las sefiales de los carbonos cuaternarios de tipo aromaticos
se asignaron a C-10a a 156.5 ppm y al C-4a a 160.5 ppm, y las sefiales a 156.9 al C-9 base
de metoxiloy a 161.3 ppm al C-3 base de alcohol.

30



MeO

H-10
H-1 H-7 H8 1g H-11a H-6a o
J ) H-2 I OH N H-6a
H-6a i i [35
— |
H-6—= Y ' n
MeO =
r4.0
H-6a = .' .
r4.5
5.0
OH j
H-11a CH,4 ' 1 lss
| 12
10
(@)
9
H-10 HA '
H-8 [ |
H-2 8

H-7 il ‘
H-l% N [ ]
74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52
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de Andira inermis.
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AcOEt de Andira inermis.
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Continuando con el andlisis de los cristales se obtuvo su espectro de dos dimensiones
denominado NOESY, en el cual se observan las correlaciones de protones con vecinos
lejanos y correlaciones en el espacio (Figura 6.1.2.6), en el cual se puede observar la
correlacién del hidréogeno H-6a con los hidrégenos asignados como H-6a y H-11a, asi
como también la correlacion de H-6a con el hidrégeno H-7, también se puede apreciar la
correlacién del hidrégeno H-11a con el hidrégeno asignado como H-1 y de igual manera se
aprecia la correlacidon del hidrégeno asignado como H-10 con los hidrégenos del metilo
asignados como OMe.
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H-1 H7 H-8 H-11a H-6q g
H-2 ) _H-4 OH H-6a
Hepad
H-63
MeO
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o)
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H-4

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5

Figura 6.1.2.6. Espectro NOESY de los cristales obtenidos en la fraccién 9:1 hexano-AcOEt
de Andira inermis.

El infrarrojo fue otra técnica implementada para el andlisis de los cristales (Figura 6.1.2.7),
el cual nos proporciona informacion de los grupos funcionales de los compuestos, como es
el caso de la sefial intensa observada a 3393 cm™ caracteristica para grupos hidroxilos
(OH), y las sefiales de poca intensidad observadas de 3063 a 3012 cm-' para los enlaces
carbono hidrégeno de grupos aromaticos, asi como las sefiales de poca intensidad de
2958 a 2881 cm' para grupos metilo, y las sefiales observadas a 1620, 1495 y 1472 cm-
para los enlaces C=C de los grupos aromatico.
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Figura 6.1.2.7. Espectro infrarrojo de los cristales obtenidos en la fraccion 9:1 hexano-
AcOEt de Andira inermis.

Con los datos obtenidos de la espectroscopia de los cristales se realizé una busqueda en la
bibliografia, con lo cual fue posible identificar el compuesto anterior, el cual resulto ser la
medicarpina, de la cual se ha reportado su obtencién de los géneros Lathyrus, Medicago,
Trifolium, Trigonella, Andira y Dalbergia (Harborne y Baxter, 1999; Martinez, 2012). Con
la finalidad de confirmar la identificacién del compuesto se realizd una tabla de
desplazamientos quimicos de las sefiales de los espectros de RMN de H y 13C obtenidos
en este trabajo y los reportados en la bibliografia (Tabla 6.1.2.1).

Cabe mencionar que de los repetidos procesos de purificacion de los extractos crudos de
acetato de etilo que se llevaron a cabo en este trabajo para obtener medicarpina, se logré
la obtencion de un monocristal con el cual se obtuvo la difraccion de rayo-x del
compuesto, esta difraccién ha sido reportada de cristales obtenidos de Dalbergia oliveri
por Deesamer et al. (2009). De las coordenadas y datos obtenidos de difraccion del
monocristal de este trabajo se obtuvo una visualizacién de la molécula (Figura 6.1.2.7),
con lo cual no solo sirvié para confirmar que el compuesto obtenido era la medicarpina,
sino también para confirmar la asignacidn y la estequiometria sugerida que se realizé en
los diferentes espectros antes descritos.
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Tabla 6.1.2.1. Comparativo de desplazamientos quimicos de RMN de 'H y ®C de la
medicarpina experimental y la bibliografia.

Experimental Medicarpina

Posicion H/C S H 6C S H 6C

1 7.39d |132.1| 737 d |132.1

2 6.55dd | 109.7 | 6.55dd | 109.7

3 161.0 161.0

4 6.41d |103.6| 6.41d | 103.6

4a 160.5 160.5
3.62t 3.62t

6 66.4 66.4
4.24 dd 4.24 dd

6a 3.52ddd | 39.4 |3.53ddd | 39.4

6b 119.0 119.1

7 7.13d |124.7| 7.13d |124.7

8 6.46dd | 106.3 | 6.46dd | 106.3

9 156.9 157.0

10 6.45s | 96.8 | 6.45s | 96.8

10a 156.5 156.5

11a 5.50d 76.6 5.50d 78.5

11b 1125 1125

OMe de C-9 3.77 s 554 3.77 s 554
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Figura 6.1.3.2. Estructura de la medicarpina obtenida por difraccién de rayos-x.
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6.1.3. Derivados funcionalizados de medicarpina

Con la finalidad de comprobar quimicamente la presencia del grupo hidroxilo en la
medicarpina (1) y la reactividad de este grupo, se realizaron cuatro derivados, los cuales
fueron el derivado acetilado de medicarpina (1a), el benzoato de medicarpina (1b), el p-
metoxibenzoato de medicarpina (1c) y el p-nitrobenzoato de medicarpina (1d). El derivado
1a fue preparo sometiendo a reaccionar la medicarpina con anhidrido acético y piridina, y
los derivados 1b, 1c y 1d se obtuvieron al someter a reaccionar la medicarpina con el
respectivo cloruro de acido de cada derivado, utilizando para 1b piridina y para 1c y 1d
TEA como base, para estos tres derivados se utilizd THF anhidro como disolvente, todos
los derivados se sometieron a reaccionar a temperatura ambiente por 24 horas (Figura
6.1.3.1). Trascurrido este tiempo se realizaron lavados con acetato de etilo, HCI (10 %),
NaHCOs (Saturado) y NaCl (Saturado), para posteriormente evaporar el solvente y obtener
el crudo de reaccién de cada uno de los derivados. Los crudos de reaccién fueron
sometidos a purificaciéon en columna cromatografia y posteriormente se obtuvo su
espectro de RMN de 'H y 13C, con lo cual se realizaron dos tablas de desplazamientos
quimicos de protén (Tabla 6.1.3.1) y carbono Tabla (6.1.3.2) de los derivados y la
medicarpina respectivamente. Cabe mencionar que todas las reacciones se llevaron a
cabo utilizando 30 mg de medicarpina (1), con lo cual del derivado 1a se obtuvieron
cristales blancos en forma de aguja con un punto de fusién de 105-106°C, con un
rendimiento de 60 % y del cual se obtuvo su espectrometria de masas obteniendo un ion
molecular de 312.1 m/z. Del derivado 1b se obtuvieron cristales muy finos de color blanco
con un punto de fusiéon de 138-140°C, obteniendo un rendimiento de 19 % y un ion
molecular de 374.1 m/z. También del derivado 1c se obtuvieron cristales muy finos de
color blanco con un punto de fusién de 160-162°C, del cual se obtuvo un rendimiento de
40 % y un ion molecular de 404.1 m/z. De igual manera para el derivado 1d se obtuvieron
cristales de color amarillo con un punto de fusiéon de 148-150°C, resultando un 32 % de
rendimiento y un ion molecular de 419.0 m/z, aunado a esto, de este derivado (1d) se
logré obtener su difraccion de rayos-x de monocristal y con las coordenadas y datos
obtenidos se obtuvo una visualizacion de la estructura (Figura 6.1.3.2). Lo anterior se
realizd con la finalidad de comprobar la formacién de los derivados.
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Tabla 6.1.3.1. Tabla de desplazamientos de RMN de 'H de medicarpina y sus derivados.

Medicarpina Acetilado de Benzoato de p-Metoxibenzoato | p-Nitroenzoato de
Experimental Medicarpina Medicarpina de Medicarpina Medicarpina
2.30
""""""""""" (s, 3H, OAc)
3.53 3.56
3.61 3.61 3.61
3.62 3.63 3.65 3.66 3.67
(t, J= 11.0 Hz, 1H, (t,J=9.2Hz, 1H, | (t,J=10.3Hz, 1H, | (t,J=10.7 Hz, 1H, (dt,J=11.1,3.2
H-6B) H-6B) H-68B ) H-6p) Hz, 1H, H-6B)
3.77 3.77 3.79 3.78 3.79
(s, 3H, OMe) (s, 3H, OMe) (s, 3H, OMe) (s, 3H, OMe) (s, 3H, OMe)
3.90
""""""""" (s, 3H, OMe-Bz0)
4.24 4.27 4.31 4.30 431
(dd, J= 11.0, 5.0, (dd,J=10.7,4.8 (dd, J=10.6, 4.6 (dd,J=10.9, 4.5 (dd,J=12.6,5.6
1H, H-6a) Hz, 1H, H-6a) Hz, 1H, H-6a) Hz, 1H, H-6a) Hz, 1H, H-6a)
5.27
(3, 1H,OH) | | T T
5.50 5.52 5.56 5.56 5.55
(d, J=6.7 Hz, 1H, (d, J=6.6 Hz, 1H, (d, J=6.6 Hz, 1H, (d, /=6.6 Hz, 1H, (dd, J=9.8, 7.0 Hz,
H-11a) H-11a) H-11a) H-11a) 1H, H-11a)
6.41 6.71 6.85 6.83 6.86
(d, J=2.5 Hz, 1H, (d,J=23Hz,1H, | (d,J=23Hz,1H, | (d,J=2.1Hz, 1H, | (d,J=2.0Hz 1H,
H-4) H-4), H-4) H-4) H-4)
6.45 6.45 6.47 6.46 6.48
(s, 1H, H-10) (s, 1H, H-10) (s, 1H, H-10) (s, 1H, H-10) (s, 1H, H-10)
6.46 6.47 6.48 6.48 6.50
(dd, J=5.8, 2.2 Hz, (d, J=2.3 Hz, 1H, (d,J=2.2 Hz, 1H, (d, J=2.5Hz, 1H, (d, J=2.3 Hz, 1H,
1H, H-8) H-8) H-8) H-8) H-8)
6.55 6.80 6.94 6.92 6.95
(dd, J=8.4,2.5Hz, | (dd,/=8.4,2.3Hz, | (dd,J=8.4,2.3Hz, | (dd,/=8.4,2.4Hz, | (dd,J=8.4,2.4Hz,
1H, H-2) 1H, H-2) 1H, H-2) 1H, H-2) 1H, H-2)
7.52 6.99
------------------------------------- (t,J=7.7 Hz, 1H, (d,J=8.7 Hz, 2H,
H-3'-BzO) H-3'-BzO)
7.13 7.13 7.16 7.16 7.16
(d, J=8.8 Hz, 1H, (dd, J=8.6, 0.7 Hz, (d, J=8.7 Hz, 1H, (d, J=8.8 Hz, 1H, (d,/=9.1Hz, 1H,
H-7) 1H, H-7) H-7) H-7) H-7)
7.37 7.54 7.60 7.58 7.62
(d, J= 8.5 Hz, 1H, (d, J=8.6 Hz, 1H, (d,J=8.4 Hz, 1H, (d,J=8.4 Hz, 1H, (d,J=8.7 Hz, 1H,
H-1) H-1) H-1) H-1) H-1)
7.65
------------------------------------ (t,J=7.5Hz, 1H, 8.38
H-4'-Bz0) v 2(,5 '3‘,12’, g’ o
8.20 8.15 23,4820
------------------------------------- (d,J=85Hz, 1H, | (d,J=8.6Hz 2H,
H-2"-BzO) H-2'-BzO)
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Tabla 6.1.3.2. Tabla de desplazamientos de RMN de 13C de medicarpina y sus derivados.

Medicarpina Acetilado de Benzoato de p-Metoxibenzoato | p-NitroBenzoato
Experimental Medicarpina Medicarpina de Medicarpina de Medicarpina
21.0
"""""""" (Me)
394 394 39.5 39.5 394
(C-6a) (C-6a) (C-6a) (C-6a) (C-6a)
554 55.4 55.4 55.4 55.4
(MeO) (MeO) (OMe) (OMe 12, 57) (OMe)
66.4 66.5 66.6 66.5 66.6
(C-6) (C-6) (C-6) (C-6) (C-6)
78.5 78.0 78.0 78.0 77.8
(C-11a) (C-11a) (C-11a) (C-11a) (C-11a)
96.8 96.8 96.9 96.8 96.9
(C-10) (C-10) (C-10) (C-10) (C-10)
103.6 110.7 110.8 110.9 110.6
(C-4) (C-4) (C-4) (C-4) (C-4)
106.3 106.5 106.5 106.4 106.5
(C-8) (C-8) (C-8) (C-8) (C-8)
109.7 115.2 115.4 115.5 114.9
(C-2) (C-2) (C-2) (C-2) (C-2)
112.5 117.7 117.8 117.6 118.4
(C-11b) (C-11b) (C-11b) (C-11b) (C-11b)
119.1 118.7 118.7 118.7 118.6
(C-6b) (C-6b) (C-6b) (C-6b) (C-6b)
124.7 124.7 124.7 124.7 124.7
(C-7) (C-7) (C-7) (C-7) (C-7)
132.1 131.7 131.8 131.7 132.0
(C-1) (C-1) (C-1) (C-1) (C-1)
156.5 151.5 151.9 151.9 151.3
(C-10a) (C-10a) (C-10a) (C-10a) (C-10a)
157.0 156.1 156.3 156.2 156.3
(C-9) (C-9) (C-9) (C-9) (C-9)
160.5 160.5 160.5 160.5 160.4
(C-4a) (C-4a) (C-4a) (C-4a) (C-4a)
161.0 161.1 161.2 161.1 161.1
(C-3) (C-3) (C-3) (C-3) (C-3)
169.1 164.8 164.5 163.0
"""""""" (C=0) (C=0) (c=0) (c=0)
129.3 121.5 134.6
"""""""""""""""" (c-1) (c-1) (c-1)
130.1 1323 131.3
"""""""""""""""" (C-2) (C-2) (c-2)
128.5 113.7 123.6
"""""""""""""""" (c-3) (c-3) (C-3%)
133.6 163.9 150.8
"""""""""""""""" (c-4) (c-4) (c-4)
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6.2. Eysenhardtia polystachya
6.2.1. Obtencion de extraibles de Eysenhardtia polystachya

De la harina del duramen de Eysenhardtia polystachya solo se obtuvo los extractos de
hexano y THF (Tabla 6.2.1.1), ya que las pruebas de inhibicidn fueron realizadas
anteriormente en nuestro equipo de trabajo por Quevedo (2015), mostrando un 28 % de
inhibicién para el crudo de hexano y para el crudo de THF 43 % de inhibicién a una
concentracién de 500 mg/L, en este trabajo se repitieron estas pruebas, obteniendo en
hexano una concentracién maxima de inhibicidn de 90 % y en THF se obtuvo un 100 % de
la inhibicién a una concentraciéon de 250 y 500 mg/L, por lo que se decidié continuar la
purificacién con el crudo de THF con la finalidad de obtener un compuesto responsable de
dicha inhibicién

Tabla 6.2.1.1. Obtencidon de extractos crudos de Eysenhardtia polystachya mediante
reflujo en Soxhlet por 4 horas de lotes de 16 g de harina de duramen.

Solvente Peso de extracto (g) % %Total de extraibles
Hexano 0.11 0.71
20.21
THF 3.12 19.5

El extracto de hexano presentd una consistencia mielosa, con una coloracion amarrillo
rojizo y el extracto de THF también se observd de una consistencia mielosa de una
coloracion rojiza mas oscura (Figura 6.2.1.1).

Hexano THF

Figura 6.2.1.1. Extractos obtenidos del duramen de Eysenhardtia polystachya.
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6.2.2. Andlisis del extracto obtenido con THF de Eysenhardtia polystachya

Debido a que el crudo de THF presento los mejores porcentajes de inhibicién se decidid
tomar este crudo para someterse a purificacion en columna cromatografica, con la
finalidad de obtener un compuesto responsable de dicha inhibicidn, por lo que se
continud con la obtencion de su espectro de RMN de H (Figura 6.2.2.1).

T T T T T T T T T T T T T
80 78 76 74 72 7.0 68 6.6 64 6.2 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 4.0 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 2.0 1.8 16

Figura 6.2.2.1. Espectro de RMN de 'H del crudo de THF de Eysenhardtia polystachya.

En el espectro de protdn del crudo de THF (Figura 6.2.2.1), se pudo observar una mezcla
compleja de senales, en el cual se puede apreciar senales para hidréogenos de sistemas
aromaticos de 6.3 a 8.0 ppm aproximadamente, ademas de sefales para hidrégenos base
de heterodatomos y tipo alilicos de 2.8 a 5.0 ppm y pocos sefiales para hidrégenos de tipo
alifaticos a campo alto.

De someter a purificaciones en columna cromatografica 1 g del crudo de THF con
diferentes mezclas de solventes, se pudo llegar a la purificacién de un compuesto con una
mezcla 7:3:1 de hexano-diclorometano-acetato de etilo, de una consistencia mielosa y de
una coloracién rojiza, con un peso de 40 mg, de este compuesto se obtuvo su espectro de
masas en el cual se observd un ion molecular de 346.1 m/z, y con la finalidad de obtener
mayor informacion de este compuesto y poder llegar a su identificacion se obtuvo su
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espectro de RMN de 'H (Figura 6.2.2.2). En este espectro se observa a 3.87, 4.01 y 4.02
ppm senales simples las cuales fueron asignadas para los grupos metoxilos 8, 4" y 3" de los
cuales cada seinal integra para 3 hidrogenos, también se aprecian las sefiales asignadas
para los hidrégenos H-5 y H-6, siendo la primera una sefial doble con una J = 8.4 Hz que
integra para un hidrégeno a 6.53 ppm, y el segundo una sefial doble con una J = 8.4 Hz
gue integra para un hidrégeno a 6.69 ppm, de igual manera se observa una seiial simple
asignada para el H-6" a 6.36 ppm, que integra para un hidrégeno, ademads, se puede
observar una sefal ancha a 5.79 ppm asignada para un grupo hidroxilo, otras sefiales que
se pueden apreciar son las sefiales doble de dobles, con unaJ=10.3,2.6 Hzy J=10.7, 6.5
Hz que integran para un hidrégeno a 4.32 y 4.11 ppm asignadas a los hidrégenos H-23 y H-
20a respectivamente, una sefial mds que se puede apreciar, es un multiplete que integra
para un hidrégeno en 3.50 ppm correspondiente al H-3, y a campo un poco mas bajo se
observa una sefial a 2.73 ppm con una J = 16.1, 6.9 Hz que integra para un hidrégeno
asignada a H-4a y la sefial doble de dobles a 3.03 con una J = 16.1, 5.9 Hz que también
integra para un hidrégeno asignada a H-4p.

OMe 4

OMe 3° OMe 8

H-6
H-6
T E T MR ) T E

6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 52 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6

Figura 6.2.2.2. Espectro de RMN de 'H de la miel obtenida de 7:3:1 hexano-
diclorometano-AcOEt de Eysenhardtia polystachya.
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Continuando con el andlisis espectroscépico y para comprobar la correcta asignacién de
las sefales, se obtuvo el espectro de dos dimensiones COSY del compuesto antes
purificado (Figura 6.2.2.3), en el cual se puede observar la correlacidon que existe entre los
hidrégenos geminales asignados como H-4a a 2.73 ppm y H-4f a 3.03 ppm, asi como la
correlacién que se observa entre los hidrégenos geminales asignados como H-2B y H-2a a
4.32 y 4.11 ppm respectivamente, y la correlacidn que se aprecia entre los hidrégenos
vecinos asignados como H-5 y H-6 encontrados a 6.53 ppm y 6.69 ppm respectivamente.

H-6
Hes He OH
)\ H-2B H-2 H-3 H-4p H4a
S
2
& k3.0
= .
o Ld F3.5
TIE
]
= 4.0
g
tas
k5.0
I r5.5
5— [ ]
F6.0

T T T T T T T T T T T T T T T
68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26

Figura 6.2.2.3. Espectro COSY de la miel obtenida con 7:3:1 hexano-diclorometano-AcOEt
de Eysenhardtia polystachya.

Con la finalidad de comprobar la correcta asignacidn y poder realizar la caracterizacion del
compuesto purificado, se obtuvo su espectro de dos dimensiones HETCOR el cual nos
permite correlacionar las sefiales de los hidrégenos con su carbono respectivo (Figura
6.2.2.4), como es el caso de las sefales dobles de dobles a 2.73 y 3.03 ppm asignadas a los
hidrogenos H-4a vy 4, que correlacionan con la sefal asignada al carbono C-4 a 28.8 ppm,
asi como las sefiales dobles de dobles asignadas a los hidrégenos 2a y 2B a 4.11 y 4.32
ppm, que correlacionan con el carbono asignado como C-2 a 68.2 ppm, otra correlaciéon
gue se aprecia es entre la sefial multiple a 3.50 ppm asignada al H-3, con el carbono
asignado como C-3 a 30.6 ppm, como también se observan las correlaciones de las sefiales
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simples a 3.87, 4.01 y 4.02 ppm asignadas a los hidrégenos de los metilos de los grupos
metoxilos asignados como OMe-3°, 4’y 8, otras correlaciones existentes son entre las
sefiales dobles asignadas a los hidrégenos H-6 y H-5 a 6.53 y 6.69 ppm, con los carbonos
C-6 y C-5a107.8 y 124.1 ppm respectivamente, y la correlacion de la sefial simple del H-6
a 6.36 ppm con su respectivo carbon asignado como C-6" a 130.9 ppm.
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Figura 6.2.2.4. Espectro HETCOR de la miel obtenida con 7:3:1 hexano-diclorometano-
AcOEt de Eysenhardtia polystachya.

Para observar la interaccidon entre los protones vecinos lejanos del compuesto purificado
se obtuvo el espectro de dos dimensiones denominado NOESY (Figura 6.2.2.5), como fue
el caso de los hidrégenos asignados como H-4a vy el H-2a, y a su vez la correlacién de los
hidrogenos H-4B y el H-2[3, aunado a esto se aprecia la correlacion del hidrogeno asignado
como H-3 con los hidrégenos H-4 y H-2 (a y B), y otra interaccién que se puede apreciar es
la de los hidrégenos H-4a y H4-B con el hidrégeno asignado como H-5 perteneciente al
anillo aromatico.
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Figura 6.2.2.5. Espectro NOESY de la miel obtenida con 7:3:1 hexano-diclorometano-
AcOEt de Eysenhardtia polystachya.

El analisis mediante espectroscopia de infrarrojo del compuesto purificador, donde se
pudo observar la presencia de sefiales anchas para grupos hidroxilos en el espectro a 3422
cm™, sefiales de intensidad media para grupos metilos de 2941 a 2842 cm™, y sefiales
muy intensas caracteristicas para los carbonilos de cetonas a 1651 cm™, asi como sefiales
de buena intensidad para los movimientos de tensién de los enlaces C=C de los sistemas
aromaticos de 1599 a 1461 cm™' (Figura 6.2.2.6).

Con la obtencién de los espectros de RMN tanto de 'H como de ™C, se realizé un
comparativo de desplazamientos quimicos con un compuesto reportado en la literatura
por Rahman et al. (2011), denominado amorfaquinona, y aislado por primera vez de
Amorpha fructicosa por Shibata y Shimizu (1978), observidndose la similitud de los
desplazamientos en este comparativo, se pudo confirmar que la amorfaquinona es el
compuesto aislado de la purificacion del crudo de THF de Eysenhardtia polystachya (Tabla
6.2.2.1).
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Figura 6.2.2.6. Espectro de infrarrojo de la miel obtenida con 7:3:1 hexano-diclorometano-
AcOEt de Eysenhardtia polystachya.

Tabla 6.2.2.1. Comparativo de desplazamientos quimicos de RMN de 'H y 13C de Ia
amorfaquinona experimental y referencia.

Experimental Amorfaquinona
Posicion H/C 6H 6C 6H 6C
2 4,11 dd, 4.32 dd 68.2 4.04 dd; 4.25 dd 68.2
3 3.50m 30.6 3.38 m 30.7
4 3.03dd, 2.73 dd, 28.8 2.96 dd; 2.65 dd 28.9
5 6.69 d 124.1 6.62 d 124.1
6 6.53 d 107.8 6.42 d 108.3
7 | e 147.8 | - 148.0
8 | 1347 | e 135.1
9 | 1466 | 146.9
1w | ————— 128 | = 112.7
1 146.2 | - 146.4
2" | e 1833 | - 183.4
- I B 1450 | - 145.0
4 | e 1445 | - 144.5
5 | e 183.8 | e 184.0
6’ 6.36 s 130.9 6.30 s 130.9
OMe de C-8 3.87s 60.9 3.75s 60.9
OMe de C-3° 4.02s 61.2 3.97s 61.3
OMe de C-4° 4.01s 61.1 3.94s 61.2
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6.3. Cordia elaeagnoides

6.3.1. Obtencion de extraibles de Cordia elaeagnoides

De la harina del duramen de Cordia elaeagnoides solo se obtuvo los extractos de hexanoy

THF, ya que las pruebas de inhibicién fueron realizadas en un trabajo previo por
Hernandez (2013), mostrando el extracto de THF una inhibicién del 100 % a una
concentracién de 500 mg/L, y el extracto de hexano solo un 12 % de inhibicion a esta

concentracién. Los resultados de las extracciones en este trabajo se muestran a
continuacion (Tabla 6.3.1.1).

Tabla 6.3.1.1. Obtencién de extraibles de Cordia elaeagnoides mediante reflujo en Soxhlet

por 4 horas de lotes de 16 g de harina de duramen.

Solvente Peso de extracto (g) % %Total de extraibles
Hexano 0.29 1.84
18.
THF 2.7 16.87 8.7

EL extracto de hexano presentd una consistencia mielosa de una coloraciéon amarrillo

rojizo y el extracto de THF presento una consistencia mielosa de una coloracién negruzca

(Figura 6.3.1.1).

.

Hexano

Figura 6.3.1.1. Extractos obtenidos del duramen de Cordia elaeagnoides.
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6.3.2. Andlisis del extracto obtenido con THF de Cordia elaeagnoides

Debido a que el crudo de THF presento los mejores porcentajes de inhibicion, se decidid
tomar este crudo para someterse a purificacion en columna cromatografica, con la
finalidad de obtener un compuesto responsable de dicha inhibicion, por lo que se
continud con la obtencion de su espectro de RMN de 'H (Figura 6.3.2.1).

En el espectro de protén del crudo de THF se pudo observar una mezcla compleja de
sefiales, como la presencia de hidrégenos aromaticos de 6.0 a 7.0 ppm, hidrégenos base
de heterodatomos de 3.5 a 4.0 ppm, asi como hidrégenos tipo alifaticos a campo alto,
ademas de observarse a mds de 9.0 ppm hidrégenos caracteristicos de aldehidos.

Se continuo con el andlisis del extracto crudo de THF, del cual se sometié a purificacién en
columna cromatografia 1 g de extracto, del cual se obtuvieron 9 fracciones gruesas de 150
ml cada una obtenidas con hexano y mezclas de hexano-acetato de etilo (9:1, 8:2...etc.) en
forma ascendente de polaridad hasta la elucidn con acetato de etilo.

De estas fracciones gruesas solo se analizaron mediante RMN de H cinco de ellas ya que
como se explicara a continuacion se encontraron una gran semejanza de sefales entre
algunas de estas fracciones.

E——
£

L] T ’ O x
3 2 1 apn

L JJ»M“—JMJ

Figura 6.3.2.1. Espectro de RMN de 'H del extracto crudo de THF de Cordia elaeagnoides
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Unas de las fracciones gruesas que se analizaron mediante RMN de 'H fueron las de
hexano y 9:1 hexano-acetato de etilo, de las cuales se obtuvo su espectro, en el cual se
pueden observar la similitudes de sefiales en estas dos fracciones, ya que se observan
sefiales a campo bajo de 0.6 a 2.4 ppm caracteristicas para hidrégenos alifaticos, y de 4.6
a 5.4 ppm sefales para hidrégenos de tipo alilicos, por lo que se realizé6 un comparativo de
estos dos espectros (Figura 6.3.2.2). Al presentar este tipo de sefiales estas fracciones
fueron descartadas, ya que este conjunto de sefales es caracteristico para compuestos de
acidos grasos insaturados, y ya que en este trabajo no son de interés, fueron descartadas
estas dos fracciones.

Para el andlisis de las fracciones gruesas de hexano-acetato de etilo 8:2, 7:3 y 6:4 se
obtuvo su espectro de RMN de H, en los cuales se pudo observar una mezcla compleja de
sefiales y gran similitud entre ellos por lo que se realiz6 un comparativo de estos
espectros (Figura 6.3.2.3), con lo cual se pudo apreciar mejor la similitud de sefiales, como
las que van de 6.0 a 7.0 ppm aproximadamente caracteristicas para hidrégenos tipo
aromaticos, asi como sefiales para hidrégenos tipo alilicos que se observan de 3.2 a 4.3
ppm, ademas de sefales para hidrégenos de metilos y metilenos a campo alto de 1.5a 2.5
ppm, y las sefales observadas a mas de 9.0 ppm en cada espectro caracteristicas para
hidrégenos de aldehidos.

Fraccion 9:1

Figura 6.3.2.2. Comparativo de fracciones gruesas hexano y 9:1 del crudo de THF.
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Figura 6.3.2.3. Comparativo de fracciones gruesas 8:2, 7:3 y 6:4 del crudo de THF.

Como se puede observar en el comparativo de los espectros antes mencionados (Figura
6.3.2.3), se cree que existe un compuesto mayoritario presente en estas tres fracciones,
por lo que se optd por someter nuevamente a purificacion en columna cromatografica las
fracciones 8:2 y 7:3 principalmente, con la tentativa de obtener el compuesto mayoritario.

De someterse nuevamente a purificacion las fracciones anteriores con mezclas de hexano-
acetato de etilo, se llegd a la obtenciéon de un compuesto a una polaridad 9:1, el cual
presento una consistencia de tipo mielosa de color café, con un peso de 20 mg, y
tendencia a formar algun tipo de cristal pero sin la obtencién de ellos, con lo cual se
obtuvo su espectro de RMN de 'H (Figura 6.3.2.4). En el cual se asignaron las sefiales
simples observadas a 1.74 y 1.75 ppm respectivamente para los protones de los metilenos
H-9y H-10, asi como a 9.36 ppm se asignd la senal simple para el protén de aldehido
como H-8’, también se aprecian las sefiales asignadas al sistema aromatico, como lo es la
sefial doble a 6.65 con una J = 8.4 Hz que integra para un hidrégeno asignada a H-3, otra
sefial asignada al sistema aromatico es la sefial doble de dobles a 6.57 con una J=28.4, 3.0
Hz que integra para el H-4, al igual que se observé la sefial del hidrégeno H-6 siendo una
doble a 6.54 con una J = 3.0 Hz, como también se pueden observar las sefiales simples
asignadas para los hidroxilos situados en las posiciones 2 y 5 del anillo aromatico a 4.87 y
5.14 ppm, de igual manera se asignaron las sefales de la cadena alifatica como son las
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sefiales triples de cuadruples a 6.49 con una J=7.3, 1.3 Hzy a 5.32 ppm con una J = 8.5,
1.2 Hz para los hidrégenos H-6"y H-2', asi como se observé la seial doble a 3.30 ppm con
una J = 7.2 Hz asignada para el H-1'que integra para dos hidrégenos y las sefiales
asignadas a los protones H-4"y H-5" siendo la primera una seiial triple a 2.26 ppm con una
J=7.2 Hz y el segundo una sefial cuadruple a 2.51 ppm con una J = 7.3 Hz integrando estas
dos sefiales para dos hidrégenos cada una.

OH

H-6"

2

2.164
2234

10"

3.151}}1@;
3

2.8

H-5
OH
H-2
|, n
- 40 ﬁ
- T
2.5

T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.0

Figura 6.3.2.4. Espectro de RMN de 'H de la miel obtenida de la fraccién 9:1 hexano-AcOEt
de Cordia elaeagnoides.

El espectro de dos dimensiones denominado COSY que se obtuvo del compuesto
purificado nos sirvié para apreciar la correlacion existente entre protones vecinos (Figura
6.3.2.5), como lo es el caso de la sefial doble a 3.30 ppm del H-1" correlacionando con la
sefial triple de cuadruples a 5.32 ppm asignada al H-2’, también se puede observar la
correlacién entre los protones asignados a H-4’y H-5" siendo la primera una sefial triple a
2.26 ppm y la segunda sefial siendo una cuadruple a 2.51 ppm, ademas de la correlacion
entre los protones H-5y H-6" siendo este ultimo una seiial triple de cuddruples a 6.49
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Figura 6.3.2.5. Espectro COSY de la miel obtenida de la fraccién 9:1 hexano-AcOEt de
Cordia elaeagnoides.

Con el experimento de dos dimensiones denominado HETCOR, fue posible asignar las
sefiales de los carbonos a partir de su correlacién con el espectro de protdn, como es el
caso de la seiial simple a 9.36 ppm del H-8", que correlaciona con la sefial a 196.0 ppm
asignada al carbono del carbonilo C-8’, de igual manera la sefial triple de cuadruples a 6.49
ppm para el protén H-6", que correlaciona con el carbono asignado como C-6'a 154.7
ppm, como también las sefiales de los protones H-3, H-4 y H-6 del sistema aromatico que
correlacionan con los carbonos asignados como C-3, C-4y C-6 a 116.2, 116.3,y 113.7 ppm,
asi como se pueden observar la correlacion de la seiial doble del protén H-1" a 3.30 ppm
con el carbono asignado C-1" a 28.9 ppm, y de igual manera se observa la correlacion del
protén H-5"a 2.51 ppm con el C-5’a 27.0 ppm, y el protdn asignado como H-4" a 2.26 ppm
con el carbono C-4’a 37.9, otra correlacién que se pudo observar fue la de las sefiales
simples para los metilos 9" a 1.75 ppm y 10" a 1.74 ppm con los carbonos asignados como
C-9y C-10" a 15.9 ppm y 9.2 ppm (Figura 6.3.2.6).
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Figura 6.3.2.6. Espectro HETCOR de la miel obtenida de la fraccion 9:1 hexano-AcOEt de
Cordia elaeagnoides.

Otro de los experimentos obtenidos para este analisis fue el espectro de dos dimensiones
denominado NOESY, en el cual pudimos observar la interaccion de protones vecinos
lejanos y sus correlaciones en el espacio debido a su cercania entre ellos (Figura 6.3.2.7).
De este modo se puede observar la correlacién entre los protones asignados como H-2’
con los H-4y H-5" de la cadena alifatica, y estos dos Ultimos a su vez correlacionan con el
protén asignado como H-6" de la cadena alifatica, de igual manera el protén H-8
correlaciona con el protdn H-6’, asi también se observa la correlacidon de los hidrégenos
asignados como H-1" con el protdn del anillo aromatico asignado como H-6.
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Figura 6.3.2.7. Espectro NOESY de la miel obtenida de la fraccion 9:1 hexano-AcOEt de
Cordia elaeagnoides.

El espectro infrarrojo nos fue de gran utilidad, ya que nos proporciond informacién de los
grupos presentes en la miel que se purificd, en el cual se pueden observar una sefial ancha
e intensa a 3352 cm™ caracteristica para grupos hidroxilos, ademas de 2859 a 2973 cm™
se observan sefales de poca intensidad caracteristicas para metilos, también se puede

1

observar a 1664 cm™' una sefial intensa caracteristica de carbonilo para aldehidos, y de

1637 a 1286 cm ™' sefiales de intensidad media para metilos y metilenos (Figura 6.3.2.8).

La espectrometria de masas es otra técnica de gran importancia para determinar
estructuras, ya que con ella podemos conocer el peso molecular de los compuestos, por lo
que se obtuvo el espectro de masas de la miel obtenida de la fraccién 9:1 (Figura 6.3.2.9).
En este espectro se puede observar la obtencién de un ion molecular de 259.38 m/z.

55



%T

401

3352.96

351
301
251

3500

3000

2500

2000

Wavenumbers (cm-1)

Figura 6.3.2.8. Espectro de infrarrojo de la miel obtenid

de Cordia elaeagnoides.

1637.68

1664.61

1600.39

1503.42

1500

1195.31

1000

858,27

873.00

an AR —nnan

821.77

a de la fraccién 9:1 hexano-AcOEt

-M52(259.0000), 0.3-0.5min #(20-29)

Intens.
1 2593834
1 &
4000-
| OH
i / / O
3000- H
OH
2000~
. 175.2801
1000: L 201.3126
1 231.3742
. 83.1901 137.2026 [
0 | d | | L PR L
50 100 150 200 250 300 miz
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Con la finalidad de identificar y caracterizar el compuesto purificado anteriormente, y con
la obtencién de su espectro de RMN de 3C, se construyé una tabla de desplazamientos
quimicos, con la cual se realizé un comparativo con dos compuestos encontrados en la
literatura denominados aliodorin y elaeagin reportados por Manners y Jurd (1977) y
Manners (1983) (Tabla 6.3.2.1). Con este comparativo de desplazamientos se pudo
observar mayor similitud entre el compuesto experimental y el aliodorin, aunado a la
similitud en cuanto al peso molecular calculado para la estructura del aliodorin (Figura
6.3.2.10) y el espectro de masas obtenido del compuesto experimental, por lo que
podemos confirmar que el aliodorin es el compuesto aislado de Cordia elaeagnoides.

Tabla 6.3.2.1. Comparativo de desplazamientos de RMN de "*C del compuesto
experimental, con aliodorin y elaeagin en ppm.

Experimental Aliodorin Elaeagin
9.2 9.1 (C-10') 9.1 (C-10')
15.9 15.9 (C-9’) 24.2 (C-5’)
27.0 27.5 (C-5') 26.2 (C-9')
28.9 28.9 (C-1') 39.2 (C-4')
37.9 38.6 (C-4') 77.8 (C-3’)

113.7 113.6 (C-6) 113.1 (C-6)
116.2 116.2 (C-3) 115.8 (C- 3)
116.3 117.0 (C-4) 116.5 (C-4)
123.1 124.6 (C-2') 121.4 (C-7’)
128.0 129.2 (C- 3') 123.5 (C-2')
135.8 134.9 (C-1) 129.7 (C-1')
139.5 139.8 (C-7') 139.1 (C-1)
147.5 148.4 (C-5) 146.1 (C-5)
149.4 151.0 (C-2) 150.0 (C-2)
154.7 154.6 (C-6') 156.0 (C-6')
196.0 195.2 (C-8’) 196.1 (C-8')
PM = 260 PM =242
F F 0 o
" HO =
OH Aliodorin Elaeagin

Figura 6.3.2.10. Peso molecular (PM) calculado para las estructuras de aliodorin vy
elaeagin.
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6.3.3. Derivados funcionalizados de aliodorin

Con la finalidad de confirmar quimicamente el nimero de hidroxilos presentes en el
compuesto aliodorin (2) y la existencia de un grupo aldehido en este, se prepararon los
derivados acetilado (2a) y aldoxima (2b) de aliodorin, para 2a se puso en reaccion al
aliodorin con anhidrido acético y piridina como base, y para la preparacién de 2b se
sometid a reaccionar al aliodorin con clorhidrato de hidroxilamina y piridina como base
(Figura 6.3.3.1), las reacciones se dejaron a temperatura ambiente por 24 horas. Al
término de reaccidn, se realizaron lavados con acetato de etilo, una soluciéon de HCI (10
%), una solucion de NaHCOs; (Saturado) y una solucién de NaCl (Saturado), para
posteriormente evaporar el solvente y obtener el crudo de reaccién. El crudo de las
reacciones fue purificado mediante cromatografia en columna con una polaridad 9:1
Hex:AcOEt, obtenido una miel del derivado 2a con un rendimiento de 33 % y del derivado
2b también se obtuvo una miel con un rendimiento del 63 %, de cada uno de estos
compuestos se obtuvo su espectro de RMN de H y 13C. Con la obtencidn de los espectros
de RMN se realizé una tabla de desplazamientos quimicos de los derivados y el aliodorin
tanto de protén (Tabla 6.3.3.1) asi como de carbono (Tabla 6.3.3.2), esto con la finalidad
de comprobar que las reacciones antes mencionadas llegaron a proceder y se formé el
derivado esperado, con lo cual se confirmé la presencia de dos grupos hidroxilos al
formarse dos grupos acilos y un grupo aldehido en la molécula de aliodorin al formarse la
oxima.

Aliodorin (2)

Acetilado de aliodorin (2a)
OAc OH

Aldoxima de aliodorin (2b)

Figura 6.3.3.1. Condiciones de reaccidn para la obtencién de los derivados de aliodorin,
acetilado 2a y aldoxima 2b.
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Tabla 6.3.3.1. Tabla de desplazamientos de RMN de 'H de aliodorin y sus derivados.

. . Acetilado de Aldoxima de
Aliodorin . . . .
aliodorin aliodorin
6 H 6 H 6 H
1.74 1.71 1.72
(s,3H, Me-10") (s,3H, Me-10") (s,3H,Me-10")
1.75 1.74 1.80
(s, 3H, H-9) (s,3H, Me-9), (s,3H, Me-9")
2.26 2.24 2.19
(t,/=7.2 Hz, (t,/=7.4Hz 2H, | (t,J=7.0 Hz, 2H,
2H, H-4') H-4") H-4')
2.29
(s, 3H, OAc-12)
2.30
(s, 3H, OAc-117),

2.51 2.49 2.37
(q,/=7.3Hz, (q,/=7.6 Hz, (q,/=7.2 Hz,
2H, H-5") 2H, H-5), 2H, H-5")
3.30 3.24 3.29
(d,/=7.2 Hz, (d,/=7.2 Hz, (d,/=7.3 Hz,
2H, H-1") 1H. H-1") 2H, H-1")
4.87 4.70
(s, 1H, OH) (s, 1H, OH)

5.14
(s, 1H, OH)
5.32 5.28
5.27
(tg, J=8.5, 1’.2 (m, 1H, H-2') (t,J=7.3 ,Hz, 1H,
Hz, 1H, H-2") H-27)
6.49 5.72
(tg,/=7.3,1.3 it 16|'_|4?_|_6,) (t,/=7.2Hz, 1H,
Hz, 1H, H-6") e H-67)
6.54 6.91 6.51
(d, J=3.0, Hz, (d,/=2.8 Hz, (d,/=3.0 Hz,
1H, H-6) 1H, H-6), 1H, H-6)
6.57 6.95 6.58
(dd,/=8.4,3.0 | (dd,/=8.6,2.8 | (dd,J=8.5,3.0
Hz, 1H, H-4) Hz, 1H, H-4) Hz, 1H, H-4)
6.65 7.02 6.66
(d,J=8.4Hz, (d,J=8.6 Hz, (d,J=8.5Hz,
1H, H-3) 1H, H-3) 1H, H-3)
936 . (d, 12.2.77 Hz, 773 .
(s, 1H, H-8") 1H, H-8") (s, 1H, H-8")
7.66
(s, 1H, N-OH)
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Tabla 6.3.3.2. Tabla de desplazamientos de RMN de 13C de aliodorin y sus derivados.

Acetilado | Aldoxima
Aliodorin de de
aliodorin aliodorin
6C 6C 6C
9.2 9.1 11.6
(c-10") (C-10) (C-10)
15.9 21.0 16.0
(C-9) (C-9) (C-97)
20.7
(Me-12")
20.8
(Me-11")
27.0 27.2 26.2
(C-5) (C-5) (C-5)
28.9 28.2 28.7
(C-1) (C-17) (C-17)
37.9 33.6 38.6
(C-4) (C4) (C47)
113.7 120.4 113.7
(C-6) (C-6) (C-6)
116.2 122.6 116.1
(C-3) (C-3) (C-3)
116.3 123.1 116.2
(C-4) (C-4) (C-4)
123.1 128.2 122.4
(C-2) (C-2) (C-2)
128.0 133.3 128.1
(C-3) (C-37) (C-37)
135.8 134.3 136.6
(C-1) (C-1) (C-1)
139.5 139.7 139.3
(C-7) (C-7) (C-7)
147.5 146.0 147.5
(C-5) (C-5) (C-5)
149.4 148.2 149.4
(C-2) (C-2) (C-2)
154.7 153.1 155.5
(C-6) (C-67) (C-67)
169.2
(C=0-12")
170.7
(C=0-11")
196.0 195.0 130.6
(C-8 (C-8) (C-8)
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6.4. Zaluzania augusta
6.4.1. Obtencion de extraibles de Zaluzania augusta

De someter a extracciones con los solventes hexano, diclorometano, THF y acetato de
etilo a la harina del duramen de Zaluzania augusta, con el quipo Soxhlet se obtuvieron los
siguientes resultados (Tabla 6.4.1.1).

Tabla 6.4.1.1. Obtencion de extractos de Zaluzania augusta mediante reflujo en Soxhlet
por 4 horas con lotes de 13 g de harina de duramen.

Solvente Peso de extracto (g) % %Total de extraibles
Hexano 0.206 1.58
Diclorometano 0.060 0.46 8.01
THF 0.600 4.61 '
Acetato de etilo 0.178 1.36

El extracto hexdnico presentd una consistencia muy viscosa de una coloracién amarrillo
claro, el extracto de diclorometano presento una consistencia mielosa de coloracidon
ambar, también el extracto de THF presento una consistencia mielosa de una coloracién
marrdn con presencia de particulas de color amarillo y el extracto de acetato de etilo se
observé muy similar al extracto de THF pero sin la presencia de particulas (Figura 6.4.1.1).

ex iooTHF cOEt

Figura 6.4.1.1. Extractos obtenidos del duramen de Zaluzania augusta.
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6.4.2. Pruebas de inhibicidn de los extractos de Zaluzania augusta

Los extractos antes mencionados (Figura 6.4.1.1), fueron utilizados para realizar los
ensayos de inhibicién del hongo Trametes versicolor por el método de difusién en placa,
de lo cual se obtuvieron los siguientes resultados (Grafica 6.4.2.1).

H Concentracion 250 mg/L Concentracion 500 mg/L

100% 100% 100%

86%
80% 759%

50%
40%

THF

Grafica 6.4.2.1. Porcentaje de inhibicién de los extractos crudos obtenidos del duramen
de Zaluzania augusta sobre el hongo Trametes versicolor.

Hexano Diclorometano AcOEt

Como se observa en la grafica anterior (Grafica 6.4.2.1), los extractos de hexano y acetato
de etilo a una concentracion de 250 mg/L fueron los que presentaron mayores por cientos
de inhibicion y a una concentracion de 500 mg/L siguieron presentando buenos
porcentajes de inhibicién, aunado a esto, también los crudos de diclorometano y THF
presentaron una inhibicién del 100 % del hongo a una concentracién de 500 mg/L.

6.4.3. Andlisis de los extractos obtenidos de Zaluzania augusta

Como un analisis complementario de los extractos, se obtuvieron sus espectros de RMN
de 'H, los cuales fueron de utilidad para realizar un comparativo entre ellos (6.4.3.1), en el
cual se pudo observar, que los crudos de hexano y diclorometano presentan una gran
similitud de sefiales en sus espectros de protdn, como son las sefiales entre 5.5y 6.5 ppm,
asi como las sefiales observadas entre 3.6 y 4.8 ppm, y también a campo alto se observa la
similitud de sefiales para hidrdgenos alifaticos de 2.5 a 1.0 ppm. También en este
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comparativo se pudo observar la similitud de sefiales entre los espectros de protén de los
crudos de THF y acetato de etilo, en los cuales se puede observar una mezcla mas
compleja de sefiales que en los espectros de hexano y diclorometano, por otra parte, las
sefiales que van de 6.0 a 8.0 ppm se observan de gran similitud en los dos espectros, asi
como también las sefiales que van de 4.2 a 5.0 ppm aproximadamente y las sefiales que se
observan a campo un poco mas bajo de 1.5 a 2.5 ppm. Sin embargo, en el espectro de THF
se pueden apreciar las sefiales que se observan en los crudos de hexano y diclorometano
antes descritas.

Tomando en cuenta los buenos por cientos de inhibicién de los crudos, aunado al analisis
de RMN de H y para poder ir descartando alguno de los extractos, esto con el fin de
enfocarse en alguno de ellos para someterse a purificacién en columna cromatografica,
con la tentativa de obtener el compuesto mayoritario responsable de la actividad de
inhibicidn, se optd por someter a purificacion en columna cromatografica el crudo de THF
ya que este mostro en su espectro la presencia de todas las sefiales observadas en los
diferentes crudos, aunado a los buenos porcentajes de inhibicidon que presento.

Diclorometano

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Figura 6.4.3.1. Comparativo de los espectro de RMN de 'H de los crudo de hexano,
diclorometano, THF y AcOEt de Zaluzania augusta.
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Con lo antes mencionado se sometié a purificacién en columna cromatografica 1 g del
extracto crudo de THF, del cual se obtuvieron 6 fracciones gruesas de 150 ml cada una,
obtenida con hexano y mezclas de hexano-acetato de etilo (9:1, 8:2, 7:3, 6:4 y 1:1) en
forma ascendente de polaridad y posteriormente se llevo a la elucién con acetato de etilo.

Las fracciones gruesas que se analizaron mediante RMN de 'H fueron 9:1 (0.08 gr aprox.) y
8:2 (0.06 gr aprox.) Hex:AcOEt, esto debido a que en sus espectros de protdn se observé
una gran similitud entre sus sefiales y con la finalidad de apreciarse de una mejor manera
se realizé un comparativo de estos (Figura 6.4.3.2), en el cual las sefiales que van de 5.5 a
6.5 ppm se observan muy semejantes, al igual que las sefiales que se observan de 3.2 a 5.0
ppm y las sefales para hidrégenos alifaticos que van de 0.7 a 2.7 ppm. Con los datos
anteriores y a modo de recordatorio, en los espectros de los extractos crudos de hexano y
diclorometano se describieron estas sefiales observadas y antes descritas en las fracciones
gruesas 9:1 y 8:2 (Figura 6.4.3.1), por lo que se cree que en estos crudos y fracciones
gruesas existe un compuesto mayoritario y con la tentativa de obtenerlo, se juntaron
estos para someter a una nueva purificacién en columna cromatografica.

8:2
Hex: AcOEt
‘ 710 ‘ 6‘.5 ‘ 6‘.0 ‘ ;.5 ‘ ;.0 ‘ 4‘.5 ‘ 4‘.0 ‘ 3‘.5 ‘ 3‘.0 ‘ 2‘.5 1‘. ‘ 1‘.0 0‘.5
9:1
Hex: AcOE

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Figura 6.4.3.2. Comparativo de los espectro de RMN de *H de las fracciones gruesas 9:1y
8:2 (Hex:AcOEt) de Zaluzania augusta
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Los 406 mg (aprox.) de las fracciones gruesas y los crudos que se juntaron fueron llevados
a purificacion en columna cromatografica con mezclas de hexano-diclorometano, de las
cuales en la polaridad 9:1 se observo la formacién de cristales en forma de agujas finas de
un color blancuzco con un punto de fusion de 56-58°C, con un peso de 100 mg, y con los
cuales se obtuvo el espectro de RMN de 'H (Figura 6.4.3.3). En el espectro se puede
observar las sefiales simples de los protones vinilicos asignadas a H-13ay H-13b a 6.29 y
5.69 ppm respectivamente, ademas de observarse a 4.72 y 4.41 ppm las sefiales simples
del doble enlace exociclico, asignadas a los protones H-15a y H-15b respectivamente, de
igual manera en 0.74 ppm se aprecia una sefial simple la cual se asigné a los hidrégenos
del metilo como H-14 y de 2.54 a 1.20 ppm se aprecian las sefiales multiples que se
asignaron a los hidrégenos de tipo alifaticos.

H-13a
H-13b H's Me

8a 8b H-6b 14

H-15a H-15b

H-9

—J - H-7 H-6a L

T T T T T T T T T T T T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Figura 6.4.3.3. Espectro de RMN de 'H de cristales obtenidos de la polaridad 9:1 hexano-
diclorometano de Zaluzania augusta.

De igual manera se obtuvo el espectro de RMN de C (Figura 6.4.3.4), en el cual se
observaron 15 sefiales, de las cuales, en 172.9 ppm se localiza la sefal asignada al
carbonilo de dcido como C-12, ademas a 150.5 y 105.4 ppm se encuentran las seiiales de
los carbonos asignadas al doble enlace exociclico como C-4 y C-15, asi como en 145.2 y
124.9 ppm aparecen las sefiales asignadas a los carbonos vinilicos C-11 y C-13
respectivamente, también se observa a campo alto la sefial asignada al metilo C-14 en
16.3 ppm, y las seiales alifaticas fueron asignadas como C-2 a 23.3 ppm, C-8 a 27.2 ppm,
C-6 a2 29.9 ppm, C-10 2 35.8 ppm, C-3 a 36.7 ppm, C-7 a 39.2 ppm, C-9 a 41.7 ppm y como
C-5a49.8 ppm.
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Figura 6.4.3.4. Espectro de RMN de C® de cristales obtenidos de la polaridad 9:1 hexano-
diclorometano de Zaluzania augusta.

La utilizacién de la espectroscopia de infrarrojo para conocer los grupos funcionales de los
cristales purificados fue de gran importancia, ya que en su espectro se puede observar a
3073 cm™" una banda de poca intensidad generada por enlaces C-H de enlaces vinilicos,
ademas de 2841 a 2927 cm™ se observan bandas de gran intensidad caracteristicas para
grupos metilos y metilenos, también se puede observar una banda intensa a 1680 cm™’
para el enlace C=0 de acidos carboxilicos con una instauracién vecinal, otra banda que se
aprecia es la observada a 1434 cm™' siendo de intensidad media y ancha para el
estiramiento del grupo —OH, ademas de observarse a 1299 cm~' una sefial de intensidad
media del estiramiento del enlace C-O, como se pudo observar en el espectro de
infrarrojo no se aprecia ninguna sefial ancha a mas de 3000 cm™ la cual es caracteristica
para grupos carboxilo e hidroxilo, sin embargo, la literatura menciona que al formarse
puentes de hidrdogeno las sefiales de acidos carboxilicos pueden variar de 2400 cm-! a
3000 cm™?, siendo lo mas frecuente sefiales de gran intensidad a 2900 cm~, por lo que
tentativamente las sefiales intensas que van de 2903 a 2971 cm-' observadas en el
espectro de infrarrojo podrian pertenecer a este grupo funcional (Figura 6.4.3.5).
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Figura 6.4.3.5. Espectro de infrarrojo de los cristales obtenidos de la polaridad 9:1 hexano-
diclorometano de Zaluzania augusta.

Otra técnica que se implementd en este trabajo para llegar a la elucidacion de los
compuestos fue la obtencidn de su espectrometria de masas, de la cual también se obtuvo
de los cristales obtenidos de Zaluzania augusta y en su espectro se observé un ion
molecular de 234.2 m/z para este compuesto (Figura 6.4.3.6).
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Figura 6.4.3.6. Espectro de masas de los cristales obtenidos de la polaridad 9:1 hexano-
diclorometano de Zaluzania augusta.
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Con la obtencién del espectros de RMN de ™C, se realizd un comparativo de
desplazamientos quimicos con un compuesto denominado acido cdstico reportado en la
literatura por Ortega et al. (1998) (Tabla 6.4.3.1), en el cual se pudo observar una gran
similitud en los desplazamientos quimicos aunado a la concordancia con su peso
molecular obtenido de su espectro de masas, con lo cual se pudo confirmar que el acido
cOstico es el compuesto aislado de la purificacién del crudo de THF de Zaluzania augusta.

Tabla 6.4.3.1. Comparativo de desplazamientos quimicos de RMN de ™C del acido céstico
experimental y referencia.

C 6 Experimental 6 Referencia
1 41.7 41.9
2 23.3 23.5
3 36.7 36.9
4 150.5 150.6
5 49.8 50.0
6 29.9 29.9
7 39.2 39.7
8 27.2 27.4
9 40.9 41.2
10 35.8 36.0
11 145.2 145.3
12 172.9 168.8
13 124.9 123.7
14 16.3 16.4
15 105.4 105.6
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6.5. Lysiloma divaricatum

6.5.1. Obtencion de extraibles de Lysiloma divaricatum

De someter a extracciones con los solventes hexano, diclorometano, THF y acetato de

etilo a la harina del duramen de Lysiloma divaricatum con el quipo Soxhlet, se obtuvieron

los siguientes resultados (Tabla 6.5.1.1).

Tabla 6.5.1.1. Obtencién de extractos de Lysiloma divaricatum mediante reflujo en
Soxhlet por 4 horas con lotes de 16 g de harina de duramen.

Solvente Peso de extracto (g) % %Total de extraibles
Hexano 0.04 0.25
Diclorometano 0.07 0.46 6.57
THF 0.71 4.46 '
Acetato de etilo 0.22 1.40

Los extractos de hexano y diclorometano presentaron una consistencia tipo mielosa de
una coloracion café claro, el extracto de THF se obtuvo en una consistencia solida amorfa
de un color negruzco y el extracto de acetato de etilo siendo este un sélido amorfo como
el de THF pero con una coloracidn café oscuro (Figura 6.5.1.1).

Hex Dicloro THF

AcOEt

Figura 6.5.1.1. Extractos obtenidos del duramen de Lysiloma divaricatum.
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6.5.2. Pruebas de inhibicidn de los extractos de Lysiloma divaricatum

Estos extractos (Figura 6.5.1.1) fueron utilizados para realizar los ensayos de inhibicién
sobre el hongo Trametes versicolor por el método de difusion en placa, obteniéndose los

siguientes resultados (Grafica 6.5.2.1).

M Concentraccion 250 mg/L Concentracion 500 mg/L
53% 55%
47%
(o) (o)
33% 37% 37%
0% 3%
Hexano Diclorometano THF AcOEt

Grafica 6.5.2.1. Porcentaje de inhibicién de los extractos crudos obtenidos del duramen

de Lysiloma divaricatum sobre el hongo Trametes versicolor.

Como se puede observar en la grafica anterior (Grafica 6.5.2.1), los porcentajes de

inhibiciédn sobre el hongo Trametes versicolor no resultaron tan efectivos como en las

maderas anteriores, ya que no se alcanza el 100 % de inhibicidn, los extractos crudos que

presentaron mayores porcentajes de inhibicién fueron los de THF y acetato de etilo donde

se obtuvo mas de un 50 % de la inhibicién a una concentraciéon de 500 mg/L, a esta

concentracion el extracto de hexano inhibié un 47 % del crecimiento del hongo, y el

extracto de diclorometano presento nulos porcentajes de inhibicidn.
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6.5.3. Anadlisis de los extractos obtenidos de Lysiloma divaricatum

Como analisis complementario se han obtenido los espectros de RMN de 'H de los
extractos crudos, de los cuales se realizd un comparativo entre los espectros de hexano y
diclorometano (Figura 6.5.3.1), y entre los espectros de THF y acetato de etilo (Figura
6.5.3.2), esto debido a que los crudos de THF y acetato de etilo presentaron poca
solubilidad por lo que sus espectros se obtuvieron en acetona deuterada (C,D¢CO) y los de
hexano y diclorometano se obtuvieron en cloroformo deuterado (CDCls).

En el comparativo de los espectros de los extractos crudos de hexano y diclorometano, se
observaron sefales de hidrégenos tipo alifaticos a campo alto de 1.0 a 2.5 ppm y sefiales
de hidrogenos alilicos de 4.0 a 6.0 ppm, este tipo de sefiales atribuidas principalmente a
acidos grasos, que al no ser de interés en este trabajo son descartados estos extractos. En
el comparativo de los espectros de THF y acetato de etilo, se puede observar senales de
6.5 a 7.0 ppm para hidrégenos de sistemas aromdticos y a lo largo del espectro se
observan sefiales no muy bien definidas.

De esta madera solo se realizaron las pruebas de inhibicidn y el andlisis de los extractos
crudos mediante RMN de 'H, de los cuales no queda descartada la posibilidad de obtener
un compuesto con actividad inhibitoria sobre el hongo Trametes versicolor.

Hexano

Figura 6.5.3.1. Comparativo de los espectros de RMN de 'H de los crudos de hexano y
diclorometano de Lysiloma divaricatum.
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Acetato de etilo

Figura 6.5.3.2. Comparativo de los espectros de RMN de 'H de los crudos de THF y AcOEt
de Lysiloma divaricatum.
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6.6. Evaluacidn de la actividad antifungica de los compuestos purificados sobre Trametes
versicolor

En este apartado se realizaron las pruebas de inhibicidon por el método de difusion en
placa, solo con los compuestos que se lograron purificar los cuales fueron descritos
anteriormente, como lo es el caso del aliodorin obtenido de Cordia elaeagnoides, la
amorfaquinona obtenida de Eysenhardtia polystachya, el acido céstico obtenido de
Zaluzania augusta y la medicarpina obtenida de Andira inermis (Figura 6.6.1), en el caso
de la medicarpina se tomd los porcentajes de inhibicién obtenidos por Martinez (2012), y
de Lysiloma divaricatum al no haberse sometido a purificacidon en columna cromatografica
no se obtuvo ninglin compuesto por lo que de esta madera no se reporta en este apartado
ninguna actividad. Con lo anterior se realizé una grafica con los porcentajes de inhibicién
alcanzados por los diferentes compuestos, las pruebas de inhibicidn fueron realizadas por
triplicado (Grafica 6.6.1).

MeO

Aliodorin

14
CH
*9

Tl

CH, CH,
15 13
Medicarpina Acido costico

Figura 6.6.1. Compuestos purificados de las diferentes maderas y evaluados sobre
Trametes versicolor.
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® Medicarpina m Aliodorin ®m Amorfaquinona ® Ac. Costico

100 100100

ikl

50mg/L  75mg/L 100 mg/L 150 mg/L 200mg/L 300mg/L 400mg/L 500mg/L

Grafica 6.6.1. Porcentaje de inhibicidon de los compuestos purificados de las diferentes
maderas sobre el hongo Trametes versicolor.

Como se puede observar en la grafica anterior (Grafica 6.6.1), los diferentes compuestos
presentan una gran variedad en el por ciento de inhibicién del hongo Trametes versicolor,
de los cuales, el que requiere mayor concentracidn para la inhibicion total del hongo fue el
compuesto denominado amorfaquinona con una concentracién a 500 mg/L, con el acido
costico solo se obtuvo un 80 % de la inhibicidon a 200 y 300 mg/L y a una concentracién de
150 mg/L se obtuvo un 70 % de la inhibicidn, ademas, para la medicarpina el 100 % de la
inhibicion esta reportado a una concentracion de 150 mg/L y el compuesto que requirid
menor concentracidon para la inhibicion total del hongo, y por lo tanto presento los
mejores resultados de los compuestos antes mencionados, fue el denominado aliodorin
que requirié solo una concentracién de 75 mg/L para obtener una inhibicién del 100 % y el
cual a una concentracion de 50 mg/L inhibe un 80 % del crecimiento del hongo.
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7. CONCLUSIONES

De los diferentes solventes utilizados para obtener los extractos crudos mediante el
equipo Soxhlet, el de THF es el que presenta el mayor poder de extracciéon y el cual fue el
mas utilizado para someterse a purificacion en columna cromatografica, debido a que los
crudos obtenidos con este solvente presentaron en las diferentes maderas buenos
porcentajes de inhibicion sobre el hongo Trametes versicolor, sin embargo, algunas
maderas presentaron buenos porcentajes de inhibicidn con otros extractos crudos, por lo
gue no se descarta la posibilidad de la existencia de algin compuesto presente en los
diferentes crudos con dicha actividad inhibitoria, lo que con lleva a que este trabajo puede
ser materia de partida para la busqueda de nuevos compuestos presentes en los
diferentes crudos.

Por otra parte, de los extraibles obtenidos con acetato de etilo de la harina del duramen
de Andira inermis se aislé la medicarpina, un compuesto reportando por Martinez (2012),
el cual se identific6 mediante RMN de !H y 13C, aunado a que se logré la obtencién de
difraccion de rayos-x de monocristal, y del cual se reporta una actividad inhibitoria sobre
Trametes versicolor a una concentraciéon de 150 mg/L. Ademds, para comprobar
quimicamente la presencia del grupo hidroxilo en la medicarpina (1) y la reactividad de
este grupo, se realizaron cuatro derivados de la medicarpina, los cuales fueron el derivado
acetilado (1a), el derivado éster benzoico (1b), el derivado éster p-metoxi benzoico (1c) y
el derivado éster p-nitro benzoico (1d) del cual también se logré la obtencién de difraccidon
de rayos-x de monocristal, y con la finalidad de comprobar la obtencion de estos
derivados se realizé6 un comparativo de sus espectros de RMN de H y 13C, en los cuales se
observaron la aparicién de diferentes sefiales para cada derivado las cuales fueron
anteriormente descritas (Tabla 6.1.3.1; Tabla 6.1.3.2).

También de los extraibles obtenidos con THF de la harina del duramen de Eysenhardtia
polystachya se aisléd un compuesto del cual se obtuvo sus desplazamientos quimicos de
RMN de H y 13C, los cuales presentaron una gran similitud con un compuesto denominado
amorfaquinona reportado por Rahman et al. (2011), este compuesto fue el que requirid
la mayor concentracion (500 mg/L) para inhibir al hongo Trametes versicolor.

De igual manera de los extraibles obtenidos con hexano, diclorometano y THF de la harina
del duramen de Zaluzania augusta se aislo el acido céstico, el cual se identifico debido a
que se obtuvo sus desplazamientos quimicos de RMN de 3C los cuales se compararon con
los reportados por Ortega et al. (1998) de este compuesto, y el cual presento una
actividad inhibitoria del 80 % sobre Trametes versicolor a una concentracion de 200 mg/L.
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De los extraibles obtenidos con THF de la harina del duramen de Cordia elaeagnoides se
aisld el aliodorin, el cual se identific6 debido a que se obtuvo sus desplazamientos
quimicos de RMN de 3C los cuales se compararon con los reportados por Manners y Jurd
(1977) de este compuesto, ademas, este compuesto presentd los mejores resultados al
inhibir a Trametes versicolor al 100 % en una concentracion de 75 mg/L. Por otra parte,
para comprobar quimicamente grupos funcionales en la molécula de aliodorin (2), se
realizaron dos transformaciones quimicas, por lo cual se prepararon el derivado acetilado
(2a) con la finalidad de comprobar la presencia de dos grupos hidroxilos y el derivado
aldoxima (2b) para comprobar la presencia de un grupo aldehido en la molécula, lo
anterior se comprobd mediante la obtencidon de sus espectros de RMN de H y 3C, los
cuales se compararon con los espectros de aliodorin, observandose en los derivados la
aparicion de diferentes sefiales anteriormente descritas (Tabla 6.3.3.1; Tabla 6.3.3.2).

De las pruebas de inhibicién con los extractos crudos de Lysiloma divaricatum, los de THF
y acetato de etilo obtuvieron mas de un 50 % de la inhibicién de Trametes versicolor, sin
embargo no se sometid a purificacion en columna cromatografica ningun extracto por lo
cual no se obtuvo ningin compuesto de este arbol, no por esto se descarta la posibilidad
que en estos crudos se podria llegar a obtener algin compuesto con dicha actividad en
posteriores trabajos.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, se sugiere que los compuestos aislados de
los diferentes duramenes son los que le confieren a la madera su resistencia a la
degradacion por hongos xil6fagos y cierta durabilidad natural, sin embargo no se descarta
gue pueda existir un efecto sinérgico por los diferentes compuestos presentes en los
extractos crudos, esto debido a los resultados obtenidos en las pruebas de inhibicién con
el crudo de THF de Eysenhardtia polystachya y el compuesto amorfaquinona, los cuales
sugieren este efecto sinérgico, esto debido a que este compuesto presento una inhibicion
de 100 % a una concentracién de 500 mg/L y el crudo de THF presento esta inhibicion a
250 y 500 mg/L, por lo que se cree que el conjunto de compuestos presentes en este
crudo son los que le confieren a este arbol su resistencia a la degradacién por hongos
xilofagos, por lo tanto, se cree que pueden existir mds compuestos presentes en los
extractos que se llevaron a purificacion que puedan presentar dicha actividad, lo cual
puede ser materia de partida para continuar con la busqueda de compuestos naturales
con esta u otra actividad bioldgica, debido a que los extraibles presentan una gran
variedad de ellas.
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1. Andira inermis: Medicarpina (3-hidroxi-9-metoxipterocarpan)

16 g de harina de duramen de Andira inermis fueron colocados en un dedal para llevar a
reflujo con 200 ml de hexano y posteriormente con acetato de etilo, en un equipo Soxhlet
por 4 horas para obtener los extractos crudos. El extracto de acetato de etilo se sometid a
purificaciéon en columna cromatografica utilizando gel de silice (malla 70-230 ASTM) como
fase estacionaria, y mezclas de hexano: acetato de etilo (9:1) como eluente, con lo cual se
obtuvo 65 mg de cristales amorfos de un color amarillo-blanquecino con un punto de
fusion de 117-118 °C, posteriormente identificados como medicarpina; *H RMN (400 MHz,
CDCl3) 6 3.52 (ddd, J = 10.2, 7.5, 4.1 Hz, 1H, H-6a), 3.62 (t, J = 10.9 Hz, 1H, H-6), 3.77 (s,
3H, OMe), 4.24 (dd, J = 10.9, 5.0 Hz, 1H, H-6B), 5.07 (s, 1H, OH), 5.50 (d, J = 6.7 Hz, 1H, H-
11a), 6.41 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-4), 6.45 (s, 1H, H-10), 6.46 (dd, J = 5.8, 2.1 Hz, 1H, H-8), 6.55
(dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H, H-2), 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-7), 7.39 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1). C
RMN (101 MHz, CDCls) & 39.4 (C-6a), 55.4 (MeO), 66.5 (C-6), 78.5 (C-11a), 96.8 (C-10),
103.6 (C-4), 106.3 (C-8), 109.7 (C-2), 112.6 (C-11b), 119.0 (C-6b), 124.7 (C-7), 132.1 (C-1),
156.6 (C-10a), 156.9 (C-9), 160.6 (C-4a), 161.0 (C-3). C [a]*® p = +216.86 (C=0.064, CH,Cl,),
Rf: 0.32 (Hex: AcOEt, 8:2), IR Umax 3393 cm™' (O-H Amplio y fuerte), 3063 a 3012 (C-H del
Aromatico), 2958 a 2881 (C-H del Metilo), 1620, 1495 y 1472 (C=C estiramiento
Aromatico), EM (20 ev): m/z (int. Rel.): [M*] 270.0, 106 (3), 148 (20), 253 (30), calculado
para 270 m/z (CieH140a).

Medicarpina
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8.1.1. Derivado acetilado de medicarpina (1a).

A 30 mg de medicarpina se le agrego 0.3 ml de piridina y 0.3 ml de anhidrido acético, el
cual se dejé reaccionar por 24 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se
le realizaron dos lavados con 30 ml de acetato de etilo, dos lavados con 50 ml de acido
clorhidrico al 10 %, dos lavados con 30 ml de una solucién de bicarbonato de sodio
saturado, dos lavados con 30 ml de una solucion de cloruro de sodio saturado, se secé con
sulfato de sodio anhidro y se filtr6, para posteriormente evaporar en rotavapor
obteniendo un aceite de color blanquecino, el cual se sometid a purificaciéon en columna
cromatografica utilizando gel de silice (malla 70-230 ASTM) como fase estacionaria, y
mezclas de hexano: acetato de etilo (9:1) como eluente, obteniendo asi 20 mg (60 %) de
cristales blancos en forma de agujas con un punto de fusion de 105-106 °C
correspondientes al éster de medicarpina. 'H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 2.30 (s, 3H, OAc),
3.56 (ddd, J = 10.2, 7.2, 3.8 Hz, 1H, H-6a), 3.63 (t, J = 9.2 Hz, 1H, H-6B), 3.77 (s, 3H, OMe),
4.27 (dd, J = 10.7, 4.8 Hz, 1H, H-6qa), 5.52 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H-11a), 6.45 (s, 1H, H10), 6.47
(d, J=2.3 Hz, 1H, H-8), 6.71 (d, / = 2.3 Hz, 1H, H-4), 6.80 (dd, J = 8.4, 2.3 Hz, 1H, H-2), 7.13
(dd, J=8.6,0.7 Hz, 1H , H-7), 7.54 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1). **C RMN (101 MHz, CDCl;) 6 21.0
(Me), 39.4 (C-6a), 55.4 (MeO), 66.5 (C-6), 78.0 (C-11a), 96.8 (C-10), 106.5 (C-8), 110.7 (C-
4), 115.2 (C-2), 117.7 (C-11b), 118.7 (C-6b) 124.7 (C-7), 131.7 (C-1),151.5 (C-10a), 156.1
(C-9), 160.5 (C-4a), 161.1 (C-3), 169.1 (C=0), C. [a] 2°p= +310.84 (c=0.048, CH,Cl,), Rf: 0.39
(Hexano: Acetato de etilo, 8:2), IR Umax 3070 cm™ (C-H del Aromatico), 2969 a 2856 cm™!
(C-H del Metilo tanto del acilo como del metoxi), 1743 cm=! (C=0 del Acetilo), 1617, 1492
y 1429 cm~! (C=C estiramiento Aromatico), 1194 cm-! (O=C-O del Acetilo), EM (20 eV)
m/z; [M*] de 312.1, 43 (100), 148 (8), 253 (12), 270 (48) m/z, calculada para 312 (CigH160s)

Acetilado de Medicarpina (1a)

78



8.1.2. Derivado Benzoato de medicarpina (1b).

A 30 mg de medicarpina se le agrego 0.3 ml de TEA como base y 0.3 ml de cloruro de
benzoilo, y se utilizé6 como disolvente THF anhidro, estos se dejaron en reaccién por 24
horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se le realizaron dos lavados con
30 ml de acetato de etilo, dos lavados con 50 ml de acido clorhidrico al 10 %, dos lavados
con 30 ml de una solucién de bicarbonato de sodio saturado, dos lavados con 30 ml de
una solucién de cloruro de sodio saturado, se secé con sulfato de sodio anhidro y se filtro,
para posteriormente evaporar en rotavapor obteniendo un aceite de color blanquecino, el
cual se sometid a purificacién en columna cromatografica utilizando gel de silice (malla 70-
230 ASTM) como fase estacionaria y mezclas de hexano: acetato de etilo (9:1) como
eluente, obteniendo 8 mg (19 %) de la formacidn de cristales muy finos de color blanco
con un punto de fusién de 138-140 °C correspondientes al benzoato de medicarpina. *H
RMN (400 MHz, CDCI3) 6 3.61 (m, 1H, H-6a), 3.65 (t, J = 10.3 Hz, 1H, H-6B ), 3.79 (s, 3H,
OMe), 4.31 (dd, J = 10.6, 4.6 Hz, 1H, H-6a), 5.56 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H-11a), 6.85 (d, J = 2.3
Hz, 1H, H-4), 6.47 (s, 1H, H-10), 6.48 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-8), 6.94 (dd, J = 8.4, 2.3 Hz, 1H, H-
2),7.16 (d, ) = 8.7 Hz, 1H, H-7), 7.52 (t, ) = 7.7 Hz, 1H, H-3"-Bz0), 7.60 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-
1), 7.65 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-4’-Bz0), 8.20 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-2"-Bz0). *C RMN (101 MHz,
CDCI3) & 39.5 (C-6a), 55.4 (OMe), 66.6 (C-6), 78.0 (C-11a), 96.9 (C-10), 106.5 (C-8), 110.8
(C-4), 115.4 (C-2), 117.8 (C-11b), 118.7 (C-6b), 124.7 (C-7), 128.5 (C-3"), 129.3 (C-1’), 130.1
(C-2°), 131.8 (C-1), 133.6 (C-4°), 151.9 (C-10a), 156.3 (C-9), 160.5 (C-4a), 161.2 (C-3), 164.8
(C=0). IR Umax 3062 cm~' (C-H de arométicos), 2985 a 2857 cm™ (Picos de poca
intensidad, C-H de metilo), 1753 cm-" (C=0 de Acilo), 1617, 1590 y 1496 cm~" (Picos de
mediana intensidad, C=C estiramiento Aromatico), 1274 cm ' (O=C-O del acilo). EM [M*]
de 374.1 m/z, calculado para 374 m/z (C,3H1g0s).

CHs
12 10 2’ 3

Benzoato de medicarpina (1b).
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8.1.3. Derivado p-Metoxibenzoato de medicarpina (1c).

A 30 mg de medicarpina se le agrego 0.3 ml de piridina como base y 0.3 ml de cloruro de
p-metoxi benzoilo, y se utilizd como disolvente THF anhidro, estos se dejaron en reaccion
por 24 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se le realizaron dos
lavados con 30 ml de acetato de etilo, dos lavados con 50 ml de acido clorhidrico al 10 %,
dos lavados con 30 ml de una solucidn de bicarbonato de sodio saturado, dos lavados con
30 ml de una solucién de cloruro de sodio saturado, se secé con sulfato de sodio anhidro y
se filtrd, para posteriormente evaporar en rotavapor obteniendo un aceite de color
blanquecino, el cual se sometid a purificacidon en columna cromatografica utilizando gel de
silice (malla 70-230 ASTM) como fase estacionaria, y mezclas de hexano: acetato de etilo
(9:1) como eluente, obteniendo 18 mg (40 %) de la formacidn de cristales muy finos en
forma de agujas de color blanco con un punto de fusidn de 160-162 °C correspondientes al
p-metoxibenzoato de medicarpina. *H RMN (400 MHz, CDCl;) & 3.61 (m, 1H, H-6a), 3.66 (t,
J =10.7 Hz, 1H, H-6PB), 3.78 (s, 3H, OMe), 3.90 (s, 3H, OMe-Bz0), 4.30 (dd, J = 10.9, 4.5 Hz,
1H, H-6a), 5.56 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H-11a), 6.46 (s, 1H, H-10), 6.48 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-8),
6.83 (d,J = 2.1 Hz, 1H, H-4), 6.92 (dd, J = 8.4, 2.4 Hz, 1H, H-2), 6.99 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-3"-
BzO), 7.16 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-7), 7.58 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1), 8.15 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-2'-
BzO). *C RMN (101 MHz, €DCl;) & 39.5 (C-6a), 55.4 (OMe 12, 5°), 66.5 (C-6), 78.0 (C-11a),
96.8 (C-10), 106.4 (C-8), 110.9 (C-4), 113.7 (C-3°), 115.5 (C-2), 117.6 (C-11b), 118.7 (C-6b),
121.5 (C-1°), 124.7 (C-7), 131.7 (C-1), 132.3 (C-2°), 151.9 (C-10a), 156.2 (C-9), 160.5 (C-4a),
161.1 (C-3), 163.9 (C-4’), 164.5 (C=0). IR Umax 3012 cm~' (C-H de aromaticos), 2932 a
2842 cm™ (Picos de poca intensidad, C-H de metilos), 1740 cm-' (C=0 de Acilo), 1602,1510
y 1497 cm™ (Picos de meda intensidad, C=C estiramiento Aromatico), 1273 cm~' (0O=C-O
del acilo), 1145 cm~" (Pico de mediana intensidad, C-O-C de éter). EM [M*] de 404.1 m/z,
calculado para 404 m/z (Cy4H200s6).

CH,

/5

p-Metoxibenzoato de medicarpina (1c).
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8.1.4. Derivado p-Nitrobenzoato de medicarpina (1d).

A 30 mg de medicarpina se le agrego 0.3 ml de piridina como base y 0.3 ml de cloruro de
p-nitro benzoilo, y se utilizé como disolvente THF anhidro, estos se dejaron en reaccién
por 24 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se le realizaron dos
lavados con 30 ml de acetato de etilo, dos lavados con 50 ml de acido clorhidrico al 10 %,
dos lavados con 30 ml de una solucidn de bicarbonato de sodio saturado, dos lavados con
30 ml de una solucién de cloruro de sodio saturado, se secé con sulfato de sodio anhidro y
se filtrd, para posteriormente evaporar en rotavapor obteniendo un aceite de color
amarillo, el cual se sometid a purificacién en columna cromatografica utilizando gel de
silice (malla 70-230 ASTM) como fase estacionaria, y mezclas de hexano: acetato de etilo
(9:1) como eluente, obteniendo 15 mg (32 %) de la formacién de cristales en forma de
agujas de color amarillo con un punto de fusién de 148-150 °C correspondientes al p-
nitrobenzoato de medicarpina. 'H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 3.61 (m, 1H, H-6a), 3.67 (dt, J
=11.1, 3.2 Hz, 1H, H-6B), 3.79 (s, 3H, OMe), 4.31 (dd, J = 12.6, 5.6 Hz, 1H, H-6a), 5.55 (dd, J
=9.8, 7.0 Hz, 1H, H-11a), 6.48 (s, 1H, H-10), 6.50 (d, /= 2.3 Hz, 1H, H-8), 6.86 (d, J = 2.0 Hz,
1H, H-4), 6.95 (dd, J = 8.4, 2.4 Hz, 1H, H-2), 7.62 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-1), 8.38 (s, 4H, H-
1°,2°,3",4’-Bz0). *C RMN (101 MHz, CDCl3) § 39.4 (C-6a), 55.4 (OMe), 66.6 (C-6), 77.8 (C-
11a), 96.9 (C-10), 106.5 (C-8), 110.6 (C-4), 114.9 (C-2), 118.4 (C-11b), 118.6 (C-6b), 123.6
(C-3%), 124.7 (C-7), 131.3 (C-2"), 132.0 (C-1), 134.6 (C-17), 150.8 (C-4"), 151.3 (C-10a), 156.3
(C-9), 160.4 (C-4a), 161.1 (C-3), 163.0 (C=0). IR Umax 3110 a 3053 cm-' (C-H de
aromaticos), 2970 a 2889 cm™ (picos e poca intensidad. C-H de metilo), 1734 cm™" (C=0 de
acilo), 1618, 1518 y 1494 cm~" (Picos de mediana intensidad, C=C estiramiento Aromatico),
1594 cm-" (Pico de mediana intensidad, N-O asimétrico), 1261 cm~' (O=C-O del acilo), 1149
cm~! (Pico de mediana intensidad, C-O-C). EM [M*] de 419.0 m/z, calculado para 419 m/z
(C23H1707N34).

NO,

p-Nitrobenzoato de medicarpina (1d).
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8.2. Eysenhardtia polystachya: Amorfaquinona (7-hidroxi-8,3",4"-
trimetoxiisoflavanquinona)

16 g de harina de duramen de Eysenhardtia polystachya fueron colocados en un dedal
para llevar a reflujo con 200 ml de hexano y posteriormente con THF, en un equipo
Soxhlet por 4 horas para obtener los extractos crudos. 1 g del extracto de THF se sometio
a purificacién en columna cromatografica utilizando gel de silice (malla 70-230 ASTM)
como fase estacionaria, y mezclas de hexano: diclorometano: acetato de etilo (7:3:1)
como eluente, con lo cual se obtuvo 50 mg de una miel de un color rojizo posteriormente
identificado como amorfoquinona; 'H RMN (400 MHz, CDCl5) 6 2.73 (dd, J = 16.1, 6.9 Hz,
1H, H-4a), 3.03 (dd, J = 16.1, 5.9 Hz, 1H, H-4B), 3.50 (m, 1H, H-3), 3.87 (s, 3H, OMe-8), 4.01
(s, 3H, OMe-4"), 4.02 (s, 3H, OMe-3’), 4.11 (dd, J = 10.7, 6.5 Hz, 1H, H-2a), 4.32 (dd, J =
10.3, 2.6 Hz, 1H, H-2B), 5.79 (s, 1H, OH), 6.36 (s, 1H, H-6"), 6.53 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-6),
6.69 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5). **C RMN (101 MHz, CDCls) & 28.8 (C-4), 30.6 (C-3), 60.9 (OMe-
8), 61.1 (OMe-4"), 61.2 (OMe-3’), 68.2 (C-2), 107.8 (C-6), 112.8 (C-10), 124.1 (C-5), 130.9
(C-6°), 134.7 (C-8), 144.5 (C-4°), 145.0 (C-3°), 146.2 (C-1’), 146.6 (C-9), 147.8 (C-7), 183.3
(C-2°), 183.8 (C-57), Rf: 0.65 (Hex: AcOEt, 8:2), IR Umax 3422 cm™ (O-H Amplio e
intensidad media), 2941 a 2842 cm™ (C-H del Metilo), 1651 cm™ (C=0 de Cetonas), 1599 a
1461 cm™ (C=C estiramiento Aromatico). EM [M*] de 346.1 m/z, calculado para 346 m/z
(CigH1807)

Amorfaquinona
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8.3. Cordia elaeagnoides: Aliodorin (8-(2,5-Dihidroxifenil)-2,6-dimetilocta-2,6-dienal)

16 g de harina de duramen de Cordia elaeagnoides fueron colocados en un dedal para
llevar a reflujo con 200 ml de hexano y posteriormente con THF, en un equipo Soxhlet por
4 horas para obtener los extractos crudos. 1 g del extracto de THF se sometié a
purificaciéon en columna cromatografica utilizando gel de silice (malla 70-230 ASTM) como
fase estacionaria, y mezclas de hexano: acetato de etilo (9:1) como eluente, con lo cual se
obtuvo 30 mg de una miel de color café oscuro, posteriormente identificado como
aliodorin; '"H RMN (400 MHz, cDCI?) § 1.74 (s, 3H, H-10°), 1.75 (s, 3H, H-9°), 2.26 (t, J = 7.2
Hz, 2H, H-4"), 2.51 (q, / = 7.3 Hz, 2H, H-5), 3.30 (d, / = 7.2 Hz, 2H, H-1"), 4.87 (s, 1H, OH),
5.14 (s, 1H, OH), 5.32 (tq, J = 8.5, 1.2 Hz, 1H, H-2), 6.49 (tq, J = 7.3, 1.3 Hz, 1H, H-6"), 6.54
(d, J = 3.0, Hz, 1H, H-6), 6.57 (dd, J = 8.4, 3.0 Hz, 1H, H-4), 6.65 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-3), 9.36
(s, 1H, H-8°). **C RMN (101 MHz, €DCl3) § 9.2 (C-10°), 15.9 (C-9°), 27.0 (C-5°), 28.9 (C-1°),
37.9 (C-4°), 113.7 (C-6), 116.2 (C-3), 116.3 (C-4), 123.1 (C-2), 128.0 (C-3°), 135.8 (C-1),
139.5 (C-7°), 147.5 (C-5), 149.4 (C-2), 154.7 (C-6°), 196.0 (C-8’), Rf: 0.22 (Hex: AcOEt, 8:2).
IR Umax 3352 cm™ (Banda amplia e intensa, O-H), 2859 a 2973 cm™ (Picos de poca
intensidad, C-H del Metilo), 1664 cm™ (C=0 de aldehido), 1637 a 1286 cm™" (C-H fuera del
plano para metilos y metilenos). EM [M-H]* de 259.3834 m/z, calculado para 260 m/z
(Ci6H2003)

Aliodorin
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8.3.1. Derivado acetilado de aliodorin (2a).

A 30 mg de aliodorin se le agregaron 0.3 ml de piridina y 0.3 ml de anhidrido acético, el
cual se dejé reaccionar por 24 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se
le realizaron dos lavados con 30 ml de acetato de etilo, dos lavados con 50 ml de acido
clorhidrico al 10 %, dos lavados con 30 ml de una solucién de bicarbonato de sodio
saturado, dos lavados con 30 ml de una solucidn de cloruro de sodio saturado, se secé con
sulfato de sodio anhidro y se filtré, para posteriormente evaporar en rota-vapor
obteniendo un aceite denso de color café, el cual se sometié a purificacion en columna
cromatografica utilizando gel de silice (malla 70-230 ASTM) como fase estacionaria, y
mezclas de hexano: acetato de etilo (9:1) como eluente, obteniendo asi 13 mg (33%) del
derivado acetilado; '"H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 1.71 (s, 3H, Me-10°), 1.74 (s, 3H, Me- 9°),
2.24 (t,J=7.4 Hz, 2H, H-4" ), 2.29 (s, 3H, OAc-12"), 2.30 (s, 3H, OAc-11"), 2.49 (g, J = 7.6 Hz,
2H, H-5°), 3.24 (d, J = 7.2 Hz, 1H. H-1"), 5.27 (m, 1H, H-2"), 6.46 (m, 1H, H-6°), 6.91 (d, J =
2.8 Hz, 1H, H-6), 6.95 (dd, J = 8.6, 2.8 Hz, 1H, H-4), 7.02 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-3),9.37 (d, J =
3.7 Hz, 1H, H-8’). **C RMN (101 MHz, CDCl5) § 9.1 (C-10°), 20.7 (Me-12’), 20.8 (Me-11°),
21.0 (C-9°), 27.2 (C-5°), 28.2 (C-1°), 33.6 (C-4°), 120.4 (C-6), 122.6 (C-3), 123.1 (C-4), 128.2
(C-2°), 133.3 (C-3°), 134.3 (C-1), 139.7 (C-7°), 146.0 (C-5), 148.2 (C-2), 153.1 (C-6°), 169.2
(C=0-12°), 170.7 (C=0-11"), 195.0 (C-8’). Rf: 0.57 (Hex: AcOEt, 8:2). IR Umax 2981 a 2937
cm™' (poca intensidad, enlace C-H de metilo), 1759 y 1734 cm-" (Picos intensos para C=0
de Acilos), 1682 cm~' (Pico de intensidad media, C=0 de aldehido), 1203 y 1165 cm~" (Picos
intensos, enlace C-0).

Acetilado de aliodorin (2a).
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8.3.2. Derivado aldoxima de aliodorin (2b).

A 30 mg de aliodorin se le agregaron 0.3 ml de piridina y 30 mg de clorhidrato de
hidroxilamina, el cual se dejé reaccionar por 24 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se le realizaron dos lavados con 30 ml de acetato de etilo, dos
lavados con 50 ml de acido clorhidrico al 10 %, dos lavados con 30 ml de una solucién de
bicarbonato de sodio saturado, dos lavados con 30 ml de una solucién de cloruro de sodio
saturado, se secé con sulfato de sodio anhidro y se filtrd, para posteriormente evaporar
en rota-vapor obteniendo un aceite denso de color café claro, el cual se sometid a
purificaciéon en columna cromatografica utilizando gel de silice (malla 70-230 ASTM) como
fase estacionaria, y mezclas de hexano: acetato de etilo (9:1) como eluente, obteniendo
asi 20 mg (63 %) del derivado aldoxima; 'H RMN (400 MHz, CDCl;) § 1.72 (s, 1H, Me-10),
1.80 (s, 1H, Me-9°), 2.19 (t, J = 7.0 Hz, 2H, H-4’), 2.37 (q, J = 7.2 Hz, 2H, H-5"), 3.29 (d, J =
7.3 Hz, 2H, H-17), 4.70 (s, 1H, OH), 5.28 (t, /= 7.3 Hz, 1H, H-2"), 5.72 (t, J = 7.2 Hz, 1H, H-6),
6.51 (d, J = 3.0 Hz, 1H, H-6), 6.58 (dd, J = 8.5, 3.0 Hz, 1H, H-4), 6.66 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-3),
7.66 (s, 1H, N-OH), 7.75 (s, 1H, H-8’). *C RMN (101 MHz, CDCl3) § 11.6 (C-10°), 16.0 (C-9°),
26.2 (C-5°), 28.7 (C-1°), 38.6 (C-4°), 113.7 (C-6), 116.1 (C-3), 116.2 (C-4), 122.4 (C-2°), 128.1
(C-3°), 130.6 (C-8), 136.6 (C-1°), 139.3 (C-7°), 147.5 (C-5), 149.4 (C-2), 155.5 (C-6°). Rf:
0.17 (Hex: AcOEt, 8:2). IR Umax 3343 cm - (Banda intensa y ancha, O-H), 2921 a 2851 cm~
" (Picos de poca intensidad, C-H de metilos), 1633 cm~' (Pico de poca intensidad, C=N),
1502 y 1449 cm™ (Picos de mediana intensidad, -CH,-), 1191 cm™' (Pico de mediana
intensidad, -OH deformacion).

NOH

Aldoxima de aliodorin (2b).
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8.4. Zaluzania augusta: Acido céstico (2-(4a-metil-8- metilendecahidronaphtalen-2-il)
acido acrilico).

Con 16 g de duramen molido de Zaluzania augusta se colocaron en un dedal para llevar a
reflujo con 200 ml de hexano y posteriormente con THF en un equipo Soxhlet durante 4
horas, transcurrido este tiempo se obtuvo un crudo de consistencia mielosa de un color
marrdn con presencia de particulas amarillas. Este se sometid a purificacion en columna
cromatografica utilizando gel de silice (malla 70-230 ASTM) como fase estacionaria, y
eluyendo con una mezcla de hexano: diclorometano (9:1), obteniendo 50 mg de pequefios
cristales en forma de agujas con un punto de fusidon de 56-58 °C el cual se identific6 como
acido céstico. '"H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 0.71 (s, 3H, H-14), 1.33 (m, 3H, H-6b), 2.04 (m,
2H, h-9), 2.28 (da, J = 14.0 Hz, 1H, H-6a), 2.51 (tt, J = 11.8, 3.1 Hz, 1H, H-7), 4.38 (s, 1H, H-
15b), 4.68 (s, 1H, H-15a), 5.66 (s, 1H, H-13b), 6.30 (s, 1H, H-13a). 3C RMN (101 MHz,
CDCl;) 6 16.3 (C-14), 23.3 (C-2), 27.2 (C-8), 29.9 (C-6), 35.8 (C-10), 36.7 (C-3), 39.2 (C-7),
40.9 (C-9), 41.7 (C-1), 49.8 (C-5), 105.4 (C-15), 124.9 (C-13), 145.2 (C-11), 150.5 (C-4), 172.9
(C-12), Rf: 0.33 (Hex: Dicloro, 8:2). IR Umax 3073 cm-' (Poca intensidad, estiramiento C-H
vinilico), 2927 a 2891 cm-' (Picos intensos, metilos y metilenos), 1680 cm~' (Pico intenso,
enlace C=0), 1434 cm™" (Pico ancho, mediana intensidad, estiramiento —OH), 1299 cm™"
(Intensidad media, estiramiento C-O). EM [M*] de 234.2 m/z, calculado para 234 m/z
(C15H220,).

Acido céstico.
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Tabla Al. Crystal data and structure refinement for medicarpina.

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

VA

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 27.500°
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigmal(l)]

R indices (all data)

Absolute structure parameter
Extinction coefficient

Largest diff. peak and hole

shelx

C16 H14 04
270.27

292(2) K
0.71073 A
Orthorhombic
P212121

a=9.7932(4) A a=90°.
b =9.8680(7) A B=90°.
c=14.7311(4) A v=90°.

1423.60(12) A3

4

1.261 Mg/m3

0.091 mm-1

568

1.010 x 0.670 x 0.420 mm3
3.241 to 32.456°.

-14<=h<=14, -13<=k<=9, -21<=|<=21

7817

3975 [R(int) = 0.0204]
90.6 %

Full-matrix least-squares on F2
3975/0/183

1.922

R1=0.1694, wR2 =0.4421
R1=0.1818, wR2 = 0.4568
0.2(4)

n/a

4.840 and -0.595 e.A-3
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Tabla A2. Atomic coordinates ( x 104) and equivalent isotropic displacement parameters

(Azx 103) for medicarpina. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized

Uil tensor.

0(15)
0(19)
0(18)
(1)
0(6)
C(14)
C(9)
C(16)
C(17)
C(4)
c(2)
C(13)
C(12)
c(7)
C(5)
C(11)
C(8)
C(10)
C(3)
C(20)

X
3893(6)
4324(8)
4447(10)
3665(8)
2814(7)
3589(6)
2587(7)
2747(7)
3237(6)
3608(8)
4062(9)
4236(7)
3809(8)
2970(9)
3219(7)
2803(9)
2205(7)
2186(8)
4010(9)
5290(11)

y
923(6)
1934(9)
1172(9)
53(9)
3671(7)
1596(8)
2572(9)
1231(8)
1247(8)
2467(9)
50(9)
1334(9)
2114(9)
3747(10)
2443(8)
3085(10)
2628(9)
3310(9)
1229(9)
865(14)

Z
10180(3)
13379(4)

5876(4)
8153(5)
8436(3)
10972(4)
10869(4)
9544(4)
8599(4)
7164(4)
7267(5)
11784(4)
12513(4)
9384(5)
8069(5)
12445(4)
9879(4)
11602(5)
6764(4)
13513(5)

U(eq)
39(1)
61(2)
68(2)
39(2)
50(2)
32(1)
38(2)
35(1)
33(1)
41(2)
43(2)
39(2)
41(2)
47(2)
37(2)
47(2)
40(2)
44(2)
42(2)
61(3)
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Tabla A3. Bond lengths [A] and angles [°] for medicarpina.

0(15)-C(14)
0(15)-C(16)
0(19)-C(12)
0(19)-C(20)
0(18)-C(3)
0(18)-H(18)
C(1)-C(2)
C(1)-C(17)
C(1)-H(1)
0(6)-C(5)
0(6)-C(7)
C(14)-C(13)
C(14)-C(9)

C(14)-0(15)-C(16)
C(12)-0(19)-C(20)

C(3)-0(18)-H(18)
C(2)-C(1)-C(17)
C(2)-C(1)-H(1)
C(17)-C(1)-H(12)
C(5)-0(6)-C(7)

0(15)-C(14)-C(13)

0(15)-C(14)-C(9)
C(13)-C(14)-C(9)
C(10)-C(9)-C(14)
C(10)-C(9)-C(8)
C(14)-C(9)-C(8)
)-
)-

C(17)-C(16)-0(15)

C(17)-C(16)-C(8)
0(15)-C(16)-C(8)

C(17)-C(16)-H(16)
0(15)-C(16)-H(16)

C(8)-C(16)-H(16)
C(1)-C(17)-C(5)

1.374(8)
1.494(8)
1.383(8)
1.430(13)
1.377(9)
0.8200
1.363(11)
1.413(12)
0.9300
1.384(11)
1.406(9)
1.379(8)
1.383(10)

105.7(5)
117.6(6)
109.5
122.1(7)
118.9
118.9
113.8(6)
123.1(6)
113.5(5)
123.5(6)
119.4(6)
132.6(7)
107.9(6)
110.5(5)
113.6(6)
103.7(5)
109.6
109.6
109.6
116.3(6)

C(13)-H(13)
C(12)-C(11)
C(7)-C(8)
C(7)-H(7A)
C(7)-H(7B)
C(11)-C(10)
C(11)-H(11)
C(8)-H(8)
C(10)-H(10)
C(20)-H(20A)
C(20)-H(20B)
C(20)-H(20C)

0.9300
1.379(13)
1.521(12)
0.9700
0.9700
1.399(11)
0.9300
0.9800
0.9300
0.9600
0.9600
0.9600

C(9)-C(10) 1.360(10)
C(9)-C(8) 1.507(9)
C(16)-C(17)  1.473(8)
C(16)-C(8) 1.558(12)
C(16)-H(16)  0.9800
C(17)-C(5) 1.415(10)
C(4)-C(5) 1.387(10)
C(4)-C(3) 1.412(12)
C(4)-H(4) 0.9300
C(2)-C(3) 1.380(11)
C(2)-H(2) 0.9300
C(13)-C(12) 1.386(9)
C(5)-C(4)-C(3) 117.5(7)
C(5)-C(4)-H(4) 121.2
C(3)-C(4)-H(4) 121.2
C(1)-C(2)-C(3) 120.1(7)
C(1)-C(2)-H(2) 119.9
C(3)-C(2)-H(2) 119.9
C(14)-C(13)-C(12)  115.4(7)
C(14)-C(13)-H(13) 122.3
C(12)-C(13)-H(13) 122.3
C(11)-C(12)-0(19) 114.6(6)
C(11)-C(12)-C(13)  123.1(7)
0(19)-C(12)-C(13)  122.2(8)
0(6)-C(7)-C(8) 112.6(7)
0(6)-C(7)-H(7A)  109.1
C(8)-C(7)-H(7A) 109.1
0(6)-C(7)-H(7B)  109.1
C(8)-C(7)-H(7B) 109.1
H(7A)-C(7)-H(7B)  107.8
0(6)-C(5)-C(4) 116.1(7)
0(6)-C(5)-C(17)  121.2(6)

C(12)-C(11)-C(10)
C(12)-C(11)-H(11)
C(10)-C(11)-H(11)
C(9)-C(8)-C(7)
C(9)-C(8)-C(16)
C(7)-C(8)-C(16)
C(9)-C(8)-H(8)
C(7)-C(8)-H(8)
C(16)-C(8)-H(8)
C(9)-C(10)-C(11)
C(9)-C(10)-H(10)
C(11)-C(10)-H(10)
0(18)-C(3)-C(2)
0(18)-C(3)-C(4)
C(2)-C(3)-C(4)
0(19)-C(20)-H(20A)
0(19)-C(20)-H(20B)

H(20A)-C(20)-H(20B)

0(19)-C(20)-H(20C)

H(20A)-C(20)-H(20C)

118.9(7)
120.5
120.5

111.6(7)

100.9(6)

108.8(6)
111.6
111.6
111.6

119.7(8)
120.2

120.2

117.6(7)

121.2(7)

121.1(6)

109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
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C(1)-C(17)-C(16)

C(5)-C(17)-C(16)
Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

Tabla A4. Anisotropic displacement parameters (A2x 103) for medicarpina.

anisotropic displacement factor exponent takes the form: 2n2[h2a*2u1l4 4+

121.8(6)
121.8(7)

C(4)-C(5)-C(17)

122.8(7)

H(20B)-C(20)-H(20C)

2hka*b*u12]

yll uy22 u33 u23 yl3 yl2
0(15) 43(3) 43(3) 31(2) 1(2) -2(2) 11(2)
0(19) 70(4) 82(6) 33(2) -17(3) -7(2) 11(4)
0(18) 101(6) 68(5) 36(2) 2(3) 8(3) 10(5)
C(1) 45(3) 28(4) 42(3) 3(2) -14(3) -6(3)
0(6) 64(4) 45(4) 40(2) 4(2) 9(2) 20(3)
C(14) 31(3) 31(4) 33(2) 2(2) 3(2) 1(2)
C(9) 33(3) 39(5) 42(3) 6(3) 6(2) 6(3)
C(16) 35(3) 39(4) 32(2) 1(2) -3(2) -8(3)
C(17) 31(2) 38(4) 31(2) 2(2) -8(2) -5(3)
C(4) 51(4) 39(5) 32(3) 5(3) -5(2) -1(3)
C(2) 60(4) 26(4) 43(3) 0(3) -14(3) -4(3)
C(13) 39(3) 50(5) 28(2) -5(3) 3(2) 7(3)
C(12) 45(3) 46(5) 31(3) -10(3) 3(2) -6(3)
C(7) 59(4) 42(5) 38(3) -3(3) 4(3) 13(4)
C(5) 33(3) 31(4) 46(3) 9(3) -4(2) 2(3)
C(11) 55(4) 49(5) 37(3) -6(3) 11(3) -6(4)
C(8) 30(3) 47(5) 43(3) 8(3) 0(2) 6(3)
C(10) 46(4) 36(5) 48(3) 1(3) 9(3) 7(3)
C(3) 58(4) 35(5) 32(3) -5(3) 1(3) -5(3)
C(20) 59(5) 88(8) 36(3) -4(4) -1(3) 13(5)

109.5

The
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Tabla A5. Hydrogen bonds for medicarpina [A and °].

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
C(8)-H(8)...0(15)#1 0.98 2.65 3.546(9) 152.8
C(8)-H(8)...C(14)#1 0.98 2.89 3.833(9) 161.3
C(8)-H(8)...0(15)#1 0.98 2.65 3.546(9) 152.8

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:
#1x-1/2,-y+1/2,-z+2
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A16. Espectro de RMN de !H del p-metoxibenzoato de medicarpina (1c).
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A18. Espectro de Infrarrojo del p-metoxibenzoato de medicarpina (1c).
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A19. Espectro de masas del p-metoxibenzoato de medicarpina (1c).
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A20. Espectro de RMN de H del p-nitrobenzoato de medicarpina (1d).
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A21. Espectro de RMN de 13C del p-nitrobenzoato de medicarpina (1d).
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Tabla A6. Crystal data and structure refinement for 1d.

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

VA

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 27.500°
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigmal(l)]

R indices (all data)

Absolute structure parameter
Extinction coefficient

Largest diff. peak and hole

shelx

C23 H17 N 07

419.38

293(2) K

0.71073 A

Orthorhombic

P212121

a=6.6717(6) A a=90°.
b=13.5236(12) A B=90°.

c=21.3751(17) A v =90°.

1928.6(3) A3

4

1.444 Mg/m3

0.108 mm-1

872

0.480 x 0.460 x 0.350 mm3
3.160 to 32.593°.

-8<=h<=9, -20<=k<=19, -30<=I<=25

11708

6160 [R(int) = 0.0287]
99.8 %

Full-matrix least-squares on F2
6160 /0 /281

1.086

R1=0.0606, wR2 = 0.0989
R1=0.1020, wR2 =0.1211
0.2(7)

n/a

0.132 and -0.152 e.A-3
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Tabla A7. Atomic coordinates ( x 104) and equivalent isotropic displacement parameters
(A2x 103) 1d. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized U] tensor.

0(3)

0(27)
0(30)
0(18)
C(29)
C(13)
C(26)
0(2)

C(4)

C(25)
0(12)
C(20)
C(21)
0(11)
C(24)
C(22)
C(23)
C(17)
C(16)
C(28)
C(19)
C(14)
N(10)
(1)

C(7)

C(9)

C(6)

C(8)

C(15)
C(5)

C(31)

X
4498(3)
6176(3)
8339(4)
9625(3)
6481(4)
4590(5)
7557(4)
7117(4)
4300(5)
7050(4)
-518(5)
9474(4)
9508(4)
2200(5)
8611(5)
11046(5)
10582(5)
7735(4)
7151(5)
7265(4)
9973(5)
3946(5)
1247(6)
5495(5)
2328(5)
2359(5)
4244(5)
1347(5)
5258(4)
5238(5)
6359(6)

y
3819(1)
8378(1)
11384(1)
6050(1)
6708(2)
6481(2)
9065(2)
2908(2)
2101(2)
9906(2)
-415(2)
7822(2)
8813(2)
-1250(2)
10520(2)
9425(2)
10281(2)
5925(2)
4947(2)
7743(2)
6998(2)
5517(2)
-476(2)
2971(2)
431(2)
2168(2)
346(2)
1325(2)
4760(2)
1184(2)

11681(2)

Z
8396(1)
9131(1)

10166(1)
9061(1)
8683(1)
8459(1)
9338(1)
8730(2)
8289(1)
9666(1)
7615(1)
8877(1)
9192(1)
7721(1)
9845(1)
9380(2)
9701(2)
8832(1)
8744(1)
8688(1)
9330(2)
8387(1)
7742(1)
8499(2)
7926(1)
8067(1)
8141(2)
7883(1)
8525(1)
8330(1)

10299(2)
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Tabla A8. Bond lengths [A] and angles [°] for 1d.

C(4)-C(1)

C(25)-C(24)
C(25)-H(25)
0(12)-N(10)
C(20)-C(21)
C(20)-C(19)
C(20)-C(28)
C(20)-H(20)
C(21)-C(22)
0(11)-N(10)
C(24)-C(23)
C(22)-C(23)
C(22)-H(22)
C(23)-H(23)
C(17)-C(16)
C(16)-C(15)
C(16)-H(16)

1.490(4)
1.386(4)
0.9300
1.211(4)
1.500(4)
1.515(4)
1.532(4)
0.9800
1.378(4)
1.225(4)
1.389(4)
1.382(4)
0.9300
0.9300
1.392(4)
1.371(4)
0.9300

0(3)-C(1) 1.344(3)
0(3)-C(15) 1.397(3)
0(27)-C(26) 1.381(3)
0(27)-C(28) 1.470(3)
0(30)-C(24) 1.367(3)
0(30)-C(31) 1.410(4)
0(18)-C(17) 1.363(3)
0(18)-C(19) 1.424(3)
C(29)-C(13) 1.384(4)
C(29)-C(17) 1.387(4)
C(29)-C(28) 1.494(4)
C(13)-C(14) 1.382(4)
C(13)-H(13) 0.9300
C(26)-C(25) 1.379(4)
C(26)-C(21) 1.381(4)
0(2)-C(1) 1.193(4)
C(4)-C(9) 1.382(4)
C(4)-C(5) 1.392(4)
C(1)-0(3)-C(15)  124.4(2)

C(26)-0(27)-C(28)
C(24)-0(30)-C(31)
C(17)-0(18)-C(19)
C(13)-C(29)-C(17)
C(13)-C(29)-C(28)
C(17)-C(29)-C(28)
C(14)-C(13)-C(29)
C(14)-C(13)-H(13)
C(29)-C(13)-H(13)
C(25)-C(26)-C(21)
C(25)-C(26)-0(27)
C(21)-C(26)-0(27)
C(9)-C(4)-C(5)

105.6(2)
118.0(3)
114.0(2)
117.4(3)
122.0(2)
120.2(3)
122.1(3)
119.0
119.0
123.4(3)
123.6(3)
113.0(2)
120.1(3)

0(30)-C(24)-C(23)
C(25)-C(24)-C(23)
C(21)-C(22)-C(23)
C(21)-C(22)-H(22)
C(23)-C(22)-H(22)
C(22)-C(23)-C(24)
C(22)-C(23)-H(23)
C(24)-C(23)-H(23)
0(18)-C(17)-C(29)
0(18)-C(17)-C(16)
C(29)-C(17)-C(16)
C(15)-C(16)-C(17)
C(15)-C(16)-H(16)
C(17)-C(16)-H(16)

115.8(3)
120.7(3)
118.7(3)
120.6
120.6
121.2(3)
119.4
119.4
123.1(3)
115.2(2)
121.7(3)
118.7(3)
120.7
120.7

C(28)-H(28)
C(19)-H(19A)
C(19)-H(19B)
C(14)-C(15)
C(14)-H(14)
N(10)-C(7)
C(7)-C(e)
C(7)-C(8)
C(9)-C(8)
C(9)-H(9)
C(6)-C(5)
C(6)-H(6)
C(8)-H(8)
C(5)-H(5)
C(31)-H(31A)
C(31)-H(31B)
C(31)-H(31C)

0.9800
0.9700
0.9700
1.378(4)
0.9300
1.476(4)
1.362(4)
1.379(4)
1.382(4)
0.9300
1.374(4)
0.9300
0.9300
0.9300
0.9600
0.9600
0.9600

0(12)-N(10)-0(11) 123.7(3)

0(12)-N(10)-C(7)
0(11)-N(10)-C(7)
0(2)-C(1)-0(3)
0(2)-C(1)-C(4)
0(3)-C(1)-C(4)
C(6)-C(7)-C(8)
C(6)-C(7)-N(10)
C(8)-C(7)-N(10)
C(8)-C(9)-C(4)
C(8)-C(9)-H(9)
C(4)-C(9)-H(9)
C(7)-C(6)-C(5)
C(7)-C(6)-H(6)

118.6(3)
117.7(3)
125.2(3)
123.6(3)
111.1(3)
122.8(3)
118.6(3)
118.6(3)
120.0(3)
120.0
120.0
118.9(3)
120.5
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C(9)-C(4)-C(1) 123.5(3) 0(27)-C(28)-C(29) 112.2(2) C(5)-C(6)-H(6) 120.5
C(5)-C(4)-C(1) 116.4(3) 0(27)-C(28)-C(20) 105.4(2) C(7)-C(8)-C(9) 118.2(3)
C(26)-C(25)-C(24) 116.8(3) C(29)-C(28)-C(20) 113.8(2) C(7)-C(8)-H(8) 120.9
C(26)-C(25)-H(25) 121.6 0(27)-C(28)-H(28) 108.4  C(9)-C(8)-H(8) 120.9
C(24)-C(25)-H(25) 121.6 C(29)-C(28)-H(28) 108.4  C(16)-C(15)-C(14) 121.4(3)
C(21)-C(20)-C(19) 111.5(2) C(20)-C(28)-H(28) 108.4  C(16)-C(15)-0(3) 124.7(2)
C(21)-C(20)-C(28) 101.3(2) O(18)-C(19)-C(20) 111.6(2) C(14)-C(15)-0(3) 113.8(3)
C(19)-C(20)-C(28) 109.2(2) O(18)-C(19)-H(19A) 109.3  C(6)-C(5)-C(4) 119.9(3)
C(21)-C(20)-H(20) 111.5  C(20)-C(19)-H(19A) 109.3  C(6)-C(5)-H(5) 120.0
C(19)-C(20)-H(20) 111.5  O(18)-C(19)-H(19B) 109.3  C(4)-C(5)-H(5) 120.0
C(28)-C(20)-H(20) 111.5  C(20)-C(19)-H(19B) 109.3  O(30)-C(31)-H(31A) 109.5
C(22)-C(21)-C(26) 19.2(3)  H(19A)-C(19)-H(19B) 108.0  0(30)-C(31)-H(31B) 109.5
C(22)-C(21)-C(20) 132.7(3) C(15)-C(14)-C(13) 118.7(3) H(31A)-C(31)-H(31B)109.5
C(26)-C(21)-C(20) 107.9(2) C(15)-C(14)-H(14) 120.7  0(30)-C(31)-H(31C) 109.5
0(30)-C(24)-C(25) 123.4(3) C(13)-C(14)-H(14) 120.7  H(31A)-C(31)-H(31C) 109.5

H(31B)-C(31)-H(31C) 109.5
Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

Tabla A9. Anisotropic displacement parameters (A2x 103) for 1d. The anisotropic
displacement factor exponent takes the form: -2n2[ h2a*2u1l 4+ |+ 2 hka* b* U12]

yll uy22 u33 u23 yl3 yl2
0(3) 62(1) 54(1) 71(1) -3(1) -9(1) 2(1)
0(27) 46(1) 59(1) 67(1) -12(1) -3(1) 1(1)
0(30) 75(2) 66(1) 85(2) -11(1) -7(1) -12(1)
0(18) 59(1) 63(1) 108(2) 0(1) -28(1) 7(1)
C(29) 52(2) 55(1) 45(1) -1(1) -3(1) 7(1)
C(13) 50(2) 60(2) 72(2) -8(1) -12(2) 13(1)
C(26) 49(2) 56(1) 51(2) 4(1) -8(1) -4(1)
0(2) 84(2) 68(1) 160(3) 7(2) -48(2) 1(1)
C(4) 65(2) 56(1) 54(2) 6(1) 1(2) 2(1)
C(25) 49(2) 59(1) 58(2) 0(1) -5(1) -2(1)
0(12) 111(2) 89(2) 120(2) 18(2) -43(2) -30(2)
C(20) 46(2) 65(2) 57(2) 4(1) 5(2) 1(1)
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C(21)  48(2) 60(1) 52(2) 9(1) -1(1) -2(1)
0(11) 128(2) 58(1) 99(2) 4(1) 18(2) -10(1)
C(24)  66(2) 57(1) 54(2) 4(1) -7(2) -7(1)
C(22)  50(2) 75(2) 75(2) 8(2) -2(2) -7(2)
C(23)  56(2) 71(2) 76(2) 5(2) -11(2) -16(2)
c(17)  47(2) 65(2) 55(2) 2(1) -7(1) 6(1)
c(16)  61(2) 58(2) 63(2) 2(1) -7(2) 10(1)
C(28)  55(2) 57(1) 48(1) 1(1) -5(1) 8(1)
C(19)  58(2) 67(2) 79(2) 2(2) -23(2) 3(2)
C(14)  50(2) 68(2) 78(2) -14(2) -11(2) 7(1)
N(10)  104(3) 66(2) 62(2) 13(1) -4(2) -17(2)
c(1) 68(2) 62(2) 69(2) 6(2) -10(2) 1(2)
c(7) 81(2) 56(2) 51(2) 10(1) 0(2) -9(2)
C(9) 68(2) 58(2) 66(2) 6(1) -5(2) 10(1)
C(6) 81(2) 55(2) 73(2) 9(2) 1(2) 5(2)
C(8) 69(2) 66(2) 68(2) 8(2) -11(2) -3(2)
C(15)  55(2) 56(1) 50(1) -1(1) 0(1) 1(1)
C(5) 66(2) 65(2) 71(2) 13(2) -7(2) 7(2)
c(31) 87(3) 76(2) 103(3) -24(2) 4(3) -3(2)
Tabla A10. Hydrogen bonds for 1d [A and °].

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
C(20)-H(20)...0(11)#1 0.98 2.44 3.314(4) 147.6
C(14)-H(14)...0(12)#2 0.93 2.57 3.377(4) 145.6
C(20)-H(20)...0(11)#1 0.98 2.44 3.314(4) 147.6
C(16)-H(16)...0(2) 0.93 2.16 2.757(3) 121.3
C(14)-H(14)...0(12)#2 0.93 2.57 3.377(4) 145.6
C(20)-H(20)...0(11)#1 0.98 2.44 3.314(4) 147.6
C(16)-H(16)...0(2) 0.93 2.16 2.757(3) 121.3
C(14)-H(14)...0(12)#2 0.93 2.57 3.377(4) 145.6

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 x+1,y+1,z #2 -x,y+1/2,-2+3/2
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B4. Espectro NOESY de amorfaquinona.
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B5. Espectro HETCOR de amorfaquinona.
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C1. Espectro de RMN de *H de aliodorin.
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C8. Espectro de RMN de 'H del acetilado de aliodorin (2a).
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C9. Espectro de RMN de C del acetilado de aliodorin (2a).
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C11. Espectro de RMN de H' del derivado aldoxima de aliodorin (2b).
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C12. Espectro de RMN de C de la aldoxima de aliodorin (2b).
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