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Chenopodium graveolens es una planta olorosa originaria de México utilizada
principalmente para tratar la diarrea, ademdas de usarlo como desparasitante, como
tratamiento para la disenteria, la indigestién, la bilis, el empacho, el vdmito; también
como antiespasmodico y analgésico para trastornos gastrointestinales como el dolor de
estdbmago. Es por eso que este trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto
antimicrobiano de Chenopodium graveolens (Willd.) frente a cepas bacterianas y fungicas
de interés farmacoldgico, asi como su actividad antioxidante.

Entre los resultados antioxidantes se obtuvo que el extracto de la particién de acetato de
etilo presenta mejor actividad antioxidante en las técnicas de DPPH y ABTS al tener una
CEso de 0.0903 mg/ml y 0.9961 mg/ml respectivamente asi como un alto contenido de
polifenoles totales.

En la evaluacion antimicrobiana no se presenta actividad por parte del extracto crudo y
sus particiones frente a las cepas evaluadas.

Por otro lado de logro el aislamiento y caracterizacién de 2 componentes aislados de la
particion de acetato de etilo, estos fueron -caracterizados por las técnicas de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas y espectrometria de
resonancia magnética nuclear siendo estos 5-hidroxi-7-metoxi-2-fenilcroman-4-ona
(Pinostrobina) y 2H-cromen-2-ona (Cumarina).
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°C= grado centigrado

ABTS= 2, 2’-Azinobis-3-etil- benzotiazolina-6-acido sulfdnico.

Ac=Extracto acuoso

B. C. = Baja California

CCF =Cromatografia de capa fina
CE50= Concentracidn efectiva media.
CuSO04= sulfato cuprico

DMSO= Dimetil sulfoxido

DPPH= 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo.

g= Gramos

h=hora

HCl=4cido clorhidrico

L= Litros

mg=miligramo

mL=mililitros

nm= nanémetro

NM= No Medible

PBS= Phosphate Buffered Saline= Tampon fosfato salino
pH=potencial de hidrogeno

REP= Repeticién

rxn= reaccién

SMX/TMP= Trimetoprima con Sulfametoxazol
pKg=microgramo

pL=microlitro

Abreviaturas y acronimos | Universidad Auténoma de Baja California



1. INTRODUCCION




Estudio fitoquimico preliminar y evaluacidn de la actividad antibacteriana y
Enero de 2020 antioxidante de Chenopodium graveolens (Willd)

La Farmacognosia es una ciencia que se encarga de estudiar la historia, el cultivo, la
recoleccidn, preparacién, preservacién, comercializacién, distribucidn, identificacion y
evaluacién de los componentes quimicos de origen natural. Adicionalmente, también se
encarga del estudio y del uso tradicional de esos compuestos quimicos o sus derivados y
proporciona los elementos necesarios para determinar su actividad farmacolégica y
mejorar la salud y el bienestar del ser humano y otros animales. La farmacognosia no sélo
se enfoca al estudio de sustancias con efectos terapéuticos per se, sino también de
moléculas que sirvan como modelo estructural para la sintesis de nuevos compuestos mas
potentes; asi como de materias primas para los procesos de hemisintesis y obtener
sustancias activas como hormonas esteroides, anestésicos locales y antibiéticos; ademas
de enfocarse también a la busqueda de sustancias naturales que pueden ser aplicadas en
la industria en general.(Cortez-Gallardo et al., 2004)

La palabra farmacognosia etimoldgicamente significa “conocimiento de los farmacos”.
Proviene del griego pharmakon que significa remedio y gnosis que quiere decir
conocimiento.(Cortez-Gallardo et al., 2004)

De manera general, la farmacognosia a través de la busqueda y el aislamiento de nuevos
principios activos con aplicacién terapéutica, proporciona herramientas firmes para el
progreso de otras ciencias como la farmacologia, donde ha contribuido en gran parte al
desarrollo de nuevos y potentes farmacos para el tratamiento de enfermedades que
anteriormente carecian de un tratamiento adecuado. Estas investigaciones han adquirido
tal magnitud que hoy en dia representan un objetivo primordial en la lucha contra
enfermedades “de moda” como la depresién, el cdncer y el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), entre otras, mediante el usos de principios activos
obtenidos de sustancias naturales. (Cortez-Gallardo et al., 2004)

En México alrededor de 4000 especies de plantas con flores (aproximadamente 15% de la
flora total) tienen atributos medicinales, es decir que mas o menos una de cada siete
especies posee alguna propiedad curativa. Sin embargo, se estima que la validacion
quimica, farmacoldgica y biomédica de los principios activos que contienen se ha llevado a
cabo sélo en 5% de estas especies. Los antiguos pobladores de nuestro territorio
desarrollaron una de las herbolarias mas complejas del mundo, debido a la riqueza
cultural y étnica que alcanzaron; asi pues, desde tiempos prehispanicos diferentes grupos
étnicos han usado plantas con fines medicinales. Dan cuenta de ello con amplitud la
Historia Natural de la Nueva Espana (1571-1577), de Francisco Hernandez, y los cédices
Florentino y de la Cruz-Badiano (Ocegueda, S., E. Moreno, 2005).
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Los productos naturales han sido histéricamente de importancia crucial en Ia
identificacion y el desarrollo de agentes antibacterianos. El interés en estos sistemas ha
disminuido en los ultimos afios, pero la rdpida aparicién de cepas bacterianas resistentes
ha forzado su reevaluacidn como una ruta para identificar nuevos esqueletos quimicos
con actividad antibacteriana para la elaboraciéon de nuevos farmacos (Moloney, 2016).
Desafortunadamente, la evolucién en la produccién de antimicrobianos se ha
acompafado de un incremento marcado de la resistencia de bacterias, hongos, parasitos,
incluso virus, a diferentes familias de estos.(Quifiones Pérez, 2017).

La resistencia a los antimicrobianos es un problema y amenaza mundial que tiene serias
repercusiones en la salud humana, sanidad animal, vegetal y en el ambiente. Esta se
puede generar bajo condiciones naturales o por el uso inadecuado y excesivo de los
antimicrobianos (Yagui, 2018).

Cabe destacar que la resistencia antimicrobiana no solo es uno de los problemas de salud
publica criticos, sino que se unen todas aquellas enfermedades que generan grandes
gastos al sistema de salud como el cancer, las enfermedades crénico-degenerativas, las
cardiopatias que figuran en los primeros lugares de morbilidad en el mundo (OMS, 2010)
convirtiéndose de igual manera importantes en materia de investigacion para el desarrollo
de nuevos métodos tanto de tratamiento como de prevencién de las mismas
convirtiéndose asi la terapia antioxidante o el consumo de antioxidantes como los
candidatos perfectos para su prevencion. (Alberto J. Nufiez Sellés, 2011; Vicente Sanchez-
Valle, 2013)

Los seres vivos que utilizan el oxigeno para la generacidn de energia, liberan radicales
libres, por lo cual deben existir mecanismos de defensa contra estas especies quimicas y
asi asegurar la vida. La formacion de radicales libres mediante procesos naturales conduce
a la oxidacién de biomoléculas, dando lugar a diversas enfermedades. Los organismos
fotosintéticos como las plantas, estan expuestos a ambientes muy oxidativos, por lo que
poseen un sistema antioxidante muy eficaz. (Echavarria et al., 2018)

Cuando los mecanismos antioxidantes con los que cuenta el organismo humano fallan y
son sobrepasados, el incremento excesivo de especies reactivas de oxigeno y el
establecimiento del estrés oxidativo afectan a una amplia variedad de funciones
fisioldgicas y participan en el desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas. (Elejalde
Guerra, 2001; Vicente Sanchez-Valle, 2013)

En la naturaleza con el paso del tiempo, las plantas han desarrollado mecanismos para el
combate de los radicales libres tanto endégenos como exdgenos. Uno de los componentes
principales de las plantas son los antioxidantes, sustancias existentes en determinados
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alimentos que actuan protegiendo al organismo de la accion de los radicales libres,
causantes de los procesos de envejecimiento y otras enfermedades. (Echavarria et al.,
2018)

Entre los antioxidantes hay varias familias de principios activos como los polifenoles y los
fitoestrégenos. Entre los primeros se encuentran los flavonoides y los taninos,
ampliamente estudiados (Coronado Salvador Vega Ledn Rey Gutiérrez T Marcela Vazquez
F Claudia Radilla V, 2015)

Entre los flavonoides se pueden sefalar sélo como ejemplo las antocianinas (rojo-azulado
de las fresas), catequinas (té verde y negro), citroflavonoides (naranjina, que da sabor
amargo a lo naranja, limdn, toronja), isoflavonoides (genisteina y daidzaina presentes en
soya y sus derivados). Protoantocianidinas en semillas de uva y vino tinto (Coronado
Salvador Vega Ledn Rey Gutiérrez T Marcela Vazquez F Claudia Radilla V, 2015).

Otro tipo de antioxidantes son los taninos (polifenoles) presentes en el vino, con su
caracteristica de astringencia. No sélo son utiles a la industria alimentaria sino también en
la de cosméticos. Respecto a los fitoestrégenos (isoflavonas lignanos, flavonoides) se
encuentran particularmente en las proteinas de la soya o sus derivados. Su uso mas
importante se asocia con la terapia de reemplazo hormonal para mujeres con sintomas de
menopausia y osteoporosis durante el climaterio. Los compuestos relevantes son la
genisteina y daidzeina que también se biosintentizan en abundancia en la cascarilla de
semillas de linaza y centeno (Coronado Salvador Vega Ledén Rey Gutiérrez T Marcela
Vazquez F Claudia Radilla Vv, 2015).

Hasta el momento se conocen solo algunos de los compuestos de Chenopodium
graveolens asi como su capacidad de actuar a nivel bioldgico, por lo que este trabajo tiene
como objetivo encontrar nuevas aplicaciones a los extractos generados asi como la
caracterizacion de los mismos.
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4 N

Los metabolitos secundarios de
Chenopodium  graveolens  presentan
actividad antioxidante y un efecto
inhibitorio en el crecimiento y desarrollo
de diversas cepas bacterianas y fungicas
de interés farmacoldgico.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antimicrobiano de Chenopodium graveolens (Willd.) frente a cepas

bacterianas y fungicas de interés farmacoldgico, asi como su actividad antioxidante.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

v

Generar extractos de diferente polaridad mediante metodologias de extraccidon
por maceracion y particion.

Realizar la caracterizacidon cualitativa mediante tamiz fitoquimico y CCF de los
materiales vegetales obtenidos.

Evaluar la capacidad inhibitoria de los extractos frente a cepas bacterianas vy
fungicas.

Determinar la cantidad de polifenoles presentes en Chenopodium graveolens.
Evaluar la actividad antioxidante de Chenopodium graveolens mediante la técnica
de DPPH y ABTS.

Purificar y caracterizar estructuralmente metabolitos secundarios de los extractos
de mayor bioactividad.
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Chenopodium es el segundo género mas grande y uno de los taxondmicamente mas
complejos de la subfamilia Chenopodioideae en la familia Amaranthaceae. Mientras que
las hojas de C. album son una fuente de vitaminas y micronutrientes, C. quinoa es
importante para la harina sin gluten y el alto contenido de proteinas de sus granos. El
habito altamente polimérfico de las especies de este género ha causado muchas
dificultades en su adecuada identificacion taxondmica. Las dificultades surgen
principalmente debido a la presencia de polimorfismos, variaciones paralelas entre
diferentes especies, ocurrencia de plasticidad fenotipica y presencia de hibridos
supuestos. (Devi & Chrungoo, 2017)

Chenopodium pertenece a la subfamilia Chenopodioideae, dentro de la familia
Chenopodiaceae (Caryophyllales). Las Chenopodiaceae contienen aproximadamente 100
géneros y 1700 especies, distribuidas principalmente en regiones templadas y
subtropicales de ambos hemisferios. (Fuentes-Bazan, Mansion, & Borsch, 2012). En este
trabajo hablaremos acerca de Chenopodium graveolens.

Chenopodium graveolens, mejor conocido en México como "yerba del zorrillo" (Bye Jr.,
1986), "epazote de zorrillo" y "Epazotl" (ndhuatl), es una planta nativa de México y
América Central usada ampliamente como un condimento alimenticio. (Déciga-Campos,
Mata, & Rivero-Cruz, 2017)

FIGURA 1. Chenopodium graveolens.
Fotos de Pedro Tenorio Lezama 2000 obtenidas de
http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/chenopodiaceae/chenopodium-
graveolens/fichas/paginal.htm
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Chenopodium graveolens es una planta olorosa originaria de México, crece en ambientes
con clima calidos, semicdlidos, semisecos, secos y templados. Es una hierba anual, erecta,
a veces muy ramificada, de 20 cm a 1 m de altura, usualmente rojiza o verde. Sus hojas
son mas largas que anchas, de color verde a purpura, presentan lébulos o hendiduras y
son pegajosas. Las flores son numerosas en las ramas. Los frutos son pequefios,
numerosos, y las semillas de color café oscuro. Su uso principal mencionado por las
comunidades indigenas es para la diarrea, ademas de usarlo como desparasitante, como
tratamiento para la disenteria, la indigestidn, la bilis, el empacho, el vémito (Simon, 1996;
UNAM. Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009) también como
antiespasmaddico y analgésico para trastornos gastrointestinales como el dolor de
estdmago (Meckes, Paz, Acosta, & Mata, 1998). Las partes mas utilizadas son las hojas o
las ramas foliadas, siendo preparadas como decocciones, infusiones y enemas de purga.
(Déciga-Campos et al., 2017)

TABLA 1. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Chenopodium graveolens.

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Caryophyllidae

Orden Caryophyllales
Familia Chenopodiaceae
Genero Dysphania R. Br. Disfania
Especies Dysphania graveolens (Willd.)

(United States Department of Agriculture (USDA) The PLANTS Database, 2019)

Chenopodium graveolens posee sindnimos en cuanto a su nombre cientifico, conociéndolo
también como Chenopodium graveolens Willd., Chenopodium graveolens Willd. var.
neomexicanum (Aellen) Aellen, Chenopodium incisum Poir., Chenopodium incisum Poir.
var. neomexicanum Aellen, Teloxys graveolens (Willd.) W.A. Weber, Dysphania graveolens
(Willd.) (United States Department of Agriculture (USDA) The PLANTS Database, 2019)

ComPOSICION QUIMICA DE Chenopodium graveolens

Entre los componentes caracteristicos identificados en Chenopodium graveolens se
localizan: (+)-8a-Hidroxielemol, (+)- 8a-Acetoxicriptomeridiol, Criptomeridiol,
Pinostrombina, Estigmastrol, Estigmast-22-en-3-ol y Acetato de geranilo, Pinocembrina,
Crisina y el 3B-sitosteril glucdsido, rutina, narcisina, melilotosida, una cumarina y
negletina (Alvarez-Ospina, Rivero Cruz, Duarte, Bye, & Mata, 2013; Calzada, Veldzquez,
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Cedillo-Rivera, & Esquivel, 2003; Gonzdlez-Maciel et al., 2015; Mata, Gel, Alvarez, & Ci,
1987).

En 2013, Alvarez-Ospina y col. Llevaron a cabo un estudio de la composicién quimica del
aceite esencial de ésta planta, identificando los compuestos:

a-tugeno

6-3-Careno

p-Cimeno

Eucaliptol
trans-p-Menta-2-en-1-ol, B-Terpineol
Terpinen-4-ol

a-Terpineol

2-a-Hidroxi-1,8-cineol

6-Oxocineol

Isoteaspirano

Carvacol

Cumarina

2-fenilletil butirato

B-Cariofileno

y-Elemeno

a-Cariofileno

Oxido de B-cariofileno
6,10,14-Trimetilpentade-can-2-ona
Occidol

Acido n-Hexadecanoico

L T L L L T L R R A

Encontrado como mayoritarios a Eucaliptol, p-Cimeno, en un 42 y 16 % respectivamente
(Alvarez-Ospina et al., 2013).

Son pocos los estudios bioldgicos llevados a cabo con Chenopodium graveolens,
mencionando algunos de ellos:

En el afio de 1992 A. Rojas y su grupo de investigacion llevaron a cabo experimentos con
diversas cepas bacterianas, mostrando actividad frente a Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa y Candida albicans, y ninguna frente a Staphylococcus aureus y Escherichia
coli, para este experimento utilizaron el extracto crudo obtenido mediante un percolado
con metanol. También realizaron experimentos con tres compuestos puros obtenidos del
epazote de zorrillo: Crisina, Pinostrombina y Pinocembrina; siendo Pinostrombina inactiva
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frente a las cepas evaluadas, sin embargd Pinocembrina mostro buena actividad frente a
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Candida albicans, siendo ademas Crisina potente
contra Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans (Rojas, Hernandez, Pereda-Miranda,
& Mata, 1992).

También se evalud contra Taenia crassiceps mostrando que la actividad cisticida del
extracto de metanol fue dependiente de la dosis y fue bien tolerada a las dosis probadas y
no hubo anomalias en el comportamiento, el consumo de alimento / agua y la actividad
general de los animales a lo largo del estudio, todo lo cual confirma la falta de toxicidad
gue antes se observaba in vitro. (Gonzalez-Maciel et al., 2015)

Debido a que Chenopodium graveolens es un cercano pariente de Chenopodium
ambrosoides, se sugeria presentara evidencia de alta toxicidad y genotoxicidad de sus
extractos acuosos (Gadano, Gurni, Lépez, Ferraro, & Carballo, 2002), sin embargo estudios
realizados en ratones mostraron que Chenopodium graveolens no produjo un efecto
téxico en ninguna forma preparada (aceite, extracto e infusién). Anteriormente, el
ascaridol, el carvacol y el éxido de cariofileno se habian demostrado como los principales
metabolitos toxicos aislados de Chenopodium ambrosoides. El extracto de Chenopodium
graveolens no contiene ascaridol, y solo el aceite esencial tiene una concentracién minima
de carvacol y o6xido de cariofileno. Por lo tanto, Chenopodium graveolens difiere en
toxicidad con Chenopodium ambrosioides (Déciga-Campos et al., 2017; Gonzalez-Maciel et
al., 2015)

En otro estudio se evalud la actividad de los componentes aislados de Chenopodium
graveolens mostrando fuerte actividad de Melilotosida contra Entamoeba histolytica y
Giardia lamblia. Narcisina mostré selectividad contra E. histolytica. Los compuestos
restantes mostraron una actividad débil contra ambos organismos (Calzada et al., 2003).

Pinocembrina es un metabolito principalmente extraido de la fase de polaridad
intermedia generada con acetato de etilo, este componente puro fue extraido y evaluado
contra Fasciola hepdtica, contra huevos infectados de Ascaridia galli asi como la tercera
fase larvaria de Stomoxys calcitrans mostrando resultados favorables de mortalidad
contra ellas (Maria Del Rayo Camacho, Berta Sanchez, Hector Quiroz, 1991) ademads que
en estudios con humanos sanos se ha visto buena tolerancia a ella sin la presencia de
efectos secundarios o téxicos (Cao et al., 2015).

Crisina demostrd contribuir a la disminuciéon de dafio tisular ya que se encontré una
restauracion de los cambios patoldgicos inducidos del higado, el cerebro y el rifién vy, por
lo tanto, la mejora en la desintoxicacion del amoniaco. El mecanismo de defensa de la
Crisina incluye la inhibicion de las alteraciones morfolégicas de los tejidos y los procesos
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de peroxidacién lipidica, todo lo cual resulté en la restauracién de la alteraciéon de la
integridad estructural del tejido (Renuka et al., 2016), posee ademds propiedades
anticancerigenas, proapoptadticas, antiangiogénicas, antimetastasicas,
inmunomoduladoras y antioxidantes. Los mecanismos moleculares subyacentes a las
actividades pleotrépicas de la Crisina son diversos, que involucran combinaciones de vias
de seializaciéon celular en multiples niveles de diversas enfermedades. La Crisina mitiga la
neurotoxicidad, la neuroinflamacion y el estrés oxidativo en los tejidos neuronales y mitiga
las disfunciones cognitivas. (Mani & Natesan, 2018)

Recapitulando, se sabe que Chenopodium graveolens es ampliamente usado en el
tratamiento de la diarrea, en 1998 Meckes y su grupo de investigaciéon concluyd que el
efecto relajante previamente detectado del extracto crudo de esta planta se debe en
parte a la presencia de Crisina y pinostrobina, que inhiben las contracciones del musculo
liso intestinal mediante un mecanismo mediado por calcio. Este mecanismo de accién a
nivel de epitelio de la mucosa desempeiia un papel en la accidn del farmaco antidiarreico
(Meckes et al., 1998).

La importancia de los hallazgos realizados acerca de Chenopodium graveolens, asi como
un gran campo no explorado en el dmbito de la investigacion nos abre las puertas a
nuevas aplicaciones de esta planta.
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5. METODOLOGIAS
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5.1. GENERACION DE EXTRACTOS

Se realizé una maceracion del material vegetal obtenido del Mercado Hidalgo en la ciudad
de Tijuana B.C., con el nombre de Epazote de zorrillo. Para este proceso se colocaron
1658.1 g de material vegetal en un garrafén de vidrio expuesto a 15 L de metanol bajo
agitacion ocasional por 8 dias.

Se extrajo el solvente concentrado, se llevd a un matraz bola de 2 L con un peso de 644.16
g donde se eliminé el solvente a presion reducida, recuperandose el metanol para una
segunda maceracion, asi como el uso de Manifold para asegurar la eliminacion total del
solvente. Una vez seco el material vegetal, se adicionaron 12 L de metanol recuperado de
la primera maceracion. La segunda maceracion tuvo una duracion de 7 dias.

Finalmente se obtuvieron 187.47 g de extracto crudo seco.

FIGURA 3. PRIMER DiA DE MACERACION

FIGURA 4. ULTIMO DiA MACERACION FIGURA 5. ELIMINACON DE SOLVENE EN ROTAVAPOR.
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5.1.2 PARTICION POR GRADIENTE DE POLARIDAD

Se realiz6 una particidon del extracto crudo utilizando solvente de diferentes polaridades.
Para esto se pesaron 105.47 g de extracto crudo y se redisolvié en una mezcla metanol:
agua (3:2) utilizando 350 mL (210 mL metanol: 140 mL agua).

El extracto crudo se colocé en un embudo de separacidon junto con el primer solvente para
extraccién, el cual es hexano, se agitaron y se dejo reposar para formar dos fases. Este
proceso se repitid por triplicado en las siguientes proporciones:

TABLA 2. PROTOCOLO DE EXTRACCION CON n-HEXANO.

Repeticion Cantidad de n-Hexano utilizado (mL)

1 700
2 700
3 350

Se recolectaron las fases hexanicas, fueron llevadas a rota vapor y Manifold para la
eliminacidn del solvente.

FIGURA 6. PARTICION HEXANICA. FIGURA 7. SECADO DE PARTICION HEXANICA.

El proceso mencionado anteriormente fue repetido con el solvente de polaridad media acetato de etilo.
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TABLA 3. PROTOCOLO DE EXTRACCION CON ACETATO DE ETILO.

Repeticion Cantidad de Acetato de etilo utilizado (mL) \

1 700
2 400
3 400

LN\

FIGURA 8. PARTICION CON ACETATO DE ETILO. FIGURA 9. ELIMINACION DE ACETATO DE ETILO.

Finalmente, la fase acuosa resultante de la particion anterior fue llevada a rotavaporacién
y mediante procesos conocidos de secado se obtuvo el extracto acuoso como se muestra
en el diagrama de particién de la figura 11.
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FIGURA 10. PARTICION ACUOSA. FIGURA 11. OBTENCION DE EXTRACTO ACUOSO.

Al terminar de secar cada particidon se llevaron a una balanza para obtener su peso.

Extracto crudo

1) Metanol : Agua(3:2)

2) Hexano
Extracto agua-metanol Extracto Hexano
1) Acetato de etilo
2)  Sol.NaCl saturada
Extracto Acetato de etilo Extracto acuoso

FIGURA 12. DIAGRAMA DE PARTICION.
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5.2. PERFIL FITOQUIMICO CUALITATIVO POR PRUEBAS DE COLORIMETRIA Y
CCF

5.2.1 PRUEBAS COLORIMETRICAS

Se realizaron pruebas colorimétricas al extracto crudo y particiones para conocer de
manera cualitativa los metabolitos secundarios mayoritarios. Para la determinacién de
cada diferente metabolito secundario fue necesaria la utilizacion de diferentes técnicas,
las cuales se muestran en la siguiente tabla:

TABLA 4. PRUEBAS COLORIMETRICAS.

Metabolito secundario Método

. Mayer
Alcaloides Drage:dorff
Wagner
Taninos Cloruro férrico
Gelatina
Esteroides y triterpenoides Lieberman — Burchard
Flavonoides Shinoda
Carbohidratos Benedict
Saponinas Espuma
Glucésidos antraquindnicos Borntrager
Cumarinas Erlich

Los ensayos fueron realizados utilizando una solucién patrén de los extractos a una
concentracién de 1 mg/mL, en diferentes solvente segun lo indicado en las metodologias.
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5.2.2 CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Se realizaron diferentes CCF comparativas con el extracto crudo y las particiones
obtenidas para conocer de manera cualitativa la presencia de metabolitos de interés y
seleccionar algunos de ellos como candidatos para su aislamiento.

Las placas cromatograficas con fase estacionaria de silice gel, fueron sembradas con los
extractos utilizando como fase movil la disolucidn binaria de n-hexano/acetato de etilo al
30%, y como métodos de visualizacién luz ultravioleta y los reveladores quimicos de
6leum y vainillina.

Los metabolitos identificados en la CCF comparativa se observan en la Figura 13 (de
izquierda a derecha: extractos crudo, acuoso, acetato de etilo y hexanico).

FIGURA 13. CCF EXTRACTOS SIN REVELAR. FIGURA 14. CCF EXTRACTOS REVELADO CON VAINILLINA

Se realizé otra CCF con los extractos aumentando la polaridad de la fase movil de n-
hexano/acetato de etilo al 50% y usando como revelador o&leum. Con el perfil de
resolucién de la CCF y los resultados biolégicos se determind el extracto para el
aislamiento de componentes mayoritarios, utilizando la separacidon cromatografica por
columna de tipo flash. Este proceso se describe en el apartado 5.5. Relacionado al
aislamiento y caracterizacién de metabolitos secundarios.
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5.2.3 REACCION DE ACETILACION DE AZUCARES

Se realizd una reaccion de acetilacion de azlcares procedentes del extracto acuoso para
su caracterizacion fitoquimica. Para ello se colocaron en un matraz bola de 50 mL, 1 g de
extracto acuoso, 3 mL de anhidrido acético y 5 mL de piridina. Se dejaron en agitaciéon
constante por 12 h a una temperatura de 25 °C.

Una vez pasadas las 12 h de reaccion esta fue detenida con la adicion de 60 mL de agua y
pasado a un embudo de separacion junto con 60 mL de diclorometano. Se agitd y se dejo
separar en dos fases, este proceso se repitid por tres veces recolectando la fase organica
para un siguiente lavado.

FIGURA 15. REACCION DE ACETILACION. FIGURA 16. EVOLUCION DE REACCION DE ACETILACION

La fase orgdnica se lavo tres veces con HCI 1 M (ver figura 17), sulfato de cobre (ver figura
18) y solucidn salina sobresaturada (tres veces). La fase orgdnica resultante fue secada con
sal anhidra y filtrada para la eliminacidn de la sal. Posteriormente se eliminé el solvente
con rota vapor y alto vacio con un Manifold. Una vez completamente seco se obtuvo el
peso del crudo de reaccion.
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FIGURA 17. LAVADO ACIDO DEL CRUDO DE LA REACCION FIGURA 18. LAVADOS CON CuSO,

El crudo de reaccién fue analizado por técnicas instrumentales de espectroscopia
infrarroja y cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, asi como
cromatografia de capa fina para confirmar el progreso de la reaccion.

colorimetria'y CCF
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5.3. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

5.3.1 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS

Las cepas fueron obtenidas de muestras clinicas de pacientes ya inoculadas en medio de
cultivo HardyChrom agar. Las cepas presentaban las siguientes caracteristicas
morfoldgicas:

= Cepa B-1: Obtenida de un agar HardyChrom, con una coloracidn rosa, didmetro de
1 mm. Se desconoce el origen de la muestra.

= Cepa B-2: Obtenida de un agar sangre, colonia color amarilla, mucoide, con gamma
hemolisis, forma circular. Obtenida de una muestra de oido.

= Cepa B-3: Obtenida de un agar sangre, colonia color blanca, con alfa hemolisis, de
forma circular. Obtenida de una muestra de oido.

FIGURA 19. CEPA B-1 FIGURA 20. CEPA B-2.

FIGURA 21. CEPA B-3
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Las cepas fueron resembradas en medio de cultivo HardyChrom agar, asi como en agar
Sangre y MacConkey.

Se realizd tincidon de Gram a cada una de las cepas colocando en un portaobjetos junto a
una gota de agua destilada una muestra de la bacteria y realizando un expandido
formando una capa delgada y se dejo secar.

Se colocaron las tinciones en el siguiente orden: cristal violeta (1 min), yodo (1 min),
alcohol-cetona (15 s) y safranina (1 min); se dejo secar y se observé al microscopio a 100x
con aceite de inmersion.

FIGURA 22. TINCION GRAM B-1

FIGURA 24. TINCION GRAM B-3

Se realizé un inoculo al 0.5 de McFarland con una absorbancia dentro del rango 0.08-0.1 a
una longitud de onda de 625 nm. Una vez realizada se colocd en su correspondiente placa
de BBL CRYSTAL de acuerdo a su resultado en la tincion de Gram y se dejé inocular cada
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pocillo de la placa, uniformemente. Una vez inoculados todos fue sellada y dejada en
incubacién a 37 °C en la incubadora por 24 h. El resultado fue visto en el visor de paneles
para BBL CRYSTAL generando un cddigo que fue puesto en el programa BBL CRYSTAL
MIND el cual nos arroja el nombre del microorganismo evaluado.
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FIGURA 25. PLACA DE BBL CRYSTAL

5.3.1.2 TEcNICA DE KIRBY-BAUER

Se realizaron antibiogramas siguiendo la técnica de Kirby-Bauer para la identificacién de
halos de inhibicidn en el crecimiento bacteriano. Para ello se evaluaron el extracto crudo y
las tres particiones realizando diluciones seriadas a partir de una concentraciéon de 1
mg/mL. Para la dilucidn de los extractos fue necesaria la utilizacion de etanol y DMSO

quedando de la siguiente forma:

TABLA 5. DISOLUCION DE EXTRACTOS PARA DILUCIONES.

Clave Extracto Peso (mg) PBS(mL) Etanol (mL) DMSO (mL)\

000 Crudo 3.1 2.8 0.3 e
001 Acuoso 3.2 3.2

002 Acetato de etilo 3.5 335 e 0.15
003 Hexano 3.6 E 37 E— 0.2

FIGURA 26. DILUCION DE EXTRACTOS
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En aquellos extractos en los que se utilizé etanol o DMSO se trabajé con disco control con
el 100% de dicha sustancia y fue evaluada en contra de la cepa utilizada a fin de
determinar si afecta o no los resultados. Las diluciones se realizaron en PBS (pH=7.41)
guedando 10 viales con las siguientes concentraciones:

TABLA 6. CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO PARA ANTIBIOGRAMA.

Vial Concentracion (mg/mL)

1 1

1x 10"

3 1x 10
4 1x 10
5 1x 10™
6 1x 107
7
8
9

1x 10°®
1x 10”7
1x 10°®
10 1x 10

Se impregnaron los discos a utilizarse como portador de la concentracidon para el
antibiograma con 30 pL de cada vial y se dejaron secar. Por mientras se prepararon
indculos al 0.5 de McFarland de cada una de las cepas aisladas.

FIGURA 27. IMPREGNACION DE DISCOS

Se sembraron cajas Petri con agar Mueller Hinton de 20 cm por hisopado completo de la
caja. Posteriormente se colocaron los discos previamente impregnados con unas pinzas
estériles y se dejaron incubar por 24 h a 37 °C. Los resultados se reportaron como
sensible, intermedio o resistente de acuerdo al halo de inhibicidon.
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Ademads se prepararon una caja con antibiéticos control por cada microorganismo a

evaluar, siguiendo el mismo procedimiento, pero utilizando los siguientes antibidticos:

TABLA 7. ANTIBIOTICOS CONTROL PARA GRAM POSITIVO.

Antibidtico Pocillo Abreviatura
Ciprofloxacino 12 CIp
Eritromicina 10 E
Gentamicina 6 GM

SMX/TMP 8 STX
Nitrofurantoina 1 FM
Penicilina 3 P
Ampicilina 9 AM
Clindamicina 2 cC
Bacitracina 7 BAC
Estreptomicina 5 S
Vancomicina 11 VA
Tetraciclina 4 TE

TABLA 8. ANTIBIOTICOS CONTROL PARA GRAM NEGATIVO.

Antibidtico Pocillo Abreviatura
Ciprofloxacino 12 CIP
Eritromicina 10 E
Gentamicina 6 GM

SMX/TMP 8 STX
Nitrofurantoina 1 FM
Ceftriaxona 3 CRO
Ampicilina 9 AM
Amikacina 2 AN
Amoxicilina/Acido clavulanico 7 AMC
Estreptomicina 5 S
Vancomicina 11 VA
Tetraciclina 4 TE

5.3.2 BIOENSAYO POR MEDIO DE LA TECNICA DISCO-PLACA

Se realizd la técnica disco-placa para la determinacion de la capacidad antimicrobiana de

Chenopodium graveolens tanto de su extracto crudo como de sus particiones.
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Se utilizaron cepas provenientes del Cepario de la Facultad de Ciencias Quimicas e
Ingenieria de UABC Tijuana, las cuales fueron: Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans,
Enterococcus faecalis, Enterobacter aerogenes y Salmonella typhimurium.

Se realizé la dilucidn del extracto crudo, acuoso, el de acetato de etilo y el hexdnico en
metanol hasta la saturacion del mismo y se tomaron 80pL con los que fueron impregnados
cada uno de los sensidiscos a utilizar. También se prepararon los sensidiscos de control
negativo impregnados con 80uL de metanol y se dejaron secar.

Se realizé el estandar de 0.5 de McFarland con cada cepa a utilizar tomando de 2-3
colonias aisladas de un cultivo de 24 h de cada cepa colocandolo en agua peptonada hasta
obtener el estdndar de cada una. Se sembré por hisopado completo de la caja Petri con
agar Mueller Hinton y se dejé por 5 min.

Se colocaron en cada caja un sensidisco de metanol, un antibidtico, el extracto crudo y las
3 particiones.

Para Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans se utilizé penicilina, para Enterococcus
faecalis, Enterobacter aerogenes y Salmonella typhimurium se utilizdé ampicilina como
control positivo. (CLSI, 2015)

Se dejaron en incubacién por 24 h a 37°C y se realizé |la observacién y medicién de los
halos de inhibicion.
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5.4. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y DETERMINACION DE COMPUESTOS
POLIFENOLICOS

5.4.1 TECNICA DE FOLIN-CIOCALTEU PARA DETERMINACION DE COMPUESTOS
POLIFENOLICOS

Se realizé la prueba de Folin-Ciocalteu para la determinacidon de polifenoles totales que
posee el extracto crudo asi como sus particiones. Para esto se prepard una solucién inicial
de 1 mg/mL del extracto a evaluar diluyéndolo en metanol. Se prepararon 9 tubos con
muestra, se les adiciono 1.5 mL de agua destilada, 0.05 mL del extracto, 0.25 mL de
reactivo de Folin. Se dejé reposar por 3 minutos y se le adiciono 1 mL de Carbonato de
sodio al 7%, agitando levemente y dejandose reposar en oscuridad por 2 horas.

Una vez pasado el tiempo los tubos fueron leidos en un espectrofotémetro a una longitud
de onda de 760 nm. Se calculé el promedio de la absorbancia obtenida y se sustituyo el
valor de x con el promedio obtenido en la ecuacidn de la recta y=0.0022x-0.0807 dando
como resultado la cantidad de polifenoles presentes en la muestra expresado en pg/mL

1.2000 ~

y =0.0022x - 0.0807

0.8000 -
0.6000 -

0.4000 -

Absorbancia

0.2000 -

O-OOOO T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Concentracion (microgramos/ ml)

FIGURA 28. CURVA DE CALIBRACION PARA LA CUANTIFICACION DE POLIFENOLES.
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5.4.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DE DPPH

Se prepard una disolucion de 1mg/mL del extracto a evaluar diluyéndolo en metanol,
posteriormente se realizaron 10 diluciones seriadas del extracto iniciando a una
concentracién de 1 mg/mL. Se prepard una solucién de DPPH en metanol (7.5 mg/ 250
mL).

Se adicionaron 500 pL de DPPH a cada uno de los tubos, incluyendo el tubo control, se
dejaron reposar en oscuridad por un periodo de 30 min. Se leyd la absorbancia un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 517 nm. El ensayo se realizé por triplicado
en cada experimento.

Los datos fueron colectados y se calculd el porcentaje de actividad antioxidante utilizando
la Ecuacion 1:

ECUACION 1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DPPH.
.. .. Am
% Actividad Antioxidante = [1 — (A_c')] x100

Donde Am es la absorbancia promedio de la muestra y Ac es la absorbancia de la muestra
control de DPPH.

Posteriormente se determind la CEsp, mediante regresion lineal.
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5.4.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DE ABTS

Se prepard el radical catiénico ABTS con 0.0033 g de persulfato de potasio y 0.0194 g de
ABTS disolviéndose en 5 mL de agua destilada y se mantuvo en oscuridad por 18 horas
previas al experimento. Una vez llegada la hora se preparé una disolucion de 1 mg/mL del
extracto a evaluar, realizando 10 diluciones seriadas por triplicado. La solucién de ABTS
con el radical ya formado se prepara a una concentraciéon de 10 plL/mL, la cantidad
depende de los tubos a preparar.

Una vez realizadas se tomaron 20 plL de cada tubo y fueron colocados en uno nuevo, se les
adiciono 980 pL de la solucién de ABTS ya preparada y se dejé en incubacion en la
oscuridad por 7 minutos. Una vez pasado el tiempo se leyeron en un espectrofotémetro a
una longitud de onda de 734 nm.

Los resultados fueron registrados en una tabla, con los cuales se obtuvo el % Actividad
Antioxidante y la CEsode cada extracto. El porcentaje de actividad antioxidante se calculd
con la siguiente ecuacion:

ECUACION 2. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ABTS.

Am
% Actividad Antioxidante = [1 - (E)] x100

Donde Am es la absorbancia promedio de la muestra y Ac es la absorbancia de la muestra
control de DPPH.

Para la obtencion de la CEsq los datos se graficaron obteniendo su ecuacidn de la recta y su
correlacion.
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5.5. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

5.5.1 COLUMNA CROMATOGRAFICA EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

Se realizd una separacion cromatografica por columna con el extracto de acetato de etilo,
utilizando 5 g de este disuelto en 10 mL de diclorometano y silica gel como fase
estacionaria.

Después de dejar en reposo la columna con la fase estacionaria en n-hexano toda la
noche, se sembrd el extracto y se utilizd un sistema de elucidn por gradiente que se
muestra en la tabla 9.

TABLA 9. ELUCION DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA DEL EXTRACTO DE
ACETATO DE ETILO.

1 n-Hexano 100% 300
2 n-Hexano/ Acetato de etilo 1% 200
3 n-Hexano/ Acetato de etilo 3% 400
4 n-Hexano/ Acetato de etilo 6% 300
5 n-Hexano/ Acetato de etilo 10% 300
6 n-Hexano/ Acetato de etilo 15% 300
7 n-Hexano/ Acetato de etilo 25% 300
8 n-Hexano/ Acetato de etilo 30% 300
9 n-Hexano/ Acetato de etilo 40% 400
10 n-Hexano/ Acetato de etilo 60% 300
11 n-Hexano/ Acetato de etilo 80% 300
12 Acetato de etilo 100% 300
13 Metanol 100% 810 FIGURA 29. INICIO DE

COLUMNA CROMATOGRAFICA.

Las eluciones fueron colectadas en tubos de ensayo enumerados para su posterior andlisis
en cromatografia de capa fina.
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5.5.2 FRACCIONAMIENTO DE REUNIONES CROMATOGRAFICAS

Después de obtener todas las reuniones de la columna cromatografica del extracto de
acetato de etilo, se seleccioné la 6 para fraccionamiento que conduzca con la
identificacion y purificacion de metabolitos.

De la reunién 6 se sembraron 29.6 mg de muestra en una columna con silica gel como fase
estacionaria, y se continué con la elucién por gradiente que se muestra en la tabla 10.
Todas las fracciones se monitorearon por CCF.

TABLA 10. ELUCION DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA DE LA REUNION 6

Elucién Fase movil Volumen (mL)
1 n-Hexano 100% 140
2 n-Hexano: Acetato de etilo 1% 100
3 n-Hexano: Acetato de etilo 2% 100
4 n-Hexano: Acetato de etilo 4% 180
5 Acetato de etilo 100% 100
6 Metanol 100% 40

FIGURA 30. FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO DE LA REUNION 6.
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De las fracciones obtenidas por la elucidon con n-hexano-acetato de etilo al 4%, se
identific6 un compuesto puro, el cual fue conservado para su analisis estructural por
medio de CG-EM y RMN.

5.5.3 CoLuUMNA CROMATOGRAFICA 3, REUNION 8

Se realizdé un fraccionamiento cromatografico con la reunién 8 obtenida de la columna
cromatografica 1 del extracto de acetato de etilo. Se sembraron 211.5 mg disueltos en
acetato de etilo sobre una columna con 25 cm de altura. Como fase movil se utilizé un
gradiente de polaridad creciente como se muestra en la tabla 11.

FIGURA 31. CCF REUNION 8 CON n-HEXANO/ACETATO DE ETILO AL 30%
(SIMPLE VISTA, CON LUZ UV, AL CONTACTO CON OLEUM, REVELADO CON OLEUM)

secundarios
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TABLA 11. GRADIENTES DE SOLVENTE UTILIZADOS EN LA COLUMNA CROMATOGRAFICA 3.

Elucién Solventes Volumen (mL)
1 n-Hexano 100% 200 mL
2 n-Hexano/ Acetato de tilo 1% 200mL
3 n-Hexano/ Acetato de tilo 3% 150 mL
4 n-Hexano/ Acetato de tilo 6% 200 mL
5 n-Hexano/ Acetato de tilo 10% 150 mL
6 n-Hexano/ Acetato de tilo 15% 150 mL
7 n-Hexano/ Acetato de tilo 25% 150 mL
8 n-Hexano/ Acetato de tilo 30% 150 mL
9 n-Hexano/ Acetato de tilo 40% 150 mL
10 n-Hexano/ Acetato de tilo 60% 150 mL
11 n-Hexano/ Acetato de tilo 80% 150 mL
12 Acetato de etilo 100% 150 mL
13 Metanol 100% 75 mL

FIGURA 32. SEGUIMIENTO DE COLUMNA CROMATOGRAFICA 3.

Se reunieron las fracciones obtenidas y se realizd el cromatograma correspondiente.
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Extracto
crudo

Extraccion liguido-liquido

v v 5
Extracto Extracto de Extracto de
acuoso acetatode hexano
etilo
wCl

[Rl R2 R3(R4)R5(R6)R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14]

c2

Rl\

P Pinostrombina

- . Cumarina

FIGURA 33. DIAGRAMA DE FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO.
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Datos fisicos y espectroscopicos de los metabolitos aislados de Chenopodium graveolens

Nombre: Pinostrobina

Formula molecular: CiH1404

5-hidroxi-7-metoxi-2-fenilcroman-4-ona (Pd-1)

H;C

Aspecto fisico: cristales blancos (15 mg)

OH O

TABLA 12. DATOS ESPECTROMETRICOS PINOSTROMBINA

EM M/Z (%)=

270.29 [M'] (26), 193.22 (52), 166.17 (43), 138.18 (61),
114.16 (14), 110.15 (52), 95.13 (100), 91.15 (23), 78.15
(57), 77.13 (71), 69.09 (74), 51.12 (59), 39.12 (36).

RMN H (400 MHz, CDCl;) &

2.87 (1H, dd, J1= 17.2 Hz; J,= 3.2 Hz, H-3b), 3.15 (1H, dd,
J1= 17.2 Hz; Jo= 12.8 Hz, H-3a), 3.83 (3H, s, 7-OMe), 5.46
(1H, dd, Ji= 12.8 Hz; J,= 3.2 Hz, H-2), 6.09 (1H, d, H-6),
6.10 (1H, d, H-8), 7.49 (5H, m, H-2", H-3", H-4', H-5', H-
6°), 12.04 (1H, s, 5-OH).

RMN *3C (100 MHz, CDCl;) &:

43.39 (t, C-3), 55.68 (c, C-7-OMe), 79.23 (d, C-2), 94.28
(d, C-8), 95.17 (d, C-6), 103.18 (s, C-10), 126.13 (d, C-2’,
C-6'), 128.87 (d, C-3", C-4’, C-5), 138.42 (s, C-1'), 162. 80
(s, C-9), 164.18 (s, C-5), 168.01 (s, C-7), 195.73 (s, C-4).
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Datos fisicos y espectroscopicos de los metabolitos aislados de Chenopodium graveolens

2H-cromen-2-ona (Pd-2)

Nombre: Cumarina
Formula molecular: CoHgO,

Aspecto fisico: cristales ligeramente amarillos (15 mg)

TABLA 13. DATOS ESPECTROMETRICOS CUMARINA.

EM M/Z (%)= 146.22 [M*] (14), 118.20 (48), 90.18 (57), 89.17 (60),
74.15 (10), 63.15 (100), 62.16 (38), 39.15 (35), 37.14
(14).

RMN *H (400 MHz, CDCl;) & 6.45 (1H, d, J= 9.2 Hz, H-3), 7.31 (1H, m, H-8), 7.36 (1H,
d, H-6), 7.57 (2H, m, H-5, H-7), 7.73 (1H, d, J= 9.2 Hz, H-
4)

RMN *3C (100 MHz, CDCl5) 6:  116.73 (d, C-3), 116.90 (d, C-6), 118.86 (s, C-9), 124.40
(d, C-8), 127.84 (d, C-7), 131.81 (d, C-5), 143.37 (d, C-4),
154.09 (s, C-5), 160.71 (s, C-2).
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6.1. GENERACION DE EXTRACTOS

TABLA 14. DATOS FiSICOS DE LOS EXTRACTOS.

Peso

Extracto Caracteristicas fisicas

(8)
Extracto de coloracidn verdosa-negro, con olor caracteristico, de
Crudo 184.47 1Ct0 A€ gro, ’
consistencia suave.
Extracto pegajoso, de coloracién café-amarilloso, con olor dulce,
Acuoso 52.92 . . .
de consistencia chiclosa.
Acetato de 15.07 Extracto seco, de coloracién negro, con olor caracteristico.
etilo '
Extracto liquido, de coloracién negro, con olor caracteristico
Hexano 20.06 . q ’ Ero, ’
consistencia suave.

NO TENGO FOTOGRAFIAS DE LOS EXTRACTOS SECOS
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6.2. PERFIL FITOQUIMICO CUALITATIVO POR PRUEBAS DE COLORIMETRIA'Y
CCF

6.2.1 PRUEBAS COLORIMETRICAS

TABLA 15. EVALUACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS DEL EPAZOTE Y SUS PARTICIONES.

Metabolito secundario Técnica Crudo Acuoso Acetato de etilo Hexano
Wagner - - - -
Alcaloides Mayer - - - -
Dragendorff - - - -
Cloruro férrico + + + +
Taninos
Gelatina - - - -
Esteroides y triterpenoides Lieberman — Burchard + - + +
Carbohidratos Benedict + + - -
Saponinas Espuma - + - -
Glucésidos Antraquinonas Borntrager - - - -
Cumarinas Erlich + + + -
+ + + +
Flavonoides Shinoda Flavonas Flavononas Flavonas Flavonas
Naranja Rosa Naranja Naranja

Se encontro la presencia de metabolitos secundarios como flavonoides y taninos en los
extractos evaluados, asi como la presencia de Cumarinas en todos excepto el extracto
hexanico.

Por otro lado, la presencia de esteroides y triterpenoides fue detectada de manera
abundante en el extracto crudo y sus particiones con acetato de etilo y hexano, mientras
gue los metabolitos de tipo saponina fueron identificados Unicamente en el extracto
acuoso.

Cabe destacar que los extractos no presentan Glucdsidos antraquindnicos ni alcaloides.

Los resultados concuerdan con estudios previos realizados de caracterizacién quimica de
Chenopodium graveolens de algunos metabolitos aislados como (+)-8a-Hidroxielemol, (+)-
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8a-Acetoxicriptomeridiol, Criptomeridiol que son compuestos de origen terpénico;
Pinostrobina, pinocembrina, Crisina de origen flavénico y la presencia de cumarinas
(Alvarez-Ospina, Rivero Cruz, Duarte, Bye, & Mata, 2013; Calzada, Veldzquez, Cedillo-Rivera, & Esquivel,
2003; Gonzalez-Maciel et al., 2015; Mata, Gel, Alvarez, & Ci, 1987), asi como los valores de las

pruebas antioxidantes.

6.2.2 CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Se realizaron tres recorridos en CCF de los extractos obtenidos, utilizando como fase mévil
n-hexano/acetato de etilo al 30 y 50 % y como reveladores quimicos vainillina y éleum.

El tercer recorrido fue realizado con la fase movil de n-hexano/acetato de etilo al 50% y
con un revelado de dleum, sin embargo, se logra una mejor separacion de los
componentes utilizando la fase moévil al 30 %.

Después de analizar las placas cromatograficas, se identificd en el extracto de acetato de
etilo una mancha de interés (ver imagen 33) para su separacion y caracterizacion
estructural.

Ac Acet Hex

FIGURA 34. 2DO RECORRIDO EXTRACTOS REVELADO VAINILLINA

colorimetria'y CCF
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6.2.3 REACCION DE ACETILACION DE AZUCARES

Se obtuvo un peso de 0.3837 g de crudo de la reaccion primera de acetilacidn, asi como
0.7053 g de la segunda reaccién. De ambas reacciones se realiz6 monitoreo por
cromatografia de capa fina donde se observé la apariciéon de un compuesto no presente
en el material de partida lo que sugiere sea el producto deseado.

FIGURA 35. CCF n-HEXANO/ACETATO DE ETILO 30% FIGURA 36. CCF n-HEXANO/ACETATO DE ETILO 50%
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~
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FIGURA 37. ESPECTRO INFRARROJO DE EXTRACTO ACUOSO.

Después de analizar por Espectroscopia infrarroja se observé la disminucion de la banda
a 3295 cm™ caracteristica de la presencia de grupos hidroxilo y la aparicién de las bandas a
1744 cm'1y 1747 cm* relacionadas con la presencia de grupos carbonilo.
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FIGURA 38. ESPECTRO INFRARROJO REACCION 1 ACETILACION.
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FIGURA 39. ESPECTRO INFRARROJO REACCION 2 ACETILACION.

El analisis del crudo de RX por CG-EM para obtener los cromatogramas y los espectros de
masas (ver en Anexos) indicaron la presencia de varios posibles componentes que fueron
acetilados, ademas de presentar a 43 m/z la sefial caracteristica de los grupos acetilo.
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6.3. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

6.3.1 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS

Se obtuvieron 3 cepas clinicas con las siguientes caracteristicas morfoldgicas colonial y
microscopicamente:

= B-1: Gram negativo, colonia color rosa, de 2-3 mm de didmetro, borde entero,
circular, traslucida.

= B-2: Gram positivo, colonia color amarilla, de 1-2 mm de didmetro, mate.

= B-3: Gram positivo, Cepas color blancas, 0.5 mm de didmetro, mate, circular con
borde entero.

De acuerdo a lo observado en el visor de BBL CRYSTAL se obtuvo los cdédigos
correspondientes a B-1: Escherichia coli, B-2: Staphylococcus warneri y B-3: Aerococcus
urinae.

Las cepas presentaron los siguientes resultados con sus antibidticos control.

TABLA 16. ANTIBIOTICOS CONTROL B-1: Escherichia coli

Diametro

Antibidtico em Sensibilidad
Ciprofloxacino CIP - R
Eritromicina E - R
Gentamicina GM e R
SMX/TMP STX 2.8 S
Nitrofurantoina FM 2.2 S
Ceftriaxona CRO 3.15 S
Ampicilina AM e R
Amikacina AN 21 S
Amoxicilina
/Acido AMC 1.9 S
clavulanico FIGURA 40. ANTIBIOGRAMA CONTROL
Estreptomicina S 1.2 R DE B-1: Escherichia coli.
Vancomicina VA 1.2 R
Tetraciclina TE 2.1 S
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TABLA 17. ANTIBIOTICOS CONTROL DE B-2: Staphylococcus warneri.

Diametro

Antibidtico Sensibilidad
(cm)
Ciprofloxacino CIP 2.8 S
Eritromicina E 3.1 S
Gentamicina GM 3.1 S
SMX/TMP STX 3.2 S
Nitrofurantoina FM 2 S
Penicilina P 4 S
Ampicilina AM 3.1 S
Clindamicina cC 2.8 S
Bacitracina BAC R FIGURA 41. ANTIBIOGRAMA CONTROL
Estreptomicina S 15 I DE B-2: Staphylococcus warneri.
Vancomicina VA 1.7 R
Tetraciclina TE 2.6 S

TABLA 18. ANTIBIOTICOS CONTROL DE B-3: Aerococcus urinae.

Diametro

Antibidtico Sensibilidad
(cm)
Ciprofloxacino CIP 3.3% S
Eritromicina E NM S
Gentamicina GM 4 S
SMX/TMP STX NM* S
Nitrofurantoina FM 4.1%* S
Penicilina P NM S
Ampicilina AM 3.2 S
FIGURA 42. ANTIBIOGRAMA CONTROL
Clindamicina CcC NM S )
DE B-3: Aerococcus urinae.

Bacitracina BAC - R
Estreptomicina S 2.4 S
Vancomicina VA 2.8 S
Tetraciclina TE NM* S

NM= No medible

Durante la observacion de los antibiogramas realizados con las cepas se observd inhibicidn
en algunos casos, sin embargo, algunas colonias fueron resistentes al antibidtico en el halo
de inhibicién. Se analizaron las colonias que presentaron resistencia por una identificacién
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en BBL CRYSTAL y por su morfologia, y se pudo establecer que Escherichia coli fue la cepa
resistente en B-2 y B-3.

6.3.1.2 TECNICA DE ANTIBIOGRAMA DE KIRBY-BAUER

No se presenté halo de inhibicién en ninguna de las cepas evaluadas con ninguno de los
extractos evaluados.

Cepa B-1: Escherichia coli vs Extractos

FIGURA 43. B-1 VS EXTRACTO 000. FIGURA 44. B-1 VS EXTRACTO 001

FIGURA 45. B-1 VS EXTRACTO 002 FIGURA 46. B-1 VS EXTRACTO 003

Extracto 000= crudo; Extracto 001= particién acuosa; Extracto 002= particién de acetato de etilo; Extracto 003= particién
hexanica.
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No hubo la presencia de halo de inhibicidn frente a Escherichia coli, con ninguno de los
extractos.

Cepa B-2: Staphylococcus warneri vs Extractos

FIGURA 47. B-2 VS EXTRACTO 000 FIGURA 48. B-2 VS EXTRACTO 001

FIGURA 49. B-2 VS EXTRACTO 002 FIGURA 50. B-2 VS EXTRACTO 003

No hubo presencia de halos de inhibicion frente a la cepa de Staphylococcus warneri de
los extractos evaluados incluyendo los controles de Etanol (002) y DMSO (003).
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Cepa B-3: Aerococcus urinae vs Extractos

FIGURA 51. B-3 VS EXTRACTO 000 FIGURA 52. B-3 VS EXTRACTO 001

FIGURA 53. B-3 VS EXTRACTO 002 FIGURA 54. B-3 VS EXTRACTO 003

No hubo presencia de halos de inhibicion con ninguno de los extractos evaluados frente a
Aerococcus urinae, indicandonos que son resistentes a los componentes de dichos
extractos.
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TABLA 19. RESULTADOS ANTIMICROBIANOS PRELIMINARES.

E.
Ciprofloxacino Eritromicina Nitrofurantoina acetato .
crudo acuoso . hexanico
de etilo

Escherichia coli R R S R R R R

Staphyloc0f:cus s s S R R R R
warneri

Aero.coccus s s s R R R R
urinae

6.3.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR LA TECNICA DE DISCO-PLACA

Después de 24 horas de incubacidn se revisaron los antibiogramas realizados obteniendo
lo siguiente:

Pseudomonas aerugiosa: No hubo presencia de halo de inhibicién por parte de ningln
extracto, ni del control negativo ni el positivo.

Candida albicans: No hubo inhibicién por parte del control positivo, solo hubo inhibicién
por parte del extracto de Acetato de etilo con un didmetro de 8 mm

Enterococcus faecalis: No hubo presencia de halo de inhibicion por parte de ningln
extracto, ni del control negativo ni el positivo.

Enterobacter aerogenes: Presencia de halo de inhibicién de 19 mm de ampicilina, no hubo
inhibicion por parte de los extractos a excepcidon del acuoso que mostro 7 mm de
diametro de inhibicion.

Salmonella typhimurium: Presencia de halo de inhibicion de 22 mm de ampicilina, no hubo
inhibicion por parte de los extractos a excepcidon del acuoso que mostro 7 mm de
diametro de inhibicion.

TABLA 20. RESULTADOS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

- E. E. acetato de E.
Metanol Antibidtico . .-
crudo acuoso etilo hexanico
Pseudomonas aerugiosa R R R R R R
Candida albicans R R R R R R
Enterococcus faecalis R R R R R R
Enterobacter aerogenes R S R R R R
Saln'wne'lla R S R R R R
typhimurium
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FIGURA 56. Candida albicans

FIGURA 57. Enterococcus faecalis
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FIGURA 59. Salmonella typhimurium

Los ensayos antimicrobianos preliminares (ver tabla 19) mostraron que a concentraciones
inferiores de 1 mg/mL no se tiene un efecto frente las cepas evaluadas, sin embargo,
podria haberse debido a que la concentracién era demasiado baja por lo que se planteé el
incrementar la dosis de los sensidiscos.

Se realizaron mds bioensayos antimicrobianos pero frente a cepas con resultado de
inhibicidon conocido como Candida albicans y Pseudomonas aeruginosa (Rojas et al.,
1992), mas sin embargo los resultados no fueron favorables al mostrar escasa o nula
inhibicién, por lo que se optd por utilizar cepas que son responsables de causar diarrea
debido al conocimiento de su uso etnobotanicos, el resultado fue igual que con las cepas
pasadas ya que no se mostrd inhibicidn del crecimiento bacteriano.

Se plantea la posibilidad que Chenopodium graveolens mas que actuar como un
bactericida, actué como estimulante del crecimiento de la biota intestinal, lo que
explicaria su uso en el tratamiento de padecimientos digestivos y los beneficios que le ha
dado a quienes lo utilizan.
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6.4. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y DETERMINACION DE COMPUESTOS
POLIFENOLICOS

6.4.1 TECNICA DE FOLIN-CIOCALTEU PARA DETERMINAR COMPUESTOS POLIFENOLICOS

Se evalud la cantidad de polifenoles presentes en cada uno de los extractos obtenidos de
Chenopodium graveolens por medio de la técnica de Folin-Ciocalteu. Los resultados
obtenidos se muestran en las siguientes tablas, estos se expresan como pg/100 g EAG.

TABLA 21. RESULTADOS POLIFENOLES DEL EXTRACTO CRUDO.

Cantidad
Promedio Polifenoles
de ABS (ng/100 g

Experimento Experimento | Experimento

EAG)
A 0.008 0.011 0.016 0.0135 42.8182
B 0.014 0.01 0.012 0.012 42.1364
C 0.014 0.01 0.01 0.01133333  41.8333

TABLA 22. RESULTADOS POLIFENOLES DEL EXTRACTO ACUOSO.

. . : Cantidad
Experimento Experimento | Experimento . .
1 ) 3 Promedio Polifenoles
de ABS (ng/100 g
ABS ABS ABS EAG)
A 0.005 0.005 0.004 0.00466667 38.8030
B 0.005 0.005 0.004 0.00466667 38.8030
C 0.004 0.004 0.005 0.00433333 38.6515

TABLA 23. RESULTADOS POLIFENOLES DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO.

Cantidad

Experimento Experimento | Experimento . .
P P P Promedio Polifenoles

de ABS (ng/100 g

EAG)
A 0.067 0.1 0.093 0.08666667 76.0757
B 0.105 0.114 0.104 0.10766667 85.6212
C 0.079 0.11 0.089 0.09266667 78.8030
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TABLA 24. RESULTADOS POLIENOLES DEL EXTRACTO HEXANICO.

Cantidad

Experimento Experimento | Experimento . .
P P P Promedio Polifenoles

de ABS (ng/100 g

EAG)
A 0.02 0.027 0.016 0.021 46.2273
B 0.02 0.024 0.02 0.02133333  46.3788
C 0.021 0.022 0.022 0.02166667  46.5303

TABLA 25. RESULTADOS POLIFENOLES.

Extracto Cantidad de polifenoles (ug/100 g EAG) Desviacion estandar ‘
Crudo 42.2626 0.504
Acuoso 38.7525 0.087
Acetato de etilo 80.1667 4916
Hexano 46.3788 0.151

Estos resultados indican que el extracto de acetato de etilo posee una mayor cantidad de
polifenoles con respecto a los demas. El extracto acuoso mostré una menor cantidad de
polifenoles inclusive menor que el extracto hexanico.

Polifenoles presentes en Chenopodium graveolens

M Cantidad de polifenoles (ug/100 g EAG)

80.1667

46.3788

42.2626 38.7525

Crudo Acuoso Acetato de etilo Hexano

GRAFICA 1. POLIFENOLES PRESENTES EN Chenopodium graveolens
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6.4.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DE DPPH

Se evalud cada extracto por triplicado a fin de obtener la CEsy de cada uno por la técnica
de DPPH. Obteniendo el resultado que se muestra en la tabla 26.

TABLA 26. RESULTADOS DE EVALUACION ANTIOXIDANTE POR EL METODO DE DPPH.

Extracto Exp(en:imento 1 Experimento 2 Experimento 3 procr:5eo dio Desv'iacién
g/mL) (mg/mL) (mg/mL) - estandar
Crudo 0.2829 0.2861 0.3214 0.2968 0.021
Acuoso 0.2628 0.2791 0.2708 0.2709 0.008
Acetato 0.0876 0.0848 0.09851 0.0903 0.007
Hexano N/A N/A N/A N/A N/A
Control 0.003

Los resultados obtenidos mostraron que el extracto de acetato de etilo presenté un mayor
efecto antioxidante con respecto a los demds. De alguna manera era un resultado
esperado debido a que fue el que presentd una mayor concentracion de compuestos
polifendlicos. El de menor actividad fue el extracto hexdnico (menos del 20 %).

El control utilizado fue Quercetina que posee una CEsg de 0.003 mg/mL muy por debajo de
las presentadas por el extracto crudo y sus particiones, por lo tanto no lograron superar al
control.

DPPH de Chenopodium graveolens
0.29684488
0.27090457
0.09031127
m CEs
0 0.003
A A
Crudo Acuoso Acetato de Hexano Control
etilo

GRAFICA 2. DPPH DE Chenopodium graveolens
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6.4.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DE ABTS

Se evaluaron cada uno de los extractos hasta la obtencidon de la CEsy obteniendo los
resultados que se muestran en la tabla

TABLA 27. RESULTADOS EVALUACION ANTIOXIDANTE POR EL METODO DE ABTS.

Concentra- Experimentol Experimento2 Experimento CEso . Desviacio
Extracto cién (mg/mL) (mg/mL) 3 (mg/ml) promedio n
& & & (mg/mL) estandar
Crudo 2mg 2.5863 2.5815 2.5839 0.003
Acuoso 2mg 3.8207 3.9154 4.0571 3.9311 0.119
Ace::i:z de 1mg 1.0302 0.9796 0.9786 0.9961 0.029
Hexano 5mg 6.9274 6.9947 6.9610 0.048
Control 1mg 0.05

De los extractos evaluados con esta técnica de ABTS, la particion de acetato de etilo
presentd una mayor actividad antioxidante, y una vez mas el extracto de n-hexano fué el
menos activo con una CEsy de casi 7 mg/mL. Estos resultados son muy similares a los
obtenidos en DPPH.

De igual manera se empled el flavonoide Quercetina como control positivo teniendo una
CE50 de 0.05 mg/mL.

ABTS de Chenopodium graveolens

6.961059

3.931105

2.583912 m i,

0.996145

Crudo Acuoso Acetato de Hexano Control
etilo

GRAFICA 3. ABTS DE Chenopodium graveolens

compuestos polifendlicos
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6.5. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

6.5.1 COLUMNA CROMATOGRAFICA EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

Las 129 fracciones obtenidas de la columna cromatografica del extracto de acetato de
etilo, fueron monitoreadas por CCF y agrupadas en 14 reuniones. Después de eliminar el
disolvente se obtuvieron sus respectivos pesos como se presentan en la tabla 28.

TABLA 28. PESO REUNIONES COLUMNA 1.

Reunion Peso (mg)

1 5.4
2 6.7
3 2.4
4 54.4
5 16
6 29.7
7 203
8 2115
9 164.8
10 81.5
11 155.7
12 341.8
13 224.6
14 2133
15 2760

Durante el fraccionamiento de la columna cromatografica se pudo observar la aparicidon
de un precipitado blanco en los tubos de ensaye correspondientes a las fracciones de la
reunién 11 (ver figura 61); ademas se observo la formacion de cristales en la reuniéon 4
aisldndose de esta 7.6 mg de un componente puro (ver figura 60). También en la reunién
9 se presentd un precipitado color amarillo.
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FIGURA 60. CRISTAL REUNION 4 FIGURA 61. PRECIPITADO REUNION 11

En el revelado con oleum la mancha amarilla de la reunion 2 paso de ser amarilla a ser de
color café. Se intencificaron las manchas amarillas en la reunién 3, 4 y 5. Las manchas
grises de la reunion 7 y 8 se tornaron un azul-verdoso. Y hubo la aparicion de manchas de
color amarillas de la reunion 9 a la 14, asi como la presencia de algunas manchas de color
café y verde que antes eran de coloracion café.

. .
- \. .
| -~ - .
. - " 2 9 7\ h \.‘- a\ /7 4
£ R R '~~X'~)« RS g¢ vt g2 ¢t ¢© !*\ 4

FIGURA 62. CROMATOGRAMA REVELADO EN OLEUM.

El revelado con oleum de la CCF comparativa de las reuniones, se presenta en la figura 62.
Los pesos obtenidos de los productos que pudieron aislarse por precipitacion o
cristalizacidn de las reuniones 4, 9 y 11 se indican en la tabla 29.
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TABLA 29. PRODUCTOS OBTENIDOS DE LAS REUNIONES 4,9 Y 11

Compuesto Reunion Peso (mg)
Cristal transparente R4 7
Precipitado amarillo R9 11.4

Precipitado blanco R11 1.07

Es importante mencionar que debido a la poca cantidad de compuesto aislado de la
reunion 4, se realizd un percolado por columna de la misma reunidon para obtener
material suficiente que pueda ser utilizado en el analisis por CG-EM y RMN.

Para la purificacidon de este compuesto de la reunién 4, se realizaron varios lavados con n-
hexano hasta eliminar la totalidad del color relacionado con posibles impurezas, dejando
asi un cristal de color blanco-cristalino que se formé principalmente en las paredes del
recipiente utilizado.

Para confirmar la pureza relativa del compuesto aislado de R4, se realiz6 una CCF
comparativa entre el cristal y R4 (ver figura 63).

FIGURA 63. CCF R4 Y EL CRISTAL AISLADO

Como puede observarse R4 presenta manchas ligeras que indican la presencia de
componentes minoritarios. Sin embargo, predomina de manera mayoritaria el posible
producto de interés.
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PINOSTROMBINA (PD-1)

El cristal obtenido se llevd a un analisis por CG-EM presentando en el cromatograma dos
picos con tiempos de retencién de 7.32 y 7.44 min respectivamente. En el espectro de
masas de ambos componentes se presentaron los mismos patrones de fragmentacion,
teniendo como i6n molecular 270.29 m/z. Este compuesto se identific6 como Pd-1. (ver
Cromatograma en Anexos)

Se realizé una busqueda en la base de datos del sistema de CG-EM buscando una
molécula con un ion molecular y patrén de fragmentacion similar, se localizé que la 2’,6’-
dihidroxi-4’-metoxi-chalcona tiene un 82% de similaridad asi como un patrén de
fragmentacion similar

El andlisis por resonancia magnética nuclear de 'H mostré a campo alto con
desplazamiento de 3.83 & un singulete con integracion para tres protones,
correspondiente a los hidrégenos del metoxilo 7-OMe; a un desplazamiento de 3.15y 2.87
0 se observaron dos dobles de dobletes con integracidon para un protén, lo cuales son
asignables a los protones diasterotépicos alfa al carbonilo H-3a y H-3b (J;= 17.2 Hz, J,=
12.8 Hz y J;=17.2 Hz, J,= 3.2 Hz respectivamente); por otro lado, el protén H-2, se observo
como un doble de dobletes a un desplazamiento de 5.46 O, con constantes de
acoplamiento de J;= 12.8 Hz y J>= 3.2 Hz con H-3a y H-3b respectivamente; los protones
aromatico H-6 y H-8 del anillo A se observan como dobletes con integracién para un
protén (6.09 y 6.10 & respectivamente). Todas las asignaciones pueden observarse
resumidas en la siguiente tabla:

TABLA 30. DATOS DE RMN ‘H DEL COMPUESTO (Pd-1) REALIZADOS EN CDCl;.

Posicion Posicion

2 5.46 (1H, dd, J1= 12.8 Hz; J,= 3.2 Hz) 2" 7.49 (5H, m)
3(a) 3.15(1H,dd, J;=17.2 Hz; /,=12.8Hz) 3’ 7.49 (5H, m)
3(b) 2.87 (1H,dd,Ji=17.2Hz; b=3.2Hz) 4 7.49 (5H, m)
=
6

6 6.09 (1H, d) 7.49 (5H, m)
8 6.10 (1H, d) 7.49 (5H, m)
7-OMe 3.83 (3H, s) 5-OH 12.04 (1H, s)

El espectro de RMN 13C se observan 16 4tomos de carbono, destaca la presencia a menor
campo del carbono carbonilico (C-4) a 195.73 5, seguido de los carbonos unidos a
heteroatomo de oxigeno C-7, C-5y C-9 con 168.01, 164.18 y 162.80 J; los carbonos a (C-3)
y B (C-2) respecto al carbonilo a 43.39 y 79.23 § respectivamente, asi como el carbono,
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correspondiente al metoxilo, a un desplazamiento de 55.68 d. Todas las asignaciones
pueden observarse resumidas en la siguiente tabla:

TABLA 31. DATOS DE RMN ** C DEL COMPUESTO (Pd-1) REALIZADOS EN CDCl;.

Posicion oc Posicion oc
2 79.23 (d) 10 103.18 (s)
3 43.39 (t) 7-OMe 55.68 (c)
4 195.73 (s) 1’ 138.42 (s)
5 164.18 (s) 2 126.13 (d)
6 95.17 (d) 3 128.87 (d)
128.87
7 168.01 (s 4’
(s) (d)
128.87
8 94.28 (d 5
(d) (d)
9 162.80 (s) 6 126.13 (d)

En el experimento COSY se observd la correlacién del protédn 2 con los protones
diasterotépicos H-3a y H-3b a tres enlaces.

FIGURA 64. ACOPLAMIENTOS COSY DE Pd-1

Por otro lado, dentro de las correlaciones mas importantes observadas en el experimento
HMBC se destaca, dentro del anillo A, la del protén del hidroxilo 5-OH con C-6 y C-10 a tres
enlaces, los protones del metoxilo (7-OMe) con C-7 a tres enlaces, y el protén H-8 con los
carbonos C-6 y C-10 a tres enlaces, ademas con C-7 y C-9 a dos enlaces.
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OH O

FIGURA 65. ACOPLAMIENTOS HMBC DE Pd-1.

En el anillo B, se observo el acoplamiento de los protones diaterotdpicos con los carbonos
C-4 y C-2 a dos enlaces, y a tres enlaces con C-1"; para el protén de la posicién dos, se
observé acoplamiento a tres enlaces con C-4, C-6" y C-2°, y a dos enlaces con C-1".

OH O

FIGURA 66. ACOPLAMIENTOS HMBC DE Pd-1.

Universidad Auténoma de Baja California | 6.5. Aislamiento y caracterizacion de metabolitos ¥}
secundarios



Estudio fitoquimico preliminar y evaluacién de la actividad antibacteriana y
Enero de 2020 antioxidante de Chenopodium graveolens (Willd)

TABLA 32. DATOS DE RMN *H, **C Y CORRELACIONES COSY, HSQC Y HMBC DEL COMPUESTO (Pd-1)
REALIZADOS EN CDCl;.

1H RMN Bidimencionales
Posicion 5, Multiplicidad Integracion J (Hz) HSQC COoSsY HMBC
2 5.46 dd 1H J;=12.8 79.23(d) H-3a,H- C-1’,C-2',C-6,C-
3b 4
5,=3.2
3 3a= dd 1H J;=17.2 43.39 (t) - C-4,C-1',C-2
3.15
J,=12.8
3b= dd 1H J;=17.2
2.87
5,=3.2
4 195.73
(s)
5 164.18
(s)
6 6.09 d 1H - 95.17 (d) -
7 --- --- - - 168.01 -
(s)
8 6.10 d 1H - 94.28 (d) - C-6, C-10, C-7,C-9
9 --- --- - - 162.80 -
(s)
7-OMe 103.18
(s)
11 3.83 S 3H --- 55.68 (c) --- c-7
1 --- --- --- --- 138.42(s) --- -
2 7.49 m 5H --- 126.13 --- Cc-2,C-1°,C-3', C-
(d) 4’, C-6
3’ 7.49 m 5H --- 128.87 --- -
(d)
4 7.49 m 5H --- 128.87 --- -
(d)
5’ 7.49 m 5H --- 128.87 --- -
(d)
6’ 7.49 m 5H - 126.13 - Cc-2,C-1',C-5, C-
(d) 4,C-2
5-OH 12.04 S 1H --- --- --- C-6, C-10

California
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6.5.2 COLUMNA CROMATOGRAFICA 2, REUNION 6

De las 57 fracciones derivadas de R6 se obtuvieron 2 reuniones. En una de ellas se
identific6 por CCF un compuesto candidato a aislamiento. De estas se obtuvieron los
siguientes pesos:

TABLA 33. PESOS DE REUNIONES DE COLUMNA 2.

Reunion Peso (mg)
Reunién 1 12.5
Reunién 2 15.8

En la reunién 2 fue localizado el compuesto de interés, que fue secado y analizado por
CG-EM vy fue identificado como Pd-2.

CUMARINA (PD-2)
De acuerdo a lo obtenido en el CG-EM, Pd-2 mostré un tiempo de retencion a los 4.24 min
y en el espectro de masas se identificé un ion molecular de 147 m/z.

El andlisis por resonancia magnética nuclear de protén permitié confirmar la estructura
del compuesto debido a la presencia de dos sefiales a 7.73 y 6.45 ppm observadas como
dobletes con integracién para un hidrégeno, el célculo de las contantes de acoplamiento
mostré valores de J= 9.2 Hz, tipicas de acoplamientos vecinales de tipo cis en el sistema
ap-insaturado (H-3 y H-4); el resto de las sefiales aromaticas se presentan en la tabla 34.

FIGURA 67. ESQUELETO Y NUMERACION DE LA CUMARINA

Por otro lado, los experimentos de carbono 13 mostraron como sefiales mas
representativas las del carbonilo de la lactona a 160.71 ppm; en 116.73 y 143.37 ppm los
desplazamientos correspondientes a los carbonos C-3 y C-4 del sistema vinilico; el resto de
las sefales aromaticas se presentan en la tabla 34.
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TABLA 34. DATOS DE RMN 'H, **C Y CORRELACIONES HSQC Y HMBC DEL COMPUESTO (Pd-2) REALIZADOS
EN CDCls.

'H RMN Bidimencionales
Posicion &H  Multiplicidad Integracion J(Hz) HSQC HMBC

2 - --- --- 160.71 (s)
3 6.45 d 1H J=9.2 116.73(d) C-2,C-9
4 7.73 d 1H J=9.2 143.37(d) C-2,C-10
5 7.57 m 2H 131.81(d) C-4,C-7,C-10
6 7.36 d 1H 116.90 (d) Cc9
7 7.57 m 2H 127.84 (d) C-5, C-10
8 7.31 m 1H 124.40 (d) Cc9
9 - - - 118.86 (s)
10 --- - - 154.09 (s)

California
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6.5.3 COLUMNA CROMATOGRAFICA 3, REUNION 8.
Se recolectaron 55 fracciones de la columna realizada las cuales fueron revisadas por

medio de cromatografica de capa fina a fin de determinar las reuniones a formar.

Las 55 fracciones fueron agrupadas en 8 reuniones debido a sus semejanzas ya sea en un
revelado ultravioleta y/o con éleum. Todas ellas fueron secadas y almacenadas para la
realizacion del posterior cromatograma.

A continuacion se muestran las reuniones obtenidas:

TABLA 35. PESOS DE REUNIONES OBTENIDAS DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA 3.

Reunion Peso (mg)

1 9.3
83.4
100.3
4.4
1.4
4.09
2.45
2.52

INOUn | ~|WIN

Una vez obtenidos los pesos se realizd el cromatograma completo de la columna para la
observacion del patron de separacion.

FIGURA 68. CROMATOGRAMA DE COLUMNA CROMATOGRAFICA DE REUNION 8.
(RECORRIDO NORMAL, REVELADO EN LUZ UV, REVELADO CON OLEUM)
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La evaluacién de compuestos polifendlicos por el método de Folin-Ciocalteu de los
extractos obtenidos de Chenopodium graveolens, condujo como principal resultado que el
extracto de acetato de etilo contiene la mayor cantidad de estos componentes.

Los resultados de actividad antiradicalaria por las técnicas de DPPH y ABTS
mostraron que la particion de acetato de etilo presenté el mejor perfil antioxidante. Estos
datos sugieren una correlacién entre la concentracién de compuestos polifendlicos de
este extracto y su efecto de inhibicién oxidativa.

En lo bioensayos antimicrobianos de Chenopodium graveolens frente a Escherichia
coli, Staphylococcus warneri y Aerococcus urinae, se pudo determinar que los extractos
derivados de esta planta son inactivos para inhibir el crecimiento de estas cepas.

En los experimentos antimicrobianos de Chenopodium graveolens frente a
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Enterococcus faecalis, Enterobacter
aerogenes y Salmonella typhimurium se determind inactivos los extractos evaluados para
inhibir el crecimiento de estas cepas.

Del extracto de acetato de etilo se pudieron aislar los metabolitos secundarios
Pinostrobina y Cumarina, ambos caracterizados estructuralmente por espectrometria de
masas y espectroscopia de resonancia magnética nuclear.
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ANEXO 1. ESPECTRO INFRARROJO DE PARTICION ACUOSA.
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ANEXO 2. ESPECTRO INFRARROJO DE REACION 1 DE ACETILACION.
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ANEXO 4. CROMATOGRAMA Y ESPECTRO DE MASAS DE REACCION 1 DE ACETILACION.
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ANEXO 6. CROMATOGRAMA Y ESPECTRO DE MASAS DE Pd-1.
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ANEXO 8. ESPECTRO DE RMN BIDIMENSIONAL DE Pd-1
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ANEXO 10. ESPECTRO RMN BIDIMENSIONAL Pd-2
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ANEXO 11. ESPECTRO DE RMN Pd-2.
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INSTRUMENTACION

ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Las mediciones de absorbancia de las pruebas antioxidantes se realizaron en un
espectrofotémetro THERMO SCIENTIFIC, modelo Genesys 20, en celdas de cuarzo de 10
mm. Como disolvente se empled metanol, etanol, acetona o agua destilada.

ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

Los espectros de IR fueron realizados en un espectrofotémetro Thermo Scientific modelo
Nicolet is5. Los valores de transmitancia (u) estan expresados en cm™,

ESPECTROMETRIA DE MASAS

Para la obtencién de los espectros de masas se empled la técnica de ionizacion por
impacto electrénico, utilizando un cromatégrafo de Gases Thermo Scientific modelo
TRACE 1310 acoplado a un espectrémetro de masas de cuadrupolo sencillo Thermo
Scientific modelo I1SQ LT.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Para la obtencidn de los espectros de resonancia magnética nuclear se utilizdé un
espectrometro Bruker Avance Il de 400 MHz. Se utilizé6 CDCI3 y DMSO como disolventes y
TMS como referencia interna. Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en ppm y las
constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz. Las siguientes abreviaciones se
utilizaron para explicar las multiplicidades: s=singulete, d=doblete; t=triplete, g=cuarteto,
dd=doble de doblete, m=multiplete.

TECNICAS EXPERIMENTALES

CONDICIONES DE REACCION

Los reactivos y los disolventes empleados fueron comprados de la mas alta calidad
comercial, y usados sin purificaciones posteriores. Todas las reacciones fueron
monitoreadas por cromatografia de capa fina.

TECNICAS CROMATOGRAFICAS

CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Se emplearon placas FLUKA Analytical de 0.2 mm con indicador fluorescente de 254 nm.
Se empled como agente visualizador luz ultravioleta a 254 nm y Oleum vy vainillina como
reveladores quimicos.
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CROMATOGRAFIA DE COLUMNA

Se empled silica gel grado técnico con tamafio de particula de 0.063-0.040 mm de marca
Aldrich Chemistry. La preparacién de las columnas consistié en el empaquetado con una
mezcla de silica gel y n-hexano, a la que posteriormente se le adicionaba en la
parte superior el crudo de reaccién por purificar. Los eluyentes habituales fueron mezclas
de nHex/AcOEt en distintas proporciones, asi como DCM y MeOH.

PROGRAMAS INFORMATICOS

Se empled el programa ChemDraw Professional 16.0 de Perkin Elmer para otorgarle
los nombres sistematicos a los productos sintetizados y la realizacién de las estructuras.
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