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RESUMEN

Este estudio se disefid para investigar algunos biopesticidas presentes en
plantas localizadas en la meseta de Popayan, averiguando otra posibilidad para el
control de insectos que afectan los cultivos. Estos compuestos conocidos como
insecticidas botanicos fueron usados por comunidades nativas en diferentes
lugares del mundo, pero ahora esta practica no es comun respecto a la utilizacion
de pesticidas sintéticos. Aunque estos compuestos son efectivos contra plagas,
representan un riesgo para la salud humana debido a que se mueven a través de

los diferentes ecosistemas y niveles tréficos en la cadena alimenticia.

Hablando acerca de la diversidad biolégica podemos decir que los recursos
regionales de plantas (“barbascos”) para producir compuestos activos es amplio.
Este trabajo confirma la presencia de varias plantas que contienen principios
activos tipo isoflavonoides. A nivel preliminar se estudiaron dos plantas Indigofera
suffruticosa Mill (Papilionaceae), Polygonum punctatum Elliott (Poligonaceae) con
excelentes posibilidades para proveer flavonoides y una tercera planta Dichondra
microcalyx (Hallier f.) Fabris que produce un rotenoide. Este compuesto se extrajo,

purifico y finalmente se establecio la estructura quimica del biopesticida.



ABSTRACT

This study was conducted to research some biopesticides presents in plants
localized in the Popayan table-land to find out other possibility to insects control
that affect crops. Compounds known which botanical insecticides were used by
native communities in different places of the world, but this is not a common
practice respect of synthetic pesticides. Although this compounds are effective
against plagues, represent a risk to human health, because it moves across

different ecosystems and trophic levels in the alimentary chain.

Talking about of biological diversity we can say that regional plant resources
(“barbascos” ) to produce active compounds is wide. This work confirm the
presence of several plants that it contain active principles isoflavonoids type. We
were studied two plants at preliminary level Indigofera suffruticosa Mill
(Papilionaceae), Polygonum punctatum Elliott (Poligonaceae) with excellent
possibilities to provide flavonoids, a third plant Dichondra microcalyx (Hallier f.)
Fabris that produce an rotenoid, this compound was extracted, purified and finally

established the  chemical  structure  of  this biopesticide.



INTRODUCCION

Las rotenonas son compuestos presentes en varias especies de los denominados
barbascos, de amplia utilizacibn como ictiotoxicos y biopesticidas. Estas rotenonas
guimicamente son compuestos de tipo flavonoide e isoflavonoide y el efecto toxico
se atribuye a la inhibicibn de la actividad NADH: ubiquinona oxidoreductasa,
afectando la respiracion mitocondrial (Fukami, 1976; Hollingworth, 1995). Esta
investigacion esta dirigida a la evaluacion de la presencia de rotenonas en las
especies Indigofera suffruticosa, Mill. (Papilionaceae), Dichondra microcalyx
(Hallie f.) Fabris (Convolvulaceae) y Poligonum punctatum Elliot (Poligonaceae)

presentes en la meseta de Popayan.

Los géneros antes mencionados segun los reportes bibliograficos contienen
compuestos flavonoides que se han usado tradicionalmente en las comunidades
indigenas y campesinas como ictiotoxico y para el control de ectoparasitos. En
nuestro medio se conoce el uso tradicional en la pesca y para control de pulgas y
piojos en animales (Miller, 1998) Estos compuestos se acumulan practicamente en

partes aéreas y subterraneas de las plantas dependiendo de cada especie.

La importancia del trabajo de investigacion esta relacionada con la posibilidad de

utilizar este compuesto para control de insectos del esparrago, agroindustria que



tiene una alta productividad y actualmente constituye una empresa de gran

proyeccion regional para la exportacion a los mercados internacionales.

El trabajo comprende dos fases importantes, la fase de campo para identificar y
colectar las plantas, la preparacion de extractos para el aislamiento, la
caracterizacion quimica del compuesto mediante técnicas espectroscopicas y la
segunda fase corresponde a la evaluacion bioldgica del principio activo que se

realizara durante el desarrollo del proyecto 551.



1. MARCO REFERENCIAL.

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Actualmente las empresas dedicadas al cultivo del esparrago (6) tienen una
produccion anual de aproximadamente 40.000 cajas/afio por empresa
(comunicacion personal, Empresa Agricola Palacé). El producto post-cosecha del
esparrago (turién) presenta una serie de escamas triangulares, especialmente
numerosas en la cabeza del mismo. En estos espacios se desarrollan una
variedad de insectos que deben eliminarse antes del empacado final. Para esto se
realiza una inmersion del esparrago durante 20 minutos en una solucion de
Lannate, compuesto altamente toxico (etiqueta roja, http:/LANNATE/
DuPont.Poductos Agricolas — precauciones.html) cuyo compuesto activo es el
Metomilo: S-Metil-N-((metil carbamoil)oxi) tioacetamidato, insecticida sintético de
tipo carbamato, inhibidor de la acetilcolinesterasa y agrotin como adherente del

insecticida.

La vida media del lannate es de 54 semanas, de tal manera que los residuos de
este compuesto pueden constituir un problema de tipo sanitario si no se realiza
una limpieza adecuada, ocasionando un serio problema para la exportacion del
esparrago. Ademas, estos compuestos generan residuos téxicos que afectan
directamente a la fauna y flora asociada a los agroecosistemas constituyendo un
problema de impacto ambiental. Este tratamiento genera igualmente costos en la
produccion y produce riesgo ambiental en quienes manipulan el plaguicida. La

ingestion produce ceguera, si se inhala o se absorbe puede causar dafios



irreversibles en los ojos y ademas los residuos podrian ser facilmente detectables

para el control sanitario que realizan los paises importadores.

1.1.1 Hipotesis

La especie Dichondra microcalyx contiene isoflavonoides tipo rotenona que podria
sustituir el empleo del insecticida lannate en el control de insectos del esparrago.
Este compuesto se puede extraer, purificar y caracterizar quimicamente mediante

técnicas espectroscopicas.



1.2 OBJETIVOS.

1.2.1 Objetivo General.

Extraer, aislar, purificar y caracterizar los flavonoides presentes en diferentes

especies, Dichondra microcalyx (Convolvulaceae), Indigofera suffructicosa Mill

(Papilionaceae) y Polygonum punctatum Elliot (Poligonaceae).

1.2.2 Objetivos Especificos.

Mediante diferentes técnicas (TLC, cromatografia en papel 2D, columna
cromatografica, cristalizacion y recristalizacion) aislar y purificar los flavonoides

de algunas especies de barbascos.

Caracterizar quimicamente los compuestos flavonoides encontrados en
Dichondra microcalyx (Convolvulaceae) y proponer estructura del compuesto
obtenido utilizando diferentes técnicas de resonancia magnética nuclear (*3C,

1H, HMBC y COSY).



1.3 JUSTIFICACION

Las rotenonas son compuestos de tipo isoflavonoide presentes en varias familias
botanicas, algunas de ellas presentes en la meseta de Popayan. Estos
compuestos en extracto crudo se han utlizado hace varias décadas como
ictiotoxicos y biopesticidas. La aguda toxicidad de rotenonas para los insectos,
peces y mamiferos se atribuye a la inhibicibn de la actividad de Ia
NADH:ubiquinona oxidoreductasa como el blanco primario (Fukami, 1976;

Hollingworth, 1995).

La tendencia mundial esta orientada hacia la sustitucion de los pesticidas quimicos
o sintéticos, muchos de ellos de impactos negativos sobre la salud y el ambiente,
por pesticidas naturales, tanto de compuestos quimicos obtenidos de plantas

como de control biolégico (Matsumura, 1985).

La bioeficacia de esta molécula estd probada empiricamente y mediante
abundantes bioensayos en una gran variedad de organismos o algunos estados

larvarios de insectos (Rechcigl, 2000).

En nuestro medio también existen varias especies correspondientes a géneros de
plantas nativas o introducidas que segun la literatura poseen este tipo de

metabolitos secundarios. El trabajo de campo que se ha desarrollado previamente



ratifica la presencia en los géneros Dichondra, Indigofera, Polygonum, plantas

promisorias para la obtencion del biopesticida rotenona.

1.3.1 Marco tedrico y antecedentes.

Las rotenonas y compuestos relacionados mas ampliamente denominados
rotenoides son los ingredientes activos de insecticidas botanicos usados desde
hace 150 afos para controlar plagas de cultivos (Figura 1) . Hace mucho tiempo
las comunidades nativas lo han utilizado en la pesca para obtener alimento
(Neguerbohn, 1959; Fukami, 1971) y mas recientemente en el manejo de peces
para establecer un balance deseado de especies, por ejemplo en 1997 el
tratamiento del lago Davis en California (The Resources Agency, Sacramento,

CA).

=
o
| —

kaempferol Mirmtin

Figura 1. Ndcleos de flavonoides

Los rotenoides se conocen no s6lo como téxicos sino también como candidatos a
agentes anticancer basados en tres observaciones: la dieta basada en rotenonas
reduce la incidencia de tumores en el higado de ratones (Cunningham, 1995) y

tumores de mama en ratas (Hansen, 1965), previene la proliferacion celular



inducida por una proliferaciéon de peroxisomas en el higado de rata (Cunningham,
1995) y la deguelina, uno de sus tres derivados inhibe la actividad de forbol éster
ornitina carboxilasa (ODC) como una medida de potencia quimopreventiva de
cancer (Gerhausser, 1995; Luyengi, et al. 1994). Los extractos botanicos o
comerciales que contienen rotenonas por lo tanto son mezclas complejas de
rotenoides y otros productos naturales que proveen la oportunidad para la accién
sobre multiples blancos bioquimicos. Una de las hipotesis propone que las
rotenonas y otros rotenoides inhiben la actividad de NADH:ubiquinona
oxidoreductasa e inducen actividad ODC mediante mecanismos totalmente
diferentes. Teniendo en cuenta esta actividad podria haber una relacion entre
actividad y estructura para los dos ensayos y probablemente diferentes
constituyentes del insecticida de origen vegetal mas activo en los dos sistemas.

Una hipotesis alternativa es que la inhibicibn de NADH:ubiquinona oxidoreductasa
esta acoplada a la accion quimopreventiva del cancer (Figueras, 1973; Gosalvez,
1976) y la disminucion de actividad ODC (Gerhausser, 1995; Rowlands, 1997)

como el mismo blanco primario que esta involucrado.

La especie Dichondra microcalyx. crece en un clima céalido es una planta rastrera,
sus hojas son redondas anchas y el modo de proliferacién tiene una forma de
alfombra espesa. Es muy resistente a enfermedades, por lo cual puede formar
grandes &reas de sembrado en jardines donde se adapta facilmente y no requiere

poda, pero si exige una irrigacion profunda para tener una germinacion adecuada.

Esta especie necesita un riego abundante y frecuente cuando se encuentra en
tierras arcillosas, la obtencion de un cultivo de Dichondra se realiza mediante
semilleros y division (Matsumura, 1985). Esta planta contiene un componente
activo el cual es un insecticida organico que puede ser utilizado para el control de
plagas en agricultura y ganaderia, también tiene usos industriales, siendo el uso
agricola el principal por la creciente demanda mundial de alimentos organicos
(Cunningham, 1995).



Actualmente se propone la sustitucién de insecticidas quimicos por insecticidas
organicos para favorecer al ecosistema mundial y de esta manera contribuir con la
salud de la poblacién y el desarrollo teniendo en cuenta la creciente demanda de
productos organicos. También en otro paises como México y Perlu se esta
investigando el uso de compuestos flavonoides para la lucha contra la malaria,

paludismo y como anticancerigenos y vermifugos. (Thomson, 1994).

El insecticida botanico rotenona (C23H2206) se identific6 como un veneno para
peces a partir del extracto de plantas de Derris. La fuente original fue la planta de
Derris elliptica, una leguminosa de Malaya. La rotenona tiene una toxicidad oral
aguda en ratas, 133 mg/kg (Merck Catalog, aunque en la lista de (Thomson, 1994)
la toxicidad es de 39 mg/kg. El modo de accion de la rotenona es a nivel de la
fosforilacion en la respiracion mitocondrial. Teniendo en cuenta esta accion, la
rotenona es un veneno general para todos los animales lo cual explica su alta
toxicidad (Michael, 1999).

Los sintomas tipicos del envenenamiento con rotenonas en insectos son la
disminucion del latido cardiaco y respiracion. Debido a la estructura, la rotenona es
facilmente degradada, pero es muy téxica para peces debido a la insolubilidad en
agua, resultando en particiones disponibles en tejidos biolégicos lipofilicos si se
dispersan en un lago o un rio. Se considera que la rotenona actta inhibiendo uno
de los pasos de la oxidacion en el sistema de transporte electrénico mitocondrial
de produccién de ATP. Recientemente la rotenona ha sido objeto de un estudio
de la estructura-actividad. El estudio reportado por (Hirosuke Yoshioka,1992) (En:
Rational Approaches to structure, Activity, and Ecotoxicology of Agrochemical, Ed.
By W. Draber and T. fujita, CRC Press, Boca Raton, FL, 1992, pp. 185-217).

Se baso6 en la premisa que la rotenone presenta una semejanza estructural a la

coenzima respiratoria ubiquinona (Michael, 1999).
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Figura 2. Flujo de electrones durante la fosforilacion oxidativa. (Editado de:
Michael, 1999)

Alternativamente, mediante la via sintética se han preparado una serie de
analogos basados en la rotenona, usando la ubiquinona como guia para la
sintesis y optimizacion de varios compuestos como inhibidores respiratorios,

quinazolina, piradazinonas y pirimidinas (Miller, 1998)



2. MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo se realiz6 en dos fases bien definidas :
2.1 Trabajo de Campo.
2.1.1 Recoleccidn

En esta fase del trabajo se llevé a cabo el reconocimiento botanico y recoleccion
de las muestras de las plantas a estudiarse. Dichondra microcalyx se colecté en la
vereda Quintana en potrero con borde de arbustos y cercana a quebradas a una
altitud de 2300 msnm. Indigofera suffruticosa se colecté en los alrededores de la
urbanizacién Villa del Viento en é&rea ruderal, asociada con pastos en sitios

abiertos, altitud 1850 msnm. Polygonum punctatum colectada en la vereda Pomona

en sitios inundados al borde de carretera a una altitud de 1850 msnm.

2.1.2 Reconocimiento botanico.

Una muestra de cada especie fue reconocida botanicamente en el Herbario CAUP

de la Universidad del Cauca, bajo la asesoria del especialista Bernardo Ramirez .



2.2 Trabajo de Laboratorio.

2.2.1 Extraccion y separacion de los flavonoides

Colecta de muestras

Secado a 60°C durante 12 h

Triturado en molino mecanico

Maceracion de 350 g de peso seco
de muestra en 500 ml de etanol 96%
durante 48 h.

E

Filtrado y decoloracion del extracto en
una columna cromatografica en una mezcla
de carbon activado caolin 1:1.

ﬂ

Concentracién a presion reducida
hasta 100 ml de extracto.

|

! | ]
Cromatografia en Cromatografia en Cromatografia en
papel 2D capa fina de silice columna

Figura 3. Protocolo para la extraccion y separacion de compuestos flavonoides.



Esta parte del trabajo experimental se realiz6 como una alternativa para
separacion especifica de flavonoides, considerando que es una técnica sencilla y
altamente eficiente. Este protocolo fue descrito por (Mabry et al. 1970). La
extraccion y separacion de flavonoides se realiza teniendo en cuenta el protocolo

presentado en la Figura 3.

e Las muestras colectadas (parte aérea) se cortaron en trozos muy pequefos y
se secaron en el equipo del herbario CAUP para la extraccion y aislamiento del

compuesto.

e La muestra seca se sometid a pulverizacion en molino mecanico en el
laboratorio de agroquimica y se peso el material con el objeto de encontrar el

rendimiento para realizar las extracciones adecuadas del biopesticida.

e La muestra pesada se somete a maceracion en distintos solventes organicos
(metanol, cloroformo y una mezcla de los dos en proporcion 15:1) para

extraccion y obtencion del biopesticida.

e Los extractos de la maceracibn se pasan a través de una columna
cromatografica empacada con los adsorbentes carbon activado—caolin (1:1)

para la eliminacion de pigmentos.



e El extracto libre de pigmentos se concentré a presion reducida o mediante
liofilizaciéon y se llevé a cromatografia 2D (bidimensional) en papel de celulosa
Whatman N°3 (20x20) en TBA (terbutanol, 4cido acético, agua) 3:3:1 para la
primera dimension. La segunda dimension de la cromatografia se corrid en
HOAc -agua (15:85). Se aplican 20 ul de extracto concentrado libre de
pigmentos en el extremo derecho del papel cromatogréafico y se corre la primera
dimensién. Este corrimiento tarda aproximadamente 4 o 5 horas. Una vez que
ha llegado al tope previamente establecido se saca de la camara y se seca
utilizando un secador. Nuevamente se corre la segunda dimension girando 90°

el papel cromatografico para la separacion de los compuestos.

Una vez corrida la segunda dimension se secé el papel y se revelé en cuarto
oscuro con una lampara de luz UV. Se sefialaron los compuestos presentes y se
les asigndé un codigo para realizar la descripcion que incluye color y Rf para
realizar la comparaciéon con la plantilla (Mabry, 1970) que indica una posible

estructura general del flavonoide

Las manchas sefaladas se recortaron y extrajeron en metanol para
espectroscopia de UV que indicé los maximos de absorcion del flavonoide
separado. Concentracion de la muestra aislada para cromatografia en papel 2D,

CCl y TLC.



2.2.2 Purificacion y obtencion de isoflavonoides.

Se tomaron 25 pul de extracto concentrado

y se colocé en el extremo izquierdo del papel
cromatografico (celulsosa 20x20).

!

Se corri6 la primera dimension en una mezcla de
terbutanol acido acético agua (3:3:1) durante
6 horas.

Se seca el papel y se corre la segunda dimensién en
HOAc 75% durante una hora.

l

Una vez se seca el papel, se revela bajo luz
UV, se delimitan las manchas, se asigna el
color, se calcula el Rf y luego se recortan

las manchas.

!

Las manchas recortadas se extraen en metanol y
se corren los espectros en UV visible para la identificacion
preliminar de los compuestos.

Figura 4. Protocolo para otencion y purificacion de flavonoides. (Mabry, 1970).

A continuacion se llevo a cabo la separacion de isoflavonoides mediante columna
cromatografica, utilizando una columna (24x45) empacada con silica gel (200
mesh). La cantidad de silica utilizada fue de 150 g, disuelta en cloroformo y
posteriormente se vertio en la columna evitando la presencia de burbujas para

lograr una buena separacion de los compuestos.



Inicialmente se recogieron 5 fracciones de 100 ml, las cuales contenian algun
residuo de pigmentos. Posteriormente se colectaron nuevas fracciones, se
concentraron a 20 mililitros para verificar el procedimiento de separacion
mediante espectroscopia de UV visible. Finalmente se eluyé la columna con
una mezcla cloroformo-metanol en proporcion 15:1, segun (Mabry, 1970). Las
fracciones recogidas en este Ultimo paso de la separacion se reunieron en una
sola muestra y luego se separaron mediante cromatografia de placa fina (TLC)
en una mezcla de cloroformo metanol 15:1. Esta cromatografia se revel6 con
una lampara de luz UV y las manchas se demarcaron con lapiz para medir el
Rf, asignar color segun la fluorescencia de las manchas y la realizacion de la
extraccion de los compuestos separados. Estas muestras separadas se
corrieron simultaneamente con el estandar para verificar la presencia del

compuesto de interés que se estaba separando mediante esta técnica.

El paso final para la obtencion del compuesto de las muestras reunidas se llevo
a cabo previamente mediante liofilizacion de las fracciones finales de la
columna y como dultimo proceso se purific6 mediante cristalizacion vy

recristalizacion.

2.2.3 Caracterizaciéon del isoflavonoide

Las muestras obtenidas se enviaron a la Unidad de Espectroscopia de la
Universidad de Antioquia para tomar espectros de *C RMN, DEPT, 'HRMN,

COSY, y HMBC.



3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. reconocimiento y descripcién botanica

Las especies recolectadas para el trabajo fueron reconocidas como, Dichondra
microcalyx (Hallier f.) Fabris (Convolvulaceae), Indigofera suffruticosa Mill

(Papilionaceae), Polygonum punctatum Elliott (Poligonaceae). (Figura 5).

Figura 5. A. Dichondra microcalyx (Hallier f.) Fabris B. Indigofera suffruticosa

Mill , C. Polygonum punctatum Elliott



La anterior propuesta se fundamenta en las caracteristicas de crecimiento
rastrero de la planta y la presencia de este compuesto principalmente a nivel
foliar. También es importante notar que esta planta presenta un excelente
grado de aclimatacion en la ciudad de Popayan, segun los ensayos previos
realizados durante la ejecucion de este trabajo. En la Figura 4A se muestra una

planta de Dichondra microcalyx (Hallier f.) Fabris.

Esta planta es una hierba pequenfia, rastrera, que enraiza en los nudos, hojas
alternas, orbiculares, cordadas. Flores axilares, solitarias, de color blanco;
Fruto capsula esférica. Crece en taludes, bordes de caminos, potreros y en
sotobosque de areas con vegetacion secundaria y suficiente luz. Crece desde
los 600 hasta los 3000 msnm. Se encuentra en la region andina, especialmente

en Colombia, Ecuador, Pera y Bolivia. Se tienen también registros de Australia.

Otra especie Figura 5B, Indigofera suffruticosa Mill. también se evalu6 para
isoflavonoides, aunque no se llegé a resultados finales. Esta especie se
caracteriza por ser un arbusto, 1-2 m; hojas imparipinnado compuestas; foliolos
oblongos, mucronados. Inflorescencias en racimos. Fruto en vaina. Crece en
areas descubiertas, bordes de caminos, terrenos abandonados, potreros.
Crece desde el nivel del mar hasta 2.700 m.s.n.m. Presenta una distribucion
muy amplia; se encuentra en Estados Unidos, Centroamérica, Antillas, region

Andina y Paraguay, Africa y Madagascar.



3.2 Porcentaje de rendimiento en peso seco

De la misma manera Polygonum punctatum Elliott, (Figura 5C) es una planta
con usos potenciales como biopesticida. Este barbasco también es una hierba
de 0.3 -1 m de altura; hojas alternas, lanceoladas. Inflorescencias terminal
racemosa, erguida. Flores blancas. Fruto una nuececilla trigona. Crece en
areas muy humedas o inundadas, expuestas a radiacion directa. Se halla
desde el nivel del mar hasta los 3300 msnm. Muestra una distribucion amplia
en el continente americano, que comprende los Estados Unidos,

Centroamérica, Antillas, region andina y Paraguay.

La primera de las anteriormente mencionadas es potencialmente la mas
promisoria como fuente de rotenona. Los calculos de rendimiento indican que
se obtuvo 9.74 x102 / 60 g de peso seco, comparado con Teprhosia voguelii,
planta de la cual se obtiene 0.127 g de rotenona / kg de semilla (Barnes, 1969).
El valor obtenido en este trabajo aunque es relativamente bajo para Dichondra,
representa una buena alternativa tecnoldgica como fuente para materia prima

gue se podria obtener mediante la utilizacion de cultivo hidroponico.



3.3 ANALISIS DE CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA O PAPEL.

Los resultados de la cromatografia bidimensional en papel de celulosa
(TBA/HOAC) indican la presencia de varios flavonoides (Figura 6). En esta
cromatografia se distinguen claramente cuatro manchas con su respectivo Rf,
fluorescencia y la asignacion de los maximos de absorcion para cada mancha

extraida en metanol.

TBA

L HOAcC

Figura 6. Cromatografia bidimensional de Dichondra microcalyx .




Tabla 1. Resultados de la separacion de flavonoides de Dichondra microcalyx .

Flavonoide Rf Color Max. de absorcién(][]
a 0.82 Azul ciano claro 323
b 0.62 Amarillo verdoso 290

(c) isoflavonoide  0.86 Azul ciano 317
d 0.96 Amarillo 300

Comparando resultados comparando con el diagrama de (Mabry, 1970), se

observa que la ubicacion de la mancha, los datos de color y maximo de absorcion

coinciden con compuestos isoflavonoides, en este caso particular las rotenonas.



Flavonol 3--monoglycosido 7-O-monogly-
cosidos
Flavonol 3-O-diglycosidos

Dihydrofiavonol
3-O-monoglycosidos Isoflavona
7-O-diglycosidos Flavonol 3,7-O-diglycosidos
Isoflavona
Flavonol 7-O-monoglycosidos
3-O-diglycosidos
Dihydroflavonol
aglyconas
Flavonol
3-O-monoglycosidos
] Flavona y Flavonol
7-O-diglycosidos
Isoflavona
y
Flavonona HOAc
aglyconas
Flavona y flavonol
7-O-monoglycosidos

Flavona, Flavonol, Biflavonyl, Chalcona
y Auronas aglyconas

o

Figura 7. Plantilla de distribucion de los flavonoides segun (Mabry, 1970)

En la Tabla N°2 (Figura 8) se presentan los resultados preliminares de la
cromatografia bidimensional en papel de la especie Indigofera suffruticosa Mill.,

otra de las plantas seleccionadas para el estudio de rotenonas.



TBA

T—» HOAcC

Figura 8. Cromatografia bidimensional de Indigofera suffruticosa Mill

Tabla 2. Resultados de la separacion de flavonoides de

Indigofera suffruticosa Mill.

Flavonoide Rf Color Méx. de absorcién A

a 0.73 Azul ciano claro 313

b 0.93 Amatrillo verdoso 329




La cromatografia bidimensional demuestra claramente la presencia de flavonoides

de Polygonum punctatum Elliott (Figura 9).

TBA

L HOAc

Figura 9. Cromatografia bidimensional de Polygonum punctatum Elliott.

Los datos obtenidos también revelan la presencia de flavonoides y los maximos de
absorcion estan muy cercanos a 315 nm, absorcion que caracteriza a la rotenona

extraida y corrida en metanol.



Tabla 3. Resultados de la separacion de flavonoides de Polygonum punctatum

Elliott

Flavonoide Rf Color Méx. de absorcién A

a 0.94 Azul ciano claro 311
b 0.95 Amatrillento 302
c 0.82 Azul ciano 310

Los resultados cromatograficos indican claramente que se deben realizar los
protocolos establecidos por (Mabry, 1970) para flavonoides de las especies

estudiadas.

De las tres plantas evaluadas se encontr6 que Dichondra microcalyx (Hallier f.)
Fabris muestra segun las cromatografias 2D los resultados mas contundentes
respecto a los isoflavonoides que se estudian en este trabajo. De acuerdo a lo
antes mencionado se profundiz6 en la elucidacién estructural del compuesto
obtenido de esta planta. Para las otras especies, a pesar de los Optimos
resultados en la cromatografia bidimensional no se realizaron las pruebas de
espectroscopia debido a las reacciones fotoquimicas de los compuestos, que
produjeron oxidacion de las muestras dejando esta labor como un trabajo
adicional que se continuara durante el desarrollo de la segunda fase del proyecto

551 (VRI).



3.4 CARACTERIZACION: ANALISIS ESPECTROSCOPICO

A continuacioén se presentan y discuten los espectros de IR, UV, 1*C RMN (DEPT),
'H RMN vy la correlacion de un RMN 3C-'H (heteronuclear, HMBC) y un

homonuclear COSY H-H RMN del compuesto isoflavonoide aislado de Dichondra.

3.4.1 Espectro de IR.

Los espectros de IR se corrieron en un equipo Genesis FT-IR Mattson (ATI)

modelo 240 Resolucién 4000 cm™ — 400 cm™® mediante pastilla de KBr, en el

laboratorio de Organometalica del Dpto. de Quimica.

Las asignaciones para el espectro de infrarrojo del compuesto obtenido de

Dichondra se muestran en la tabla N° 10.
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Figura 10. Espectro de IR del isoflavonoide extraido de Dichondra microcalyx

(Hallier f.) Fabris.



Tabla 4. Datos espectrales de IR experimentales del isoflavonoide de Dichondra

microcalyx

Valor experimental

Valor teérico

Grupo funcional

3082 3080 H - Ar
2934 2925 -CHz-
1675 1652 )(
A\
1608 1610 | P
— C oy’ N
|
1511 1519
Aromatico
1453 1450 metilo — Vibracion esqueletal
1352 1355 - CHs -
1263 1265 =2
— ‘Cm
1204 1216 ArH Deformacién fuera plano
956 965 H-Ar deformacion en el plano
912 900 CHs0O Metoxilo

Los valores asignados a las distintas bandas presentadas en la tabla anterior

estan representados en el espectro de infrarrojo (Figura 10).




3.4.2 Espectro UV (ultravioleta)

Adicionalmente al mismo compuesto aislado se le tomo un espectro de UV tomado
en un equipo Génesis 5 del laboratorio de biologia celular y Molecular Dpto. de

MeOH
Biologia, el cual presenta un UV Asc: 317 nm. (Figura 10). Este dato obtenido

MeOH
experimentalmente es muy cercano al Auex 315 nm que reporta la literatura

para rotenonas en el mismo solvente (Merck Index, 1974).

317.0
0.205

0.205 —

ABS. _

0.000 . i f ) i | l} vl l—' g l"l_lql1*_l I LINLEE B l

200.0 LO (nm) 800.0

Figura 11. Espectro de UV visible del isoflavonoide extraido de Dichondra

microcalyx.



3.4.3 Espectro de RMN 1H.

El compuesto cristalizado que se obtuvo se envio a la unidad de espectroscopia
de la Universidad de Antioquia para tomar los diferentes espectros de RMN en un
equipo Bruker AMX de 300 MHz. El espectro RMN 'H del compuesto aislado de
Dichondra presenta dos singuletes, a 3.75 & y 3.8 4 los cuales integran para tres
protones cada uno asignado a dos grupos metoxilos en las posiciones 2 y 3 del
anillo aromatico. Se observan las siguientes sefiales (Figura 13) de protones

aromaticos H1 y H4 en forma de singulete a 6.8 y 6.43 ppm, respectivamente.

A 3.9 ppm para H12a se observa un singulete desplazado a campo bajo por la
influencia del grupo carbonilo. También se observa un singulete que integra para
tres protones 1.8 ppm asignado a un grupo metilico que se une al C6'. Las senales
a 6.7y 7.88 ppm en forma de doblete asignados a H10 y H11 respectivamente, los
cuales se acoplan respectivamente (J = 8.55 Hertz.), por su proximidad
integrando para un proton y sus desplazamientos a campo bajo se atribuye a la
inluencia del anillo aromético y H10 esta préximo al heterodtomo. El doblete que
se encuentra a 5.1 ppm para un protén H6a se ha desplazado a campo bajo por la

influencia del heterodtomo y acopla con H6a y H63 (J = 12.03).

Para H7’a y H7’B estan desplazados a campo bajo por la cercania espacial del
atomo de oxigeno y se observan las sefiales de doblete y doble doblete a 4.91y

4.6 ppm indicando un acoplamiento entre ellos, cuyas constantes son 3.14 y 3.15



Hertz. Presenta desplazamiento a campo bajo debido al doble enlace. El doble
doblete a 3.4 ppm se asigna a H4a acoplado con H5' (J = 8.04 y 9.78 Hertz. ). H3
y a su vez acopla con H4pB, cuya constante es 9.76. El protdbn H6a presenta un
doble doblete acoplado con H6a y con H6pB, el cual aparece a 4.5 ppm y
H6pB acopla con H6a el cual estd en posicion B segun la proyeccion de Newman,

entre C6 y C6a se confirma con el modelo estructural.

H6B : Hea

H6ao

Figura 12. Proyeccion de Newman para el acoplamiento de C e H.

A 5.3 ppm aparece un doble doblete integrando para un protéon H5’, el cual acopla
con H4'a (J =9.78 Hertz) y con H’B (J = 9.76 Hertz. ), los cuales aparecena 3 .0y

3.4 ppm.



69°
€’
6E"
LE”
"GOE
e’
Sr-
80"
€e’
ve’
S
v8’
‘8.8
69"
or”
4°0
8y’
Ec"
le’
90"
66"

cEll
4mvﬂﬁ|)//l

GL

v

174

8%

Gr-
€5
68°
oL
%"
2%
g0
"E6ET
Ve
L5
Er
a5
‘GLG}
6L
,mmﬂ\
“ov6T
"2561-

8L
10
98"
6y
€0

67

6L

19
01
141

€Ge
092
192
9GE

18€
LIV
EEV
ory
L9V

849

988
v68
c06
£86
L66
€001
Er—""

v | lle=="

[4°12]
8511
15el
€92
LLEY
I8ET
0BET

SO

8LV1
4=
9es1
9961

v8s1

0961 -

~CHj

PES—

B8EBG 0

ol e oo

———

~ 86860

/90LL°E
/- ¥598°¢

H,|Ic3

8E02
igre

25Ee—
rgee—

ZH

CDCl3

"N5.B6°0
V660

e S Sl

e T

T ELI0°T

60881
——1LL6°0
—70500°F

=_V99E°0

|\|m$m.o
T ZEG6 0

08660

——

e

LBEG'0

e S i S

JCRLERT

L I S e T T O ) G O e L (S R S ) L B W L O (L A A

[T TR o7 T A T

0

1

2

3

4

B

6

vt

8

ppm

Figura 13. Espectro de RMN H del isoflavon



Tabla 5. Datos espectrales de *H RMN del isoflavonoide obtenido de

Dichondra microcalyx (Hallier f.) Fabris

Proton Numero |Multiplicidad d sefial ppm J (H2)
de H Experimental | Teobrico
6 a 1H d 51 5.001 6.23—-12.01
6 a 1H dd 4.2 4.24 12.03-3.14
6P 1H dd 4.5 4.49 12.03-3.14
123 1H s 3.9 3.85 -
40 1H dd 3.0 3.4 9.78 - 9.76
4p 1H dd 3.4 3.5 9.76 — 9.78
5 1H dd 5.3 5.29 8.04 —9.06
10 1H d 6.7 6.71 8.55-8.04
11 1H d 7.88 7.8 8.55
4 1H S 6.43 6.71 -
1 1H S 6.8 7.0 -
78 1H d 491 4.94 3.14-3.15
1H dd 4.6 4.89 3.15-3.14
Ta
OCHj3(Cs) S 3.75 3.7 -
OCH3(C2) s 3.8 3.8 -
3H(Cs) s 1.8 1.79 -




Los datos espectrales de 'H RMN resumidos en la tabla anterior permiten
determinar que el nimero de protones obtenidos a partir del espectro coinciden

con los valores tedricos asignados al isoflavonoide C23H220s.

Figura 14. Férmula estructural del isoflavonoide referencial.

3.4.4 Espectro RMN 3C

Una vez asignados los protones de la molécula se procedié a analizar los
carbonos mediante un espectro RMN (DEPT-HMBC), el cual determina los grupos

metinicos, metilicos, metilenos.

En el espectro de RMN 3C se observan 13 sefiales de carbonos atribuidos a 7
grupos metinicos, 3 metilénicos y 3 metilicos. Las sefiales a 56.3 ppm se asignan

a grupos metoxilos unidos respectivamente a C2 y C3 del anillo aromético. La



seflal a 17.5 ppm indica un grupo metilo, el cual no presenta desplazamiento a
campo bajo y esta unido al C6’ . Las senales que se encuentran a 31.7 ppm C4’ y
66.71 ppm C6 se asignan a grupos metilénicos, los cuales se encuentran a campo
alto debido a la presencia de heteroatomos ocasionando un desapantallamiento
de dichos carbonos. Los carbonos metinicos C6a, C12a, C5 aparecen
respectivamente a 72.71, 45.1 y 88.2 ppm observando su mayor desplazamiento
de C5 con la influencia de un heteroatomo, de la proximidad de un anillo
aromatico y los C10, C11, C4 y C1 se desplazan a campo bajo ya que pertenecen

a los anillos aromaticos.
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Tabla 6. Datos espectrales de *C RMN del isoflavonoide aislado de

Dichondra microcalyx (Hallier f.) Fabris

d sefial ppm

Carbono Tipo de carbono Valor Valor teérico

experimental (Chem. Draw)
6a -CH- 72.71 77.4
6 -CH2- 66.71 76.8
da -C- - 151.9
la -C- 115.0 117.8
12a -CH- 45.1 48.8
12 -C- 188.5 197.6
1la -C- 114.0 114.6
7a -C- - 158.5
-C- 105.3 11.5
4 -CH2- 31.7 26.7
’ -CH- 88.2 83.3
9 -C- 170.0 163.2
10 -CH- 101.5 105.6
11 -CH- 130.1 127.0
4 -CH- 101.3 100.9
3 -C- 144.5 145.5
2 -C- 1435 139.3
1 -CH- 111.1 115.5
6’ -C- 147.5 146.9
7 -CH2- 112.9 107.7
- -CH3(Cs) 56.3 56.3
- -CH3(C2) 56.3 56.3
- -CH3(C6) 17,.5 17.1




Con la técnica COSY se pueden observar, analizar y presentar las correlaciones
homonucleares, (H-H) del compuesto aislado asi: protones metilicos (5 1.8, s) con
el H7’B (6 4.91, d). De igual manera el H4'a y H4'3 con H5 (& 5.3, dd). Dicha
relacion se asigna con base en la proximidad por su estructura y en la

determinacién de su estereoquimica.

La correlacion de OCH3(C2) OCH3(Cs) con H1 se da a dos y tres instancias de
comunicacion. Estas correlaciones en protonico muestra sefiales correspondientes
a singuletes ya que se puede mencionar que el tener un entorno igual hace que

posean un ambiente quimico similar.

Los protones restantes (H7’a, H7"B y H5’) presentan una correlacion no directa

dadas las condiciones de ubicacién estereoquimica y forma de la molécula.
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Figura 16. Espectro COSY del compuesto aislado.



Tabla 7. Correlacion de protones en el espectro homonuclear COSY del

isoflavonoide aislado de Dichondra microcalyx (Hallier f.) Fabris

Proton Cosy
H metilico en C6’ H7p
Hao Hs
Hap Hs
OCHs3(Cs) Ha; Ha
OCHS3(C2) Hi
Hi2a Hi1
Hep Hea
Hrp Hs
Hrg He: H7o ; Hap
Hs H7p; Hap
Hi1 Hio

La técnica COSY permite mostrar las interacciones protonicas mas importantes

dentro de la molécula propuesta.



En el analisis de espectroscopia heteronuclear HMBC (Figura 16) se observan
asignaciones de correlacion a dos y tres enlaces de C-H : CH3(C6’) correlacionado
con C5, C7’ y C4’, el proton H4'B con y el con C5 y C7" ; el OCH3s(C3) y el
OCHS3(C>) respectivamente con C2y C3y el H6a y H6B con C6a y el H7'3 con C5’

y finalmente los protones 10 y 11 se relacionan con C10 y Cl2a.
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Figura 17. Espectro HMBC del compuesto aislado.



Tabla 8. Correlacién de proton-HMBC en el espectro heteronuclear del

isoflavonoide aislado de Dichondra microcalyx (Hallier f.) Fabris

Protén HMBC
CH3(C®’) Cs; Cr; Ca
4B Cs; Cr
OCH3(Cs) C3
OCH3(C2) C2
6oy 6 Cb6a

78 C5’
10 C10
1 Cl2a

La técnica HMBC permite correlacionar varios enlaces, de tal manera que la
informacion obtenida de estos espectros permite verificar algunas de las

asignaciones para la molécula de isoflavonoide propuesta a continuacion:



Finalmente, utilizando las herramientas de la RMN para la elucidacion estructural
del compuesto aislasdo de Dichondra microcalyx, se concluye que esta especie

posee el isoflavonoide rotenona propuesto en la figura 19.
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Figura 18. Estructura propuesta del isoflavonoide aislado.



4. CONCLUSIONES

En la meseta de Popayan hay una considerable diversidad de plantas de varias
familias botanicas (Convolvulaceae, Papilionaceae y Poligonaceae) con

posibilidades de utilizacion como fuente de biopesticidas de tipo isoflavonoide.

El resultado de rendimiento de Dichondra microcalyx, es comparativamente bajo
respecto al obtenido para plantas productoras del biopesticida como Tefrosia
voguelii, sin embargo, los resultados obtenidos de las partes aéreas de Dichondra
contienen el principio activo permitiendo cumplir con el objetivo propuesto para

este trabajo.

Las cromatografias bidimensionales especificas para flavonoides de las tres
plantas estudiadas muestran al menos 8 flavonoides, entre los cuales se obtuvo la
rotenona. La cromatografia en columna permitié una adecuada separacion de los
compuestos encontrados. Con TLC se logré obtener el compuesto para su

posterior aislamiento y purificacion.

Las técnicas de espectroscopia utilizadas, definitivamente constituyeron un apoyo
fundamental para la elucidacion estructural del compuesto isoflavonoide obtenido

de Dichondra microcalyx (Hallier f.) Fabris.



Los resultados obtenidos confirman la presencia de un compuesto isoflavonoide,
en Dichondra microcalyx cuya caracterizacion y elucidacion estructural

corresponde a la rotenona.
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