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ESTUDIO QUIMICO Y OBTENCION DE PRINCIPIOS ACTIVOS DE LA ESPECIE Rollinia
pittieri (ANNONACEAE) DEL ALTO SINU

RESUMEN

Del extracto etandlico de hojas, cortezay madera de la especie Rollinia pittieri
(Annonaceae), se aislaron e identificaron cinco acaloides con nucleo
aporfinoide:  Anonaina 1, nornuciferina 2, O-metilmoschatolina 3,
Isomoschatolina4 y Liriodenina 5; dos flavonoides: 5,7,3",4" -tetrahidroxi-3-O-
rhamnosil -2-fenilcromona 6 y 5,74 -tetrahidroxi -3-O-rhamnosil-2-
fenilcromona 7. Todos los mmpuestos fueron identificados mediante técnicas
espectroscopicas (UV, IR, EM, RMN!H y ®C), incluyendo técnicas
bidimensionales, y por comparacion con datos espectroscopicos reportados en
la literatura. El compuesto 6 present6 una significativa actividad captadorade
radicales libres seglin los ensayos DPPH, ABTS y Generacion Enzimética del
Anién Superoéxido.

PALABRAS CLAVES: Annonaceae, Rollinia pittieri, alcaloides flavonoides,
antioxidantes DPPH. Aporfinoide.

ABSTRACT

From the etanolic extract of the leaves, bark and wood of the Rollinia Pittieri (
Annonaceae) were isolated and identified five alkaloids with aporphine
nucleus: Anonaine 1, Nornuciferine 2, O-methilmoschatoline 3,
Isomoschatoline 4 and Liriodenine 5; two flavoniods: 5,7,3",4 -tetr ahidr oxi-3-
O-rhamnosil-2-phenilcromone 6, 5,7,4 -tetrahidroxi -3-O-rhamnosil-2-
phenilcromone 7. All compounds wer e identified by spectroscopic methods (IR,
UV MS *H NMR and C NMR), including 2D techniques and by comparison
with dates reported spectroscopic in the literature. The compound 7 showed a
significant activity catcher of free radicals according to the DPPH, ABTS and
Enzimatic Generation of Superoxid Anion essays.
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El género Rollinia (Annonaceae) comprende 65 especies
arededor del mundo, 11 de ellas se encuentran
distribuidas en el territorio clombiano [1]; algunas de
estas especies se han investigado por su composicion
quimicay actividad farmacol6gica [2].

El presente estudio realizado en la especie Rollinia
pittieri (Annonaceae) describe la presencia en el extracto
etandlico de cinco alcaloides, dos en la madera:
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Anonaina 1, Nornuciferina 2 y tres en la corteza; O
metilmoschatolina 3, Isomoschatolina 4 y Liriodenina 5,
responsables de  varios  efectos  fisioldgicos,
farmacolgicos y biolégicos, por gemplo es conocido
gue poseen efectos inhibidores de latirosina fosfatasa en
la proteina CD45 [3], actividad antimalérica in vitro [4].
También < aislaron del extracto en acetato de etilo de
hojas los flavonoides 5,7,3 4 -tetrahidroxi-3-O-
rhamnosil-2-fenilcromona 6 y,7,4 -tetrahidroxi-3-O-
rhamnosil-2-fenilcromona 7. Para alcaloides vy
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flavonoides aislados se asignaron sefiales de RMN *H y
13¢, lo que permitié identificarlos por este andlisis y por
comparacién con datos espectroscdpicos reportados en la
bibliografia. Ademas se evalué la actividad antioxidante
del compuesto 6 por distintos métodos con el propdsito
de medir |a capacidad captadora de radicales libres.

2. CONTENIDO.

2.1 Recoleccion del material vegetal: El material
vegetal de hoja, corteza y madera fue colectado en la
vereda e Reposo en e municipio de Valencia
Departamento de Cordoba, Colombia. La identificacion
botanica como Rollinia pittieri (Annonaceae), fue
realizada por el Doctor Alvaro Cogollo del Jardin
Boténico “Joaquin Antonio Uribe”. Universidad de
Antioquia.

2.2 Materiales y métodos: Los espectros infrarrojo se
realizaron en un equipo Perkin-Elmer RXI (FT-IR) en un
rango de barrido entre 4000 a 500 cmi'. Los espectros de
Resonancia magnética se corrieron en el espectrémetro
Bruker AM 400 MHz a 400 MHz para H y 100 MHz
para*3C. Los solventes utilizados fueron CDClzy MeOD.
Los espectros de masas se tomaron en un espectrometro
Nermag-Sidar R10 — 10C.

2.3 Extraccion y aislamiento: El materia de hojas,
corteza y madera, seco y molido se sometié a
extracciones sucesivas con etanol a 96% mediante el

método de maceracion en frid. Al extracto etandlico de
corteza 'y madera se le realizé un desengrase con hexano
y luego se hizo la extraccion clasica de alcaloides totales
[5]. El extracto etandlico de hojas se someti6 al proceso
de fraccionamiento por reparto empleando un sistema de
polaridad creciente (Hexano, Diclorometano, Acetato de
etilo, Butanol y agua). A partir del subextracto en acetato
de etilo se aislaron los flavonoides_ 6 y 7. El aislamiento
y la purificacion de los alcaoides se hizo por
cromatografia en wlumna (CC) y por cromatografia en
capa delgada preparativa (CCDP) empleando el sistema
de elucion Cloroformo-Metanol 9:1; para los flavonoides
se emplearon los mismos métodos cromatograficos, pero
se utiliz6 el sistema de elucion Acetato de etilo-
Dicloronmetano-Metanol 4:1:1.

2.4 Ensayo de actividad antioxidante: Se realizaron
ensayos dirigidos de Actividad Antioxidante a algunas
fracciones y a los compuestos aislados. S encontré que
solo el compuesto 6 poseia una gran capacidad captadora
de radicales libres, por lo tanto se le evalub esta actividad
por los métodos DPPPH, método del ABTS, Ensayo de
Generacion Enziméticadel Anidn Superd xido.

2.5. Resultados y discusion: Del extracto etandlico de
madera de la especie Rollinia pittieri se aislaron los
compuestos Anonaina 1 Yy nornuciferina 2, que
corresponden a alcaloides con nucleo Noraporfinicos,
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gue han sido aislados de otras especie del género Rollinia
[4]. A partir del extracto etandlico de corteza se aislaron
los compuestos O-metilmoschatolina 3, Isomoschatolina
4y Liriodenina 5, que corresponden a alcaloides con

niicleo Oxoaporfinico (figura 1). El compuesto 4 se aislé
por primera vez en el género y en la especie. Todas las
estructuras fueron elucidadas utilizando técnicas
espectroscopicas como UV, IR, EM, RMN-'H, RMN-
13C (mono y bidimensionales) y por comparacién con

muestras %uténti cas.

3: Ri=R,=R3= OCH3;

ﬂ-: R1:R2: OCH3, R3 =H

'Ry y RZZ'OCHzo',R3: H

on

Figura 1. Alcaloides Oxoaporfinicos

Del extracto en acetato de etilo de las hojas de Rollinia
pittieri, se aislaron los flavonoides 5,7,3",4 -tetrahidroxi -
3-O-rhamnosil-2-fenilcromona 6 y 5,7,4 -tetrahidroxi-3-
O-rhamnosil-2-fenilcromona?, (figura2 y 3).

El compuesto 6, 5,7,3",4 -tetrahidroxi -3-O-rhamnosil - 2-
fenilcromona (figura 2 ) se aislé como un sdlido de color
blanco cremoso, a cual se le redizd la prueba de
Shinoda, especifica para Flavonoides dando positiva. El
espectro IR, ?Zma (CMY), muestra una bandas de
alargamiento (C=0) en 1676.8 cni*. También se observa
una banda muy pronunciada a 32725 cmi’,
correspondiente a alargamientos O-H. El espectro de
masas, realizado por técnicas suaves, TOF — MS ES+
muestra un pico a m/z = 471.1, correspondiente a lon
molecular mas 23 unidades, este pico esta representado
como [M* + Na'l", asi el peso molecular para este
compuesto es de 448.1 u.m.a. correspondiente a una
férmula molecular condensada C,,H13041. El espectro de
masas también muestra fragmentos a m/z 413.2y m/z
291.1

El andlisis del espectro de RMN —*H (M eOD 400 MHz)
permite observar dos sistemas en la regién aromética;

uno del tipo AX y el otro de tipo AMX [6]. Para el

primer sistema se observan dos desplazamientosad: 6.37
ppm (d, 1H, 3= 1.3 Hz) y d 6.20 ppm (d, 1H, J= 1.7 H2)
correspondiente a protones del anillo A del nucleo

basico. Para el sistema del otro anillo (B) aromético
aparecen las siguientes sefiales: d: 7.32 ppm (dd, 1H, J=
8.2Hzy20Hz)d: 7.35ppm(d, 1H, J=1.9Hz) y d: 6.92
ppm (d, 1H, J= 8.3 Hz). Caracteristica de un nucleo
Flavonol. Las sefiales de los demés protones aparecen en
la tabla 1 En el espectro de RMN-"*C (MeOD, 100
MHz) técnica DEPT, se muestran 10 sefiales
correspondientes a carbonos metinicos, de las cuales 4
aparecen en laregion alifética entre d. 71.8 - 73.2 ppm,
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que por su desplazamiento estdn wunidos a un
heterodtomo; estas sefiales son caracteristicas de un
azlcar. Sin embargo la sefial del carbono 6 del azlcar no
aparece alrededor de 60.00 ppm, como es caracteristico,
lo que indica que este carbono esta deshidroxilado. En el
mismo andlisis se observo una sefial d: 17.6 ppm que
corresponde a carbono de un grupo metilo unido al
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carbono 6 del azlcar. Asi mismo en el espectro de RMN
— 'H (MeOD, 400 MHz) se observé una sefia a d: 5.36
ppm, la cual corresponde a proton del carbono
anomérico del aziicar. Las demés sefiales de carbono
trece del nlcleo basico y del azlicar se presentan en la
tabla 1.

COMP H BC HMBC COMP H BC HMBC

6 d/ppm (H, Mult, J/HZ) | d/ppm 7 d/ppm (H, Mult, J/HZ) d/ppm

2 - 123.0 - 2 -- 1511 -

3 -- 136.2 -- 3 -- 159.2 --

4 - 179.6 - 4 -- 1804 --
5-OH - 158.6 - 5 -- 135.7 --

6 6.38(1H, d, 1.30) 94.8 C5,C10, C8, C7 6 6.15(1H, d, 1.37) 96.7 Cc8

7-OH - 166.2 - 7 -- 165.6 --

8 6.21(1H, d, 1.74) 99.9 C6,C10,C9 8 6.08(1H, d, 1.64) 102.6 -

9 -- 163.2 - 9 -- 148.2 --

10 - 105.8 - 10 -- 118.2 --

1 -- 159.3 - 1 -- 158.3 --

2 7.36(1H, d, 1.92) 116.9 C6',C3,Cc4 Cr 2,6 6.88(2H, d, 8.80) 116.8 c2,C6
3-OH - 1464 - 3.5 7.70(2H, d, 8.78) 131.8 C3,C5.C1,Ca
4'-0OH - 149.8 - 4'-OH -- 162.8 --

5 6.93(1H, d, 8.32) 116.3 C6',C3,C4 1’ 5.32(1H, d, 1.64) 103.5 c2”

6 7.32(1H, dd, 2.00, 8.28) 122.8 C2 .C& 2" 3.33(1H, t, 11.5) 72.2 c3”

1’ 5.37(1H, d, 1.38) 1035 C2’,C3 3" 3.69(1H, m) 72.0 cz2’, c4”

2’ 3.43(1H,1) 73.2 Cc3” 4" 4.19(1H. m) 72.2 Cc3’,C5”

3’ 3.78(1H, m) 72.0 c2’,c4 5" 3.31(1H, m) 73.3 c4’,C6”

4" 4.24(1H, m) 72.1 Cc3’,C5” 6’ 0.89(3H, d, 5.69) 17.7 C5"”

5 3.37(1H, m) 71.9 C4", C6”

6’ 0.96(3H, d, 6.08) 17.6 c5’

Tabla 1. Datos espectroscpicosded RMN —H, RMN —3Cy HMBC del compuesto 6y 7

Latécnica *H-'H COSY, (figura 2) mostré correlaciones
entre el proton a d: 6.37 ppmcon el protén a d: 6.20 ppm,
lo que confirmé la existencia del sistema AX del anillo
A. Para el sistema AM X del otro anillo aromatico (B) se
observaron las correlaciones entre el proton a d 7.35
ppm con el protén a d 7.32 ppm Yy, este a su vez,
correlacionando con el protén ad: 6.92 ppm. (figura 2).

Del experimento HM QC, se tiene la conectividad exacta
de cada hidrégeno sobre el carbono a cual esta unido,

siendo correlaciones importantes las siguientes: el protén
ad: 7.35 ppm con €l carbono a d¢ 116.9 ppm, €l protén a
d: 6.92 ppm con €l carbono a d 116.3 ppm, €l protén a d
6.37 ppm con €l carbono a d: 94.7 ppm y el proton a d
6.20 ppm con el carbono ad: 99.9 ppm.

6 7
Figura2. Estructuradel Figura 3. Estructuradel
compuesto 6 compuesto 7

El espectro HMBC, correlaciona protones con carbonos
a dos, tres y cuatro enlaces. Las correlaciones para el
nucleo flavonol se reportan en la tabla 1; cabe destacar
aqui la correlacion entre el protén a d: 5.36 ppm (proton
anomérico del azlcar) con el carbono a d: 136.2 ppm
(carbono 3 del nucleo flavondlico), lo cual indica que €l
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flavonoide se encuentra 3-glicosidado, lo que
bi ogenéticamente es comiin en este tipo de compuestos.

El compuesto 7 fue identificado como, 5,7,4-
tetrahidroxi -3-O-rhamnosil -2-fenilcromona  un  sélido
pulverizado de color naranja; 1os resultados de RMN-H
(MeOD 400 MHz), RMN-C (MeOD 100 MHz)
técnica DEPT vy las correlaciones a dos, tres y cuatro
enlaces se muestran en latablal

2.6 Evaluacion de la actividad antioxidante del
compuesto 6: Se realiz6 la evaluacion de la capacidad
antioxidante para el compuesto 6 empleando |os ensayos
de DPPH; ABTS y Generacion enzimética del anién
superoxido. Paralos tres ensayos realizados el compuesto
mostrd una gran capacidad captadora de radicales libres,
si se compara con el de otros antioxidantes naturales
como €l &cido ascorbico, el BHA y el BHT, la cua se
atribuye a estos compuestos fendlicos con la presencia de
varios grupos hidroxilos libres en la molécula [7]. El
método de DPPH muestra un ICso de 25.12 ppm, la
prueba de ABTS arrojé un valor de 1.02 ppm (gréficas 1
y 2). Por otra parte el ensayo de generacion enzimatica
del anién superdxido mostrd un 1Csq de 8.25 ppm (gréfica
3
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Gréfica 1. Ensayo de actividad antioxidante método DPPH.
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Gréfica 2. Ensayo antioxidante por el método ABTS
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Gréfica 3 Ensayo de actividad antioxidante por el método de
Generacion Enziméticadel Anion superdxido.
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3. CONCLUSIONES

Del extracto etandlico de la madera de la especie Rollinia
pittieri se aislaron los acaoides Anonaina 1 vy
nornuciferina 2. A partir del extracto corteza se aislaron
los alcaloides O-metilmoschatolina 3, Isomoschatolina 4
y Liriodenina 5, Del extracto en acetato de etilo hojas se
aislaron dos flavonoides 5,7,3",4 -tetrahidroxi-3-O-
rhamnosil-2-fenilcromona 6 y 5,7,4 -tetrahidroxi-3-O-
rhamnosil-2-fenilcromona 7.

El perfil antioxidante realizado al compuesto 6 muestra
gran capacidad captadora de radicales libres, aporte
significativo que permite continuar ensayando otros
métodos para la busqueda de moléculas naturales con
actividad antioxidante, que puedan ser utilizadas en la
prevencion de enfermedades dependientes de procesos
oxidativos, también en la utilizaciébn como preservantes
de alimentos.
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