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RESUMEN

Jatropha nudicaulis es una especie endémica del Ecuador, se recolectaron las partes
aéreas, en el cantébn Catamayo en la provincia de Loja, Ecuador. Se obtuvieron tres
extractos con disolventes: Hexano, Acetato de etilo y metanol, el extracto con mayor
rendimiento fue el extracto de metanol con 7.90%, y el extracto con menor rendimiento fue
el extracto de acetato de etilo con 1.90%. Los tres extractos fueron cromatografiados en
columna abierta; del extracto de acetato de etilo desclorofilado se obtuvo una mezcla de 3
compuestos que fueron identificados mediante técnicas espectroscopicas como RMN,
CG-EM y corroborado con literatura, los cuales fueron identificados como (1) eicosano, (2)
heneicosano y (3) éster propilico del &cido palmitico; del extracto metandlico se obtuvo un
compuesto puro de peso molecular 218 g/mol que mostré un sélo pico en CG/EM y una
sola mancha en cromatografia liquida (TLC), con punto de fusién 210-211 °C y soluble en

acetona que probablemente sea decil benceno.

Palabras clave: Jatropha nudicaulis, eicosano, heneicosano, éster propilico.



ABSTRACT

Jatropha nudicaulis is a species endemic of Ecuador, the aerial parts were collected, in the
Catamayo canton in the province of Loja, Ecuador. Three extracts were obtained with
solvents: hexane, ethyl acetate and methanol, the extract with the highest yield was the
methanol extract of with 7.90%, and the extract with lower performance was the ethyl
acetate extract with 1.90%. The three extracts were chromatographed on an open column;
of the extract of ethyl acetate unchlorinated obtained a mixture of 3 compounds that were
identified by spectroscopic techniques as NMR, GC-MS and corraborated with literature,
which were identified as: (1) eicosano, (2) heneicosano, and (3) propyl ester of palmitic
acid; of the methanolic extract obtained a pure compound of molecular weight 218 g/mol
molecular weight compound which showed a single in GC/MS and a single spot in liquid
chromatography (TLC), with melting point 210-211°C and soluble in acetone which is

probably benzene decyl.

Key words: Jatropha nudicaulis, eicosane, heneicosane, propyl ester.



INTRODUCCION

Jatropha nudicaulis es una especie de la familia Euphorbiaceae, es endémica del
Ecuador. Su habitat natural es seco subtropical o tropical matorral (Jgrgensen & Ledn-
Yanez., 2000).

La familia Euphorbiaceae es una familia cosmopolita extensa y diversa en la zona tropical
con 317 géneros y alrededor de 8000 especies (Neira L., et al. 2014), se caracterizan
primordialmente por presentar tipicamente un latex o exudado coloreado, estipulas, esta
familia también se encuentra distribuida en zonas subtropicales y templadas. Algunas

plantas de esta familia se asemejan a los cactus (Torres L., et al. 2008).

En un estudio realizado a nivel nacional en Ecuador se determiné que la zona de
influencia donde existe la especie vegetal Jatropha nudicaulis es en la regién sur del
Ecuador (Le6n-Yanez S., et al. 2011).

Las plantas sintetizan compuestos bioactivos que podrian ser de utilidad para el
mejoramiento de la salud de seres vivos: humanos, animales marinos, silvestres y
domésticos. Dichas sustancias son el producto del metabolismo secundario de las
plantas. Por lo general suelen encontrarse en gran abundancia en partes aéreas, como en
sus hojas, también se puede encontrar en tallos y raices. Por lo que son utilizadas en la
medicina tradicional, medicina general, elaboracion de farmacos, cosméticos y hasta en

gastronomia (Cosme P., 2008).

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) es utilizada tradicionalmente por la comunidad
africana oriental (CAO) como antihelmintico contra Haemonchus contortus, que es un
helminto propio de rumiantes el cual provoca una elevada tasa de mortalidad en ovejas y
cabras a nivel del continente africano. A demas los extractos acuosos e hidroalcohdlicos
tienen actividad antiparasitaria contra la formacion de embriones en los huevos, atribuidos
a la presencia del monoterpeno ascaridole, asi como también de polifenoles (Quesada L.,
et al. 2009). Hasta la actualidad no se han desarrollado proyectos ni estudios fitoquimicos
de Jatropha nudicaulis, por lo que es de interés en el Departamento de Quimica y

Ciencias Exactas de la UTPL.

Este proyecto de fin de carrera es parte del Programa Nacional para el Abordaje
Multidisciplinario de las Parasitosis Desatendidas en el Ecuador (PROPAD) perteneciente

al Instituto Nacional de Investigacion en salud Publica (INSPI), que cuenta con el
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financiamiento de la SENESCYT vy estéd siendo desarrollado en colaboracion entre el
INSPI, la Universidad Central del Ecuador (UCE) y la UTPL dentro del proyecto
resistencia antiparasitaria y perspectivas del uso de extractos de plantas nativas en
ensayos preclinicos, pretendemos la obtencién, aislamiento y caracterizacion de
metabolitos secundarios con posible actividad antiparasitaria de Jatropha nudicaulis y
posteriormente en una segunda fase se realizara en el INSPI la evaluacién de la actividad

antiparasitaria tanto de extractos como de los MS aislados en mayor proporcion.



1 CAPITULO | FIN, PROPOSITO Y COMPONENTES DEL PROYECTO



1.1 Fin, proposito y componentes del proyecto

1.1.1 Fin del proyecto

Aportar con el estudio de metabolitos secundarios que estan presentes en especies

nativas del sur del pais y su posible actividad antiparasitaria.

1.1.2 Propésito del Proyecto

Aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios a partir de Jatropha nudicaulis

con posible actividad antiparasitaria.

1.1.3 Componentes del Proyecto

e Seleccion y recoleccion de especie vegetal.
e Obtencidn de extractos de hexano, acetato de etilo y metanol.
e Fraccionamiento de extractos mediante cromatografia en columna abierta.

e Purificacion, caracterizacion e identificacion de los metabolitos secundarios.



2 CAPITULO Il MARCO TEORICO



2.1 Aspectos generales

2.1.1 Antecedentes y Biodiversidad en el Ecuador

La gran diversidad de la flora ecuatoriana ha sido reconocida y estudiada desde hace
mucho tiempo atrds, se empezo6 con la clasificacién escrita de plantas endémicas del
Ecuador con la publicacion del Catalogo de las Plantas Vasculares del Ecuador (Ledn-
Yanez S., et al. 2011).

Sin embargo, en la region sur del Ecuador su flora esta catalogada entre una de las mas
ricas y diversas a nivel mundial, conformada por una amplia variedad de tipos de
vegetacion que va conforme a los diversos climas que se encuentran en la misma. Esta
region ha sido explorada por cientificos durante mas de tres siglos y ain no ha sido
explorada en su totalidad gracias a la inmensa diversidad de flora que existe en esta
region (Madsen J., et al. 2002).

En el Ecuador existen aproximadamente alrededor de 4011 especies endémicas, lo cual
es equivalente al 26% de la flora nativa (Leén-Yéanez S., et al. 2011). En el sur del pais el
Parque Nacional Podocarpus, que se encuentra ubicado entre las provincias de Loja y
Zamora-Chinchipe, posee 211 especies endémicas, con 99 especies exclusivas de esta
area (Karakas I., et al. 2012). Lo cual representa el nimero mas alto de endemismo de

todas las areas protegidas del Ecuador.

A través de un andlisis taxondmico, el empleo de las especies no esta distribuido de
manera regular entre las familias, como se atribuye a Fabaceae, Asteraceae y Rubiaceae
las cuales poseen mas de 200 especies Utiles cada familia. Las familias como Meliaceae,
Arecaceae, Rosaceae son de gran importancia puesto a que alrededor del 80% de sus
especies se utilizan para uno o varios propdsitos alimenticios, ornamentales entre otros,
mientras que la familia Euphorbiaceae es un caso particular debido a que tiene gran
diversidad de usos como son: ornamental, medicinal y econémico ya que algunas de sus

especies poseen latex y caucho (Marles R., et al. 2008).

En la provincia de Loja, Ecuador; hay zonas propicias e ideales para el cultivo y
reproduccion de la especie vegetal Jatropha, entre las principales especies que crecen en
esta zona estan la especie Jatropha curcas y Jatropha nudicaulis, las distribuciones de
estas especies se encuentran ubicadas en zonas centrales de sectores cubiertos por

bosque seco, especificamente en los cantones Zamora, Catamayo y Saraguro, ya que



estas zonas poseen una altitud media sobre el nivel del mar. (Plan de Ordenamiento
territorial del Honorable Consejo Provincial de Loja. Direccién de Planificacién. Loja
Ecuador 2007).

2.1.2 Medicinatradicional

En gran parte de las regiones del mundo la medicina tradicional se ha practicado desde
hace cientos de afios, y hasta en la actualidad se puede encontrar zonas o regiones en
donde los habitantes y pueblos indigenas todavia la practican para el mejoramiento de su
salud (Hassan R., et al. 2012). La medicina ancestral estd fundamentada principalmente
en productos naturales como por ejemplo el caso de sabia de las hojas de muchas
plantas con poderes medicinales y curativos, asi como también sus semillas, hojas, frutos,
pulpa y en algunos casos se emplea la totalidad de la planta, se pueden emplear por las
personas solas o en conjunto con otros productos naturales con el fin de encontrar

mejoria y sanar sus dolencias (Naranjo P., et al. 1995).

La nueva medicina o medicina moderna, no debe dejar de lado la medicina tradicional o
ancestral, la cual debe ser un punto donde concurran de manera consumada todos los
viejos y nuevos conocimientos impulsando una visién integral de la salud, en donde
converjan el equilibrio espiritual, ambiental, social, mental y fisico del hombre (Hassan R.,
et al. 2012).

La medicina tradicional, en el Ecuador tiene origenes histéricos las cuales se data hace
10 mil afios atras en el tiempo, donde su estancia se ha hecho meritoria a lo largo de sus
posteriores siglos de colonia espafiola y vida republicana. La que ha sido sostenida en
complacer las necesidades y cosmovisiones de los diferente pueblos necesitados del
Ecuador, asi se han alimentado con su esencia; indios, mestizos, montubios, campesinos,
etnias y un sin fin de personas que han encontrado en ella una alternativa menos costosa,

de facil acceso y gran utilidad (Cabieses F., et al. 1998).

Ecuador es un pais en donde se dispone de un inmenso conocimiento en lo que tiene ver
con el uso de plantas medicinales gracias al saber ancestral que generacion tras
generacion se ha venido forjando, formando y traspasando este conocimiento de gran
utilidad curativa y médica. Hasta el momento se tiene conocimiento que existen

aproximadamente unas 4011 especies de plantas (Ledn-Yanez S., et al. 2011),



pertenecientes a alrededor de 206 familias las que son usadas con fin medicinal (Hassan
R., et al. 2012).

Por lo general las especies de Jatropha como son: berlandieri, podagrica, nudicaulis y
curcas, son plantas ornamentales llamadas “ogiri oke” que significa “montaje en pared” en
reconocimiento a su uso comuin como plantas decorativas y a su vez como limitantes
debido a que marcaban limites territoriales. Aparte de eso, en Africa, Asia e incluso
América Latina se utilizan en la medicina tradicional contra diversas enfermedades como:
fiebre, reumatismo (Murgananthan G., et al. 2012), parésitos (Fagbenro-Beyioku, 1998),
diarrea (Mujumdar A., et al. 2001), efectos citopaticos inducidos por el VIH (Buitron X.,
1999).

2.1.3 Metabolitos Secundarios

El metabolismo secundario se define posiblemente como la transformacion, biosintesis, y
la degradacion de compuestos enddgenos a través de proteinas de especializacion, las
cuales son el resultado de los diversos procesos de diferenciacion, los que se organizan y
clasifican segun su significado biol6gico y funcién en la célula productora (Valdés &
Balbin, 2000).

Segun la definicion en el marco ecoldgico propuesta por (Stransburger E., et al. 1994),
estos compuestos son sustancias ecoldgicamente eficaces, delante a compuestos

primarios que serian sustancias fisiologicamente eficaces.

Los metabolitos secundarios (MS) se acumulan en grandes cantidades en las células
vegetales 0 pueden ser expulsados fuera de estas; son compuestos organicos que no

tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccion del mismo (Garcia D., 2004).

Los MS ademas de no presentar alguna funcidon determinada en procesos como:
fotosintesis; asimilacion de nutrientes; respiratorios: sintesis de proteinas, carbohidratos o
lipidos, se diferencian también de los metabolitos primarios en que algunos grupos
poseen una distribucion limitada en el reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos
secundarios estan en todas las familias de plantas. Su sintesis no se da de forma general,
encontrandose a menudo su produccion limitada a un determinado género de plantas, a

una familia, o inclusive a varias especies (Garcia A., et al. 2009).
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Las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra condiciones de
estrés bidtico y abidtico. Para defenderse del dafio ocasionado por heridas, ataque de
insectos 0 microrganismos patdgenos, las plantas sintetizan enzimas que degradan la
pared celular de microorganismos o que tienen la capacidad de inactivar toxicos de origen
microbiano, como parte de la proteccion quimica, las plantas utilizan la produccién de MS

con actividad antimicrobiana, en contra de herbivoros (Croteau R., et al. 2000).

Los MS son compuestos de bajo peso molecular que tienen gran importancia ecologica
porque participan en los procesos de adaptacién de las plantas a su ambiente, como el
establecimiento de simbiosis con otros organismos; una sintesis activa de MS se induce
de varias formas, como por ejemplo cuando las plantas son puestas a condiciones
desfavorable tales como: el consumo por herbivoros (artrépodos y vertebrados), ataque
por microorganismos (virus, bacterias y hongos) o también pueden ser producidos por

cultivos in vitro de células vegetales (Avalos A., et al. 2009).

Se conocen mas de 25.000 metabolitos secundarios, mas de 8000 compuestos fendlicos,
alrededor de 12.000 alcaloides y aproximadamente 9000 flavonoides (Neyoy C., 2012).
Dependiendo de su composicion quimica se clasifican en dos grandes grupos que son los
nitrogenados y no nitrogenados. Los (MS) nitrogenados incluyen a los alcaloides,
aminoacidos no proteicos, aminas, glucdsidos cian6genos y glucosinolatos. Los (MS) no
nitrogenados incluyen a terpenoides, poli acetilenos, policetidos y fenil propanoides.
(Avalos A., et al. 2009).

2.1.4 Fitoquimica

La Fitoquimica es orientada al analisis y determinacion de metabolitos secundarios en
especies vegetales, tiene como objetivo el aislamiento, andlisis, elucidacion y purificacion
de la estructura y caracterizacion de la actividad biolégica de diversas sustancias
producidas por estas especies vegetales las cuales pueden ser de indole medicinal,
asociadas a propiedades como: actividad antitumoral, antihelmintica, antiparasitaria y

antibacteriana (Villavicencio O., et al. 2012).

La palabra “Fitoquimica” viene de prefijo griego “Phyto” que significa PLANTA y Quimica,
significa entonces “COMPUESTOS QUIMICOS DE LAS PLANTAS”. (Barnola P., et al.

2013). La Fitoquimica se refiere a los métodos de obtencion de componentes activos (MS)
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que se encuentran en las especies vegetales, su clasificacion de acuerdo al grupo
funcional quimico organico al que pertenece y estudia los métodos analiticos para
comprobar su calidad, a través de fluorescencias en las mismas, desarrollados en equipos
especializados (UV) para observar su coloracion y también mediante métodos como:
RMN, CG/EM, CC y CCF; gracias a estos analisis fitoquimicos se han identificado gran
variedad de compuestos quimicos como son taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas,
etc. (Villavicencio O., et al. 2012).

2.1.5 Familia Euphorbiaceae, género Jatrophay especie Jatropha nudicaulis

La familia Euphorbiaceae es una familia cosmopolita que ha sido reconocida a nivel
mundial como una de las familias mas extensas y cuestionable de las Angiospermas, con
mas de 300 géneros y mas de 7.500 especies, la mayoria de ellas presentes en el
continente americano y en Africa tropical. El nivel de variacion morfolégico de la familia es
inmensamente grande y por lo tanto es muy complicado de caracterizar, hecho que ha

sugerido que las especies de ésta tengan un origen polifilético (Strasburger E., 1986).

La utilizacion de esta familia tiene fines curativos, la cual exige un conocimiento
exhaustivo de los metabolitos que esta familia posee. Esto ha sido motivo para que el
campo médico, quimico y farmacéutico los cientificos se hayan interesado en conocer la
composicion quimica de esta familia y algunas actividades biol6gicas (Marticorena C.,
1998). Estudios realizados sobre la familia Euphorbiaceae han dado como resultado la
identificacion de mas de 200 compuestos quimicos, los mas relevantes son de tipo
flavonoide, acidos grasos, acidos organicos, cumarinas, terpenoides, esteroles (Cao C., et
al. 2008). Gran variedad de euforbiaceas posee latex que tiene caucho, taninos, resinas,
aceites, y sustancias gomosas. Sin embargo, en ocasiones el latex puede ser venenoso y
muy irritante. A dicha familia pertenecen algunas plantas muy familiares como: el ricino
(Ricinus communis) el arbol del caucho (Hevea brasiliensis), la yuca (Manihot utilissima),

y la patora, corona del Inca (Euphorbia pulcherrima) (Marticorena C., 1998).

Del género Jatropha se conocen alrededor de 186 especies alrededor del mundo (Reddy
M., et al. 2013). Estudios de plantas del género Jatropha han sido desarrollados como una
alternativa optima para la produccion de biodiesel a partir del aceite extraido de sus
semillas, las mismas que se caracterizan particularmente por crecer en condiciones

climaticas no tan favorables. Existen estudios donde se menciona que la toxicidad de las
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semillas de Jatropha, se atribuye primordialmente a la presencia de forbol-ésteres
(diterpenoides) (King A., et al. 2009).

Hasta la actualidad no hemos encontrado estudios fitoquimicos o investigaciones sobre
metabolitos secundarios aislados e identificados de la especie Jatropha nudicaulis, por lo
gque para este estudio se ha tomado informacion relevante de articulos cientificos,
investigaciones, y proyectos ya realizados de metabolitos secundarios aislados a partir de
especies del mismo género como son: J. curcas, J. cuneata, J. gossypiifolia (Reddy M., et
al. 2013).

Una de las especies mas relevantes del género Jatropha es curcas, esta tiene una utilidad
multipropdsito, resistente a sequia, con capacidad para crecer en suelos marginales e
importancia por su uso industrial y medicinal (Makkar H., et al. 2007), ha sido
ampliamente estudiada y se ha considerado como una planta prometedora para la
obtencion de biodiesel, donde en la extraccion de aceite a partir de su semilla el cual
contiene el 21% de &cidos grasos saturados y 79% de &cidos grasos insaturados,
principalmente &cido linoleico (a) (Ver figura 1). En donde la mayor parte de su actividad
biolégica se correlaciona con el mejoramiento del metabolismo energético y reduccion del
apetito. (Reddy M., et al. 2013).

Jatropha cuneata es otra especie del género Jatropha, segun estudios desarrollados en
extractos de esta planta, se le atribuye una alta cantidad de saponinas como digoxigenina
(b) (Figura 1), la misma que es un hapteno con alta antigenicidad (Riuz E., et al. 2009).

Jatropha gossypiifolia se suma a la lista de especies del género Jatropha y estudios
fitoquimicos realizados sobre esta especie muestran que partes aéreas de esta planta
poseen diterpenos como jatrofona (c); la Jatrofona ejerce una actividad antibiética contra
Staphylococcus aureus (Chavez G., et al. 2009), en sus hojas abundan flavonoides C-
glicésidos tales como vitexina (d) cual tiene una propiedad antioxidante (Pongpan N., et
al. 2007). En esta especie vegetal se utilizaron extractos de etanol, metanol y acetato de
etilo, este dltimo extracto fue el que obtuvo mayor rendimiento, del cual se observo la
presencia de la mayor cantidad de MS como: acidos grasos, azucares, alcaloides,

cumarinas, saponinas, taninos y terpenoides (Das B., et al. 2001).
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HO P

Acido Linoleico (a) Digoxigenina (b)

Jatrofona (c) Vitexina (d)

Figura 1. MS aislados a partir de especies vegetales del genero Jatropha
Fuente: Reddy M., et al. 2013; Riuz E., et al. 2009; Chavez G., et al. 2009 y Pongpan N., et al. 2007

Elaboracion: El autor

2.1.5.1 Descripcion de la especie Jatropha nudicaulis

Jatropha nudicaulis, es un arbusto cuyo tamafio oscila entre 1-4m, es endémico de los
Andes del sur del Ecuador. Su habitat natural son zonas de arbustos secos tropicales o
subtropicales. Esta especie vegetal se encuentra situada en la provincia de Loja en

cantones como Catamayo, Saraguro y Zamora, la misma que en la antiglledad era
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utilizada como cerramiento para huertos, sin darle uso alguno en medicina ancestral
(Santana J., et al. 2004).

En la tabla 1 se muestra la descripcion de la especie vegetal Jatropha nudicaulis.

Tabla 1: Descripcion de la especie Jatropha nudicaulis

cl?:r:?i?i::eo Jatropha nudicaulis
Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Malpighiales
Familia Euphorbiaceae
Genero Jatropha
Especie Nudicaulis

Fuente: Trdpicos
Elaboracion: El autor

2.2 Técnicas de aislamiento, identificacién y purificacion de metabolitos

secundarios

Uno de los aspectos mas importantes que se debe tener en cuenta en el aislamiento,
identificacion y purificacion de MS es garantizar altos rendimientos del material vegetal
con un elevado porcentaje de principios activos, en donde se debe considerar como
aspectos primordiales lo siguiente: seleccion y recoleccion de la materia vegetal, factores
post cosecha (secado, maceracion y almacenaje); a su vez los métodos de purificacion
que por lo general se utilizan son: filtracion, decantacién, destilacion, cromatografia. Las
técnicas de identificacion de compuestos organicos de mayor uso son: Espectroscépicas
como: luz UV, Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM),
Resonancia Magnética Nuclear (RMN H, 13C), y fisicas como: IR (indice de retencién),
tiempo de retencion (tr), Punto de fusion (Pf), Cromatografia en capa fina (CCF), factor de
retencion (Ry). (Araujo P., et al. 2013).

Las condiciones de recoleccion y procesamiento de la materia vegetal influyen

directamente en la cantidad final de metabolitos secundarios obtenidos de la especie
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vegetal. Hay que tener muy en cuenta la parte de la planta a cosechar y la época

estacionaria de cosecha (Chife C., 2005).

2.2.1 Maceracion

La maceracion es una correlacion “solido-liquido” que consiste en poner en contacto por
un periodo prolongado de tiempo la materia vegetal de interés con el disolvente o solvente
de extraccion, para asi tratar de extraer todos los compuestos presentes en esta materia
prima vegetal, circulando a través en todas las direcciones en su totalidad y disolviendo
sus principios activos hasta lograr una concentracion en equilibrio con el contenido celular
(Shelles F., 1992).

Este es el procedimiento de extraccibn mas sencillo y simple, este proceso se lo coloca
bajo proteccién solar, es decir que no exista contacto directo con la luz solar, para asi
evitar posibles reacciones y debe ser constantemente sometido a agitacion alrededor de 3
veces al dia; El tiempo de maceracion es variable dependiendo, de la especie vegetal a
tratar, disolventes a utilizar y propdsito al cual se desea llegar, las distintas Farmacopeas
prescriben un tiempo que oscila entre cuatro a diez dias. A partir de este procedimiento o
método no se consigue el agotamiento de las sustancias extraidas. “Cuanto mayor sea la
relacion entre el liquido extractivo (disolvente) y la especie vegetal, sera mayoritariamente

favorable su rendimiento” (Voigt R., 1982).

2.2.2 Cromatografia en columna (CC)

Es una técnica de purificacién, que permite aislar los compuestos deseados de una
mezcla a escala preparativa. Todas las cromatografias denominadas en columna se
caracterizan por tener una fase estacionaria, en donde por lo general se usa gel de silice
o aliumina que se encuentra dentro de una columna de vidrio de 5 a 30 mm de diametro
por la cual se hace correr una fase mévil liquida que estard en permanente movimiento
denominada eluyente o fase movil la cual es propicia para una excelente separacion de
mezclas y/o compuestos. Segun la afinidad de las moléculas por la fase movil o la
estacionaria, éstas se separan por efecto de la gravedad o a su vez por la aplicacion de

presion como puede ser la utilizacién de bombas de aire o de vacio (Rocha L., 2000).
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Los MS son arrastrados gracias al eluyente que corre en su fase mévil y va a lo largo de
la columna de silice, los compuestos separados en CC pueden presentar color, el
progreso de la separacion se puede monitorizar visualmente. No obstante, regularmente
los compuestos que deben ser aislados suelen ser incoloros; en este caso, se recogen
secuencialmente pequefias fracciones de eluatos que pueden ser de 5 a 10 ml en
columna 30 mm de didmetro y 1 ml en micro columnas de 5 mm, se los debe colocar en
tubos rotulados y la composicibn de cada fraccion recogida se analiza mediante
cromatografia en capa fina (CCF). Una vez identificadas las diferentes fracciones que
poseen el mismo resultado, se Unen, se elimina el disolvente y se analiza la identificacion
de los componentes mendiante métodos espectroscépicos (Rocha L., 2000).

2.2.3 Cromatografia en capa fina (CCF)

La cromatografia en capa fina (en inglés Thin Layer Chromatography o TLC) es una
técnica de separacion de compuestos rapida y sencilla que por lo general se la utiliza en
los laboratorios de Quimica Organica. Esta técnica posee una fase estacionaria que se
basa en un sélido y una fase movil que es liquida, la fase estacionaria serd un
componente polar y el eluyente por lo general tiene una polaridad menor que la fase
estacionaria, de manera que los componentes que sean menos polares tienden a

desplazarse con mayor velocidad (Pérez C., 2000).

Este método de separacibn emplea una placa que se encuentra recubierta con el
adsorbente (fase estacionaria) en forma de una lamina delgada, con espesor constante,
adherida sobre una base rigida, que puede ser una placa de aluminio, vidrio, o poliéster.
Hay adsorbentes que poseen un indicador de fluorescencia para facilitar la identificacion
de las muestras. Si en el caso que no se utilice algun indicador o revelador y los
componentes no son coloridos, necesariamente se requerird otras técnicas de revelado
como por ejemplo indicadores fluorescentes en las placas, bajo una lampara de luz UV
(Tesso H., 2005).

Por CCF se puede determinar la efectividad de una etapa de purificacion al comparar
muestras. Si dos muestras corren igual en placa podrian ser idénticas. Si, por el contrario,
corren de diferente forma entonces no son los mismos compuestos. Se basa en colocar la
muestra a analizar cerca de un extremo de una lamina de plastico o aluminio que

previamente ha sido recubierta con una fina capa de adsorbente (fase estacionaria). La
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lamina se coloca en un recipiente cerrado el cual contiene uno o varios disolventes
mezclados (eluyente o fase mévil) en diferentes polaridades. A medida que esta mezcla
de disolventes asciende por capilaridad a través del adsorbente (TLC), se producen
“‘manchas” de los compuestos, las mismas que representan un reparto diferencial de los
compuestos o sustancias presentes en la muestra entre el disolvente y el adsorbente. El
grado de elucion de cada una de las sustancias depende tanto de su propia polaridad
como de la polaridad del eluyente utilizado (Santos S., 2011).

2.2.4 Punto de Fusion (Pf)

El punto de fusién desde un punto de vista practico se lo define como la temperatura a la
cual un sélido se convierte en liquido, la temperatura a la que un solido empieza a fundir
debe mantenerse constante hasta que todo el sélido y el estado liquido de la sustancia
estan en equilibrio, una en presencia de la otra. Para que esto suceda es necesario que
las fuerzas intermoleculares que mantienen cohesionadas las moléculas en una
estructura cristalina se rompan y por tanto su determinacion dependera del balance de las
diferentes fuerzas intermoleculares. Ademas, se debe tomar en cuenta que la presencia
de impurezas, asi sean estas en pequefias cantidades, provocara una disminucion del
punto de fusion (Pf), acompafiado generalmente de un incremento del intervalo en que
funde, por lo cual se considera como otra utilidad de la medida del punto de fusibn como

criterio de pureza de un determinado compuesto (Jaramillo O., 2007).

2.2.5 Cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas CG/EM.

La cromatografia de gases (CG) es una técnica separativa la cual permite la separacién
de mezclas muy complejas, sean compuestos organicos volatiles o semi volatiles que
sean técnicamente estables. Dada una vez su separacion, incluso su cuantificacion y
deteccién de cada uno de los componentes en forma individual de una muestra de interés,
el unico dato del que se basa para la identificacién de cada uno de ellos es el tiempo de
retencién de los correspondientes picos cromatograficos. Por otra parte, la espectrometria
de masas (EM) por lo general identifica de manera casi inequivoca cualquier sustancia
pura, pero por lo general no es capaz de identificar los componentes individuales de una

mezcla sin previa separacion de cada uno de sus componentes, debido a la gran
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complejidad del espectro obtenido por superposicion de los espectros particulares de

cada componente (McNair H., et al. 1997).

La co-relacibn de estas dos técnicas acopladas, (CG/EM) permite la separacion e
identificacion de mezclas complejas y de cualquier tipo de compuestos volatiles
presentes. La separacidén de las sustancias depende de la diferente distribucion de las
sustancias de interés entre las fases movil y estacionaria que conforman el sistema. Una
vez que han sido separadas las sustancias son fragmentadas y analizadas en cuanto a su
patrén de fragmentacion, el que puede ser comparado con informacion pre existente en
una base de datos de espectros de masas para su identificacion preliminar, ademas se
necesita una minima cantidad muestra para su respectivo analisis (Gutiérrez M., et al.
2002).

2.2.6 Resonancia magnética nuclear (RMN)

La RMN es el método espectroscOpico mas utilizado para determinar la estructura
molecular en disolucion en liquidos puros y gases. Es la técnica que proporciona mayor
informacién estructural, esto debido a que se observan los nucleos de los a&tomos y se
pude conocer la influencia de cada estructura molecular sobre cada uno de los atomos.
Los atomos que se encuentran mayoritariamente son 'H, 13C, ademas se pueden
observar algunos otros &tomos como °F y 3P, siempre que exista una cantidad suficiente
en funcion a la sensibilidad de cada uno de ellos, del is6topo magnéticamente activo. En
el hidrogeno el is6topo mas abundante y que es observable es el *H, asi como para el
carbono, el isotopo que se observa es el °C, mientras que el mas abundante, °C, es
magnéticamente inactivo. Para los atomos mas relevantes entre las biomoléculas los
isotopos magnéticamente activos que se pueden observar son !N y 3P (Medare M., et al.
2012).

Esta técnica espectroscopica puede emplearse so6lo para analisis de ndcleos atémicos
con un ndimero impar de protones o neutrones. Relativamente esta situacién se da en los
atomos de 'H, BC. Ya que este modelo de nucleos posee “espin” es decir son
magnéticamente activos, semejante al de los electrones, debido a que los nicleos poseen
carga positiva (+) y ejecutan un movimiento de rotacion sobre un eje el que superpone su

comportamiento similar a pequefios imanes (Pardo C., 2007).
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3 CAPITULO lll MATERIALES Y METODOS
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3.1 Esquema de trabajo

En la figura 2 se observa la metodologia que se aplicé para el desarrollo de este trabajo

investigativo.

Jatropha
nudicaulis

Obtencion y
Recoleccion de la
especie vegetal

Obtencidén de extractos:
secado, trituracion,
maceracion en disolventes:
hexano, acetato de etilo y
metanol.

Aislamiento y purificacion de
Metabolitos secundarios

Caracterizacion de metabolitos
secundarios: CG/EM, Pf, Rf, RMN,
1H, 13C.

Figura 2: Esquema de la metodologia aplicada
Fuente: El autor

Elaboracion: El autor

3.2 Obtencién y recoleccién de la especie Jatropha nudicaulis

Se recolectd las partes aéreas de la especie vegetal Jatropha nudicaulis (hojas, flores,
tallo), la recoleccion se realizdé en el Canton Catamayo en la provincia de Loja, con las

siguientes coordenadas geograficas: 3°59'S; 79°21'0 (Figura 3).

La especie vegetal fue identificada por parte de la Dra. Fani Tinitana, una muestra de esta
especie vegetal fue depositada en el Herbario de la Universidad Técnica Particular de
Loja con el voucher HUTPL8022.
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3°59'5 79°21'0
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Figura 3: Sitio de recoleccion de la especie
Fuente: Mapas virtuales
Elaboracion: El autor

3.2.1 Secado de la materia vegetal

La especie vegetal se peso, posteriormente se sometié a un tratamiento de secado, el
cual permitié que la especie vegetal pierda la humedad que posee en sus hojas, tallos y
flores, se lo realizé en un secadero de bandejas (Figura 4) con flujo de aire continuo a
35°C durante 20 dias. Este proceso se lo realiz6 en el Departamento de Quimica y
Ciencias Exactas de la UTPL.

Figura 4: Secadero de Bandejas
Fuente: El autor

Elaboraciéon: El autor
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3.3 Obtencién de extractos

A la especie vegetal seca con un total de 3.4 kg de material vegetal se procedio a triturarla
de forma manual para someterla a maceracion estética, introduciéndola en recipientes
con disolventes en polaridades crecientes (Hexano, Acetato de etilo y Metanol), se
recubrieron completamente con alrededor de 20 litros de cada disolvente, se realiz6 tres
repeticiones con cada uno de los disolventes durante el periodo de 3-5 dias a temperatura
ambiente (Figura 5). Se filtré al vacio y con la ayuda de un rota-evaporador Buchi modelo
R-210 a 36°C (Figura 6), se concentr6 cada extracto obteniendo un total de tres extractos

(Hex - AcOEt - MeOH), los cuales fueron pesados y etiquetados respectivamente.

La ecuacion que se utilizo para calcular el rendimiento de los extractos fue la siguiente:

L. Peso total del extracto
Rendimiento (%)= - - x 100
Peso de materia prima seca

Figura 5: Maceracion de la especie vegetal

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor
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Figura 6: Rota evaporacion de extracto
Fuente: El autor
Elaboracion: El autor

3.3.1 Desclorofilacion de los extractos

Al extracto de acetato de etilo se lo desclorofil6. En primer lugar, se utilizé6 un embudo de
decantacion al cual se le agregd una disolucion conjunta del extracto de acetato de etilo
con un disolvente (Hexano): (Metanol: H.O 9:1) 1:10 en proporcion 1g de extracto con 100
ml de disolvente, se agitdé constantemente hasta que se logré una mezcla homogénea,
luego se dejo en reposo durante 20 a 30 minutos hasta observar la separacion bifasica
(figura 7), la cual indica que mediante el proceso de decantaciobn da efecto a la
desclorofilacion, que consiste en separar componentes que poseen fases diferentes con
variabilidad significativa entre las densidades de cada fase por ejemplo dos liquidos no
miscibles, o un solido de un liquido.

Finalizado el primer paso de la desclorofilacion se procede con el segundo paso donde se
realizd6 una cromatografia en columna abierta (CC) con silice gel C18 fase inversa y
extracto de AcOEt (10g) en proporcion 1:10, para la elucién de la columna se utilizd

mezclas de metanol-agua (9:1), recolectando fracciones de 10 ml. Finalmente se realizo
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cromatografia en capa fina de las fracciones recolectadas para visualizar el perfil

cromatogréfico de cada una de ellas y unir las fracciones que tengan el mismo perfil.

S ———
| ! Clorolilas
"1"' ! {Hoanal

M5 de inferés

L R )

!
!

[.

Figura 7: Desclorofilacion del extracto de AcOEt
Fuente: El autor
Elaboracion: El autor

3.4 Fraccionamiento de los extractos

3.4.1 Cromatografia en columna abierta

Para el fraccionamiento de los extractos se realizé cromatografia en columna abierta,
utilizando silice gel 60 F24, en proporcion 1:10 extracto-silica, se trabajé con 50 g del
extracto de cada uno de ellos (Hexano, Acetato de etilo y metanol), para la elucién de la
columna abierta se utilizé columnas de vidrio de 1.20 m de longitud y 15 mm de didmetro.
Se us6 mezclas de disolventes: hexano, acetato de etilo, y metanol, en forma ascendente
en cuanto a su polaridad, con polaridad inicial de Hexano 100% y una polaridad final de
Metanol 100%, se recolecté fracciones de aproximadamente 10 ml, estas fracciones
fueron concentradas a rota evaporacién para la eliminacion de los disolventes, seguido se
llevé a cabo una cromatografia en capa fina de cada fraccion recolectada, esto se
desarroll6 con el fin de evaluar el perfil cromatografico de cada una de ellas. Cabe

recalcar que se uni6 las fracciones con el mismo perfil cromatografico.
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Se realizaron varias micro columnas de cromatografia en columna abierta, utilizando
micro columnas de vidrio de 50 - 60 cm de longitud y 1-5 mm de didmetro
aproximadamente. Cada micro columna fue eluida en polaridades de forma ascendente
desde el menos polar al méas polar, iniciando con una polaridad de Hexano 100%, seguido
de una polaridad Hexano: AcOEt 1:1, luego Hexano: CH.Cl, 1:1, Hexano: MeOH 1:1 y
finalmente con Metanol 100%, en donde se recolectaron fracciones de 5ml
aproximadamente, que fueron eluidas en cromatografia en capa fina para unir las

fracciones con similitud en cuanto a su perfil cromatografico.

3.4.2 Cromatografia en capa fina

Este método se us6 para el analisis y fraccionamiento de las muestras/fracciones ya antes
obtenidas de la cromatografia en columna abierta, para ello se utilizé placas de aluminio
recubiertas con silice gel 60 Fzs4, estas placas fueron eluidas con diferentes mezclas de
disolventes como: hexano, acetato de etilo, diclorometano y metanol en proporciones ya
previamente establecidas (Figura 8). A estas placas se las observd a través de una
camara de luz ultravioleta de onda corta UV (254 nm) y en luz ultravioleta de onda larga

UV (365 nm) (Figura 9), finalmente se utilizd soluciones de 4cido sulfdrico y vainillina para

su revelado.
1 2 3 4 5 6 7
-
™ tapa '
/ 0 3
II' ¥ cubeta de vidrio . D
{ (cubeta cromatografica) T
[ ] + b
e - o a
/ s o ] NRNE™E B pEEN Bl
[ o
1: aplicacion de la muestra
2: se sumerge el extremo inferior en la fase mavil
. . = J < | puntos de aplicacisn 3as: If'i'l‘ase mavil asciende por capilaridad y se va produciendo la
J de las muestras separacion de los componentes
/ 6: se marca el frente de avance del disclvente y se deja secar la placa
= — fase movil (disclvente) 7: revelado de los componentes ya separados y medida de su avance

Figura 8: Técnica de empleo de la CCF
Fuente: Biomodel

Elaboracion: El autor
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Figura 9: Camara de luz UV
Fuente: El autor
Elaboracion: El autor

3.5 Limpieza externa de solidos

Las fracciones recolectadas, fueron cromatografiadas y analizadas a través de luz UV
(254 nm y 365 nm), aquellas que presentaban pequefias impurezas fueron sometidas a
un proceso de limpieza de impuresas, donde se utilizé disolventes como: Cloroformo
(CHCI3), MeOH, Hex, AcOEt, este procedimiento se lo realiz6 mediante filtracion por
gravedad, colocando el extracto o muestra con impurezas en papel filtro sobrepuesto en
un matraz, se agrego el disolvente sobre este, de tal forma que limpie la fraccién dejando

caer junto al disolvente las impurezas que presento la misma (Figura 10).

Disolvente

Muestra

Papel filtro

Disolvente
con
impurezas

Figura 10: Purificacion
Fuente: El autor

Elaboracién: El autor
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3.6 Caracterizacion de metabolitos secundarios

Para la caracterizacion de los metabolitos secundarios aislados se utilizé técnicas como:
Punto de fusion (Pf), factor de retencion (Rs), solubilidad, cromatografia de gases
acoplada a espectroscopia de masas (CG/EM) y espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN).

3.6.1 Punto de fusioén

Se utiliz6 una muestra sélida de los compuestos aislados y purificados, el punto de fusién
(Pf) se determin6 mediante el equipo Fisher Johns (Figura 11), se colocé una cantidad
pequefia de la muestra en un cubreobjetos y se lo coloc6 en el equipo, se observo el

rango de temperatura a la cual el compuesto cambia de estado fisico de sélido a liquido.

Figura 11: Equipo Fisher Johns
Fuente: El autor

Elaboracién: El autor

3.6.2 Solubilidad

Para determinar la solubilidad de los metabolitos secundarios aislados se utiliz6 varios
disolventes: hexano, diclorometano, acetato de etilo, metanol, cloroformo, éter y acetona,

y se determiné en cual o cuales los MS son solubles.
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3.6.3 Factor de retencién

El factor de retencion (Ry), es la razon entre la distancia que recorrio la muestra desde el
punto donde se coloco hasta el punto de llegada y la distancia recorrida por el disolvente
(Figura 12).

El valor del factor de retencidn se calculé mediante la siguiente férmula:

Distancia recorrida (muestra)

Rf=

Distancia recorrida (disolvente)

Rf=X"r"

" o —— PUMto de
llegada

— - "+-- . Punto de
1 2 ziembra

Figura 12: Rf en placa TLC
Fuente: El autor
Elaboracion: El autor

3.6.4 Cromatografia de gases acoplada a Espectroscopia de masas (CG/EM)

Para determinar los espectros de masas se utiliz6 un cromatdgrafo de gases (Agilent
Technologies 6890N) acoplado a un espectrometro de masas (Agilent Technologies 5973
inert) y columnas cromatograficas como Agilent 122-5562 DB-5ms. Para la identificacion
de los compuestos se emplearon las bases de datos Wiley 7n.l. Las condiciones de

operacion del equipo se detallan en la tabla 2.
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Tabla 2. Condiciones de operacion del equipo CG/EM

Columna capilar: Agilent 122-5562 DB-5ms, 0.25mm* 60mm*0.25um

Temperatura maxima: 350 ‘'C

Flujo constante. Flujo inicial 1.5 ml/min
COLUMNA

Presion inicial: 26.99 psi

Velocidad promedio: 32 cm/s

Presion de salida: vacio

INYECTOR en | Temperatura inicial de 220 °C

modo splitless | Gas: Helio

Temperatura de 250 °'C
DETECTOR

Gas: Nitrégeno

Temperatura inicial: 80 °C

HORNO Temperatura final: 300 °C

Gradiente de temperatura de 5 “C/min

Fuente: Laboratorio de analisis quimico e instrumental de la UTPL
Elaboracion: El autor

3.6.5 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

A los compuestos que se logrd aislar se los someti6 a RMN para conseguir su espectro

mediante la aplicacion de varias técnicas como son: proton (*H) y carbén (**C). Para el

analisis de los compuestos se tomé una cantidad pequefia de la muestra que fue disuelta

con disolventes deuterados. Los resultados de este proceso se lograron analizar a través
del empleo del espectrometro RMN Varian 400 MHz de 'H a 400 MHz, *C a 100 MHz.

Cabe recalcar que las constantes de acoplamiento J fueron expresadas en Hertz (Hz) y

los desplazamientos quimicos se expresaron en § (ppm).
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4 CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Rendimiento de extractos de la especie vegetal Jatropha nudicaulis

Los rendimientos de cada uno de los extractos (hexano, acetato de etilo y metanol) se

muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Peso y % de los diferentes extractos de la especie Jatropha nudicaulis

Disolventes

Hexano

Acetato de etilo

Metanol

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor

Peso (g)
78.44
64.63

270.33

Rendimiento (%)
2.30
1.90

7.90

El extracto con mayor rendimiento de todos fue el extracto de metanol con 7.90%, vy el

extracto con menor rendimiento fue el extracto de acetato de etilo con un 1.90%.

4.2 Aislamiento de metabolitos secundarios

42.1 Extracto de Hexano

Se trabajé con 50 gr del extracto Hexanico sin desclorofilar, en relacion 1:10 extracto-

silica, mediante cromatografia en columna abierta, utilizando como eluyente una mezcla

de disolventes como: Hex, AcOEt, MeOH, se recolect6é un total de 349 separaciones con

un volumen aproximado de 10 ml por fraccion, siendo unidas de acuerdo a su perfil

cromatografico, lograndose obtener 26 fracciones etiquetadas con el cddigo JN-Hex, en la

tabla 4 se muestran las fracciones obtenidas.

Tabla 4. Unién de fracciones JN-Hex del extracto hexanico

Union de muestras

# de fraccion

Proporcién

Disolventes

Apariencia
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JN-Hex 1-13 JN-Hex1 100 % Hexano Sélida
JN-Hex 14-34 JN-Hex2 95:5 Hex : AcOEt Sélida
JN-Hex 35-53 JN-Hex3 90:10 Hex : ACOEt Sélida
JN-Hex 54-57 JN-Hex4 85:15 Hex : AcOEt Sélida
JN-Hex 58-125 JIN-Hex5 80:20 Hex : ACOEt Semi sélida
JN-Hex 126-140 JN-Hex6 75:25 Hex : ACOEt Sélida
JN-Hex 141-163 JIN-Hex7 70:30 Hex : ACOEt Sélida
JN-Hex 164-185 JN-Hex8 65:35 Hex : AcOEt Semi solida
JN-Hex 186-200 JN-Hex9 60:40 Hex : AcOEt Sélida
JN-Hex 201-206 JN-Hex10 55:45 Hex : ACOEt Sélida
JN-Hex 207-212 JN-Hex11 50:50 Hex : ACOEt Semi sélida
JN-Hex 213-217 JN-Hex12 45:50 Hex : AcOEt Sélida
JN-Hex 218-225 JN-Hex13 40:60 Hex : AcOEt Sélida
JN-Hex 226-231 JN-Hex14 35:65 Hex : AcOEt Semi sélida
JN-Hex 232-237 JN-Hex15 30:70 Hex : AcOEt Semi sélida
JN-Hex 238-249 JN-Hex16 25:75 Hex : ACOEt Semi sélida
JN-Hex 250-256 JN-Hex17 20:80 Hex : AcOEt Semi sélida
JN-Hex 257-263 JN-Hex18 15:85 Hex : AcOEt Semi solida
JN-Hex 264-268 JN-Hex19 10:90 Hex : AcOEt Semi s6lida
JN-Hex 269-276 JN-Hex20 5:95 Hex : AcOEt Semi sélida
JN-Hex 277-282 JN-Hex21 100% AcOEt Semi sélida
JN-Hex 283-288 JN-Hex22 5:95 MeOH : AcOEt Semi solida
JN-Hex 289-302 JIN-Hex23 25:75 MeOH : AcOEt Semi sélida
JIN-Hex 303-309 JIN-Hex24 50:50 MeOH : AcOEt Semi liquida
JN-Hex 310-322 JN-Hex25 75:25 MeOH : AcOEt Semi liquida
JN-Hex 323-349 JN-Hex26 100% Metanol Liquida

Fuente: El autor

Elaboracién: El autor
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A la fraccion JN-Hex4 (JN-Hex 54-57), con un peso de 180 mg de un solido amarillento,
eluida con una polaridad Hex:AcOEt 85:15, posteriormente se le realizO una micro-
columna, con una polaridad Hex:CHzClz, donde se obtuvieron 282 separaciones de 5 ml
aproximadamente, luego se procedié a unirlas segun su perfil cromatogréfico, que dio
como resultado 18 fracciones etiquetadas con el codigo JN-Hex4(1) a la JN-Hex4(18) a

continuacion en la tabla 5 se muestran las fracciones obtenidas.

Tabla 5. Unién de fracciones de JN-Hex 4 del extracto hexanico

Unién de fracciones # de fraccion Proporcion Disolventes Apariencia
JN-Hex 4: 1-20 Micro_Hex 4(1) 9:1 Hex: CHCl> Sélida cristalina
JIN-Hex 4: 21-51 Micro_Hex 4(2) 91 Hex: CHCl, Sélida
JIN-Hex 4: 52-81 Micro_Hex 4(3) 9:1 Hex: CH.Cl; Solida

JIN-Hex 4: 82-109 Micro_Hex 4(4) 9:1 Hex: CH,Cl, Solida
IN-Hex 4: 110-169 AIETE =i 9:1 Hex: CHzCl, solida

JIN-Hex 4: 170-181 Micro_Hex 4(6) 9:1 Hex: CH.Cl, Sélida

IN-Hex 4: 182-199 ST s 470 9.5:0.5 Hex: CH.Cl, Solida

JIN-Hex 4: 200-210 Micro_Hex 4(8) 9.5:0.5 Hex: CH,Cl, Semi sélida
JIN-Hex 4: 211-216 Micro_Hex 4(9) 9.5:0.5 Hex: CHCl» Semi sélida
IN-Hex 4: 217-219 Micro_Hex 4(10) 9.5:0.5 Hex: CH.Cl, Semi sdlida
IN-Hex 4: 220-267 Micro_Hex 4(11) 9.5:0.5 Hex: CH.Cl, Semi sélida
IN-Hex 4: 268-270 Micro_Hex 4(12) 9.5:0.5 Hex: CH,Cl, Sélida
IN-Hex 4: 271-275 bty Lk 40s) 100 % Mears Sélida
JIN-Hex 4: 276 Micro_Hex 4(14) 100 % Hexano Semi sélida
IN-Hex 4: 277-278 Micro_Hex 4(15) 100 % Hexano Semi sélida
IN-Hex 4: 279-280 Micro_Hex 4(16) 100 % Hexano Semi sélida
IN-Hex 4: 281 Micro_Hex 4(17) 100 % M Semi solida
IN-Hex 4: 282 Micro_Hex 4(18) 100 % Hexano Semi sélida

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor

La fraccion Micro_Hex 4(1) present6 un aspecto soélido cristalino con un peso de 65 mg, a

la misma se le realiz6 una micro-columna, eluida en una polaridad Hex:CHxCl, 3:7, en
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donde se obtuvieron 110 muestras de 5ml aproximadamente, que se unieron de acuerdo
a la similitud en su perfil cromatografico, obteniéndose 20 fracciones que fueron

etiguetadas como JNHmicrol a la JINHmicro20.

A continuacion, en la tabla 6 se muestra la union de las fracciones del extracto de hexano
“JNHmicro”.

Tabla 6. Union de fracciones de “JNHmicro” del extracto hexanico

Unioén de fracciones # de fraccion Proporcién Disolventes Apariencia
JNHmicro1 JNHmicro 1 3:7 Hex:CH.Cl, Sélida cristalina
JNHmicro2-3 JNHmicro 2 3.7 Hex:CH.Cl, Sélida cristalina
JNHmicro4-6 JNHmicro 3 37 Hex:CHCl; Sélida

JNHmicro7 JNHmicro 4 4:6 Hex:CHCl; Sélida
JNHmicro8-9 JNHmicro 5 4:6 Hex:CH.Cl, Semi sélida
JNHmicro10-12 JNHmicro 6 4:6 Hex:CH.Cl; Semi soélida
JNHmicro13-15 JNHmicro 7 5:5 Hex:CHCl; Sélida
JNHmicro16 JNHmicro 8 5:5 Hex:CHCl; Sélida cristalina
JNHmicro17-31 JNHmicro 9 5:5 Hex:CH2Cl, Semi solida
JNHmicro32 JNHmicro 10 6:4 Hex:CHCl; Sdlida
JNHmicro33-37 JNHmicro 11 6:4 Hex:CH.Cl, Semi sélida
JNHmicro38-39 JNHmicro 12 6:4 Hex:CH.Cl; Semi sélida
JNHmicro40-54 JNHmicro 13 7:3 Hex:CHCl, Solida cristalina
JNHmicro55-73 JNHmicro 14 7:3 Hex:CH2Cl; Sélida
JNHmicro74-78 JNHmicro 15 7:3 Hex:CH.Cl, Semi sélida
JNHmicro79-80 JNHmicro 16 8:2 Hex:CH.Cl, Semi sélida
JNHmicro81-85 JNHmicro 17 8:2 Hex:CHCl, Semi sélida
JNHmicro86-92 JNHmicro 18 9:1 Hex:CH:Cl; Semi sélida
JNHmicro93 JNHmicro 19 9:1 Hex:CH.Cl, Semi s¢lida
JNHmicro94-110 JNHmicro 20 9:1 Hex:CH2Cl, Semi sélida

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor
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De la fraccion JNHmicro 1, se obtuvo un cristal blanquecino, el cual fue analizado por

CCF y se observé impurezas, por lo que se purificd por re cristalizacién con metanol,

acetona y acetato de etilo, lograndose obtener un polvo blanquecino con un peso de 15.3
mg, soluble en CHCls, con punto de fusién 65-67 °C y Rf de 0.52.

En la figura 13 se observa el perfil cromatografico de la fraccion INHmicrol en CCF.

Figura 13. Cromatografia en capa fina de la fraccion
JNHmicro 1, polaridad Hex:AcOEt 8:2
Fuente: El autor

Elaboracién: El autor

Del extracto de hexano se logré aislar 10 fracciones, las cuales fueron analizadas por

CG/EM, cada una de las muestras del extracto hexdnico poseia una mezcla de

compuestos que no se han logrado identificar. En la tabla 7 se detalla la caracterizacién

de cada fraccion aislada del extracto hexanico.

Tabla 7. Fracciones aisladas del extracto hexanico

JNHmicro 1
JNHmicro 2
JNHmicro 3
JNHmicro 4
JNHmicro 5
JNHmicro 6

JNHmicro 7

15.3 mg
437.5 mg
20 mg
162 mg
142.2 mg
416.8mg

566.9 mg

65-67 °C
59-60 °C
63-65 °C
60-63 °C
69-71 °C
68-70 °C

64-65 °C

Hex:AcOEt8:2 0.52  Polvo blanquecino CHCls
Hex:AcOEt 7:3 0.57 Polvo amarillento CH2Cl>

Hex:CH2Cl2 8:2 0.54  Polvo blanquecino CH2Clz2

Hex:AcOEt 7:3  0.51 Polvo blanco CH2Cl2
Hex:CHCIls 8:2  0.53 Polvo blanco CHCls
Hex:CH:Cl2 7:3 = 0.63 Polvo blanco CH2Cl2
Hex:CHCls 6:4  0.79 Polvo blanco CHCls
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JNHmicro 8 12.8 mg 70-71°C Hex:CH:Cl28:2 0.39 Polvo blanquecino CHzCl>
JNHmicro 9 1384 mg 58-60°C Hex:CH2Cl29:1 0.52 Polvo blanco CH2Cl2
JNHmicro10 1548 mg 68-70°C Hex:CHCI37:3  0.61 Polvo amarillento CHCls

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor

4.2.2 Extracto de Acetato de Etilo

4.2.2.1 Desclorofilaciéon del extracto de acetato de etilo.

Se utilizé 10 g del extracto de AcOEt para su desclorofilacion mediante cromatografia en
columna abierta, en una relacion 1:100 con silice fase inversa, eluida en una mezcla de
disolventes de MeOH:H,O en proporcién 1:1, se recolectaron fracciones de 200 ml, las
gue fueron concentradas mediante rota-evaporacion, se realizaron dos desclorofilaciones
obteniendo en la primera desclorofilacion (1D) un total de 18 separaciones, y en la
segunda desclorofilacion (2D) 24 separaciones, en total 42 separaciones que fueron
unidas conforme a su similitud de acuerdo al perfil cromatografico, dando como resultado
final 13 fracciones desclorofiladas que fueron etiquetadas como “D-AcOEt 1 hasta D-
AcOEt_13". En la tabla 8 se observa la unién de fracciones del extracto de Acetato de
etilo desclorofilado.

Tabla 8. Unién de fracciones del extracto de acetato de etilo desclorofilado.
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Unidn de fracciones N° de fraccion Apariencia
1D1-3_2D1 D-AcOEt_1 Sélida
1D4-7_2D2-3 D-AcOEt_2 Sélida cristalina
1D8 2D4 D-AcOEt_3 Soélida cristalina
1D9-11_2D5-6 D-AcOEt_4 Semi solida
1D12_2D7-9 D-AcOEt_5 Semi sélida
1D13_2D10 D-AcOEt_6 Semi sdlida
1D14_2D11 D-AcOEt_7 Solida
1D15_2D12 D-AcOEt_8 Sélida
1D16_2D13 D-AcOEt_9 solida
1D17_2D14-15 D-AcOEt_10 Solida



Semi soélida

1D18_2D16 D-AcOEt_11
2D17-21 D-AcOEt_12 Semi sélida
2D22-24 D-AcOEt_13 Semi sélida

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor

4.2.2.2 Fraccidén AcOEt_2 del extracto de acetato de etilo desclorofilado

De la fraccion (D-AcOEt_2), se realiz6 cromatografia en columna abierta eluida con una
mezcla de disolventes (CH2Cl;, AcOEt, MeOH), obteniéndose 66 separaciones con un
volumen de 10 ml aproximadamente de cada fraccion, se realiz6 una CCF para unirlas de
acuerdo a su perfil cromatogréafico, obteniéndose un total de 10 fracciones que fueron
pesadas y etiquetadas con el cédigo AcOEt 1 hasta la AcOEt_10, a continuacién, en la

tabla 9 se muestran las fracciones obtenidas.

Tabla 9. Unién de las fracciones D-AcOEt_2 del extracto de acetato de etilo desclorofilado.

Unioén de fracciones # de fraccion Proporcién Disolventes Apariencia
D-AcOEt_1-4 AcOEt_1 100 % CH2Cl2 Solida cristalina
D-AcOEt_5-8 AcOEt_2 100 % CH.Cl, Sélida cristalina

D-AcOEt_9-16 ACOEt_3 100 % CH.Cl> Sélida
D-ACOEt_17-24 AcOEt_4 90:10 CH2Cl2:AcOEt Semi solida
D-ACOEt_25-32 AcOEt_5 90:10 CH:zCl2:AcOEt Semi solida
D-AcOEt_33-40 AcOEt_6 50:50 CH:zCl2:AcOEt Semi sélida
D-ACOEt_41-46 ACOEt_7 50:50 CHCl,: AcOEt Semi sélida
D-ACOEt_47-54 AcOEt_8 100 % AcOEt Sélida
D-AcOEt_55-62 AcOEt_9 50:50 MeOH: CH2Cl: solida
D-AcOEt_63-66 AcOEt_10 100 % Metanol Liquida

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor

De la fraccion AcOEt_2, se logré obtener 17 mg de un soélido cristalino amarillento, al cual
se le realiz6 CCF y se observo que poseia pequefias impurezas, por lo que se purifico por

re cristalizacion con CH,Cl, y AcOEt, finalmente se obtuvo un total de 10.3 mg del
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compuesto puro soluble en CHClIs, con un punto de fusion de 57-59 °C y un Rf de 0.53,
eluida en Hex:CH.Cl; 8:2.

En la figura 14 se observa el perfil cromatografico de la fraccion AcCOET_2 en CCF.

=

L

Figura 14. Cromatografia en capa fina de la fraccion
AcOET_2, Polaridad Hex:CH2Cl. 8:2

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor

Esta fraccion fue analizada mediante RMN H, *C y CG/EM.

El cromatograma de gases indicé la mezcla de 3 compuestos que probablemente serian:
Eicosano (1) (tr=28.38) con peso molecular de 282 g/mol, heneicosano (2) (tr=31.48) con
peso molecular de 296 g/mol y éster propilico del acido palmitico (3) (tr=36.20) cuyo peso
molecular es 298 g/mol, segln la base de datos Wiley 7n.I (Figura 15). (Anexos,
espectros 1-3). Se comparé los patrones de fraccionamiento de masa con reportes en
literatura los cuales son similares, corroborando las estructuras propuestas. (Sern C., et
al. 2008, Zaikin V., et al. 2014).

El compuesto eicosano (1) se ha aislado, a partir del extracto metanélico de hojas de
Leea indica, del cual se reporta actividad antibacteriana contra Bacillus subtilis (Srinivasan
G., et al. 2008). Mientras que heneicosano (2) se ha aislado a partir de Dittrichia viscosa,
presentando actividad antimicrobiana contra Staphylococcus epidermidis, Streptococcus

foecalis y Proteus vulgaris (Marie-Cécile B., et al. 2005).
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Eicosano (1)
NS T e e e
Heneicosano (2)

o

H‘C\/\/\/\/\J\O/\\,/CH‘

Ester propilico del acido palmitico (3)

Figura 15. Estructuras de los compuestos de eicosano, heneicosano y éster
propilico del acido palmitico

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor

El espectro de RMN de 'H mostré una serie de sefiales de tipo alifaticas entre los
desplazamientos de 0.87 y 4.07 ppm. El espectro mostro tres sefiales triplete a 0.87, 2.28
y 4.07 ppm, una sefial multiplete a 1.62 ppm, un singulete ancho e intenso se presento a
1.25 ppm. Los acoplamientos de estas sefiales sugieren un posible éster propilico de un
acido de cadena larga. En la tabla 10 y 11 se muestran las asignaciones de las diferentes
sefiales. En el espectro de carbono se observé una sefial que corresponde al carbonilo
del éster a 173.2 ppm, un metileno oxigenado a 63.6 ppm y dos metilenos que se
presentan en 21.8 y 28.9 ppm, respectivamente, dichos metilenos se encuentran junto al
carbonilo que presenta una sefial a 33.6 ppm y aquel que se encuentra entre el metilo y el
CH20O del grupo propilo. Las sefiales restantes de carbono pertenecen a un éster de

cadena larga.

De acuerdo al espectro de masas del ion molecular con PM 298.6 g/mol que pertenece a
la formula molecular Ci9H3s02, por lo que se propone que el éster presente en esta

mezcla es un éster propilico del acido palmitico (3) (Anexos, espectros 4-7).

En la figura 16, se observa la estructura del compuesto aislado e identificado como éster

propilico del acido palmitico.
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Figura 16. Estructura del compuesto identificado como éster propilico del acido palmitico
Fuente: El autor
Elaboracion: El autor

Este compuesto fue caracterizado mediante comparacion de espectros reportados en
literatura (Cai Z., et al. 2008, Banfi D., et al. 2008). En las tablas 10 y 11 se detallan los
datos espectroscépicos en donde sus desplazamientos quimicos se expresan en ppm,

correspondientes a *H-RMN y 3C-RMN del compuesto.

Tabla 10. Datos espectroscopicos de *H-RMN (CDCIs) del éster propilico del &cido palmitico.

'H-RMN H-RMN
(400 Mhz, CDCl3) (Banfi D. et al., 2008)
POSICION & (en ppm) POSICION & (en ppm)
a 4.07 (2H, t) a 4.14 (2H, t)
b 1.56 (2H, m) b 1.55 (2H, m)
c 0.87 (3H, t) c 0.86 (3H, t)
d 2.28 (2H, t) d 2.25 (2H, 1)
e-n 1.25 (s ancho) e-n 1.15-1.28(s)

Fuente: El autor
Elaboracién: El autor

Tabla 11. Datos espectroscopicos de 13C-RMN (CDCIs) del éster propilico del acido palmitico.

13C-RMN 13C-.RMN
(100 Mhz, CDCls) (Banfi D. et al., 2008)

POSICION & (en ppm) POSICION 5 (en ppm)

a 63.6 a 67.0

b 31.1 b 324

c 133 c 14.0

d 33.6 d 344
e-n 21.8-28.9 e-n 22.6-29.4

Fuente: El autor

Elaboracién: El autor

Este metabolito ha sido aislado del extracto de acetato de etilo y del extracto metandlico
de la especie vegetal Grewia biloba (Cai Z. et al., 2008). También ha sido identificado del

extracto de dicloro etano de Alcaligenes eutrophus (Timothy A., et al. 1996).
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4.2.2.3 Fraccion MicroAcOEt_7 del acetato de etilo desclorofilado

De la fraccién AcOEt_3 que corresponde a la union de las fracciones 9-16, se realizd una
micro columna isocrética, eluida en una polaridad de CH.CIl,:AcOEt 1:1, recolectandose
82 separaciones con un volumen de 5 ml aproximadamente, a las fracciones recolectadas
se les realiz6 una CCF, uniéndolas de acuerdo a su perfil cromatografico, obteniendo un
total de 17 fracciones etiquetadas como MicroAcOEt_1 a la MicroAcOEt_17, en la tabla

12 se muestran las fracciones obtenidas.

Tablal2. Unioén de las fracciones AcOEt_3 del extracto de acetato de etilo desclorofilado

Unioén de fracciones # de fraccion Apariencia
MicroAcOEt 1-3 MicroAcOEt_1 Salido amarillento
MicroAcOEt 4-7 MicroAcOEt_2 Sdlido amarillento

MicroAcOEt_8-10 MicroAcOEt 3 SOlida blanquecina
MicroAcOEt_11-15  MicroAcOEt 4  Solido blanquecino
MicroAcOEt_16-17  MicroAcOEt 5  Polvo blanquecino
MicroAcOEt_18-21  MicroAcOEt 6  Polvo blanquecino
MicroAcOEt_22-26  MicroAcOEt_7  Cristales blancos
MicroAcOEt 27-29  MicroAcOEt 8  Polvo blanquecino
MicroAcOEt_30-35  MicroAcOEt 9  Polvo blanquecino
MicroAcOEt_36-42  MicroAcOEt 10 ~ Polvo amarillento
MicroAcOEt_43-45  MicroAcOEt 11 ~ Polvo amarillento
MicroAcOEt_46-55  MicroAcOEt_12  Polvo blanquecino
MicroAcOEt 56-59  MicroAcOEt 13  Polvo blanquecino
MicroAcOEt_60-68  MicroAcOEt_14  Polvo blanguecino
MicroAcOEt_69-77  MicroAcOEt 15  Polvo amarillento
MicroAcOEt_78-80  MicroAcOEt 16  Solido amarillento

MicroAcOEt_81-82  MicroAcOEt_17 Sélido verdoso

Fuente: El autor

Elaboracién: El autor
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De la fraccién MicroAcOEt_7, se obtuvo 12.7 mg de cristales blancos soluble en CHCls, se
le realiz6 CCF y presentd una sola mancha, el punto de fusion fue de 61-63 °C y el Rf de

0.38, eluida en Hex:CHCl, 7:3. Este compuesto esta en proceso de identificacién.

En la figura 17 se observa el perfil cromatografico de la fraccion MicroAcOEt_7 en CCF.

Figura 17. Cromatografia en capa fina de la fraccion
MicroAcOEt_7, polaridad: (1) Hex:CH2Clz 7:3; polaridad
(2) Hex:CHz2Cl2 9:1

Fuente: El autor

Elaboracién: El autor

4.2.2.4 Fraccién JnAcOEt_9 del extracto de acetato de etilo desclorofilado

De la fraccion AcOEt_7 que corresponde a la unién de las fracciones 41- 46, se realizo
una micro columna, eluida en una mezcla de disolventes como: CH2Cl,, AcOEt y MeOH,
se recolecté 53 fracciones con un volumen aproximado de 5 ml, las fracciones
recolectadas fueron sometidas a una CCF, uniéndolas de acuerdo a su perfil
cromatogréfico, se obtuvo un total de 12 fracciones etiquetadas como JnAcOEtl hasta

JnAcOEt12, en la tabla 13 se detallan las fracciones obtenidas.

Tabla 13 Union de las fracciones AcOEt_7 del extracto de acetato de etilo

Unién de fracciones = # de fraccion Proporcién Disolventes Apariencia
JNACOEL:1-3 JnAcOEt_1 100 % CHzCl2 Solido amarillento
INACOEL:4-8 JnAcOEt_2 100 % CH2Cl2 Sélido amarillento

JnAcOELt:9-10 JnAcOEt_3 11 CH2Cl2:AcOEt ~ Solida blanquecina
JNACOEt:11-16 JnACOEt_4 1:1 CH2Cl2:AcOEt | Sodlido blanquecino
JnACcOEt:17-20 JnAcOEt_5 11 CH2CI2:AcOEt  polvo blanquecino
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InAcOEL:21-23 JInAcOEt 6 11 CH2Cl2:AcOEt polvo blanguecino

INACOELt:24-26 JnACOEt_7 100 % AcOEt Cristal blanquecino
INACOEL:27-28 JNACOEt_8 100 % AcOEt Polvo blanquecino
INACOEt:29-35 JNACOEt_9 100 % AcOEt Cristales blancos
JInAcOEt:36:44 JnACOEt_10 11 AcOEt: MeOH Polvo amarillento
INACOEt:45-49 JNnACOEt_11 11 AcOEt: MeOH Polvo amarillento
INACOEt:50-53 JnACOEt_12 100 % MeOH Polvo blanquecino

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor

De la fraccion JnAcOEt 9, se logr6 la obtener 9.8 mg de cristales blancos solubles en
CHCIs, se realizd6 CCF observandose una sola manch, por lo que aparentemente el
compuesto no presenta impurezas. El punto de fusion fue de 70-72 °C y el Rf de 0.45,

eluida en Hex:CHzCl, 2:8, el cual est4 en proceso de identificacion.

En la figura 18 se observa el perfil cromatografico de la fraccion JnAcOEt_9 en CCF.

L

Figura 18. Cromatografia en capa fina de la fraccion
JnACOEt_9, Polaridad (1) Hex:CH2Cl2 2:8; polaridad (2)
Hex:CH2Cl> 7:3

Fuente: El autor

Elaboracién: El autor

4.2.3 Extracto de metanol

Se utilizé 20 gr del extracto metandlico sin desclorofilar, en una relacién 1:10 extracto:

silica, se realiz6 una cromatografia en columna abierta isocratica, utilizando como
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eluyente una mezcla de disolventes en polaridad: AcOEt:MeOH:H,O 8.1:1.1:0.8, se
recolectd un total de 177 separaciones con un volumen aproximado de 10 ml cada una,
las separaciones fueron unidas de acuerdo a su perfil cromatogréfico, finalmente se

obtuvo un total de 25 fracciones etiquetadas con el cédigo JN-MeOH1 hasta JN-MeOH11,

en la tabla 14 se muestran las fracciones obtenidas.

Tabla 14. Unién de fracciones de “JN-MeOH” del extracto metanélico

Unién de muestras # de fraccion Apariencia
JN-MeOH:1-3 JN-MeOH 1 Semi solida
JN-MeOH:4-7 IN-MeOH 2 Semi solida
JN-MeOH:8-10 JIN-MeOH 3 Solida

JN-MeOH:11-13 IN-MeOH 4 Sélida
JN-MeOH:14-16 IN-MeOH 5 Semi solida
JN-MeOH:17-26 IN-MeOH 6 Solida
JN-MeOH:27-40 IN-MeOH 7 Sélida
JN-MeOH:41-46 IN-MeOH 8 Semi solida
JN-MeOH:47-58 IN-MeOH 9 Sélida
JN-MeOH:59-65 IN-MeOH 10 Solida
JN-MeOH:66-67 IN-MeOH 11 Semi sélida
JN-MeOH:68-69 IN-MeOH 12 Semi liquida
JN-MeOH:70-73 IN-MeOH 13 Sélida
JN-MeOH:74-82 IN-MeOH 14 Semi sélida
JN-MeOH:83-89 JIN-MeOH 15 Semi so¢lida
JN-MeOH:90-93 JIN-MeOH 16 Semi solida
JN-MeOH:94-98 IN-MeOH 17 Semi solida
JIN-MeOH:99-110 IN-MeOH 18 Sélida

JN-MeOH:111-117 IN-MeOH 19 Solida

JN-MeOH:118-123 IN-MeOH 20 Solida

JN-MeOH:124-135 JIN-MeOH 21 Semi sélida

JN-MeOH:136-141 IN-MeOH 22 Semi liquida

JN-MeOH:142-153 IN-MeOH 23 Semi liquida
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JN-MeOH:154-165 IN-MeOH 24 Semi liquida

JN-MeOH:166-177 JIN-MeOH 25 Semi liquida

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor

4.2.3.1 Fraccion MeOHJn del extracto metanélico

Se unié las fracciones JN-MeOH 6,7,9, las que se etiquetd con el cdédigo MeOHJn, se
obtuvo 1.63 g de un solido café-amarillento, se realizé una micro-columna, eluida con una
polaridad de AcOEtMeOH:H.O 8.4:1.1:0.5 y wuna polaridad final de
AcOEt:MeOH:H,O 7.6:1.4:1.0, se 120 5 ml

aproximadamente, se las unié segun su perfil cromatogréfico, dando un total de 10

inicial

recolectaron separaciones de

fracciones etiquetadas como MeOHmicro:1 hasta la MeOHmicro:10, en la tabla 15 se

detallan las fracciones obtenidas.

Tabla 15. Unién de fracciones de “MeOHmicro: 1-10” del extracto metandlico

Union de fracciones # de fraccion Polaridad Apariencia
MeOHmicro:1-5 MeOHmicro 1 AcOEt: MeOH : H20 8.4:1.1:0.5 Solida café claro
MeOHmicro: 6-9 MeOHmicro 2 AcOEt: MeOH : H20 8.4:1.1:05  Solida café claro

MeOHmicro: 10-13 MeOHmicro 3~ AcOEt: MeOH : H20 8.4:1.1:0.5 Solida cafe claro
MeOHmicro: 14-26  MeOHmicro 4  AcOEt: MeOH : H,0 8.4:1.1:0.5  SOlida café claro
MeOHmicro: 27-38 MeOHmicro 5  AcOEt: MeOH : Hz0 8.4:1.1:0.5 Solida cafe
MeOHmicro: 39-56 MeOHmicro 6  AcOEt: MeOH : Hz0 8.4:1.1:0.5 Solida cafe
MeOHmicro: 57-77 MeOHmicro 7 AcOEt: MeOH: H20 7.6:1.4:1.0 Solida café
MeOHmicro: 78-88 MeOHmicro 8  AcOEt: MeOH: Hz0 7.6:1.4:1.0 ~ Semi solida cafe
MeOHmicro: 89-109 ~ MeOHmicro 9  AcOEt: MeOH: Hz0 7.6:1.4:1.0 ~ Semi sdlida cafe
MeOHmicro:110-120 MeOHmicro 10  AcOEt: MeOH: H20 7.6:1.4:1.0 Sélida verdosa

Fuente: El autor

Elaboracién: El autor

La fraccion MeOHmicro4 presentd un aspecto solido café claro, con peso de 66 mg, se
realiz6 una micro-columna isocratica en fase inversa, en relacién 1:200 extracto-silica,

eluida en una polaridad de MeOH:H,O 4:6, se obtuvo 134 separaciones de 5ml que
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fueron unidas de acuerdo a la similitud en su perfil cromatografico, logrando un total de 7

fracciones que fueron etiquetadas como MeOHJn: 1-7.

En la tabla 16 se muestra la unidon de las fracciones del extracto Metanolico
“MeOHmicro4”.

Tabla 16. Union de fracciones de “MeOHmicro4” del extracto metandlico

Unidon de fracciones  # de fraccion Apariencia
MeOHJn:1-10 MeOHJn_1 Polvo blanquecino
MeOHJn:11-22 MeOHJn_2 Polvo amarillento
MeOHJn:23-52 MeOHJn_3 Polvo amarillento
MeOHJn:43-92 MeOHJn_4 Polvo amarillento
MeOHJn:93-130 MeOHJn_5 Polvo amarillento
MeOHJn:131-134 MeOHJn_6 Polvo amarillento

Fuente: El autor
Elaboracion: El autor

De la fraccion MeOHJn_2, se obtuvieron 6.4 mg de un polvo amarillento, soluble en
acetona, este compuesto fue analizado mediante CCF donde se observé una sola
mancha. El punto de fusion fue de 243-245 °C y Rf de 0.38, eluida en MeOH:H.0 4:6. El

cual esté en proceso de identificacion.

En la figura 19 se observa el perfil cromatografico de la fraccion MeOHJn_2 en CCF.

Figura 19. Cromatografia en capa fina de la fraccion MeOHJn_2
revelada en luz UV de 365 nm, TLC normal y TLC bidimensional,
polaridad MeOH:H20 1:1

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor
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4.2.3.2 Fraccion PPMeOH1 del extracto metandlico

Las fracciones MeOHmicro2 y MeOHmicro3 presentaron similitud en su perfil
cromatogréfico por lo que se las unid y se etiqueto con el cédigo U_Metanol, con aspecto
sélido café claro, con un peso de 94 mg, se realizd6 una micro-columna isocrética, en
relacién 1:100 extracto-silica, se eluyé con una polaridad de AcOEt:MeOH:H-0 10:0.6:0.3,
se recolecté 80 muestras de 5ml que se unieron de acuerdo a su similitud en cuanto al
perfil cromatografico, al final se obtuvo un total de 16 fracciones que se etiquetaron con el
codigo MeOHF:1-80.

En la tabla 17 se observa la unién de las fracciones del extracto Metandlico “U_Metanol”.

Tabla 17. Union de fracciones de “U_Metanol” del extracto metandlico

Unién de fracciones  # de fraccion Apariencia
MeOHF:1-3 MeOHF1 Polvo blanquecino
MeOHF:4-7 MeOHF2 Polvo blanquecino
MeOHF:8-11 MeOHF3 Polvo amarillento

MeOHF:12-15 MeOHF4 Polvo amarillento
MeOHF:16-17 MeOHF5 Polvo café
MeOHF:18-21 MeOHF6 Polvo café
MeOHF:22 MeOHF7 Polvo café
MeOHF:23 MeOHF8 Polvo café
MeOHF:24-25 MeOHF9 Polvo amarillento
MeOHF:26-27 MeOHF10 Polvo amarillento
MeOHF:28-72 MeOHF11 Polvo amarillento
MeOHF:73-80 MeOHF12 Polvo café

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor

La fraccion MeOHF11, presentd un polvo amarillento, con un peso de 30 mg, este
compuesto fue analizado mediante CCF observandose 3 manchas bastante separadas; 1

mancha superior se observaba en luz UV de 365 nm y 2 manchas céntrica e inferior se
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observaban en luz UV 254 nm, por lo que se realiz6 CCF preparativa, eluida en una
polaridad de AcOEt:MeOH:H,0 10:0.6:0.3.

El compuesto observado a luz UV 365 nm fue aislado y recolectado, etiquetandolo con el
cbédigo PPMeOHL1, el cual presentd un polvo amarillento soluble en acetona, mediante
CCF se observé que presenté una sola mancha, con un peso de 5.37 mg, con punto de
fusion de 249-251 °C y Rf de 0.73, eluida en AcOEt:MeOH:H,O 10:0.6:0.3. El cual se
encuentra en proceso de identificacion.

En la figura 20 se observa el perfil cromatografico de la fraccion PPMeOHL1.

Figura 20. Cromatografia en capa fina de la fraccion
PPMeOH1 en luz UV de 365 nm (1), luz UV 254 nm (2),
revelado de TLC con &cido sulfdrico y vainillina (3), polaridad
AcOEt:MeOH:H20 10:0.6:0.3

Fuente: El autor

Elaboracion: El autor

4.2.3.3 Fraccion PPMeOH2 del extracto metandlico

A la fraccion MeOHF11 con peso de 30 mg, se la analizé por CCF mostrando 3 manchas,
una mancha superior se observé en luz UV de 365 nm y dos manchas céntrica e inferior
se observaron en luz UV 254 nm, por lo que se realiz6 CCF preparativa, se eluyé en una
polaridad de AcOEt:MeOH:H,0 10:0.6:0.3.

Se aislé y recuperé el compuesto céntrico que se observé en luz UV 365 nm y 254 nm,

etiquetandolo con el cédigo PPMeOH2, el cual presentd un polvo amarillento soluble en

49



acetona, mediante CCF se observo que presentaba una sola mancha, con peso de 6.20
mg, punto de fusién de 210-211 °C y Rf de 0.37, eluida en MeOH:H-0 1:1.

Esta fraccidn se analizé mediante CG/EM mostrando un solo pico, a un tiempo de
retencion de 19.46, con peso molecular de 218 g/mol, el cual presenté un porcentaje de
similitud del 95% con el decil benzeno segun la base de datos Wiley 7n.l (Anexos,

espectros 8-9). Este compuesto se encuentra en proceso de identificacion.
En la figura 21 se observa el perfil cromatografico de la fraccion PPMeOH2.

Figura 21. Cromatografia en capa fina de la fraccién
PPMeOH2 en luz UV de 365 nm (1) luz UV 254 nm (2),
revelado con acido sulfdrico y vainillina (3), polaridad
MeOH:H20 1:1

Fuente: El autor

Elaboracién: El autor

De la familia Jatropha, se han aislado metabolitos como polifenoles, el monoterpeno
ascaridole, compuestos aislados de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de la
especie vegetal Jatropha curcas, a los mismos que se les atribuye actividad antihelmintica
contra la formacion de embriones en los huevos de Haemonchus contortus, que es un
helminto propio de rumiantes el cual provoca una elevada tasa de mortalidad en ovejas y
cabras (Quesada L., et al. 2009).

En un estudio fitoquimico de las especies vegetales Jatropha gossypifollia y Jatropha
gossypiflora, de los extractos etandlicos se han aislado lignanos como: gossipidien y
gossipifan, a estos compuestos se les atribuye actividad antiparasitaria (Chiappe A., et al.
2013).
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CONCLUSIONES

El extracto con mayor rendimiento fue el extracto de metanol con 7.90%, y el extracto con

menor rendimiento fue el extracto de acetato de etilo con un 1.90%.

Del extracto de acetato de etilo desclorofilado se logr6 identificar una mezcla de tres

compuestos que son: Eicosano (1), heneicosano (2) y éster propilico del acido palmitico

3.

Del extracto de acetato de etilo se obtuvieron dos compuestos probablemente puros, con
pesos de 12.7 mg de cristales blanquecinos y 9.8 mg de un sélido blanco, los mismos que
estan en proceso de identificacion.

Del extracto metandlico se logré aislar 6.20 mg de un polvo amarillento, probablemente
puro, el cual fue analizado mediante CG/EM, donde se observd un solo pico, en
cromatografia liquida (TLC) se observé una sola mancha, y masa molar de 218 g/mol, el

mismo que se encuentra en fase de identificacion.
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RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio de la actividad antihelmintica de los extractos de hexano, acetato
de etilo, metanol y de los compuestos aislados de la especie vegetal Jatropha nudicaulis.

Utilizar técnicas con un mayor grado de selectividad como HPLC preparativa con el fin de

tratar de aislar los componentes de las mezclas encontradas.

Continuar con la identificacion y caracterizacion de los MS aislados.
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File ‘D:\MSDChem\DATA2016\JUAN CARLOS\JN_5_8.D

Operator : JWCT

Acquired : 2 Aug 2016 18:06 using AcgMethod METODO_GENERAL
Instrument : GCMSD CET
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ANEXO 1. Espectro de Cromatografia de Gases de la fraccion AcOEt_2 del extracto de acetato de
etilo desclorofilado.
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ANEXO 2. Espectro de Cromatografia de masas de la fraccién AcOEt_2 del extracto de acetato de

etilo desclorofilado, identificado como eicosano (1).
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Library Searched : C\DATABASEw:lay/n
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ANEXO 3. Espectro de Cromatografia de masas de la fraccién AcOEt_2 del extracto de acetato de
etilo desclorofilado, identificado como heneicosano (2).
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ANEXO 4. Espectro de 'H RMN del compuesto éster propilico del acido palmitico del extracto de acetato de etilo desclorofilado.
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ANEXO 5. Espectro de 13C RMN del compuesto éster propilico del 4cido palmitico del extracto de acetato de etilo desclorofilado.




STANDARD 1M OBSERVE -~ profile
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ANEXO 6. Espectro de COSY - RMN del compuesto éster propilico del &cido palmitico del extracto de acetato de etilo desclorofilado.

68




Library Searched : C\DATABASE\Wwiey/n
Quality : 97
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ANEXO 7. Espectro de Cromatografia de masas de la fraccién AcOEt_2 del extracto de acetato de

etilo desclorofilado, identificado como éster propilico del &cido palmitico (3).
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ANEXO 8. Espectro de Cromatografia de Gases de la fraccion PPMeOH?2 del extracto metandlico

70



Library Searched : C\DATABASE\wiley7n.i
Quality 76
ID : Benzene, decyl-

Abundanca
- 73

2000
€000
4000

2000

55 74 115"33

[ s R

’G\ 191

Abundance
= 73

5000

4000

43
2000

65

A
0 117 | 149 175191

miz-> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 260 300 3?0 340 360 380 400 4?0 440 460 480 500 520 5&0 560 580

Scan 2772 (19.458 mink METANOLF2.D

218

238257 %' 209313 332 361 370 380 408 427 445 465 483 502 521 540 550 578
miz-> 20 40 60 B0 100 120 140 160 180 200 220 240 280 230 300 330 340 360 360 400 430 440 460 480 500 530 540 560 560

#142188: Benzene, decyl-

218

Féomuta: CuMy
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ANEXO 9. Espectro de Cromatografia de Masas de la fraccion PPMeOH2 del extracto metandlico.
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