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RESUMEN

En la presente investigacion, mediante técnicas cromatograficas se realizé el aislamiento de
dos terpenos a partir de las especies Lepechinia mutica Benth y Rosmarinus officinalis
Linneo. La especie L. mutica fue recolectada en el canton Quilanga de la provincia de Lojay
R. officinalis fue comprada en el Mercado Mayorista de la ciudad de Loja. A partir del
extracto metandlico de L. mutica se aisl6 e identificé un diterpeno triciclico llamado carnosol.
También se aislo e identific, un triterpeno pentaciclico conocido como &cido betulinico a
partir del extracto metandlico R. officinalis. La identificacion y caracterizacion se realizé
mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN), 'H, *C, punto de fusién y factor de

retencion.

Palabras clave: Lepechinia mutica, Rosmarinus officinalis, carnosol, acido betulinico.



ABSTRACT

In the present investigation, by means of chromatographic techniques, two terpenes were
isolated from Lepechinia mutica Benth and Rosmarinus officinalis Linneo species. The
species L. mutica was collected in the Quilanga canton of the province of Loja and R.
officinalis was purchased in the Mercado Mayorista of the city of Loja. From the methanolic
extract of L. mutica, a tricyclic diterpene called carnosol was isolated and identified. A
pentacyclic triterpene known as betulinic acid was also isolated and identified from the
methanolic extract R. officinalis. The identification and characterization was performed by

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) *H, *3C, melting point and retention factor.

Key words: Lepechinia mutica, Rosmarinus officinalis, carnosol, betulinic acid.



INTRODUCCION

Desde su origen, el hombre se sirvio de las plantas para cuidarse y prevenir enfermedades.
En el curso de los siglos este saber, que es la medicina tradicional, se desarroll6 y se
transmitié verbalmente de generacion en generacion. En efecto, la medicina tradicional es
muy desarrollada y utilizada por la poblacion y puede ser una solucién a problemas de
acceso a los centros de salud, o de costo de los tratamientos (Philippe Le Loc h, 2014). La
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor del 80% de poblacion
mundial utiliza, rutinariamente, la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de
atencion primaria de salud y gran parte de los tratamientos implica el uso de extractos o sus
principios activos (Bermudez, Oliveira-Miranda, & Velazquez, 2005). En el Ecuador la
medicina tradicional se practica en todos los ciudadanos de toda clase social, pero esta
practica estd ligada principalmente por habitantes de zonas rurales (De la Torre, Navarrete,
Muriel, Macia, & Balslev, 2008).

Las plantas medicinales son aquellos vegetales que elaboran sustancias que ejercen una
accion farmacolégica beneficiosa o perjudicial para el organismo vivo (Quesada, 2008). La
gran pérdida de vegetacion en la actualidad pone en riesgo las especies vegetales poco o
nada estudiadas ya que pueden contener compuestos esenciales que ofrezcan actividades
farmacologicas (Jara, 2013). Alrededor de 10000 especies vegetales son utilizadas en el
mundo como medicinales, en su mayoria en sistemas de medicina tradicional; pero un
namero reducido se emplea con un volumen significativo (Cafigueral, Dellacassa, &
Bandoni, 2003).

Los géneros Lepechinia y Rosmarinus pertenecen a la familia Lamiaceae constituidos
principalmente por arbustos y hierbas, son plantas aromaticas, utilizadas generalmente en la
conservacion de los alimentos y en la medicina tradicional, segun estudios realizados a
estos géneros se demuestran que tiene una alta actividad antioxidante gracias a la

presencia compuestos fenélicos (Kwon MS, Vattem, & Shetty, 2006; Rosero, 2013).

En el Departamento de Quimica y Ciencias Exactas de la UTPL, se ha impulsado la
investigacion de moléculas de interés fitoquimico y farmacolégico; siendo el carnosol una
molécula potencial debido al gran numero de actividades bioldégicas que posee como
antiinflamatoria, antioxidante y anticancerigena en varias lineas de cancer como préstata,
mama, piel, leucemia y cancer de colon (Johnson, 2011); el objetivo es aislar el carnosol y
usarlo en un futuro como materia prima de hemisintesis para realizar modificaciones
estructurales y de esta manera realizar nuevos estudios en lo referente a diversas

actividades biolégicas, recientemente se ha encontrado que el carnosol posee actividad



enzimatica contra butil colinesterasa, o butil colina, enzimas que son responsables de

causar enfermedades degenerativas tales como Alzheimer.



1 CAPITULO I FIN, PROPOSITO Y COMPONENTES DEL PROYECTO



1.1 Fin, propdsito y componentes del proyecto

1.1.1 Fin del proyecto

La presente investigacion pretende encontrar y aportar nuevas fuentes de las especies
medicinales como Lepechinia mutica Benth y Rosmarinus officinalis Linneo las cuales

tengan carnosol como uno de sus principales componentes.

1.1.2 Propésito del proyecto

Aislar e identificar el diterpeno carnosol a partir de dos especies vegetales.

1.1.3 Componentes del proyecto

Recoleccién y seleccion de las especies vegetales.

Obtencién los extractos metanodlicos de las especies vegetales Lepechinia mutica Benth y

Rosmarinus officinalis Linneo.

Caracterizacion e identificacién mediante técnicas espectroscopicas el diterpeno carnosol.



2 CAPITULO Il MARCO TEORICO



2.1 Plantas medicinales

La interaccion del hombre con las plantas ha quedado marcada en la historia. Aprendié de
forma empirica, cultivd y uso las que le presentaban utilidad. Durante muchos afios las
plantas medicinales se estudiaban como si fueran medicamentos en las Universidades, cuyo
conocimiento era imprescindible para los estudiantes de medicina (Castillo & Martinez,
2016). Durante un gran periodo de tiempo se convirtieron en la fuente principal de productos
terapéuticos, pero con el auge y crecimiento de la industria farmacéutica las plantas
medicinales han proporcionado principios activos que han sido fuente para la sintesis de
nuevos medicamentos (Baulies & Torres, 2012). Por lo general, las plantas medicinales se
usan para tratar sintomas leves o pasajeros, 0 como tratamiento preventivo. No obstante,
también puede detectarse un uso de estas plantas en enfermedades crénicas como en la

hipertensién arterial, diabetes mellitus, o incluso el cancer (Muedra & Moreno, 2009).

En los paises industrializados la obtencién de extractos y aislamiento de metabolitos
secundarios a partir de plantas medicinales es de un gran interés creciente por la variedad
de propiedades farmacolbégicas que presentan y en los paises en vias de desarrollo
representan el 80% del arsenal terapéutico (Cafiigueral, 2002). Las especies medicinales en
la mayoria de la poblacion rural contribuyen a los sistemas de salud primaria por ser usadas
de manera muy frecuente (Zambrano-Intriago, Buenafio-Allauca, Mancera-Rodriguez, &

Jiménez-Romero, 2015).

2.2 Biodiversidad del Ecuador

El Ecuador es un pais privilegiado, posee una de las mayores biodiversidades a nivel
mundial, especialmente si se estima el nimero de especies que existe por unidad de area
(Bravo, 2014). Alrededor del 80% de la poblacién depende de los productos naturales o
plantas para el manteniendo de la salud (Ansaloni et al., 2010). Se encuentran alrededor de
3118 especies vegetales pertenecientes a 206 familias que son utilizadas con fines
medicinales, la mayoria son hierbas, arbustos y arboles. Las familias mas representativas
son Asteraceae, Fabaceae, Rubiaceae, Solanaceae y Araceae las cuales engloban el mayor
namero de especies de plantas medicinales (De la Torre et al., 2008). Sobre las plantas
medicinales, existen varios estudios de sus usos, en un estudio que documento 255
especies, de ellas,199 (78%) son nativas, 43 (16,7%) introducidas y 13 (5,1%) endémicas;

son utilizadas para atender 74 tipos de dolencias (Moraes, 2006).

2.3 Descripcion de la Familia Lamiaceae
Es una familia muy diversa (Figura 1), incluye 236 géneros y 7173 especies (Martinez,

Fragoso, Garcia, & Montiel, 2013). Pueden encontrase en cualquier parte del mundo, pero
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estan mejor representadas en la regibn mediterrdnea, en el pais se localizan 14 géneros
nativos ademas de plantas introducidas de los géneros Mentha L, Rosmarinus L, y Thymus
L entre otras (Ulloa & Moller, 1993). Las especies de esta familia son comunmente usadas
como condimentos para alimentos o como medicinales. En general, esta familia es rica en
aceites esenciales, compuestos fendlicos, taninos, iridoides, quinonas, cumarinas,
diterpenos, triterpenos, saponinas y en algunos casos alcaloides de piridina y pirirrolidina. La
familia tiene propiedades organolépticas, antioxidantes, antimicrobianas anticancerigena y

antifangica (El-Gharbaoui, Benitez, Gonzalez-Tejero, Molero-Mesa, & Merzouki, 2017).

Figura. 1 Distribucion cosmopolita de la familia Lamiaceae
Fuente: Global Biodiversity Information Facility, 2011
Elaboracién: Autor, 2018

2.4 Descripcion del Género Rosmarinus

Pertenece a la familia Lamiaceae, las especies de este género son arbustos perennes, con
tallos erectos o procumbentes, hojas simples y enteras, pequefias, flores pediceladas, caliz
bilabiado. Presenta una distribucion mediterranea y se encuentran presente en otras partes
del mundo con caracteristicas edafoclimaticas similares. El origen biogenético del género
podria estar en la Peninsula Ibérica (Morales, 2010). Los estudios quimicos son muy
abundantes en este género logrando identificar compuestos fendlicos, flavonoides y aceites
esenciales (Lax, 2014).

2.5 Descripcion de la especie Rosmarinus officinalis Linneo

Conocida comunmente como romero (Figura 2) es un arbusto aromatico, de una altura de
hasta dos metros. Las hojas son pequefias y abundantes de forma lineal (Mufioz, 2002). Es
una especie originaria de la region mediterranea, tiene multiples usos entre ellos culinarios,

cosmeéticos y medicinales (Ramirez, 2008).



Como planta medicinal es realmente muy usada por presentar propiedades antibacterianas,
antioxidantes, antiespasmddica y ligeramente diurética; actla asimismo como colagogo
(Quijada, 2015), ademas estudios in vitro e in vivo del extracto del romero demuestran su
poder anticancerigeno (Moore, Yousef, & Tsiani, 2016). Los estudios fitoquimicos realizados
sobre esta especie se han logrado identificar polifenoles y flavonoides totales entre ellos
acido carnésico, acido rosmarinico, acido ursolico, carnosol y hesperidina (Lax, 2014). Pero
la composicion quimica varia segun el origen, segmento de la planta y el periodo de

desarrollo en la cual es recolectada (Mufioz, 2002).

Figura. 2 Rosmarinus officinalis
Fuente: Quijada, 2015
Elaboracion: Autor, 2018

2.5.1.1 Taxonomia de Rosmarinus officinalis Linneo

Tabla 1. Clasificacion taxondémica de la especie Rosmarinus officinalis

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Rosmarinus
Especie: Rosmarinus
officinalis

Fuente: (Purca, 2013)
Elaboracién: Autor, 2018

2.6 Descripcion del Género Lepechinia

Comprende alrededor de 40 especies, distribuidas desde el Estado de California en Estados
Unidos hasta Argentina. El género Lepechinia en Ecuador incluye 9 especies, de los cuales

4 son endémicas (Ramirez, 2015). La composicion quimica de este género incluye
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diterpenos triciclicos, triterpenos y flavonoides. Estudios microbiol6gicos sobre las quinonas
diterpénicas aisladas de las partes aéreas de la especie Lepechinia bullata sefialan que
presentan actividad antibacteriana, diversas especies han sido utilizadas con fines
medicinales como en la diabetes, infecciones uterinas, dolores estomacales y por sus
actividades antitumorales (Pérez-Colmenares, Vivas-Guerrero, Rojas-Fermin, Usubillaga, &
Chataing, 2014).

2.6.1 Descripcion de la especie Lepechinia mutica Benth.

La especie Lepechinia mutica (Figura 3) conocida comunmente como “turuyante”, es un
arbusto endémico de la zona andina del Ecuador, se encuentra localiza en la parte sur del
pais en areas cercanas a la ciudad de Loja, en el Nudo de Cajanuma, Cerro Villonaco y en
el Parque Nacional Podocarpus (Montufar & Pitman, 2004). Popularmente, es usada para el
dolor de cabeza y afecciones nerviosas. Los estudios fitoquimicos realizados de esta
especie se han identificado: carnosol, acido ursolico, acido oleandlico, viridoflorol, crisotol y
5-hidroxi-4', 7-dimetoxiflavona (Ramirez, 2015). En un estudio del aceite esencial de esta
especie han demostrado la presencia de 79 compuestos, se encontr6é que los hidrocarburos
sesquiterpénicos (38.50%) y los hidrocarburos monoterpénicos (30.59%) eran los mas
abundantes, ademas el aceite esencial presenté un actividad eficaz contra el dermatofito
Microsporum canis, agente causal de enfermedades tanto en humanos como en la

mascotas (Ramirez et al., 2017).

Figura. 3 Lepechinia mutica
Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

2.6.2 Descripcion taxonémica de la especie Lepechinia mutica Benth.

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de la especie Lepechinia mutica.
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
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Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae
Género: Lepechinia
Especie: Lepechinia mutica

Fuente: (Montdfar & Pitman, 2004)
Elaboracion: Autor, 2018

2.7 Metabolitos secundarios

Son compuestos quimicos que no estan relacionados en el metabolismo basico de las
plantas y cumplen funciones no esenciales en ellas, no participan en el crecimiento y
desarrollo de las mismas, a estos compuestos se los conoce como metabolitos secundarios.
Comunmente denominados productos naturales constituyen una diversidad de moléculas y
de distintos origenes biosintéticos (Ringuelet & Vifia, 2013). Las propiedades terapéuticas
de las plantas se deben principalmente a la accion de los metabolitos secundarios
(Guauque, Castafio, & Gémez, 2010) y son los responsables de la defensa frente al estrés
bidtico y abidtico, olor, color, sabor y de las propiedades medicinales (Castillo & Martinez,
2016). La distribucion de estas sustancias es exclusiva por encontrarse en algunos grupos
taxonémicos. Los metabolitos secundarios tienen un significativo valor medicinal vy
econdmico, estan involucrados en la industria cosmética, alimentaria, en la fabricacion de
medicamentos, resinas, potenciadores de sabor, aromatizantes, colorantes, entre otras
(Avalos & Pérez, 2009).

Por la ruta de biosintesis se clasifican en tres grandes grupos: terpenos, fenoles y
compuestos nitrogenados (alcaloides) (Sepulveda-Jimenez, Porta-Ducoing, & Rocha-Sosa,
2003). Los fenoles y terpenos estan abundantemente distribuidos en las plantas pero solo
una tercera parte de especies conocidas contienen alcaloides (Valares, 2011).
Aproximadamente las plantas producen 100000 metabolitos secundarios de los cuales un

gran namero presentan actividad biolégica (Pérez-Alonso & Jiménez, 2011).

2.7.1 Terpenos.

Es el grupo mas amplio de metabolitos que se caracterizan por estar formados por la unién
de unidades de isopreno (unidades pentacarbonadas). La clasificacion de los terpenos va de
acuerdo a las unidades de isopreno que los forman. Los terpenos participan en la mayoria
de las interacciones entre plantas y animales, plantas y plantas o plantas y microorganismos
(Bonkanka, 2006).
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Tabla 3. Clasificacion de los terpenos de acuerdo al numero de unidades de isopreno

N° de unidades N° de carbonos Grupo
de isopreno
1 5 Hemiterpenos
2 10 Monoterpenos
3 15 Sesquiterpenos
4 20 Diterpenos
5 25 Sesterterpenos
6 30 Triterpenos
8 40 Tetraterpenos
N N Politerpenos

Fuente: (Ringuelet & Vifia, 2013)
Elaboracién: Autor, 2018

La mayoria de los terpenos tienen estructura ciclica con la presencia de uno o0 mas grupos
funcionales (hidroxilos, carbonilos, etc.) y quimicamente son solubles en lipidos y se

localizan en el citoplasma (Ringuelet & Vifia, 2013).

2.7.1.1 Diterpenos.

Forma parte del grupo de los terpenos, constituyen un amplio grupo de compuestos
conformados por 20 &tomos de carbono, se originan a partir del geranilgeraniolpirofosfato
(GGPP). En la naturaleza se encuentran en ciertos insectos y en organismos marinos, en el
reino vegetal estan mejor representados; algunos compuestos tienen una distribucion mas
restringida, aunque algunos como las giberelinas son universales. Se los encuentra en
mayor presencia en érdenes Lamiales y Asterales. Excluyendo los diterpenos triciclicos
producidos por plantas del género Taxus y sus derivados distribuidos udltimamente,
actualmente la industria farmacéutica no produce ningun diterpeno puro (Bruneton, 2001). A
ciertos diterpenos se les atribuye actividad anticancerigena y/o citotéxica, antibacteriana,
antifangica, antirretroviral y antioxidante (Castillo & Martinez, 2016). Por poseer un elevado
punto de ebullicion no se los encuentra normalmente en la fraccion volatil, pero si en la

fraccion fija de los aceites esenciales (Ringuelet & Vifa, 2013).

2.7.1.1.1 Carnosol.

En 1942 fue aislado por primera vez el carnosol a partir de la planta salvia (Salvia carnosa)
y hasta 1964 fue establecida su estructura quimica. Polifenoles como carnosol, acido

carndésico, rosmanol, acido rosmarinico asi como otros estan presentes en la salvia.
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Carnosol es un diterpeno orto-difendlico de tipo abietano, con grupos hidroxilos en las
posiciones C-11y C-12 y un resto de lactona a través del anillo B.

Estudios recientes en el romero han demostrado los muchos beneficios que podria
proporcionar para enfermedades del corazén y para el tratamiento del cancer, la actividad
farmacologica se basa en tres principios activos principales: carnosol, acido carnésico y
acido rosmarinico. La provision de estandares de carnosol de alta pureza ha llegado a ser
de gran importancia en la industria farmacéutica debido a su potencial terapéutico, para
proporcionar un estandar confiable para el control de calidad de nuevos farmacos y para
llevar a cabo estudios de investigacion y toxicologicos (Bouju, Berthod, & Faure, 2016).

Estudios han indicado que los compuestos naturales especialmente en la quimioprevencion
del cancer a lo largo de estos afios han tomado importancia por sus propiedades
anticancerigenas. El carnosol ha sido experimentado en varios modelos de lineas celulares
que incluyen mama, préstata, leucemia entre otros (Johnson, 2011). Se ha reportado el
potencial de detencion del ciclo celular en varias lineas celulares de cancer, el carnosol
posee la accion de inhabilitar genes metastasicos y la formacion de nuevos vasos
sanguineos (Kashyap et al., 2016). Ademas este diterpeno presentdé una importante y
potente actividad antifungica contra el dermatofito Microsporum canis y Pyricularia oryzae (
Ramirez, 2015).

2.7.1.2 Triterpenos.

Son compuestos que contienen 30 atomos de carbono que poseen una estructura ciclica
compleja, son épticamente activos y habitualmente dificiles de caracterizar por su falta de
reactividad quimica (Ringuelet & Vifia, 2013). Por su gran importancia son empleados con
fines terapéuticos e industrial en la obtencion de formas galénicas simples o preparados de
fitoterapia, en las industrias agroalimentarias, propiedades terapéuticas diversas: antivirales,

insecticidas, antiinflamatorios y analgésicos (Bruneton, 2001).

2.8 Técnicas de extraccion, separacion, identificacion de metabolitos secundarios

2.8.1 Maceracion.

La maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido que consiste en un contacto de la
materia vegetal con el disolvente durante un tiempo determinado constituyendo un conjunto
homogéneamente mezclado, en donde el disolvente actla simultaneamente sobre las
proporciones vegetales penetrando y disolviendo sus principios activos (Lépez, 2008). La

naturaleza de los metabolitos obtenidos depende de factores unidos a la droga como su
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naturaleza, tamafio de la particula, contenido de humedad y cantidad, ademas del
disolvente empleado por su selectividad y la cantidad (Sharapin, 2000).

2.8.2 Cromatografia en columna (CC).

Técnica usada para la separar, purificar la variedad de metabolitos secundarios presentes
en los extractos vegetales. La fase estacionaria que por lo general es gel de silice o alimina
que se encuentra empacada en el interior de una columna de vidrio, la fase movil (eluyente)
que esta formado por un solvente o una combinacion de dos solventes se impregna a la fase
estacionaria, la muestra de interés se deposita en la porcion superior de la fase estacionaria
para que la fase movil arrastre los compuestos; los metabolitos no afines a la fase
estacionaria por lo general son los primeros en salir se retienen poco o nada mientras que
por el contrario los compuestos afines se quedan por mas tiempo retenidos en el absorbente
y son los ultimos en salir (Méndez, 2011).

2.8.3 Cromatografia en capa fina (CCF).

Es una técnica analitica en donde la fase estacionaria es una capa delgada y uniforme que
descansa sobre un soporte de vidrio, plastico o metal. La fase movil (eluyente) transporta los
componentes de la muestra a través de la fase estacionaria, produciendo manchas que son
observadas mediante la luz UV en diferentes ondas de longitud (deteccion no destructiva).
Una de las ventajas que presenta la cromatografia en capa fina (CCF) es que se puede
identificar una variedad de compuestos (Tesso, 2005).

2.8.4 Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Tiene sus inicios en la década de 1950 al comercializarse los primeros espectrometros para
la obtencion de espectros de protones (Garrido, Vélez, & Vérez, 2013). La resonancia
magnética nuclear (Figura 4) es una de las técnicas mas usadas que existen en la
actualidad para determinar las estructuras de moléculas, principalmente moléculas
organicas, esta técnica se basa en las propiedades magnéticas de los nucleos, aporta
informacién de los diferentes tipos de atomos presentes, como estan conectados entre si, su

orientacion en el espacio y su cercania con otros atomos (Laurella, 2017).
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Figura. 4 Equipo de Resonancia Magnética Nuclear
Fuente: Autor, 2018
Elaboracion: Autor, 2018

2.8.5 Punto de fusién (Pf).
El punto de fusion de un compuesto soélido cristalino es la temperatura de cambio al estado
liqguido. Cuando se calienta un soélido sus particulas vibran con mas vigor. Al aumentar la
temperatura, la sustancia se transforma de solido en liquido cuando la vibracién vigorosa

vence las fuerzas de atraccion del interior del sélido (Burns, 2011).
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3 CAPITULO Il MATERIALES Y METODOS
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3.1 Metodologia empleada en la investigacion

Para la realizacion de la metodologia se aplico el siguiente esquema (Figura 5).

7 Obtencion de
Recoleccion de la Secado de las hojas extractos totales
muestra

(Metanol)

Clorofilas
Desclorofilacion

Fraccionamiento del Extracto

extracto (CC/CCF) desclorofilado

Caracterizacion:
Obtencion de G
Purificacion metabolitos RMN: 'H, =C

secundarios Punto de fusion

Factor de retencién

Figura. 5 Esquema empleado en la investigacion
Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

3.2 Recoleccion del material vegetal
Se recolectd las partes aéreas de la especie Lepechinia mutica (Figura 6), en estado de

floracion en el canton Quilanga, perteneciente a la Provincia de Loja, con las coordenadas
geogréficas: 79° 26’ 6.197” Oeste y 4° 14’ 47.714” Sur.

La muestra fue caracterizada botanicamente por el sefior Bolivar Merino y depositada con
namero de voucher HUTPL 1161 en el Herbario de la Universidad Técnica Particular de

Loja. La especie Rosmarinus officinalis se la adquirié en El Mercado Mayorista de la ciudad.
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Figura. 6 Recoleccion de la especie Lepechinia mutica
Fuente: Autor, 2018
Elaboracion: Autor, 2018

3.3 Obtencion de los extractos

Para obtener los extractos de las especies L. mutica y R. officinalis las hojas fueron secadas
a una temperatura de 35 °C por el lapso de tres dias, posteriormente se trituré y peso 500 g
y 160 g respectivamente para la obtencion del extracto metandlico.

Se utilizd el método de maceracion dinamica (5 minutos) y estatica (55minutos) y como
disolvente polar el metanol para la obtencion del extracto, este proceso de maceracion se lo
realizd por tres veces consecutivas, después se filtr6 al vacio y se concentré6 mediante
presion reducida en un Rotaevaporador a una temperatura no mayor a 40 °C, hasta obtener
el extracto completamente seco (Figura 7).

Figura. 7 Obtencion de extractos totales a) Maceracion estatica
b) Rotaevaporacion a presién reducida c) Extracto total

Fuente: Autor, 2018

Elaboracién: Autor, 2018

3.4 Cromatografia de capa fina, Andlisis de los extractos

Los extractos totales fueron analizados mediante cromatografia de capa fina (CCF), para lo
cual se emple6 placas de silice gel 60 F,s, fase directa y RP-18 fase inversa, en diferentes
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polaridades, para determinar las mejores condiciones para la desclorofilacion de los
extractos y posteriormente el fraccionamiento en columna (Figura 8). Las placas fueron
observadas en la luz Ultra Violeta con longitudes de onda de 254 y 365 nm, finalmente
reveladas con acido sulfurico al 5% y vainillina.

Figura. 8 Cromatografia en columna del extracto desclorofilado de
L. mutica

Fuente: Autor, 2018

Elaboracion: Autor, 2018

3.5 Desclorofilacion

3.5.1 Extracto de Lepechinia mutica Benth.

A partir de 76 g del extracto obtenido se procedio a la eliminacion de clorofilas mediante una
columna SPE Discovery-18 de 60 ml que contiene 10 g de silica fase inversa, en donde se
eluyé con una mezcla isocratica de MeOH:H,O en una proporcién 8:2 v/v. Como resultado
se obtuvo un extracto libre de clorofilas, obteniendo 16.19 g de extracto desclorofilado, las

clorofilas fueron recogidas con AcOEt al 100% (Figura 9).

Figura. 9 Columna SPE Discovery-18 de L. mutica
Fuente: Autor, 2018
Elaboracion: Autor, 2018
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3.5.2 Extracto de Rosmarinus officinalis Linneo.

El extracto de R. officinalis (13 g), fue sometido a una particion liquido-liquido se diluy6é en
una mezcla de MeOH:H,O (95:5) y posteriormente se agregé hexano, se agitd
constantemente hasta obtener una mezcla homogénea y luego se dejé reposar hasta la
diferenciacion de dos fases, este proceso se realizé por tres veces consecutivas: la fase
orgéanica formada por el Hexano se ubica en la parte superior por tener una densidad menor
al agua y la fase MeOH:H,O queda en la parte inferior del embudo de decantacion, ambas
fases fueron recolectadas y concentradas; pero solo se utilizd la fase acuosa para su
posterior fraccionamiento en columna. Este procedimiento se lo realizo dos veces (Figura
10).

Figura. 10 Particion liquido-liquido del extracto de metanol
Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

3.6 Fraccionamiento en Cromatografia en Columna

El extracto desclorofilado de Rosmarinus officinalis fue sometido a un fraccionamiento en
columna en una relacion 1:100 (muestra: silice) se sembrd 3.54 g de extracto en 360 g de
silica gel 60 Fys4 se eluyd con una mezcla isocratica Hex/AcOEt en proporcion 8:2 y al final
la columna fue lavada con AcOEt 100%. Se recolectaron 619 muestras de las cuales se
realizan cromatografia de capa fina usando silice gel 60 F,s, fase directa y eluida con una
mezcla isocratica Hex:AcOEt en relacion 8:2, posteriormente se observaron en la luz UV a
longitudes de onda de 254 y 365 nm.

Las placas fueron reveladas con acido sulftrico al 5% y vainillina. Las fracciones se unieron
de acuerdo a la similitud en placas de CCF y Rf obteniendo un total de 13 fracciones (JP
008/7 - JP 020/7).
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El extracto desclorofilado de Lepechinia mutica fue sometido a un fraccionamiento en
columna en una relacion 1:100 (muestra: silice) se sembro 10 g de extracto en 1 Kg de silica
gel 60 F254, se eluy6 con una mezcla isocratica Hex:AcOEt en proporcion 8:2 y al final de la
elucion la columna fue lavada con AcOEt 100%. Se recolectaron 479 muestras de las cuales
se realizaron cromatografia de capa fina usando silice gel 60 F,s, fase directa y eluida con
una mezcla Hex:AcOEt en relacion 8:2, posteriormente se observaron en la luz UV a
longitudes de onda de 254 y 365 nm.

Las placas fueron reveladas con &cido sulftrico al 5% y vainillina. Las fracciones se unieron

de acuerdo a la similitud en placas de CCF y Rf obteniendo un total de 10 fracciones.

3.7 Union y Purificacion de Compuestos.

La unién se efectu6 en funcién al Rf de las manchas observadas en la placa de
cromatografia de capa fina y la similitud visual que estas reflejan ante la luz UV a una
longitud de 254 y 365 nm, ademas se corrobora con los agentes reveladores &cido sulfurico
al 5% y vainillina. La purificacién de las fracciones se realiz6 mediante cromatografia en

columna y de acuerdo a la solubilidad que presentaba las fracciones a cada disolvente.

La fracciéon JP 008/29 segun la CCF presentaba pequefias impurezas de modo que se lavd
con hexano. Las fracciones JP 015/7 y JP 013/32 empezaron a formarse pequefios cristales
por lo cual se agreg6é metanol para disolver completamente la muestra, se dejé reposar
hasta la formacidon nuevamente de los cristales, las impurezas solubles en el metanol se las

separd y se volvio a agregar el disolvente hasta la formacion de cristales totalmente puros.

3.8 Identificacién de los metabolitos secundarios

3.8.1 Resonancia Magnética Nuclear.

Los espectros de cada compuesto fueron obtenidos a través de un equipo de Resonancia
Magnética Nuclear Varian 400 MHz Premiun Schelded, con las siguientes condiciones: 100
MHz para C y 400 MHz para 'H, utilizando cloroformo deuterado (CDCl;) Los
desplazamientos quimicos (8) se expresaron en partes por millon ppm (8) y las constantes

de acoplamiento (J) se registraron en Hz.

3.8.2 Punto de fusion.
Se determind el punto de fusion en un equipo Fisher-Johns (Figura 11). Se calent6
lentamente una pequefia cantidad de la fraccion, luego se registra la temperatura a la cual el

sélido pasa a estado liquido.
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Figura. 11 Equipo Fisher-Johns
Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

3.8.3 Factor de retencion (Rf).

Se calculé el Rf de cada compuesto aislado. Expresa la distancia recorrida por
compuesto sobre la distancia recorrida por la fase movil (Figura 12).

__ Distancia recorrida por el compuesto (X)
Distancia recorrida porla fase mévil (Y)

Frente del
disolvente

Origen v

Figura. 12 Férmula para calcular el factor de retencion
Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018
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4 CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Extractos obtenidos de las especies Rosmarinus officinalis y Lepechinia mutica

En la tabla 4 se muestra el peso y rendimiento de los extractos metandlicos obtenidos a
partir de 500 g y 160 g de la muestra vegetal seca.

Tabla 4. Peso y rendimiento de los extractos obtenidos de Rosmarinus officinalis y Lepechinia mutica

Especie Extracto Peso inicial Peso final del | Rendimiento (%)
muestra seca Extracto (g)
(Hojas) (9)
Lepechinia Metanol 500 76.70 15.34
mutica
Rosmarinus Metanol 160 13.70 8.56
officinalis

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

En la tabla 5 se muestra el peso y rendimiento de los extractos desclorofilados.

Tabla 5. Peso y rendimiento de los extractos desclorofilados de Rosmarinus officinalis y Lepechinia

mutica
Especie Extracto Peso inicial del Peso final (g) | Rendimiento (%)
extracto (g)
Lepechinia MeOH:H,O 76.70 16.19 3.23
mutica
Rosmarinus MeOH:H,O 13.70 3.54 2.21
officinalis

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

4.2 Identificacién de metabolitos secundarios
42.1 Extracto metandlico de Rosmarinus officinalis

4.2.1.1 Compuesto 1 (Fraccién JP 015/7).
De la cromatografia en columna del extracto desclorofilado de Rosmarinus officinalis se
obtuvieron 13 fracciones, en la tabla 6 se detalla las fracciones de donde de obtuvieron y
peso se cada una de ellas. La fracciébn JP 015/7 empez6 a cristalizarse, por lo cual se
purificd usando como disolvente metanol, logrando obtener cristales puros y se observo una

sola mancha en CCF.
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Tabla 6. Fraccionamiento cromatografico del extracto desclorofilado de R. officinalis

Cédigo Fracciones Peso en mg
JP 008/7 1-50 10.24
JP 009/7 51-65 10.54
JP 010/7 66-95 9.23
JP 011/7 96-136 13.45
JP 012/7 137-200 50.45
JP 013/7 201-230 10
JP 014/7 231-259 28
JP 015/7 260-282 15
JP 016/7 283-308 30
JP 017/7 309-320 14.21
JP 018/7 321-327 10.03
JP 019/7 328-500 170
JP 020/7 501-619 100

Fuente: Autor, 2018

Elaboracién: Autor, 2018

De la fraccion JP 015/7 se obtuvo 15 mg de cristales blanquecinos en forma de aguja, con
un punto de fusion de mayor a 300°C y factor de retencion de 0.35 en cromatografia de capa
fina utilizando como eluyente Hex:AcOEt en proporcién 8:2 v/v. El compuesto no es visible
en la luz UV de 254 y 365 nm y al revelarla la TLC con acido sulfarico 5% y vainillina se

observé una mancha color morada (Figura 13).

Figura. 13 CCF de la fraccion JP 015/7 eluida en
Hex/AcOEt 8:2

Fuente: Autor, 2018

Elaboracién: Autor, 2018
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4.2.1.2 Identificacion del compuesto 1 (Fraccién JP 015/7).
Se identificé el compuesto mediante la técnica espectroscépica RMN y comparando con la
literatura se determind de que se trataba del acido betulinico (Figura 14) cuyo peso

molecular es de 456.7 g/mol con formula quimica CzgH450s3,

El espectro de *H RMN reveld la presencia de 6 grupos metilos en singulete a & 0.75 (3H, s,
H-24), 0.82 (3H, s, H-25), 0.93 (3H,s, H-26), 0.96 (3H,s, H-23), 0.97 (3H, s, H-27), 1.68 (3H,
s, H-30), un par de protones olefinicos a & 4.60 (1H,d,J=1.6 Hz) y & 4.73 (1H,d,J=1.2 H2)

que representan el doble enlace exociclico y un protén carboxilico a 6 3.18 (dd, J=11.6, 4.8

Hz , H-3).

HO

Figura. 14 Estructura quimica del Acido betulinico
Fuente: Autor, 2018
Elaboracién Autor, 2018

En la tablas 7 y 8 se muestran los datos espectroscépicos de RMN de *H y **C del &cido

betulinico corroborado con la literatura.

Tabla 7. Datos de *H RMN del &cido betulinico corroborado con la literatura.

N° Protén (Satiraphan et al., 2012) Datos experimentales
RMN *H NMR *H

H-5 0.70 -

H-24 0.78 0.75 (3H, s)
H-25 0.82 0.82 (3H, s)
H-26 0.92 0.93 (3H, s)
H-23 0.96 0.96 (3H, s)
H-27 0.98 0.97 (3H, s)
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H-30 1.71 1.68 (3H, s))

H-19 3.04 3.03 (1H, m)

H-3 3.21 3.18 (1H, dd, J= 4.8 Hz)
H-29a 4.62 4.60 (1H, d, J= 1.6 Hz)
H-29b 475 4.73 (1H, d, J=1.2 Hz,)

Fuente: Autor, 2018

Elaboracién: Autor, 2018

Tabla 8. Datos de *C RMN del &cido betulinico corroborado con la literatura.

N° Carbonos

(Satiraphan et al., 2012)

Datos experimentales

RMN *3C RMN *3C
1 38.7 38.8
2 27.4 27.5
3 79.0 79.1
4 38.8 38.8
5 55.3 55.4
6 18.3 18.4
7 34.3 34.4
8 40.7 40.8
9 50.5 50.6
10 37.2 37.3
11 20.8 21.0
12 25.5 25.6
13 38.4 38.5
14 42.4 42.5
15 30.5 30.6
16 32.1 32.3
17 56.3 56.4
18 49.2 49.4
19 46.9 47.0
20 150.4 150.5
21 29.7 29.8
22 37.1 37.1
23 28.0 28.1
24 15.4 15.4
25 16.1 16.1
26 16.1 16.2
27 14.7 14.8
28 180.5 179.9
29 109.7 109.8
30 19.4 19.5

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018
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El acido betulinico es un triterpeno pentaciclico con propiedades bioldgicas y farmacolégicas
notables como: anticancerigenas, antibacteriano, anti-VIH, virus del herpes simple 1,
antipaludicas y antiinflamatorias (Cavazos Gardufio, Ochoa Flores, Serrano-Nifio, Beristain,
& Garcia, 2014; Sousa et al., 2017). Estudios realizados en varias lineas celulares de cancer
como leucemia (CEM4 y MT-4), melanoma (MEL-1-4), ovario (A2780, OVCAR-5 e IGROV-
1), cuello uterino (A431) y de pulmén (H460, POGB); en donde el &cido betulinico ha
demostrado tener actividad citotoxica selectiva sobre células tumorales al inducir la
apoptosis de estas células por la ruta mitocondrial (Cavazos Gardufio et al., 2014; Zuco et
al., 2002). Los compuestos que ejercen una accion directa sobre las mitocondrias presentan
terapias experimentales y prometedoras contra el cancer, ya que pueden desencadenar la
muerte celular en situaciones en la quimioterapia puede fallar. El acido betulinico es una

prometedora alternativa en los tratamientos de cancer humano (Fulda, 2008).

4.2.2 Extracto metanélico de Lepechinia mutica

4.2.2.1 Compuesto 2 (Fraccién JP 008/29).
De la cromatografia en columna del extracto desclorofilado de Lepechinia mutica se
obtuvieron 10 fracciones, en la tabla 9 se detalla las fracciones de donde se obtuvieron y
peso de cada una de ellas. Esta fraccion fue sometida a cromatografia de capa fina (CCF),
la misma que fue eluida en Hex:AcOEt 8:2 mostré que la fraccion presentaba algunas
impurezas por lo cual fue sometida una sucesiva purificacibn mediante lavados con hexano

hasta obtener un una sola mancha segun la CCF.

Tabla 9. Fraccionamiento cromatografico del extracto desclorofilado de Lepechinia mutica

Cddigo Fracciones Peso en mg
JP 001/29 1-9 26.3
JP 002/29 10-28 25
JP 003/29 29-59 79.8
JP 004/29 60-89 55.5
JP 005/29 90-109 25.2
JP 006/29 110-210 104.1
JP 007/29 211-250 91.5
JP 008/29 251-289 104
JP 009/29 290-390 327.9
JP 010/29 391-472 130.7

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién Autor, 2018
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De la fraccién JP 008/29 se obtuvo 10.4 mg de un polvo de color blanco, con un punto de
fusion de 210-215 °C y un factor de retencion de 0.33 en cromatografia de capa fina
utilizando como eluyente Hex:AcOEt en proporcion 8:2 v/v. El compuesto es visible en la luz
UV de 254 nm y se observo una mancha oscuray al revelarla la CCF con acido sulfarico 5%
y vainillina se observé una mancha color verde (Figura 15).

Figura. 15 CCF de la fraccion JP 008/29 eluida en
Hex/AcOEt 8:2
Fuente: Autor, 2018
Elaboracion: Autor, 2018
4.2.2.2 Identificacion del compuesto 2 (Fraccion JP 008/29).
Se identificé el compuesto mediante la técnica espectroscopica de RMN y comparando con
literatura se determind de qué se trataba del carnosol (Figura 16) un diterpeno cuyo peso

molecular es 340.42 g/mol con férmula quimica C,gH204.

El espectro de *H reveld caracteristicas de un compuesto diterpeno, muestra la presencia de
dos singuletes asignados a metilo 6 0.90 (3H,s, H-18) y 0.85 (3H,s, H-19), dos dobletes que
se integra para seis protones a & 1.23 y 1.21 (2x3H, d, J=1.6, 0.8 Hz, H-16, H-17), un
septuplete a 6 3.10 (1H, sept, J= 6.8 Hz, H-15), un singulete que es un proton aromatico a &
6.53 (1H, s, H-14) y un doble de dobles a 5.37 (1H, dd, J= 1.6, 2 Hz, H-7).

OH

HO
Ox

Figura. 16 Estructura quimica del Carnosol
Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018
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En las tablas 10 y 11 se muestran los datos espectroscopicos de RMN de 'H y **C del

carnosol corroborado con la literatura.

Tabla 10. Datos de *H RMN del Carnosol corroborado con la literatura.

N° Proton (Topgu et al., 2013) Datos experimentales
'"H RMN '"H RMN
la 2.80 dd (J= 14, 3 Hz) 2.90 (1H, dd, J= 2, 1.6 Hz)
1b 2.56 ddd (J=14.3, 4.5, 2.41 (1H, ddd, J=4.4, 4, 4.8 Hz)
4.5 Hz)
2a 191 m 2.00 m
2b 1.59m -
3a 1.52m -
3b 1.30m -
5 1.69 dd (J= 4.2, 4.3 Hz) 1.72 (1H, dd, J= 5.6, 5.2 Hz)
6a 1.83m 1.87 (1H, ddd)
6b 2.19m 2.20 (1H, m)
7a 5.41dd (J= 7.3, 7.5 Hz) 5.37 (1H, dd, J= 1.6, 2 Hz)
14 6.69 s 6.63 (1H, s)
15 3.25m 3.10 (1H, sept, J= 6.8 Hz)
16 1.18 d (J= 6.7 Hz) 1.23,1.21 (2x3H,d, J=1.6,0.8
17 1.20d (J= 6.9 Hz) Hz)
18 0.89s 0.90 (3H, s)
19 0.90s 0.85 (3H, s)

Fuente: Autor, 2018
Elaboracion: Autor, 2018

El espectro de RMN de *°C se diferencian cuatro carbonos metilos, cuatro metilenos, dos

metinos, un oximetino, un carbon éster, dos carbonos cuaternarios y seis carbonos

aromaticos.

Tabla 11. Datos de ™*C RMN del Carnosol corroborado con la literatura

N° de Carbonos (Hayes, 2016) Datos experimentales
C RMN C RMN
1 29.1 29.2
2 18.8 19.0
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3 40.8 41.1
4 34.4 34.6
5 45.3 45.5
6 29.5 29.8
7 77.3 78.0
8 131.9 132.2
9 122.1 121.7
10 48.2 48.5
11 143.5 141.9
12 143.2 141.2
13 134.7 132.9
14 1116 112.4
15 26.5 27.4
16 22.9 22.5
17 23.1 22.6
18 31.6 31.8
19 19.7 19.8
20 176.1 176.0

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

Este compuesto también ha sido identificado en especies como Salvia carnosa Dougl, Salvia
officinalis L, Sphacele chamaedryoides y Lepechinia hastate (J. Ramirez, 2015). El carnosol
presenta actividad antioxidante medida por DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) el cual
presenta una actividad de eliminacién de radicales libres de hasta 90%. Se ha comprobado
que también inhibe la oxidacién de LDL inducida por Cu?* y los radicales libres de lipidos en
microsomas en el higado de raton (Johnson, 2011). Esta actividad antioxidante
probablemente se deba a la presencia de un grupo catecol en el anillo aromatico (C11-C12)
del esqueleto de este diterpeno fendlico (Del Bafio et al., 2003). Es un agente en particular
considerado como anticancerigeno en varias lineas celulares incluyendo préstata (PC-3),
mama (MCF-7), piel (B16 / F10), leucemia (SEM, RS4:11 y MV4: 11) y céancer de colon
(HCT116) (Huang, Ho, Lin-Shiau, & Lin, 2005; Johnson, 2011). Los efectos anticancerigenos
que se atribuyen se debe a que detiene el ciclo celular o induce la apoptosis mediante la
activacion de moléculas proapoptéticas y antiapoptoéticas inactivadoras (Kashyap et al.,
2016).
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La presencia de carnosol y &cido carndsico en los extractos proporcionan una base en la
accion farmacoldgica antiinflamatoria. Debido a esto se ha evaluado el efecto
antiinflamatorio a corto plazo de estos dos compuestos, se evidencié que inhiben los
leucotrienos proinflamatorios en los leucocitos polimorfonucleares intactos, antagonizan
potentemente la movilizacién de Ca®" intracelular y atentan la formacién de especies de

oxigeno reactivo (Poeckel et al., 2008).

4.2.2.3 Fraccion JP 009/29.

De esta fraccion (JP 009/29) se realiz6 una columna a partir de 327,9 mg de muestra en 33
g de silica gel 60 F254, se eluy6 con una mezcla isocratica Hex/AcOEt en proporcion 8:2. Se
obtuvieron 5 fracciones (JP 012/32 — JP 16/32) las mismas fueron analizadas mediante
cromatografia de capa fina, de los cuales la fraccion JP 013/32, empez6é a formarse
pequefios cristales, se la purificé agregando metanol y se las dejo reposar hasta la
formacion de los cristales. En la tabla 12 se detalla las fracciones obtenidas a partir de la
fraccion JP 009/29.

Tabla 12. Fraccionamiento cromatografico de la Fraccion JP 009/29

Cadigo Fracciones Peso en mg
JP 012/32 1-12 7.9
JP 013/32 13-27 21
JP 014/32 28-34 2.1
JP 015/32 35-66 104.4
JP 016/32 67-97 22.9

Fuente: Autor, 2018
Elaboracién: Autor, 2018

La fraccion JP 013/32 se presentd en forma de cristales transparentes, se obtuvo un peso
de 21 mg, con un factor de retencién de 0.33 la cromatografia de capa fina utilizando como
eluyente Hex:AcOEt en proporcion 8:2 v/v. El compuesto es visible en la luz UV de 254 la
cual se observa una mancha oscura y al ser revelada con acido sulfurico 5% y vainillina se
observé una mancha color verde. Segin el espectro de RMN 'H el compuesto presenta
impurezas, por lo que estd en proceso de purificacion mediante recristalizacion. Esta

pendiente la identificacion, ya que todavia no se logro purificar del todo.
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5 CAPITULO IV CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES

El rendimiento de los extractos totales de metanol de Lepechinia mutica y Rosmarinus
officinalis fueron de 15.34% y 8.56% respectivamente.

A partir de los extractos metandlicos desclorofilados se identificaron mediante resonancia
magneética nuclear dos compuestos conocidos de origen terpénico; de la especie Lepechinia

mutica el carnosol y del Rosmarinus officinalis el acido betulinico.
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RECOMENDACIONES

Continuar con el aislamiento e identificacion del carnosol en diferentes disolventes como

etanol y acetato de etilo para obtener una mayor cantidad de compuesto.

Determinar la actividad antibacteriana, antifiingica y antioxidante del extracto metandlico de
la especie Lepechinia mutica.
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Anexo. 1 Espectro de RMN de "H correspondiente al Acido betulinico
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Anexo. 1 Espectro amplificado de RMN de ‘H correspondiente al Acido betulinico
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Anexo. 2 Espectro de RMN de **C correspondiente al Acido betulinico

STANDARD 1H OBSERVE - profile

Sample Name:
LR2119_JP15_7

Data Collected on:
wormhole-vnmrsd00

Archive directory:
/home/vnmrl/vamrsys/data

Sample directory:
LR2119_JP15_7_20180102_01

FidFile: CARBON_O1

B

3s.015
38,5200 @
37.35§ B F

79.166
56.415
55.494
50.669
49.415
47.030
42.585
40.843
37.172

150.553
109.846

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdell
Data collected on: Jan 2 2018

179.971

RR——
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180 160 140 120 100 ppm 56 54 52 50 48 46 44 42 40 ppm
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Anexo 2. Espectro de RMN de **C correspondiente al Acido betulinico

STANDARD 1H OBSERVE - profile
.

Sample Name:

LRZ119 JP15_ 7 sl de
Data Collected on: i

wormhole-vnmrs400
Archive directory:
/home/vnmrl /vnmrsys/data
Sample directory:
LR2119_JP15_7_20180102_01
FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jan 2 2018

16.272
15.490

28.136

34.470
32.302
30.691
29.847
27.539
25.650
21.004
15.517
18.433
16.172
14.840

LI L L L L L L I L L L I L L L B AL BB BB BN A

34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 ppm
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Anexo. 3 Espectro DEPT correspondiente al Acido betulinico

STANDARD 1H OBSERVE -~ profile

Sample Name:
LR2119_JP15_7
Data Collected on:
wormhole-vnmrs400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
LR2119 _JP15_7_20180102_01
FidFile: DEPT_0l1

Pulse Sequence: DEPT
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jan 2 2018

st de
Qime
Roikata

ikgi;%i%iﬁ?%;

180 160
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140 120 100 80 60 40 20 Ppm
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Anexo. 4 Espectro de RMN de ‘H correspondiente al Carnosol

STANDARD 1H OBSERVE - profile

Sample Name:
LR2100_JP8_29
Data Collected on:
wormhole-vnmrs400
Archive directory:
/home /vamrl/vnmrsys/data
Sample directory:
LR2100_JP8_29_20171218_01
FidFile: PROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Dec 18 2017
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Anexo. 4 Espectro amplificado de RMN de 'H correspondiente al Carnosol
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Anexo 4. Espectro amplificado de RMN de 'H correspondiente al Carnosol
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Anexo. 5 Espectro de RMN de **C correspondiente al Carnosol

STANDARD 1H OBSERVE - profile
Sample Name: ” 3
LR2120_JP8_29 st de
Data Collected on: _ (nta
wormhole—vnmrsd00 L ~ " 2 e = ana3 n'e m o
. aNam r~ < -] 0 - @@ ® N @ w n @ o
Archive directory: L - ® ¥ o daar ooooa
/heme/vnmrl /vnmrsys/data I3 o . o] ~ < < Mm o8N oo NN
Sample directory: b i Eal m _ © 7 I f
LR2120_JP8_29_20180103_01 S a 2
FidFile: CARBON_01 b o -
- “ m
Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jan 3 2018
o e S O A IR
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Anexo. 6 Espectro DEPT correspondiente al Carnosol

STANDARD 1H OBSERVE - profile
.

Sample Name:
LR2120_JP8_29 sk e
Data Collected on: ﬂﬁ

wormhole-vnmrs400
Archive directory:

/home/vnmrl /vnmrsys/data
Sample directory:

LR2120_Jr8_29 20180103_01
FidFile: DEPT_01

Fulse Sequence: DEPT
Selvent: cdel3
Data collected on: Jan 4 2018
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