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RESUMEN

La especie Baccharis oblongifolia se recolecté en el sector cerro Toledo, parroquia
Yangana, provincia de Loja, al sur del Ecuador. A partir de Baccharis oblongifolia se
obtuvieron extractos en polaridad creciente Hex, AcCOEt y MEOH respectivamente. El
extracto en MEOH presento mayor rendimiento con 4.92%. Todos los extractos
obtenidos se analizaron por cromatografia en columna. Del extracto en acetato de etilo
se obtuvo dos compuestos y una mezcla: fraccion AcOEtFDC20 19: &cido ent-
kaurenoico (1) fraccion AcOEtFDC20_  38: &cido palmitico (2), fraccion
AcOEtFDC20 22 mezcla de seis compuestos que no se logré identificar. Del extracto
metandlico: fraccibon MEOHF29 se obtuvo un compuesto que presentd problemas de
solubilidad y esta en proceso de identificacién: Fraccion MEOHF30 fue una mezcla de
ocho compuestos de los cuales 3 probablemente sean: 2-trideciloxirano (3),
Tetradecanal (4), octadecanal (5). Para la caracterizacion de metabolitos secundarios

se usaron técnicas como: punto de fusion, RMN *H, Be: y CG/EM.

Palabras clave: Baccharis oblongifolia, metabolitos secundarios, &acido ent-

kaurenoico, acido palmitico, 2-trideciloxirano, Tetradecanal, octadecanal.



ABSTRACT

Baccharis Oblongifolia species were collected from the field hill of Toledo,
Yangana parish, province of Loja, in southern Ecuador. From B. oblongifolia
extracts were obtained in increasing polarity Hex, AcOEt and MEOH
respectively. The MEOH extract showed higher performance with 4.92%. All
extracts were analyzed by column chromatography. Two compounds and a
mixture were obtained from the ethyl acetate extract: the AcOEtFDC20 19
fraction, consisting o kaurenoic ent- acid (1) the AcOEtFDC20_ 38 fraction
consisting of palmitic acid (2), and the AcCOEtFDC20 22 mixture of six
unidentified compounds. From the methanol extract: the MEOHF29 fraction
contained a compound that showed solubility problems and is in the process of
being identified. The MEOHF30 fraction consists of eight compounds, likely
including 2-trideciloxirane (3), tetradecanal (4) and octadecanal (5). melting
point, 1H NMR, 13C; and GC / MS analyses were used for the characterization

of secondary metabolites.

Keywords: Baccharis oblongifolia, secondary metabolites, kaurenoic ent- acid, palmitic

acid, 2-trideciloxirane, Tetradecanal, octadecanal.



INTRODUCCION

El Ecuador es el pais con mayor biodiversidad por unidad de superficie en el mundo; la
diversidad biolégica existente en este pais posee un alto valor debido a factores como
la riqueza de especies, el alto grado de endemicidad, la particularidad de los procesos

ecoldgicos y por su estado de conservacion (Paredes et al, 2012).

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica que se ha
utilizado desde hace miles de afios. Durante mucho tiempo los remedios naturales,
sobre todo las plantas medicinales, fueron el principal e incluso el Unico recurso
terapéutico disponible. Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las
especies vegetales que poseen propiedades medicinales y se ampliara la experiencia
en el empleo de los productos que se extraen a partir de ellas (Suley et al, 2004).

En la medicina moderna, la cuarta parte de las sustancias son de origen vegetal, para
un total de 4500 sustancias naturales. Si bien es cierto que durante el progreso de la
industria sintética, se dejé de utilizar una parte considerable de las sustancias
vegetales, en la actualidad, debido a los efectos adversos de una elevada cantidad de

farmacos sintéticos, asi como por la gran demanda de farmacos menos nocivos y mas
naturales, existe un crecimiento notable de remedios farmacoldgicos elaborados, en su

mayor parte, con sustancias de origen vegetal. (Suley et al, 2004).

El género Baccharis es exclusivo de América y predomina principalmente en zonas
tropicales. Las especies que presenta el género pueden ser arbustos o hierbas
perennes, a veces presentan xilopodio, raices gomiferas o rizomas. Varias especies
de éste género han sido ampliamente estudiadas (B. retusa, B.dracunculifolia) debido
a su reconocida utilizacion en la medicina tradicional de América Latina, presentando
una concentracidon significativa de compuestos que presentaron una accion

farmacologica (Calle et al, 2012).

En base a informacion bibliografica y reportes de literatura de ciertas especies
vegetales para el presente proyecto de investigacion se consider6 analizar Baccharis
oblongifolia ya que hay reportes fitoquimicos anteriores de aislamientos de
metabolitos secundarios es este género, principalmente con actividad anti-
inflamatoria,  antioxidante, anti-microbiana, anti-fingica, antileishmanial vy

enfermedades digestivas (Molares et al, 2009).



Este proyecto de fin de carrera es parte del Programa Nacional para el Abordaje
Multidisciplinario de las Parasitosis Desatendidas en el Ecuador (PROPAD),
Proyecto 5: Resistencia antiparasitaria y perspectivas del uso de extractos de
plantas nativas en ensayos preclinicos, perteneciente al Instituto Nacional de
Investigacion en salud Publica (INSPI), que cuenta con el financiamiento de la
SENESCYT y estd siendo desarrollado en colaboracion entre el INSPI, la
Universidad Central del Ecuador (UCE) y la UTPL, pretendemos la obtencién,
aislamiento y caracterizacion de metabolitos secundarios de: Baccharis oblongifolia
con posible actividad antiparasitaria. En la UCE se evaluara la actividad
antiparasitaria de los metabolitos aislados y posteriormente en una segunda fase
se realizaran modificaciones quimicas y demas tratamientos para potencializar su

actividad.



CAPITULO | FIN, PROPOSITO Y COMPONENTES DEL PROYECTO.



1.1. Fin, proposito y componentes del proyecto.

1.1.1. Fin del proyecto.

Contribuir al conocimiento de la existencia de metabolitos secundarios presentes en

extractos obtenidos de Baccharis oblongifolia.
1.1.2.Propdsito del proyecto.

Obtencidn de extractos, aislamiento y caracterizacion de metabolitos secundarios de
Baccharis oblongifolia.

1.1.3. Componentes del proyecto.

e Seleccibén y recoleccion de la especie vegetal.
e Obtencidn de extractos: en Hexano, Acetato de etilo y Metanol
e Fraccionamiento de extractos mediante cromatografia en columna abierta.

e Purificacion y Caracterizacién de metabolitos secundarios.



CAPITULO Il MARCO TEORICO



2.1. Antecedentes.

2.1.1. Biodiversidad en el Ecuador.

La diversidad floristica del Ecuador est4d representada en gran medida por la
variedad de ecosistemas que posee, lo cual constituye la razén principal para que
el Ecuador sea considerado entre los paises con mayor diversidad del mundo
(Cuvi y Caranqui, 2011).

Ecuador, a pesar de su pequefo tamafio (sélo 250.000 km o 1,5% de América del
Sur), es uno de los més diversos paises del mundo, tanto en el nUmero absoluto
de especies como en el nimero de especies por unidad de area. Por unidad de
area solo Colombia y Costa Rica tienen mas especies de plantas vasculares con
respecto a Ecuador. Esta diversidad esta relacionada con varios factores, pero
principalmente a la confluencia de varias regiones biogeogréficas (o ecorregiones):
Choco, Tumbes, en el norte y el sur de los Andes centrales, en el norte y sur de la
Amazonia occidental, y la variabilidad ambiental dentro de cada uno de estos. Por
ejemplo, los Andes centrales del norte y del sur, disponen de varias sub-regiones
gue se caracterizan por sus diferentes historias evolutivas (por ejemplo, las
cordilleras occidental y oriental) y los regimenes climaticos (por ejemplo, muy
secas a humedas), diversos estudios han evaluado la diversidad ecoldgica del
Ecuador, en su mayoria sobre la base de los planes de vegetacion. EI mas
reciente intento de consolidar y desarrollar un sistema de clasificacion de la
vegetacion jerarquico integral para el pais se llevé a cabo por Ceron y Valencia,
para la Costa, los Andes y la Amazonia de Ecuador, respectivamente, en conjunto,
estos autores identificaron 72 tipos diferentes de vegetacion en el pais, cada uno
con una composicién floristica y distribucion geografica caracteristica (Sierra,R.,
Campos,F y Chamberlin, F, 2002).

Ecuador cuenta con una de las floras mas ricas del mundo cerca de 230 familias y
18.000 especies de plantas vasculares) (Katinas, 2004), existen 17.748 especies
nativas documentadas, de las cuales 1.422 pteridofita, 18 gimnospermas y 16.308

angiospermas (Neill, 2012).

2.1.2. Medicinatradicional y empleo de plantas medicinales.

La medicina tradicional es una realidad presente en todo el mundo. Como su

nombre indica, forma parte del patrimonio cultural de cada pais y emplea practicas



que se han transmitido de una generacion a otra desde centenares de afios antes

del desarrollo de nuestra medicina actual (Rodriguez'y Méndez 1997).

La medicina tradicional segun la organizacion mundial de la salud (OMS) es todo el
conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y
experiencias indigenas de las diferentes culturas, sean o no explicables, usados
para el mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el diagnéstico, la

mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas o0 mentales (OMS, 2015).

La medicina tradicional abarca una amplia variedad de terapias y practicas que
varian entre paises y entre regiones. En algunos paises se denomina medicina
alternativa o complementaria, se viene utilizando desde hace miles de afos, y sus
practicantes han contribuido enormemente a la salud humana, en particular como
proveedores de atencién primaria de salud al nivel de la comunidad, ha mantenido
su popularidad en todo el mundo. A partir del decenio de 1990 se ha constatado un
resurgimiento de su utilizaciébn en muchos paises desarrollados y en desarrollo
(OMS, 2015).

Las plantas medicinales y aromaticas juegan un importante papel en el cuidado de
la salud de las personas. Hasta el advenimiento de la medicina moderna, el
hombre dependi6 de ellas para el tratamiento de sus enfermedades. La sociedad
humana en todas las épocas, ha acumulado un vasto arsenal de conocimientos
tradicionales sobre el uso de las plantas medicinales. Aproximadamente el 80 %
de la poblacion de la mayor parte de los paises en desarrollo todavia usan la
medicina tradicional derivada de plantas para satisfacer las necesidades primarias
de salud. Paises como China, Cuba, Sri-Lanka, Tailandia y otros han inscrito
oficialmente en sus programas de salud el uso de la medicina tradicional
herbolaria. Aunque los productos de origen natural, particularmente las drogas
secas Yy los extractos, pasaron de ocupar un lugar preponderante a un segundo
plano, en las Ultimas décadas han vuelto a alcanzar una presencia cada vez mayor
en la medicina. Este retorno ha sido propiciado por el regreso a lo natural, pero
también debido al descubrimiento de efectos dafinos adversos en farmacos
sintéticos, al mejor conocimiento quimico, farmacol6gico y clinico de las drogas
vegetales, al desarrollo de métodos analiticos que facilitan el control de calidad y al
desarrollo de nuevas formas de preparacion y administracién de los medicamentos

fitoterapéuticos (Castro, 2006).



El regreso del interés cientifico sobre las plantas medicinales, investigando su
riqueza y variabilidad quimica, ha impulsado una revalorizacién de su empleo en
muchas partes del mundo, representando una forma complementaria de curar, en
que el empirismo de la terapia queda atras en funcion de la evidencia cientifica,
armonizando la medicina tradicional con las terapias oficiales de cada pais (Avello
y Cisternas, 2010).

2.1.3. Metabolitos secundarios.

El metabolismo secundario se puede definir como la biosintesis, la transformacion
y la degradacion de los compuestos enddgenos mediante proteinas de
especializacion, las cuales se han formado como resultado de los procesos de
diferenciacion y se clasifican segun su significacion biolégica y funcién en la célula
productora (Valdés y Balbin, 2000).

Los metabolitos secundarios pueden ser considerados como productos para la
adaptacion de un organismo a sobrevivir en un ecosistema particular (Ravelo y
Braun, 2009).

Una de las principales diferencias que presentan los metabolitos secundarios con
relacion a los primarios es su distribucién limitada en el reino vegetal; mientras que
los compuestos primarios se encuentran en todo el reino y las diferencias entre
especies solo son de indole cuantitativa. Estos compuestos quimicos se presentan
tipicamente en sélo una especie o un grupo de plantas taxon6micamente
relacionadas por lo que muchos de ellos se consideran marcadores taxonémicos

de familias y géneros (Garcia, 2004).

Los metabolitos secundarios se encuentran principalmente en las plantas, pero
cada estructura basica varia considerablemente acorde con el Phylum (Garcia,
2004).

Estos compuestos fitoquimicos comprenden una amplia variedad de estructuras
guimicas entre las cuales pueden mencionarse a los terpenoides, los alcaloides,

los esteroides entre otros (Mareggiani, G. 2001).

Las plantas son una fuente importante de estos productos biolégicamente activos,
muchos de los cuales ademas constituyen modelos para la sintesis de un gran

namero de farmacos. Estos compuestos de la naturaleza revelan ser de una gran



diversidad en términos de estructura quimica y de propiedades fisico quimicas

ademas de sus propiedades bioldgicas (Lock, O. 2007).

El término secundario implicaba, al principio de las investigaciones, que estas
sustancias tenian una menor importancia y muchas veces se les atribuy6 la
propiedad de productos de desecho del metabolismo primario. Esta idea ha sido
gradualmente cambiada, ya que los compuestos secundarios desempefian un
papel protagénico en la fisiologia de la planta, la regulacién del crecimiento, su
desarrollo y la interaccion con otros organismo (Garcia, 2004), por lo que a partir
de 1960 se han realizado investigaciones que han hecho evidente la importante
funcion ecologica de muchos de ellos (Valdés y Balbin, 2000).

Cada tipo de compuesto secundario esta estrechamente relacionado con una o
varias funciones especificas en la planta que lo contiene. Son innumerables los
reportes que describen el papel que desempefian estos compuestos en el reino
vegetal, aunque hasta la fecha, en la mayoria de ellos, no se conoce con exactitud
cada funcién particular (Garcia, 2004).

En algunos casos intervienen en las relaciones de competencia con otras plantas,
actuando como agentes alelopaticos y contra invasiones de hongos, bacterias y
virus; en relaciones de mutualismo en la atraccion de polinizadores y dispersores
de semillas; en funciones defensivas causando toxicidad, como proteccién contra

la radiacion ultravioleta y la desecacién (Garcia, 2004).

Atendiendo a las vias biosintéticas que les dan origen, los compuestos
secundarios se dividen en tres grandes grupos: los terpenos, las sustancias
fendlicas y los compuestos que contienen nitrégeno en su estructura (Valdés y
Balbin, 2000)

El metabolismo primario proporciona un gran numero de moléculas simples, como
el acido shiquimico, el acetato y los aminoéacidos, los cuales constituyen los
materiales de partida para las rutas biosintéticas del metabolismo secundario. El
acido shiquimico, por la ruta metabdlica que lleva su nombre, da origen a muchos
compuestos aromaticos, entre ellos los aminoéacidos, los &cidos cinamicos y
algunas estructuras polifendlicas. El acetato es el precursor de los acidos grasos y

de los policétidos en la ruta del acetato-malonato y los terpenos o isoprenoides son



sintetizados en la ruta del acetato-mevalonato. Los aminoacidos son precursores

de los alcaloides y de los antibioticos peptidicos (Garcia, 2004).

Es importante destacar que los productos naturales tienen un importante y
significativo valor medicinal y econémico, derivado éste ultimo de su uso en la
industria cosmética, alimentaria, farmacéutica. Un gran numero de estos
productos naturales, que ya se usaban en la medicina antigua como para combatir
enfermedades, se utilizan en la actualidad como medicamentos, resinas, gomas,

potenciadores de sabor, aromas, colorantes, etc (Avalos y Pérez-Urria, 2011).

En la actualidad, la explotaciéon de la flora continla, pues hay alrededor del 98 %
sin explorar, lo que constituye un recurso excepcionalmente vasto en productos
biol6gicamente activos, que pueden ser Utiles, por si o bien, pueden servir como
fuente natural de prototipos quimicos para el desarrollo de derivados modificados
(con actividades incrementadas y/o toxicidad reducida) ( Soler y Porto, 1997).

Medicamentos hechos en base a plantas presentan una inmensa ventaja con
respecto a los tratamientos quimicos. En las plantas los principios activos se hallan
siempre biolégicamente equilibrados por la presencia de sustancias
complementarias, que van a potenciarse entre si, de forma que en general no se
acumulan en el organismo, y sus efectos indeseables estan limitados (Hua et al.,
2002).

La incorporacion de fitofarmacos en el arsenal terapéutico de los laboratorios
tradicionales, es otra sefial que estimula el empleo de estos principios activos en el
tratamiento de diversas patologias, tanto con fines preventivos como curativos
(Orddniez, 2007).

2.1.4. Caracteristicas botanicas y fitoquimicas de la especie a estudiar.

2.1.4.1. Familia Asteraceae y especie Baccharis oblongifolia.
Los crisantemos, margaritas, dalias, girasoles, cardos, la achicoria y la lechuga son

algunos de los representantes de la familia Asteraceae, Compositae, o asteraceas
0 compuestas en un lenguaje coloquial. Las asterdceas comprenden mas de 1700
géneros y unas 24.000-30.000 especies distribuidas por todo e mundo, excepto en
la Antartida, que incluyen desde pequefias hierbas de 1 cm de altura hasta arboles
de méas de 30 m . Las asteraceas se reconocen por su estructura reproductiva, el
capitulo donde las flores se disponen en forma sésil sobre un receptaculo

ensanchado (Katinas et al, 2007).



El género Baccharis comprende alrededor de 400 especies y es uno de los
géneros mas importantes de la familia Asteraceae, es generalizado en toda
América Central y del Sur (Nesom, 2000). Algunas de estas especies se han
usado en la medicina popular para el tratamiento de enfermedades del estbmago y
del higado, para reducir los procesos inflamatorios y para curar Ulceras y heridas
de la piel (Sawadogo et al, 2012) En estudios quimicos anteriores sobre las
especies de Baccharis se han encontrado varios compuestos tales como
terpenoides, y flavonoides (Grecco et al, 2010a) .

Ademas, varios trabajos han demostrado que algunas de las especies de este
género han sido fuentes de compuestos antileishmania, principalmente
compuestos fendlicos y triterpenoides (da Silva Filho et al, 2009 y Passero et al,
2011). Trabajos previos han descrito que del extracto EtOH de Baccharis uncinella,
asi como sus principales componentes (acidos ursélico, oleandlico,
pectolinaringenin, acido cafeico y &cido ferllico) mostraron actividad contra
promastigotes y amastigotes Leishmania (L.) amazonensis y Leishmania (V.)
braziliensis (Passero et al, 2011 ). También se inform6 que la 5,6,7 - trihidroxi - 4 '
metoxiflavanona , un compuesto aislado del extracto de MEOH de Baccharis
retusa , mostrd actividad contra especies de Leishmania cutdneas ( Grecco et al,
2010b)

En la tabla 1 se muestra la clasificacion botanica de B. oblongifolia.

Tabla 1. Clasificacion botanica de Baccharis oblongifolia

Nombre cientifico: Baccharis
oblongifolia

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Baccharis
Especie: Oblongifolia
Fuente: (Unep WCMC, 2003)

Baccharis oblongifolia es un arbusto de tamafio mediano o alto que se puede
distinguir de otras especies de Baccharis por ser grandes arbustos tomentosos o

lanuginosos. Hojas penni- o retinervias, leve o marcadamente discoloras (haz verde
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oscuro y envés palido). Capitulos pedunculados, dispuestos en cimas
corimbiformes ordenadas en racimos axilares y terminales, formando en conjunto
una amplia panicula foliosa. Involucros acampanados. Receptaculos de los
capitulos carpelados generalmente provistos de péleas. Flores 10-30. Estilo de las
flores estaminadas con ramas breves, adheridas o algo separadas. Corolas de las
flores carpeladas con apice denticulado. Papus de las flores carpeladas uni- o
biseriado. Aquenios sericeos, 5-costados (Giuliano, 2001).

De esta especie no existen reportes fitoquimicos anteriores en cuanto al
aislamientos de metabolitos secundarios, ya que se realizé la busqueda
bibliogréfica respectiva incluyendo sinénimos (Baccharis berberifolia, Baccharis
brachylaenoides, Molina oblongifolia, Baccharis venulosa, Baccharis oblanceolata)

de la especie en estudio y no se encontré ningln reporte.

2.2 Técnicas para el aislamiento y la identificacion de metabolitos
secundarios.

2.2.1. Maceracion.

El proceso clasico de maceracion consiste en dejar en contacto el material vegetal
con el disolvente varios dias, con agitacion ocasional, este proceso es conocido
como maceracion estatica. Consiste en poner en contacto el material vegetal y el
disolvente, se trata de un proceso que da como resultado un equilibrio de
concentracion entre el material vegetal y el disolvente, depende de factores que
estan unidos al material vegetal, como su naturaleza, el tamafio de la particula, su
contenido de humedad y cantidad y factores que estan relacionados con el
disolvente, como la selectividad y la cantidad. El hinchamiento del material vegetal
es factor importante, porque aumenta la permeabilidad de la pared celular y la

difusién del disolvente (Sharapin, 2000).

2.2.2. Cromatografia en columna (CC).

Se emplea para la separacion de mezclas o purificacion de sustancias a escala
preparativa. Como fase estacionaria se usa, generalmente, gel de silice o alimina
dentro de una columna. A través de la columna se hara pasar una cantidad de un
disolvente 0 mezcla de disolventes denominada eluyente y/o fase moévil .La
eleccion del disolvente es crucial para una buena separacion. Dicho disolvente
pasa a través de la columna por efecto de la gravedad o bien por aplicacion de
presion. Los compuestos constituyentes de la mezcla son arrastrados por el

eluyente a su paso, haciéndoles avanzar a lo largo de la columna. Sin embargo, no
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todos los compuestos avanzan a la misma velocidad, y esta es precisamente la
clave de la cromatografia. Algunos compuestos se ven mas fuertemente retenidos
por el adsorbente (fase estacionaria) y por lo tanto avanzaran mas despacio. Por el
contrario, otros apenas son retenidos y avanzardn a mayor velocidad. En general
se dice que la separacion en la cromatografia se basa en la afinidad diferencial de
los distintos compuestos por la fase mévil o la fase estacionaria (Rocha, 2000).

2.2.3. Cromatografia en capa fina (CCF).

Implica el uso de particulas adsorbentes propagadas en una hoja de vidrio inerte,
plastico o metal como una fase estacionaria. Se deja viajar la fase movil hasta la
placa que lleva la muestra que se descubri6 inicialmente en el adsorbente justo por
encima del disolvente. Dependiendo de la naturaleza de la fase estacionaria, la
separacion puede ser cualquiera de las particiones o cromatografia de adsorcion.
La ventaja de CCF es que las muestras no tienen que someterse a las extensas
medidas de limpieza, y la capacidad para detectar una amplia gama de
compuestos, utilizando reactivos de pulverizacion reactivos. Deteccidbn no
destructiva (indicadores fluorescentes en las placas, el examen bajo una lampara
UV) también hace que sea posible para muestras purificadas que se rasparon de

la placa y ser analizados por otras técnicas (Tesso, 2005).

2.2.4. Punto de fusion.

El punto de fusion normal de un sélido es la temperatura a la que éste pasa de
estado sdlido a estado liquido, a la presion de 1 atm. Este cambio de estado se
produce debido a que el aumento de energia que tiene lugar al elevarse la
temperatura hace que las moléculas del so6lido rompan las fuerzas
intermoleculares que las mantienen unidas, aumentando la movilidad de las
mismas, pasando finalmente a estado liquido. El punto de fusién es una constante
fisica caracteristica de cada compuesto, por lo que su determinaciéon es un dato
importante en la caracterizacién de una sustancia, aunque hay que tener en cuenta
que compuestos diferentes pueden tener el mismo punto de fusién (Brown et al.,
2004)

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

Es la principal técnica analitica para la separacion de compuestos volatiles, por su
rapido analisis, resolucion, facil operacién y excelentes resultados cuantitativos.

Los tiempos de retencion son caracteristicos de cada compuesto pero no son
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unicos. El espectro de masa es simplemente un plano de la abundancia de los
iones en funcién de masa-carga (m/z), bajo condiciones controladas, las razones
de abundancia y peso especifico que presentan las especies son Unicos para cada
compuesto. Estos pueden ser utilizados para determinar el peso molecular y la
estructura quimica de cada compuesto. CG-EM combina las ventajas de ambas
técnicas: el alto poder de resolucién y la velocidad de andlisis de CG, mientras la
EM es una técnica capaz de proporcionar informacion acerca de: la composicién
elemental de las muestras; la estructura de las moléculas inorgéanicas, organicas y
biol6gicas; de la composicion cualitativa y cuantitativa de mezclas complejas y de
las relaciones isotOpicas de atomos en las muestras (L6pez, 2008).

En este proceso, el espectrometro de masas, ademas de proporcionar los
espectros, actia como detector cromatografico al registrar la corriente i6nica total
generada en la fuente ibnica, cuya representacion grafica constituye el
cromatograma. En efecto, la corriente ibnica generada por todos los iones da lugar
a un pico gaussiano de area proporcional a la concentracion del compuesto
detectado (Jhonson y Pasto, 1977).

2.2.6. Resonancia magnética nuclear RMN.

Es el método espectroscépico mas poderoso y utilizado para la determinacién de
la estructura molecular en disolucion en liquidos puros y en gases. En muchos
casos da informacion sobre la forma y simetria con un grado de precisién mayor
gue lo que es posible con otras técnicas espectroscépicas, da también informacion
sobre la velocidad y naturaleza de los cambios de ligandos en las moléculas. La
RMN se puede observar Unicamente en compuestos que contengan elementos
con nucleos magnéticos. La sensibilidad depende de varios parametros entre ellos
la abundancia y la magnitud de su momento magnético nuclear (Shriver et al,
2004). Se basa en irradiar mediante radiofrecuencias una muestra sometida a un
campo magnético estatico y registrar la respuesta de la muestra, la cual es
sometida a transiciones inducidas por la radiacion entre niveles energéticos que
corresponden a distintas orientaciones de los momentos magnéticos de espin de

los nucleos respecto del campo estatico (McMurry, 2012).
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CAPITULO Il MATERIALES Y METODOS



3.1. Esquema de trabajo
En la figura 1 se presenta la metodologia esquematizada que se empleé en el desarrollo del

presente trabajo de investigacion.

ey

Aislamiento y

Purificacion

Identificacion y caracterizacion mediante: Punto de fusion,
Espectrometria de gases acoplada a masas, resonancia
nuclear magnética de *Hy ¢

Figura 1: Esquema de la metodologia empleada para el desarrollo
experimental

Fuente: Autora

3.2. Seleccién y recoleccién de la especie Baccharis oblongifolia.

Se selecciond la especie en base a informacion bibliogréfica (da Silva Filho et al,
2009 y Passero et al, 2011). La especie se recolectd en el sector cerro Toledo de
la parroquia Yangana de la provincia de Loja al sur del Ecuador con coordenadas
S 04°22°56.41"; W79°09°01.9". Ver figura 2.
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Figura 2: Mapa de la parroquia
Yangana de la provincia de Loja lugar
de recoleccidn de la especie B.
oblongifolia

Fuente: Autora

La especie fue identificada por la Dra. Fani Tinitana, una muestra de esta especie
se depositd en el herbario de la UTPL bajo el numero de voucher HUTPL5336
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3.3. Tratamiento de la materia vegetal y obtencién de extractos.

La especie se sometié a un proceso de secado a 30°C durante aproximadamente
diez dias en un secadero de bandejas con flujo de aire continuo en el
Departamento de Quimica de la UTPL y posteriormente fue sometida a maceracion
estatica empleando disolventes de polaridades crecientes (Hexano, Acetato de
etilo y Metanol), 5.03 kg de materia vegetal se cubrieron totalmente con
aproximadamente 20 litros de disolvente y se dejé reposar por tres dias,
seguidamente se llevé a cabo una filtracibn al vacio y con la ayuda de un
rotaevaporador se concentrd y se elimind el disolvente presente en los extractos.
Este procedimiento se llevé a cabo por tres ocasiones, finalmente se obtuvo los

distintos extractos que fueron pesados y etiquetados.

Para calcular el rendimiento de los extractos se utilizé la siguiente formula:

.. Peso total del extracto
Rendimiento(%) = X 100

Peso de materia prima seca

3.4. Desclorofilacién de extractos.

Se empled cromatografia en columna abierta utilizando silica gel C18 y extracto
(10 gramos) en proporcion 1:10, este procedimiento se repiti6 por 5 ocasiones
desclorofilando un total de 50g de extracto de acetato de etilo. Para la eluciéon de
las columnas se emple6 mezclas de: agua y metanol. Posterior a ello se realizd
cromatografia de capa fina a cada una de las fracciones obtenidas, para visualizar
la eliminacion de clorofilas y riqueza fitoquimica. Este procedimiento no se realizd

para el extracto metandlico ya que se perdia la riqgueza fitoquimica del mismo.

3.5. Aislamiento y purificacién de los extractos.

3.5.1. Aislamiento

3.5.1.1. Cromatografia en columna abierta.

Para fraccionar los extractos se utilizd6 cromatografia en columna abierta, para ello
se empled: silica gel 60 F254 y fracciones de extracto de acetato de etilo libre de
clorofilas, con un buen perfil fitoquimico en proporcion 1:100. Para eluir las
columnas se us6 mezclas de: hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol,
para obtener fracciones de aproximadamente 100 ml, las cuales fueron llevadas a
rotaevaporacion con la finalidad de eliminar los disolventes y posteriormente

realizar cromatografia de capa fina de cada fraccion y evaluar su perfil fitoquimico.
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Para el extracto metanolico se utilizd, el extracto sin desclorofilar y se continué con

el mismo procedimiento expuesto en el apartado 3.5.1.1.

3.5.1.2. Cromatografia en capa fina.

En este tipo de cromatografia se utilizaron placas de aluminio de silica gel 60 Fs4
que fueron eluidas en diferentes mezclas de disolventes tales como:
diclorometano, hexano, acetato de etilo y metanol, para posteriormente ser
observadas en la luz ultravioleta de onda corta (254 nm) y en la luz ultravioleta de
onda larga (365 nm) y finalmente fueron reveladas con soluciones de &cido

sulfdrico y vainillina.

3.5.2. Purificacion de los compuestos.
En base a la cromatografia en capa fina, se unieron las fracciones que

presentaron un perfil cromatografico similar con la finalidad de purificarlas.
3.6. Caracterizacion quimica de metabolitos secundarios.

3.6.1. Solubilidad.

Los disolventes utilizados para evaluar la solubilidad de los metabolitos aislados

fueron: hexano, diclorometano, acetato de etilo, metanol, acetona y DMSO

3.6.2. Factor de retencion.

El factor de retencion se expresa la relacién entre la distancia recorrida por los

componentes de la muestra y la distancia recorrida por el solvente.

El valor fue obtenido a través de la siguiente formula:

Distancia recorrida por el compuesto

Distancia recorrida por el disolvente

3.6.3. Punto de fusion.

Tomando una muestra solida de los compuestos aislados se determiné el punto de

fusion mediante el equipo Fisher Johns, serial 40-22 de 50-60 Hz.
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3.6.4. Cromatografia de gases acoplado a Espectroscopia de masas
(CG/IEM).

Los compuestos aislados fueron analizados en un cromatégrafo de gases (Agilent
Technologies 6890N) acoplado a un espectréometro de masas (Agilent Technologies
5973 inert), de esta manera fueron determinados los espectros empleando una
columna cromatogréafica BSNS.

3.6.5. Resonancia magnética nuclear (RMN).

Los compuestos aislados previamente disueltos en disolventes deuterado, fueron
sometidos a RMN para determinar los espectros de *H y *C mediante el empleo del
equipo de resonancia magnética nuclear Varian 400 y 100 MHz-Premium Schelded,
los desplazamientos quimicos se expresaron en 6 (ppm) en relacion al tetrametilsilano

(TMS), mientras que las constantes de acoplamiento J se espresaron en Hertz.
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Rendimiento de extractos de la especie en estudio.

Los resultados que corresponden al peso obtenido de los diferentes extractos y su

rendimiento se muestran en la tabla 2.

Tabla 2: Peso y rendimiento de los diferentes extractos obtenidos de B. oblongifolia

Especie Disolvente Peso (g) | Rendimiento (%)
Baccharis Hexano 81,75 1,62
oo Enghills Acetato de etilo 84,55 1,68

Metanol 247,63 4,92

Fuente: Autora.

4.2. Desclorofilacion del extracto de acetato de etilo.

Al realizarse el procedimiento por 5 ocasiones se obtuvo 5 grupos de desclorofilacion,
el primero con 29, el segundo con 12, el tercero con 30, el cuarto con 19 y el quinto
con 21 fracciones, es asi que se obtuvieron en total 111 fracciones las que fueron
evaluadas y unidad de acuerdo al perfil cromatografico mostrado en CCF obteniendo
52 fracciones libres de clorofila (AcOEtF1-AcOEFt52).

4.3. Aislamiento de compuestos.

4.3.1. Extracto de acetato de etilo.

De la fraccion AcOEtF20 desclorofilada, se obtuvo 58 fracciones, cada una con un
volumen de 100 ml que se unieron después de evaluar su perfil cromatografico y se
consiguieron 42 fracciones (AcOEtFDC20-1: AcCOEtFDC20-42).

4.3.2. Extracto metanolico.

Se obtuvo 61 fracciones cada una con un volumen de 100 ml que se unieron después

de evaluar su perfil cromatografico obteniendo 48 fracciones (MEOHF1- MEOHF48).
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4.4. |dentificacién y caracterizacion quimica de metabolitos secundarios de

Baccharis oblongifolia.

4.4.1. Extracto Acetato de etilo.

44.1.1. Fraccion AcOEtFDC20 _19.
De la fraccion AcOEtFD20 19, eluido en polaridad Hex 7:3 AcOEt, se obtuvo un
material cristalino amarillo que al ser evaluado mediante CCF presento impurezas por
lo que fue llevado a recristalizacién con metanol, obteniendo al final del proceso 25.1
mg de un sélido cristalino con punto de fusion de 173-176°C, soluble en diclorometano
y cloroformo, con un Rg de 0,65 eluido en polaridad Hex 8:2 AcOEt. Este compuesto
se analiz6 mediante CG/EM (Anexo 1) el mismo que muestra un tiempo de retencion
tz= 23,35 min y ademas se someti6 a espectroscopia de RMN de 'H (CDCl;) y *C
(CD,Cl,) (Anexos 2 y 3). La identificacion se realizO comparando con espectros
reportados en literatura (Suarez et al., 2013). Este compuesto se identific6 como acido
ent-kaurenoico (figura 3), con férmula molecular CyH3,0, y peso molecular de 302
g/mol, que coincide con el M+, mostrado en el espectro de masas de 302 m/z este es el
primer reporte del compuesto para B oblongifolia, sin embargo este mismo compuesto
ya se ha reportado en la especie Croton gossypiifolius, perteneciente a la familia

Crotonoideae (Suarez et al.,, 2013) y Mitrephora celebica perteneciente a la familia

Asteraceae (Pefia., 2009).

18 19}\0 1
HO

Fiaura 3: Acido ent- kaurenoico (1)
Fuente: Autora

Los datos espectroscopicos del 1 se muestran en la tabla 3 y 4.
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Tabla 3: Datos espectroscopicos de **C RMN (CD,Cl,) de 1y la referencia bibliografica.

Compuesto 1 Referencia (Suéarez et al., 2013)
Desplazamiento | Tipo de | Desplazamiento | Tipo de | Asignacion
quimico (ppm) Carbonos | quimico 13C Carbonos
184.4 C 184.01 C C-19
156.0 C 156.11 C C-16
103.1 CH2 102.77 CH2 C-17
57.1 CH 57.02 CH C-5
55.1 CH 55.17 CH C-9
49.0 CH 49.02 CH C-15
44.3 CH 44.27 CH C-8
43.9 CH 44.04 CH C-13
43.8 CH 43.75 CH C-4
41.3 CH2 41.30 CH2 C-7
40.8 CH2 40.75 CH2 C-1
39.7 CH2 39.75 CH2 C-14
39.3 CH2 39.72 CH2 C-10
37.9 CH2 37.82 CH2 C-3
33.2 CH2 33.20 CH2 C-12
29.0 CH3 28.80 CHS3 C-18
21.9 CH2 21.88 CH2 C-6
19.2 CH2 19.20 CH2 C-2
18.5 CH2 18.48 CH2 C-11
15.7 CH3 15.52 CH3 C-20

Fuente: Autora

Tabla 4: Datos espectroscopicos de 'H RMN (CDCly) de 1y referencia bibliogréafica

Compuesto 1 Referencia (Suéarez et al., 2013)
Desplazamiento Multiplicidad Desplazamiento | Multiplicidad | Asignacion
guimico (ppm) guimico
1.01 m 0.98 dt H-32
0.95 S 0.99 S H-20
1.02-1.05 m 1.02-1.05 m H-9
1.15 m 1.07 dd H-142
1.23 S 1.23 S H-18
1.43-1.60 m 1.48-1.57 m H-2, H-7,

H-11la, H-
12
1.60-1.88 m 1.80-1.84 m H-1b,
H-6, H-11b
2.02 m 1.89 d H-
14b
1.99-2.06 m 1.99-2.03 m H-15
2.60 t 2.67 sa H-13
4.73 S 472 S H-172
4.79 S 4.78 S H-17b

Fuente: Autora
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4.4.1.2. Fraccion AcOEtFDC20_22.
De la fraccion AcOEtFD20 22 eluida en cromatografia en columna, en polaridad
CH.Cl, 100%, se obtuvo 0,9 mg de un polvo blanquecino, con punto de fusion 98-
103°C y soluble en diclorometano y cloroformo. Esta fraccion fue analizada por CG/EM
(Anexo 4) mostrando seis tiempos de retencion distintos, tr= 21,36; 22,87; 24,10;
28,20; 28,82 y 34,29 min, no fue posible identificar los elementos que conforman la
mezcla, debido a la poca cantidad que se obtuvo y tampoco se logré separar los

compuestos ya que los tiempos de retencién son muy similares .

4.4.1.3. Fraccion AcOEtFDC20_38.
De la fraccion AcOEtFD20_38 eluida en polaridad CH,Cl, 100%, se obtuvo un material
cristalino amarillo que al ser evaluado mediante CCF presento impurezas por lo que
fue llevado a recristalizacién con metanol, obteniendo al final del proceso 2.3 mg de un
solido cristalino con punto de fusibn de 61-63°C, soluble en diclorometano y
cloroformo, con un R correspondiente a 0,6 eluido en polaridad CH,Cl, 100%. Este
compuesto se analiz6 mediante CG/EM (Anexo 5) mostrando un tiempo de retencion
ts= 19,22 min y ademas se someti6 a espectroscopia de RMN de H y *C (CDCl)
(Anexos 6 y 7). La identificacion se la realiz6 en base a los resultados obtenidos en
CG/EM en donde se emplea la base de datos Wiley 7n.l, también se tomé en cuenta
reportes de literatura anteriores que apoyan esta estructura (Benavides., 2004). Este
compuesto se lo identific6 como &cido palmitico con formula molecular CigH3,0, y
peso molecular de 256 g/mol, que coincide con el M+, mostrado en el espectro de
masas de 256 m/z este es el primer reporte del compuesto para B oblongifolia, sin
embargo este mismo compuesto ya se ha reportado en la especie Grias neuberthii,

perteneciente a la familia Lecythidaceae (Alva et al., 2002) y Annona muricata,

perteneciente a la familia Annonaceae (Ocampo et al., 2007). Ver figura 4.

|
NN NN

OH

Figura 4: acido palmitico 2

Fuente: Autora

Los datos espectroscépicos de 2 se muestran en latabla5y 6.
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Tabla 5: Datos espectroscopicos de **C RMN (CDCl3) de 2.

Compuesto 2
Desplazamiento | Tipo de | Asignacion
guimico (ppm) Carbonos
180 C C-1
33.69 CH2 C-2
32.07 CH2 C-3
29.22-29.84 CH2 C-4-C13
24.86 CH2 C-14
22.84 CH2 C-15
14.27 CH3 C-16

Fuente: Autora

Tabla 6: Datos espectroscépicos de 'H RMN (CDCl,) de 2.

Compuesto 2

Desplazamiento
guimico (ppm)

Multiplicidad

Asignacion

0.87

m

H-16a, 16b,
16c

1.61-1.65

t

H-3a, 3b

2.33-2.36

t

H-2a, 2b

1.20-1.33 H-4a, 4b
H-5a, 5b
H-6a, 6b
H-7a, 7b
H-8a, 8b
H-10a, 10b
H-11a, 11b
H-12a, 12b
H-13a, 13b
H-14a, 14b
H-15a, 15b

Fuente: Autora

4.4.2. Extracto metanodlico.

4.4.2.1. Fraccién MEOHF30.

De la fraccion MEOHF30 eluida en una mezcla de AcOEt:MEOH:H,0, en proporcion
5:0,8:0,5 mediante cromatografia en columna se obtuvo 1,36 mg de un polvo de color
blanquecino, con punto de fusion 158-163°C, soluble en MEOH. Esta fraccion fue
analizada por CG mostrando ocho tiempos de retencion distintos, que corresponden a
ocho compuestos, Ver anexo N°8. De acuerdo con la base de datos Wiley 7n.l,
probablemente tres podrian ser: 2-trideciloxirano (3) con tg= 22,46 min y peso

molecular de 226 g/mol, tetradecanal (4) con tg= 23,30 min y peso molecular de 212

25



g/mol, octadecanal (5) con tr= 24,11 min y peso molecular de 268 g/mol, en cuanto a
los tiempos de retencion sobrantes: tg= 16,40 min, tg= 16,58, tg= 19,23, tz= 23,91, no
fue posible identificarlos. Ver figura 5,6 y 7.

3 H O

W

Figura 4: 2-trideciloxirano (3)

Fuente: Autora

4
PN\ VA NN
o
Figura 5: tetradecanal (4)

Fuente: Autora

/\/\/\/\/\/\/\/\J

Figura 6: Octadecanal (5)

Fuente: Autora

4.4.2.2. Fraccion MEOHF29.

De la fraccion MEOHF29 eluida en una mezcla de AcOEt:MEOH:H,0, en proporcion
5:0,8:0,5 mediante cromatografia en columna, se obtuvol3 mg de un polvo de color
blanquecino, con punto de fusiébn mayor a 300°C, soluble Unicamente piridina, por

problemas de solubilidad est4 en proceso de identificacion.
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CONCLUSIONES
De los extractos obtenidos de Baccharis oblongifolia el que evidencio mayor
rendimiento fue el extracto metanolico con 4,92%, en comparacion con el extracto

hexanico y en acetato de etilo.

Del extracto en acetato de etilo de Baccharis oblongifolia se identificé dos compuestos:
Fraccién: AcOEtFDC20-19 acido ent-kaurenoico (1), este es el primer reporte de este
compuesto para B.oblongifolia, sin embargo este mismo compuesto ya se ha
reportado en la especie Croton gossypiifolius, perteneciente a la familia Crotonoideae y
Mitrephora celebica perteneciente a la familia Asteraceae. Fraccion AcCOEtFDC20- 38
acido palmitico (2), este también es el primer reporte de este compuesto para B
oblongifolia, sin embargo este mismo compuesto ya se ha reportado en la especie
Grias neuberthii, perteneciente a la familia Lecythidaceae y Annona muricata,
perteneciente a la familia Annonaceae, también se aislé6 una mezcla de seis

compuestos: Fraccién AcCOEtFDC20-22 que no se logré identificar.

Del extracto metanélico de Baccharis oblongifolia se obtuvo la Fraccion MEOHF29 un
producto que por problemas de solubilidad est4d en proceso de identificacién y la
Fraccion MEOHF30 la fue una mezcla de ocho compuestos de los cuales 3
probablemente podrian ser: 2-trideciloxirano (3) (tg= 22,46 min) cuyo peso molecular
es de 226 g/mol, Tetradecanal (4) tr= (23,30 min) cuyo peso molecular es 212 g/mol,
octadecanal (5) tr= (24,11 min) cuyo peso molecular es de 268 g/mol.
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RECOMENDACIONES

Continuar con el aislamiento de metabolitos secundarios del género Baccharis con el
fin de determinar cudles son los componentes responsables de las propiedades
bilogicas de las especies.

Realizar pruebas biolégicas a los compuestos obtenidos para determinar sus

propiedades.

Usar técnicas mas selectivas como HPLC preparativo o cromatografia flash, con el fin

de obtener una separacién mas eficiente de los componentes de las mezclas.
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Anexo 1: Cromatograma de CG de la fraccion AcCOEtFDC20_19 de Baccharis oblongifolia. Se observa tR= 23,35 min.
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STANDARD 1H OBSERVE - profile

Sample Name:
LR854 B o F 19-1
Data Collected on:
wormhole—-vnmrs400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
LR854 B o _F_19-1 20150616_01
FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jun 16 2015

FM: CyoH300,
PM: 302 g/mol

Anexo 2: Espectro de RMN *H de la fracciéon AcCOEtFDC20_19 de Baccharis oblongifolia.
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Anexo 3: Espectro de RMN *°C de la fraccién AcOEtFDC20_19 de Baccharis oblongifolia.
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Anexo 4: Espectro de masas la fraccion AcOEtFDC20_19 de Baccharis oblongifolia.
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Abundance TIC: BO_22_MP.D
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Anexo 5: Cromatograma de CG de la fraccién AcCOEtFDC20_ 22 (mezcla 1) de Baccharis oblongifolia.
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Anexo 6: Cromatograma de CG de la fraccién AcOEtFDC20_ 38 de Baccharis oblongifolia. Se observa tR= 19,22 min.
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STANDARD 1H OBSERVE - profile

Sample Name:
LR897 B o F 38
Data Collected on:
wormhole—vnmrsd00
Archive directory:
/home /vnmxl /vnmrsys/data
Sample directory:
LR897 B o F 38 20150708 02
FidFile: PROTON_02

Pulse Seguence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jul 8 2015

)l\/\/\/\/\/\/\/\

OH

FM: C16H3202

PM: 256 g/mol

Anexo 7: Espectro de RMN 'H de la fraccion ACOEtFDC20_ 38 de Baccharis oblongifolia.
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STANDARD 1H OBSERVE - profile

Sample Name:
LR906_B_o_F_38

Data Collected on:
wormhole—vnmrs400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
LRO06_B_o_F_38_20150713_01

FidFile: CARBON_O1

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jul 13 2015
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Anexo 8: Espectro de RMN **C de la fraccién AcCOEtFDC20_ 38 de Baccharis oblongifolia.
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Anexo 9: Espectro de masas de la fraccion AcCOEtFDC20_38 de Baccharis oblongifolia.
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Anexo 10: Cromatograma de CG de la fraccion MeOHF30 (mezcla 2) de Baccharis oblongifolia.
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Anexo 11: Espectro de masas correspondiente a 3 de la fraccion MEOHF30 de Baccharis oblongifolia..
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Anexo 12: Espectro de masas correspondiente a 4 de la fraccion MEOHF30 de Baccharis oblongifolia..
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Anexo 13: Espectro de masas correspondiente a 5 de la fraccion MEOHF30 de Baccharis oblongifolia.
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