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RESUMEN

La especie Erythrina smithiana, perteneciente a la familia Fabaceae fue recolectada en
el barrio Landangui, perteneciente a la parroquia de Malacatos del canton de Loja, de
las partes aereas se obtuvieron extractos en Hex, ACOEt y MeOH, con el fin de aislar e
identificar metabolitos secundarios. El extracto que mostro mayor rendimiento fue el de
MeOH con 4.96%. Se analizaron por cromatografia en columna todos los extractos
obtenidos utilizando para su elucion diversos disolventes en polaridad ascendente, del
extracto de Hexano se aislé un compuesto puro identificado como Escualeno, y 6
mezclas de alcanos, triterpenos y acidos que al ser analizados por Cromatografia de
Gases acoplada a masas podrian ser: mezcla 1: Heneicosano, Octacosano,
Docosano, Nonacosano y Heptacosano; mezcla 2: Octadecano, Nonacosano,
Hexacosanol, Heptadecano y Hentriacontano; mezcla 3: 24(S)-Ethyl-3-alpha, 5-alpha
ciclo cholest-22(E)-en-6-ona y Estigma-4-en-3-ona; mezcla 4: acetato de 3-amirina y
Lupeol; mezcla 5 se aisl6 varios metabolitos secundarios pero el tnico que fue posible
su identificacion fue Fitol. Del extracto de Acetato de Etilo se identific6 una mezcla,
mezcla 7: Acido 1,2-Benzenedicarboxilico y 1-Heneicosanol. Para la elucidacién de
estos metabolitos secundarios se emplearon técnicas espectroscopicas Yy

espectrométricas como: RMN *H, **C, y CG/EM.

Palabras claves: Erythrina smithiana, Fabaceae, Escualeno, Lupeol, Fitol, acetato de
B amirina.



ABSTRACT

The species Erythrina smithiana, belonging to the family Fabaceae was gathered in the
neighborhood Landangui, belonging to Malacatos's parish of the province of Loja, of
the air parts extracts were obtained in Hex, AcOEt and MeOH, in order to isolate and to
identify metabolitos secondary. The extract that mostro major performance was that of
MeOH with 4.96 %. All the obtained extracts were analyzed by chromatography in
column using for his diverse solvent elucién in ascending polarity, of Hexano's extract a
pure compound identified as Escualeno was isolated, and 6 mixtures of alcanos,
triterpenos and acids that on having been analyzed by Gas chromatography connected
to masses might be: mixes 1: Heneicosano, Octacosano, Docosano, Nonacosano and
Heptacosano; mixes 2: Octadecano, Nonacosano, Hexacosanol, Heptadecano and
Hentriacontano; mixes 3: 24 (S)-Ethyl-3-alpha, 5-alpha cycle cholest-22 (E)-en-6-ona
and Estigmasterol-4-en-3-ona; mixes 4: acetate of B-amirina and Lupeol; mixture 5
isolated several secondary metabolitos but the only one that was possible his
identification was Fitol. Of the extract of Acetate of Ethyl a mixture, mixture identified 7:
Acid 1,2-Benzenedicarboxilico and 1-Heneicosanol. For the elucidation of these
secondary metabolitos spectroscopic technologies were used and espectrométricas as:
RMN 1H, 13C, and CG/EM.

Key words: Erythrina smithiana, Fabaceae, Escualeno, Lupeol, Fitol. Acetato de
amirina.



INTRODUCCION

La utilizacion de plantas, a nivel mundial, constituye la aplicacién primaria en la
atencion de la salud por sus propiedades farmacoldgicas, debido a que contienen una
gran cantidad de principios activos para el tratamiento de diversas enfermedades (Cos
et al, 2008).

Las plantas medicinales se utilizan para tratar diversas enfermedades como:
afecciones de la piel, caida del pelo, caspa, sarna, entre otros asi como analgésicos
en general, para dolor de dientes y de cabeza, etc. e incluso para enfermedades
culturales como aire, espanto y mal de ojo, padecimientos del sistema circulatorio
como anemia, circulacion, varices y presion arterial; del sistema digestivo como bilis,
calculos biliares y colicos, del sistema endocrino como la diabetes, del sistema
nervioso como epilepsia e insomnio, del sistema reproductor como trastornos en la
matriz, para la fertilidad y para ayudar al parto; del sistema respiratorio como catarro,
dolor de garganta, tos, dolor de pecho y dolor de pulmén y del sistema urinario como
calculos renales y dolor de riflones. Traumatismos como golpes, heridas y torceduras y
otros padecimientos como cansancio, gangrena, heridas internas y hernias. También

se utilizan para tratar el cancer (Aguilar et al, 1994).

Las propiedades farmacoldgicas de las plantas se deben principalmente a que
contienen metabolitos o compuestos secundarios, los cuales ejercen sus efectos una
vez que han sido ingeridos o aplicados los contenidos en infusiones, cataplasmas y

otras preparaciones (Cortés, 2005).

Erythrina es un gran género de aproximadamente 115 especies con un amplia gama
de variacién morfolégica y ecolégica. La mayor concentracion de especies de Erythrina
se encuentra en el sur de México y Centroamérica, ademas de encontrase también en
Ecuador, Bolivia, Perd y Colombia. Erythrina se observa cada vez mas en la literatura
como una productor de forraje, abono verde, la medicina y la madera para artesanias,
un arbol de apoyo a los cultivos que suben de valor, un arbol de sombra para el café,
el cacao y otros cultivos, los arboles de Erythrina pueden producir biomasa que mejora
la estructura del suelo, afiade nitrégeno, ayuda a controlar las malezas, reduce la
erosion (Neill, 1988).

Las especies de Erythrina se ubican taxondmicamente en la familia Fabaceae. La

familia posee alrededor de 950 géneros y unas 20.000 especies, incluyendo plantas



cultivadas. La mayoria son arboles y arbustos, pero solo unas pocas son hierbas

perennes con raices lefiosas.

Las especies de Erythrina ocurren en una amplia variedad de hébitats, desde el
bosque tropical lluvioso de tierras bajas a desiertos subtropicales muy aridos. Y hasta
bosques montanos de coniferas arriba de los 3000 m.s.n.m. (Neill, 1993).

La especie Erythrina smithiana se caracteriza por ser un arbol pequefio, atractivo con
flores tubulantes en racimos terminales, vainas maduras tuercen abiertas exponiendo
una exhibicién ordenada de las semillas de color rojo brillante (Gomez, 2012). Hasta el
momento no se han encontrado reportes sobre metabolitos secundarios aislados de
esta especie; se ha considerado para el presente estudio por los metabolitos

secundarios aislados a partir de ostras especies del mismo género.

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
Puablica (INSPI), que cuenta con el financiamiento de la SENESCYT y esta siendo
desarrollado en colaboracién entre el INSPI, la Universidad Central del Ecuador (UCE)
y la UTPL, pretendemos la obtencion, aislamiento y caracterizacion de metabolitos
secundarios de Erythrina smithiana con posible actividad antiparasitaria. En la UCE se
evaluara la actividad antiparasitaria de los metabolitos aislados y posteriormente en
una segunda fase se realizardn modificaciones quimicas y demas tratamientos para

potencializar su actividad.



CAPITULO I.



1. Fin, propésito y componentes del proyecto.

1.1. Fin del proyecto.

Contribuir con el estudio fitoquimico, aislamiento e identificacion de metabolitos
secundarios a partir de la especie Erythrina smithiana, los mismos pueden ser
utilizados como principios activos para la elaboracién de nuevos farmacos u otros

productos que contribuyan al enriguecimiento industrial.

1.2. Propésito del proyecto.

Obtencién de extractos, identificacion y caracterizacion de metabolitos secundarios a

partir de la especie Erythrina smithiana.

1.3. Componentes del proyecto.

» Recoleccion de las partes aéreas (hojas y tallos) de Erythrina smithiana.

» Obtencién de extractos con disolventes en orden de polaridad ascendente
hexano (Hex), acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH).

» Aislamiento, identificacion y caracterizacion de los metabolitos secundarios

que se obtengan.



CAPITULO Il



2. Aspectos generales.

2.1  Antecedentes y biodiversidad.

Las plantas han desempeiiado un papel fundamental en la vida de hombre, quien las
ha utilizado para suplir necesidades basicas como alimento, medicina, vivienda, y
vestido, incluso en actos rituales. El uso de las plantas es una practica que existe
desde los inicios de la especie humana (Pino y Valois, 2004). Las plantas y sus
derivados han mostrado efectos controladores contra: acaros, roedores, nematodos,
bacterias, virus, hongos e insectos (Grainge y Ahmed, 1988). La utilizacion de plantas,
a nivel mundial, constituye la atencién primaria en la atencion de la salud, por sus
propiedades farmacolégicas, debido a que contienen una gran cantidad de principios

activos para el tratamiento de diversas enfermedades (Cos et al, 2008).

El hombre utilizé diversas plantas para satisfacer sus mas urgentes necesidades como
la alimentacién y la medicina, originando el interés de algunos por el estudio quimico
de las plantas, permitiendo la formacién de la fitoquimica, una disciplina cientifica que
emplea diversas técnicas que le permiten aislar extractos y fraccionarlos
sucesivamente hasta obtener metabolitos secundarios. Estas sustancias estan
presentes en pequefas cantidades, sin embargo, es posible reconocer su estructura
molecular (Badawy et al, 1999). Las drogas derivadas de las plantas son las mas

importantes para la salud (Beecher et al, 1989).

Actualmente, los productos naturales gozan de amplia aceptacion y reemplazan, cada
vez mas, a los productos sintéticos o materiales generados artificialmente (Pino et al,
2009).

Se estima que en el mundo existen entre 315000 y 400000 especies de plantas,
encontrandose en los bosques tropicales cerca de 125000 especies (Pitman et al,
2002). Sin embargo, se calcula que menos del 10 % de ellas han sido evaluadas en la
busqueda de actividad biolégica (Harvey, 2005). Como parte de su metabolismo, las
plantas producen una diversidad de compuestos organicos, de los cuales la mayoria
no parece tener participacion directa en su crecimiento y desarrollo. A estos
componentes se les conoce como metabolitos secundarios y sus propiedades
qguimicas se han investigado ampliamente desde mediados del siglo XX (Croteau et al,
2000).

Ecuador dispone de una inmensidad de conocimiento de uso de plantas medicinales

gracias al saber ancestral. En Ecuador han sido reportadas 5172 especies Utiles de las



cuales el 60% son medicinales, 30% son comestibles y el 10% se las utiliza para usos
sociales (Skoog et al, 2003). Se conoce que existen alrededor de 3118 especies
pertenecientes a 206 familias usadas con fines medicinales (De la Torre et al, 2008).
Asi Loja y Zamora poseen el 36 % del total de las especies del Ecuador (Ordofiez et
al, 2006).

En el Sur de Ecuador se registraron hasta ahora 142 plantas medicinales diferentes de
64 familias. De todas las plantas, 39 familias estaban representadas por una sola
especie. La medicina tradicional hace uso de una gran parte de la biodiversidad, y que
no se concentra solo en un par de familias de plantas. No obstante, solo 70% de las
especies usadas son nativas de la zona, mientras una tercera parte representa

especies introducidas, la mayoria de Europa (Jgrgensen, 2003).

Los bosques montafiosos relictos de los Andes del sur de Ecuador y del norte del Pera
han sido recientemente reconocidos como uno de los mas importantes centros de
diversidad floristica del mundo, y como hot spots en relacion con su prioridad de
conservacion (Richter et al, 2005).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), define a las plantas medicinales como:
"La planta que en uno o mas de sus érganos contiene sustancias que pueden ser
utilizadas con fines terapéuticos" (Farnsworth et al, 1986). Ademas las plantas
medicinales se han empleado en el tratamiento de mdultiples enfermedades que van

desde las infecciosas hasta el cancer.

Las plantas medicinales son las que se han estudiado con mayor intensidad en la
region andina ecuatoriana, muchas investigaciones acerca del uso medicinal de
especies vegetales andinas se han llevado a cabo con la intenciébn de que los
ecuatorianos las incorporen en su cotidianidad y usen las plantas como sustitutas a las
medicinas convencionales. Las partes de la planta mas utilizadas son hojas (30%),

planta entera (10%), y las flores o inflorescencia (6%) (De la Torre et al, 2008).

Se ha demostrado ademés que los medicamentos naturales son muy complejos y
actian de manera combinada haciendo mas dificil para los agentes infecciosos

desarrollar resistencia frente a estos compuestos (Trejos, 2009).

Se han identificado algunas especies con propiedades medicinales que se han
empleado tradicionalmente por los distintos grupos étnicos a nivel mundial y que en la
actualidad se comercializan facilmente. Entre ellas destacan las siguientes: la sangre
de drago (Croton lechleri), con propiedades cicatrizantes y vigorizantes, la ufia de gato

(Uncaria guianensis, U. tomentosa), con propiedades antiinflamatorias y para combatir
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dolencias renales, y el chukchuwasu (Maytenus krukovii), con propiedades
antirreuméticas, antidiarreicas y vermifugas, ademas de plantas usadas como

estimulantes como la guayusa (llex guayusa) (Buitron, 1999).

Las propiedades biolégicas de estos compuestos son muy diversas: antitumoral,
antibidtica, citostatica, antifingica, antioxidante, insecticida o antiinflamatoria (Oliveira
et al, 2005).

2.2  Fitoquimica.

El analisis fitoquimico tiene como objetico determinar los metabolitos secundarios
presentes en la especie vegetal a estudiar, por ejemplo en las plantas medicinales
aplicando para ello una serie de técnicas de extraccion de separacion y purificacion y
de determinacion estructural (ultravioleta, infrarrojo, resonancia magnética nuclear)
(Lock, 1994).

Los estudios fitoquimicos en las ultimas décadas, han seguido el modelo de
fraccionamiento biodirigido; los extractos crudos y parcialmente purificados, asi como
los metabolitos secundarios aislados, son probados frente a la actividad biolégica
esperada, de estas actividades las de mayor interés son la antioxidante y la
anticancerigena (Rageau, 1973).

2.3 Metabolitos secundarios.

Ha sido ampliamente reconocido que las plantas constituyen un inmenso reservorio de
metabolitos secundarios biolégicamente activos para el control de diversas

enfermedades (Grayer y Harborne, 1994).

Los metabolitos secundarios también ayudan a las plantas a protegerlos de algunos
patégenos. Dadas sus caracteristicas medicinales e industriales, dichos metabolitos
también son de gran importancia para el ser humano. Sin embargo, el estudio de estos
compuestos en plantas tropicales a nivel bioquimico, molecular y genético, es aun
limitado. Los metabolitos secundarios son compuestos que, sin ser esenciales para la
supervivencia de células individuales, tienen un papel importante en la vida y

supervivencia del organismo en su entorno ecolégico (Walton et al, 1999).

Las plantas han desarrollado vias complejas para la biosintesis de metabolitos
secundarios. Hasta la fecha se conocen mas de 100000 compuestos secundarios
(Goossens et al, 2003).
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Las plantas, organismos autotrofos, ademas del metabolismo primario, presentes en
todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les permite producir y
acumular compuestos de naturaleza quimica diversa, estos compuestos derivados del
metabolismo secundario se denominan metabolitos secundarios, se distribuyen
diferencialmente entre grupos taxondmicos, presentan propiedades biologicas,
muchos desempefian funciones ecoldgicas y se caracterizan por sus diferentes usos y
aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes,
entre otros. Reciben la denominacion de productos naturales (Avalos y Perez-Urria,
2009). En general, los principios activos son metabolitos secundarios que no tienen un
papel esencial en los fendmenos vitales de una planta (Gomez et al, 1999).

El descubrimiento de metabolitos secundarios bioactivos puede satisfacer las
necesidades de tratamientos terapéuticos, ya que muchos de estos se realizan con
medicamentos que siguen siendo insuficientes ante enfermedades como el cancer, e

infecciones virales, fungicas, bacterianas etc. (Parra, 2011).

Hoy en dia se desarrollan y aplican metodologias para fraccionar y aislar metabolitos
secundarios presentes en especies con antecedentes terapéuticos entre los cuales
tenemos las técnicas: cromatografia en columna y de capa fina, que permiten separar

componentes estrechamente relacionados en mezclas complejas (Skoog et al, 2003).

Los metabolitos secundarios también denominados productos secundarios o 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
namero de estos productos naturales, que ya se usaban en la medicina antigua como
remedios para combatir enfermedades, se utilizan en la actualidad como
medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor, aromas, colorantes, etc.
(Zhang et al, 2005).

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. Sin embargo, a pesar de que han aumentado las investigaciones y estudios
cientificos, todavia no se conocen mucho de los principios activos a los que deben sus

extraordinarias cualidades (Parra, 2011).

2.4  Descripcion del genero Erythrina.

El género Erythrina pertenece a la familia Fabaceae (Leguminosae) y comprende un

amplio rango de variacion morfolégica y una gran diversidad ecolégica. Se han
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descrito alrededor de 115 especies en el planeta y se distribuyen en Sudameérica,
Centroamérica, Las Antillas y Africa occidental (Pino-Rodriguez et al, 2004). EI mayor
namero de especies de Erythrina se encuentra en el suroeste de México con 27
(Wanjala y Majinda, 2000).

El origen del nombre de Erythrina viene de la palabra griega "erythros", que significa
rojo, en alusion a las flores rojas brillantes de los arboles de este género. A los arboles
de este género también se los conoce como “arbol de coral” (Araujo-Junior et al,
2012).

Los o6rganos vegetales de la especie de Erythrina mas utilizados por la medicina
tradicional son la corteza y las hojas, los cuales se reportan casi en igual porcentaje
(33 y 31% respectivamente). Las raices, las semillas y las flores son érganos también
utiizados por la poblacion, aunque con menor frecuencia (12, 10 y 8%
respectivamente). Otras partes empleadas son las ramas, el tallo con sus cortezas y la
planta entera (Rageau, 1973).

Algunas especies endémicas de Erythrina de México han sido estudiadas, y uno de los
principales alcaloides identificados es B-eritroidina. En general, la - eritroidina y sus
derivados presentan actividad antiparasitaria, ademas han sido utilizados en la

medicina clinica y la anestesia. (Hargreaves et al, 1974).

Con respecto a la actividad antibacteriana, es importante sefialar el gran numero de
bacterias que se ensayaron, en extractos (etanol, agua, metanol, acetona, acetato de
etilo, éter y cloroformo), acuosos y organicos de 19 especies de Erythrina. Las
bacterias empleadas fueron: Sthapylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Sthapylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae y el
Micrococcus luteus (14, 14, 12, 10, 9, 9 y 8% respectivamente). El 84% de las
especies probadas dieron resultados positivos, y del total del ensayos realizados, un

60% de ellos resultaron positivos (Pino-Rodriguez et al, 2004).

A este género se le ha adaptado varios usos como: postes para cercos, sombras para
cultivos perennes como el café y el cacao, cultivo intercalado, forraje para el ganado y
aun semillas comestibles en algunos casos y algunas caracteristicas comun de este
género como: rapido crecimiento, alta produccién de biomasa, facil propagacioén por
medios vegetativos hacen de la Erythrina un género bastante atractivo e importante

para ser investigado y analizado (Russo et al, 1993).
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Un gran nimero de metabolitos secundarios han sido aislados, tales como alcaloides,
flavonoides, isoflavonoides, lectinas y los proteoides (aminoécidos, proteinas y
lectinas), a partir de las especies del género. Los alcaloides isoquinolinicos, son los
mas predominantes en el género Erythrina. Dichos metabolitos presentan actividades
biolégicas importantes: actividad antiviral, antiinflamatoria, actividad citotdxica,
cicatrizante, analgésica, antipirética, antifingica, antiulcerosa, antioxidante (Pino-
Rodriguez et al, 2004) (Tanaka et al, 2002).

REPORTES DE FAMILIAS QUIMICAS (%)

proteoides esteroides

0% 3 5% terpenoides
f enil-} | . alcaloides
propanoides —_ 38%
2% 4 i
P = alcanos
lipidos I 1%
3% / \

cumarinas
1%

flavonoides
38%

Figura 1: Principales familias quimicas reportadas para las especies del
género Erythrina.
Fuente: Pino-Rodriguez et al, 2003.
Cada una de las partes, de este género han sido consideradas por sus propiedades
como: raices-sudorificas, hojas-emenagogas, la decoccién de las flores se utiliza en
afecciones respiratorias y el jugo de los tallos se aplica en el lugar de la picadura de
alacran (Pino-Rodriguez et al, 2004).

2.5 Descripcién de la especie Erythrina smithiana.

Erythrina smithiana es originaria de Ecuador y Colombia, popular en suelos secos y
por ser una especie caducifolia. Su floracion se da especialmente en la época seca y
en forma muy intensa. Dicha especie se la puede utilizar para el arte de bonsai, para

el paisajismo en lugares pequefios, como jardines (Gémez, 2012).

La especie Erythrina smithiana se caracteriza por ser un arbol pequefio ornamental,
puede llegar a medir hasta 6.5 m. de largo, sus hojas trifoliadas con inflorescencia
terminal en color rojo intenso, las semillas son de color rojo escarlatas, su tronco es de
color marrén con pequefias espinas cortas y dispersas, la madera es suave y poco

resistente (Gomez, 2012).
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Tabla 1: Taxonomia de Erythrina smithiana.

Reino: Plantae

Division: Angiosperma
Clase: Dicotyledoneae
Subclase: Archichlamydeae
Orden: Rosales

Familia: Fabaceae
Sub-familia: Papilionoideae
Tribu: Phaseoleae
Genero: Erythrina

Especie: Erythrina smithiana

Fuente: Araujo, 2005.

Hasta el momento no se han encontrado reportes sobre metabolitos secundarios
aislados, su investigacion se ha enfocado en forma generalizada, pero se la ha
considerado para el presente estudio por los metabolitos secundarios aislados a partir

de otras especies del mismo género.

2.6  Cromatografia.

La cromatografia es uno de los métodos mas utilizados para la separacion de los
componentes de una mezcla compleja, esto debido a los efectos contrapuestos como:
retencion y desplazamiento. La cromatografia es un método fisico basado en la
distribucion de los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles: una fija o
estacionaria y otra movil, esta separacion se puede realizar en funcion de sus cargas,

masas, tamafios moleculares o polaridad de sus enlaces (Mosquera, 2012).

En todas las separaciones cromatografias la muestra se disuelve en una fase mévil,
gue puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico. Esta fase mévil se hace
pasar a través de una fase estacionaria inmiscible, la cual se mantiene fija en una
superficie sdlida. Las fases se eligen de tal forma que los componentes de la muestra
se distribuyen de modo distinto entre la fase moévil y la fase estacionaria (Jhoson y
Pasto, 1977).
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2.6.1 Cromatografia en capa fina (CCF).

Es una herramienta para determinar el nimero de componentes de una mezcla y
como una prueba preliminar para realizar una cromatografia en columna.

Es una forma facil, rapida y ampliamente utilizada para el analisis y aislamiento de
compuestos, se aplica las muestras sobre un soporte activado que recubre una lamina
de vidrio, plastico o aluminio. La placa se eluye dentro de una cdmara de elucién y la
muestra asciende a lo largo de la placa por capilaridad, desplazando los componentes
de la mezcla a diferentes velocidades lo que provoca su separacion, luego se secan
totalmente y se observan las manchas separadas, con luz ultravioleta (UV) a
diferentes longitudes de onda y también se emplean reveladores especificos que
reaccionan con los compuestos dando coloraciones especificas (Douglas, 2001).

La ventaja de Cromatografia en capa fina es que las muestras no tienen que
someterse a amplias medidas de limpieza, y la capacidad para detectar una amplia
gama de compuestos, utilizando reactivos de pulverizacion (Tesso, 2005).

2.6.2 Cromatografia columna.

Es la técnica mas utilizada para la separacion de compuestos organicos. Dicha técnica
cuenta con dos fases una estacionaria y otra moévil, ademas su separacion puede ser
liquido/solido mejor conocido como adsorcién y liquido/liquido conocido como
particion. La fase estacionaria se coloca en el interior de una columna, que por lo
general es de vidrio o de plastico y que termina con una placa porosa que impide su
paso y un estrechamiento con una llave. La mezcla a procesar se deposita sobre la
parte superior de la fase estacionaria, mientras que la fase mdvil atraviesa este
sistema. Los compuestos van saliendo por separado de la columna, y se recogen en
fracciones, de acuerdo con la separacion requerida, los mas polares quedan adn
retenidos y para que salgan hace falta aumentar la polaridad del/los disolventes. El
adsorbente mas utilizado en la cromatografia en columna es gel de silice, aunque

también se puede emplear alimina (Mikes, 1979) (Guiochon, 2001).

2.6.3 Cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas
(CG-EM).
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Son técnicas que constituyen una herramienta para separar, identificar y cuantificar,
los componentes volatiles o semivolatiles de mezclas simples o complejas (Gutiérrez,
2000). Son dos técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitan una pequefia
cantidad de muestra para su andlisis, por lo que son muy compatibles.

La mezcla de compuestos inyectada en el cromatdgrafo de gases se separa en la
columna cromatografica obteniendo la elucion sucesiva de los componentes
individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrometro de masas. Cada
uno de estos componentes se registra en forma de pico y se identifica mediante su
respectivo espectro de masas (Jhonson y Pasto, 1977).

2.7 Resonancia magnética nuclear (RMN).

Con la espectroscopia de RMN se puede identificar moléculas, estudiar su estructura o
estudiar procesos dinamicos. Esta técnica espectroscépica puede utilizarse solo para
estudiar nucleos atomicos con un nimero impar de protones, neutrones o ambos. Esta
situacion se da en los atomos de 'H, **C, F, *'P. este tipo de nicleos son
magnéticamente activos, es decir poseen espin, igual que los electrones, ya que los
nucleos poseen carga positiva, y poseen un movimiento de rotacion sobre un eje que

hacen que se comparten como si fueren pequefos imanes.
2.8  Cristalizacion.

Un compuesto organico cristalino esta constituido por un empaquetamiento
tridimensional de moléculas unidas principalmente por fuerzas de Van der Waals, que
originan atracciones intermoleculares débiles. La cristalizacion es un proceso de
purificacion bastante selectivo, ya que en el crecimiento del cristal, el
empaguetamiento regular de moléculas de un mismo tipo, forma y tamafio, tienden a
excluir la presencia de impurezas. La cristalizacion es el método mas adecuado para
purificar compuestos solidos, se basa en el hecho de que los sélidos organicos son

més solubles en un disolvente caliente que en frio.

La cristalizacion implica disolver el solido a purificar en una minima cantidad del
disolvente apropiado en caliente, con lo que se obtiene una disolucion saturada, al
enfriar, la disolucion se sobresatura con respecto al sélido, que empieza a formar
pequefios nlcleos de cristalizacion en la superficie del liquido. Una vez que los
nucleos se han formado, otras moléculas llegan a la superficie y se unen dando lugar
al reticulo cristalino. Las impurezas solubles permanecen en la disolucién ya que no
estan suficientemente concentradas como para saturar a la disolucion y cristalizar. Los

cristales obtenidos se recogen por filtracion, separandose asi por las aguas madres,
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se lavan varias veces con el mismo disolvente frio para eliminar las impurezas

adheridas a la superficie del liquido, y finalmente se secan.

La cristalizacién idonea es aquella que tiene lugar lentamente, ya que se conduce a
cristales muy puros.

2.9 Punto de fusion.

El punto de fusién de un compuesto solido cristalino es el cambio a estado liquido a
una presion determinada. El rango de temperaturas de fusién es una herramienta (til

para establecer la pureza de las sustancias (De la Cruz, 2004).
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CAPITULO 1.
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3. Metodologia

En la figura 2 mostramos la metodologia a ser empleada en el presente trabajo

investifativo.

Obtencién de
extractos.

'

Acetato de etilo
(AcOEY).

Hexano (Hex).

Desclorofilacion.

Recoleccion de
Erythrina
smithiana.

=
|
|
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Fraccionamiento
en columna.

metabolitos
secundarios.

Caracterizacion e
identificacion de
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Metanol (MeOH).

Cromatografia en capa
fina.

Punto de fusion.
Cromatografia de gases
acoplada a

cromatografia de masas.

Resonancia Magnetica
Nuclear.

~

)

Figura 2:

Esquema de la metodologia a ser investigada.

Fuente: El autor.

3.1

Recoleccion de la materia vegetal.
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La recoleccion de la materia vegetal, se la realizé en el mes de agosto de 2014, en el
barrio Landagui, parroquia Malacatos, canton de Loja en la zona sur del Ecuador, con
coordenadas: 04°12" 11.99"; 79°13°35.25" y altitud de 1470 m.s.n.m. La identificacion
de la especie fue realizada por la Dra. Fani Tinitana. Una muestra fue almacenada en
el herbario de la UTPL con el voucher HUTPL9014.

Machala
Santa Rosa
Tumbes
Veintioccho de Mayo
Loja
Famera
J-andangui
Cariamanga
Wacara
i,
ML
Sullana
Tambo Grande
B Chulucanas
Piura

Figura 3: Mapa del lugar de la recoleccion de Erythrina smithiana.
Fuente: Mapas del Ecuador.

3.2  Obtencidn de extractos.
Se recolectd 22 kg. de las partes aéreas de la especie Erythrina smithiana, la cual fue
limpiada para la eliminacién de impurezas y microorganismos que puedan causar

interferencia en este estudio.

Esta materia vegetal fue colocada en un cuarto de secado a una temperatura de 37°C

por aproximadamente 7 dias con el objetivo de eliminar la humedad.
Luego de ello se llevé a maceracion estatica empleando disolventes en polaridad

creciente: Hex — AcOEt — MeOH. La materia vegetal se coloc6 en 6 recipientes y se

cubrié con 10L del disolvente respectivo por 3 dias, se realizd 3 repeticiones con cada
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disolvente, seguido de ello se procedié al filtrado y concentrado al vacio mediante un

rotaevaporador. Finalmente se peso y se etiquetd cada extracto.

_— :q,u r“:"’ '\lll! I . ! , ’

Figura 4: Equipo de Rotaevaporacion.

Fuente: El autor.
El rendimiento de los extractos que se obtuvieron se calculé empleando la férmula que
se muestra a continuacion:

Peso de extracto

Rendimiento(%) = , x 100
Peso de materia seca

33 Desclorofilacion del extracto.

De los extractos obtenidos en Acetato de Etilo y Metanol se procedié a su
correspondiente desclorofilacion empleando columnas cromatograficas con diferentes
dimensiones, primera columna 60 mm de ancho y 70 cm de largo, segunda columna
60 mm de ancho y 100 cm de largo y tercera columna 42 mm de ancho y 50 cm de
alto, empacadas con silice de fase inversa C18 15-20um. Se utiliz6 como eluyente

mezclas de MeOH-H,O en diferentes proporciones.

34 Fraccionamiento del extracto desclorofilado.

3.4.1 Cromatografia en columna.

Se fraccion6 por cromatografia en columna abierta utilizando silice gel 60 F,s4, para la
elucion de las columnas se utilizé disolventes como: Hexano, Acetato de Etilo, Metanol
y mezclas de los mismos, obteniendo fracciones de 100 ml aproximadamente. Luego
de ello cada fraccion se llevé a rotaevaporacion para la eliminacion del disolvente

utilizado y se realizé cromatografia en capa fina a cada una de ellas.
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3.4.2 Cromatografia en capa fina.

Cada fraccion que fue obtenida de cromatografia en columna se sometid a
cromatografia en capa fina (CCF), utilizando placas de aluminio cubiertas de silice gel
60 F.s, vy silice gel C18, la visualizacion se la realiz6 en luz UV 254 y 365 nm, luego de

ello cada placa se revel6 con &cido sulfurico al 5% y vainillina.

3.5 Microcolumna.

Se utilizé las fracciones que presentaron las condiciones adecuadas para este tipo de
fraccionamiento, se utilizé silice gel 60 F.s4 Yy, el empacamiento se realizé en una
proporcion de 20:1. Para la elucion se empleé mezclas de: hexano, acetato de etilo,
metanol y mezclas de las mismas, obteniendo fracciones de aproximadamente 50 ml,
las mismas que fueron sometidas a rotaevaporacion para eliminar los disolventes y
posterior a ello se realiz6 cromatografia de capa fina de cada una, para evaluar su

riqueza fitoquimica.
3.6 Unién y purificacién.

Para la unién de las diferentes fracciones se tomé en cuenta: la similitud fisica en cada
uno de los viales, la altura de las manchas correspondientes a los diferentes
compuestos presentes en la placa de cromatografia en capa fina que se reflejaron en
la luz ultravioleta tanto de 254 como de 365 nm, y la similitud visual del revelador

utilizando acido sulftrico al 5% y vainillina.

La purificacion se realizé haciendo un lavado de los compuestos, tomando en cuenta
el grado de solubilidad de cada fraccion utilizando el disolvente mas apropiado para

cada una de ellas.

3.7 Caracterizacion de metabolitos secundarios.
3.7.1 Punto de fusion.

El punto de fusion es la temperatura a la cual se encuentra el equilibrio de las fases
solido liquido, es decir la materia que pasa de estado solido a estado liquido se funde.
Este cambio ocurre a temperatura constante. El punto de fusion de una sustancia pura

es siempre mas alto y tiene un rango pequefio de variacion
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Para el presente trabajo de investigacion el punto de fusion se realiz6é calentando una
pequefia muestra del material sélido, por aproximadamente 1 minuto en el equipo
Fisher Johns.

En la figura 5 mostramos el equipo Fisher Johns con el cual se realizaba el punto de

fusién de los metabolitos y mezclas aisladas.

B FISHER-JOHNS
MELTING POINT 20 30
APPARATUS

Figura 5: Equipo Fisher Johns.
Fuente: El autor.

3.7.2 Solubilidad.

Se define como una medida de la capacidad de una sustancia para disolverse en un
liquido, algunas veces puede sobrepasarla llamandose asi sobresaturada. Para que
una sustancia se disuelva en otra debe existir semejanza en las polaridades de las
moléculas. Los disolventes empleados para la solubilidad fueron: hexano, acetato de

etilo, metanol, diclorometano, éter, cloroformo, dimetil sulféxido y mezclas entre ellos.
3.7.3 Factor de retencién.

Es la distancia que recorre la muestra desde el punto de aplicacién-distancia que
recorre el disolvente hasta el frente del eluyente (Choma, 2005).
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Donde: b
a= Distancia que recorre el compuesto desde la linea de siembra. a

b=Distancia que recorre la mezcla de solvente utilizada, desde la linea
de siembra hasta el limite de recorrido superior.

Linea de siembﬂ_ . |

Figura 6: Calculo de factor de retencion.
Fuente: Choma, 2005.

El valor puede ser obtenido a través de la siguiente formula:

Distancia recorrida (muestra)

Rf

Distancia recorrida (solvente)

3.7.4 Cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de masas
(CG/IEM).

La identificacién de los compuestos aislados a partir de la especie E. smithiana, se
hizo mediante un cromatdgrafo de gases, (Agilent Technologies 6890N) acoplado a un
espectrometro de masas (Agilent Technologies 5973 inert) con una columna
cromatografica BSNS, las respectivas inyecciones se realizaron en columnas capilares
DB-5MS (5%-Fenil-Metilpolisiloxano).

3.7.5 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).

Es un fenédmeno que se produce cuando los nicleos de ciertos atomos se encuentran
inmersos en un campo magnético estatico y se expanden a un segundo campo
magnético oscilante. Para obtener un espectro de RMN, se colocé una pequefia
cantidad del compuesto organico disuelto en medio mililitro de disolvente deuterado en
un tubo de vidrio que se encuentra dentro del campo magnético del equipo. Dicho tubo
se gira en su eje, el ordenador recoge la intensidad respecto al tiempo y convierte los

datos en intensidad respecto a la frecuencia, generando representaciones graficas.

Los espectros de RMN fueron obtenidos utilizando un equipo de resonancia magnética
nuclear Varian 400 MHz-Premium Schelded, *H y **C se obtuvieron a 400 MHz y 100

MHz respectivamente.
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CAPITULO IV.
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4. Resultados y andlisis
4.1. Extractos obtenidos de la especie Erythrina smithiana.

Los pesos de los extractos obtenidos de hexano, acetato de etilo y metanol con sus
respectivos rendimientos a partir de 7,8 kg de materia vegetal seca se detallan en la
tabla 2.

Tabla 2: Pesos y rendimiento con cada disolvente de los extractos obtenidos a partir de

Erythrina smithiana.

Erythrina Hexano 79,04 1,01
smithiana Acetato de etilo 69,33 0,89
Metanol 387,40 4,97

Fuente: El autor.

En la figura 7 se muestran los extractos obtenidos con su respectiva ficha técnica
(Nombre de la especie, Disolvente, Cantidad, Fecha de elaboracion, Estudiante e

investigador).

Figura 7: Extractos obtenidos de la especie Erythrina smithiana.
Fuente: El autor.

4.2. Extracto hexanico.

4.2.1 Elucion mediante cromatografia en columna abierta extracto

hexanico.

En la tabla 3 se muestran los datos correspondientes a la elucion de la columna

cromatogréfica de los 30 g que se trabajaron del extracto de Hexanico.

Las fracciones con el mismo perfil cromatografico se reunion.
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Tabla 3: Unidn de fracciones del extracto hexanico y apariencia.

26-28
29-30
31-33
34-35
36
37-38
39
40-42
43
44
45-46
47-49
50-51
52
53-54
55-56
57-59
60
61-63
64
65-70
71-75
76
77
78-79
81-82
83-85
86-89
90
91
92
93
94

G1H

G2H

G3H

G4H

G5H

G6H

G7H

G8H

G9H

G10H
G11H
G12H
G13H
G14H
G15H
G16H
G17H
G18H
G19H
G20H
G21H
G22H
G23H
G24H
G25H
G26H
G27H
G28H
G29H
G30H
G31H
G32H
G33H
G34H
G35H
G36H
G37H
G38H
G39H
G40H
G41H
G42H
G43H
G44H
G45H
G46H
G47H
G48H

100
100
100
100
100
95:5
95:5
95:5
95:5
95:5
95:5
90:10
90:10
90:10
90:10
90:10
90:10
90:10
90:10
85:15
85:15
85:15
85:15
85:15
85:15
80:20
80:20
80:20
80:20
80:20
80:20
80:20
75:25
75:25
75:25
75:25
70:30
70:30
70:30
70:30
60:40
60:40
50:50
50:50
40:60
40:60
40:60
40:60
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Hex

Hex

Hex

Hex

Hex

Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt
Hex:AcOEt

Cristales amarillos
Cristales amarillos
Cristales amarillos
Cristales amarillos
Cristales amarillos
Liguida

Liguida

Liquida

Liquida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Semisolida
Semisélida
Semisoélida
Semisolida
Liquida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Cristales amarillos
Cristales amarillos
Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Sélida

Cristales

Cristales

Cristales

Sélida

Sélida



95-96 G49H 40:60 Hex:AcOEt  Solida
97 G50H 100 AcOEt Solida
98 G51H 100 MeOH Liquida

Fuente: El autor.
En la figura 8 podemos observar la elucion de columna cromatogréfica del extracto
hexanico para la separacion de los posibles metabolitos secundarios. Los diferentes

colores que presenta la columna son posiblemente metabolitos secundarios.

|

Figura 8: Cromatografia en columna abierta.
Fuente: El autor.

En las figuras 9 y 10 se muestran las placas de cromatografia en capa fina
visualizadas bajo la luz UV.

Figura 9: CCF con visualizacion en la luz UV
Fuente: El autor.
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Figura 10: CCF con visualizacion en la luz UV
Fuente: El autor.

4.2.2 Fraccion G3H

A partir del G3H eluida en cromatografia en columna, en polaridad 100% Hex se
obtuvo 108,7 mg. de un polvo de color blanquecino con punto de fusién de 40-42°C,
un Rf correspondiente a 0,64, soluble en diclorometano o cloroformo. En los perfiles
obtenidos mediante CG/EM se muestran seis tiempos de retencion diferentes:
Heneicosano (1) (tg= 23,84 min) cuyo peso molecular es de 296,58 g/mol, Octacosano
(2) (tg= 24,61 min) peso molecular es de 394,77 g/mol, Docosano (3) (tg= 25,37 min)
peso molecular es de 310,61 g/mol, Nonacosano (4) (tg= 27,28 min) peso molecular es
de 408,80 g/mol, Heptacosano (5) (tz= 30,17 min) peso molecular es de 380.76 g/mol;
para el tiempo de retencion restante tg= 26,23 min, no fue posible su identificacion. Su
posible identificacion se la realiz6 por medio de CG/EM con el empleo de la base de
datos Wiley 7n.. También se tuvo en cuenta los patrones de fragmentacion
observados y reportes previos en la literatura que apoyan la estructura propuesta.
(Delange et al, 2014; Garcia, 2006; Rosales, 2013; Isaza et al, 2007; Martinez, 2014).

En la figura 11 mostramos las estructuras de los metabolitos secundarios identificados
del extracto hexanico G3H. Tales metabolitos no han sido reportados anteriormente en
otras especies del genero Erythrina. El metabolito Heneicosano ha sido aislado en la
especie Petiveria alliacea del extracto de éter y se reportan sus propiedades
analgésicas y antibacterianas (Delange et al, 2014). Los metabolitos Octacosano,
Docosano, Nonacosano y Heptacosano han sido aislados apartir del extracto de éter
de Coffea arabica y han sido probados como antidiuréticos y antidepresivos (Monroig,
2008).
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Figura 11: G3H. Estructuras de los compuestos presentes

en la mezcla 1 correspondiente al extracto en Hexano:

Heneicosano (1), Octacosano (2), Docosano (3),

Nonacosano (4) y Heptacosano (5).

Fuente: El autor.
En los anexos podemos observar el espectro (N° 1) de cromatografia de gases y de
(N° 2- N°6) espectrometria de masas que corresponden al: Heneicosano (1),

Octacosano (2), Docosano (3), Nonacosano (4), Heptacosano (5) respectivamente.
4.2.3 Fraccién G5H

A partir del G5H y de la elucion en cromatografia en columna, correspondiente al
extracto en hexano, en polaridad 100% Hex se obtuvo 67,2 mg de un polvo de color
blanquecino con punto de fusién de 30-32°C, un Rf correspondiente a 0,62, soluble en
diclorometano o cloroformo. En los perfiles obtenidos mediante CG/EM se muestran
cinco tiempos de retencion diferentes: Octadecano (6) (tz= 23,84 min) cuyo peso
molecular es de 254,50 g/mol, Nonacosano (4) (tz= 25,37 min) peso molecular es de
408,80 g/mol, Hexacosanol (7) (tg= 26,20 min) peso molecular es de 382,70 g/mol,
Heptadecano (8) (tx= 27,29 min) peso molecular es de 240,47 g/mol, Hentriacontano
(9) (tz= 30,18 min) peso molecular es de 436,85 g/mol. La identificacion se la realizd
por medio de CG/EM con el empleo de la base de datos Wiley 7n.l. También se tuvo
en cuenta los patrones de fragmentacion observados y previos reportes en la literatura
que apoyan la estructura propuesta. (Abou, 1998; Cabrera y Cabrera, 2005; Isaza et
al, 2007 Escrig, 2014; Delange, et al, 2014; Cabrera y Cabrera 2005).

En la figura 12 mostramos las estructuras de los metabolitos secundarios identificados
del extracto hexanico G5H. Tales metabolitos no han sido reportados anteriormente

en otras especies del genero Erythrina. Octadecano y Heptadecano han sido
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identificados en las hojas de la especie Petiveria alliceae en el extracto de éter de
petroleo y se la ha utilizado por sus propiedades antiinflamatorio (Delange, 2013).
Hexacosanol y Hentriacontano fue identificado en la especie Agave furcroydes en un
extracto etanol: agua (1:1) se reportan sus propiedades atioxidantes y como reductor
de las concentraciones séricas de colesterol (Mendez et al, 2002).

6 4
HO/\H?\ /\Hg\
7 8

v

9

Figura 12: G5H. Estructuras de los compuestos presentes
en la mezcla 2 correspondiente al extracto en Hexano:
Octadecano (6), Nonacosano (4), Hexacosanol (7),
Heptadecano (8), Hentriacontano (9).
Fuente: El autor.
En los anexos podemos observar el espectro (N° 7) de cromatografia de gases y de
(N° 8- N°11) espectrometria de masas que corresponden al: Octadecano (6),
Nonacosano (4), Hexacosanol (7), Heptadecano (8), Hentriacontano (9)

respectivamente.
4.2.4 Fraccion G9H (Escualeno)

A partir del G9H eluidas en cromatografia en columna, correspondiente al extracto en
hexano, en polaridad 95:05 Hex: AcOEt se obtuvo 6 mg de semiliquido de color
translucido, un Rf correspondiente a 0,46, soluble en cloroformo. En los perfiles

obtenidos mediante CG/EM se muestran un tiempo de retencion de (tg= 26,49 min).

La identificacibn se realiz6 mediante comparaciébn de espectros reportados en
literatura (Keh-Feng y Chin-Joung, 2001). Identificandolo como Escualeno (10),

compuesto que ha sido aislado en el género Erythrina, mas especificamente en la del
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extracto hexanico de la especie Erythrina arborescens (Keh-Feng y Chin-Joung, 2001).

Su férmula quimica es CsoHsp, con un peso molecular 410,73 g/mol. (Kelly, 1999).

En la figura 13 mostramos la estructura del metabolito secundario aislado del extracto
hexanico G9H. Tal metabolito ya ha sido reportado anteriormente en otras especies
del genero Erythrina por ejemplo en E. variegata ha sido identificado a partir del
extracto de acetato de etilo obtenido de la maceracion de sus hojas utilizando como
disolventes diclorometano/metanol (1/1) y ha sido utilizado por su actividad

antihelmintica, anticancerigena, antimalarica y antifertilizante (Herlina et al, 2011).

10

Figura 13: G9H. Estructura del compuesto
identificado como: Escualeno (10) correspondiente al
extracto en hexano.

Fuente: El autor.

En los anexos podemos observar el espectro (N° 12) de cromatografia de gases y (N°

13) espectrometria de masas que corresponden al: Escualeno (10).

4.25 Fraccion G19H3

A partir de G19H eluidas en cromatografia en columna, correspondiente al extracto en
hexano, en polaridad 90:10 Hex: AcOEt, se obtuvo 11 mg de un polvo de color
blanquecino con punto de fusién de 56-62°C, un Rf correspondiente a 0,85, soluble en
diclorometano. En los perfiles obtenidos mediante CG/EM se muestran siete tiempos
de retencién diferentes: 24(S)-Ethil-3-alpha-5-alpha ciclocholest-22(E)-en-6-ona (11)
(tr= 35,97 min) peso molecular es de 410,67g/mol; Estigmasterol-4-en-3-ona (12) (tg=
37,84 min) peso molecular es de 412,69 g/mol, para los tiempos de retencion
restantes: tg= 20,52; tg= 35,07 min; tg= 35,19; tr= 35,97 min; tg= 38,11 min; no fue
posible su identificacion. La identificacion se la realizé por medio de CG/EM con el
empleo de la base de datos Wiley 7n.l. También se tuvo en cuenta los patrones de
fragmentacion observados y previos reportes en la literatura que apoyan la estructura

propuesta (Chandrakanthan et al, 2014).

En la figura 14 se muestra las estructuras de los metabolitos secundarios aislados del
extracto hexanico G19H. Dichos metabolitos no han sido reportados anteriormente en

otras especies del genero Erythrina. Estigmasterol-4-en-3-ona ha sido aislado en
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especies como Miconina aeruginosa y Tibouchina ciliaris ambas en el extracto de

acetato de etilo y se reporta efecto hipoglucemiante (Hipolito, J. Et al, 2007).

e} Q

11 12

Figura 14: G19H. Estructuras de los compuestos presentes en la mezcla 3

correspondiente al extracto en Hexano: 24(S)-Ethil-3-alpha-5-alpha ciclocholest-22(E)-

en-6-ona (11); Estigmasterol-4-en-3-ona (12).

Fuente: El autor.
En los anexos podemos observar el espectro (N° 14) de cromatografia de gases y de
(N° 15 - N°16) espectrometria de masas que corresponden al: 24(S)-Ethil-3-alpha-5-
alpha ciclocholest-22(E)-en-6-ona (11); Estigmasterol-4-en-3-ona (12)

respectivamente.

4.2.6 Fraccion G21H

Obtenida de la elucién en cromatografia en columna, correspondiente al extracto en
hexano, en polaridad 85:15 Hex: AcOEt se obtuvo 8,2 mg de un polvo de color
blanguecino con punto de fusién de 160-165°C, un Rf correspondiente a 0,57, soluble

en cloroformo.

La identificacibn se realiz6 mediante comparaciébn de espectros reportados en
literatura (Feleke y Brehane 2005; Jamal et al, 2008). Identificando los compuestos
como: acetato de B amirina (13) (tg= 35,47 min) cuyo peso molecular es de 468,75
g/mol y férmula quimica Cs;Hs,02, Y Lupeol (14) (tx= 37,03 min) cuyo peso molecular

es de 426,72 g/mol de férmula quimica C3oHsoO.

En la tabla 4 se muestran los datos espectroscopicos correpondinetes *C del

metabolito acetato de B amirina asilado e identificado a partir de G21H.
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Tabla 4: Datos espectroscopicos de 13C RMN (CDCI3) correspondientes al triterpeno
pentaciclico acetato  amirina (13).

Asignacioén de Desplazamiento quimico *C
C Espectro *C RMN Referencia bibliografica (Feleke, S.y
(CDCly) Brehane, A. 2005)
1 39.5 39.6
2 27.4 27.9
3 79.2 80.8
4 30.5 39.5
5 55.3 55.6
6 185 18.6
7 335 33.6
8 38.7 38.3
9 47.4 47.4
10 34.9 35.0
11 23.7 23.5
12 121.8 121.5
13 145.3 145.1
14 41.9 42.0
15 28.3 28.2
16 27.1 27.9
17 32.7 325
18 63.8 59.0
9 e 40.2
20 41.9 41.4
21 31.1 31.0
2 e 42.0
23 28.6 29.5
24 155 15.8
25 15.7 15.8
26 16.9 16.8
27 23.9 23.5
28 29.8 28.8
29 17.0 17.6
30 e 21.2
31 - 170
32 - 21.2

Fuente: El autor.

En la tabla 5 se muestran los datos espectroscopicos correpondinetes *C del

metabolito Lupeol asilado e identificado a partir de G21H.

Tabla 5: Datos espectroscopicos de 13C RMN (CDCI3) correspondientes al Lupeol (14).

Asignacion de Desplazamiento quimico **C
C
Espectro *C RMN Referencia bibliogréafica (Jamal et al,
(CDCl3) 2008) (hexano).
1 38.2 38.2
2 25.3 25.3
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3 79.1 79.1
4 38.9 38.9
5 55.5 55.5
6 18.5 18.5
7 34.4 34.5
8 41.0 41.0
9 50.6 50.6
10 37.3 37.3
11 21.1 21.1
12 27.5 27.5
13 39.0 39.0
14 42.9 43.0
15 27.6 27.6
16 35.7 35.8
17 43.2 43.2
18 48.5 48.5
19 48.1 48.1
20 151.2 151.1
21 29.8 30.0
22 40.2 40.2
23 28.1 28.2
24 15.6 15.6
25 16.3 16.3
26 16.2 16.2
27 14.7 14.7
28 18.2 18.2
29 109.5 109.5
30 19.5 19.5

Fuente: El autor.

En la tabla 6 se muestran los datos espectroscopicos correpondinetes ‘H del

metabolito Lupeol asilado e identificado a partir de G21H.

Tabla 6: Datos espectrales de 1H RMN (CDCI3) del compuesto de Lupeol.

Desplazamiento  Multiplicidad  Asignacion Desplazamiento Multiplicidad  Asignacion

quimico guimico

3.17 M H-3 3.16 dd H-3
2.39 S H-12 2.35 S H-12
3.16 S H-19 3.18 S H-19
0.94 D H-22 0.92 S H-22
0.94 D H-24 0.95 S H-24
0.99 S H-25 0.98 S H-25
1.03 S H-26 1.05 S H-26
0.79 S H-27 0.77 S H-27
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0.87 S H-28 0.89 S H-28
4.69-4.56 S H-29 4.68-4.56 S H-29
1.68 S H-30 1.66 S H-30

Fuente: El autor

A continuacién podemos ver las estructuras de los metabolitos secundarios aislados e
identificados a partir de G21H. El metabolito identificado como Acetato de 3 amirina ya
ha sido identificado anteriormente en otras especies del genero Erythrina,
especificamente en E. Velutina, mostrando actividad anticancerigena (Virtuoso, S.
2005). Y el metabolito identificado como Lupeol igualmente ya ha sido identificado en
otras especies del genero Erythrina especificamente E. excelsa (Kwamou, G. 2005).
Para este compuesto se reporta actividad antimalarica contra P. falciparum
(Srinivasan et al, 2002).

N

Figura 15: G21H. Estructuras de los compuestos presentes en la mezcla 4
correspondiente al extracto en Hexano: Acetato de (3 amirina (13); Lupeol (14).

Fuente: El autor.
En los anexos podemos observar el espectro (N° 17) de cromatografia de gases y de
(N° 18 - N°19) espectrometria de masas que corresponden al: acetato 3 amirina (13),
Lupeol (14). En el espectro (N° 20 - N°21) corresponden al espectro de RMN **C de

los dos metabolitos antes identificados.
4.2.7 Fraccion G26H

A partir de G26H eluidas en cromatografia en columna, correspondiente al extracto en
hexano, en polaridad 80:20 Hex:AcOEt, se obtuvo 20 mg de un semi-liquido color
blanquecino con punto de fusién de 47-49°C, un R; correspondiente a 0,67, soluble en
diclorometano. En los perfiles obtenidos mediante CG/EM se muestran siete tiempos

de retencién diferentes: Fitol (15) (tr= 20,52 min) peso molecular es de 296,53g/mol;
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para los tiempos de retencion restantes: tg= 21,20 min, tg= 23,00; tz= 23,30 min; tg=
30,26; tz= 30,78 min; tz= 43,39 min; no fue posible su identificacion. La identificacion
se la realiz6 por medio de CG/EM con el empleo de la base de datos Wiley 7n.l.
También se tuvo en cuenta los patrones de fragmentacion observados y previos
reportes en la literatura que apoyan la estructura propuesta. (Pongprayoon, 1992).

En la figura 16 mostramos la estructura del metabolito secundario aislados e
identificado del extracto hexanico G26H. El metabolito identificado como Fitol se ha
reportado anteriormente en otras especies del genero Erythrina como en E. mulungu y
se la ha utilizado para elaborar vitaminas E y K (Flausino, 2006).

)\HJ*VLMJ\AOH
3 3 3

15

Figura 16: G26H. Estructuras de los compuestos
presentes en la mezcla 5 correspondiente al
extracto en Hexano: Fitol (15).
Fuente: El autor.
En los anexos podemos observar el espectro (N° 22) de cromatografia de gases y (N°

23) espectrometria de masas que corresponden al: Fitol (15).

4.2.8 Fraccion G31H

A partir G31H eluidas en cromatografia en columna, correspondiente al extracto en
hexano, en polaridad 75:25 Hex:AcOEt, se obtuvo 15 mg de un polvo de color
blanquecino con punto de fusidon de 55-60°C, un Rf correspondiente a 0,77, soluble en
diclorometano. En los perfiles obtenidos mediante CG/EM se muestran tres tiempos de
retencion diferentes: tg= 14,48min, tz= 27,24 min, tg= 45,58 min, no fue posible su

identificacién con el empleo de la base de datos Wiley 7n.l.

En los anexos podemos observar el espectro (N° 24) de cromatografia de gases de la

mezcla antes mencionada.

4.3 Extracto Acetato de Etilo.

4.3.1 Desclorofilacion del extracto de acetato de etilo.

Se realiz6 una Unica desclorofilacion, obteniendo 26 fracciones, las que fueron
evaluadas y reunidas de acuerdo a su perfil cromatorafico mostrado en CCF,
obteniendo 11 fracciones de desclorofiladas (G1A-G11A).
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En la tabla 7 se muestra los grupos con sus respectivas fracciones y la proporcién que

fueron eluidas cada una de ellas del extracto de acetato de etilo.

Tabla 7: Datos de la desclorofilacion del extracto de acetato de etilo

1-1B-1C G1A 80:20 MeOH:H,O Cristales amarillos
1A-1D-1E-2 G2A 80:20 MeOH:H,O Cristales amarillos
3-5 G3A 80:20 MeOH:H,O Cristales amarillos
6-7 G4A 80:20 MeOH:H,O Liquida

8 G5A 80:20 MeOH:H,0 Liquida

9-10 G6A 80:20 MeOH:H,0O Liquida

11-13 G7A 80:20 MeOH:H,0O Solida

14 G8A 100 MeOH Solida

15-17 G9A 100 MeOH Solida

18-24 G10A 100 AcOEt Semisolida

25-26 G11A 100 AcOEt Semisolida

Fuente: El autor.
4.3.2 Fracciéon G11A

Obtenida de la elucién en cromatografia en columna, correspondiente al extracto en
acetato de etilo, en polaridad 94:6 Hex:AcOEt se obtuvo 3 mg. de un polvo de color
blanguecino con punto de fusién de 22-24°C, un Rf correspondiente a 0,36, soluble en
cloroformo. En los perfiles obtenidos mediante CG/EM se muestran cuatro tiempos de
retencion diferentes: Acido 1,2-Benzenodicarboxilico (16) (tg= 24,13 min) peso
molecular es de 166,13 g/mol, 1-Heneicosano (17) (tg= 32,71 min) peso molecular es
de 296,58 g/mol; para los tiempos de retencion restantes tz= 28,84 min, y tg= 38,81, no
fue posible su identificacion. La identificacion se la realizé por medio de CG/EM con el
empleo de la base de datos Wiley 7n.l. También se tuvo en cuenta los patrones de
fragmentacion observados y previos reportes en la literatura que apoyan la estructura
propuesta. (Cunha, et al, 2008; Salinas y Garcia, 1985; Melo, 2014).

En la figura 17 se muestra las estructuras de los metabolitos secundarios aislados del
extracto de acetato de etilo G11A. Dichos metabolitos no han sido reportados
anteriormente en otras especies del genero Erythrina. ElI Acido 1,2-
benzenodicarboxilico y 1-Heneicosano han sido identificados en la especie del hongo
Aspergillus ochraceus en extracto hexanico y han sido utilizados por sus propiedades

antioxidantes (Armas et al 2009).
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Figura 17: G11A. Estructuras de los compuestos presentes en la mezcla 1
correspondiente al extracto en Acetato de Etilo: Acido 1,2-Benzenodicarboxilico
(16) y 1-Heneicosano (17).

Fuente: El autor.

En los anexos podemos observar el espectro (N° 25) de cromatografia de gases y de
(N° 26 - N©°27) espectrometria de masas que corresponden al: Acido 1,2-

Benzenodicarboxilico (16) y 1-Heneicosano (17) respectivamente.

4.4 Extracto de metanol.

Se realiz6 el procedimiento de desclorofilacién por cuatro ocaciones, se obtuvo de esta
manera 4 grupos de desclorofilacion, en primero se obtuvo 25 fracciones, del segundo
13 fracciones. Del tercer grupo 16 fracciones y del cuarto grupo 12 fracciones,
obteniendo en total 66 fracciones, las que fueron evaluadas y reunidas de acuerdo a
su perfil cromatografico mostrado en CCF, obteniendo 32 fracciones de desclorofiladas
(GIM-G32M).
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CONCLUSIONES

De los extractos obtenidos Hexano, Acetato de Etilo y Metanol a partir de la especie
Erythrina smithiana, el que mostré mayor rendimiento fue el de Metanol con un 4.96%,
seguido del extracto de Hexano con 1.01% y finalmente el extracto de Acetato de Etilo
con 0.89%.

Del extracto de AcOEt se obtuvo una mezcla: G11A, (Acido 1,2-Benzenedicarboxylico
y Heneicosano), a pesar no encontrase en la especie Erythrina smithiana, se ha
logrado identificar en la especie Aspergillus ochraceus.

Del extracto de Hexano se aislo aislar el compuesto Escualeno de la fraccion G9H en
polaridad 95:05 Hex:AcOEt.

Del extracto de Hexano se obtuvieron cinco mezclas: G3H eluida en 100% Hexano:
Heneicosano, Octacosano, Docosano, Nonacosano y Heptacosano; G5H eluida en
100% Hexano: Octadecano, Nonacosano, Hexacosanol, Heptadecano vy
Hentriacontano; G19H eluida en Hexano:Acetato de Etilo 90:10 (v/v): 24(S)-Ethyl-3-
alpha-5-alpha ciclocholest-22(E)-en-6-ona y Estigmasterol-4-en-3-ona; G21H eluida en
Hexano: Acetato de Etilo 85:15 (v/v) Acetato de B-amirina y Lupeol; G26H eluida en
Hexano: Acetato de Etilo 80:20 (v/v): Fitol y otros 4 metabolitos secundarios no

identificados.
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RECOMENDACIONES

Buscar nuevas técnicas de aislamiento y separacién para tratar de obtener
compuestos puros, ademas seguir realizando busquedas con evidencias que

corroboren su actividad biolégica.

Recolectar la especie en otra época del afio y seguir con las investigaciones de la
especie trabajada, ya que no se han encontrado metabolitos secundarios especificos,

y puede ser una buena alternativa para la medicina tradicional.

Realizar pruebas biol6gicas con cada compuesto identificado, con el fin de determinar

todas sus propiedades.
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Espectro N° 1. Espectro de CG correspondiente al G3H del extracto hexanico. Se
muestran los seis tiempos de retencion detectados: tg= 23,84 min, tg= 24,61 min, tg=
25,37 min, tz= 26,23 min, tg= 27,29 min y tg= 30,17.

Abundance T #245745: Heneicosane $§ n-Henelcosane
5

9000

8000 '
| 17

7000

6000 8
: Formula: Cy1Haa

5000

Peso Molecular: 296.57 g/mol.

4000

0|

2000

| 113
1000

|
|
4
Lol e
mz-> 0 20 40 EEI BU 00 120 140 iED ’IBO 200 220 240 260 280 300 320 340 360 330 400 42El 440 dEO 480 500 520 540 560 58[}

Espectro N° 2. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Heneicosano con tg= 23,84 min, del C3H, de la mezcla 1.
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Espectro N° 3. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Octacosano con tg= 24,61 min, del G3H, de la mezcla 1.
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Espectro N° 4. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Docosano con tg= 25,27 min, del G3H, de la mezcla 1.
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Espectro N° 5. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Nonacosano con tg= 26,23 min, del G3H, de la mezcla 1.
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Espectro N° 6. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Heptacosano con tg= 30,17 min, del G3H, de la mezcla 1.
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Espectro N° 7. Espectro de CG correspondiente al G5H del extracto hexanico. Se
muestran los cinco tiempos de retencion detectados: tg= 23,84 min, tg= 25,37 min, tg=
26,20 min, tg= 27,29 min y tg= 30,18.
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Espectro N° 8. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Octadecano con tg= 23,84 min, del G5H, de la mezcla 2.
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Espectro N° 9. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como 1-
Hexacosanol con tg= 26,20 min, del G5H, de la mezcla 2.
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Espectro N° 10. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Heptadecano con tg= 27,29 min, del G5H, de la mezcla 2.
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Espectro N° 11. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Hentriacontano con tg= 30,18 min, del G5H, de la mezcla 2.
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Espectro N° 12. Espectro de CG correspondiente al G9H del extracto hexanico. Se
muestra un tiempo de retenciéon detectado: tg= 26,49 min.
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Espectro N° 13. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Escualeno con tg= 26,49 min, del G9H.
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Espectro N° 14. Espectro de CG correspondiente al G19H. Se muestran los siete
tiempos de retencion detectados: tg= 20,52 min, tz= 35,07 min, tg= 35,19 min, tg=
35,97 min, trg= 36,49 min, tg= 37,84 min y tz= 38,11 min.
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Espectro N° 15. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
24(S)-Ethyl-3.alpha.,5.alpha.-cyclocholest-22(E)-en-6-ona con tg= 35,97 min, del
G19H, de la mezcla 3.
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Espectro N° 16. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Estigma-4-en-3-ona con tg= 37,83 min, del G19H, de la mezcla.
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Espectro N° 17. Espectro de CG correspondiente al G21H. Se muestran los dos
tiempos de retencion detectados: tg= 35,47 min y tg= 37,03 min.
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Espectro N° 18. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
acetato de B-amirina con tg= 35,47 min, del G21H, de la mezcla 4.

56



TV MV WM IV IRV 1TV IWY 1WV MWV RV &1V VY SV WS wEY WiV vev wew v tme tem mme mme e eme e

Abundance © #5599 Lupeol 3§ Lup-20(29)-en-3-0l, (3.beta ) §§ Lup-2
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Formula: C30H5oo

Peso Molecular: 426.72 g/mol.
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Espectro N° 19. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Lupeol con tg= 37,03 min, del G21H, de la mezcla 4.

STANDARD 1H OBSERVE ~ profile
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Espectro N° 20. Espectro de RMN *3C correspondiente al G21H de la mezcla 4.
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STAMDARD 1H OBSERVE - profile

Sample Mame:
LR90Y E & -
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Fid¥ile: CARBOM_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdel3
Data collected on: Jul 15 2015
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Espectro N° 21. Espectro de RMN *3C correspondiente al G21H de la mezcla 4.

2200000

20000001
23.00
1800000

1600000

1400000 |
30.78
1200000

1000000 ‘

800000

600000 |

400000

2ooooo| 20820 | ol
| | ﬂlls_so il 4339
- || U A

L
l P 4T, . W —
D —_— e T T - T :
Time--> 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 36 00 40.00 42.00 44.00

~ A 2
T e [ SO SR, W— |

\ e

N

Espectro N° 22. Espectro de CG correspondiente al G26H. Se muestran los siete
tiempos de retencion detectados: tg= 20,52 min, tg= 21,20 min, tg= 23,00 min, tg=
23,30 min, tg= 30,26 min, tg= 30,78 min y tg= 43, 39 min.
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Espectro N° 23. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Fitol con tg= 20,52 min, del G26H, de la mezcla 5.
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Espectro N° 24. Espectro de CG correspondiente al G31H.Se muestran los tres
tiempos de retencion detectados: tg= 14,48 min, tg= 27,24 min y tg= 45,58 min.
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Espectro N° 25. Espectro de CG correspondiente al G11A. Se muestran los cuatro

tiempos de retenciéon detectados: tr= 24,13 min, tg= 28,84 min, tg= 32,71 min y tg=
38,81 min.
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Espectro N° 26. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Acido 1, 2.Benzenedicarboxylico con tg= 24,13 min, del G11A, de la mezcla 6.
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Espectro N° 27. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
1-Heneicoseno con tg= 32,71 min, del G11A, de la mezcla 6.
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