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RESUMEN

El objetivo principal del presente estudio es el aislamiento e identificacion de metabolitos
secundarios de la especie Hypericum lancioides Cuatrec. El aislamiento de dichos
compuestos se realizdé a partir del extracto de Acetato de etilo, el cual presentd en
cromatografia de capa fina (CCF) mejor separacion de compuestos, se utilizaron diversos
disolventes en proporciones con polaridad ascendente, las fracciones resultantes fueron
purificadas mediante Cromatografia en columna y usando cromatografia de capa fina

preparativa.

La elucidacion de la estructura de los compuestos aislados se realizd por medio de
técnicas espectroscopicas de RMN (*H-NMR, ¥C-NMR), llegando a identificar un
flavonoide glicosilado conocido como quercetina 3-O-B-D-galactopiranosido con férmula
molecular C21H20012, y un posible compuesto derivado del &cido cinamico cuya identidad

aun no ha sido establecida completamente.

Se determind la actividad antioxidante del compuesto aislado quercetina 3-O-B-
Dgalactopiranosido, usando el método DPPH. A partir de este resultado, se puede sugerir

que este compuesto puede ser un antioxidante potencial.

PALABRAS CLAVES: Hypericum lancioides Cuatrec, metabolitos secundarios, quercetina

3-0-B-D-galactopiranosido, actividad antioxidante.



ABSTRACT

The main objective of this study is the isolation and identification of secondary metabolites
of Hypericum lancioides Cuatrec species. The isolation of these compounds was performed
from ethyl acetate extract, which occurs in thin layer chromatography (CCF) better
separation of compounds, various solvents were used in proportions with ascending
polarity, the resulting fractions were purified by using micro columns and preparative

chromatography.

The elucidation of the structure of the isolated compounds was performed by NMR
spectroscopic techniques (! H-NMR, ¥C-NMR), Identifying a flavonoid glycosylated known
as quercetin 3-O-B-D-galactopyranoside with molecular formula C21H20012, and a possible
cinnamic acid compound whose identity has not yet been fully established.

The antioxidant activity of the compound isolated is determined quercetin 3-O-[3-
Dgalactopyranoside, using the DPPH method. From this result, it may suggest that this
compound may be a potential antioxidant.

KEYWORDS: Hypericum lancioides Cuatrec, B-D-galactopyranoside 3-O-secondary
metabolites, quercetin, antioxidant activity.



INTRODUCCION

Las plantas medicinales y sus productos derivados, han sido utilizados en la medicina
tradicional desde tiempos antiguos. En la actualidad son cada vez mas valiosos como
materia prima, por ejemplo en la preparacion de medicamentos modernos, para la industria
farmacéutica y herbal, cuyo mercado igualmente significativo, sigue una tendencia hacia
un aumento importante (Buitrén, 1999). La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha
estimado que mas del 80% de la poblacibn mundial utiliza rutinariamente la medicina
tradicional para satisfacer sus necesidades de atencién primaria de salud y que gran parte
de los tratamientos tradicionales emplean el uso de extractos de plantas o sus principios
activos. (Shrestha y Dhillion, 2003; Katewa, Chaudhary & Jain, 2004).

En la medicina moderna gran parte de especies medicinales y sus productos derivados,
juegan un papel importante, por lo que la ciencia moderna analiza y estudia los efectos
terapéuticos de las plantas, con el objetivo de comparar, precisar y clasificar las diversas
propiedades de las mismas, no para repercutir en la naturaleza, sino para agrupar a las
plantas de efectos similares o mediante un marcador quimico comun, para conocer los
principios activos responsables de las curas de enfermedades, de esta forma determinar
sus estructuras quimicas y procurar su sintesis (Lock, 1994).

El origen de la biotecnologia, la bioingenieria y la aparicion de nuevas demandas en la
terapia humana, han promovido el surgimiento del desarrollo de técnicas de separacion y
aislamiento (técnicas cromatografias) e identificacion. El desarrollo alcanzado en las
técnicas de aislamiento e identificacion de productos y el nivel de las investigaciones
mundiales hacen que el area de los productos naturales sea de mayor crecimiento dentro

del campo de la quimica organica (Brizuela, Garcia, Pérez, & Mansur, 1998).

En el Ecuador las plantas se emplean en diferentes usos, destacando que muchas de las
especies tienen mutiples usos. En el libro “Enciclopedia de plantas utiles del Ecuador” se
registran 3000 especies de plantas medicinales (De la Torre, Balslev, Navarrete, & Macia,
2008).

Basados en este contexto el Departamento de Quimica de la Universidad Técnica
Particular de Loja se ha enfocado en el estudio fitoquimico de la especie Hypericum

lancioides Cuatrec de la familia Hypericaceae distribuidas en la regién Sur del Ecuador.



La presente investigacion “Aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios de la
especie Hypericum lancioides Cuatrec” pretende aislar e identificar metabolitos
secundarios para ampliar nuevos conocimientos, los mismos que sirvan para el avance

tanto de la medicina tradicional y moderna.



CAPITULO |
FIN, PROPOSITO Y COMPONENTES DEL PROYECTO



1.1 Fin del Proyecto.

Contribuir con la valorizacién fitoquimica de la especie vegetal Hypericum lancioides
Cuatrec por medio de aislamiento de metabolitos secundarios, que poseen actividad
biol6gica y que ayude a ampliar las fuentes de informacion de la familia Hypericaceae con
resultados comprobados, cuyos principios activos puedan servir de precursores para
sintesis de nuevos farmacos.

1.2. Propdsito del Proyecto.
Aislar e identificar metabolitos secundarios de la especie Hypericum lancioides Cuatrec
por medio de métodos cromatogréficos y espectrométricos.

1.3. Componentes del Proyecto.

En la presente investigacion se pretende obtener los siguientes resultados:

» Aislamiento de metabolitos secundarios usando cromatografia en columna vy

posteriormente la purificacién de los compuestos obtenidos mediante técnicas de
microcolumnas.

» Identificar los metabolitos aislados mediante técnicas espectroscopicas: RMN

(Resonancia Magnética Nuclear) o MS (Espectroscopia de Masas).

> Evaluar la actividad antioxidante del extracto de estudio o metabolitos aislados



CAPITULO Il
MARCO TEORICO



2.1. Antecedentes.

Es importante reconocer que las culturas ancestrales han aportado a las ciencias médicas
durante décadas, con conocimientos aplicados durante siglos en el tratamiento de
enfermedades, es por ello que no se puede desconocer que la medicina tradicional tiene
su razon de existir, que es la vida misma de la humanidad, convirtiéndose entonces en el
punto de partida para que la conjugacion de Ciencia y Tecnologia pueda ayudar a
descubrir las propiedades terapéuticas de las plantas y atesorar cognoscitivamente a las

ciencias de la salud (Salas, 2012)

Las plantas siempre han sido un recurso para la supervivencia del hombre ya sea como
alimento o para mitigar dolencias, convirtiéndose las plantas entonces en un elemento
primordial en la vida del ser humano, toda vez que cada planta tiene propiedades que son
utilizadas por las personas, es por ello que el hombre ha logrado identificar estas
caracteristicas, conocimiento que ha sido trasmitido de generacion en generacion a través

de la historia de la humanidad (Hernandez & Gally Jorda, 1981)

Se utilizan aproximadamente en el mundo diez mil especies vegetales con fines
medicinales (Garcia & Diaz, 2012). La OMS estima que casi el 80% de todos los habitantes
de la tierra, confian en medicinas tradicionales para resolver sus principales necesidades
de salud ya que en ellas han encontrado propiedades curativas que les han permitido el
alivio de sus dolencias y malestares (Villar & Villavicencio, 1992).

Tanto la medicina tradicional, complementaria y alternativa estan recibiendo interés en
cuanto a la provisién de atencién sanitaria y la reforma del sector salud. Entre las formas
de medicina tradicional se destacan la medicina tradicional china, el ayurveda, hindd, la

medicina unani arabe y la medicina indigena (Oms, 2002).

2.2. Plantas Medicinales.

La Organizacion Mundial de la salud (OMS), define a las plantas medicinales como
cualquier especie vegetal que contienen sustancias que pueden ser empleadas para
propdsitos terapéuticos 0 cuyos principios activos pueden servir de precursores para

sintesis de nuevos farmacos (Farnsworth, Akerele, Bingel, Soejarto, & Guo, 1985).

Las plantas medicinales se caracterizan por contener principios activos, las mismas que
son sustancias que ejercen una accion farmacolégica sobre los seres vivos, su estructura

guimica puede servir de modelo para la elaboracion de drogas sintéticas (Oliveira,



Veldzquez, & Bermudez, 2005). Los principios activos de las plantas segun su estructura

pueden ser:

* Heterdsidos: Antraquinonicos, Cardiotdnicos, Cianogénicos, Cumarinicos,
Fendlicos, Flavonicos, Ranunculdsidos, Sapondsidos, Sulfurados.

+ Polifenoles: Acidos fendlicos, Cumarinas, Flavonoides, Lignanos, Taninos,
Quinonas.

* Terpenoides: Aceites esenciales, Iridoides, Lactonas, Diterpenos, Saponinas O

Alcaloides. (Pérez, 2008).

2.2.2 Formas de uso de plantas medicinales.

Las plantas medicinales se pueden preparar de varias maneras dependiendo de los usos
que se les vaya a dar ya sea de manera interna o externa, del padecimiento que se vaya
a curar y de las particularidades de las plantas, puesto que cada parte que la conforman

retnen principios activos Unicos (Hogesteger, 1994).
Las formas de uso pueden ser:

* Infusién.- Consiste en verter la parte de la planta fresca o seca que se va a utilizar
en agua caliente, dejar reposar de 5 a 20 minutos, pudiendo agregarle dulce al
gusto.

+ Decoccion.- Se hierbe el agua conjuntamente con la planta por un periodo de 5 a
10 minutos a fuego lento.

* Maceracién.- Se pone en una taza de agua fria las hierbas a utilizarse y se deja
reposar de 8 a 12 horas, a la temperatura ambiente, se la puede tomar fria o
ligeramente tibia.

+ Compresas.- Se hierbe las hierbas secas o frescas, en esta agua se moja un trozo
de tela preferible de algodén, se escurre lo suficiente y se coloca en la parte
afectada, el proceso se puede repetir varias veces.

+ Cataplasmas.- Es un tratamiento tépico de consistencia blanda y, normalmente,
caliente Consiste en obtener una pasta de hierbas que es colocada en una tela que
se aplica sobre la parte del cuerpo afectada, tiene varios efectos medicinales;
especialmente como calmante, antiinflamatorio o emoliente, asi como también en

tratamientos de estética.



» Sila hierba es fresca se la puede triturar directamente, o puede hervirse en agua
para luego ser machacada con un mortero o algin instrumento que permita hacerlo.

* Si la planta es seca se tritura hasta obtener polvo, a este se lo mezcla con agua
hasta formar la pasta requerida (Hogesteger, 1994).

2.2.1. Ecuador y las plantas medicinales.

Ecuador es un pais mega diverso ya que posee una marcada riqueza biolégica, debido a
gue se encuentra en la linea ecuatorial, la presencia de los Andes y el hecho de que sus
costas den hacia el océano Pacifico y reciban la influencia de dos corrientes: corrientes
marinas fria de Humbolt al sur del pais y calida del Nifio al norte, asi como de los vientos
que combinados generan una gran variedad de regimenes climaticos (Varea, 2004). Asi
como también diversidad de especies vegetales con accion terapéutica (Ordofiez et. al.,
2006). El 30 % de la poblacién ecuatoriana pertenece a grupos indigenas, que ha
mantenido sus tradiciones ancestrales especialmente en el uso de plantas medicinales,

conocimiento que se ha trasmitido de generacion en generacién (Tene et al., 2007).

Por la existencia en diversidad de ecosistemas, Ecuador se considera uno de los paises
de alta variacion biogeografica en el concierto mundial, razon por la cual determina que el
pais mantenga el mayor numero de plantas por unidad de area (Barrantes, Chavez &
Vinueza, 2001). Actualmente existen mas de 17 000 plantas vasculares, de las cuales
hasta el afio 2000 se han registrado 4011 especies endémicas, lo cual representa
aproximadamente un 26% de su flora nativa (Ulloa Ulloa & Neill 2005, Jgrgensen et al.
2006, Aguirre, 2002). También 148 familias y 744 géneros de plantas vasculares que
incluyen especies endémicas, lo que representa el 58,3% de todas las familias y el 35,3%
de todos los géneros nativos del pais (Valencia et al., 2000).

En cuanto a las especies endémicas representativas en el pais, el numero mas alto de
especies lo ostenta Pleurothallis, seguido por Lepanthes, Anthurium, Masdevallia,
Epidendrum, Miconia, Piper, Peperomia, Elaphoglossum y Maxillaria. Es notorio que el
género de helechos Elaphoglossum esté entre los géneros con mas alto nivel de
endemismo; el alto endemismo es una caracteristica qu{e hormalmente no se observa en
las pteridofitas. De acuerdo a investigaciones la flora Ecuatoriana, se encuentra distribuida
en las tres regiones geogréfica de la siguiente manera: en la Region Sierra se encuentra
la mayor diversidad de especie vegetal con 64,4% del total de flora en el pais, mientras
gue en la Region Amazoénica con el 31,7% y la Region de la Costa el 29,2%. En Galdpagos

solamente representa el 4,6% (Jorgenseny Ledn, 1999).
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De las especies de plantas que se utilizan en nuestro pais, el 60% son medicinales, el 55%
son fuente de materiales como los usados para construccion, el 30% son comestibles y el
20% son utilizadas en ritos religiosos y préacticas similares. La suma de estos porcentajes
sobrepasa el 100%, lo que expresa que muchas de las especies tienen una infinidad de
usos (De la Torre et al., 2008).

2.3. Descripcién Botanica.

2.3.1. Familia Hypericaceae.

La familia Hypericaceae consta de 9 géneros con 560 especies (Plazas, 2012). La
distribucion de esta familia es cosmopolita, se distribuye principalmente en zonas tropicales
y templadas del mundo, mejor representada en los paramos, montafias de neotrépico y

zonas templadas (Ortega, 2000).
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Figura 1. Distribucién mundial de la familia Hypericaeae (color verde indica ubicacién de la familia
Hypericaeae )
Fuente: (Bonifacino & Rossado, 2015).

La familia Hypericeae anteriormente era conocida como Gulttifereae, la cual fue segregada
de la familia Clusiaceae. Los caracteres que la diferencian de Clusiaceae son
principalmente la presencia de androceo fasciculado, anteras pequenias y estilos libres (J.
L. Martinez & Castillo, 2008).

Generalmente son arbustos, hierbas anuales, perennes o arbolitos de mediano tamafio y
lianas, poseen aceites y resinas de color amarillo intenso; sus hojas pueden ser opuestas,
simples, verticiladas con margenes enteros y puntos glandulares; sus flores reunidas en
inflorescencias terminales, en paniculos, umbelas y cimas, dispuestas en cimas dicasiales

o solitarias, pétalos amarillos; con estambres numerosos, libres o unidos en la base, a
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menudo fasciculados en 4-5 haces; su fruto se puede presentar en cipsula septicida, baya

o drupa; y presenta numerosas semillas (FACENA, 2001).

Los géneros mas representativos de la familia son: Hypericum, Vismia, Harungana. El

género mas extenso es el género Hypericum (Plazas, 2012).

2.3.2. Género Hypericum.

El género Hypericum consta de 400 especies, presentando un amplio rango de habitos
desde arboreos a herbaceos. Tiene una distribucién cosmopolita, pero es mas diverso en
las regiones templadas y en las montafias tropicales (Gonzalez, 1995). En el Ecuador En
el Catalogo de plantas vasculares de Ecuador, estudio realizado por Jorgensen Moller &
Ledn- Yanez (1999), en el Ecuador existen 22 especies de este género, de las cuales 8

son endémicas.

Figura 2. Especies género Hypericum.

Fuente: (Nicholls, 2015).

Segun Plazas (2012), explica que este género presenta hojas opuestas, ovales, de 1 - 8
cm de longitud. Las flores varian de amarillo palido a intenso, con un diametro de 0.5 -
6cm, y el fruto generalmente presenta una cépsula seca con semillas numerosas y

pequenias.

El género Hypericum son hierbas o arbustos cuyas flores son hermafroditas o unisexuales
con cdliz y corola formados por 4 o 5 piezas. Las semillas, mds 0 menos numerosas

frecuentemente llevan un arilo (Lépez, 2007).

Plazas, 2012, puntualiza que de acuerdo a estudios fitoquimicos realizados, del género
Hypericum se han identificado mayoritariamente seis tipos de compuestos entre ellos:
naftodiantronas, floroglucinoles, flavonoides, biflavonas, fenilpropanos y proantocianidinas.
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Adicionalmente, en menor cantidad taninos, xantonas y aceites esenciales.

2.3.2.1. Compuestos del género Hypericum.

Los compuestos comunes del género Hypericum son:

Naftodiantronas.- Estos compuestos pueden biosintetizarse por la ruta de la malonilCoa

o por la ruta del acido shikimico conjugada con la de acido mevalonico (Martinez, 2012).

Las Naftodiantronas

son caracteristicos del género Hypericum

ejercen su acciéon

antidepresiva sobre el sistema nervioso. Las naftodiantronas mas destacados esta la

seudohipericina e hipericina (Vallejo, 2009).
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Figura 3. Naftodiantronas comunes en el género Hypericum.

Fuente: (Plazas, 2012).
Elaboracién: Autora.

En el género Hypericum se destacan la seudohipericina e hipericina, sustancias que se

acumulan especialmente en las flores. Asi como también se encuentran sus precursores

protohipericina y protoseudohipericina sustancias que se transforman en hipericina y

seudohipericina en presencia de la luz solar, y en pequefias cantidades de ciclohipericina

(Salazar, Peralta, & Pastor, 2009). Estudios comprobados indican que la hipericina posee

actividad antidepresiva, ademas es un fotosensibilizador natural, caracter que le atribuye

eficacia para la terapia antitumoral (Amores Sanchez, 2009).
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Floroglucinoles.- Debido a que son compuestos poco estables. En el género Hypericum
se encuentran sus derivados oxidados como la hiperforina y adhiperforina (Salazar,

Peralta, & Pastor, 2009).
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Hiperforina: R= CH3
Adhiperforina: R= CH2CH3

Figura 4. Floroglucinoles Hiperforina y Adhiperforina.
Fuente: (Plazas, 2012).
Elaboracién: Autora.

Estudios indican que la hiperforina es uno de los principales compuestos causantes de los
efectos antidepresivos de la especie Hypericum perforatum. EsS un compuesto
antidepresivo que inhibe la recaptacion de los neurotransmisores como serotonina, y de
los aminoacidos neurotransmisores GABA y glutamato. Diferentes grupos de investigacion
han demostrado recientemente que la hiperforina constituye un potente inhibidor de la

angiogénesis, la linfangiogénesis y las metéstasis (B. Martinez, Amores, & Medina, 2006)

Flanovoides.- Son compuestos abundantes en la naturaleza, que sirven para atraer a los
polinizadores y como co-pigmentos de antocianidinas. Tienen varias actividades
biol6gicas, especialmente el anti-inflamatoria, antibidtico, antitumoral y antioxidante,

caracterizados por tener dos nucleos fendlicos unidos por una cadena de tres carbonos

(Dourado & Ladeira, 2008).
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En la especie mas caracteristica del género; Hypericum cordatum se han identificado
flavonoides como: quercitrina, rutina y kaempferol. Entre los flavonoides mas abundantes
en este género se encuentran: los glicésidos, hyperdsido y ruteina. Segun estudios los
glucésidos de flavonoide presentaron actividad espasmolitica y también mostraron
inhibicién de la enzima monoamina oxidasa A, responsable del catabolismo de aminas
(Plazas, 2012, Dourado & Ladeira, 2008).

- ~
T
14
OH O R=H R1= OH Quercitina
R=f Rut R1=0OH Rutina
R=f Gal R1=OH Hiperdsido
R=T -Glc R1=0H Quercitrina
R=8 -Glc R1=0OH Isoquercitrina
R=H R1=H Kaempferol

Figura 5. Flavonoides mas comunes aislados en el género Hypericum.
Fuente: (Plazas, 2012).
Elaboracién: Autora

Biflavonas.- Son un grupo poco comun de dimeros de flavona, se encuentra en algunas
fuentes vegetales. En el género Hypericum se aislaron e identificaron tres biflavonas:
amentoflavona (0,01-0,05%), 13, I1I8-biapigenina (0,1-0,5%),
demostrado que poseen actividad anti-inflamatoria (Saddige, Naeem, & Maimoona, 2010).

diquercetina. Se ha
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Figura 6. Estructura Amentoflavona.
Fuente: (Plazas, 2012). Elaboracién: Autora.

Fenilpropanos.- Estos compuestos se producen principalmente en forma de ésteres de
acidos hidroxicinamico como acido p-cumarico y acido cafeico. En el extracto de H.
perforatum se ha detectado el 4cido clorogénico en concentraciones por debajo de 1%
(Saddige et al., 2010).

COOH
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T _,;4;’}' 5 &
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Acido clorogénico |
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Figura 7. Acido clorogénico aislado de Hypercum perforatum.
Fuente: (Plazas, 2012).
Elaboracion: Autora.

Xantonas.- A partir de algunas especies del género se ha logrado aislar en baja cantidad
algunas xantonas como manguiferina y kielcorina C con rendimientos de 0,01% (Plazas,
2012).
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Figura 8. Estructura de la xantona.
Fuente: (Plazas, 2012).
Elaboracién: Autora.

2.3.2. Especie Hypericum lancioides Cuatrec.

La especie Hypericum lancioides Cuatrec pertenece a la familia Hypericaceae, género
Hypericum. En Ecuador se encuentra en la provincia de Carchi, Cotopaxi Imbabura, Loja,
Napo, Pichincha. Es un arbusto nativo que se encuentra a una altitud entre 2500 — 4500
m.s.n.m., su habitat comprende paramos, pajonal, suelos arenosos y con bastantes

liguenes (Moller, Peter, & Yanez, 1999).

Esta especie es utilizada cominmente por la etnia kichwa de la sierra. Su nombre comun
es Bura bura, bura bura Killu, es utilizada como lefia. La etnia kichwa de la Sierra - Loja
ademas de usar como lefia, utizan la flor para tefiir la ropa (De la Torre et al., 2008).

Figura 9. Imagen especie Hypericum lancioides Cuatrec
Fuente: (Romero, 2013)

Robson (1987) citado por (Vivas, 1999) indica que esta especie son arbustos ramificados

apicalmente generalmente de color verde, aproximadamente mide de 40-50 cm, los tallos
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varia de color marrén rojizo a naranja; presenta hojas opuestas, lineares, sésiles, con

puntuaciones translicidas su apice acuminado. Sépalos 5, lanceolados; pétalos 5.

A continuacién en la tabla 1 se describe la taxonomia de la especie Hypericum lancioides

Cuatrec.

Tabla 1. Descripcion Taxonémica de la Especie
Hypericum L ancioides Cuatrec,

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Malpighiales
Familia Hypericaceae

Género Hypericum

Especie Hypericum

lancioides
Cuatrec.
Fuente: (SIB, 2015)

Elaboracién: Autora.

2.3.2.1. Estudio de la especie Hypericum lancioides Cuatrec.

Segun estudios en cromatografia de gases, el aceite esencial del Hypericum lancioides
Cuatrec esta compuesto principalmente por monoterpenos, sesquiterpenos y terpenoides.
En el estudio realizado a partir del aceite esencial se identificaron 31 compuestos. Entre
los compuestos mayoritarios fueron: limoneno, nonano, 6xido de cariofileno, alfa pineno,

undecano (Romero, 2013).

2.4 Metabolitos Secundarios.

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas para la sintesis de sustancias
complejas a partir de otras mas simples. Las plantas que son organismos autétrofos,
presentan dos tipos de metabolismo que son; el metabolismo primario presente en todos

los seres vivos y el metabolismo secundario que les permite producir y acumular
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compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos compuestos derivados del metabolismo

secundario se denominan metabolitos secundarios (Avalos & Elena, 2009)

La sintesis activa de los metabolitos secundarios se induce cuando las plantas son
expuestas a condiciones adversas tales como: el consumo por herbivoros (artropodos y
vertebrados), el ataque por microrganismos: virus, bacterias y hongos, la competencia
por el espacio de suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes especies de plantas y la

exposicion a la luz solar u otros tipos de estrés abiético (Sepulveda, Porta, & Rocha, 2003).

Se conocen aproximadamente 20.000 estructuras de metabolitos secundarios. De acuerdo
a su estructura se pueden clasificar en dos grandes grupos: nitrogenados y no
nitrogenados. Los metabolitos secundarios que contienen nitrdgeno incluyen a los
alcaloides, aminoacidos no proteicos, aminas, glucésidos cianogénicos y glucosinolatos.
Los metabolitos secundarios no nitrogenados se dividen en terpenoides, poliacetilenos,
policétidos y fenilpropanoides. La diferencia estructural de un mismo grupo esta
determinada por modificaciones quimicas a una estructura basica (Sepulveda et al., 2003).

2.4.1. Importancia de los metabolitos secundarios.

Los metabolitos secundarios de las plantas, a lo largo de la historia siguen siendo utilizados
por la humanidad siendo una fuente ilimitada de compuestos quimicos, que desde hace

muchos afios han sido explotados por el hombre (Torres, 2004).

Hoy en la actualidad pocos metabolitos son utilizados para la industria, por o que se ha
originado la necesidad de generar opciones y alternativas de produccion enfocadas al uso
sostenible de todos aquellos recursos vegetales disponibles en el entorno, trabajando
activamente en la identificacion y caracterizacién de sustancias producidas por diferentes
especies promisorias que puedan tener aplicacion en la industria tanto cosmeética,

farmacéutica, textilera y agroalimentaria (Torres, 2004).

2.4.2. Clasificacion de los Metabolitos Secundarios.

Existen gran cantidad de tipos de metabolitos secundarios en plantas y se pueden clasificar
segun la presencia 0 no de nitrégeno en su composicion, no obstante, los tres grupos de
metabolitos secundarios mas importantes en plantas son los terpenoides, fenilpropanoides
(o compuestos fendlicos) y los alcaloides (este ultimo grupo lleva nitrégeno en su

estructura) (Sepulveda et al., 2003).
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Figura 10. Vias del metabolismo secundario de las plantas que producen los tres tipos
generales de compuestos secundarios: productos nitrogenados, productos fendlicos, y
terpenoides.

Fuente: (Taiz & Zeiger, 2010)

2.5. Métodos Cromatograficos.

La palabra cromatografia se debe al botanico Miguel Tswet quien en 1906 separ6 una
mezcla de colorantes vegetales, disuelta en hexano, mediante una columna de carbonato
célcico; debido a que aparecieron varios anillos de colores llamé al método cromagrafia.
Actualmente los métodos cromatograficos son técnicas que se usan comunmente en los

laboratorios de Quimica (Primo, 2007).

La cromatografia permite separar los compuestos de una mezcla por sus diferencias de
retencién en una fase fija y de elucion por un fluido que la atraviesa. Las diferencias de
retencion se deben a afinidades de adsorcion, de solubilidad en un medio fijo o de fijacion
por enlaces ionicos; las diferencias de elucion se deben, principalmente, a la mayor o
menor solubilidad en el disolvente que circula, o en su volatilidad si se pasa un fluido
gaseoso. Las fases cromatograficas comprende: la fase mévil que fluye a través de una

fase estacionaria, arrastrando con ella a los compuestos de la mezcla; la fase estacionaria
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en la cual estan retenidos los componentes de la muestra, y a través de la cual fluye la fase
movil (Primo, 2007).

Entre los diversos tipos de clasificacién de cromatografia, uno de ellos se basa en la forma
en que las fases, mévil y estacionaria, se ponen en contacto, de modo que podemos
distinguir dos tipos de cromatografia, plana, cuando la fase estacionaria se deposita sobre
una superficie abierta, que puede ser papel, l[Amina den plastico, vidrio o metal; y en
columna, cuando la fase estacionaria se deposita en el inferior de un tubo estrecho o

columna que puede ser de vidrio, acero, silice fundida, etc. (Gomez, Sierra, & Peréz, 2009).
2.5.1. Cromatografia en columna.

La cromatografia en columna es una técnica de separacién de compuestos que consta de
la fase estacionaria y fase movil. Donde la fase estacionaria es por lo general pequefias
particulas de silice, SiO2, o alimina, Al,O3 Estas sustancias no son muy reactivas y tienen
superficies especialmente preparadas para incrementar su capacidad de absorber

solventes

La columna esta saturada con solvente y se vierte un pequefio volumen de solucién que
contiene solutos sobre la parte superior. Los solutos se desplazan hacia abajo lentamente
a lo largo de la columnay se eluyen en la parte inferior. Se debe tomar en cuenta si la fase
movil es menos polar que la estacionaria, los solutos menos polares seran eluidos primero

y los mas polares en ultimo lugar (William & Jones, 2006).

2.5.2. Cromatografia de capa fina.

Esta consta de un sistema de dos fases, una sélida o fase estacionaria que se emplea en
forma de capa delgada, absorbente, cominmente de entre 0.10 a 0.25 mm para fines
analiticos y en los casos que se necesite aislar un compuestos, el grosor puede ser entre
0.5- 2.0 mm. Esta capa es adherida a una placa o lamina firme de vidrio, aluminio o
plastico que funciona como soporte. A través de la fase estacionaria transita un liquido o

solvente que actia como fase (Guarnizo & Martinez, 2009).
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Figura 11. Montaje tipico para cromatografia en capa fina TLC. Camara cromatografica,
placa cromatografica, fase moévil y fase estacionaria colocada sobre la placa de vidrio que
actla como soporte.

Fuente: (Guarnizo & Martinez, 2009).

2.5.3. Cromatografia de capa fina preparativa (CCFP)

La cromatografia de capa fina preparativa se lleva a cabo en placas de gel de silice
de 1-2 mm de espesor sobre un soporte de vidrio. Se utiliza para la separacion y
aislamiento de los componentes de una mezcla en cantidades comprendidas entre 10-15
mg. En la superficie del adsorbente (gel de silice), mediante una pipeta Pasteur, se traza
una linea continua con la muestra disuelta y se introduce la placa en posicién vertical en
una cubeta. Durante la elucion debe permanecer tapada para evitar la evaporacion

del disolvente, y para que todo el ambiente sea semejante (Hernandez Pérez, 2005).

Una vez que se han separado los productos que componen la muestra, se marca con
una cuchilla el contorno del compuesto a aislar y con ayuda de una espatula se desprende
del soporte de vidrio el gel de silice con el compuesto adsorbido. Una vez transferido
a un erlenmeyer se afiade un disolvente en el cual sea soluble el producto, se filtra el
gel de silice y una vez eliminado el disolvente tenemos el producto puro (Hernandez Pérez,
2005).

2.5.4. Factor de retencion (Rf)

El factor de retencion es el cociente de dividir el recorrido de la sustancia por el disolvente,
que representa, la distancia media desde el origen hasta el centro de la mancha dividido
para la distancia media desde el origen hasta el frente del disolvente. El Rf es constante
para un componente dado y se determina de la siguiente formula (Gallego, Garcinufio, &
Morcillo, 2015).
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Figura 12. Formula para determinar el factor de retencion.
Fuente: (Gallego et al., 2015).

2.6. Identificacion de metabolitos secundarios.

2.6.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

La espectrometria de resonancia Magnética Nuclear (RMN), junto con la espectrometria
de masay la espectrometria de infrarrojo, son de gran importancia en la determinacion de
la estructura molecular de compuestos organicos y macromoléculas tanto bioquimico como

sintéticas (Valcarcel Cases & Gémez Hens, 1988).

La técnica espectroscépica mas valiosa es la Resonancia Magnética Nuclear. Las
espectroscopias RMN del protéon (RMN *H) y del carbono (RMN *3C) son las primeras
técnicas de busqueda a la cual es sometida la muestra. Las pruebas NOESY, COSY y

DEPT, brindan mas informacién estructural (Sotomayor, 2015).

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) consiste en medir la absorcién de radiacion de
radiofrecuencia que experimenta una muestra situada en un campo magnético fuerte. Los
campos magnéticos son altos; los instrumentos mas sofisticados utilizan algunos de los
campos magnéticos estables mas altos que se pueden generar. Actualmente los
espectrometros de RMN trabajan a 200,300, 400, 500 y 600 Hz (Rubinson & Rubinson,
2001). Las espectroscopias RMN del protéon (RMN !H) tiene un nimero de sefales
equivalente a los diferentes tipos de atomos de hidrégeno de la molécula, mientras que el
espectro de carbono (RMN *3C), nos proporciona informacion sobre los diferentes tipos de
atomos de carbono de la molécula. Los dos espectros juntos nos permiten determinar la

conectividad de una molécula (Ege, 2008).

El comportamiento de los nucleos en el campo magnético puede verse influido por distintas
maneras, para dar diverso tipo de informacion, pero la informacién basica que se obtiene

es!:
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+ Desplazamiento: que se define como la frecuencia a la que sale cada nucleo en
concreto

* Integral: Es el nUmero de nicleos de cada tipo

* Multiplicidad: Numero y disposicién de los nucleos proximos (Medarde, Peldez, &
Alvarez, 2010).

2.7. Actividad Antioxidante.

Los Antioxidantes son compuestos que retrasa o previene el deterioro, dafio o destrucciéon
provocados por una oxidacién. Por otro lado, los prooxidantes son especies muy reactivas
de radicales libres o0 especies reactivas de oxigeno que se hallan en los sistemas biolégicos
y provienen de una extensa variedad de fuentes (Carocho & Ferreira, 2013; Youngson,
2003).

Los antioxidantes se dividen en dos clases que son: sintéticos y naturales. Los
antioxidantes sintéticos son compuestos de estructuras fendlicas con varios grados de
sustitucion alquilica, mientras que los antioxidantes naturales pueden ser: compuestos
fendlicos (tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos), compuestos nitrogenados
(alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos y aminas) o carotenoides asi como el
acido ascorbico. Muchos antioxidantes naturales, en especial los flavonoides, muestran un
amplio rango de efectos bioldgicos incluyendo funciones antibacteriales, antivirales,
antiinflamatorias, antialergénicas, antitrombéticas y vasodilatadores (Mufioz Juarez &
Gutiérrez, 2004)

La actividad antioxidante y su relacion con la propiedad curativa de una gran cantidad de
plantas medicinales han sido obtenidas en diversas investigaciones (Carocho & Ferreira,
2013). Para dichas investigaciones existe muchos métodos para medir la capacidad
antioxidante de una especie o sustancia, un método muy utilizado se fundamente en la
estabilidad del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) la cual se atribuye a la
deslocalizacion del electrén desapareado, esta deslocalizacion también le otorga una
coloracién violeta caracterizada por una banda de absorcion, en solucion etandlica,

centrada alrededor de 520 nm (Molyneux, 2004).
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CAPITULO 1lI
METODOLOGIA
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La parte experimental de la presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de
Fitoquimica del Departamento de Quimica de la Universidad Técnica Particular de Loja.
El esquema general de trabajo “Aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios de

la especie Hypericum lancioides Cuatrec.” se muestra a continuacion.

AISLAMIENTO DE METABOLITOS

SELECCION Y RECOLECCION DE LA ESPECIE VEGETAL

Eliminacion de partes
. degradadas e impurezas

Separacion y trituracion de

Secado de la planta a 34°C la materia vegetal seca

OBTENCION DE EXTRACTOS

Filtracion de los
extractos

Rotaevaporacion
de extractos

Maceracién dinamica y estatica con los siguientes
solventes: Hexano, Acetato de Etilo, y metanol.

FRACCION DE COLUMNA ABIERTA EN SILICA GEL EXTRACTO DE ACETATO DE
ETILO

Montaje de Recoleccionde = Concentracién de

columna fracciones fracciones \ Union de fracciones

PURIFICACION DE COMPUESTOS

Los compuestos obtenidos se purifican por medio del método de microcolumnas

IDENTIFICACION DE COMPUESTOS

Espectofotome Iﬁzogg{i‘gf indice de Actividad Actividad
| tria de masas m?r,lpm refraccion antioxidante biologica

Figura 13. Esquema de la metodologia utilizada.
Fuente y elaboracion: Autora
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3.1 Recoleccion del material vegetal.

La materia vegetal (hojas) de Hypericum lancioides Cuatrec se recolecté en el sector
perteneciente al cantén Saraguro, provincia de Loja, con las siguientes coordenadas
17697649E-9590439N y una altitud de 3200 m.s.n.m. Un ejemplar de la muestra se
encuentra depositado en el herbario de la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL)
con el codigo de voucher PP-hy-001.

S

' CERRO FIERRO
i \_-Ax... g URKU
/:v'-'f'/ e /w/ il ?

J

F / ‘ OUMELX)
a S PUIANGO . Lo CA R

ZAPONLLO PINDAL

Figura 14. Mapa fisico de Loja.
Fuente: Direccion de Planificacion, 2009

3.2. Tratamiento de la materia vegetal Hypericum lancioides Cuatrec.

Posteriormente de la recoleccion de la materia vegetal, se procedio a la seleccion de la
planta en buen estado, eliminando partes deterioradas e impurezas no pertenecientes a
la especie, que pudieran interferir con el analisis. Subsiguientemente la material vegetal
fue sometida a la camara de secado a una temperatura aproximada de 34 °C durante 7
dias, con el objetivo de eliminar la mayor parte de agua contenida en las hojas. El siguiente
paso una vez obtenido el material vegetal seco es la trituracion uniforme de las hojas.
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3.3. Obtencién de extractos de Hypericum lancioides Cuatrec.

Para la obtencion de los extractos se procedié a la maceracion tanto dindmica y estética
con un peso de 372.73 g de muestra seca, este proceso se realizé de 2-4 horas en
maceracion dinamica varias veces hasta obtener una extraccion completa. Para la
extraccion se emplearon tres disolventes, los mismos que fueron de acuerdo al orden
creciente de polaridad: (diclorometano CH:Cl2, acetato de etilo ACOEt, y metanol MeOH).

Posteriormente se filtré al vacio, para separar el residuo vegetal del liquido extraido y luego
con ayuda de un rotaevaporador de marca BUCHI modelo R 210, a temperatura de 30 °C

a presion reducida se concentrd el extracto hasta total eliminacion del disolvente.

Figura 15. Obtencién de extractos: a. Maceracién dinamica,
b. Maceracion estética, c. Filtracion, d. Rotaevaporacion.

Fuente y elaboracion: Autora.

3.4. Fraccionamientos en Cromatografia de columna (CC) de extracto de Acetato
de la especie Hypericum lancioides Cuatrec.

El Fraccionamiento en CC se trabaj6é con el extracto de AcOEt de la especie en estudio,
ya que presentd en cromatografia de capa fina (CCF) una mayor rigueza de metabolitos y
mejor separacion de los mismos. Las columnas hiumedas se montaron con silica gel la cual
se suspendid en disolvente, a presion constante hasta alcanzar una compactacion 6ptima.
Para lo cual se utilizé silica gel (Merck 0.015-0040 mm de didmetro), en una columna de
vidrio de 55 mm de diametro por 60 cm de altura.
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El extracto a sembrar fue mezclado con una pequefa cantidad de silica gel, suspendida en
Hexano hasta formar una matriz homogénea. Se sembrd 5 g de extracto de AcOEt para
su fraccionamiento en cromatografia de columna (CC), esto en una relacion extracto- silice
(2:50). Para la elucion se utilizo sistemas de disolventes de polaridad creciente Hexano
100%, Hexano-AcOet (95:5), cambiando cada 5 de polaridad hasta llegar a AcOet (100%),
AcOet-MeOH (95:5) hasta llegar a MeOH (100%).

Figura 16. Cromatografia en Columna
(CC), extracto de Acetato.
Figura: Autora

3.5. Cromatografia en capa fina (CCF).

Las fracciones obtenidas de la cromatografia se recolectaron en volimenes de 200 ml, a
los cuales se etiqueté tomando en cuenta la elucibn en los diferentes solventes;
subsiguientemente se evaporo el solvente de las fracciones con ayuda del rota evaporador
y se realizé placas de cromatografia de capa fina CCF, para lo cual se utiliz6 placas de
aluminio cubiertas de silice gel 60 r2s4 (fase directa), con el fin de observar la separacion
de los compuestos, que puede ser visualizada mediante una lampara de luz UV de 254 y

365 nm vy reveladas con acido sulfurico al 5% y vainillina.

3.6. Unién y purificaciéon de fracciones.

Para la unién de las fracciones se tom6 en cuenta la similitud del perfil cromatografico y
la similitud visual que estas reflejaron ante la luz UV de 254 y 360 nm y reveladas con acido
sulfarico al 5% y vainillina. Se procedio a purificar mediante columnas cromatograficas, con
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Silica gel 60 (Merck 0.0015- 0040 mm), y silica fase inversa RP-18, con el mismo
procedimiento de la CC. Asi mismo se purificaron mediante la técnica de cromatografia de
capa fina preparativa, para la cual, se utilizé placas de aluminio de silica gel 60 r2s4 (fase
directa) de 20 cm de ancho y 10 de longitud.

3.7. Caracterizacion fisica de las fracciones.
La caracterizacion fisica se determin6 mediante: Factor de retencion (Rf) y solubilidad.

3.7.1. Factor de retencion.

Se calcul6 el Rt con el fin de localizar los compuestos. Por medio de esta medida se
calcula la distancia recorrida de la muestra y por el disolvente desde el lugar de siembra,

se calcula de acuerdo a la formula descrita anteriormente.
3.7.2. Solubilidad.

Los disolventes empleados para determinar la solubilidad del compuesto aislado fueron:
MeOH, DMSO y H0.

3.8. Identificacion de compuestos.
3.8.1. Resonancia magnética nuclear (RMN).

El compuesto se disolvié en metanol deuterado (CDsOD), y se colocé en un tubo de vidrio,
para luego ser llevados al equipo. Los espectros de RMN se registraron en un equipo
Varian Unity Namero de serie 21953, que opera a 400 MHz para RMN 'H y a 100 MHz
para RMN 3C. atemperatura 25 °C. Las constantes de acoplamiento se expresan (J) en

Hz y el desplazamiento quimico en ppm.
3.9 Determinacién de la Actividad antioxidante del compuesto.

En este ensayo se evaluo la actividad antioxidante del compuesto aislado, a través del
método DPPH, donde se utilizé Trolox como estandar de referencia, el mismo que se
desarrollé en el Laboratorio de alimentos, del departamento de quimica de la Universidad

Técnica Particular de Loja; ejecutado por el Ing. Miguel Angel Meneses.
3.9.1. Método DPPH.

Este método consiste en la reduccion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH),
mismo que tiene un electron desapareado en solucién es de color azul-violeta, tornandose

de color amarillo palido por reaccién con una sustancia capturadora de radicales libres. La
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actividad antioxidante se cuantifica midiendo la absorbancia a 515 nm. (Bran-Williams,
Cuvelier, & Berset, 1995).

La presente investigacion se realizé basandose en la técnica de Brans- Williams et al.,
(1995). Se peso6 1 mg de muestra y se disolvié en 10 ml de Metanol G.R. para obtener una
concentracion de 100 ppm peso/ volumen (p/v), posteriormente a la muestra se la etiqueto
con su respectivo codigo.

Se prepard una solucién patrén disolviendo 24 mg de DPPH en 100 mL de metanol, la
misma que fue almacenada a -4 °C hasta su uso. La solucién de trabajo se prepar6
mezclando 10 mL de solucién patrén con 45mL de metanol hasta obtener una lectura en
absorbancia de 1,1 £ 0,02 unidades a una longitud de onda de 515 nm en un espectrémetro
UV. Se emplearon curvas estandar de tr6lox con concentraciones entre 25, 50, 100, 200,
400, 600 y 800 puMoles. De cada concentracion de la curva estandar, asi como de la
muestra HL-26 se tomo6 150 L en un vial, se adicioné 2850 uL de la solucién trabajo de
DPPH y se dej6 reaccionar por 24 horas en la obscuridad a temperatura ambiente, para
posteriormente medir la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm. Los resultados
fueron expresados en pMoles equivalentes de trélox por gramo de muestra seca (UMoIET/g

EX). En el Anexo 3 se muestra un esquema detallado de la experimentacion.

31



CAPITULO IV
DISCUSION Y RESULTADOS
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De acuerdo a la metodologia descrita anteriormente, a continuacion se detallan los
resultados obtenidos durante el proceso de aislamiento e identificacion de metabolitos

secundarios de la especie Hypericum lancioides Cuatrec.
4.1. Obtencién de extractos.

A partir de la materia vegetal seca se obtuvieron los siguientes extractos: CH,CL,, AcOEt,
MeOH, los mismos que presentaron una consistencia semi-solida, con un color verde
oscuro, los porcentajes de rendimiento ponderal oscilan entre 0.92, 1.34 y 2.47

respectivamente, siendo el extracto de MeOH el que presenta un mayor rendimiento.

En la tabla 2 se muestra el rendimiento de los extractos obtenidos del proceso de la
maceracion dinamica y estética con los diferentes disolventes de polaridad ascendente

partiendo de la materia vegetal seca.

Tabla 2. Rendimiento de los extractos vegetales.

Muestra Vegetal Extracto Peso (g) Rendimiento (%)
CH:CL>
3.42 0.92
Peso muestra 372.73
vegetal inicial AcOEt 5.00 1.34
(@)
MeOH 9.42 2.47

Fuente y elaboracion: Autora.

4.2.  Fraccionamiento en Cromatografia de columna (CC) del extracto de Acetato
de la especie Hypericum lancioides Cuatrec.

Del fraccionamiento en CC del extracto de AcOet de la especie Hypericum lancioides
Cuatrec se obtuvieron 300 muestras, las cuales se agruparon en 29 fracciones, de acuerdo

al perfil cromatogréafico que presentaron en la cromatografia de capa fina (CCF) (Tabla 3).

Tabla 3. Unién de fracciones de la CC de extracto de AcOEt

Unién de muestras Fracciones

1-8 HL-1
9-10 HL-2
12-15 HL-3
16-18 HL-4
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19-20

21-24

25

26-32

33

34-37

38-46

49-51

52-69

70-102

103-105

106-108

109

110

11-117

118-124

125-142

143-174

175-178

179-193

194-202

203-220

221-255

256-278

279-300

Fuente y elaboracion: Autora.
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HL-5

HL-6

HL-7

HL-8

HL-9

HL-10

HL-11

HL-12

HL13

HL-14

HL-15

HL-16

HL-17

HL-18

HL.19

HL-20

HL-21

HL-22

HL-23

HL-24

HL-25

HL-26

HL-27

HL-28

HL-29



Las 2 fracciones mas representativas de la columna del extracto de AcOEt segun su
cantidad y facilidad de purificacion fueron HL-26 que corresponde a la fraccion (203-220)
y HL-28 que corresponde a la fraccion (256-278). La placa en CCF puede observarse en
la figura 17.

g $

HL-26 HL-28

Figura 17. Perfiles cromatograficos de las fracciones
de la cuales se aislaron compuestos de la columna de
extracto de acetato de la especie Hypericum lancioides

Cuatrec
Fuente: Autora.

4.2.1. Purificaciéon Fraccion HL-26.

La fraccion HL-26 (1.2 g), se purificé en columna cromatografica CC con Silica gel 60
(Merck 0.0015- 0040 mm). Se eluy6 segun un gradiente creciente de fuerza eloutrépica:

AcOEt:MeOH:H,O (500:13:10), AcOEt:MeOH:H,O (200:13:10), AcOEt:MeOH:H-0
(100:13:10), AcOEt:MeOH:H,O (80:13:10) y AcOEtMeOH:H,O (50:13:10), de esta

purificacion se obtuvieron 15 fracciones.

Posteriormente, se tomé la fraccién 12 (130 mg) que presenté mayor separacion y por su
cantidad se purificé en columna cromatogréafica CC en silica fase inversa RP-18. Se eluy6
en condicion isocratica MeOH:H.O (3:2), obteniendose 12 fracciones. La fraccion 9 (10
mg), finalmente se purificé en cromatografia de capa fina preparativa (CCFP), para ello se
sembré toda la fraccién a lo largo de la linea de siembra, en una placa de aluminio de silica
gel (fase directa), como fase mavil se utiliz6 en AcOEt:MeOH:H-0 (200:13:10). En la luz
UV 254 y 365 nm se observo la separacion de los compuestos en 4 bandas, cada una de
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ellas con ayuda de una espétula fue desprendida del soporte de aluminio adsorbida al
silice; luego se transfirié a un embudo de vidrio con algoddén en la parte inferior y se lavo
con MeOH para obtener los compuestos presentes en cada banda. Posteriormente, se
realizé CCF a los compuestos provenientes de cada banda, usando como eluyente AcOEt:
MeOH:H,0 (200:13:10). Se observo en la luz UV 254 y 365 nm., como sustancia pura al
compuesto proveniente de la banda 4 (figura 18.), con un peso de 8 mg, sustancia de color

amatrillo, soluble en metanol y en Dimetil sulféxido y un Ride 0.76.

Figura 18. Placa fase directa del compuesto purificado
de la fraccién HL-26 corrida en solvente AcOEt:
MeOH:H4)Luz UV 365 nm.20 200:13:10; a) Luz Uv
254 nm; b) B4 (banda

Fuente: Autora.

B4: banda 4

4.2.1.1. Interpretacion espectral.

Mediante el andlisis de RMN H (Anexo 1) y *C (Anexo 2) los datos espectrales se

muestran a continuacion:

!H-RMN: (400 MHz, CDs0OD): ppm: 6.20 (1H, d, J= 2.0, H-6), 6.40 (1H, d, J= 2, H-8), 7.84
(AH, d, J=2,H-2"), 7.59 (1H, dd, J= 8.4, 2, H-6’), 5.15 (1H,d, J= 8, H-1"), 3.65 ( d), 3.253.26
(m), 3.10 (m)
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13C- RMN: (400 MHz, CDsOD): & ppm: 158.7(C-2), 135.7 (C-3), 179.4 (C-4), 162.9(C-5),
100.1 (C-6), 164.3 (C-7), 94.8 (C-8), 158.7 (C-9), 105.4 (C-10), 122.9 (C-1'), 116 (C-2),
145.8 (C-3’), 149.9 (C-4’), 117.2 (C-5), 122.8 (C-6’), 102.5 (C-17), 73.1 (C-2’), 75 (C-3"), 70
(C-4”), 77.1 (C-5”), 61.9 (C-6").

La comparacion con los datos espectrales de publicaciones anteriores (Atay,
Kirmizibekmez, Ahmet, & Yesiilada, 2015) y la muestra analizada se muestran en la tabla
4,

Tabla 4. Comparacién de los datos obtenidos de 13C RMN Quercetina 3-O-3-D galactopiranosido.

BC(ppm) H(ppm)  MULT (J,H2) ] BC(ppm)  H(ppm) MULT (J,Hz)
2 158.7 - - - 158.5 - -
3 135.7 - - - 136.0 - -
4 179.4 - - - 179.5 - -
5 162.9 - - - 163.1 = =
6 100.1 6.20 d(2) 1 99.9 6.20 d(2.1)
7 164.3 - - - 164.1 - -
8 94.8 6.39 d(2) 1 94.8 6.39 d(2.1)
9 158.7 - - - 156.3 = =
10 105.4 - - - 103.9 - -
1 122.9 - - - 123.1 = =
2 116 7.84 d(2) 1 116.0 7.84 d(2.3)
3 145.8 - - - 145.9 - -
4 149.9 - - - 149.9 - -
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1,!

2,!

3!’

4!!

5,!

6,!

117.2

122.8

102.5

73.1

75

70

77.1

61.9

(-): no asignado

6.87

7.59

5.15

3.56

3.10

3.65

3.25

3.63

Fuente y elaboracion: Autora

La fraccion HL-26 fue identificada como quercetina 3-O-B-D-galactopiranosido, basandose en
los datos espectrales de *H y 3C, los mismos que fueron comparados con los reportados en
la bibliografia (Atay, Kirmizibekmez, Ahmet, & Yesiilada, 2015).

d (8.4)
dd (8.7, 2)
d (8)
dd (8, 9)

m

dd (11, 2.4)

117.8

121.8

102.3

73.2

75.1

70.1

77.2

61.9

6.86

7.59

5.15

3.53

3.22

3.61

3.22-
3.34

3.60

d (8.8)
dd (8.8, 2.3)
d (8.2)
dd (8.2, 9.3)
m

d (3.2)

dd (12, 2.5)

El compuesto quercetina 3-O-3-D-galactopiranosido, es un metabolito secundario producido

durante una reaccion metabdlica en las plantas con flores, coniferas y otras gimnospermas.

La quercetina esta ligado con un residuo de B-D-glicosilo unido en la posicion 3. Este

compuesto fue aislado por primera vez en el extracto etandlico de la especie Artemisia

capillaris del género Artemisia. Este compuesto exhibe actividad hepatoprotectora (ChEBI,

2015). Experimentos con ratas sometidas a radiacién indican que quercetina 3-O-B-D-

galactopiranosido tiene una gran actividad radioprotectora contra el estrés oxidativo inducido

por radiacion (Chawla et al., 2005).

En la figura 19 se puede apreciar la estructura del compuesto aislado.
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Figura 19. Quercetina 3-O-p-D-galactopiranosido.
Fuente: ChEBI, 2015
Elaboracion: Autora

4.2.1.2. Actividad antioxidante del compuesto quercetina 3-O-B-D-
galactopiranosido.

Los resultados obtenidos en el presente estudio para actividad antioxidante se expresa en
micromoles equivalentes de Trolox por miligramo de extracto (WMET/mgEX). El método

descrito se realiz6 por duplicado y se realizé un promedio de las absorbancias.

A continuacion en la Tabla 5 se muestra el resultado obtenido de la evaluacién antioxidante
por el método: DPPH.

Tabla 5. Resultado de la actividad antioxidante.
Nombre Nombre Comun Solvente Capacidad antioxidante
cientifico DPPH pMolEqTrolox/L

muestra

Hypericum Bura-Bura Metanol 416.36 i 0.004
lancioides
Cuatrec

Fuente y Elaboracion: Autora.

En el estudio “Aplicacion de diversos métodos quimicos para determinar Actividad
antioxidante en pulpa de frutos® (Kuskoski, Asuero, Troncoso, Mancini-Filho, & Fett, 2005),
la actividad antioxidante de flavonoides de la pulpa de frutos varian entre maximo y minimo

959,1 y 43,1 para los ensayos con DPPH, mientras el valor de la capacidad antioxidante
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del compuesto quercetina 3-O-B-D galactopiranosido de la especie Hypericum lancioides
Cuatrec es de 416.36 pMolEqgTrolox/L muestra; constatando con los valores del estudio de
referencia se puede determinar que la capacidad antioxidante del compuesto en el
presente estudio es muy significativa.

En el anexo 4 se encuentra los datos de absorbancia, los mismos utilizados para la

obtencién del resultado de DPPH del compuesto.

4.2.2. Purificacion de la fraccion HL- 28.

La fraccion HL-28 que corresponde a la fraccion 256- 278 (128.5 mg), se purificd mediante
columna cromatogréafica, utilizando un gradiente creciente de fuerza -eloutrépica
AcOEt:MeOH:H,0 (100:13:10), se obtuvieron 100 fracciones, se aisl6 1mg de la fraccién
56, una sustancia de color amarillo, soluble en MeOH y H»0. Se realiz6 la cromatografia de
capa fina en polaridad AcOEt: MeOH:H,0O (50:13:10). El compuesto fue visible en luz UV
de 254 y 365 nm, en donde se observo una mancha color amarilla al ser revelada con acido
sulfurico al 5% y vainillina y un Rf de 0.71 (Figura 20).

Figura 20. Placa fase directa
del compuesto purificfraccion HL-
28 en un sistema ado de la de
elucion AcOEt: MeOH:H20
50:13:10; a) Luz Uv 254 nm; b)
Placa revelada con

acido sulfurico al 5% y vainillina.

Fuente: Autora

4.2.2.1. Andlisis espectroscdpico.

La estructura del compuesto aislado de la fraccién HL-28, se estudié por RMN *H. El
espectro de 'H-RMN muestra las siguientes sefiales: (400 MHz, CD3;OD): ppm 2.00 (3H,
S), 1.90-2.10 (3H, m), 4.03-4.05 (1H- m), 5.15-5.17 (1H, m), 6.29 (1H, d, J= 15.6 Hz,), 6.78
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(1H, d, J= 8.4 Hz), 6.97 (1H, dd, J= 8.4, 2.0 Hz), 7.06 (1H, d, J= 2,0 Hz), 7.58 (1H, d, J=
15.6 Hz). Con los datos espectrales de *H-RMN, se puede hipotetizar una estructura parcial

derivada del &cido cindmico (Figura 21).

Las tres sefiales de 6.78, 6.97 y 7.06 ppm son coherentes con un anillo aroméatico
sustituido en las posiciones 1,3,4. El doble doblete en 6.97 ppm presenta un acoplamiento
con la sefal en 6.78 ppm y 7.06 ppm con unas constantes de acoplamiento orto y meta
respectivamente.

Las sefiales de 6.29 ppmy 7. 58 ppm, corresponden a un sistema AB tipico de los protones
olefinicos en posicién a- respecto a un grupo carboxilico o carbonilico. El valor de la
constante de acoplamiento entre estos dos protones es compatible con la configuracion E
del doble enlace.

El singulete que integra por tres protones en 2,00 ppm es caracteristico del metilo de un
grupo acetilo. Podemos por lo tanto suponer una posicion acetilada, por ejemplo en un
atomo de Oxigeno fendlico o en la parte no identificada de la molécula.

Todas las demas sefiales corresponden a una parte alifatica de molécula y posiblemente
oxigenada que no ha sido posible identificar por la insuficiente cantidad de muestra. Sin
embargo falta de protones anoméricos visibles entre 4.5 y 5.5 ppm nos permite suponer

que no se trate ni de una aldosa o0 una cetosa.

1
cH CcH o
e e *CH/E\OR e
1] { ¢ CH CH . C_
#CH e 2”7 Sed ¢ oR
N o v
‘ I 17 _~CH
E\c/&"h i 0/(5:\0/3
" A5 oy, 12 4
i H,C & !
o} ‘ o
15 13
C(TQR
CH
Hc/B
7
1
HC/KCH
6 2
! +— OH
CH CH ¢o HC  ~ ;
He N a2 NS
57 r
CH Q
/{5:\(//3 1N /C;H3
H,C c
o 7
OH o]

1 4

Figura 21. Posibles estructuras compatibles con el espectro presentado.
Fuente: Autora
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CONCLUSIONES

A partir del material vegetal seco de Hypericum lancioides Cuatrec, se obtuvo los
extractos de diclorometano, acetato de etilo y metanol respectivamente, resultando

el extracto metandlico con mayor rendimiento
Las técnicas cromatogréficas y espectoscopicas permitieron aislar e identificar el

compuesto quercetina 3-0O-B-D-galactopiranosido, su estructura quimica se

determind por el analisis de los espectros de resonancia magnética nuclear.

El compuesto quercetina 3-O-B-D-galactopiranosido, presenté actividad

antioxidante frente a DPPH.

La fraccién HL-28, segun los datos espectrales, se puede hipotetizar una estructura
parcial derivada del acido cinamico
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RECOMENDACIONES.

Continuar con el estudio de la especie Hypericum lancioides Cuatrec, con la

finalidad de obtener una validacion quimica completa de la especie.

Realizar trabajos de investigacion similares en la busqueda de nuevos compuestos,

con otras especies del género presentes en el Ecuador.

Lograr obtener mayor cantidad de extracto para lograr una plena identificacion de
los metabolitos aislados.

Elucidar la estructura del compuesto de la fraccion HL-28 en base a los datos

espectrales obtenidos.
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ANEXOS
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ANEXO 1
Espectro de 1H RMN quercetina 3-O-B-D-galactopiranosido.
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ANEXO 2
Espectro de RMN -3C quercetina 3-O-B-D-galactopiranosido.
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ANEXO 3

Espectro de 1H RMN del posible compuesto acido cinamico.
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ANEXO 4

Actividad Antioxidante: Curva de Calibracién DPPH.
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