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RESUMEN

La especie Erythrina ulei fue recolectada en la parroquia rural Cumbaratza, cantén
Zamora, provincia de Zamora Chinchipe, Ecuador. Se obtuvieron extractos (hojas, tallos y
flores por separado), utilizando como disolventes hexano, acetato de etilo y metanol. El
extracto que presentd mayor rendimiento fue el de metanol flores con 10.94%. Los
extractos en acetato de etilo de flores y hojas se analizaron mediante cromatografia en
columna abierta mientras que del extracto en metanol hojas se realizé el procedimiento de
extraccion de alcaloides. Del extracto en acetato de etilo flores se obtuvieron dos mezclas;
mezcla 1: tricosano, tetracosano, pentacosano, hexacosano, heptacosano, octacosano,
nonacosano, eicosano; y la mezcla dos probablemente podrian ser: bikaverin,
estigmastan 3,5 dien, estigmastan 3,5, 22 trien. Del extracto en acetato de etilo de hojas
se identific6 el compuesto fitol acetato. Del extracto en metanol de hojas se obtuvo 236 y
226 mg de la mezcla de alcaloides en pH-7 y pH-11 respectivamente. Para la
identificacion de los compuestos se utilizd cromatografia de gases acoplado a
espectroscopia de masas, RMN de 'H y 3C, indice de retencién, punto de fusion, factor

de retencion.

Palabras clave: Erythrina ulei, Fabaceae, hidrocarburos, fitol acetato.



ABSTRACT

Erythrina ulei species were collected from the rural parish of Cumbaratza, Zamora
Chinchipe province, Ecuador. Nine extracts were obtained using various solvents as
hexane, ethyl acetate and methanol. For the flowers, methanol extract had the highest
extract efficiency with 10.94%. The flower and leaf ethyl acetate extracts were analyzed by
open column chromatography. A further alkaloid extraction procedure was performed on
the leaf methanol extract. From the ethyl acetate flower extract we obtained two distinct
mixtures; mixture 1. tricosane, tetracosane, pentacosane, hexacosane, heptacosane,
octacosane, nonacosane, eicosane; mixture 2 could probably be: bikaverin, stigmastan
3,5,22 trien and stigmastan 3, 5 dien. The phytol acetate compound of the leaf ethyl
acetate extract was identified. From the leaf methanol extract we obtained 236 and 226 mg
of alkaloids extract at pH7 and pH 11 respectively. For compound identification we used
gas chromatography coupled to mass spectroscopy (GC/MS), *H and **C RMN, retention
index, melting point and retention factor.

Key words: Erythrina ulei, Fabaceae, hydrocarbons, phytol acetate.



INTRODUCCION

Se considera al Ecuador como uno de los paises mas ricos en diversidad de ecosistemas
y especies en todo el mundo, presenta una amplia gama de plantas medicinales tanto

nativas como introducidas. (Barrera, 2002).

Debido a la posicion geografica en la que se encuentra y a que cuenta con la cordillera de
los Andes existe una gran cantidad de bosques y microclimas que varian desde los
hamedos de la Amazonia y noroccidente hasta los ecosistemas secos del sur (Vallejo et
al., 2007).

Desde hace miles de afios se han utilizado las plantas medicinales con fines curativos.
Durante un largo tiempo estas fueron el Unico medio terapéutico disponible. Lo cual hizo
gue el conocimiento de especies vegetales se profundizara asi como también se ampliara
la experiencia en el uso de los productos que se extraen a partir de ellas. (Pino-
Rodriguez, et al., 2003)

Reportan mas de 850 compuestos con actividad contra al menos una ETD (Enfermedad
tropical desatendida) que han sido aislados de productos naturales como antiprotozoarios.
Asi como también la actividad de algunos alcaloides, que representan alrededor del 20%

del total de compuestos con efecto antiparasitario.(Yaluff, et al., 2015)

En relacion a la cantidad de especies e informacioén etnomedicinal existente en Ecuador,
existen pocos estudios acerca de la actividad antiparasitaria de especies nativas (Cerdén,
2006). En base a esta informacién y reportes del uso tradicional de especies vegetales

para el presente proyecto de investigacion se decidié utilizar: Erythrina ulei.

El género Erythrina pertenece a la familia Fabaceae (Leguminosae) y presenta una gran
diversidad ecoldgica asi como también una amplia variacibn morfolégica. Han sido
descritas alrededor de 115 especies en el planeta distribuidas en Sudamérica,

Centroamérica, Las Antillas y Africa Occidental (Pino-Rodriguez, et al., 2003).

La medicina tradicional, a las plantas pertenecientes a la Familia Fabaceae, le atribuye
propiedades antisépticas para el tratamiento de heridas, como astringente y cicatrizante.
Son usadas en combinacion con otras plantas para el tratamiento de leishmaniasis y
llagas. Algunos de sus componentes quimicos, encontrados en las hojas, son de tipo

triterpeno, flavonoide y alcaloide. (Yaluff, et al., 2015)



Hasta la fecha no existen reportes de metabolitos secundarios con actividad
antiparasitaria aislados a partir de Erythrina ulei, pero debido a la actividad que presentan
otras especies como Erythrina crista-galli, E. dominguezzy y E. falcata, pertenecientes al

mismo género, se la considero para el presente estudio.

Este proyecto de fin de carrera es parte del Programa Nacional para el Abordaje
Multidisciplinario de las Parasitosis Desatendidas en el Ecuador (PROPAD) perteneciente
al Instituto Nacional de investigacion en Salud Publica (INSPI), que cuenta con el
financiamiento de la SENESCYT, y se esté desarrollando en colaboracién entre el INSPI,
la Universidad Central del Ecuador (UCE) vy la Universidad Técnica Particular de Loja
(UTPL), dentro del proyecto 5: Resistencia antiparasitaria y perspectiva del uso de
extractos de plantas nativas en ensayos preclinicos, pretendemos la obtencion,
aislamiento y caracterizacion de metabolitos secundarios con posible actividad
antiparasitaria de la especie vegetal Erythrina ulei y posteriormente en una segunda fase
se realizard en el INSPI la evaluacion de la actividad antiparasitaria tanto de extractos

como de los metabolitos secundarios aislados en mayor proporcion.



CAPITULO |



1. Fin, propoésito y componentes del proyecto.

1.1. Fin del proyecto.

Contribuir con el estudio de metabolitos secundarios en la especie Erythrina ulei.

1.2. Propésito del proyecto.

Aislar e identificar metabolitos secundarios a partir de la especie vegetal Erythrina ulei.

1.3. Componentes del proyecto.

>

Recolectar las partes aéreas (hojas, tallos y flores) de la especie vegetal Erythrina
ulei.

Obtener extractos con disolventes de polaridad ascendente: hexano, acetato de
etilo y metanol.

Aislar, caracterizar e identificar los compuestos obtenidos.



CAPITULO Il ASPECTOS GENERALES



2. Aspectos generales.

2.1. Biodiversidad en el Ecuador.

Se considera al Ecuador como uno de los 17 paises en donde estéd concentrada la mayor
biodiversidad del planeta. Debido a la variedad de climas que presenta, se ha producido el

nacimiento de miles de especies de flora y fauna (Quiroz, 2008).

Se encuentra ubicado en una zona torrida y estid atravesado por la linea ecuatorial,
debido a esto Ecuador deberia tener un clima calido, pero, dada su topografia y
diversidad de zonas climaticas, posee varias especies vegetales y animales. Como
representacion de su alta biodiversidad también se encuentran multiples culturas y etnias
humanas (Vallejo M. , 2010).

La riqueza bioldgica de nuestro pais se ve reflejada en toda una gama de organismos. En
un &rea que representa el 2% del total de la superficie terrestre contiene el 10% de todas
las especies vasculares presentes en el mundo (Vallejo M. , 2010). Al ser inmensamente
rica en plantas utiles, se ha reconocido constantemente la flora de este pais (Balslev, et
al., 2008).

2.2. Medicina tradicional y uso de plantas medicinales.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Medicina Tradicional, también
conocida como medicina alternativa o complementaria, comprende una gran variedad de
terapias y practicas que varian de acuerdo a los paises y regiones. Se la considera como
la suma de conocimientos, habilidades y practicas que se basan en teorias, creencias y
experiencias. Es utilizada para la prevencién, diagndstico, mejoramiento y tratamiento de
enfermedades fisicas y mentales (OMS, 2002).

En las Ultimas décadas el reconocimiento del uso y valor de las plantas medicinales, a
nivel mundial, ha ido incrementando. De acuerdo a la OMS las dos terceras partes de la
poblacién, acuden al uso de las mismas para cubrir sus necesidades primarias como
también las que requieren asistencia médica. Debido a la persistencia y aumento de cierto
tipo de enfermedades, asi como el impedimento de la mayoria de la poblacién para
acceder a servicios de salud institucionalizados, ha crecido el interés de varios

organismos por incentivar al uso de las plantas medicinales (Cruz, et al., 2010).

Aproximadamente el 80% de la poblaciébn Ecuatoriana utiliza plantas o productos

naturales para su salud y bienestar (Ansaloni et al., 2010).



En nuestro pais, las plantas, para las comunidades campesinas e indigenas, son
consideradas como un recurso fundamental. En el campo, la mayoria de las personas
dependen de las mismas para resguardar sus necesidades de alimento, medicina y
vivienda. Por otro lado en la ciudad su uso directo es mucho menor, las usan con mayor
frecuencia personas que viven en zonas urbano-marginales y son de clase social baja. En
los mercados de las ciudades de Ecuador el comercio de las plantas aun se mantiene, se
venden alrededor de 273 especies de plantas medicinales, las cuales son utilizadas para

tratar mas de 70 dolencias (Ansaloni, et al., 2010).

Tomando en cuenta la enorme cantidad de conocimiento sobre el uso de plantas
medicinales que las culturas andinas poseen, las especies que se utilizan y las practicas
medicinales podrian ser mayores y muchos mas diversas de las que hasta ahora se han

reportado (Ansaloni, et al., 2010).
2.3. Metabolitos secundarios.

Se considera al metabolismo como el conjunto de reacciones quimicas que realizan las
células de los seres vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas
simples. Ademas de poseer un metabolismo primario, las plantas, poseen un metabolismo
secundario el cual es utilizado para la produccion y acumulacién de compuestos quimicos
naturalmente diversos. Estos metabolitos secundarios se distribuyen entre grupos
taxondmicos, se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como: medicamentos,

insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros (Avalos & Pérez-Urria, 2009).

Los metabolitos secundarios no presentan una funcién especifica y no todos se
encuentran en todos los grupos de plantas, algunos grupos presentan una distribucion
restringida en el reino vegetal. Se sintetizan en cantidades pequefias y algunos se
encuentran solo en un determinado grupo de plantas, o una familia o incluso a alguna

especie (Avalos & Pérez-Urria, 2009).

Practicamente todas las sustancias provenientes de las plantas que no han sido utilizadas
para fines alimenticios son productos provenientes del metabolismo secundario. La
mayoria de estos metabolitos tienen algun tipo de actividad que puede ser antibacteriana,
antioxidante, anticancerigena, entre otras. Debido a esto existe una amplia cantidad de
programas de busqueda de compuestos naturales que tengan una particular actividad

bioldgica (Almaraz, et al., 2001).



2.4. Descripcion del género Erythrina.

El origen del nombre Erythrina proviene de la palabra griega “erythros”, que significa rojo,
debido a las flores rojas brillantes de los arboles de este género. Los arboles se conocen
como “arbol de coral” (Araujo-Junior, et al., 2012). Se han dado varios usos a este género
como: postes para cercos, sombras para cultivos de café y cacao, cultivo intercalado,
forraje para el ganado y semillas comestibles. Presenta algunas caracteristicas comunes
como: rapido crecimiento, alta produccién de biomasa, facil propagacion por medios

vegetativos (Gomez, 2012).

Varias especies del género Erythrina son utilizadas para el tratamiento de alrededor de 60
trastornos. Las principales propiedades que se le asignan a estas especies vegetales son:
alivio de dolores (7%); tratamiento de infecciones urinarias, respiratorias, infecciones de
los ojos, piel y garganta (7%), para la fiebre (6%), cura de heridas (5%), para el
tratamiento de trastornos menstruales (5%), procesos inflamatorios (4%), entre otras.
Existe un reporte acerca de la utilizacion de algunas de estas especies como alimento y
veneno para animales (3% del total de reportes). De 393 reportes de alcaloides, 358 son
del tipo isoquinolinico, lo que revela que este tipo de alcaloide es predominante y

caracteristico del género Erythrina (Pino-Rodriguez et al., 2003).

A partir de extractos de corteza y hojas de Erythrina crista-galli, Erythrina dominguezzy y
Erythrina falcata se ha evaluado la actividad antiparasitaria in vitro sobre formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi y promastigotas de Leishmania amazonensis, L

infantum y L. braziliensis (Yaluff, et al., 2015).

Los alcaloides de la especie Erythrina poseen muchas actividades fisiolégicas como:
antifangico, ansiolitico, sedante y bloqueadores neuromusculares (Trujillo-Trujillo, et al.,
2007). Posee también caracteristicas citotOxicas, antioxidantes, antibacteriales,
antisépticas, fungicidas (Quattrochi, 2010), molusquicidas (pesticidas utilizados para
controlar los moluscos) (Dawidar, et al., 2015), y es utilizado el jugo del interior de la

corteza para tratar heridas (Quattrochi, 2010).

Para el tratamiento de enfermedades tropicales desatendidas como tripanosomiasis
americana y leishmaniosis se reporta la actividad de los alcaloides, los cuales
comprenden el 20% del total de compuestos con efecto antiparasitario, y los principales
compuestos representativos son las quinolinas, isoquinolinas, indoles, esteroides y
diterpenos (Yaluff, et al., 2015).

10



A partir de especies de este género se han logrado aislar varios compuestos como:
erycristagallin (E1), que es un pterocarpano aislado a partir de Erythrina mildbraedii
(Njamena,D. et al., 2003). Eritrochin B (E2); un isoflavonoide, aislado a partir de Erythrina
eriotricha como también cinco pterocarpanos conocidos, isoneorautenol (E3), erybraedin
A (E4), erybraedin C (E5), D (E6) y erybraedin E (E7) (Nkengfacka, A. et al., 2003). Un
derivado de cinamato se obtuvo a partir de Erythrina excelsa y se identific6 como
nonadecilo para-hydroperoxycinnamato. Este compuesto se aisld0 junto con tres
compuestos conocidos, lupeol (E8) (triterpeno), mezcla de sitosterol (E9) (fitoesterol) y
estigmasterol (E10) (esterol), e isoneorautenol (Kwamou, GMN, et al., 2015). De Erythrina
suberosa se han logrado aislar cuatro metabolitos distintos designados como 4'-metoxi
licoflavanona (flavonoide), alpinumisoflavona (E11) (flavonoide), wighteone (E12)
(isoflavonoide) y a-Hydroxyerysotrine (E13) (Kumara, S. et al., 2013).

A continuacién se muestran las estructuras moleculares de los compuestos aislados a
partir de las diferentes especies del género.

Isoneorautenol (E3) Erybraedin A (E4)
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Sitosterol (E9) Estigmasterol (E10)

Alpinumisoflavona (E11) Wighteone (E12)
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a-hydroxyerysotrine (E13)

2.4.1. Descripcion de la especie Erythrina ulei.

Erythrina ulei, también denominada Erythrina xinguensis Ducke, es un arbol que tiene
entre 15y 20 m de altura, su tallo es lenticelado y con tendencia a formar escamas por la
corteza exfoliante, sus hojas tienen aproximadamente de 10 a 15 cm de longitud y entre 8
y 13 cm de ancho. Se distribuye en la amazonia de Perl, Ecuador, Brasil, Bolivia y
Colombia. Esta especia tiende a perder sus hojas antes de florecer, y florece en los

meses de Septiembre y Octubre.

Tabla 1. Taxonomia de Erythrina ulei

Reino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Dicotyledoneae
Sub-clase: Archichlamydeae
Orden: Rosales

Familia: Fabaceae
Sub-familia: Papilionoideae
Tribu: Phaseoleae
Género: Erythrina
Especie: Erythrina ulei

Fuente: (Araujo, 2005)

Hasta el momento no se han encontrado reportes sobre metabolitos secundarios con
actividad antiparasitaria aislados a partir de la especie Erythrina ulei, existe un reporte con
alcaloides que presentan actividad molusquicida (Dawidar, et al., 2015), pero se la ha

considerado para el presente estudio por los metabolitos secundarios aislados a partir de
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otras especies del mismo género, de los cuales si hay reportes de actividad
antiparasitaria.

2.5. Algunas técnicas de aislamiento, identificacion y caracterizacion de
metabolitos secundarios.

2.5.1. Cromatografia.

En cromatografia se encuentran dos fases: la fase mévil que es el disolvente que pasa a
través de la columna y la fase estacionaria que se encuentra fija en el interior. La
separacion se da debido al reparto de solutos entre las fases movil y estacionaria (Harris,
2012).

2.5.2. Cromatografia en columna.

Se emplea para la separacion de mezclas o purificacion de sustancias. Generalmente se
utiliza, como fase estacionaria, silice o alimina. Y un disolvente o mezcla de disolventes,
que pasan a través de la columna, como fase movil. Dicho disolvente puede pasar por
efecto de la gravedad o por la aplicacion de presién. La fase movil arrastra los
compuestos que forman la mezcla, algunos de estos se encuentran fuertemente retenidos
por la fase estacionaria por lo que hara que avanzaran mas despacio, mientras que los

gue son apenas retenidos avanzaran mas rapido (Rocha, 2000).
2.5.3. Cromatografia en capa fina.

Como fase estacionaria se utilizan particulas adsorbentes propagadas sobre una hoja
inerte de vidrio, plastico, o metal. La fase mévil puede ser un disolvente o mezcla de
varios disolventes. Algunas de las ventajas de cromatografia de capa fina (CCF) es que
las muestras no tienen que someterse a extensas medidas de limpieza, y se tiene la

capacidad para detectar una amplia gama de compuestos (Tesso, 2005).
254, Cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de masas.

Debido a la informacion cuantitativa y cualitativa que suministra, la espectrometria de
masas es muy utilizada como detector en cromatografia. La selectividad del mismo facilita
los requisitos de la preparacion de muestra o completa la separacién de los componentes

gue hay en la mezcla, y aumenta la relacion sefial/ruido (Harris, 2012).
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El espectro de masas es extremadamente sensible por lo que se puede medir facilmente
un componente en un cromatograma complejo de compuestos poco separados. La
deteccién de un ion seleccionado disminuye el limite de deteccién de un factor de
aproximadamente 100, comparado con un barrido de m/z porque en la deteccién de iones

escogidos se invierte mas tiempo recogiendo solo iones de interés (Harris, 2012).
2.5.5. Resonancia nuclear magnética.

Es uno de los métodos mas utilizados para la determinacion de la estructura molecular en
disolucion en liguidos puros y en gases. La resonancia nuclear magnética se utiliza para
caracterizar estructuralmente compuestos que contengan elementos con ndcleos
magnéticos, es decir todos los nlcleos que poseen un numero impar de protones o
neutrones. Su sensibilidad depende de la abundancia y la magnitud de su momento

magnético nuclear, entre otros. (Shriver et al, 2004).
2.5.6. Cristalizacion.

Para la cristalizacion en necesario disolver el sdélido con una minima cantidad del
disolvente apropiado, obteniendo una disolucién saturada. Al enfriarse se empiezan a
formar pequefios cristales. Mediante filtracion se separan los cristales de las aguas
madres, el proceso de lavado se repite varias veces para eliminar impurezas. La
cristalizacion idonea es aquella que tiene lugar lentamente, ya que conduce a cristales

muy puros (Olivas & Barraza, 2011).
2.5.7. Punto de fusion.

Es la temperatura a la que un sélido se convierte en liquido. A medida que la masa
molecular incrementa también los puntos de fusion. El empaguetamiento es la propiedad
gue determina lo bien que se acomodan las moléculas individuales dentro de la estructura
cristalina de un solido. Cuanto mas compacto es el empaquetamiento, mayor energia se

requerira para romper la estructura y lograr la fusién del compuesto (Yurkanis, 2007).
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CAPITULO Ill MATERIALES Y METODOS
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3. Materiales y métodos.

En la figura 1 se presenta un esquema de la metodologia que se empled para el siguiente
trabajo de investigacion.

Seleccion y recoleccion de la especie vegetal

Hexano

« Hojas
e Tallos
e«  Flores

1

Acetato de etilo
* Hojas
« Tallos
e Flores

Obtencion de extractos ——»

Metanol Extraccion de
s« Hojas alcaloides

Metanol
L%+ Tallos
s Flores

Acetato de etilo
+« Hojas
+ Flores

etandl Cromatografia en columna abierta

+« Fraccién alcaloidea

pHT l
+ Fraccion alcaloidea

pH 11 Caracterizacion e identificacion de
metabolitos secundarios

+« Cromatografia en capa fina

s  Punto de fusion

+ Cromatografia de gases
acoplado a espectroscopia
de masas

+ Resonancia Magnética
Nuclear

Figura 1: Metodologia experimental
Fuente: Autora

3.1. Seleccién y recoleccién de la materia vegetal.

En base a informacion bibliografica se realiz6 la selecciébn de la especie vegetal. La
materia prima se recolecté en la parroquia rural Cumbaratza en el cantén Zamora, en la
provincia de Zamora Chinchipe, en Ecuador, con coordenadas 17735727E, 9557628N.
Una vez identificada la especie por la Dr. Fani Tinitana, se depositd6 una muestra en el
herbario de la UTPL con el nimero de voucher HUTPL7677.
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Figura 2: Mapa de recoleccién de la especie Erythrina ulei.
Fuente: Mapas del Ecuador

3.2. Obtencidn de extractos.

Fueron secados 8 kg de la especie, se separaron hojas, tallos y flores. Se limpi6 la
materia prima para eliminar cualquier rastro de impurezas que contenga y que puedan

intervenir con la investigacion.

Se coloc6 la materia vegetal en un cuarto de secado con flujo de aire a 37 °C por

aproximadamente 7 dias con el fin de eliminar la humedad presente.

Se llevd a maceracion estatica utilizando disolventes de polaridad ascendente: Hex,
AcOEt, MeOH. La especie fue colocada en 7 recipientes, de los cuales 4 pertenecian a
hojas, 2 a tallos y 1 a flores. Se coloc6 10 litros del disolvente correspondiente y se lo dejo
reposar durante 3 dias, se realizaron cuatro extracciones con cada disolvente.
Seguidamente se procedié al filtrado y concentrado al vacié en un rotaevaporador.

Finalmente se peso y etiquetd cada extracto.
El rendimiento de los extractos se calcul6 con la formula que se presenta a continuacion:

o Peso de extracto
Rendimiento % = - * 100
Peso de materia seca

(Férmula 1)

Cada estructura morfolégica se trabajéo por separado debido a la diferencia que

presentaron los diferentes extractos en el perfil cromatografico.
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3.3. Fraccionamiento de extractos.

3.3.1. Montaje de columna.

Se fracciondé mediante cromatografia en columna abierta de 42 mm de diametro y 50 cm
de altura de cuerpo, utilizando silica gel 60 (0.015-0.040mm), para la elucion se utilizé
Hex, AcOEt, MeOH, asi como también mezclas de los mismos. Se recolectaron fracciones

de 10 mL y se realizdé cromatografia en capa fina de cada una de las fracciones.
3.3.2. Cromatografia en capa fina.

Se utilizaron placas de aluminio cubiertas de silica gel 60 Fs4 y fase inversa C18, la
visualizacion se la realizé en luz UV 254 y 365 nm, cada placa fue revelada con acido

sulfurico al 5% y vainillina.
3.3.3. Union y purificacion.

Para realizar la unién se tomé en cuenta la similitud en el perfil cromatogréfico de cada
fraccion, la altura de las manchas en la placa de cromatografia en capa fina de cada
compuesto que se observaban en la luz UV a 254 y 365 nm y la similitud visual del

revelador utilizando acido sulftrico al 5% y vainillina.

La purificacibn de cada compuesto se hizo en base al grado de solubilidad que
presentaba frente a cada disolvente utilizando el que fuera mas adecuado para realizar el

lavado, y en otros casos se utilizaron microcolumnas.
3.3.4. Microcolumna.

Para el fraccionamiento en microcolumna se utilizo silica gel 60 (0.015-0.040mm) y una
columna de 15 mm de diametro y 40 cm de altura de cuerpo, utilizando una relacién de
empaguetamiento 1:15. Para la elucion se utilizaron mezclas de disolventes de: hexano,
acetato de etilo, diclorometano y metanol. Se obtuvieron fracciones de 2 mL y se realizo
cromatografia en capa fina de cada uno de éstas, se unieron las fracciones que

presentaban similitud en el perfil cromatografico.
3.4. Extraccion de alcaloides.

Para confirmar la presencia de alcaloides en el extracto metandlico de hojas se realizo
una prueba de Dragendorff, al pintarse las manchas de un color naranja oscuro da un
resultado positivo para la prueba por lo que se siguio el procedimiento de separacion

liquido-liquido.
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Se acidifico el extracto con H,SO,4 al 2%, se filtr6 y se realizé pruebas de Dragendorff

hasta obtener un resultado negativo.

A la fase acida que contiene los alcaloides se la extrajo mediante el siguiente proceso:

e Extraccion con Hexano, pH acido.
e Extraccion con CHCIs, pH acido.
e Extraccion con CHCIs, pH 7.

e Extraccion con CHCIs, pH 11.

La extraccion con Hexano y CHCI; a pH &cido se realizé cuatro veces, mientras que las
extracciones con CHCI; a pH 7 y 11 se realizaron hasta que las pruebas de Dragendorff

dieron un resultado negativo (Herrera, 2013).

3.5. Caracterizacion de metabolitos secundarios.
3.5.1. Punto de fusioén.

Para determinar el punto de fusion de los compuestos aislados se utilizé el equipo Fisher

Johns, las temperaturas no fueron corregidas.
3.5.2. Factor de retencion.

Se determind el factor de retencién de cada uno de los compuestos aislados. Este
expresa la relacién entre la distancia recorrida de la muestra (desde el punto de la

siembra) con respecto a la distancia recorrida por el solvente.

Distancia recorrida (muestra)

 Distancia recorrida (solvente)
(Férmula 2)

3.5.3. Cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de masas
(CGIEM).

Para determinar los espectros de masas se utilizO un cromatégrafo de gases (Agilent
Technologies 6890N) acoplado a un espectrometro de masas (Agilent Technologies 5973
inert) y columnas cromatograficas como BSNS y HP INNOWax. Para la identificacion de

los compuestos se emplearon las bases de datos Wiley 7n.l y spectral database for
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organic compounds SDBS. Las condiciones de operacion del equipo se detallan en la

siguiente tabla.

Tabla 2. Condiciones de operacion del equipo CG/EM

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

Temperatura maxima: 350 'C

Flujo constante. Flujo inicial 1.5 ml/min

modo splitless

COLUMNA
Presion inicial: 26.99 psi
Velocidad promedio: 32 cm/s
Presion de salida: vacio
INYECTOR en | Temperatura inicial de 50 °C

Gas: Helio

Temperatura de 250 °C

DETECTOR :
Gas: Nitrégeno
Temperatura inicial: 80 ‘C
HORNO Temperatura final: 300 °C

Gradiente de temperatura de 5 °C/min

Fuente: Laboratorio de analisis quimico e instrumental de la UTPL

3.5.4. Espectroscopia de Resonancia Nuclear Magnética (RMN).

Para obtener los espectros de RMN de H y 13C, 400 MHz y 100 MHz respectivamente,

se utilizé un equipo de resonancia magnética nuclear Varian 400 MHz-Premium Schelded.

Para la lectura de las muestras se realiza una disolucion de la misma empleando

disolventes deuterados como CDCl; y MeOH.
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CAPITULO IV RESULTADOS Y ANALISIS
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4. Resultados y andlisis.

4.1. Rendimiento de los extractos obtenidos.

Los resultados correspondientes al peso obtenido y al rendimiento de los extractos a partir
de 8 kg de material vegetal seca, de los cuales 4.4 kg corresponden a hojas, 2.4 kg a

tallos y 1.2 kg a flores, se detallan en la tabla 2.

Tabla 3. Peso y rendimiento de los extractos obtenidos de E. ulei

Disolvente Parte aérea Peso (g) Rendimiento %

Hojas 74.14 1.68

Hexano Tallos 6.16 0.26
Flores 11.28 0.94

Hojas 40.16 0.91

Acetato de Etilo Tallos 95.01 3.95
Flores 21.34 1.78

Hojas 149.51 3.40

Metanol Tallos 140.80 5.87
Flores 131.36 10.94

Fuente: Autora

Debido a la diferencia en el perfil cromatografico se trabajaron los extractos por separado.
En la Figura 3 se puede observar el perfil de los extractos en CCF. Se utiliz6 una letra en

cada uno siendo H el correspondiente al extracto de hojas, T al de tallos y F al de flores.

—3
Y ¥

(a) (b) (©)
Figura 3. Placas cromatogréficas de extractos de Erythrina ulei (a) Extracto de hexano (b)
Extracto de acetato de etilo (c) Extracto de metanol.

Fuente: Autora
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4.2. Aislamiento de metabolitos secundarios.

4.2.1. Extracto de acetato de etilo - flores.

Del extracto de acetato de etilo — flores (AcCOEt F) se recolectaron 142 muestras con un
volumen de 10 ml cada una, las cuales se unieron de acuerdo a la similitud que
presentaron en el perfil cromatogréfico, obteniéndose 18 fracciones en total (AcOEt FF1-

AcOEt FF18). En la tabla 3 se muestran las fracciones con sus caracteristicas.

Tabla 4. Unién de las fracciones de extracto de acetato de etilo de flores

Fraccién Muestra Polaridad PrOFE;J)Clon Apariencia
AcOEt FF1 1-2;4-8 Hex: CH.Cl; 70:30 Sélido amarillo
AcOEt FF2 3 Hex: CH:Cl; 70:30 Sélido amarillo
AcOEt FF3 9-16 Hex: CH.Cl; 70:30 Sélido amarillo
AcOEt FF4 17-22 Hex: CH:Cl; 60:40 Polvo blanquecino
AcOEt FF5 23-24 Hex: CH.Cl; 60:40 Sdélido blanquecino
AcOEt FF6 25-29 Hex: CH.Cl; 60:40 Sélido amarillo
AcOEt FF7 30-42 Hex: CH:Cl; 50:50 Sélido amarillo
AcOEt FF8 43-46 Hex: CH.Cl; 40:60 Sélido amarillo
AcOEt FF9 47-54 Hex: CH2Cl; 40:60 Cristales amarillos
AcOEt FF10 55-62 Hex: CH2Cl> 30:70 Cristales amarillos
AcOEt FF11 63-70 Hex: CH:Cl; 20:80 Cristales amarillos
AcOEt FF12 71-86 Hex: CH.Cl, 10:90 Cristales amarillos
AcOEt FF13 87-94 CHxCl, 100 Cristales amarillos
AcOEt FF14 95-102 CH.Cl;:MeOH 95:05 Cristales amarillos
AcOEt FF15 103-110 CH2Cl>:MeOH 90:10 Cristales amarillos
AcOEt FF16 111-118 CH.Cl,:MeOH 50:50 Cristales amarillos
AcOEt FF17 119-126 CH.Cl;:MeOH 50:50 Cristales amarillos
AcOEt FF18 127-142 CH2Cl>:MeOH 50:50 Cristales amarillos

Fuente: Autora
4.2.2. Extracto de acetato de etilo — hojas.

Se recolectaron 120 fracciones con un volumen de 15 ml, en la tabla 4 se muestran las
fracciones después de evaluar su perfil cromatogréfico obteniendo 22 de las mismas

(AcOEt HF1-AcOEt HF22). En la tabla 4 se especifican las caracteristicas de las mismas.

Tabla 5. Unidn de las fracciones del extracto de acetato de etilo de hojas

Fraccion Muestra | Polaridad |Proporcién (%) Apariencia
AcOEt HF1 1-8 Hex: CH.Cl, 80:20 Solido amarillo claro
AcOEt HF2 9-16 Hex: CH:Cl2 80:20 Sélido amarillo claro
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AcOEt HF3 17-24 Hex: CH2Cl; 80:20 Soélido amarillo claro
AcOEt HF4 25-32 Hex: CH.Cl; 70:30 Solido amarillo claro
AcOEt HF5 33-36 Hex: CH2Cl; 70:30 Soélido amarillo claro
AcOEt HF6 37 Hex: CH.Cl; 60:40 Solido amarillo claro
AcOEt HF7 38-40 Hex: CH.Cl; 60:40 Solido amarillo claro
AcOEt HF8 41-48 Hex: CH2Cl; 50:50 Soélido amarillo claro
AcOEt HF9 49-51 Hex: CH.Cl; 50:50 Solido amarillo claro
AcOEt HF10 52-53 Hex: CH2Cl; 50:50 Soélido amarillo claro
AcOEt HF11 54-56 Hex: CH.Cl; 40:60 Solido amarillo claro
AcOEt HF12 57-68 Hex: CH2Cl; 40:60 Soélido amarillo claro
AcOEt HF13 69-70 Hex: CH2Cl; 40:60 Soélido amarillo claro
AcOEt HF14 71 Hex: CH.Cl; 40:60 Solido amarillo claro
AcOEt HF15 72-80 Hex: CH2Cl; 30:70 Soélido amarillo claro
AcOEt HF16 81-88 Hex: CH.Cl; 30:70 Solido amarillo oscuro
AcOEt HF17 89-99 Hex: CH2Cl; 20:80 Sdélido amarillo oscuro
AcOEt HF18 | 100-104 | Hex: CH.CI; 20:80 Solido amarillo oscuro
AcOEt HF19 | 105-112 | Hex: CH.CI; 20:80 Solido amarillo oscuro
AcOEt HF20 | 113-117 CHCl; 100 Sdélido amarillo oscuro
AcOEt HF21 | 118-119 CHxCl; 100 Solido amarillo oscuro
AcOEt HF22 120 CHCl; 100 Sdélido amarillo oscuro

Fuente: Autora

De la fraccion AcOEt HF18 se realiz6 una microcolumna isocratica con polaridad
Hex:CH.Cl, 8:2 para separar el compuesto mayoritario. En la tabla 5 se especifica el peso

y unién de cada una de las fracciones recolectadas.

Tabla 6. Unién y peso de las fracciones de la microcolumna de la fraccion AcOEt HF18

Fraccion Muestra Peso (mQ)
AcOEt HF18 — M1 1-71 1.8
AcOEt HF18 — M2 72-75 0.9
AcOEt HF18 — M3 77 1.1
AcOEt HF18 — M4 78 1.8
AcOEt HF18 — M5 79-80;82-83 6.2
AcOEt HF18 — M6 8ly 84 2.7
AcOEt HF18 — M7 76y 85 14
AcOEt HF18 — M8 86-93;95 1.3
AcOEt HF18 — M9 94 1.1
AcOEt HF18 — M10 96-104 15.3
AcOEt HF18 — M11 105-136 30.1
AcOEt HF18 — M12 137-192 14.6
AcOEt HF18 — M13 193 1.8
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AcOEt HF18 — M14 194 52.4
AcOEt HF18 — M15 195 8.7
AcOEt HF18 — M16 196 2.7
AcOEt HF18 — M17 197 8.9

Fuente: Autora

4.2.3. Extracto de metanol — hojas.

4.2.3.1. Extracciéon de alcaloides.

La presencia de alcaloides en el extracto metandlico de hojas se realiz6 utilizando la
prueba de Dragendorff, al pintarse las manchas de un color naranja oscuro da un
resultado positivo para la misma, por lo que se siguié el procedimiento de separacién

liquido-liquido.

A la fase acida que contiene los alcaloides se la extrajo a pH 7 y 11. Las extracciones se

realizaron hasta que las pruebas de Dragendorff dieron un resultado negativo.

Como puede verse en la figura 4 las fracciones alcaloideas son mezclas bastante

complejas.

(a) (d)

Figura 4. Fracciones alcaloideas pH 7y pH 11
Fuente: Autora

En la Figura 4 se muestra la CCF de los extractos de alcaloideos en pH 7 (izquierda) y 11
(derecha), las polaridades en las que se trabajo fueron AcOEt: MeOH 1:1 corrida tres
veces (a), MeOH 100% (b), MeOH 100% corrida tres veces (c) y AcOEt: MeOH 7:3 corrida

tres veces (d).
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Se montd microcolumnas isocréticas para tratar de separar los alcaloides

4.2.3.2.  Fraccion alcaloidea pH 7.

Se aislaron 236.8 mg de extracto soluble en metanol. La fraccion fue analizada mediante
RMN !H (Anexo, espectro 2) y CG/EM, con la base de datos Wiley 7n.l, y se obtuvo una
mezcla de 10 compuestos con un tiempo de retencién de tg = 6.93, 17.20, 17.57, 18.46,
25.09, 25.74, 25.85, 26.04, 26.25, 27.71. Presentan un porcentaje de similitud que varia
desde 38 a 89. (Anexo, espectro 1).

4.2.3.2.1. Columnade la fraccién alcaloidea pH 7.

Se realizd una microcolumna isocréatica con 115 mg del extracto alcaloideo con polaridad
MeOH 100%, se recolectaron 354 muestras, de acuerdo a su perfil cromatografico se
unieron, resultando 23 fracciones en total. En la tabla 6 se especifica la union de las

mismas con su respectivo peso en mg.

Tabla 7. Unién de las fracciones de la columna de la fraccion alcaloidea pH 7

Fraccion Muestra Apariencia Peso (mg)
MeOH A7F-1 1-5 Sdélido amarillo claro 15
MeOH A7F-2 6-10 Soélido amarillo oscuro 2
MeOH A7F-3 11-16 Solido amarillo oscuro 14.5
MeOH A7F-4 17-21 Soélido amarillo oscuro 30.4
MeOH A7F-5 22-32 Solido amarillo oscuro 26.2
MeOH A7F-6 33-36 Sdélido amarillo claro 2.3
MeOH A7F-7 37-45 Solido amarillo claro 3.3
MeOH A7F-8 46-48 Solido amarillo claro 1.9
MeOH A7F-9 49-56 Sdélido amarillo claro 4.3
MeOH A7F-10 57-64 Solido amarillo claro 4
MeOH A7F-11 65-80 Sdélido amarillo claro 4.8
MeOH A7F-12 81-96 Polvo blanquecino 2.2
MeOH A7F-13 97-144 Polvo blanquecino 2.3
MeOH A7F-14 145-183 Polvo blanquecino 2.1
MeOH A7F-15 184 Polvo blanquecino 0.9
MeOH A7F-16 185-192 Polvo blanquecino 1
MeOH A7F-17 193 Polvo blanquecino 0.7
MeOH A7F-18 194-204 Polvo blanquecino 1
MeOH A7F-19 205 Polvo blanquecino 0.8
MeOH A7F-20 206-216 Polvo blanquecino 0.7
MeOH A7F-21 | 217-235;237-296 Polvo blanquecino 1.8
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MeOH A7F-22 236 Polvo blangquecino 0.6

MeOH A7F-23 297-354 Polvo blanquecino 24
Fuente: Autora

En la Figura 5 se puede observar la CCF en luz UV de 365 nm de las fracciones de la

microcolumna en pH 7, corrida en Hex: AcOEt 1:1.

Figura 5. CCF de las fracciones alcaloideas en pH 7

Fuente: Autora

4.2.3.3. Fraccion alcaloidea pH 11.

Del extracto se aislaron 226.1 mg solubles en metanol. Se analiz6 la fraccion mediante
RMN !H (Anexo, espectro 4) y CG/EM y se obtuvo una mezcla de 9 compuestos con un
tiempo de retencion de tr = 15.60, 17.19, 19.07, 19.81, 20.76, 20.84, 21.53, 26.25, 27.70,
gue presentan un porcentaje de similitud que varia desde 6 a 68 segun la base de datos

Wiley 7n.l. (Anexo, espectro 3).
4.2.3.3.1. Columnade la fraccién alcaloidea pH 11.

Se realiz6 una microcolumna isocratica con 113.4 mg del extracto alcaloideo con
polaridad MeOH 100%, se recolectaron 146 muestras, de acuerdo a su perfil
cromatografico se unieron, resultando 19 fracciones en total. En la tabla 7 se muestra el
peso, en mg, de cada fraccion obtenida.

Tabla 8. Unién de las fracciones de la columna de la fraccion alcaloidea pH 11

Fraccion Muestra Apariencia Peso (mg)
MeOHA11F-1 1-2 Soélido amarrillo claro 1.1
MeOHA11F-2 3 Solido amarillo claro 0.5
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MeOH Al11F-3 4 Sdélido amarillo oscuro 0

MeOH Al1F-4 5-10 Solido amarillo oscuro 1.2
MeOH Al11lF-5 11-30 Sdélido amarillo oscuro 61.3
MeOH Al11F-6 31-32 Solido amarillo oscuro 2.5
MeOH A11F-7 33-40 Solido amarillo oscuro 4.5
MeOH Al11F-8 41-59 Soélido amarillo claro 3

MeOH A11F-9 60-64 Solido amarillo claro 1

MeOH A11F-10 65-72 Soélido amarillo claro 2.8
MeOH Al11F-11 73-80 Solido amarillo claro 1.6
MeOH A11F-12 81-96 Polvo blanquecino 5.2
MeOH A11F-13 97-112 Polvo blanquecino 3

MeOH Al1F-14 113-120 Polvo blanquecino 13
MeOH Al11F-15 121-128 Polvo blanquecino 0.9
MeOH Al11F-16 129-136 Polvo blanquecino 0.7
MeOH A11F-17 137-144 Polvo blanquecino 0.4
MeOH A11F-18 145 Solido amarillo oscuro 12.3
MeOH A11F-19 146 Solido amarillo oscuro 8.3

Fuente: Autora

Al estar muy mezcladas no fue posible separar los compuestos, sin embargo se sigue
trabajando en las mismas. En la Figura 6 se observan las CCF de las fracciones MeOH
AllF 1 (a), 5 (b), 12 (c) y 18 (d), corridas en Hex:AcOEt 1:1.

= | '“-
N
| "

NS U

(a) (b) (c) (d)
Figura 6. CCF de las fracciones alcaloideas 1, 5, 12 y 18 en pH 11

Fuente: Autora
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En la Figura 7 se observa las CCF de las fracciones MeOH A11F 5 (a) y 12 (b) en luz UV
de 365 nm, asi como la fraccién 18 (c) revelada con Dragendorff, corridas en Hex:AcOEt
1:1.

(a) (b) (c)

Figura 7. CCF de las fracciones alcaloideas 5, 12 y 18 en pH 11

Fuente: Autora

4.3. Caracterizacion e identificaciéon de metabolitos secundarios.
4.3.1. Extracto de acetato de etilo —flores.
43.1.1. Fraccién AcOEtFF4.

De la fraccién 17-22, identificada como AcOEt FF4, eluida en cromatografia en columna
en una polaridad Hex: CH.CI, 6:4, se obtuvo 6.5 mg de un polvo blanquecino, con punto
de fusion 39-42 °C, soluble en diclorometano y cloroformo, con un R; de 0.58 en una
polaridad Hex: CH>Cl, 8:2. La fraccion fue analizada en CG/EM y se obtuvo una mezcla de
8 hidrocarburos: Tricosano (1) (tr= 21.12) cuyo peso molecular es 324.63 g/mol;
Tetracosano (2) (tr=21.95) cuyo peso molecular es 338.65 g/mol; Pentacosano (3) (tr=
22.75) cuyo peso molecular es 352.68 g/mol; Hexacosano (4) (tr= 23.52) cuyo peso
molecular es 366.71 g/mol; Heptacosano (5) (tr= 24.28) cuyo peso molecular es 380.73
g/mol; Octacosano (6) (tr= 25.11) cuyo peso molecular es 394.76 g/mol; Nonacosano (7)
(tr= 26.12) cuyo peso molecular es 408.79 g/mol; Eicosano (8) (tr= 28.89) cuyo peso
molecular es 282.55 g/mol. Segun la base de datos Wiley 7n.l en CG/EM (Anexo,
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espectros 5 a 13) el porcentaje de similitud de los espectros de masa fueron 99, 99, 99,
98, 99, 99, 99 y 97% respectivamente para cada uno de los hidrocarburos. Se compararon
los patrones de fraccionamiento de masa con los reportes previos en literatura que
apoyan las estructuras propuestas (Ariza, O. et al., 2007) (Delange, D. et al.,, 2014)
(Adams, 2007).

En las Figura 8 se muestran las estructuras de los compuestos que conforman la mezcla.
Cuatro de estos hidrocarburos han sido reportados en otra especie del mismo género,
Erythrina smithiana (Aguilar, L. 2015). El metabolito Heneicosano ha sido aislado en la
especie Posoqueria latifolia del extracto etandlico, (Ariza, O. et al., 2007), para el mismo
se ha reportado actividad analgésica. Los metabolitos pentacosano, heptacosano y
eicosano han sido aislados a partir del extracto de éter de petroleo de Petiveria alliacea,

reportando para los mismos propiedades antibacterianas (Delange, D. et al., 2014).
H,C CH;  HC CH;  Hc CH;  HyC CH;,
1 2 3 4
1 2 3 4
H,C CH, H,C CH, H,C CH;, H,C CH,
25 26 27 18

5 6 7 8
Figura 8. Estructuras de los compuestos pertenecientes a la mezcla 1: Tricosano (1),
Tetracosano (2), Pentacosano (3), Hexacosano (4), Heptacosano (5), Octacosano (6),
Nonacosano (7), Eicosano (8).

Fuente: Autora

43.1.2. Fraccion AcOEt FF13.

De la fraccion del extracto de acetato de etilo — flores, identificada como AcOEt FF13,
correspondiente a la union de las fracciones 87-94, eluida en cromatografia en columna
con polaridad CH.Cl, 100%, se obtuvieron cristales amarillos. Al realizar CCF se detectd
la presencia de impurezas por lo que fue necesaria una re-cristalizacién con metanol,
obteniendo 21.8 mg de un solido blanco cristalino, con un punto de fusion 115-119 °C,

soluble en diclorometano y cloroformo, con un Rs de 0.45 en una polaridad Hex: CH.Cl.

31



6:4. Se analizd la fraccibn mediante CG/EM (Anexo, espectros 14 a 17), se pueden
observar tres tiempos de retencion distintos. Segun la base de datos Wiley 7n.l los
compuestos probablemente serian: bikaverin (9) (tr=33.71), cuyo peso molecular es
382.32 g/mol, con un porcentaje de similitud de 90; estigmastan 3,5,22 trien (10)
(tr=34.42), cuyo peso molecular es 394.68 g/mol, con un porcentaje de similitud de 94 y
estigmastan 3,5 dien (11) (tr= 36.25), cuyo peso molecular es 396.69, con un porcentaje
de similitud de 99. Reportes en literatura apoyan la estructura propuesta (Kwamou, GMN,
et al., 2015) (Son, et al., 2008) (Bawankar, et al., 2013).

En la Figura 9 se muestran las posibles estructuras de la mezcla 2. A partir de Erythrina
excelsa se logro aislar el compuesto estigmasterol (Kwamou, GMN, et al., 2015) mientras
gue los compuestos 10 y 11 se han aislado de E. ulei. El bikaverin (9) ha sido aislado a
partir de Fusarium oxysporum al que le reportan actividad antimicrobiana frente a
bacterias patdgenas de plantas diferentes, oomicetos y hongos verdaderos. (Son, et al.,
2008)

o o o CH,
H,G “ O CH,
™o o o™
o 0
‘\H
9
HiC HiC
CH,
H4C, CH3
CH3
CHs
10 11

Figura 9. Estructuras de los compuestos pertenecientes a la mezcla 2. Bikaverin
(9), Estigmastan 3,5 ,22 trien (10), Estigmastan 3,5 dien (11)

Fuente: Autora
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4.3.2. Extracto de acetato de etilo — hojas.
4.3.2.1. Fraccion AcOEt HF18-M11.

De la fraccion 100-104, identificada como AcOEt HF18, eluida en cromatografia en
columna abierta en una polaridad Hex: CH:Cl. 2:8 se obtuvo 193.8 mg de un solido
amarillo oscuro soluble en diclorometano. Se realizé una microcolumna para separar los
compuestos. Se aislé 30.1 mg de la fraccién denominada AcOEt HF18-M11. Después de
purificar la fraccibn para separar el compuesto, se obtuvo 8.6 mg de un liquido
transparente soluble en diclorometano y cloroformo, con un Rf de 0.37 en Hex:CH>Cl, 1:1.
Al analizarlo en CG/EM (Anexo, espectro 18 y 19) se observan 5 tiempos de retencion.
Siendo tgr = 20.25 para el compuesto mayoritario con una proporcién de 60.48 de acuerdo
con la base de datos Wiley 7n.l. Para su identificacion se comparé el espectro con el de la

base de datos spectral database for organic compounds SDBS (Anexo, espectro 19-1).

El compuesto se identific6 mediante RMN (Anexo, espectros 20 y 21) como: fitol acetato
(12), cuyo peso molecular es 338.57 g/mol con formula quimica CxHs202. Fue
caracterizado mediante comparacién de espectros reportados en literatura (Bhattacharya
& Rana, 2013)(Burdi & Hasan, 1991). En la tabla 9 y 10 se muestran los datos
espectroscopicos correspondientes a ®C y !H del metabolito, en donde los

desplazamientos quimicos se hallan expresados en ppm.

Tabla 9. Datos espectroscépicos de RMN 3C (CDCIs) del compuesto fitol acetato (12)

_ Desplazamiento quimico
: . Tipo de — .
Asignacion Compuesto 12 Referencia bibliografica
carbono
(CDCly) (Bhattacharya & Rana, 2013)

C1 CH: 61.5 61.4
C2 CH 118.1 118
C3 C 142.9 142.8
C4 CH: 40.0 39.9
C5 CH> 25.2 25

C6 CH> 36.8 36.6
C7 CH 32.8 32.7
Cc8 CH> 37.6 37.4
C9 CH: 24.6 24.5
C10 CH: 37.4 37.3
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C11 CH 32.9 32.8
C12 CH> 37.5 37.4
C13 CH2 24.9 24.8
Cl4 CH2 39.5 39.4
C15 CH 28.1 28

Cl6 CHs 22.7 22.6
C17 CHs 22.8 22.7
C18 CHs 19.8 19.7
C19 CHs 19.9 19.7
C20 CHs 16.5 16.4
Cc21 CO 171.3 171.1
C22 CHs 21.2 21

Fuente: Autora

Tabla 10. Datos espectroscopicos de RMN *H (CDCIls) del compuesto fitol acetato (12)

Referencia bibliogréafica
Compuesto 12
_ » (Bhattacharya & Rana, 2013)
Asignacion : :
Desplazamiento o Desplazamiento o
o Multiplicidad o Multiplicidad
quimico quimico
C—-Hs 0.83-0.88 M 0.83-0.88 m
C-H: 1.02-1.40 M 1.02-1.40 m
C—-Hs 1.69 S 1.69 S
C-H: 2 T 2 t
C—-Hs 2.05 S 2.05 S
C -H2-0OAc 4.59 D 4.58 d
C-H 5.32 M 5.34 m

Fuente: Autora

El metabolito ha sido aislado a partir del extracto de diclorometano de las partes aéreas
de la especie Lagascea mollis, se reporta actividad antimicobacterial para el mismo
(Bhattacharya & Rana, 2013). También ha sido aislado del extracto etandlico de la

especie Leucosidea sericea con actividad antibacterial (Sharma, et al., 2014).
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En la figura 10 se muestra la estructura del metabolito aislado, identificado como fitol

acetato.
20 19 18 17
o)
)21Lo 1 7 13 15
22 2 4 6 8 o R 14 16

Figura 10. Estructura del compuesto identificado como fitol acetato (12)
Fuente: Autora
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CONCLUSIONES

De los extractos obtenidos a partir de Erythrina ulei el que mostré mayor rendimiento fue
el extracto metandlico - flores con 10.94% en comparacion con los extractos de hexano y

acetato de etilo de las diferentes partes aéreas, cuyos rendimientos son de 0.26 a 5.87.

Del extracto en acetato de etilo - flores de Erythrina ulei se identific6 mediante el indice de
retencion la fraccion AcOEt FF4, la cual fue una mezcla de ocho hidrocarburos que son:
Tricosano (1); Tetracosano (2); Pentacosano (3); Hexacosano (4); Heptacosano (5);

Octacosano (6); Nonacosano (7); Eicosano (8).

También se obtuvo la fraccibn AcCOEtFF13 la cual fue una mezcla de tres compuestos de
los cuales probablemente podrian ser: Bikaverin (9); estigmastan-3,5,22 trien (10);
estigmastan-3,5 dien (11) (tr= 36.25), segun la base de datos Wiley 7n.l en CG/EM.

Del extracto en acetato de etilo - hojas se obtuvo el compuesto identificado como fitol
acetato (12) de la fraccion AcOEt HF18-M11, el cual ha sido aislado en las especies
Lagascea mollis y Leucosidea sericea, este seria el primer reporte del compuesto para

Erythrina ulei.

A partir del extracto de metanol hojas se obtuvieron 236.8 y 226.1 mg de dos fracciones
alcaloideas en pH 7 y pH 11 respectivamente, los alcaloides aun no se han podido

separar e identificar.
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RECOMENDACIONES

Buscar otras técnicas que sean de mayor selectividad, como TLC preparativas, que
permitan separar con mayor eficiencia los elementos presentes en las mezclas obtenidas.

Con el propésito de determinar todas las propiedades de un compuesto deberian

realizarse pruebas de actividad bioldgica.
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Espectro Nro 1. Espectro de CG de la fraccion alcaloidea en pH 7, se muestran los 10
tiempos de retencién detectados, tr = 6.93, 17.21, 17.57, 18.46, 25.09, 25.74, 25.85,
26.04, 26.25, 27.71 min.

STANDARD 1H OBSERVE - profile

Sample Name: ‘ 4
LR1763 EU pH7 ‘\‘n

Data Collected on: I ‘:,.;
wormhole-vnmrs400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
LR1763_EU_pH7_20161005_01

FidFile: PROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)

Solvent: cd3od
Data collected on: Oct 5 2016
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Espectro Nro 2. Espectro de RMN *H de la fraccion alcaloidea en pH 7 del extracto

metandlico de hojas.
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Espectro Nro 3. Espectro de CG de la fraccidon alcaloidea en pH 11, se muestran los 9

tiempos de retencién detectados, tr = 15.60, 17.19, 19.07, 19.81, 20.76, 20.84, 21.53,
26.25, 27.70 min.

STANDARD 1H OBSERVE - profile
.
Sample Name:
LR1764_EU_pH11 o
Data Collected on: e

wormhole-vamrs400
Archive directory:

/home /vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:

LR1764_EU_pH11 20161005 01
FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdlod
Data collected on: Oct 5 2016
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Espectro Nro 4. Espectro de RMN 'H de la fraccién alcaloidea en pH 11 del extracto

metandlico de hojas.
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Espectro Nro 5. Espectro de CG de la fraccion AcOEtFF4, del extracto de acetato de etilo de flores, se muestran los 8 tiempos de
retencion detectados, tr=21.11, 21.95, 22.75, 23.52, 24.27, 25.11, 26.12, 28.89 min.
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Abundance Scan 3044 (21.114 min): EU_17_22.D
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Espectro Nro 6A. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como

Tricosano con un tg= 21.12 min, de la fraccion AcOEtFF4
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Espectro Nro 6B. Espectro de masas del compuesto identificado como Tricosano con el
indice de retencién de 2300 obtenido de (Adams, 2007).
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Scan 3181 (21.948 min): EU_17_22.D

H,C CH,
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Férmula: CasHso
Peso molecular: 338.65 g/mol

[ 113
=
141

rll

" 1 L. |\ J‘ || 188 h 225 25 309‘ ] 35 575403431 450 468 487 506 524 543 562579

\ T

i | ; ‘
miz-> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580

Espectro Nro 7A. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como

Tetracosano con un tg= 21.95 min, de la fraccion AcOEtFF4

1004
43
804
60
40+

20+

40

57

71

80 120 160

85

‘Jl}

d
e
w =

!17 'j‘|""1ﬁ9|83197"f11m:;q*mh"m 05

4

] |} i I I

200 240 280 320

Espectro Nro 7B. Espectro de masas del compuesto identificado como Tetracosano con
el indice de retencion de 2400, obtenido de (Adams, 2007).
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Abundance Scan 3314 (22.758 min): EU_17_22.D
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Espectro Nro 8A. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como

Pentacosano con un tg= 22.75 min, de la fraccion AcOEtFF4
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Espectro Nro 8B. Espectro de masas del compuesto identificado como Pentacosano con

el indice de retencion de 2500, obtenido de (Adams, 2007).
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Abundance Scan 3439 (23.519 min): EU_17_22.D
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Espectro Nro 9A. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Hexacosano con un tg= 23.52 min, de la fraccién AcCOEtFF4
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Espectro Nro 9B. Espectro de masas del compuesto identificado como Hexacosano con
el indice de retencion de 2600, obtenido de (Adams, 2007).
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Scan 3565 (24.286 min): EU_17_22.D
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Espectro Nro 10A. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como

Heptacosano con un tg= 24.27 min, de la fraccion AcOEtFF4

Abundance
90001
8000

7000

6000|
5000!
40001
3000

2000

{
|

1000-

ol

4

25

57

85

|

1 ‘

Lo =

Y S g

|

169

#320678: Heptacosane

197 225 253 281

309 337 &

380

miz->

TTTTTTTIT

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580

Espectro Nro 10B. Espectro de masas de la base de datos Wiley 7n.I del compuesto

identificado como Heptacosano.
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Abundance ~ Scan 3699 (25.102 min): EU_17_22.D
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Espectro Nro 11A. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como

Octacosano con un tr= 25.11 min, de la fraccion AcCOEtFF4.

Abundance ' #329269: Octacosane (CAS) $$ n-Octacosane
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Espectro Nro 11B. Espectro de masas de la base de datos Wiley 7n.I del compuesto

identificado como Octacosano.
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Abundance-1 & Scan 3866 (26.119 min): EU_17_22D
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Espectro Nro 12A. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como

Nonacosano con un tg= 26.12 min, de la fracciéon AcOEtFF4.
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Espectro Nro 12B. Espectro de masas de la base de datos Wiley 7n.I del compuesto

identificado como Nonacosano.
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Abundance Scan 4321 (28.889 min): EU_17_22.D
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Espectro Nro 13A. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
Eicosano con un tg= 28.89 min, de la fracciéon AcOEtFF4.
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Espectro Nro 13B. Espectro de masas de la base de datos Wiley 7n.I del compuesto

identificado como Eicosano.
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Espectro Nro 14. Espectro de GC de la fraccion AcOEtFF13, del extracto de acetato de
etilo de flores, se muestran los 3 tiempos de retencion detectados: 33.71, 34.42 y 36.25

min.
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Espectro Nro 15. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como

Bikaverin con un tg= 33.71 min, de la fraccion AcOEtFF13
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Scan 5230 (34.424 min): EU_87_9%4D
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Espectro Nro 16. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
estigmastan — 3,5,22, trien con un tg= 34.42 min, de la fraccion AcCOEtFF13

Scan 5527 (36.232 min): EU_87_94D
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Espectro Nro 17. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como
estigmastan — 3,5, dien con un tg= 36.25 min, de la fraccion ACOEtFF13
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Espectro Nro 18. Espectro de CG de la fraccion AcOEtHFM18-11, del extracto de acetato
de etilo de hojas, se muestran los 5 tiempos de retencion detectados, tr = 20.25, 21.21,
33.32, 34.01, 35.75 min.

Abundance R Scan 2902 (20.249 min): EU_105_136_1.D
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Espectro Nro 19. Espectro de masas del compuesto identificado como fitol acetato de la
fraccion ACOEtHFM18-11.
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Espectro Nro 19-1. Espectro de masas del compuesto identificado como fitol acetato de

la base de datos spectral database for organic compounds SDBS.
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STANDARD 1H OBSERVE - profile
Sample Name: t ?
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Espectro Nro 20. Espectros de RMN *3C del compuesto fitol acetato (12) del extracto de acetato de etilo — hojas.
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STANDARD 1H OBSERVE - profile
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Espectro Nro 21. Espectros de RMN *H del compuesto fitol acetato (12) del extracto de acetato de etilo — hojas.
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