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RESUMEN

En la presente investigacion se utilizaron las hojas de la planta medicinal Solanum
oblongifolium Dunal conocida comunmente como “Turpe o Mataperros”, recolectada en la
parroquia San Lucas, Canton, Provincia de Loja. De la misma que se realizd la extraccion,
aislamiento y caracterizacion de metabolitos secundarios mediante técnicas cromatograficas
y espectroscopicas como RMN y CG-EM. Se trabajo a partir de 500 g de muestra seca de la
cual mediante maceracion estatica y rotaevaporacion se obtuvo el extracto total, al mismo que
se le realiz6 una desclorofilacion y préoximo fraccionamiento liquido — liquido utilizando
diclorometano, obteniendo dos extractos un acuoso y uno de DCM. Basandose en la riqueza
de compuestos y separacion de los mismos, dada por cromatografia en capa fina utilizando
disolventes en proporciones y polaridad diferente para cada extracto, se fijé las condiciones
para su fraccionamiento por cromatografia en columna, las fracciones resultantes fueron
purificadas mediante microcolumnas y analizadas por CCF. IdentificAndose finalmente dos
compuestos de naturaleza fendlica, un flavonoide conocido como isoquercitrina resultante del
fraccionamiento del extracto acuoso y una cumarina caracterizada como escopoletina,

producto del fraccionamiento en columna del extracto de DCM.

Palabras clave: Solanum oblongifolium Dunal, metabolito secundario, cromatografia en

columna, cromatografia en capa fina, desclorofilacion, escopoletina, isoquercitrina.



ABSTRACT

In the present investigation the leaves of the medicinal plant Solanum oblongifolium Dunal
commonly known as "Turpe or Mataperros”, collected in the parish San Lucas, Canton,
Province of Loja were used. From the same that the extraction, isolation and characterization
of secondary metabolites were carried out by means of chromatographic and spectroscopic
techniques such as NMR and GC-MS. It was worked out from 500 g of dry sample of which by
means of static maceration and rotaevaporation the total extract was obtained, to the same
one that was carried out a liquid chlorination and liquid fractionation next using
dichloromethane, obtaining two extracts an aqueous and one of DCM. Based on the richness
of compounds and separation thereof, given by thin layer chromatography using solvents in
proportions and different polarity for each extract, the conditions were fixed for fractionation by
column chromatography, the resulting fractions were purified by microcolumns and analyzed
by TLC. Finally two compounds of phenolic nature were identified, a flavonoid known as
isoquercitrin resulting from the fractionation of the aqueous extract and a coumarin

characterized as scopoletin, product of column fractionation of DCM extract.

Keywords: Solanum oblongifolium Dunal, secondary metabolite, column chromatography,

thin layer chromatography, dechlorophyllation, scopoletin, isoquercitrin.



INTRODUCCION

La presente investigacion tiene por objetivo el aislamiento e identificacion de metabolitos
secundarios de la especie vegetal Solanum oblongifolium Dunal, los principios activos son
moléculas bioactivas que se encuentran presentes en distintas partes de la planta y que
ejercen una accion farmacolégica en el ser humano, ya que muchos de estos componentes

aislados poseen efectos estimulantes, calmantes o terapéuticos en el hombre (Roldan, 2004).

Las plantas medicinales han sido por generaciones un recurso fundamental para las
comunidades campesinas e indigenas de nuestro pais, caracterizadas por ser poseedoras de
una gran herencia ancestral sobre el uso de plantas con fin medicinal, se estima que el 80%
de la poblacién ecuatoriana depende de la medicina tradicional y por consiguiente de las
plantas o productos naturales para atencién primaria de la salud. Varios de los medicamentos
desarrollados sintéticamente han sido muy controversiales, costosos o pocos efectivos;
circunstancias que han motivado la busqueda de compuesto naturales que tengan actividad
biolégica y baja toxicidad. Mdltiples plantas del genero Solanum, con conocidas por sus usos
en la medicina para el control de algunas enfermedades causadas por hongos, hematodos e

insectos (Ansaloni et al., 2010).

Ecuador posee alrededor de 5172 especies Utiles, 60% lo son en medicina, 55% se usan
como materiales de construccion, 30% en alimentacidén y 20% son utilizados en los llamados
usos sociales, los cuales incluyen rituales de sanacion y purificacién (De la Torre, 2008). La
region sur destaca el gran aporte de las provincias de Loja y Zamora con los grupos shuar,
saraguro y mestizo en las que poseen mas de 275 especies de plantas medicinales con 68
usos terapéuticos distintos, en Saraguro se describen un total de 183 plantas distribuidas en
68 familias entre las mas representativas son las Asteraceas con 30 spp, del niUmero total
de plantas 96 son usadas por visionarios, 69 por herboristas 52 por una partera y 12 por un
sobador (Andrade et al., 2009).

La familia solanaceae se ha caracterizado por ser una especie vegetal de gran aporte en
estudios de investigacion por su gran rigueza de compuestos activos, ya que se destaca por
producir en la mayoria de sus 6rganos alcaloides toxicos como la nicotina, la atropina y la
solanina, contiene aproximadamente 96 géneros y 2,300 especies. Los géneros con mayor
numero de especies son: Solanum (1,000), Lycianthes (200), Cestrum (175), Nicotiana (95) y
Lycium (75) ,la mayoria de estos géneros tienen su centro de origen ubicado en América del

sur (Sierra, Siqueiros, & Moreno, 2015).



El uso de la especie vegetal Solanum oblongifolium Dunal por parte de las comunidades ha
generado gran interés para el desarrollo de la investigacion, ya que estas usan sus hojas por
medio de infusiébn actuando como antiinflamatorio, antipirético, y purgante. También se
caracteriza por su gran uso como estimulante del sistema nervioso central aumentando la
actividad motriz y cognitiva, reforzando el estado de alerta y la atencién. Y de la cual se conoce
que podria poseer algunos alcaloides esteroidales como fuente de su principal principio activo
(Salinas, 2012).

Estudios realizados en hojas de la especie Solanum oblongifolium Dunal destacan la
presencia de metabolitos secundarios llamados glicoalcaloides, los mismos que se
encuentran en 15,286 mg% de hojas desecadas, calculados como tomatina. Estos
glicoalcaloides presentes en la especie presentan actividad citotoxica y citostatica, presentan
también actividad antimicrobiana contra Escherichia coli, Salmonella entérica, Pseudomona
aeruginosa y candida albicans luego de 30 minutos y de 24 horas de enfrentamiento (Olortegui
& Brafiez, 2009). Por la caracterizacion de sus compuestos bioactivos y sus usos
etnobotanicos, se ha determinado que se trata de una especie medicinal de gran interés

medicinal para el desarrollo de la presente investigacion.



CAPITULO |

FIN, PROPOSITO Y COMPONENTES DEL PROYECTO



1.1. Fin del proyecto

El presente estudio aportara a fortalecer e impulsar el uso de plantas medicinales con la
finalidad de obtener nuevos metabolitos que puedan llevar al desarrollo de nuevos farmacos

que favorezcan al tratamiento de enfermedades.

1.2. Propésito del proyecto

Aislar e identificar metabolitos secundarios a partir de extractos totales de las partes aéreas

de la especie medicinal Solanum oblongifolium Dunal, mediante técnicas cromatografias

1.3. Componentes del proyecto

1.- Revision bibliografica de la especie psicoactiva usada en medicina tradicional por

comunidades del sur del Ecuador.

2.- Recoleccidn y maceracion de las hojas de especie Solanum oblongifolium Dunal.

3.-Obtener extractos totales en disolventes con polaridades diferentes y fraccionamiento de

los extractos biolégicamente activos.

4.- Obtencidn de metabolitos secundarios correctamente aislados e identificados, mediante
técnicas espectroscopicas como Resonancia Magnética Nuclear (NMR) y Cromatografia de

Gases Acoplada a Espectroscopia de Masas (CG-EM).



CAPITULO I

MARCO TEORICO



2.1. Antecedentes

La utilizacién de plantas como medio de curacién viene desde hace mas de 5000 afios atras,
en la mayoria de las culturas antiguas se consideraba la enfermedad como un castigo de los
dioses por lo que los curanderos trataban a los enfermos a base de conjuros y ritos con
pocimas magicas preparadas con plantas locales, sus efectos positivos para la sanacién de
enfermedades han hecho profundizar el estudio de especies vegetales con propiedades
medicinales y ampliar su experiencia con los preparados que se extraen de ellas

determinando su principal principio activo (Linares, 2013).

Debido a la sabiduria ancestral e innata de nuestras comunidades hoy en dia la medicina
tradicional se ha convertido en un recurso fundamental para la salud humana, las especies
vegetales empleadas son la base del desarrollo de la medicina moderna para la produccién
de nuevos farmacos, mediante el estudio de sus componentes que se centran en las
sustancias que ejercen una accion farmacoldgica sobre el ser humano (Morales, Edith, &
Pérez, 2015).

Tal ha sido el éxito de las plantas como fuente para aislar compuestos bioactivos para su uso
directo o como precursores de moléculas modificadas por sintesis quimica para producir
nuevas entidades patentables con mayor actividad y/o menor toxicidad que, en la actualidad,
casi el 25% de los farmacos que se prescriben contienen uno 0 mas principios activos que se
caracterizan por ser sustancias que se encuentran en sus distintas partes u 6rganos de las

plantas (Barquero, 2007).

2.2. Plantas medicinales

Las plantas medicinales se caracterizan por que contienen es su estructura elementos activos
gue son los componentes considerados terapéuticos, que se pueden aislar mediante la
obtencion de extractos y técnicas cromatograficas, por lo general el principio activo que se
encuentra en cantidad mayoritaria es el responsable de la actividad terapéutica de la planta
para finalmente ser empleado como droga medicinal , muchos de estos componentes
aislados ya sea de forma individual o en diferentes combinaciones poseen efectos
estimulantes, calmantes o terapéuticos en el hombre. Por ello su importancia para la
investigacion farmacolégica y el desarrollo de medicamentos, no solo cuando los
constituyentes de plantas se usan directamente como agentes terapéuticos sino también
como materiales de base para la sintesis de los medicamentos 0 como modelos para

compuestos farmacolégicamente activos (Roldan, 2004).
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De las 260.000 especies de plantas que actualmente se conocen, se dice que el 10% son
consideradas medicinales, el estudio de plantas se basa en las sustancias que ejercen una
accion farmacologica sobre los seres vivos, estos principios activos pueden ser sustancias
simples como alcaloides 0 mezclas complejas como resinas, aceites esenciales, etc.; sin
embargo los compuestos mas comunes son los azucares y heterdsidos que pueden ser

glucosidos (Perez, 2008).

2.3. Uso de las plantas medicinales

El uso de plantas medicinales es resultado de la experiencia e intimo contacto con la
naturaleza que el hombre ha acumulado por generaciones y qué ha sido de gran importancia
dentro de las diversas poblaciones del Ecuador usadas desde hace muchos afios atras por
varias comunidades pertenecientes a las zonas rurales e indigenas de nuestro pais, en cada
region las nacionalidades indigenas han desarrollado su propio sistema de aprovechamiento

de las especies vegetales identificando sus propiedades y su fin medicinal (Gomez, 2012).

Se caracterizan por poseer sustancias curativas que usan como cicatrizantes, antinflamatorio,
antifingico o antiparasitario entre otras, esto varia en funcion del principio activo. Para obtener
estos elementos activos hay que hacer procesos especiales, el proceso varia en funcion de
la parte de la planta y de la enfermedad a tratar, en la mayoria las partes utilizadas son, flores,
frutos, hojas, la corteza o raiz, eso depende de la parte donde se encuentren de los principios

activos mayoritarios (Pierre, 2013).

Las plantas medicinales pueden ser usadas solas 0 mezcladas con otras, a continuacion se

describen las formas de uso de las plantas.

Uso interno
e Infusiones: se obtiene usando agua caliente y vertiendo la parte de la planta seca.
e Cocimiento: consiste en cocer las plantas en agua hirviendo, ellas sueltan sus
principios activos en el agua poco a poco con el transcurso del hervor
e Té: consiste en echar agua hirviendo en las plantas y dejar reposar durante un tiempo,
poco a poco los principios activos de la planta van pasando al agua y esta va

cambiando de color progresivamente



Uso externo

¢ Bafo: se moja completamente el cuerpo o una parte del cuerpo en unas preparacion
de plantas

e Los lienzos: aplicacion de un pafio empapado sobre la parte afectada

e Cataplasma: es una pasta de plantas que se aplica directamente sobre la parte
afectada

e El colirio: es un cocimiento salado usado para afecciones oculares

¢ Inhalaciones: preparado de vapor que sirve para despejar las vias respiratorias

e Enjuagues bucales: se usa decocciones de plantas o agua salada para sanar

enfermedades de la boca o encias.

2.4. Medicina tradicional

En la actualidad la medicina tradicional se ha convertido en un recurso fundamental para la
industria farmacéutica mediante la obtencion de nuevos principios activos, teniendo en cuenta
gue las plantas y arboles empleados son la base para la obtencién de los mismos cuya
finalidad es avanzar con el desarrollo de la medicina moderna a través de la elaboracién de

nuevos farmacos (Rios, Michael, Borgtoft, & Granda, 2007).

Las plantas medicinales y sus productos naturales, han estado presente por siglos, incluso
desde la edad antigua, se utilizabas ciertas plantas y sus derivados en China, Babilonia y
Egipto. Con el paso del tiempo las plantas ha sido una fuente importante en la elaboracién de
medicamentos. En los ultimos 20 afios en Gran Bretafia y Estados Unidos, los componentes
activos de los medicamentos que se suministran, primeramente, se las conocié como plantas

de uso comun (Oramas Diaz & Rodriguez Luis, 1999).

La medicina tradicional en el Ecuador se ha venido practicando desde tiempos inmemoriales
por varias de nuestras comunidades, en las donde se caracterizan por ser el medio de
atencion primaria en salud. Este conocimiento sobre la medicina tradicional es conocido
teocéntricamente como “medicina complementaria o alternativa”, que va creciendo en paises
desarrollados permitiendo un incremento en la calidad y esperanza de vida de la poblacion
(Vides & Alvarez, 2013).
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2.5. Plantas medicinales en Ecuador

A lo largo de los afios las plantas medicinales han sido un recurso fundamental para las
comunidades campesinas e indigenas de nuestro pais, incluso se conoce que hasta la
actualidad se usa de manera directa o indirecta el uso de plantas como medio curativo, se
estima que el 80% de la poblacién ecuatoriana depende de la medicina tradicional y por
consiguiente de las plantas o productos naturales para la atencién primaria de la salud y

bienestar (Ansaloni et al., 2010).

Ecuador se caracteriza por poseer una gran diversidad de la flora que ha sido reconocida y
estudiada desde hace mucho tiempo por su gran riqueza cultural y terapéutica, ya que se
caracteriza por poseer el mayor numero de especies calculando aproximadamente de 20000
a 30000 especies vasculares de las cuales se encontraron 3118 especies medicinales
pertenecientes a 206 familias de plantas usadas con fines terapéutico, el 75% de estas
especies son plantas nativas y el 5% de ellas son endémicas, mientras que el 11% son
introducidas en el Ecuador. Las 206 especies curan 74 dolencias, segun el mayor nimero de
especies que incluye nueve dolencias tratadas el orden de importancia es el siguiente: 80 para
la inflamacion, 32 circulacion, 29 estomacal, 27 limpiados, 16 resfrio, 14 cicatrizante, 13

aromatica, 12 cefalea, bafio posparto y 11 fortificante (De la Torre, 2008).

2.6. Plantas medicinales en laregion sur del Ecuador

La region sur del Ecuador se considera botadnicamente rico y sorprendente ya que nos
proporciona una gran herencia cultural y ancestral, la mayoria de plantas del sur son
principalmente usadas por visionarios, parteras y sobadores, también se destaca el gran
aporte de las provincias de Loja y Zamora con los grupos shuar, saraguro y mestizo en las
gue poseen mas de 275 especies de plantas medicinales utilizadas para 68 afecciones
diferentes (Malagon et al., 2015). Su mayor area vegetal se encuentra representada por el
Parque Nacional Podocarpus y posee 211 especies endémicas, con 99 especies 'del area lo
cual representa el nimero mas alto de endemismo de todas las areas protegidas (Ansaloni et
al., 2010).

Dentro de los grupos étnicos mas representativo de la regién sur, se encuentran los saraguros

que es una comunidad caracterizada por poseer una gran variedad de conocimientos

ancestrales en la utilizacion de plantas medicinales y de la cual se conoce que hasta la
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actualidad conservan costumbres de sus antepasados con relacién al uso de especies

vegetales como medio curativo de diversas enfermedades. (Chalan & Guaméan, 2015).

En Saraguro se describen un total de 183 plantas distribuidas en 68 familias entre las mas
representativas son las Asterdceas con 30 spp, del nimero total de plantas 96 son usadas
por visionarios, 69 por herboristas 52 por una partera y 12 por un sobador (Andrade et al.,
20009).

2.7. Familia Solanaceae

Las solanaceae pueden ser plantas herbaceas, sub-arbustos, arbustos, arboles o lianas;
ademas pueden estar provistas de tubérculos subterraneos, las hojas generalmente son
pecioladas o subsésiles, raramente sésiles coridcea o también pueden ser espinas; la lamina
foliar puede ser simple o compuesta, la nerviacién de las hojas es reticulada y no presentan
un meristema basal, en lo que se refiere a la anatomia foliar, las laminas generalmente son
dorsiventrales, sin cavidades secretores, los estomas se hallan confinados en una de las

caras, raramente en ambas caras (Carmona, Gil, & Rodriguez, 2008).

Se ha caracterizado por ser una especie vegetal de gran aporte en estudios de investigacion
por su gran riqueza de compuestos activos, ya que se destaca por producir en la mayoria de
sus érganos alcaloides toxicos, contiene aproximadamente 96 géneros y 2,300 especies. Los
géneros con mayor niumero de especies son: Solanum (1,000), Lycianthes (200), Cestrum
(175),Nicotiana (95) y Lycium (75) ,la mayoria de estos géneros tienen su centro de origen

ubicado en América del sur (Sierra et al., 2015).

Dentro de los grupos mas importantes de metabolitos secundarios identificados en la familia
solanaceae se encuentran los alcaloides (nicotina, escopolamina, nornicotina), terpenos
(capsidiol, dihidrocapsenona),componentes fendlicos (Cafeoilputrescina) y glicoalcaloides
como la solamargina y solanina) importantes para el control de algunas enfermedades por
hongos e insectos (Aguirre, 2005). A continuacion se observan varias estructuras de algunos

compuestos que contiene esta familia (Figura 1).
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Figura 1. Estructuras de compuestos presentes en la familia Solanaceae.
Fuente: (Aguirre, 2005)
Elaborado por: (Autor, 2017)

2.8. Genero Solanum

Considerado como el género mas grande de angiospermas, ya posee el mayor numero de
especies de la familia solanaceae con alrededor de 1000 a 1500 especies entre hierbas y
arboles, distribuidas en tropicos, subtrépicos y son conocidas como fuentes de sustancias
estructuralmente muy relacionadas con las saponinas esteroidales llamados glicoalcaloides,
la mas alta concentracion de especies se encuentra en los Andes y en el Sur Este de Brasil
ya que son especies que crecen en bosques humedos tropicales. Dentro de su gran diversidad
incluye especies importantes como tomate, tubérculos y plantas ornamentales que se
caracterizan por poseer una gran actividad comercial por lo que se denominan

econdmicamente importantes (Orozco & Beltran, 2008).
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2.9. Solanum oblongifolium Dunal

Es una especie vegetal perteneciente a la familia de las solanaceae, conocida comiunmente
como “Turpe” o "Mataperros” de la cual se conoce que podria poseer algunos alcaloides
esteroidales como fuente de su principal principio activo. Se encuentra presente en la sierra
ecuatoriana y es usada por las comunidades como antiinflamatorio, antipirético, y purgante
mediante infusién en frio de las mismas, sin embargo la sobredosis puede ser fatal. Las
infusiones de las hojas de esta especie vegetal también se usan como insecticida popular
para proteger cultivos de algunas enfermedades por hongos, nematodos e insectos (Salinas,
2012).

Esta planta se caracteriza por poseer un olor desagradable, crece especialmente en los
bosques secundarios o en los cercos y también es usado por las comunidades para el mal de
aire en la cual se utilizan las ramas directamente mezcladas con ruda, romero, chilchil, y poleo
grande. Su aplicacion es mediante limpias por todo el cuerpo, excepto la cabeza (Andrade et
al., 2009).

Se destaca también por su gran uso como estimulante del sistema nervioso central (SNC),
aumentando la actividad motriz y cognitiva, reforzando el estado de alerta y la atencion, con
duracion de efectos limitada ya que entre sus principios activos se puede encontrar la
solafilidina, a la cual estudios farmacologicos la reportan como una droga activa que actla

sobre el sistema nervioso (Olortegui & Brafiez, 2009).

Se caracteriza por ser un arbol de 4 a 8 m de altura posee flores blancas y frutos redondos
verdes, hojas opuestas, imparipinadas. Hojuela en 5 a 7 pares, oblongolanceoladas, de 6 a
10 cm de largo por 4 a 5 cm de ancho, glabras, con bordes enteros, apice redondeado o
brevemente acuminado. La harina de la semilla se comporta como un convulsivante enérgico
y ha sido utilizada por los naturales para la eliminacion de perros y animales salvajes
carnivoros, dentro de sus principales sintomas producto del efecto toxico de su fruto son
dolor estomacal, vomito, aumento de temperatura, paralisis y finalmente la muerte por fallo
cardiaco (Schnee, 1984).

Esta especie vegetal se puede encontrar en varios paises de Sudamérica como Perq,
Colombia, Ecuador y Venezuela ya que se caracteriza por ser una especie propia de climas
templados, frio y subparamo. En la mayoria de estos paises dentro de las zonas rurales las
hojas de esta planta también son utilizadas para tratar la inflamacion muscular en los
animales, especificamente en las acémilas, que se da por efecto de llevar carga muy pesada
y ajustada por lo cual se usa el zumo de las hojas frescas es aplicado en las heridas para

mejorar su cicatrizacion (Olortegui & Brafiez, 2009).
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2.10. Taxonomia de la especie Solanum oblongifolium Dunal
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Figura 2. Fotografia de la especie Solanum oblongifolium Dunal

Fuente: Herbario UTPL
Elaborado por: (Autor, 2017)

Tabla 1. Descripcion taxonémica de la especie Solanum oblongifolium Dunal

Magnoliophyta

Division
Clase Magnliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Genero Solanum
Especie Solanum oblongifolium

Fuente: (Olortegui, J., & Brafiez, M. 2009)
Elaborado por: (Autor, 2017)
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2.11. Metabolitos secundarios

Las plantas se han caracterizado por que poseen ademas de su metabolismo primario, uno
secundario que les permite producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa,
estos compuestos derivados del metabolismo secundario se denominan metabolitos
secundarios que se distribuyen diferencialmente en grupos taxondmicos, los cuales
presentan propiedades bioldgicas y poseen funciones ecoldgicas, se caracterizan por sus
usos y aplicaciones como en medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes
(Avalos & Garcia, 2009).

Estos poseen un amplia variedad de estructuras quimicas y han sido de gran importancia
para la industria farmacéutica mediante el empleo de nuevos principios activos, teniendo en
cuenta que las plantas son la base para la obtencién de los mismos ,cuya finalidad es avanzar
con el desarrollo de la medicina moderna a través de la elaboracion de nuevos farmacos
(Rios, J. Koziol, Borgtoft, & Granda, 2007). Los metabolitos secundarios se agrupan en cuatro

clases principales detalladas a continuacion (Figura 3):

Principales Metabolitos

Secundarios
Terpenos Fenoles Glicosidos Alcaloides
Pigmentos Cumarinas Saponinas Ej. Atropina
Hormonas Flavonoides Glucosinolatos Escopolamina
Aceites E. Taninos G. cardiacos Nicotina

Figura 3. Clasificacion de los metabolitos secundarios
Fuente:(Rios et al., 2007)
Elaborado por: (Autor, 2017)

2.12. Flavonoides

Los flavonoides se caracterizan por ser compuestos quimicos que abarcan varias clases de
sustancias naturales, entre las cuales estan muchas de las que les confieren los colores
amarillo, naranja, rojo, violeta o azul a muchas hojas flores y frutos. Se han identificado mas
de 5000 flavonoides diferentes importantes en la salud humana por sus efectos positivos
debido a su accion antiinflamatoria, antimicrobiana, antialérgica, anticancerigenas vy

antioxidantes (Escamilla, Cuevas, & Guevara, 2009).
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Son compuestos de naturaleza fendlica de bajo peso molecular y se caracterizan por poseer
2 anillos fendlicos (A y B) ligados mediante un anillo pirano (C) a través de un puente de tres
atomos de carbono, con la estructura general C6-C3-C6. Los anillos denominados A, By C
pertenecientes a la estructura de los flavonoides se describen en la (Figura 4), los atomos de
carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 1’ al 6 (Cartaya
& Reynaldo, 2001).

Figura 4. Estructura quimica del flavonoide
Fuente: (Cartaya & Reynaldo, 2001)
Elaborado por: (Autor, 2017)

De la gran variedad de flavonoides existen aquellos que suelen estar presentes en forma de
glucosidos, que significa que estan unidos con moléculas de aziicar como la glucosa, xilosa,
ramnosa y arabinosa. Se clasifican en funcion del grado de oxidacién del puente de tres
carbonos, siendo las principales antocianidinas (pigmentos), flavonas, flavonoles e

isoflavonas (Lopez, 2017).

Las Flavonas, como la diosmetina, poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C y
carecen del grupo hidroxilo en posicién C3 (Figura 5a); Isoflavona, su anillo fendlico B esta
unido al atomo C3 del anillo de la pirona (Figura 5b); Flavonoles, representados por la
guercitina, posee un grupo carbonilo en posicién 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C
(Figura 5c¢) y Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicién 3 pero ademas poseen
un doble enlace entre los carbonos 3y 4 del anillo C (Figura 5d) (Gonzalez, Martinez, & Tufién,
2002).
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Figura 5. Estructura quimica de los principales tipos de flavonoides. a. Flavona. b. Isoflavona. c.
Flavonol. d. Antocianidina.

Fuente: (Gonzalez et al., 2002)

Elaborado por: (Autor, 2017)

2.13. Cumarinas

Se caracterizan por ser un grupo muy amplio de compuestos quimicos fenélicos, de origen
natural o sintético y que han sido estudiadas desde hace mucho tiempo debido a su gran
interés por sus propiedades farmacolégicas como antiinflamatorio, antimicrobiano,
antiespasmadico, antiviral, antioxidante. Se han aislado aproximadamente 1000 derivados de
mas de 800 especies, entre estos existen derivados triciclicos o tetraciclicos de cumarinas
gue se comportan como intercalantes del ADN, por tanto tienen interés como antitumorales
(Serra, 2006).

Este tipo de compuestos se identifican por su estructura heterociclica en los que se destacan
los metabolitos C3-C6 que son los mas caracteristicos en las cumarinas, la cual es la cabeza

de una amplia clase de compuestos (Figura 6). Dentro de su sistema vegetal pueden
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encontrarse en hojas, raices, flores y frutos de diferentes familias de las angiospermas, tales

como Apiaceae, Rutaceae, Asteraceae, Umbelliferae, entre otras. (Matos, 2013)

5 4

6 \3

O O
8

Figura 6. Estructura quimica de la cumarina
Fuente: (Matos, 2013)
Elaborado por: (Autor, 2017)

La diversidad en su estructura de los compuestos derivados de las cumarinas permite su
clasificacion en cumarinas simples o en cumarinas mas complejas y cumarinas policiclicas
entre las cuales tenemos las furanocumarinas que son fotosensibilizadoras de la piel, por ello
su utilidad en el tratamiento de algunas alteraciones de la piel y las piranocumarinas que
tienen accién antiespasmaédica y vasodilatadora (Serra, 2006). A continuacién se detallan

principales estructuras de la clasificacién de las cumarinas (Figura 7):

Simples Furanocumarinas

A

OH 0 0 0
Cumarina Glucosiladas Piranocumarina
OH 0 0

BGlep O

Figura 7. Caracteristicas estructurales de las principales cumarinas
Fuente: (Serra, 2006)
Elaborado por: (Autor, 2017)
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2.14. Fraccionamiento liquido - liquido (FLL)

Esta técnica se basa en el reparto o distribucién de un compuesto deseado y de las
impurezas u otros compuestos de polaridad diferente entre el medio organico y el medio
acuoso. Se define el coeficiente de reparto (K) como la solubilidad del compuesto en el medio

organico dividido por su solubilidad en el medio acuoso (Huerta, 2008).

El fraccionamiento liquido — liquido (FLL), se suele llevar a cabo mediante la utilizacién de
una fase acuosa (agua, disoluciones acuosas acidas, disoluciones acuosas basicas) y una
fase organica de modo que el compuesto deseado suele extraerse a la fase organica dejando
muchos compuestos polares en la fase acuosa. Generalmente el compuesto organico aislado
no se lo obtiene puro pero es un primer paso de purificacién que permite eliminar muchas de
las impurezas que contiene dentro de la mezcla y por lo general no se realiza una sola
extraccion con todo el volumen de disolvente organico, sino que se realizan 2 o 3 extracciones

ya que asi se optimiza la extraccion del compuesto deseado (Gandara, 1995).

Uno de los requisitos imprescindibles para el disolvente organico es que sea inmiscible con el
agua y el otro es que nos proporcione una constante de reparto lo mayor posible para
optimizar la extraccion del compuesto deseado al medio organico. Este proceso se lo lleva a
cabo en un embudo de decantacién en el cual se logra de manera efectiva mezclar y decantar
las fases. La posicion relativa de ambas fases (arriba o abajo) depende de la relacion de
densidades, los disolventes clorados como: cloroformo, cloruro de metileno, diclorometano
guedan siempre en la parte inferior y disolvetes como: éter etilico, acetato de etilo, tolueno,

benzeno, hexano quedan siempre en la capa superior. (Garcia, 2013)

El compuesto a extraer denominado soluto (A) se pone en contacto con el liquido denominado
solvente (B) forman un fase acuosa, si la fase acuosa se mezcla con el disolvente inmiscible
(C), el soluto (A) pasa al disolvente (C). Cumpliéndose la condiciéon de que la solubilidad del
componente (A) en el disolvente (C) sea mayor que la del liquido en la que fue disuelto (B).
A su vez, el liquido portador (B) deberia ser practicamente insoluble en el disolvente (C).
(Figura 8).
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Figura 8. Fraccionamiento liquido — liquido.
Elaborado por: (Autor, 2017)

2.15. Técnicas cromatogréficas

Estas técnicas se caracterizan por ser un método analitico de primer orden para separar,
identificar y cuantificar compuestos quimicos, mediante la separacion de componentes que
estan estrechamente relacionados en mezclas complejas, los compuestos a separar se
distribuyen entre dos fases, una movil y otra fase estacionaria. El proceso cromatogréafico se
da como resultado de repetidos procesos de sorcion — desorcion durante la migracion del
eluyente por capilaridad logrando separar por migracion diferencial los diversos componentes

de la mezcla en andlisis.(Whitaker, 2012)

Se caracteriza por ser una de las técnicas mas efectivas para identificar los compuestos
guimicos, se afirma que el método fue desarrollado por el botanico ruso Mikhail Tswett, en
1906; pero, la primera descripcion data de 1855 hecha por Karl Runge, un quimico aleman,
gue separo materiales inorganicos en papel; sin embargo, llego a ser una técnica seria con
los estudios de Archer Martin y John Synge en 1944, los mismos que recibieron el Premio
Nobel por el desarrollo de la metodologia de la cromatografia de reparto. Actualmente existen
varios tipos de cromatografia como son: de absorcién, de reparto, de intercambio iénico y de
tamiz molecular y otras técnicas especializadas para usar en diferentes tipos como:

cromatografia en columna, en papel, de capa fina y de gases. (Freifelder, 2003).
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2.16. Cromatografia en capa fina (CCF)

La cromatografia en capa fina o TLC, permite la separacion de los componentes de una
mezcla a través de la migracién diferencial sobre una capa fina de adsorbente. Esta técnica
cromatografica consiste en una fase estacionaria polar (cominmente se utiliza silice gel) y
una fase movil que puede ser un disolvente o mezcla, cada compuesto muestra valores de
Rf y colores caracteristicos para determinados compuestos. La separacion en TLC, muestra
la migracién de componentes en zonas caracteristicas, estas zonas puedes ser observadas
en luz visible UV-254 nm y UV-365 nm (Lewis & Moody, 1989).

2.16.1. Tipos de TLC.

Existen comercialmente diferentes tipos de placas cromatograficas, las mas utilizadas son la
silica gel 60 F,s, (Fase directa) y para el caso de la separacion de compuestos mas polares
usamos la RP-18 F,5, (Fase inversa). Cuando utilizamos las TLC fase reversa, se usa una
fase movil polar, mientras que en la cromatografia fase directa, se utiliza una fase movil apolar

o0 medianamente polar (Novo, Nieves, Diaz, & Ruiz, 2010).

2.16.2. Elucion de la placa TLC.

La placa se coloca verticalmente dentro de una camara previamente saturada con el vapor
del eluente adecuado, de tal forma que la parte inferior de la placa que contiene la muestra
entre en contacto con la fase movil (Figura 9) . El eluente va migrar por capilaridad en la placa
cromatogréfica, separando por migracion diferencial los diversos componentes de la mezcla
a ser estudiada (Herrera & Vidal, 2015).

| «— Tapa

Placa cromatografica

ionari Cubeta vidri
(Fase estacionaria) ubeta vidrio

(Cubeta cromatografica)

Punto de aplicacion | o Fase movil
de muestra \_*— (disolvente)

o’

\\‘ —

Figura 9. Modelo grafico de la elucion de placa TLC
Fuente: (Herrera & Vidal, 2015)
Elaborado por: (Autor, 2017)
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2.16.3. Métodos de deteccion.

Con la finalidad de conocer la presencia de determinados compuestos, se utilizan ciertos
reveladores como sustancias quimicas que pueden reaccionar con algunos compuestos
dando colores caracteristicos, estos pueden ser acido sulfarico 5%, vainillina, sulfato sérico
o reactivo dragendorff, para obtener la coloracion producto de la oxidacion se procede a
calentar la placa en una plancha calefactora o con una secadora de aire. También se toma en
cuenta el Rf o factor de retenciéon que es la medida de la migracién de una sustancia
determinada en un solvente (Puma, Mayorga, & Lamas, 2013). Para calcula el Rf se aplica la

formula detallada a continuacion (Figura 10):

Frente del o
disolvente *
Nueva posicion >0 |
del compuesto
2.8cm
2.1cm
Origen — e |v v

Distancia recorrida por la sustancia 2.1 0.75
~ Distancia recorrida por el solvente = 2.8

Figura 10. Deteccion de compuestos. Mediante célculo de Rf.
Fuente: (Puma et al., 2013)
Elaborado por: (Autor, 2017)

2.17. Cromatografia en columna

Esta técnica se utiliza para separacion y purificacion de compuestos de una mezcla, en la
gue se usa una columna de vidrio cuya dimensién se determina dependiendo de la cantidad
de extracto o mezcla a separar, se usa una fase mévil con un solo disolvente o0 mezcla de
ellos y una fase estacionaria que generalmente el adsorbente que se usa es gel de silice, que
puede ser silica gel 60 F,s, (Fase directa) o RP-18 F,s5, (Fase inversa) dependiendo de la
polaridad de los compuestos a separar, ya que si la fase mévil es menos polar que la
estacionaria, los solutos menos polares seran eluidos primero y los mas polares quedaran
retenidos por lo que generalmente se aumenta la polaridad del disolvente utilizado. Los
compuestos van saliendo por separado de la columna cromatografica los cuales son

finalmente recogidas en fracciones para su analisis en CCF (Martinez, 1997).
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2.18. Técnicas Espectroscopicas

2.18.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

Se caracteriza por ser una técnica potente para separar, identificar y cuantificar los
componentes volatiles y semivolatiles de mezclas complejas, la combinacion de altas
resoluciones, sensibilidad y tiempos de analisis cortos la han convertido en una técnica muy
usada para determinar la confirmacion o ausencia de un compuesto, mediante una
comparacion del cromatograma de la sustancia pura con el de la muestra, siempre que la
obtencion de ambos sean idénticos. El analito pasa en forma gaseosa a través de la columna,
arrastrdndola por una fase movil gaseosa, llamada gas portador, la fase movil normalmente
es He, N2 o H, y la fase estacionaria un liquido no volatil pero también puede ser un solido,
analito es un gas o liquido volatil (Romero, 2002).

La mezcla que se va analizar es inyectada en el cromatdgrafo de gases que se separa en la
columna cromatogréfica obteniendo la elucion sucesiva de los compuestos aislados que
pasan inmediatamente al espectrometro de masas. Cada uno de estos componentes se
registra en forma de pico cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro de
masas, en este proceso el espectrometro de masas ademas de proporcionar los espectros,
actiia como detector cromatografico al registrar la corriente iénica total generada en la fuente
ionica, cuya representacion gréafica constituye el cromatograma, en efecto, la corriente i6nica
generada por todos los iones da lugar a un pico del area proporcional a la concentracion del
compuesto detectado, la combinaciébn de estas dos técnicas permite la separacién e

identificacion de compuestos con un gran porcentaje de eficacia (Gutiérrez, 2002).

Figura 11.Cromatégrafo de Gases acoplado a Espectrometria de Masas
Fuente: (Autor, 2017)
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2.18.2. Resonancia magnética nuclear (RMN).

La resonancia magnética se considera , como el fenémeno de interaccién entre una onda de
radio frecuencia de entre 2 y 200 MHz y los ndcleos atémicos, o protones sometidos a un
campo magnético estatico externamente aplicado. La tecnologia de la resonancia magnética
se basa en los momentos magnéticos que presentan los nucleos atomicos. El ndcleo del
atomo esta constituido por un determinado nimero de protones y neutrones, los analizados

con mas frecuencia son H, 2 C, N, 1°F, 3P (Aristizabal, 2007).

La cual se basa en la medicion de la absorcién de radiacion de radiofrecuencia que
experimenta una muestra situada en un campo magnético fuerte, cuando los campos
magnéticos son altos, es necesario utilizar instrumentos mas sofisticados con campos
magnéticos estables, actualmente los espectrémetros de resonancia magnética trabajan a
200, 300, 400, 500 , 600 MHz y son los que aportan sefiales a través de desplazamientos
guimicos dando informacion de la naturaleza de los hidrégenos o de carbonos . Este método
como la espectrometria de masas y la de infrarrojo, son de gran importancia en la
determinacion de la estructura molecular de compuestos organicos y macromoléculas tanto

bioquimico como sintéticas (Valcarcel & Gomez, 1988).

Figura 12. Equipo de Resonancia Magnética Nuclear
Fuente: (Autor, 2017)
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3.1. Esquema metodolégico
A continuacion se detalla el esquema de la metodologia utilizada en la presente investigacion
(Figura 13).

o |

Figura 13. Esquema metodoldgico de la investigacion
Elaborado por: (Autor, 2017)
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3.2. Recoleccién de la muestra

La muestra vegetal se recolecto en la parroquia San Lucas, Cantdn, Provincia de Loja, las
coordenadas geograficas del sitio de recoleccion son: 17692602E - 9590410N y una altitud
de 2695 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 cédigo de voucher PPN-s0-014.

3.3. Tratamiento de la muestra vegetal

Posterior a la recoleccion de la muestra en estudio, pas6 por un tratamiento de clasificacién
retirando partes deterioradas e impurezas no pertenecientes a la especie, dejando solo las
hojas para su andlisis y asi enviar al proceso de secado por 72 horas a una temperatura de
34°C, con el propésito de eliminar la mayor parte de agua contenida en las hojas (Figura 14a),

para finalmente realizar su trituracion (Figura 14b).

Figura 14. Tratamiento de la muestra. a. Secado b. Trituracién de la muestra.
Elaborado por: (Autor, 2017)

3.4. Obtencién de extractos

Para obtener los extractos totales se realiz6 una extracciéon empleando un total de 500 g de
materia vegetal seca y triturada. Para ello se realiz6 una maceracion estatica por 48 horas a
temperatura ambiente, con una mezcla de disolventes MeOH - H,O en proporcion 8:2 (v/v)
respectivamente, y una relacién 1:10 planta: solvente (Figura 15a). Posteriormente se
procedioé a filtrar al vacio (Figura 15b), y se concentr6 por medio de un rota-evaporador a
presion reducida, a una temperatura de 35°C hasta la total eliminacion del disolvente (Figura

15c), obteniendo como producto final 10,72 g el extracto total seco.

28



Figura 15. Obtencion de extractos. a. Maceracion b. Filtracion c. Rotaevaporacion.
Elaborado por: (Autor, 2017)

3.5. Andlisis de extracto

Luego de la obtencién del extracto total se procedi6 a realizar su andlisis mediante CCF,
utilizando placas de silica gel 60 F,s, (Fase directa) y RP-18 F,s, (Fase inversa), usando
como fase movil disolventes con diferente polaridad. Se observé que el extracto presentaba

una mayor riqueza y separacion de los compuestos en fase inversa (Figura 16).

MeOH 9 8 7 3 1

H20 1

Figura 16. Analisis de extracto total.
Elaborado por: (Autor, 2017)
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3.6. Desclorofilaciéon

Se pes6 5 g del extracto total obtenido en MeOH - H2O con la finalidad de eliminar las clorofilas
mediante un previo analisis en CCF para determinar la polaridad de los disolventes (Figura
17) y desclorofilar mediante la utilizaciéon de silica gel fase inversa RP-18 F;s4, cOn una
relacion 30:1(gramos de silica — gramos de muestra) a través de una columna de vidrio,
utilizando como eluyente una mezcla de MeOH - H,O en proporcién 1:1, en un sistema

isocrético, obteniéndose 2,37 g de extracto desclorofilado.

Figura 17. Analisis en CCF. Para el proceso de desclorofilacion.
Elaborado por: (Autor, 2017)

3.7. Fraccionamiento liquido — liquido

Se usO este método con el objetivo de separar compuestos de una mezcla liquida, los
compuestos van a separarse por su afinidad de solubilidad en uno de los dos disolventes
inmiscibles utilizados, todo esto con la finalidad de que los compuestos de la mezcla se

distribuyan por diferencia de polaridad entre las dos fases liquidas.

El extracto desclorofilado se solubilizé en 200 ml de la mezcla de MeOH - H,O en proporcién
9:1. El extracto solubilizado se transfiri6 a un embudo de decantacién y se le afladieron 200
ml de DCM, se tapa el embudo y se coloca en posicidén horizontal para mezclar las dos fases
con movimientos circulares. Como el diclorometano muestra una densidad mas alta en
comparacion de la mezcla de metanol - agua, pasa a través de la fase polar en un contacto

intimo eluyendo sustancias de polaridad media.
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El procedimiento fue realizado por triplicado con la parte acuosa y el disolvente seleccionado,

con el objetivo de optimizar la separacion de compuestos (Figura 18).

Extracto Se disuelve MeOH- H,O Formando
descloroflado ~— " 9:1 (Viv) o\ iy,  Faseacuosa
Mezcla de Fases Se coloca
Se afiaden Embudo de
. 200mideDCM . decantacion
l Extracto Acuoso
Decantacion de Concentraciéon en 5
— Obtencién

fases Rota-evaporador

Extracto DCM

Figura 18. Extraccion liquido - liquido.
Elaborado por: (Autor, 2017)

3.8. Fraccionamiento en columna

El fraccionamiento en columna partié del extracto acuoso y del extracto de DCM producto
del fraccionamiento liquido — liquido, por lo que se realizaron de manera inicial dos columnas,
haciendo un previo andlisis en cromatografia en capa fina (CCF) de cada extracto para fijar

las condiciones de elucién de cada columna y precisar el aislamiento de compuestos.

3.8.1. Fraccionamiento en columna del extracto DCM.
Se sembro 0.92 g del extracto producto de la extraccién, para su fraccionamiento en columna
en 100 g de silica gel (Merk 0.0015-00) fase directa, con una relacién de 1:100 (extracto —

silica). Los eluyentes utilizados fueron Hex - ACOELt en proporcion 4:6, esta se la realizé en un

sistema isocratico (Figura 19).
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Producto del fraccionamiento se obtuvieron 80 fracciones, las mismas que fueron analizadas

mediante CCF para determinar el perfil cromatografico del compuesto.

Figura 19. Fraccionamiento en columna del extracto de DCM
Elaborado por: (Autor, 2017)

3.8.2. Fraccionamiento en columna del extracto acuoso.

Se sembré 1,15 g de extracto acuoso, utilizando 100 g de silica gel fase inversa RP-18, con
una relaciéon de 1:100 (extracto-silica). Utilizando como eluyentes MeOH - H,O en proporcién
4:6 mediante un sistema isocratico (Figura 20). Se obtuvieron 120 fracciones a las cuales se
le realiz6 el analisis cromatografico.

Figura 20. Fraccionamiento en columna del extracto acuoso
Elaborado por: (Autor, 2017)
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3.9. Cromatografia en capa finay unién de fracciones

Las fracciones obtenidas fueron analizadas mediante cromatografia en capa fina (TLC), para

lo cual se utilizé placas de silica gel 60 F,s, (fase directa) y RP-18 F,s, (fase inversa).

Para el analisis de fracciones de la columna realizada en silica gel fase directa se utiliz6 Hex
- AcOEt en proporcién 4:6 (viv) como fase movil, de la misma forma para el andlisis de
fracciones de la columna realizada en silica gel fase inversa se utiliz6 MeOH - H,O en
proporcion 1:1 (v/v) , con lo que permitio separar e identificar el compuesto a través de su
visualizacién en la luz ultravioleta de 254nm - 365nm y mediante el revelado con acido
sulfarico al 5% y vainillina, para luego someterlo al calor visualizando su reacciéon de
coloracion producto del compuesto en analisis. De esta manera se logro relacionar su Rf y la
similitud visual de las manchas caracteristicas que cada fraccion poseia, por lo que se

procedio a realizar la respectiva unién de los mismos.

3.10. Purificacion cromatografica

La purificacién cromatografica se realiz6 mediante un previo analisis en CCF de la fraccion F5
para determinar el perfil cromatografico, obteniendo una polaridad adecuada de los

disolventes y proceder a realizar su purificacién mediante microcolumna.

3.10.1. Purificacion de la fraccion F5 obtenida del extracto acuoso.

Producto del fraccionamiento en columna del extracto acuoso se obtuvo la fraccion F5 con un
peso de 25,7 mg, para el proceso de purificacion se utilizé silica gel fase inversa RP-18 F;s.,
con una relacion 1:200 (muestra — silica). Se eluyo con disolventes MeOH — H,O en proporcion
4:6 (v/v) mediante un sistema isocratico, de la misma se obtuvieron 50 fracciones a las cuales
se las analizo mediante CCF para unir de acuerdo a la similitud del perfil cromatogréfico,
obteniendo 5mg de compuesto caracterizado como FL-3, para préximos andlisis de

identificacion.
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3.11. Identificacion de los compuestos aislados

3.11.1. Resonancia magnética nuclear (RMN).

Los espectros de NMR fueron realizados en un equipo de resonancia magnética nuclear
Varian Agilent— Premium Schielded con modelo de magneto MR Y 0021953, estos espectros
fueron elaborados a 400 MHz para 'H. Se us6 disolventes como metanol deuterado y
cloroformo deuterado, para finalmente obtener los desplazamientos quimicos que se

presentar en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en hertz.

3.11.2. Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM).

Se utilizé con la finalidad de obtener el peso molecular del compuesto aislado, presente en la
fraccion FC-4 obtenida como producto del fraccionamiento en columna del extracto de DCM,
la muestra fue diluida en diclorometano al 99.9% y se inyecto 1L en el cromatégrafo de gases
Agilent serie 6890N acoplado a espectrometro de masas Agilent serie 5973 inert, el mismo
gue esta dotado con un sistema de operacion de datos MSD-Chemstation D.01.00 SP1, que

cuenta con un inyector automatico Split/Splitless serie 7683.

La caracteristica que presenta la columna capilar utilizada se encuentran en la (Tabla. 2) , y
los parametros operacionales bajo los cuales se inyectaron las muestras para su posterior

analisis se encuentran especificados en la (Figura 21).

Tabla 2. Caracteristica de la columna capilar CG-EM utilizada.

Fraccion Columna  Temperatura Grosor de Diametro Loguitud

maxima (°C) la fase fija interno (m)

FC-4 DB-5MS 350 0.25 0.25 30
Elaborado por: (Autor, 2017)

34



El equipo trabajo bajo los siguientes parametros operacionales (Figura 21).

INYECTOR

= Modo: Split T -
Column_a ca_tpllar. DB - aMS Temperatura inicial: 250 °C Temperatura inicial: 50 °C x 3min
Modelo: Agilent 122-5532 Temperatura final; 270 °C

Radio de particién: 50:1
0.25mm; 30 m; 0.25 ym. 10 16 pa cmn - Gradiente de temperatura: 10
Temperatura méxima: 350 °C Flujo de particion: 50,0 ml/ min i
Flu.g"CmStante ' Flujo total: 53 8 mi/ min Cimin
Io: Presi6n: 52,8 kPa (On)

Flujo inicial: 1,0 ml/ min
Lo Ahorro de gas: Apagado
Presion inicial: 52,8 kPa Tipo de gas: Helio

Promedio de velocidad: 36 cm /s
Presion de salida: vacio

COLUMNA

DETECTOR
Espectrometro de Masas
Temperatura del Cuadrupolo; 200 °C
RESULTADOS
Rango de masas: 45.0-360 uma
Modo: Scan
Flujo: Constante

Figura 21. Condiciones de operacion del CG-EM.
Elaborado por: (Autor, 2017)
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CAPITULO IV

ANALISIS DE RESULTADOS
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4.1. Extractos de la especie Solanum oblongifolium Dunal

En la tabla 3 se encuentra detallado el peso y rendimiento del extracto total obtenido a partir
de 500 g de hojas secas trituradas y del extracto desclorofilado. Asi como también se detalla
el peso y rendimiento del extracto de diclrometano y extracto acuoso, resultante del

fraccionamiento liquido — liquido realizado al extracto desclorofilado.

Tabla 3. Rendimiento de los extractos obtenidos.

Extracto Total (MeOH - H20) 500.00 10.72 2.14
Extracto desclorofilado 5.00 2.37 47.40
PARTICION DE EXTRACTO DESCLOROFILADO
Extracto DCM 2.37 0.92 38.81
Extracto Acuoso 2.37 1.15 48.52
Elaborado por: (Autor, 2017)
4.2. Fracciones obtenidas de la cromatografia en columna (CC)

4.2.1. Escopoletina aislado del extracto de DCM.

Resultado de la cromatografia en columna se obtuvieron un total de 80 fracciones, que fueron
unidas para obtener un producto final de 6 fracciones rotuladas como FC-1 hasta FC-6 en
orden de obtencién , a las cuales se les realizo un analisis en CCF, para determinar la
presencia del compuesto. Obteniendo como resultado un compuesto puro resultante de la
fraccion caracterizada como FC-4.

Las fracciones obtenidas como producto del fraccionamiento en columna del extracto de

diclorometano, se encuentran detalladas en la (Tabla. 4).

Tabla 4. Fracciones obtenidas del extracto de diclorometano

1-13 FC-1 117.3 40-60 Hex - AcOEt
14-18 FC-2 16.5 40-60 Hex - AcOEt
19-33 FC-3 242.6 40-60 Hex - AcOEt
34-39 FC-4 4.0 40-60 Hex - ACOEt
40-53 FC-5 192.4 40-60 Hex - AcOEt
54-80 FC-6 312.7 100 AcOEt

Elaborado por: (Autor, 2017)
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La fraccién de la cual se obtuvo el compuesto se encuentra especificada en la (Figura 22).

Extracto de DCM

I LEYENDA
180 Extracto de DCM
113 14-18 1933 34-39 40-53 Fracciones especificas de union

I Fracciones de Columna

[rex] [re2] [res ] * [res ] -I
C

Figura 22. Especificacion de obtencion del compuesto FC-4.
Elaborado por: (Autor, 2017)

4.2.2. Isoquercitrina aislado del extracto acuoso.

Resultado de la cromatografia en columna se obtuvieron un total de 120 fracciones, que fueron
unidas para obtener un producto final de 10 fracciones rotuladas como F1 hasta F10 en orden
de obtencién , a las cuales se les realizo un andlisis en CCF, para determinar la presencia del

compuesto.

Las fracciones obtenidas como producto del fraccionamiento del extracto acuoso, se

encuentran detalladas en la (Tabla. 5)

Tabla 5. Fracciones obtenidas del extracto acuoso

1-8 F1 96.7 40 - 60 MeOH - H.0
9-14 F2 78.1 40 - 60 MeOH - H.0O
15-21 F3 42.5 40 - 60 MeOH - H.0O
22-28 F4 34.8 40 - 60 MeOH - H.0
29-45 F5 25.7 40 - 60 MeOH - H.0
46-60 F6 124.8 40 - 60 MeOH - H.0
61-78 F7 116.2 40 - 60 MeOH - H.0
79- 95 F8 102.0 40 - 60 MeOH - H.0

96-109 F9 164.1 40 - 60 MeOH - H.0
110-120 F10 206.7 100 MeOH

Elaborado por: (Autor, 2017)

La localizacién del compuesto se lo presencia en la fraccion F5, la cual es sometida a un
proceso de purificacién teniendo como resultado un total de 50 fracciones, que se procedieron
a unir resultando un producto final de 6 fracciones, rotuladas como FL-1 hasta FL-6, a las
mismas se les realizo un andlisis en CCF, obteniendo un compuesto puro resultante de la

fraccién caracterizada como FL-3.
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Las fracciones obtenidas como producto de la purificacion de la fraccion F5 se detallan en la
(Tabla 6)

Tabla 6. Fracciones obtenidas de la purificacién de la fraccion F5

1-10 FL-1 5.7 40 - 60 MeOH - H.0
11-17 FL-2 2.1 40 - 60 MeOH - H.0
18-25 FL-3 5.0 40 - 60 MeOH - H.0
26-35 FL-4 3.6 40 - 60 MeOH - H.0
36-42 FL-5 2.9 40 - 60 MeOH - H.0O
43-50 FL-6 4.2 100 MeOH

Elaborado por: (Autor, 2017)

La fraccién de la cual se obtuvo el compuesto se encuentra especificada en la (Figura 23)

Extracto Acuoso

| | | 1 | | I | ]
1-8 || 914 || 15-21 || 22-28 || 2945 || 46-60 || 61-78 || 79-95 || 96-109 || 110-120

Purificacion
I ] I | ] ] LEYENDA
1-10 11-17 18-25 26-35 36-42 | | 43-50 Extracto de Acuoso

i i - - - Fracciones especificas de union
.Fracciones de columna
C

Compuesto aislado

Figura 23. Especificacion de obtencion del compuesto FL-3
Elaborado por: (Autor, 2017)
Dunal.

4.3.1. Identificacion de compuesto 1 (FC-4) escopoletina.

Producto del fraccionamiento del extracto de diclorometano obtenido de la particién liquido —
liquido, se obtuvo un compuesto puro caracterizado por el investigador como FC-4, que eluyo
en una polaridad 4:6 Hex — AcOEt. El espectro de *H-NMR que se consigui6 de la resonancia

magnética nuclear, puede ser observado en el anexo 1.
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El compuesto aislado fue analizado mediante resultado espectroscépico de H-NMR vy

comparado con literatura, se logréd establecer su estructura molecular determinando que se

trata de un metabolito secundario conocido como escopoletina (7-hidroxi-6-metoxicumarina)

(Khan & Hossain, 2015). Su estructura quimica se puede observar en la (Figura 25).

Los datos obtenidos como resultado de la identificacion y descripcion del compuesto se

muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Descripcion del compuesto identificado

Formula molecular
Peso molecular
Aspecto fisico

Peso

C10HgO4
192 g/mol
Polvo amorfo blanquecino

4mg

Rf (Fase directa: Hex/AcOEt 4:6): 0.51

Fuente: (Khan & Hossain, 2015)
Elaborado por:(Autor, 2017)

4.3.2. Datos del espectro de *H-NMR de la escopoletina.

'H-NMR se realizé en cloroformo deuterado obteniendo los siguientes resultados: (400MHz,
CDCls, ®; ppm J/Hz): 3.95 (3H, s, OCH3-6), 6.27 (1H, d, J=10 Hz, H-3), 6.84 (1H, s, H-8), 6.92

(1H, s, H-5), 7.59 (1H, d, J=8 Hz, H-4). (Anexo 1)

Los resultados obtenidos de *H-NMR se compararon con reportados (Khan & Hossain, 2015)

ver tabla 8.

Tabla 8. Comparacion del espectro *H-NMR de escopoletina aislado en Ipomoea digitata

3.95 (3H, s, OCH3-6)

6.27 (1H, d, J=10 Hz, H-3)

6.84 (1H, s, H-8)
6.92 (1H, s, H-5)

7.59 (1H, d, J=8 Hz, H-4).

Fuente: (Khan & Hossain, 2015)
Elaborado por: (Autor, 2017)
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3.88 (3H, s, OCH3-6)
6.20 (1H, d, J=9.2 Hz, H-3)

6.80 (1H, s, H-8)
6.90 (1H, s, H-5)

7.60 (1H, d, J=9.2 Hz, H-4).



El *H-NMR muestra la presencia de dos dobletes en & 6.27 ppm y 8 7.59 ppm caracteristicos
de los protones H-3 y H4 respectivamente del anillo de pirona de la cumarina. Ademas, dos
protones aromaticos singuletes a & 6.84 ppm y 6.92 ppm atribuidos a los protones H-5 y H-8

respectivamente, y un grupo metoxilo en singulete a & 3.95 ppm.

4.3.3. Determinacién del peso molecular del compuesto aislado.
EI-MS m/z (%): 192 (M, 100), 177(59), 149 (50), 164 (27), 69 (26), 121 (20), 79 (15), 51 (13),
92 (4), 105 (3) ,135 (2), 60(1) (Anexo 2)

La veracidad del compuesto aislado se determind en base a la comparacién del espectro
obtenido del compuesto, confrontado con el espectro presente en la base de datos Wiley 7n.l,

gue es una base de datos incorporada en al equipo MSD Agilent (Anexo 3).

Los resultados obtenidos también se compararon con los reportados en (Garibello, 2010), un

estudio de hojas de Pentacalia vaccinioides (Kunth) ver Figura 24.
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Figura 24. Espectro de masas a. Escopoletina identificada en fraccion FC-4 b. Escopoletina aislado

de Pentacalia vaccinioides (Kunth)
Fuente: (Garibello, 2010)
Elaborado por: (Autor, 2017)

EL espectro obtenido del estudio de hojas de Solanum oblongifolium Dunal indica que se
trata del 7-Hidroxi-6-metoxicumarina caracterizado por el ion molecular [M+¢] m/z 192 (100%),
m/z 177(60%) de mediana intensidad, caracteristico de este compuesto, m/z 164 (27%) de
baja intensidad, m/z 149 (50%) y el resto de picos de baja intensidad. Realizando el analisis
comparativo del espectro obtenido de la muestra en investigacién con el espectro obtenido en
(Garibello, 2010), se puede determinar que existe una gran similitud con relacion a los

patrones de fragmentacion de los iones moleculares (Anexo 4).
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Comparando con la bibliografia determinamos que los datos espectrales resultantes de la
investigacion coinciden con los que se observan en (Khan & Hossain, 2015) y (Garibello,
2010). Las posiciones correspondientes a las sefiales de H y los datos del espectro obtenido,
nos indican que la estructura del compuesto y su peso molecular coincide con la que se
encuentra propuesta en bibliografia, determinado asi la identificacion del compuesto como

escopoletina. A continuacién se observa la estructura quimica de escopoletina (Figura 25)

Figura 25. Estructura quimica de escopoletina
Fuente: (Khan & Hossain, 2015)
Elaborado por: (Autor, 2017)

En la Figura 26. Se muestra la CCF del compuesto aislado e identificado como escopoletina,
la misma que se presenta como una mancha fluorescente azul con un (Rf) de 0,51.

P

FC-4

Figura 26. CCF de FC-4 en Hex - AcOEt 4:6.0bservado bajo la luz UV.
Elaborado por: (Autor, 2017)

La escopoletina se caracteriza por ser una cumarina fendélica, miembro importante del grupo
de fitoalexinas, que se produce en diversas plantas que se han utilizado como medicina
tradicional para el tratamiento de diversas enfermedades reumatoides. Se conoce una
variedad de actividades bioldgicas como anti-inflamatorio, antialérgico y anti-angiogénesis, a
menudo parece ser el producto mas importante ya que este compuesto ha mostrado una
fuerte actividad citotéxica frente a la linea celular de glandula mamaria, de adenocarcinoma

humano (Garibello, 2010).
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4.3.4. ldentificacion de compuesto 2 (FL-3) isoquercitrina.

Resultado del fraccionamiento del extracto acuoso, se logré obtener un compuesto puro
caracterizado por el investigador como FL-3, que eluyo en una polaridad 4:6 MeOH - H»O. El
espectro de H-NMR que se consiguié de la resonancia magnética nuclear, puede ser

observado en el (Anexo 5).

El compuesto aislado fue analizado mediante resultado espectroscépico de H-NMR 'y
comparado con literatura, se logré establecer su estructura molecular e identificacion
determinando que se trata de un compuesto denominado como isoquercitrina (Estork et al.,
2014).

Los datos obtenidos como resultado de la identificacion y descripcion del compuesto se

muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Descripcion del compuesto identificado

Formula molecular C21H20012
Peso molecular 464 g/mol
Aspecto fisico Polvo amorfo amarillo
Peso 5mg
Rf (Fase inversa: MeOH/H-0 4:6):0.33

Fuente: (Estork et al., 2014)
Elaborado por: (Autor, 2017)

4.3.5. Datos del espectro de *H-NMR de la isoquercitrina.

'H-NMR se realiz6 en metanol deuterado obteniendo los siguientes resultados: (400MHz,
CDs0D, ; ppm J/Hz): 7.74 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-2’), 7.56 (1H, dd, J = 8.4 Hz, 2.0 Hz, H-6’),
6.88 (1H, d, J =8.4 Hz, H-5"), 6.39 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8), 6.20 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6), 5.26
(1H, d, J =7.60 Hz, H-1").(Anexo 4)

Los resultados obtenidos de *H-NMR se compararon con reportados en (Estork et al., 2014)
(ver Tabla 10).
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Tabla 10. Comparacion del espectro *H-NMR de isoquercitrina aislado en Laetia suaveolens.

7.74 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-2’)

7.56 (1H, dd, J = 8.4 Hz, 2.0 Hz, H-6?)
6.88 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5")

6.39 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8)

6.20 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6)

5.26 (1H, d, J = 7.60 Hz, H-1")

Fuente: (Estork et al., 2014)
Elaborado por: (Autor, 2017)

El TH-NMR muestra nos muestra la presencia de una sefial & 7.56 ppm y & 6.88 ppm
correspondiente a los protones H-6’ - H-5’ pertenecientes a un acoplamiento orto presente en
el anillo B. Las senales & 7.56 ppm y & 7.74 ppm correspondientes a los protones H-6" - H-2’
gue presentan un acoplamiento meta. La regién aromatica presenta senales 6 6.20 ppm y &
6.39 ppm correspondientes a los protones H-6 - H-8 de un acoplamiento meta. Ademas de la

presencia de una sefial a 8 5.26 (d, J = 7.60 Hz, H-1") seguida de otras senales adicionales

7.71 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-2))

7.59 (1H, dd, J = 8.5 Hz, 2.2 Hz, H-6")
6.87 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-5')

6.41 (1H, d, J = 2.19 Hz, H-8)

6.22 (1H, d, J = 1.98 Hz, H-6)

5.26 (1H, d, J = 7.76 Hz, H-1")

gue indican la presencia de un resto de azucar en el carbono 3.

El andlisis comparativo de los datos del espectro de la muestra en identificacion y los datos
del espectro de la bibliografia, muestran las posiciones correspondientes a las sefiales de 'H
las cuales nos indican la estructura del compuesto y que son similares con los que se observan

en (Estork et al., 2014), determinado asi la identificacion del compuesto como isoquercitrina.

A continuacion se observa la estructura quimica de isoquercitrina (Figura 27.)

Figura 27. Estructura quimica de isoquercitrina
Fuente: (Estork et al., 2014)
Elaborado por: (Autor, 2017)
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En la Figura 28. Se muestra la CCF del compuesto aislado e identificado como isoquercitrina,
la cual se visualiza de un color fluorescente verde con un (Rf) de 0.33.

Figura 28. CCF de FL-3 en MeOH - H20 4:6. Observado bajo la luz UV.
Elaborado por: (Autor, 2017)

La isoquercitrina es un flavonoide glicosilado que se encuentra comunmente en hierbas
medicinales, frutas y verduras. Caracterizado por presentar una serie de efectos
guimioprotectores contra el cancer, trastornos cardiovasculares, la diabetes y reacciones
alérgicas. También ha demostrado actividad antioxidante, antiinflamatoria inclusive actividad

contra el protozoario Entoméia hystolitica (Dos Santos, Oliveira, & Silva, 2014).
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CONCLUSIONES

La investigacién realizada a partir de las partes aéreas de la especie vegetal Solanum
oblogifolium Dunal, mediante la aplicacion de técnicas cromatograficas y técnicas
espectrales de 'H-NMR y CG-EM se aislaron e identificaron dos metabolitos
secundarios de naturaleza fendlica, confirmados a través de un analisis comparativo

bibliogréfico.

Del extracto total de MeOH - H20, se obtuvo los extractos de diclorometano y extracto
acuoso producto de la particiéon liquido — liguido, resultando el extracto acuoso con
mayor rendimiento presentando un 48.52% con relacion al extracto de diclorometano

que posee un 38.81%.

Del fraccionamiento en columna del extracto de diclorometano se aislé un compuesto,
gue mediante técnicas espectrales 'H-NMR y CG-EM se identificé como una cumarina
denominada escopoletina. Y del fraccionamiento del extracto acuoso se identificé un

flavonoide denominado como isoquercitrina.

Los compuestos aislados corroboran los conocimientos tradicionales de la planta
dentro de las comunidades, ya que una de sus actividades bioldgicas es la actividad
antiinflamatoria, la cual coincide con el uso etnobotéanico y con estudios cientificos

reportados en literatura.

46



RECOMENDACIONES

La especie Solanum oblingifolium Dunal, es una especie que segun detalles
bibliograficosmno tiene una investigacion a profundidad sobre la variedad de
compuestos que posee, por lo que se puede continuar con el estudio fitoquimico de la

especie vegetal.

Se recomienda hacer maceracién en diferentes disolventes como hexano y acetato
de etilo, ya que la investigacién se realiz6 con el extracto de MeOH - H;O y extracto
de diclorometano. Cabe destacar que es una planta que posee una gran variedad de

compuestos que pueden considerarse en andlisis para el avance farmacologico.
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ANEXO 1.

Espectro de *H-NMR de la fraccion FC-4 (Escopoletina)
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ANEXO 2.

CG-EM de lafraccion FC-4 (Escopoletina)
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ANEXO 3.

CG-EM de escopoletina en la fraccion FC-4 con relacion del espectro de escopoletina
de la base de datos Wiley 7nl.
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ANEXO 4.

CG-EM de escopoletina en la fraccion FC-4 con relacién del espectro de escopoletina
de Pentacalia vaccinioides (Kunth).
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ANEXO 5.

Espectro de *H-NMR de la fracciéon FL-3 (Isoquercitrina)
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