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RESUMEN

La especie Eriotheca ruizii se recolectdé, en El Naranjo-Paltas-Loja. El tubérculo fue
segmentado en epidermis, cortex blanco y marrén, pulpa blanca y marrén, debido a la
maduracién, obteniendo extractos; utilizando disolventes: hexano, acetato de etilo y
metanol, a los extractos obtenidos se realiz6 un tamizaje fitoquimico para evaluar la
presencia de fitoconstituyentes. Los extractos que mostraron mayor actividad biolégica en
lineas celulares de cancer humano, epidermis-acetato de etilo y cortex blanco-metanol se
los fraccion6 mediante cromatografia en columna abierta, y al extracto de epidermis-
metanol se realiz6 la extraccion de alcaloides. Obteniéndose una mezcla de 25 compuestos
de los cuales 6 podrian ser alcaloides y otros 6 fueron identificados como: éster metilico del
acido palmitico, éster metilico del &cido heptadecanoico, éster metilico del acido 8,11-
octadecadenoico, éster metilico del &cido 7- octadecenoico, éster metillico del acido
octadecenoico, éster metilico del acido 2-octil- ciclopropanotetradecanoico; del extracto
cortex-blanco se obtuvo un compuesto identificado como arabinofuranosil-(I"—6')-
glucopiranosil-4-hidroxi-3-metoxi-fenetil. Para la identificacion del compuesto se utilizd
cromatografia de gases acoplado a masas, *H- RMN y 3C-RMN, HMBC, HSQC, COSY,
indice de retencion, punto de fusién, factor de retencion.

Palabras clave: Eriotheca ruizii, tamizaje fitoquimico, arabinofuranosil-(I"—6')-

glucopiranosil-4-hidroxi-3-metoxi-fenetil



ABSTRACT

The species Eriotheca ruizii was collected, in El Naranjo-Paltas-Loja. The tuber was
segmented into epidermis, white and brown cortex, white and brown pulp, due to maturation,
obtaining extracts; using solvents: hexane, ethyl acetate and methanol, phytochemical
screening was carried out to evaluate the presence of phytoconstituents. The extracts that
showed the highest biological activity in human cancer cell lines, ethyl acetate epidermis
and white methanol cortex were fractionated by open column chromatography, and alkaloid
extraction was performed to the epidermis methanol extract. Obtaining a mixture of 25
compounds of which 6 could be alkaloids and 6 others were identified as: palmitic acid
methyl ester, heptadecanoic acid methyl ester, 8,11-octadecadenoic acid methyl ester, 7-
octadecenoic acid methyl ester, methyl ester of octadecenoic acid, 2-octyl-
cyclopropanotetradecanoic acid methyl ester; of the white cortex extract a compound
identified as arabinofuranosyl- (I "— 6 ') - glucopyranosyl-4-hydroxy-3-methoxy-phenethyl
was obtained. For compound identification, gas chromatography coupled to masses, tH-
NMR and 3C-NMR, HMBC, HSQC, COZY, retention index, melting point, retention factor.

Key words: Eriotheca ruizii, phytochemical screening, arabinofuranosyl- (I "— 6 ') -
glucopyranosyl-4-hydroxy-3-methoxy-phenethyl.



INTRODUCCION
La interaccion del hombre con los recursos naturales en su bdsqueda de conocer lo que
nos rodea y de obtener los medios para su supervivencia se ve reflejada a través de la
historia en muchas actividades (Gallego & Quijano, 2012). A las plantas se les ha dado un
uso medicinal para el alivio de dolencias y tratamiento de enfermedades desde tiempos
antiguos, actualmente contintan siendo las mas significativas fuentes de medicamentos,
segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el bienestar del 80% de la poblacién de
paises en desarrollo usan las plantas como medicina tradicional, terapias espirituales y
practicas ancestrales de curacion, los metabolitos secundarios presentes en las plantas
permiten el tratamiento y profilaxis de diferentes desordenes fisicos y biolégicos (Tinitana,

Rios, Romero-Benavides, de la Cruz Rot, & Pardo-de-Santayana, 2016)

Los metabolitos secundarios son compuestos organicos relacionados con el crecimiento y
desarrollo de la planta, se hallan distribuidos de forma diferencial a lo largo de los grupos
taxondmicos (Croteau et al., 2000). Estos compuestos fitoquimicos comprenden una amplia

variedad de estructuras quimicas (Mareggiani, 2001).

La obtencién de compuestos secundarios, es un tema de interés actualmente con el fin de
buscar y conocer de donde provienen, mecanismos de produccion (biosintesis), la
utilizaciéon de estos en las planta para los diferentes procesos que permiten su crecimiento
(alimentacién), mecanismos de defensa, interaccion con el medio, entre otras, asi como el

uso de estos en reemplazo de productos sintéticos (Gallego & Quijano, 2012).

La ciencia moderna estudia los efectos beneficiosos de las plantas, quiere precisar,
conjugar y catalogar las diversas propiedades, para agrupar a las plantas que los contienen,
determinar sus estructuras quimicas, procurar su sintesis, plantear modificaciones

estructurales en busca de mayor actividad biol6gica (Alvarado, 2012).

La familia Malvaceae subfamilia Bombacoideae presenta 16 géneros y 120 especies
(Rodriguez et al., 2016). En el Ecuador esta representada por 5 especies distribuidos en
los bosques secos pluviestacionales (Aguirre, Tene, Aguifiaga, & Villegas, 2012).

En dicha familia se han reportado metabolitos secundarios como: saponinas, taninos,
flavonoides, esteroides, entre otros, con actividad biolégica antimicrobiana (Ramos
Corrales, 2016). Otros autores reportan la presencia de fracciones activas, en las cortezas

de Amphipterygium adtrigens (Schltdl.) y Ceiba spp, lograndose identificar el acido 3a-



hidroximasticadiendnico, mostrando efecto positivo en eliminacion de Pseudomonas
aeruginosa PA14 y reduccion de las lesiones producidas por dafio térmico en un modelo de
ratones, esto justica el uso tradicional para combatir infecciones (Muioz-Cazares, 2013).

Compuestos quimicos aislados (a y B amirina) a partir de Eriotheca pubescens presentan
numerosas actividades biolégicas como ansioliticos, antidepresivos, anti-inflamatorios,

hepatoprotectores y gastroprotectores (Machado, 2015).

Ademas, de esta misma especie Eriotheca pubescens se aislé el acido 7-oxo-labda-8,13-
dien-15-oico (un diterpenoide labdano) con actividad anti-inflamatoria, el acido A13,14-ent-
labd-8B-ol-15-0ico que exhiben alta actividad antibacteriana y el acido 4-hidroxibenzoico,
demuestran que tiene actividad antimicrobiana, antimutagénica, hipoglucémico, antiviral,
antioxidante (Machado, 2015).

Existen estudios preliminares de metabolitos secundarios presentes en el tubérculo
Eriotheca ruizzi, en cuyos extractos metandlicos se han encontrado alcaloides,
metilencetonas glicésidos cardiotdénicos, cumarinas, taninos y polifenoles, de estos
compuestos los polifenoles y tal vez alcaloides de naturaleza fendlica serian los
responsables de actividad antifingica y antibacteriana; en el mismo estudio utilizando
Artemia salina, se pudo predecir actividades plaguicidas, pudiendo concluir que Eriotheca

ruizzi tiene actividad farmacolégica debido a su amplio rango de compuestos quimicos.

Debido a lo antes mencionado y a que no existen reportes sobre el aislamiento de
metabolitos secundarios de esta especie, consideramos importante llevar a efecto un
estudio mas detallado, que a la vez contribuya al aprovechamiento de recursos naturales

locales, asi como el ambito fitoquimico de especies del bosque seco del Ecuador.
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1.1.Fin, propésito y componentes del Proyecto

1.1.1. Fin del Proyecto

v Aportar con el aislamiento de nuevos metabolitos secundarios presentes en plantas
nativas del bosque seco del Ecuador.

1.1.2. Propdsito del Proyecto

v" Realizar un estudio fitoquimico del tubérculo de la especie Eriotheca ruizii.

1.1.3. Componentes del Proyecto

v Seleccion, identificacion y recoleccion de la especie Eriotheca ruizii.

v' Obtencién de extractos a partir de disolventes de polaridad ascendentes (hexano,
acetato de etilo y metanol).

v Fraccionamiento de extractos obtenidos mediante cromatografia en columna.

v Aislamiento, purificacion, caracterizacion e identificacion de los metabolitos
secundarios mediante CG-EM, RMN de 1H y *C.
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2.2. Aspectos Generales

2.2.1. Biodiversidad en el Ecuador
La Diversidad Bioldgica incluye la amplia variedad de seres vivos sobre la Tierra y los
patrones naturales que la conforman, que son el resultado de miles de millones de afios de
evolucién, es el resultado, tanto de procesos nhaturales como de las actividades de las
sociedades humanas, incluyen conceptos tan amplios que van desde la variedad de

ecosistemas hasta las diferencias genéticas dentro de una especie (Bravo, 2014).

Ecuador es un pais privilegiado en términos de biodiversidad, a pesar de su tamafo
pequeino forma parte de los que se conocen como paises “megadiversos” (Bravo, 2014),
significa que él cuenta con las mas variadas formas de vida expresadas en su flora, fauna
y microoganismos, en su diversidad genética y en una variedad de ecosistemas (Agudelo
& Hoet, 2011).

Las razones son varias, pero las mas importantes son la posicion tropical (que genera un
clima adecuado mas o menos similar a lo largo del afio), la presencia de los Andes y otras
montafias (que genera una escalera en cuyos peldafios se encuentran muchas mas formas
de vida) y las corrientes marinas (que generan un clima seco en la parte litoral y las
Galapagos, y muy himedo en la parte sierra y oriente) (Golinelli, Vega-villa, & Villa-Romero,
2015).

Ecuador es la regién con la tercera densidad mas alta de especies de plantas endémicas
en el mundo. Y este es un pais con especies de plantas con la mas alta actividad citotoxico
contra las células cancerosas humanas se puede encontrar, en comparacion con otros
paises con diversidad biolégica similar. Otra caracteristica importante de Ecuador es el
conocimiento ethomédico de muchas comunidades indigenas (Bailon-Moscoso, Romero-

Benavides, Tinitana-Imaicela, & Ostrosky-Wegman, 2015).

2.2.2. Medicina Tradicional y Natural
La medicina tradicional y Natural es conceptualizada por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) como las préacticas, enfoques, conocimientos y creencias sanitarias diversas
gue incorporan medicinas basadas en plantas, animales y/o minerales, terapias
espirituales, técnicas manuales y ejercicios aplicados de forma individual o0 en combinacion
para mantener el bienestar, ademas de tratar, diagnosticar y prevenir las enfermedades
(WHO, 2005).



Esta ha desempefiado un papel importante en el tratamiento de diversas patologias,
fundamentalmente en los paises en desarrollo, el 80% de la poblacién acude a este tipo de
medicina, en las Ultimas décadas han alcanzado una presencia cada vez mayor debido al
desarrollo cientifico de los fitomedicamentos y al mayor conocimiento de riesgo-beneficio
de las farmacos sintéticos (Prieto, Garrido, Gonzélez, & Molina, 2014).

2.2.3. Estudio Fitoquimico
La fitoquimica es una especialidad derivada de la Farmacognosia y esta dedicada al estudio
quimico de las plantas. (Phillipson, 2007).

Estudia desde su estructura quimica molecular, hasta las propiedades biolégicas de las
plantas, y principios activos, estos compuestos pueden prevenir enfermedades letales con
su cuantificacion y analisis de los efectos beneficiosos y prejudiciales a la salud humana,
mediante los métodos de obtenciébn de esos componentes activos, su clasificacion de
acuerdo al grupo funcional quimico organico a que pertenece y estudia los métodos
analiticos para comprobar su calidad (Phillipson, 2007; Prashant, Bimlesh, & Harleen,
2011).

2.2.4. Metabolitos Secundarios

El metabolismo secundario implica procesos que son Unicos para una planta, y no son
universales. Ciertos metabolitos secundarios sélo estdn presentes en determinadas
especies y cumplen una funcién especifica. Se conoce que estas moléculas desempefian
un papel importante en la adaptacién de las plantas a su entorno, ciertos flavonoides y
compuestos fendlicos actian como antioxidantes, capturando especies reactivas de
oxigeno previniendo la oxidacion celular. Otros, aparentemente suelen ser selectivamente
téxicos para células precancerosas reduciendo el riesgo de formacion de carcinomas como
es el caso de glucosinolatos, estos representan una importante fuente de productos
farmacéuticos activos en los ultimos 50 afios han aumentado los estudios sobre metabolitos
secundarios de plantas (Bourgaud, Gravot, Milesi, & Gontier, 2001; Mifio & Jadan, 2007)
Las cumarinas y los flavonoides muchos poseen actividad antitumoral (Bailon-Moscoso et
al., 2015).

2.2.5. Tamizaje fitoquimico
El tamizaje fitoquimico nos ayude a determinar cualitativamente la composicién quimica de
los metabolitos en las plantas. Son reacciones de coloracion, las cuales son sensibles,

reproducibles y de bajo costo. Algunos de los compuestos que podemos identificar son



acidos grasos, azucares reductores, polisacéridos, saponinas, flavonoides, alcaloides,
mucilagos y taninos; los resultados de las reacciones se reportan como (+) presencia y/o (-
) ausencia del compuesto presente en la planta (Sharapin, 2000).

2.3. Descripcion de las caracteristicas de la familiay del género Eriotheca.

La taxonomia se ha descrito bajo revision bibliografica en donde nos menciona que en la
antigua literatura a la familia Bombacaceae se la consideraba como una subfamilia bajo
Malvaceae. Sin embargo, en la mayoria de los trabajos taxondmicos recientes,
Bombacaceae ha sido tratada como una familia independiente de la orden Malvales.
Bombacaceae difiere de Malvaceae en varios caracteres anatomicos y florales; siendo
exclusivamente arborescente (arboles lefiosos), que a menudo poseen un tronco espinoso,
llevan anteras ditecal (bicompartimental) y en otras monotecal (una celda), siempre
teniendo granos lisos de polen (Refaat et al., 2017).

El género Eriotheca fue creado por Schott y Endlicher (1832) basado en dos especies
descritas originalmente en Bombax Schumann (1886) y Van den Brink (1924) rechazaron a
Eriotheca y la trataron como un sinénimo de Bombax. No fue hasta Robyns (1963), que
Eriotheca fue reconocido como un género distinto. Sin embargo el uso de evaluacion rapida
de genes permitio la inclusion de Eriotheca y otras especies por primera vez, aclarar las
relaciones filogenéticas entre este género y otros taxones del nicleo Bombacoideae
(Duarte et al., 2011). En Ecuador se han reportado para el género tres especies, distribuidas
geograficamente en laderas y colinas de los bosques secos entre 0-1000 msnm, en

provincias de Loja, El Oro, Guayas y Manabi(Aguirre et al., 2012).

Los usos de este género principalmente son usos maderables, y aunque medicinalmente
se utiliza para curar cataratas y cicatrizar heridas (Aguirre et al., 2012), se reconocen 12
especies para uso medicinal (medicina humana y veterinaria) destinadas para curar
afecciones de la piel, mal de ojo, ulceras, estrefiimiento, dolor de muelas y purgante para

animales (Balslev, Bush, Cleef, Lucero, & Sarmiento, 2006).

De este género se han aislado varios metabolitos secundarios cuatro triterpenoides a-
amirina (1), B-amirina (2), lupenona (3), lupeol (4); dos diterpenoides acido 7-oxo-labda-
8,13-dien-15-oico (5), acido A'3,'*-ent-labd-86-0l-15-0ico (6), cuatro acidos carboxilicos
aromaticos acido p-hidroxibenzoico (7), acido 3,4-diidroxibenzoico (8), acido 4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzoico (9), acido 3-metoxi-4-hidroxibenzoico (10) y un flavonoide: quercetina
(11) (Machado, 2015).
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Figura 1. Estructuras de compuestos aislados del género Eriotheca
Fuente: Machado, 2015
Elaborado: Santos, M. 2017

2.3.1. Descripcion de la especie Eriotheca ruizii
Eriotheca ruizzi (K. Schum) o Bombax ruizii (K. Schum), conocido por su nombre comun
como “pate”, “pati®, “ceiba”, “pasallo”, “pate colorado”. Es un arbol caducifolio, de hasta 15
m de alto, hojas digitadas o palmadamente compuestas, foliolos 5-7, 6 x 3.5-20 x 8.5 cm,
aserrados, apice caudado, mas palido y pubescente en la parte abaxial, peciolulos
articulados en la base; flores en paniculas laxas, flores cremas de 1.5-2.5 cm de largo,
estambres 30-35; capsula globosa, 1.7-3 cm de largo (Rodriguez, Alvitez, Pollack, Huaman,

& Sagastegui, 2016).
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Tabla 1 Taxonomia de Eriotheca ruizii

Reino: Plantae

Clase: Equisetopsida C. Agarth
Subclase: Magnoliidae Novék ex Takht
Orden: Malvales Juss

Familia: Bombacoideae

Género: Eriotheca Schott & Endl
Especie: ruizii

Fuente: (Tropicos, n.d.)
Elaborado: Santos, M. 2017

Hasta el momento no hemos encontrado reportes de aislamiento e identificacion de
metabolitos secundarios en esta especie, en donde se realizd6 un tamizaje fitoquimico
reportando la presencia de saponinas, metilencetonas, flavonoides, alcaloides, polifenoles,
glucésidos cardioténicos, se ha reportado que a partir de los extractos metandlicos presenté
actividad antimicrobiana mostrando inhibicion en tres cepas bacterias (Staphylococcus.
aureus, Pseudomonas. aeruginosa y Escherichia. coli) trabajadas, también se evalué la
actividad antifangica de los mismo presentando inhibicién en Candida albicans (Pineda,
2015).

2.4. Algunas técnicas de aislamiento, identificacion y caracterizacion de

metabolitos secundarios.

2.4.1. Cromatografia
Esta técnica se basa en mantenerse una fase inmovil o estacionaria y la otra (fase mavil)
se pasa sobre ella, como se indic6 anteriormente. La fase movil puede ser un liquido o un
gas; la fase estacionario puede ser un liquido o un sélido. Las cuatro combinaciones

posibles son: liquido-solido, liquido- liquido, gas-sélido y gas-liquido (Sharma, 2007).

2.4.2. Cromatografia en capa fina (CCF)
La cromatografia en capa fina consiste en la separacién de los componentes de una mezcla
a través de la migracion diferencial sobre una capa fina de adsorbente, retenida sobre la
superficie plana. La muestra que va a ser analizada se aplica por medio de un tubo capilar
sobre la superficie absorbente inerte (silica, alimina, etc.) distribuida uniformemente. Es

una técnica importante ya que permite proporcionar informacion sobre la homogeneidad de
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los componentes quimicos del producto y garantizar que las sustancias responsables de la

actividad biologica estén presentes (Spangenberg, Poole, & Weins, 2011).

2.4.3. Cromatografia en columna (CC)
En cromatografia en columna, la fase movil es un liquido y éste desciende a través de la
columna. La fase estacionaria es frecuentemente un liquido que recubre el interior del tubo
capilar o la superficie de particulas sélidas empaquetadas dentro de la columna (Mallat &
Barcelo, 1998).

Esta técnica se basa en hacer pasar la solucién que contiene el compuesto que se quiere
purificar a través de una columna en la que se ha situado una matriz solida porosa (resina,
silica, alidminas) que est4 inmersa en un solvente. Los diferentes componentes van
interaccionando con la matriz de acuerdo a su carga, hidrofobicidad, tamafio o capacidad
especifica de unirse a grupos quimicos particulares segun la matriz escogida. (Dominguez,
2016).

2.4.4. Cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas
En la cromatografia de gases se debe tener en cuenta la fase estacionaria, los cilindros, las
trampas de gases y la correcta aplicacion de los diferentes detectores, la muestra se
volatiliza para luego ser inyectada en una columna de cromatografia, para ello, la muestra
debe ser volatil y termoresistente. La elucion se produce generalmente de los gases de tipo
inerte como He, N,, H, (Quirds, 2006).

La espectrometria de masas es una técnica analitica que proporciona informacion tanto
cualitativa (estructura) como cuantitativa (masa molecular o concentracion), de las
moléculas analizadas previamente convertidas en iones adquiriendo carga negativa o
positiva, utilizando movimiento de iones en campos eléctricos y magnéticos para

clasificarlos de acuerdo a su relacion masa/carga (Chocho, 2007).

Es asi, que para la identificacion de compuestos, la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas es mas eficaz ya que permite una correcta separacién de
muestras complejas y la identificacion de los diferentes compuestos a través de los indices
de retencion y los espectros de masas. Ademas es una técnica que muestra una alta
sensibilidad (Quirds, 2006).
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2.4.5. Resonancia nuclear magnética
Es el método espectroscopico con la cual podemos observar la estructura de una molécula
que solo se puede diferenciar por la disposicion de sus electrones, se utiliza para determinar
los compuestos organicos por los nicleos que son magnéticamente activos como son los
atomos 'H, 13C, 3P y "°F, es decir poseen espin, igual que los electrones.(Valcarcel,
Gonzélez, & Valcarcel, 2017).

Cuando los nucleos vuelven a su estado inicial emiten sefiales cuya frecuencia depende de
la diferencia de energia (AE) entre los estados de espin a y B, el espectrémetro de RMN
detecta estas sefales y las registra en una gréfica de frecuencias vs. Intensidad, que es
llamado espectro. El termino resonancia magnética nuclear procede del hecho de que los
nucleos estan en resonancia (0 sea, a la misma frecuencia). Es decir, los nlcleos pasas de
un estado de espin a otro como respuesta a la radio frecuencia (rf) a la que son sometidos
(Valcércel et al., 2017).

2.4.6. Cristalizacién
La cristalizacion es un proceso natural pero también es una técnica que puede ocurrir a
partir de una disolucién de un sélido impuro en la menor cantidad posible del disolvente
adecuado, en temperatura alta. En estas circunstancias se genera una disolucion saturada
que al enfriar se sobresatura que origina la cristalizacion. El proceso de cristalizacioén es un
proceso dinAmico, de manera que las moléculas que estan en la disolucion estan en

equilibrio con las que forman parte de la red cristalina (Martinez, 2010).

2.4.7. Punto de fusion
El punto de fusién de un sélido se define como la temperatura a la cual la base sélida y
liguida coexisten en el equilibro (Ramirez, Valencia, & Vivas, 2015), a medida que se aplica
calor a un solido, su temperatura aumentara hasta que se alcance el punto de fusion. La
temperatura de fusién de los sélidos cristalinos es una figura caracteristica y se usa para
identificar compuestos y elementos puros. La mayoria de las mezclas y sélidos amorfos se

funden en un rango de temperaturas (Encyclopaedia Britannica, 2016).
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CAPITULO lIl MATERIALES Y METODOS
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3.1. Materiales y métodos
En la figura 1 se muestra el esquema de la metodologia que se utilizé para el trabajo

investigativo.

Seleccién y recoleccion de la especie

Hexano

Epidermis

Cortex marron y blanco
Pulpa Marron y blanco

L | S
Obtencion de extractos

Separacion de las partes

Secado
Maceracion estatica Acetato de Etilo
Filtrado 3 Epidermis

Cortex marrdn y blanco
Pulpa Marron y blanco

L J
Tamizaje Fitoquimico

Metanol
Epidermis
Cortex marrdn y blanco

—> Pulpa Marron y blanco
L Acetato de Etilo
Cromatografia en columna abierta Epidermis

el Metanol
Epidermis Fraccion Alcaloides
Cdrtex Blanco

L J Cromatografia en capa fina
Caracterizacion e identificacion de Punto de fusion
metabolitos secundarios | Cromatografia de gases acoplado a
rasas
Resonancia Magnética Nuclear

Figura 2 Esquema de los Métodos empleados en la Investigacion
Fuente: Santos, M. 2017
Elaboracién: Santos, M. 2017
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3.2. Seleccidn y recoleccion de la materia vegetal

En base a la informacién bibliogréfica se realizd la seleccion de la especie vegetal
(tubérculo). La materia prima se recolect6 en el bosque seco; entre octubre y diciembre del
2016, en el sector El Naranjo, parroquia Catacocha, cantén Paltas, provincia de Loja con
coordenada 4° 01' 38.7 S, 79° 36' 38.5 W (Figura 3). Para la recoleccién e investigacion se
cuenta con el permiso MAE-DNB-CM-2015-0016 de acceso a recursos genéticos otorgado
por el Ministerio del Ambiente (MAE) a la UTPL. Una vez identificada la especie por el Dr.

Mario Ruiz y el Dr. Eduardo Jadan, se deposité una muestra en el herbario de la UTPL.

. (O)ElNaranjo

) 5% SCASATASPT: ) L Puntoyde
JYAGUANAMANUEL 55
® c a Recoleccion

Figura 3. Mapa de lugar de la recoleccién del tubérculo Eriotheca ruzii
Fuente: Google Maps, 2018
Elaboracién: Santos, M. 2017

3.3. Obtenciéon de extractos

3.3.1. Maceracion estatica
37.14 kg de la especie (tubérculo), fueron segmentados en: epidermis, cortex blanco y
marrén, pulpa blanca y marron, debido a la maduracion y las propiedades alelopaticas que
presenta la planta (figura 4). Se lavd previamente la materia prima para eliminar cualquier
tipo de impurezas que tenga y que pudieran interferir con el aislamiento, caracterizacion e
identificacion de los compuestos presentes.
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Material fresco (Tubérculo)

E_ 2

Separacion de la parte externa del tubérculo (epidermis)

(cortex)

(pulpa)

Figura 4. Tubérculo de la especie Eriotheca ruizii y sus segmentaciones (1) epidermis, (2) cortex marrén y (3)
cortex blanco; (4) pulpa marrén y (5) pulpa blanca.

Fuente: Santos, M. 2017

Elaboracién: Santos, M. 2017
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Una vez finalizado el paso anterior, se colocé la materia vegetal en un cuarto de secado
con flujo de aire constante a 37° C por 7 dias con el fin de deshidratar las partes

mencionadas.

Se llevd a maceracion estatica utilizando disolventes en polaridad ascendente: Hexano
(Hex), acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH) secuencialmente. La especie fue
colocada en cinco recipientes, de los cuales contenian epidermis (matraz de 5 L), cortex
marrén (frasco de vidrio de 4 L), cortex blanco (matraz de 5 L), pulpa blanca (frasco de
vidrio de 6 L) y pulpa marron (frasco de vidrio de 6 L) con sus respectivas etiquetas. Se
agrego en total a los cinco recipientes aproximadamente 26 litros de cada disolvente, en
relacion 1:2; p/v hasta cubrir completamente la materia vegetal y se dej6é reposar durante
72 horas (anexo 3), luego se procedié al filtrado y concentrado al vacié en un
rotaevaporador BUCHI R-210. Se realizaron tres extracciones con cada disolvente.

Finalmente se peso y etiquetd cada extracto (anexo 4).
El rendimiento se calculé con la siguiente férmula:

L peso de extracto
rendimiento % = - * 100
peso materia seca

Férmula 1
Cada estructura morfologica se trabaj6é por separado debido a pequefas diferencias en el

perfil cromatografico de los diferentes extractos.
3.4. Fraccionamiento de extractos

3.4.1. Montaje de columna
Al extracto de acetato de etilo- epidermis se lo fracciond, mediante cromatografia en
columna abierta (13.5 mm de diametro y 55 cm de altura de cuerpo) y se trabajo 4 gramos

de extracto, recolectando fracciones de 15 ml.

Para el extracto de metanol-cortex blanco se realiz6 el fraccionamiento en columna abierta
(60 mm de diametro y 100 cm de altura de cuerpo) y se trabajé 40 gramos de extracto,

recolectando fracciones de 20 ml (anexo 5).

Para ambas columnas se utiliz6 silica gel 60 (0.015 — 0.040 mm), la elucion fue con Hex,
AcOEt, MeOH, CH,Cl,, H,O, asi como también mezclas de los mismos, en una proporcion
1:20 extracto: silica, y se realiz6 cromatografia en capa fina de cada una de las fracciones

obtenidas.
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3.4.2. Cromatografia en capa fina
Se utilizaron placas de aluminio cubiertas de silica gel 60 y también placas fase inversa
C18, la visualizacion se realiz6 en luz UV 254 y 365 nm, cada placa fue revelada con acido

sulfarico al 5% y vainillina.

3.4.3. Unio6n y purificacion
Para realizar la unién se tom6 en cuenta la similitud en el perfil cromatogréfico de cada
fraccion, el Rf de las manchas en la placa de cromatografia en capa fina que se observaron
en la luz UV a 254 y 365 nm y la similitud visual del revelador utilizando acido sulfurico al
5% vy vainillina.

La purificacion de cada compuesto se hizo en basa al grado de solubilidad que presentaba
frente a cada disolvente utilizando el que fuera més adecuado para realizar el lavado, y en

otros casos se utilizaron microcolumnas.

3.4.4. Microcolumna
Para el fraccionamiento en microcolumna se utilizé silica gel 60 de tamafio de particulas de
0.015 - 0.040 mm y 0.063 — 0.200 mm. Se realizé cromatografia en capa fina de cada uno
de éstas, se unieron las fracciones que presentaban similitud en el perfil cromatografico.
Las condiciones para cada microcolumna se describen la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones para montaje de microcolumna de las fracciones obtenidas de cromatografia
en columna

Condiciones de elucion de cromatografia en columna abierta

Relacion Dimensiones
Peso _ Volumen
Extracto extracto: | Diametro | Altura Polaridades »
extracto - separacion
Silica (mm) (cm)
Hex: AcOEt
Er-AcOEt-Ep4 200 1:100 65 50 g:0 3
CH,ClI,:MeOH
Er-AcOEt-EP6 60 1:200 25 35 3
98:2
CH,Cl,:MeOH
99:1
Er-AcOEt-
— 2020 1:25 65 50 98:2 7.5
96:4
90:10
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85:15

80: 20

70:30
100 MeOH

ALC-Er-EP

480

1:200

25

35

100 CHCl,

2.5

Er-MeOH-CB1

185

1:200

15

35

AcOEt: MeOH
95:5

AcOEt:MeOH:H,O
90:8: 2
85:13: 2
80: 15: 5
70: 25: 5
60: 35: 5
55:40:5

100 MeOH

3.5

Er-MeOH-CB3

179

1:200

20

35

AcOEt:MeOH:H,0
80: 20: 0.2
75: 25: 0.2
70: 30: 0.2
65: 35: 0.2
60: 40: 0.5
50:40: 0.5
100 MeOH

Er-MeOH-
CB19

456.7

1:200

25

35

AcOEt:MeOH: H,O
82:13:5
77:18:5
50: 45: 5

100 MeOH

Er-MeOH-
CB20

378.9

1:200

25

35

CHCI;:MeOH:H,0:
Cl,0,
90:20:0.2:0.1

Fuente: Santos, M. 2017

Elaboracién: Santos, M. 2017
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3.4.5. Tamizaje fitoquimico
Basado en la metodologia de Mandal, Mandal, & Das, 2015; Miranda & Cuellar, 2001. Se
coloco una alicuota significativa de los extractos obtenidos de cada una de las siguientes
estructuras morfologicas en tubos de ensayo individuales en los cuales se agreg6 15 ml de
metanol, mezclando hasta homogenizar. Se distribuy6é 1 ml de esta mezcla a un tubo de

ensayo para realizar los siguientes ensayos:

Determinacién de proteinas (Ensayo de Ninhidrina): Se agreg6é dos gotas de una
solucion de ninhidrina al 2% al extracto. Una coloracion purpura-azul indica la presencia de

aminoacidos. Se utiliz6 como estandar el acido glutamico.

Determinacién de carbohidratos — azucares reductores (Ensayo de Fehling): Se
adicion6 1ml de Fehling Ay 1ml de Fehling B, luego se calent6 de 5-10 min (cerca del punto
de ebullicion si es necesario). El ensayo se considera positivo si la solucién se colorea de
rojo o aparece precipitado. Como estandar se utilizé fructosa.

Determinacién de grasas (Ensayo de Sudan): Se adicion6 1 ml de una solucion diluida
en agua del colorante Sudan Ill o Sudan IV. Luego se calent6 en bafio de agua hasta
evaporacion del disolvente. La presencia de compuestos grasos se considera positiva si
aparecen gotas o una pelicula coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes del
tubo de ensayo. Se utiliz6 como estandar la glicerina.

Determinacion de alcaloides (Ensayo de Wagner y Dragendorff):

Ensayo de Wagner: Se adiciond a la muestra una gota de acido clorhidrico concentrado

(calentamiento suave y se dej6 enfriar), posterior a ello se agregé unas gotas de reactivo
de Wagner. Se considera positiva la prueba si se observa opalescencia (+), turbidez (++),

precitado coposo (+++).

Ensayo de Dragendorff: se adicion6 a la muestra una gota de acido clorhidrico concentrado

(calentar suavemente y dejar enfriar), luego se agreg6 unas gotas del reactivo de
Dragendorff. Se considera positiva la si se observa opalescencia (+), turbidez

definida (++), precipitado coposo (+++). Se utiliz6 como estandar la cafeina.

Determinacion de terpenos- esteroides (Ensayo de Lieberman Burchard): Se disolvio
la alicuota del extracto seco con 1 ml de cloroformo, luego se adiciono 1ml de anhidrido

acético y se mezclé bien. Por la pared del tubo de ensayo se dejé resbalar 2-3 gotas de
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acido sulfarico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio rapido de

coloracion:

- Rosado- azul muy rapido
- Verde intenso-visible aunque rapido

- Verde oscuro-negro-final de la reaccion
Como estandar se utilizdé Argentatina A (triterpeno de tipo cicloartano)

Determinacion de Flavonoides (Ensayo de Shinoda): Se diluyé con 1ml de HCI
concentrado un pedazo de cinta de magnesio metélico, después de la reaccidn se espera
5 minutos, se afiade 1 ml de alcohol amilico, se mezclaron las fases y se dejo reposar hasta
que se separen. El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de
amarillo, naranja marrén o rojo intensos en todos los casos. Fue utilizada hesperidina como

estandar

Determinacién de Saponinas (Ensayo de espuma): A la muestra que se solubilizé en
metanol se procedid a diluirla cinco veces su volumen con agua destilada, luego se agité
la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos. El ensayo se considera positivo si aparece
espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm de altura y persiste por mas de 2

minutos. Se utiliz6 como estandar papa.

Determinacién de Quininas (Ensayo de Borntragen): a cada muestra se colocé 1 ml de
cloroformo, se adicioné 1 ml de hidréxido de sodio, hidréxido de potasio 0 amoniaco al 5%
en agua. Se agité mezclando las fases y se dej6 en reposo hasta su separacion, si la fase
acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado, el ensayo se considera positivo. Coloracién

rosado (++), coloracion rojo (+++). El estandar utilizado fue hidroquinona.

Determinacién de Taninos- Fenoles (Ensayo de Cloruro Férrico): A la muestra se le
adicion6 3 gotas de una solucion de hidréxido férrico al 5% en solucion salina fisiologica

(cloruro de sodio al 0,9% en agua).

Un ensayo positivo puede dar la siguiente informacion general:

Desarrollo de una coloracién rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
Desarrollo de una coloracién verde intensos, taninos de tipo pirocatecolicos.
Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalatanicos.
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El estandar utilizado fue Vainillina 1%

3.4.6. Extraccion de alcaloides
Inicialmente para confirmar la presencia de alcaloides en los extractos metandlicos de todas
las partes (epidermis, cortex marron y blanco, pulpa marrén y blanca) se realiz6 una prueba
de Dragendorff en placas de CCF, la presencia de machas de color naranja oscuro es
indicativo de la presencia de alcaloides.

La metodologia aplicada fue la descrita por Games et al., 1974 al extracto se adicion6 2 mi
de acido sulfarico 1 M, a la solucién acida se adicioné CH,CI, para remover trazas de
grasas, luego se ajusto a pH 8 la fase acuosa con bicarbonato de sodio y se extrajo con
CH,CI, para dar la fraccién metandlica que contiene los alcaloides libres, a la fase restante
se reacidificé a pH 11 con acido clorhidrico y se refluyé a 60 — 70 ° C por 3 horas con lo que
se logra hidrolizar los alcaloides, a la fase acuosa reflujada se reajust6 a pH 8 con
bicarbonato de sodio y extrajo con CH,Cl, (3x100ml) que contiene la fraccién liberada de

alcaloides.
3.5. Caracterizacién de metabolitos secundarios

3.5.1. Punto de fusion
Para determinar el punto de fusion de los compuestos aislados se utilizé el equipo Fisher
Johns.

3.5.2. Factor de retencién
Se determiné el factor de retencion de cada uno de los compuestos aislados. La relacion
que expresa la distancia recorrida de la muestra (punto de siembra) y la distancia recorrida

por el solvente.

Distancia recorrida (muestra)

" Distancia recorrida (solvente)
Formula 2

3.5.3. Cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de masas (CG/EM).
Para determinar los espectros de masa se utilizd un cromatografo de gases (Agilent
Techonologies 6890N) acoplado a un espectrometro de masas (Agilent Technologies 5973
inert) y una columna cromatogréfica capilar DB-5MS (5%-Fenil-metilpolisiloxano) un

inyector automético split/ splitles serie 7683. Para la identificacion de los compuestos se
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emplearon las bases de datos de Wiley 7n.l y espectral data base for organic compounds

SDBS. Las condiciones de operacion del equipo se detallan en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de operacion de equipo CG/EM

Columna capilar: Agilent 122-5562 DB-5ms, 0.25mm* 30 m* 0.25um

Temperatura méxima: 350 ° C

Flujo constante Flujo inicial 1.0 ml/min

COLUMNA Presion inicial: 52.66 kPa

Velocidad promedio: 36 cm/s

Presion de salida: vacio

INYECTOR en modo | Temperatura inicial: 250 ° C

splitless Gas: Helio
Temperatura: 250° C
DETECTOR :
Gas: Helio
Temperatura inicial: 50° C
HORNO Temperatura final: 270° C

Gradiente de temperatura de 3 ° C/min

Fuente: Laboratorio de andlisis quimico e instrumental de la UTPL
Elaborado: Santos, M. 2017

3.5.4. Espectroscopia de Resonancia Nuclear Magnética (RMN)
Para obtener los espectros de RMN de *H y 13C, se utiliz6 un equipo de resonancia
magnética nuclear Varian 400 MHz-Premium Schelded, las muestras fueron analizadas a
400 MHz y 100 MHz respectivamente, para la lectura de las muestras se realizé una
disolucién de la misma empleando disolventes deuterados adecuados como CDCl; y
CD;0OD.
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Resultados y discusion

4.1.1. Rendimiento de los extractos obtenidos
Los rendimientos y otras caracteristicas de los extractos obtenidos a partir de 6.12 Kg
materia vegetal seca, distribuidos en epidermis 1.06 kg, cortex marrén 2.25 kg, cortex
blanco 0.71 kg, pulpa marrén 1.94 kg y pulpa blanca 0.16, se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Rendimientos, peso y caracteristicas de los extractos obtenidos de las diferentes
estructuras morfoldgicas de E. ruizii.

morl'?glrg;ica Disolvente Caodigo 2E80 - REMEIMICTE AREiEEE)
usada (kg) (%) fisica
Hexano | Er Hex EP  0.72 0.07 Semisolido
— Amarillo
Epidermis AcOEt | Er AcOEt EP | 6.61 0.62 Sergiasf%"do
Metanol Er MeOH_EP | 108.13 10.20 Sdélido marrén
. Hexano Er Hex CM | 3.77 0.17 Sf\ﬁﬁf:i’.'fgc’
marrén ACOEt | Er AcOEt CM | 5.10 0.25 Serg'asfoé"do
Metanol Er MeOH_CM | 280.13 12.45 Sdélido marrén
Hexano | Er Hex CB | 1.41 0.20 Semisdlido
Cortex o somiadlido
Blanco ACOEt | Er_AcOEt CB & 7.10 1.00 ot
Metanol Er MeOH_CB @ 166.1 23.45 Soélido marrén
Hexano | Er Hex PM  5.95 0.31 Liquido
Pulpa o somiadlido
Marron AcOEt Er AcOEt PM | 4.97 0.26 Café
Metanol Er MeOH_PM | 450.65 23.19 Sdélido marrén
o Hexano Er Hex PB | 2.34 1.44 i éﬂéﬁ% :
Blanca AcOEt Er_AcOEt_PB 5.75 3.55 Café
Metanol Er MeOH_PB | 109.51 68.44 Sdélido marrén

Fuente: Santos, M. 2017

Elaboracién: Santos, M. 2017

Los extracto metandlicos de cada una de las estructuras morfoldgicas utilizadas fueron los
de mayor rendimiento, mientras que los extractos con menor rendimiento fueron los de
hexano; de los extractos metandlicos el de mayor rendimiento fue el extracto pulpa blanca
con 68.44%, y en cambio de los extractos de hexano el de menor rendimiento fue el de

epidermis con 0.07%. Comparando el porcentaje de rendimiento observamos variacion,
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sabiendo que el metanol es un disolvente que va arrastrar mayoritariamente compuestos
polares, se puede decir que el tubérculo de la especie Eriotheca ruizii contiene una gran
cantidad de compuestos polares, a diferencia de compuestos medianamente polares y
apolares que van hacer arrastrados por acetato de etilo y hexano respectivamente.

Debido a la diferencia en el perfil cromatogréfico de cada de las estructuras morfolégicas
empleadas se trabajaron los extractos por separado. En la figura 5 se pueden observar el
perfil cromatogréafico de los extractos en CCF.

EP CM CB PM PB EP CM CB PM PB EP CM CB PM PB
1) HEX: AcOEt 2) HEX: AcOEt 3) Hex: CH,CI,
7 s 3 7: 3 6 : 4

Figura 5 Placas cromatograficas de los extractos de Eriotheca ruizzi .Nomenclatura de las muestras: EP
(epidermis), CM (cortex marén), CB (cortex blanco), PM (pulpa marrén), PB (pulpa blanca). 1) corresponde al
extracto hexano; 2) corresponde al extracto acetato de etilo; 3) corresponde al extracto de metanol.

Fuente: Santos, M. 2017

Elaborado: Santos, M. 2017

4.2. Tamizaje fitoquimico

Con el fin de valorar la presencia de compuestos quimicos en los extractos, se realizo el
tamizaje fitoquimico preliminar. En la tabla 5 se muestran los resultados de los ensayos
realizados a las diferentes estructuras morfolégicas del tubérculo empleadas. Se puede
observar como similitud la ausencia de proteinas, pero muestran diferentes fito-
constituyentes, como: alcaloides, terpenos, flavonoides, quinonas y taninos principalmente
en los extractos acetato de etilo y metanol de cada una de las partes del tubérculo. Estudios
previos confirman que el género Eriotheca presenta diversos constituyentes quimicos como
alcaloides, flavonoides, cumarinas, metilcetonas, glicosidos cardiotonicos en los extractos

metandlicos (Pineda, 2015), la familia Bombacaceae también se caracteriza por la
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presencia de alcaloides, flavonoides, taninos en cantidades mayoritarias y también la
presencia de esteroides o triterpenoides en extractos acuosos y etanolicos (Gonzélez,
Ayala, & Gutiérrez, 2006; Moreno & Jaramillo, 2017; Orantes, 2008).
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Tabla 5. Resultados de Tamizaje fitoquimico de los diferentes extractos de las diferentes estructuras morfoldgicas del tubérculo E. ruizii.

Muestra y
cédi Proteinas Carbohidratos | Grasas @ Alcaloides @ Terpenos Flavonoides Saponinas Quinonas | Taninos
odigo

EPIDERMIS

Hexano

(Er_Hex_EP) ) +t + + - - - .
AcOEt

(Er_AcOEt_EP) ) " i * * ) * *
MeOH

(Er_MeOH_EP) ) ] o ) * * o *

CORTEX MARRON

Hexano

(Er_Hex_CM) ] i * - ] ] ] -
AcOEt

(Er_AcOEt_CM) ) " i * * ) i *
MeOH

(Er_MeOH_CM) ) ] o ) * * o *

CORTEX BLANCO

Hexano

(Er_Hex_CB) A ) * i i i )
AcOEt

(Er_AcOEt_CB) " i " " ) i *
MeOH - ++ - + - ++ +

(Er_MeOH_CB)
Fuente: Santos, M. 2017
Elaboracién: Santos, M. 2017

++: Fuertemente positivo; +: positivo; -: ausente
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Tabla 5. Resultados de Tamizaje fitoquimico de los diferentes extractos de las diferentes estructuras morfoldgicas de E. ruizii (continuacion)

PULPA MARRON

Hexano
(Er_Hex_PM) ” ) A * - - - -
AcOEt
(Er_AcOEt_PM) - - + + - - + +
MeOH
(Er_MeOH_PM) ) + - ++ + + + ++
PULPA BLANCA
Hexano
(Er_Hex_PB) ) - - * - - - -
AcOEt
(Er_AcOEt_PB) - ) + + + - - -
MeOH
(Er_MeOH_PB) ) * - t - + + ++
Extracto acuoso
Epidermis - - - + + + + +
Corteza - + - + + + + + +
Pulpa - + - + + + n ¥

Fuente: Santos, M. 2017
Elaboracién: Santos, M. 2017

++: Fuertemente positivo; +: Positivo; -: ausente
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4.3. Actividad Biolégica

Una vez observado el perfil cromatografico de los extractos, se evalué su capacidad
inhibitoria en células cancer humano (citotoxicidad) (Datos proporcionados por la Dra.
Natalia Bailon del Departamento de Ciencias de la Salud de la UTPL) para poder direccionar
la investigacion hacia el aislamiento de metabolitos secundarios de los extractos mas
activos. Cabe mencionar que a los extractos de Hexano no se probaron debido a problemas
de solubilidad.

El extracto de acetato de etilo de la epidermis (Er_AcOEt_EP) mostré 89.61 + 0.09 % de
inhibicién, en la linea PC-3 (cancer de préstata); 68.59 + 2.65 para la linea A-549 (cancer

de pulmén) y 60,52 + 1,11 para la linea RKO (cancer de colon rectal).

Seguido del extracto metandlico de cortex blanco (Er_ MeOH_CB) con 55.03 + 3.18 % vy

cortex marron 41,22 + 5,29 % en la linea celular PC-3.

Algunos estudios para Eriotheca evallan in vitro fracciones de acetato de etilo obtenidas
por particion liquido - liquido frente a catepsinas K, L y V mostrando un inhibicién superior
a estas enzimas con 58%, 91%, 94% respectivamente y en la fraccidbn metanol/ agua 40%
46% y 50% (Machado, 2015); estudios indican que catepsina K esta asociada con un mayor
potencial invasivo a progreso de cancer de préstata y mama (Lecaille, Brémme, &
Lalmanach, 2008); catepsina L es regulada en varios tipos de células de cancer y metafase
tumoral (Lankelma et al., 2010); catepsina V ha sido considera un marcador potencial del
diagnéstico de tumores de colon, carcinomas de mama (Priscila Severino, Cezar Vieira, &
Fapesp, 2008). Ademas muestra que poseen actividad letal o citotoxicidad en los extractos
metandlicos contra el crustaceo Artemia salina aplicando diferentes lapsos de tiempo y
concentraciones, existe una correlacion positiva entre la mortalidad de las larvas de Artemia

y la citotoxicidad frente a las células cancerigenas (Pineda, 2015),

En la familia se ha encontrado especies como, Chorisia insignis Kunth, cuyo extracto
metandlico tuvo un porcentaje de citotoxicidad de 37.5% en la linea celular céancer de
colon (HCT-116) (Moustafa, Menshawi, Wassel, Mahmoud, & Mounier, 2014). Asi mismo
los extractos de dietil éter y petréleo ligero de flores de Bombax ceiba se mostraron la
mayor actividad anti-proliferativa contra el adenocarcinoma renal humano (ACHN) y para
cancer de pulmoén (A-549) de una manera dependiente de la concentraciéon (Tundis,

Rashed, Said, Menichini, & Loizzo, 2014). Ademas para el extracto metandlico de hojas de
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Bombax malabaricum (MEBM) se confirmé su actividad antiinflamatoria en dosis de 100,
200 y 400 mg/kg ya que redujo significativamente el edema de la pata de una rata inducido
por carragenina, observando a su vez que no era toxico hasta una dosis de 2 g/kg (Hossain
et al., 2013). Ademas MEBM evidencid actividad anti-inflamatoria significativa en Pirexia
inducida por levadura de Baker, la maxima actividad ocurrié a las 6 h, lo que indica lento
pero absorcidn constante, el extracto era dependiente de la dosis, con mayor dosis produce

una mayor actividad. (Hossain, Mandal, & Gupta, 2011).

4.4, Aislamiento, caracterizacion e identificaciéon de metabolitos secundarios en

Eriotheca ruizii.

4.4.1. Extracto de acetato de etilo — epidermis
Para el fraccionamiento del extracto, mediante cromatografia en columna se tomé 4g del
mismo, se recolectaron 141 separaciones con un volumen de 15 ml cada una, las cuales
se unieron de acuerdo a la similitud que presentaron en el perfil cromatogréfico. En la tabla

6 se muestran las 12 fracciones resultantes con sus caracteristicas.

Tabla 6. Fracciones obtenidas del extracto de acetato de etilo de epidermis de E. ruizii.

> » . o P
Fraccidn Separacion | Polaridad Apariencia (n:);?
Er-AcOEL-EP1 1-11 Hex:AcOEt Semisoélido amatrillo 40
9:1 verdoso

Er-AcOEt-EP2 12-22 HexigA_‘IOEt sélido blanco 60

Er-AcOEt-EP3 23-33 Hex-AcOEt Sélido amarillo 60
8.5:1.5

Er-AcOEt-EP4 34-46 Hexﬁgoa S6lido amarillo verdoso | 200

Er-AcOEt-EP5 47-59 HeX;A_;OEt Sélido amarillo 40

Er-AcOEt-EP6 60-92 Hex:AcOEt Sélido café 60
75:25

Er-AcOEt-EP7 93-108 Hex:?A_SOEt Sélido amarillo 20

Er-AcOEt-EPS 109-122 HeX:GA_ZOEt Sélido amarillo 20

Er-AcOEt-EP9 123-130 HeX?ZOEt Sélido café 20

Er-AcOEt-EP10 131-139 Helep_‘;OEt S6lido café 10
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AcOEt

Er-AcOEt-EP11 140 100 Semisdlido marrén 120
Er-AcOEt-EP12 141 M1%%H Semisélido marrén 2020

Fuente: Santos, M. 2017

Elaboracién: Santos, M. 2017

Se trabajo las fracciones con mayor peso y que estaban mas puras, estas fueron: Er-AcOEt-
EP4; Er-AcOEt-EP6; Er-AcOEt-EP12.

4.4.1.1. Fraccion Er-AcOEt-EP4
De la columna del extracto de acetato de etilo-epidermis Er-AcOEt-EP, se obtuvo 200mg
de la fraccion Er-AcOEt-EP4 a ésta se la trabajé en una microcolumna en condicion
isocrética, con polaridad 8:2 hexano: acetato de etilo, se recolectaron 90 separaciones con
un volumen de 5 ml cada una, se unieron de acuerdo a la similitud en el perfil cromatografico
resultando 9 fracciones (Er-AcOEt-EP4-F1 a Er-AcOEt-EP4-F9). Las fracciones y sus
caracteristicas se describen en la tabla 7.

Tabla 7. Unién de las fracciones de Er-AcOEt-EP4 de la columna del extracto acetato de etilo-
epidermis de E. ruizii.

Fraccién Separacion Apariencia Peso
(mg)
Er-AcOEt-EP4-F1 1-9 Solido blanco 8.3
Er-AcOEt-EP4-F2 10-23 Sélido blanco 2.3
Er-AcOEt-EP4-F3 24 - 33 Sélido blanco 15.5
Er-AcOEt-EP4-F4 34-44 Soélido blanco 7.7
Er-AcOEt-EP4-F5 45 - 52 Salido blanco 3
Er-AcOEt-EP4-F6 53 -57 Polvo amarillo 5.4
Er-AcOEt-EP4-F7 58 — 64 Polvo amarillento 4.3
Er-AcOEt-EP4-F8 65-90 Polvo amarillento 57.6
Er-AcOEt-EP4-F9 Lavado Solido amarillento 47.8

Fuente: Santos, M. 2017
Elaboracién: Santos, M. 2017

4.4.1.1.1. Fraccion Er_AcOEt_Ep_F4F1F1
De la fraccion Er_AcOEt Ep Frd4Fl, se aisl6 la fraccion identificada como
Er_AcOEt_Ep_Fr4F1F1 (figura 6), obteniendo 2 mg de un polvo blanquecino de solubilidad
en CH,Cl,, Rf de 0.51 en una polaridad 95:5 Hex: AcOEt y punto de fusién 50 — 52 °C.
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Figura 6. CCF de Fraccién Er_AcOEt_Ep_Fr4F1F1,
polaridad 95:5 Hex: AcOEt
Fuente: Santos, M. 2017
Elaboracién: Santos, M. 2017
4.4.1.1.2. Fraccién Er_AcOEt_Ep Fr4F3F1
A partir de Er_AcOet Ep Fr4dF3, se obtuvo fraccion identificada como
Er_AcOEt _Ep Frd4F3F1 (figura 7), se aisl6 1 mg un polvo blanquecino, soluble en CH,Cl,,

present6 un Rf de 0.68 en polaridad CH,Cl,: MeOH 98: 2 y punto de fusion >300 °C.

Figura 7. CCF de Fraccién Er_AcOEt_Ep_Fr4F3,
en luz de 365 nm, polaridad CH,Cl,: MeOH 98: 2
Fuente: Santos, M. 2017

Elaboracion: Santos, M. 2017

4.4.1.2. Fraccion Er-AcOEt-EP6
Se realiz6 una microcolumna en condiciones isocréaticas a partir de la fraccion Er-AcOEt-
EPG6, en polaridad 98:2 CH,CI,: MeOH, se recolectaron 151 separaciones con un volumen
de 3 ml cada una, las fracciones con el mismo perfil cromatografico se unieron obteniéndose
8 fracciones (Er-AcOEt-EP6-F1 a Er-AcOEt-EP6-F8). En la tabla 8 se describe las

fracciones, separaciones, apariencia y peso.
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Tabla 8. Unién de las fracciones de Er-AcOEt-EP6 de la columna del extracto acetato de etilo-
epidermis de E. ruizii.

Fraccion Separacion Apariencia Peso
(mg)
Er-AcOEt-EP6-F1 1- 25 Polvo transparente 6.3
Er-AcOEt-EP6-F2 26 — 49 Polvo transparente 0.7
Er-AcOEt-EP6-F3 50 — 68 Polvo Transparente 1
Er-AcOEt-EP6-F4 69 -70 Polvo Transparente 1.2
Er-AcOEt-EP6-F5 71-91 polvo amarillento 5.7
Er-AcOEt-EP6-F6 92 -102 Polvo amarillento 5.3
Er-AcOEt-EP6-F7 103 - 151 Polvo amarillo 13.8
Er-AcOEt-EP6-F8 Lavado Polvo café 18.9

Fuente: Santos, M. 2017
Elaboracion: Santos, M. 2017

4.4.1.2.1. Fraccion Er_AcOEt _Ep_F6F1F1
Se aisl6 la fraccion identificada como Er_AcOEt_EP_F6F1F1, se obtuvo 1.8 mg de polvo
blanquecino, soluble en CH,Cl,, con Rf de 0.34 en polaridad de elusion Hex: AcOEt 95:5
y punto de fusién de 60-65 °C (figura 8).

Figura 8. CCF de Fraccion Er_AcOEt_Ep_F6F1F,
polaridad de elucion: Hex: AcOEt 95:5.

Fuente: Santos, M. 2017

Elaboracién: Santos, M. 2017
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4.4.1.2.2. Fraccion Er_AcOEt_Ep F6F1F2
Se aislé la fraccion identificada como Er_AcOEt_EP_F6F1F2, obteniendo 0.7 mg de
polvo transparente, soluble en CH,Cl,, con Rf de 0.39 en la CCF eluida en Hex: AcOEt

95: 5 y punto de fusién 75 — 79°C (figura 9).

Figura 9. CCF de Fraccion Er_AcOEt_Ep_F6F1F2,
polaridad de elucién: Hex: AcOEt 95: 5
Fuente: Santos, M. 2017

Elaboracion: Santos, M. 2017

4.4.1.2.3. Fraccion Er_AcOEt_Ep_F6F7
De la fraccion identificada como Er_AcOEt EP_F6F7, obteniendo 3.7mg de polvo
blanquecino, soluble en CH,Cl, y CH3Cl, con Rf de 0.58 en CCF eluida en Hex: AcOEt 95:5

y punto de fusion de 65 — 69 °C (figura 10).

Figura 10. CCF de Fraccion Er_AcOEt_Ep_F6F7,
polaridad de elucion: 95:5 Hex: AcOEt.

Fuente: Santos, M. 2017

Elaboracion: Santos, M. 2017
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La fraccion fue analizada en CG/EM y se obtuvo una mezcla de 3 compuestos, con tiempo
de retencion de 29.71; 32.54; 33.29 minutos (Anexo 4). Los mismos que se compararon
con la base de datos WILEY 7 n.l, pero no se pudieron identificar.

4.4.1.3. Fraccion Er-AcOEt-EP12
Se realiz6 una microcolumna segun gradiente creciente de fuerza eluotrépica a partir de la
fraccion Er-AcOEt-EP12, se recolectaron 430 separaciones con un volumen de 3 ml cada
una, las fracciones con el mismo perfil cromatogréfico se unieron obteniéndose 14
fracciones (Er-AcOEt-EP12-F1 a Er-AcOEt-EP12-F14). En la tabla 9 se describe la fraccion,
separaciones, polaridad, apariencia y peso.

Tabla 9. Fracciones obtenidas de la fraccion Er-AcOEt-EP12 de la columna del extracto acetato de
etilo-epidermis de E. ruizii.

Fraccion Separacion Polaridad Apariencia (Pn(:;?
Er-AcOEt-EP12-F1 1-170 CHZ%;:,'\lﬂeOH polvo transparente | 27.1
Er-AcOEt-EP12-F2 71-85 CHZCgI;:.I\l/IeOH polvo transparente 4.4
Er-AcOEt-EP12-F3 86 — 91 CHZ%I;:_I\zﬂeOH polvo transparente 4.4
Er-ACOELEP12-F4 = g2-113 = CH2CliMeOH Semisolido 5.9

98:2 transparente
Er-ACOELEP12-F5 | 114-123 O 2ClzMeOH Semisolido 7.4

96:4 amarillento
Er-AcOEt-EP12-F6 | 124 —148 CHZ%gleeOH Polvo amarillento  46.4
Er-ACOEt-EP12-F7 | 149 — 158 CHZS(')Z_%eOH Polvo amarilento | 11.9
Er-ACOE+-EP12-F8 | 159 — 191 CHzgg_:i\geOH Polvo blanco 37.3
Er-ACOEt-EP12-F9 | 192 — 224 CHZ?;_T";OH Polvo blanco 15.9
Er-AcOEt-EP12-F10 | 225 - 260 CHZEE_:EEOH Polvo amarillento | 13.9
Er-AcOEt-EP12-F11 = 261 — 336 CHzgé?:gﬂonH Cristales marén 20.7
Er-AcOEt-EP12-F12 | 337 — 392 CHZ;:(')?:E"OGOH Polvo marrén 16.8
Er-AcOEt-EP12-F13 | 393 — 430 CHZ%_:?':/(')eOH Polvo café 10.6
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Er-AcOEt-EP12-F14 Lavado 100 MeOH Polvo café 568.5
Fuente: Santos, M. 2017
Elaboracion: Santos, M. 2017

4.4.1.3.1. Fraccién Er_AcOEt Ep F12F1
Se aislo la fraccion identificada como Er_AcOEt_EP_F12F1 obteniendo 1mg de polvo

blanquecino, con soluble en CH,Cl,, con Rf de 0.8 en polaridad de elusion CH,Cl,:MeOH
98:2 y punto de fusién de >300°C (figura 11).

Figura 11. CCF de Fraccion Er_AcOEt_Ep_F12F1,
eludia en CH,Cl,:MeOH 98:2, en luz de 365 nm.
Fuente: Santos, M. 2017

Elaboracién: Santos, M. 2017

4.4.1.3.2. Fraccion Er_AcOEt_Ep F12F6F7
Se aisl6 la fraccion identificada como Er_AcOEt_EP_F12F6F7, obteniendo 1mg de polvo
blanquecino, soluble en CH,Cl,/MeOH, con Rf de 0.65 en CCF polaridad de elusién Hex:
AcOEt 95:5 y punto de fusion >300°C (figura 12).
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Figura 12. CCF de Fraccion Er_AcOEt_Ep_F12F6F7,
eludia en Hex: AcOEt 95:5 en luz de 254 nm.

Fuente: Santos, M. 2017

Elaboracién: Santos, M. 2017

4.4.2. Extracto Metanol — epidermis

4.4.2.1. Fraccion alcaloidea

Anteriormente con el tamizaje fitoquimico pudimos confirmar la presencia de alcaloides en
los todos los extractos de las respectivas divisiones del tubérculo, exceptuando en cortex
blanco epidermis del extracto hexano, la parte trabajada fue el extracto metanélico —
epidermis, en donde pudimos reconfirmar realizando la prueba de Dragendorrf en CCF
(Figural3.1), observando las manchas de color naranja oscuro dando como resultado
positivo, por lo cual procedimos a la de separacion mediante cromatografia en columna
abierta.

Una vez aplicada la metodologia correspondiente a la extraccién de alcaloides se obtuvo
un peso de 480 mg en pH 8 y 56 mg en pH 11.
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1 2 3 4 5
Figura 13. Placas de CCF: (1) se muestra los resultados de la prueba de Dragendorff positivo en el extracto de
las separaciones del tubérculo, (2) fraccion alcaloidea en pH 8 polaridad de elucién: CH,Cl,:MeOH 96:4; (3)
fraccién alcaloidea en pH 11polaridad de elucion: CH,Cl,:MeOH 99:1; (4) fraccion alcaloidea pH 8 eluida en:
CH,Cl,: MeOH 95:5, (5) fraccién alcaloidea pH 11 eluida en: CH,Cl,:MeOH 1:1; (1, 4, 5) revelado con
dragendorffy (2, 3).con acido sulfarico y vainillina
Fuente: Santos, M. 2017
Elaboracién: Santos, M. 2017

4.4.2.2. Fraccion alcaloidea en pH 8

Se extrajo 480 mg de extracto soluble en metanol. La fraccion fue analizada en mediante
CG/EM, con la base de datos WILEY 7 n.l, se obtuvo una mezcla de 25 compuestos, con
tiempos de retencion, tR 13.86, 17.30, 17.69, 22.31, 23.21, 23.37, 24.09, 24.15, 24.38,
24.76, 25.21, 25.31, 25.69, 25.82, 25.99, 26.21, 27.53, 28.19, 28.76, 38.47, 39.39, 41.97,

43.03, 43.89, 44.62 (Anexo 3).

4.4.2.2.1. Columna de la fraccion alcaloidea en pH 8
Se realizé una microcolumna en condiciones isocraticas con los 480 mg del extracto
alcaloideo con polaridad 100% CH,ClI,, se recolect6 350 separaciones de 2.5 ml cada una,
segun la similitud del perfil cromatogréafico se unieron, resultando 16 fracciones en total
(ALC-Er-EP1 a ALC-Er-EP16). En la tabla 10 se especifican la union de las mismas con su

respectivo peso y apariencia.

Tabla 10. Unién de la fraccion alcaloidea en pH 8 del extracto de metanol-epidermis de E. ruizii.

Fraccion Separacion Apariencia Peso (mg)
ALC-Er-EP1 1-20 Viscoso transparente 0.7

41



ALC-Er-EP2 21-44 Viscoso transparente 0.9
ALC-Er-EP3 45 - 53 Viscoso transparente 1.2
ALC-Er-EP4 54 — 84 Viscoso amarillento 5.3
ALC-Er-EP5 85-91 Polvo transparente 7.8
ALC-Er-EP6 92 -120 Polvo transparente 9.1
ALC-Er-EP7 121 -130 Polvo transparente 4.2
ALC-Er-EP8 131 -159 Polvo blanquecino 4.3
ALC-Er-EP9 160 — 216 Cristales transparentes 20
ALC-Er-EP10 217 — 226 Viscoso transparente 10
ALC-Er-EP11 227 — 236 Polvo transparente 34
ALC-Er-EP12 237 — 260 Polvo blanco 27.4
ALC-Er-EP13 261 — 328 Polvo transparente 10.1
ALC-Er-EP14 329 — 340 Viscoso transparente 37.6
ALC-Er-EP15 341 - 350 Viscoso amarillento 42
ALC-Er-EP16 Lavado Viscoso marrén 101.8

Fuente: Santos, M. 2017
Elaboracién: Santos, M. 2017

Figura 14. CCF de unién de Fracciones de la extraccion de alcaloides en pH 8
Fuente: Santos, M. 2017
Elaboracién: Santos, M. 2017
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En la figura 14 se muestra la CCF con las fracciones obtenidas de la microcolumna en pH
8, corrida en CH,Cl,:MeOH 99:1.

De la fraccion alcoloidea Er-MeOH-ALC en pH 8 se obtuvo una mezcla de compuestos con
solubilidad en diclorometano y cloroformo, punto de fusién de 52-53°C, fue analizada en
CG/EM, el espectro de masas mostro en siete tiempos de retencioén 17.30; 22.31, 24.09,




26.21; 27.53; 28.76, 44.62 minutos con masas impares, compuestos que podrian ser
alcaloides, ademas se muestran otros siete compuestos (anexo 6): éster metilico del &cido
palmitico, (1) con un tiempo de retencion (tR) de 22.31 min, cuya masa molecular es 270.
45 g/mol; éster metilico del acido heptadecanoico (2) con tR de 23.37 min., cuya masa
molecular es 284.48 g/mol; éster metilico del 4cido 8,11-octadecadienoico (3) con tR de
24.09 min., cuya masa molecular es 294.47.45 g/mol, éster metilico del é&cido 7-
octadecenoico (4) con tR de 24.15 min., cuya masa molecular es 296.49 g/mol, éster
metillico del &cido octadecenoico (5) con un tR de 24.38 min., cuya masa molecular es de
294.47 g/mol; éster metilico del acido 2-octil- ciclopropanetetradecanoico (6) con un tR de
25.21 min., cuya masa molecular es de 394.67 g/mol. Segun la base de datos Wiley 7n.1
del equipo los porcentajes de similitud son 99, 98, 99, 99, 99, 95% respectivamente para
cada uno de los compuestos. Ademas se comparé los patrones de fraccionamiento de masa
de cada uno de estos compuestos y coinciden con las estructuras propuestas (Zaky,
Fasihuddin, Ho, & Pang, 2014).

En la figura 15 se muestran las estructuras de los compuestos presentes en la mezcla. El
éster metilico del acido palmitico ha sido reportado en otra especie de mismo género,
Eriotheca gracilipes (Mayworm & Salatino, 1996), el resto de compuestos no han sido
reportados aun para el género y especie. Se ha reportado que cinco de estos compuestos
poseen diversas actividades biol6gicas tales como: antimicrobianas, anticancerigenas,
antioxidantes, antinflamatorio, se resumen en el tabla 11.

Tabla 11. Compuestos aislados de la fraccién alcaloidea en pH 8 del extracto metanol-epidermis de
E. ruizii, con la actividad reportada en bibliografia.

Compuesto Actividad Biologica Referencia
. Anti microbiano, insecticida, | (Senthilkumar,
éster metilico del _ _ y
. . antibacteriano, ayuda en la prevencion | Murugesan, &
Acido palmitico, (1) ) . _
del cancer Vijayalakshmi, 2012)
Ester metilico Acido o _ _
_ Antioxidante, antinflamatorio (Zaky et al., 2014)

heptadecanoico, (2)
Ester metilico del | . _
. inhibe la carcinogénesis, | (Pariza, Park, & Cook,
acido 8,11- | .

o hipoglucemiante, hepatoprotector 2001)
octadecadienoico (3)
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éster metilico del
Acido 7-

octadecanoico, (4)

Antimicrobiano, anti fangico, | (Kuo, Kim, & Hou,

antinflamatorio, anticancerigeno 2001)

Ester metillico del | Antibacteriano, anti-fingica, antiviral,
acido octadecenoico | anti-inflamatorio, antioxidante, inmuno- | (Silici & Kutluca, 2005)

(5) estimulante

Fuente: (Senthilkumar, Murugesan, & Vijayalakshmi, 2012; Zaky et al., 2014, Pariza, Park, & Cook, 200; Kuo,
Kim, & Hou, 200; Silici & Kutluca, 2005; Chen et al., 2016; Furstner, Thiel, Kindler, & Bartkowska, 2000).
Elaboracion: Santos, M. 2017
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Figura 15. Estructuras de los compuestos identificados de la fraccién alcaloidea en pH 8 del extracto metanol-
epidermis de E ruizii: (1) éster metilico del acido palmitico, (2) éster metilico del acido heptadecanoico, (3) éster
metilico del acido 8,11-octadecadienoico, (4) éster metilico del acido 7- octadecenoico, (5) éster metilico del
acido octadecenoico, (6) éster metilico del acido 2-octil- ciclopropanetetradecanoico.

Fuente: (Datos de Quimica del NIST, 2015)

Elaborado: Santos M., 2018
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4.4.3. Extracto Metanol — cortex blanco
Para el fraccionamiento mediante cromatografia en columna abierta del extracto metandlico
de cortex blanco se tomo 40g, se recogio 262 separaciones de un volumen de 20 ml cada
una, las cuales se unieron de acuerdo a la semejanza en el perfil cromatografico. En la

tabla 11 se muestras las fracciones, separaciones, polaridad del eluida, apariencia y peso.

Tabla 12. Unién de las fracciones de extracto de metanol-cortex blanco de E. ruizii.

> > . L p
Fraccién Separacion Polaridad Apariencia (n?;?
Er-MeOH-CB1 1-53 ACOEL MeOH Viscoso 185
95: 5 amarillento
Er-MeOH-CB2 54 — 60 ACOE;yZ_O;: 20 Viscoso amarillento 88
Er-MeOH-CB3 61— 78 AcOEt: MeOH: H,0O Vlsgoso 179
90: 8: 2 amarillento
Er-MeOH-CB4 79_9g5  ACOEUMEOH:H.0 ' L iso amarillo 38
85: 13: 2
Er-MeOH-CB5 96100 @ /COELMEOH:H.0 i soamarilo = 110
85:13: 2
Er-MeOH-CB6 101103 /\COEL MeOH:H,0 Polvo marrén 23.4
85: 13: 2
Er-MeOH-CB7 104 —117 ACOEL MeOH:H,0 Polvo marrén 1415
80: 15: 5
Er-MeOH-CB8 118 100 A \COEL MeOH:H,0 Polvo marrén 28.4
80: 15: 5
Er-MeOH-CB9 121 — 13  ACOEL MeOH:H,0 Polvo café 209.3
80: 15: 5
Er-MeOH-CB10 = 133—143 | /\COEt MeOH:H,0 Polvo café 314.7
75: 20: 5
Er-MeOH-CB11 | 144—151 @ /\COEL MeOH: H,O Polvo café 49.7
75: 20: 5
Er-MeOHFCB12 = 152_156 @ ~COEL MeOH:H,0 Polvo café 359.3
75:20: 5
Er-MeOH-CB13 | 157163 ' \COEL MeOH: H,O Polvo café 1935
75: 20: 5
Er-MeOH-CB14 | 164— 174 /\COEL MeOH: H,Q Polvo café 253.7
70: 25: 5
Er-MeOH-CB15 | 175-180 @ \COEL MeOH: H,O Polvo café 131.4
70: 25: 5
Er-MeOH-CB16 = 181 — 187 ACOE;:OMZGE? ';: H20 Polvo café 176.5
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Er-MeOH-CB17

Er-MeOH-CB18

Er-MeOH-CB19

Er-MeOH-CB20

Er-MeOH-CB21

Er-MeOH-CB22

Fuente: Santos, M. 2017

188 — 195

196 — 209

210-223

224 - 234

235 - 262

Lavado

Elaboracién: Santos, M. 2017

AcOEt: MeOH: H,0O
70: 25:5
AcOEt: MeOH: H,0O
70: 25: 5
AcOEt: MeOH: H,0O
60: 35: 5
AcOEt: MeOH: H,O
60: 35: 5
AcOEt: MeOH: H,0O
60: 35: 5

100 MeOH

Polvo café

Polvo café

Polvo café

Polvo café

Polvo café

Polvo café

209.5

514.9

456.7

378.9

890.5
4865.

Se trabaj6 las muestras que contenian aparentemente mayor pureza las cuales fueron Er-

MeOH-CB1, Er-MeOH-CB3, Er-MeOH-CB19, Er-MeOH-CB20.

4.4.3.1.

Fraccion Er-MeOH-CB1

A partir de la columna del extracto total Er-MeOH-CB, se procedio a realizar una

microcolumna segun gradiente creciente de fuerza eluotrépica de la fraccion Er-MeOH-

CB1, se recogieron 229 separaciones de 3 ml cada una, obteniendo 16 fracciones (Er-
MeOH-CB1-F1 a Er-MeOH-CB1-F16), segun el perfil cromatogréfico se unié. En la tabla

12 se detallan las fracciones.

Tabla 13. Uniéon de las fracciones de Er- MeOH-CB1 de la columna del extracto metanol-cortex

blanco de E. ruizii.

Fraccion Separacion Polaridad Apariencia (rsg?
Er-MeOH-CB1F1 1-27 Acogg_'\geOH Amarillo viscoso | 36.6
Er-MeOH-CB1E? 28 — 39 AcOEt: MeOH: H,O Viscoso 173

90: 8: 2 transparente
Er-MeOH-CBIF3 | 40-51 | ACOFh MeOH:H.O viscoso 9.7

90:8: 2 amarillento
Er-MeOH-CB1F4 = 5277  "COELMeEOH:H0 Viscoso 12.4

85:13: 2 amarillento
Er-MeOH-CBIF5 | 78— 103 ACOEQS'_V'ES ';: H:0 ' povoblanco | 345
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Er-MeOH-CBIF6 | 104-113 = ACOEL MeOH:H.0 Polvo 6.7
85:13: 2 transparente

Er-MeOH-CBIF7 | 114143 1COEUMeEOH:HO o 0 bianco 8.9
80: 15: 5

Er-MeOH-CB1F8 | 144 —15g @ (COELMeEOH:H.O 1o\ omarilo | 23.4
80: 15: 5

Er-MeOH-CB1F9 = 150163 /\COELMeOH:H.0 ' o/ omarilo  56.7
80: 15: 5

Er-MeOH-CB1F10 = 164 —171 \COELMeEOH:H.0 1 o o haren 9.4
70: 25: 5

Er-MeOH-CBIF11 = 172180 @ 1COEUMeEOH:H,O 1 oo\ 0 awen | 111
70: 25: 5

Er-MeOH-CB1F12 = 181 _197 /\COEL MeOH:H.O Polvo café 56.8
60: 35: 5

Er-MeOH-CB1F13 = 198 — 206 \COEL MeOH:H.O Polvo café 68.3
60:35:5

Er-MeOH-CB1F14 = 207 —21g | /\COEL MeOH:H.O Polvo café 54.6
60: 35: 5

Er-MeOH-CB1F15 = 219 _229 /COEt MeOH:H.O Polvo café 37.4
55:40:5

Er-MeOH-CB1F16 Lavado 100 MeOH Polvo café 56.7

Fuente: Santos, M. 2017

Elaboracién: Santos, M. 2017

No se logro aislar ningin compuesto puro.

4.4.3.2. Fraccion Er-MeOH-CB3

De la fraccion Er-MeOH-CB3, obtenida a partir de la columna de extracto Er- MeOH-CB,
se realiz6 la microcolumna segun gradiente creciente de fuerza eluotrépica, se recolectd
219 separaciones con un volumen de 3 ml cada una, obteniendo 10 fracciones (Er-MeOH-
CB3-F1 a Er-MeOH-CB3-F10) y se uni6é de acuerdo a la similitud cromatogréafica. Las

fracciones y sus caracteristicas se describen en la tabla 14.

Tabla 14. Unién de las fracciones de fraccion Er-MeOH-CB3 de la columna del extracto metanol-
cortex blanco de E. ruizii.

Peso

Polaridad
(mg)

Fraccion Separacion Apariencia
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Er-MeOH-CB3F1

Er-MeOH-CB3F2

Er-MeOH-CB3F3

Er-MeOH-CB3F4

Er-MeOH-CB3F5

Er-MeOH-CB3F6

Er-MeOH-CB3F7

Er-MeOH-CB3F8

Er-MeOH-CB3F9

Er-MeOH-CB3F10
Fuente: Santos, M. 2017

1- 45
46 — 65
66 — 102
103 - 145
146 — 155
156 -171
172 - 189
190 - 200
201 - 219
Lavado

Elaboracién: Santos, M. 2017

AcOEt: MeOH: H,O
80: 20: 0.2
AcOEt: MeOH: H,0O
80:20: 0.2
AcOEt: MeOH: H,0O
75:25: 0.2
AcOEt: MeOH: H,O
75:25: 0.2
AcOEt: MeOH: H,O
70: 30: 0.2
AcOEt: MeOH: H,0O
70: 30: 0.2
AcOEt: MeOH: H,0O
65: 35: 0.2
AcOEt: MeOH: H,O
60: 40: 0.5
AcOEt: MeOH: H,O
50:40: 0.5
100 MeOH

Fracciones que estan pendientes de trabajar.

4.4.3.3.

recolectaron 160 separaciones de 3 ml cada una, se obtuvieron 17 separaciones (Er-MeOH-
CB19-F1 a Er-MeOH-CB19-F17), se uni6 de acuerdo a la similitud cromatogréfica. Las

fracciones y sus caracteristicas se describen en la tabla 15.

Fraccién Er-MeOH-CB19
Se realiz6 la microcolumna segun gradiente creciente de fuerza eluotropica de la fraccién
Er-MeOH-CB19, obtenida a partir de la columna del extracto total Er-MeOH-CB, se

Amatrillo viscoso

Viscoso amarillento

Viscoso amarillento

Polvo amarillo

Viscoso

transparente

Viscoso amarillento

Polvo amarillento

Polvo amarillento

Polvo café

Polvo café

34.4

5.6

6.8

32.5

34.2

87.6

12.3

56.8

65.4

78.9

Tabla 15. Unién de las fracciones de fraccion Er-MeOH-CB19 de la columna del extracto metanol-

cortex blanco de E. ruizii.

Fraccion

Separacion Polaridad

Peso
(mg)

Apariencia
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Er-MeOH-CB19F1

Er-MeOH-CB19F2

Er-MeOH-CB19F3

Er-MeOH-CB19F4

Er-MeOH-CB19F5

Er-MeOH-CB19F6

Er-MeOH-CB19F7

Er-MeOH-CB19F8

Er-MeOH-CB19F9

Er-MeOH-CB19F10

Er-MeOH-CB19F11

Er-MeOH-CB19F12

Er-MeOH-CB19F13

Er-MeOH-CB19F14

Er-MeOH-CB19F15

Er-MeOH-CB19F16

32-36

37 -39

40 - 45

46 — 57

58 - 63

64 — 67

68 — 77

78 — 89

90-91

92 - 100

101 - 115

116 - 133

134 — 147

148 - 151

152 - 160

AcOEt: MeOH:

82:13:5

AcOEt: MeOH:

82:13:5

AcOEt: MeOH:

82:13:5

AcOEt: MeOH:

82:13:5

AcOEt: MeOH:

82:13:5

AcOEt: MeOH:

82:13:5

AcOEt: MeOH:

82:13:5

AcOEt: MeOH:

82:13:5

AcOEt: MeOH:

82:13:5

AcOEt: MeOH:

77:18:5

AcOEt: MeOH:

77:18:5

AcOEt: MeOH:

77:18:5

AcOEt: MeOH:

77:18:5

AcOEt: MeOH:

77:18:5

AcOEt: MeOH:

50: 45: 5

AcOEt: MeOH:

50: 45: 5
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Er-MeOH-CB19F17 Lavado 100 MeOH Polvo café 23.4

Fuente: Santos, M. 2017
Elaboracion: Santos, M. 2017

Fracciones que estan pendientes de trabajar.

4.4.3.4. Fraccion Er-MeOH-CB20
Se realizé una microcolumna en condiciones isocraticas, con polaridad de elusion
CHCI;:MeOH:H,0:CH,0, 90:20:0.2:0.1 de la fracciobn Er-MeOH-CB20 obtenida a partir de
la columna del extracto Er-MeOH-CB, en la cual se recolectdé 453 muestras de 3 ml cada
una, se obtuvo 20 separaciones (Er-MeOH-CB20-F1 a Er-MeOH-CB20-F20), se uni6 de
acuerdo a la similitud cromatogréfica. Las fracciones y sus caracteristicas se describen en
la tabla 15.

Tabla 16. Unién de fracciones de Er-MeOH-CB20 de la columna del extracto metanol-cortex blanco

de E. ruizii.

Fraccion Separacion Apariencia Peso (mQ)
Er-MeOH-CB20F1 1-16 Viscoso transparente 2.9
Er-MeOH-CB20F2 17 -18 Viscoso transparente 0.3
Er-MeOH-CB20F3 19-29 Viscoso transparente 0.9
Er-MeOH-CB20F4 30-55 Viscoso transparente 3.3
Er-MeOH-CB20F5 56 -79 Viscoso transparente 3.9
Er-MeOH-CB20F6 80— 96 Viscoso transparente 3.7
Er-MeOH-CB20F7 97 - 105 Viscoso amarillento 25
Er-MeOH-CB20F8 106 — 129 Viscoso amarillento 8.9
Er-MeOH-CB20F9 130 - 143 Viscoso transparente 6.4
Er-MeOH-CB20F10 144 — 149 Viscoso transparente 4.1
Er-MeOH-CB20F11 150 — 152 Viscoso transparente 2.3
Er-MeOH-CB20F12 153 - 168 Viscoso transparente 9.7
Er-MeOH-CB20F13 169 — 189 Viscoso amarillento 16.7

Er-MeOH-CB20F14 190 — 253 Viscoso amarillento 26.1
Er-MeOH-CB20F15 254 — 275 Viscoso amarillento 26.3
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Er-MeOH-CB20F16 276 — 299 Viscoso amarillento 11.7

Er-MeOH-CB20F17 300 - 351 Viscoso amarillento 46.3
Er-MeOH-CB20F18 352 Viscoso marrén 13.7
Er-MeOH-CB20F19 353 Viscoso café 28.9
Er-MeOH-CB20F20 Lavado MeOH Polvo café 18.9

Fuente: Santos, M. 2017
Elaboracion: Santos, M. 2017

4.4.3.4.1. Fraccion Er-MeOH-CB20F14
De la fraccién identificada como Er_MeOH_CB_Fr20F14, se obtuvo 9.7 mg de un liquido
viscoso amarillento, soluble en MeOH y H,0, con Rf 0.56 en CCF eludia en CHCIl;:MeOH:
H,0:CH,0, 65:25:04:0.1 (figura 16).

Figura 16. CCF de Fraccion Er_AcOEt_Ep_Fr20FF14,
eludia en CHCI;:MeOH: H,0:CH,0, 65:25:04:0.1
Fuente: Santos, M. 2017

Elaboracién: Santos, M. 2017

Este compuesto se identific6 por RMN (Anexo 7 al 11) como arabinofuranosil-(I"—6')-
glucopiranosil-4-hidroxi-3-metoxi-fenetil fue caracterizado mediante comparacion de
espectros reportados en literatura (Calis, Tasdemir, Sticher, & Nishibe, 1999; Wang et al.,
2011). En las tablas 17 y 18 se muestran los datos espectroscOpicos en donde sus
desplazamientos quimicos se expresan en ppm, correspondientes a *H- RMN y 13C-RMN,
adicional se realiz6 HMBC, HSQC, COSY (Anexo del 9 al 13) para confirmar la disposicion
de glucosido del compuesto. No hay reportes de estudios o actividad biol6gica para este

compuesto, sin embargo, existen reportes de glucdsidos feniltanoides que presentan

51



actividad neuroprotector (Kyung et al., 2005), antimicrobiana (Kyriakopoulou, Prokopios,
Skaltsounis, Nektarios, & Harvala, 2001), anti-inflamatorio (Schapoval et al., 1998),
antioxidante, anticancerigeno (Wong, He, Huang, & Chen, 2001) y antibacterial (Jiménez &
Riguera, 1994). Algunos extractos ricos en glucosidos evidencian apoptosis inducida a
través del dafio del ADN; que resulta en la reduccion de la viabilidad celular de las células
de cancer cervical Hela, la induccién de oxigeno reactivo (ROS) y la posterior activacion

de p53 e induccion de la muerte celular a través de apoptosis (Bailon-Moscoso et al., 2015).

OCH,

OH

Figura 17. Estructura del arabinofuranosil-(I"—6')-glucopiranosil-4-hidroxi-3-metoxi-fenetil.
Fuente: Santos, M. 2017
Elaboracién: Santos, M. 2017

Tabla 17. Datos espectroscépicos de H- RMN (CDs;OD) del arabinofuranosil-(I"—6')-
glucopiranosil-4-hidroxi-3-metoxi-fenetil.

1H- RMN(400 Mhz, CD3;0D) 1H- RMN (Calis et al., 1999; Wang
et al., 2011)

Numero de | Desplazamiento | Multiplicidad, Desplazamie Multiplicidad,

H guimico /ppm integral, J/Hz nto quimico integral, J/Hz

Aglicona

1 - -

2 6.86 d,1H, 1.54 6.86 d, 1H

3 - -

4 - -

5 6.68 d, 1H, 3.2 6.70 d, 1H

6 6.69 dd,1H, 6.60 dd, 1H

7 2.85 m,1H, 6.8 2.85 m, 1H

8 3.18 t,1H, 7.6 3.18 t, 1H

Glucosa
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1 4.30 d, 1H, 7.8 4.32 d, 1H, 7.8

2' 4.96 dd, 1H, 4,94 dd, 1H, 9.5

3 3.31 m, 1H 3.35 m, 1H

4 3.25 m, 1H 3.25 m, 1H

5' 3.45 m, 1H 3.45 m,1H

6' 3.71 m, 1H, 5 3.70 m, 1H
Arabinofuranosil

1" 4.96 d, 1H, 1.3 4.94 d, 1H, 1.7

2" 4.00 dd, 1H 4.00 dd, 1H,

3" 3.82 dd, 1H,3.3y5.9 | 3.82 m, 1H, 3.3y 6.0
4" 3.97 m, 1H 3.97 m, 1H

5" 3.63 m, 1H,5.8y 11.8 | 3.64 m, 1H,5.4y 11.8

Fuente: (Calis et al., 1999; Wang et al., 2011).
Elaboracién: Santos, M. 2017

Tabla 18. Datos espectroscépicos de 13C-RMN (CD30D) del arabinofuranosil-(I"—6')-
glucopiranosil-4-hidroxi-3-metoxi-fenetil.

13C-RMN (100 Mhz, CD5;0D) 13C-RMN (Calis et al., 1999; Wang et
al., 2011).
Numero de | Desplazamiento | Multiplicidad | Desplazamiento Multiplicidad
C guimico guimico
Aglicona
1 1315 c 129.4 c
2 113.7 d 113.0 d
3 148.8 S 147.3 S
4 145.8 S 144.9 S
5 116.1 d 116.3 d
6 122.4 d 119.5 d
7 36.7 t 35.1 t
8 72.2 t 70.8 t
Glucosa
1 104.4 D 102.8 d
2 75.1 D 73.3 d
3 78.0 D 76.6 d
4 71.9 D 70.2 d
5' 76.7 D 75.5 d
6' 68.2 T 67.7 t
Arabinofuranosil
1" 110.0 d 109.2 d
2" 83.2 d 83.1 d
3" 78.9 d 78.9 d
4" 85.9 d 85.9 d
5" 63.1 t 63.1 T

Fuente: (Calis et al., 1999; Wang et al., 2011).

Elaboracién: Sa

ntos, M. 2017
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CONCLUSIONES

De los extractos obtenidos de la especie Eriotheca ruizii el que obtuvo el mayor rendimiento
fue el extracto de cortex blanco metanol con 68.44% y el de menor rendimiento fue el
extracto de epidermis hexano de la con 0.07%.

De la fraccion alcaloidea en pH 8 de extracto metanol-epidermis present6 25 compuestos
6 de los cuales posiblemente sean alcaloides y también se logré identificar otros 6
compuestos a su semejanza en espectro de masas: éster metilico del &cido palmitico, éster
metilico del &cido heptadecanoico, éster metilico del &cido 8,11-octadecadienoico, éster
metilico del &cido 7- octadecenoico, éster metillico del &cido octadecenoico, éster metilico
del acido 2-octil- ciclopropanetetradecanoico.

Del extracto de acetato de etilo-epidermis se obtuvieron 6 compuestos posiblemente puros,
con pesos de 2; 1; 1.8; 0.7; 1; 1 mg, que no fueron posibles de identificar debido a la poca
cantidad.

Del extracto metandlico de cortex blanco se logré aislar 9.7 mg de un liquido viscoso,
amarillento, que fue identificado como arabinofuranosil-(I"—6')-glucopiranosil-4-hidroxi-3-

metoxi-fenetil.
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RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio de la actividad citotoxica del extracto de acetato de etilo epidermis
y los extractos metandlicos y de los compuestos aislados del tubérculo de la especie
Eriotheca ruizii.

Utilizar técnicas cromatogréaficas con mayor selectividad como HPLC preparativa, con la
finalidad de lograr la separacién de compuestos presentes en los extractos y fracciones
obtenidas de la especie, para obtener en mayor proporcion los compuestos que podrian ser
responsables de la actividad citotoxica de la especie en lineas celulares de cancer humano.
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Anexo 1. Maceracion estética de las segmentaciones del tubérculo Eriotheca ruizii.

Anexo 2. (a) Filtracién y (b) rotaevaporacion al vacio de los extractos de Eriotheca ruizii.
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Anexo 3. Cromatografia de Columna Abierta del extracto metanol- cortex marrén de
Eriotheca ruizii.
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Anexo 5. Espectro de CG de la fraccion alcaloidea en pH 8, se muestran los 12 tiempos de
retencién destacando, tR 13.86, 17.30, 17.69, 22.31, 23.21, 23.37, 24.09, 24.15, 24.38,
24.76, 25.21, 25.31, 25.69, 25.82, 25.99, 26.21, 27.53, 28.19, 28.76, 38.47, 39.39, 41.97,
43.03, 43.89, 44.62 minutos, flecha indica los espectros que tienen masas impares, que
podrian ser alcaloides.
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Anexo 6. Espectro de masas de los compuestos identificados en la fraccidn alcaloideas en

pH 8.

2000

~ Scan 3240 (22.307 min): ALC_ERD
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Anexo 6a. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como éster
metilico del acido palmitico, con tR = 22.31 min.

T T vy wmY VIV VW MWV TVV TEV TV MOV 40U DUV D4V 04U J0U DOV
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0 e
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Anexo 6b. Espectro de masas del éster metilico del &cido palmitico, base de datos Wiley

7n.l
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Nowee - . Scan 3534 (24.097 min): ALC_ER.D
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Anexo 6a. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como éster
metilico del acido 8,11 octadecadienoico, tR de 24.09 min.

Abundance #243099: 8,11-Octadecadienoic acid, methyl ester

o7

9000 A NN
. W
7000 i 95

Férmula Molecular: C19H340
6000 1911342

5000

4000

@@ mwwwmmm@mmmwmmmmwmmmmmmmmmmmm

Anexo 6b. Espectro de masas del compuesto éster metilico del acido 8, 11
octadecadienoico, base de datos Wiley 7n.
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Anexo 6b. Espectro de masas del éster metilico del &cido 7- octadecenoato, base de datos

Wiley 7n.1
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Anexo 6a. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como éster
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Anexo 6b. Espectro de masas del éster metilico acido del octadecenoico, base de datos
Wiley 7n.1
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Anexo 6a. Espectro de masas correspondiente al compuesto identificado como éster
8-ciclopropiloctanoico, 2-octil, tR = 25.21min.
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Anexo 6b. Espectro de masas del éster metilico del &cido 8-ciclopropiloctanoico, base de
datos Wiley 7n.1
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STANDARD 1H OBSERVE — profile
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Anexo 7. Espectro de *H- RMN del compuesto arabinofuranosil-(I"—6')-glucopiranosil-4-hidroxi-3-metoxi-fenetil del extracto de
metanol-cortex blanco
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Anexo 8. Espectro de 3C-RMN del compuesto arabinofuranosil-(I"—6')-glucopiranosil-4-hidroxi-3-metoxi-fenetil del extracto de
metanol-cortex blanco.
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STANDARD 1H OBSERVE - profile

Sample Name:
LR2256_Er MeOH F_14

Data Collected on:
wormhole—vnmrs400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
LR2256_Er MeOH F_14_20180320_01

FidFile: gCOSY_01

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: cd3od
Data collected on: Mar 20 2018

Temp. 25.0 C / 298 1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1 000 sec
Acq. time 0 150 sec
wWidth 6410 3 Hz

2D Width 6410.3 Hz

16 repetitions

512 increments

OBSERVE H1, 399.8277754 MHz
DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0 075 sec
F1l DATA PROCESSING

Sqg. sine bell 0.080 sec
FT size 4096 x 4096
Total time 2 hr, 46 min

e

1

LA uJu AL :

Fl ]
(PPm)] B
2
] v
i g
3]
4 i @
57 3
6]
7 ® Dg': -
7—_ o« @ i
8_
T T T I T T T T ‘ T T T T I T T T T | T T T T I T T T T I T T T T | T T
7 6 5 4 3 2 1

F2 (ppm)

Anexo 11 Espectro de COSY del compuesto arabinofuranosil-(I"—6')-glucopiranosil-4-hidroxi-3-metoxi-fenetil del extracto de

metanol-cértex blanco.
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STANDARD 1H OBSERVE - profile

Sample Name:
LR2256_Exr MeOH F_ 14

Data Collected on:
wormhole—vnmrs400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
LR2256_Er MeOH F_ 14 20180320 01

FidFile: gHMBC_ 01

Pulse Sequence: gHMBC

Solvent: cd3od
Data collected on: Mar 21 2018

Temp 25 0 C / 298 1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1 000 sec

Acg. time 0.150 sec
Width 6410 3 Hz
2D wWidth 24125 5 Hz
8 repetitions

2 x 512 increments

OBSERVE H1l, 399 8277752 MHz

DATA PROCESSING

Sqg. sine bell 0 075 sec
Fl DATA PROCESSING
Gauss apodization 0 020 sec

FT size 2048 x 4096
Total time 2 hr, 50 min
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Anexo 10 Espectro de HMBC del compuesto arabinofuranosil-(I"—6")-glucopiranosil-4-hidroxi-3-metoxi-fenetil del extracto de

metanol-cortex blanco.
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STANDARD 1H OBSERVE - profile

Sample Name: * ’
LR2256_Er MeOH F_14

Data Collected on: IQ"
wormhole—vnmrs400

Archive directory:

/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:

LR2256 Er MeOH F 14 20180320 01
FidFile: gHSQC_0l1
Pulse Sequence: gHSQC A JL i

Solvent: cd3od
Data collected on: Mar 20 2018

Instituto de
Quimica
Apiicada

|
[
|IIH

Temp 25 0 C / 298 1 K (ppm)f

Operator: vnmrl

Relax. delay 1 000 sec 20

Acqg. time 0.150 sec

Width 6410 3 Hz

2D Width 17090 4 Hz -
8 repetitions 40

2 x 512 increments
OBSERVE H1, 399 8277745 MHz
DECOUPLE C13, 100.5443165 MHz

Power 36 dB 60 .
on during acquisition s e
off during delay
W40_ONEPROBE modulated e —
DATA PROCESSING A 80
Gauss apodization 0 069 sec
Fl1l DATA PROCESSING
Gauss apodization 0 028 sec
FT size 2048 x 4096 100
Total time 2 hr, 44 min =
120 i
140

ol bt b t] bbb oo s b b bl
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Anexo 11 Espectro de HSQC del compuesto arabinofuranosil-(I"—6')-glucopiranosil-4-hidroxi-3-metoxi-fenetil del extracto de metanol-
cortex blanco.
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