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Figura 19. Espectro de masas por impacto electrónico para el pico 1 (3) del perfil 
cromatográfico de la fracción F2B-1 

El compuesto correspondiente al pico 1 (tr=50,97 min, Figuras 18 y 19) presenta 

una composición relativa del 1,2% y fue identificado como hexadecanoato de etilo  

compuesto 3, de acuerdo a las bases de datos consultada (WILEY 7n.L y ADAMS. 

L) presentando un ion molecular en m/z 284 y pico base m/z 88. Este fragmento es 

generado por un rearreglo tipo McLafferty y es característica de los ésteres etílicos 
75 (Figura 20), las otras fragmentaciones se presentan para la cadena alifática en la 

que se observa una pérdida sucesiva de 14 unidades correspondientes a una 

unidad metilénica 75,76. 

CH3 O

O

CH3

m/z=284

CH3 O

O

CH3

CH3 CH2
H2C

O CH3

O
+

H

m/z=102

m/z=101

H2C
O CH3

O

-H

m/z=182

CH3 O

O

CH3

H2C O CH3

O
+

H

m/z=196
m/z=88

-C3H5

m/z=154

-C2H5O
CH3

O+

m/z=239
McLaffertyMcLafferty

 

Figura 20.  Fragmentación propuesta del compuesto 3 

El compuesto correspondiente al pico 2 (tr =55,31 min, Figuras 18 y 21) presenta 

una composición relativa de 4.1% y fue identificado como acetato de fitol. Presentó 

un ión base m/z 123 76 (Figura 21). 
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Figura 21. Espectro de masas por impacto electrónico para el pico 2 (4) del perfil 
cromatográfico de la fracción F2B-1 

El compuesto que corresponde al pico 3 fue identificado como ftalato proveniente de 

la extracción. 

El compuesto que corresponde al pico 4 (tr=77,11 min, Figura 22) presenta una 

composición relativa 16,1%. En este espectro, las bases de datos no aportan 

suficiente información para la comparación de espectros, la librería que mas se 

acerca es la NIST O.5L la cual identificó como 2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno 

con un 74% de similitud. El espectro de masas experimental presenta un ion 

molecular en m/z 424 y un ion base m/z 69 (100%), además se presenta iones m/z 

257, m/z 285, m/z 313, m/z 355, m/z 381, m/z 424 que no se encuentra en la librería 

ademas otra diferencia es la intensidad relativa de los iones75 (Figura 22). 
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CH3 CH3 CH3

CH3 CH3
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CH3

 

Figura 22. Espectro de masas por impacto electrónico para el pico 4 (5) del perfil 
cromatográfico de la fracción F2B-1 
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El compuesto que corresponde al pico 5 (tr=84,09 min), (Figura 18) compuesto 

mayorirario de la fraccion F2B-1 presenta una composición relativa de 64,5% y fue 

identificado como d-α-tocoferol (Vitamina E); presenta como ión molecular y pico 

base m/z 430. En el espectro de masas Figura 22) se evidenciaron algunos 

fragmentos caracteristico de la molécula así: m/z 387 uma se produce por una 

perdida  (M+-43) de C3H7 desde el fragmento 430, m/z 235 uma se origina por la 

eliminación C11H20 desde el fragmento m/z 387 uma, la obtencion del ion m/z=165 

parte del fragmento m/z=235 donde el tipo de fragmentación es de eteres aliciclicos 

donde la ruptura es de tipo α en el sitio de la carga y el retiro del electrón por el 

oxígeno (iniciación inductiva de la reacción)75,76(Figura 23). 

 

O

OH

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3CH3

CH3

Figura 22. Espectro de masas por impacto electrónico para el pico 5 (6) del perfil 
cromatográfico de la fracción F2B-1.  

 

2.3.2 Análisis estructural de la mezcla 6 

La fracción F2B-3 (15 mg) corresponde a un líquido viscoso de color amarillo. El 

espectro de RMN 1H en acetona-d6 mostró que esta fracción corresponde a una 

mezcla de diterpenos y se continuará el estudio en otro trabajo. Esta fracción 

presentó bioactividad. 
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Figura 23.  Fragmentación propuesta del compuesto 6 

2.3.3 Análisis estructural del compuesto 7 

De la fracción F2B-6 (286 mg) se obtuvo un precipitado de color blanco denominado 

F2B-6C (9mg). El espectro IR presenta una banda ancha correspondiente a OH a 

3431 cm-1 de un alcohol y se confirma con las señales en 1061 cm-1  y 1119 cm-1 

(elongación de C-O para alcohol primario) y en 669 movimiento de OH, además se 

observan dos bandas fuertes en 2919 cm-1 y 2850 cm-1 correspondientes a C-H de 

metilo, y en 1465 cm-1 característica de la absorción de metileno y una banda en 721 

cm-1 cuando hay más de 4 metilenos juntos (Figura 24). En el espectro de RMN 1H 

en CDCl3 (Figura 25) se observan señales características de un compuesto alifático 

destacándose los correspondientes a un grupo oximetileno a  3,64 ppm (t, J = 6,6 

Hz), metilenos entre  1,25 y 1,58 ppm y un metilo a  0,88 ppm (t, J = 6,7 Hz). 

 En el espectro de RMN 13C (Figura 26) y DEPT 135 se observaron señales entre  

14,0 ppm y  63,1 ppm, para un total de 21 carbonos; entre estas 1 oximetileno a  

63,1 ppm, 19 metilenos (CH2)  22.7 ppm hasta  32,8 ppm y 1 metilo  
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Figura  24. Espectro de IR del compuesto 7 en KBr 

 



51 

 

                                                                                                                                                                   

Figura  25. Espectro de 1H del compuesto 7 en cloroformo 
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Figura 26. Espectro de 13C del compuesto 7 
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(CH3)  14,1 ppm. Los experimentos bidimensionales HMQC y HMBC (Figuras 27 y 

28) permitieron establecer las correspondientes correlaciones carbono-hidrogeno. 

De esta forma, se confirmó que la señal  63,1 ppm estaba directamente unido a los 

protones  3,64 ppm y por lo tanto constituye un metileno alifático unido a un átomo 

de oxígeno. Así mismo, se pudo determinar que los protones a desplazamientos de 

1,57 ppm unidos a los carbonos alifático que se registran a desplazamientos 32,8 y 

31,9 ppm. Además, los protones a desplazamiento de 1,25 ppm correlacionan con 

los de 1,25 ppm y así sucesivamente  Tabla 12 y la Figura 29. 

 

Tabla 12. Parametros de RMN 1H, 13C y HMBC para el compuesto (7) 

Posición 
ppm] multiplicidad  J (Hz) 

COMPUESTO 7 
1H 13C HMBC 

1 3,64, t, J=6,63 63,1 H2, H3 
2 1,56, m 32,8 H1, H3 
3 1,25, s 25,7 H4 
4 1,25, s 29,4  
5 1,25, s 29,6  
6 1,25, s 29,6  

7-17 1,25, s 29,6  
18 1,25, s 29,4  
19 1,56, m 31,9 H18, H17 
20 1,25, s 22,7  
21 0,88, t, J=6,69 14,1 H19, H20 

Solvente CDCl3 
400,0 MHz 

CDCl3 
100,0 
MHz 

CDCl3 
 

 
 
 

OH CH3
0,88

1,25

1,561,25

1,251,25
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1 3
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Figura 29.  Heneicosanol 
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Figura 27.  Espectro de HMQC del compuesto 7 
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Figura  28. Espectro de HMBC del compuesto 7 
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Con los resultados obtenidos hasta ahora se estableció como posible estructura el 

1- Heneicosanol (7) (C21H44O), este es un constituyente de la cutícula de las hojas, 

previamente identificado en la especie C. hieronymi 59. En este trabajo se realiza por 

primera vez la elucidación estructural completa de este compuesto. Este compuesto 

no presentó actividad larvicidad frente al vector C. quinquefasciatus. 

2.3.4 Análisis estructural del compuesto 8 

La fracción remanente de F2B-6 (286 mg) se separó por CC (C); se obtuvieron 10 

fracciones a las cuales se les evaluó la actividad larvicida. (Tabla 13 y grafica 8). 
 

Tabla 13 y Grafica  8. Actividad larvicida  (1/CE50) x 103  de las fracciones F2C-1 a F2C-10 
frente a larvas de C. quinquefasciatus. 

 

 

En la tabla 13 y en la grafica 8 se observa que las fracciones con valores 

promisorios de actividad larvicida son F2C-1, F2C-2, F2C-5 y F2C-9. Para continuar 

con este estudio fue necesario considerar la disponibilidad de muestra y el análisis 

realizado por CCD para la separación y purificación de los constituyentes 

mayoritarios. Es así que se seleccionó la fracción  F2C-2. 

De la fraccion F2C-2 se obtuvo un líquido viscoso de color amarillo. En el espectro 

de IR (Figura 30) se observa una banda ancha  correspondiente a OH a 3369 cm-1 

de un alcohol y se confirma con las señales  a 1460 cm-1 banda de flexión de OH,  

Fracciones Peso 
(mg) 

CE50 ppm 
promedio 

F2C-1 11 216 
F2C-2 30 18 
F2C-3 15 >1000 
F2C-4 16 >1000 
F2C-5 13 145 
F2C-6 16 >1000 
F2C-7 11 >1000 
F2C-8 33 >1000 
F2C-9 49 223 
F2C-10 80 >1000 

Cafeína-11 ---- 450 
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Figura  30. Espectro de IR del compuesto 8 en KBr 
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banda estrecha de C-O en 1030 cm-1. Además se observa bandas estrechas de 

grupos metilos en 2930 cm-1, 2860 cm-1. Se presentan bandas de metilenos en la 

región de 2926 y 2858 cm-1. Se observa una banda característica de olefinas en 

1654 cm-1. El espectro de RMN 1H en CDCl3 indica que es un compuesto alifático 

(Figura 31). Se observan señales características de un protón olefínico como doble 

triplete a  5,41, (J = 0,9; 6,8 Hz), un grupo oximetileno como doblete a  4,15 ppm 

(J =6,9 Hz), tres metilos singletes a 1,67 0,88 y 0.86 ppm; dos metilos dobletes en 

 0,84 ppm (s) y 0,86 ppm (s), 11 metilenos y cuatro metinos entre 1,05 y 2.0 

ppm. En el espectro de RMN 13C (Figura 32) se observan señales entre  16.0 y  

140,3 ppm.; se asignaron señales para un total de 20 carbonos cuyas 

multiplicidades se dedujeron a través del experimento DEPT. Las señales de los 

carbonos 59,4, 39,9, 39,4, 37,4, 37,4, 37,3, 25,1, 24,5 24,8 ppm corresponden a 

metilenos (-CH2), la señales a 123,1, 32,8, 32,8, 32,7 ppm, corresponden a grupos 

metinos (-CH), a 22,7, 22,6, 19,6, 19,7, 16,2 ppm corresponden a metilos (-CH3), y 

a  140,3, 36,7 ppm corresponde a carbonos cuaternarios. Los experimentos 

bidimensionales COSY 1H-1H, HMQC y HMBC (Figuras 33, 34 y 35) permitieron 

establecer las correspondientes correlaciones carbono-hidrogeno, hidrogeno-

hidrogeno, hidrogeno-carbono-carbono. Se confirmó que la señal  a  59,4 ppm 

estaba directamente unida a los protones  4,15 ppm (H-15) y por lo tanto constituye 

un metileno alifático unido a un átomo de oxígeno. Así mismo, se pudo determinar 

que el protón metínico con desplazamiento de 5,41 ppm esta directamente unido 

al carbono olefínico a 123,1 (H-14). Los protones con desplazamiento  2,01 ppm, 

(H-12) 1,52 ppm, (H-11) están directamente unidos a los carbonos metilénicos 

alifáticos a 39,9 ppm, 25,1 ppm respectivamente. Además, un grupo metílico con 

desplazamiento de 1,67, (H-20) unido al carbono a 16,2 ppm. Se compararon las 

señales observadas en el espectro de 13C C-13, C-14 y C-20 con los carbonos 

correspondientes al Crotanodiol aislado del C. zambesicus 13. Este análisis sugiere 

la estereoquímica E del doble enlace entre C-15 y C-16. Con estos datos obtenidos 

hasta ahora se propone  las subestructuras (Figura 36 A y B).  
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Figura 31.  Espectro de 1H de del compuesto 8 
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Figura 32. Espectro de 13C del compuesto 8 
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Figura 33. Espectro de COSY 1H-1H del compuesto 8 
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Figura 34.  Espectro de HMQC del compuesto 8 
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Figura 35.  Espectro de HMBC del compuesto 8 
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Figura 36. Subestructuras del compuesto 8  
 (Las flechas de color azul son correlaciones en COSY y las flechas de color rosado son en 

HMBC) 
En los espectros de HMQC y HMBC se observaron señales con desplazamiento de 

37,5 ppm acoplado con los protones de tipo metileno con desplazamiento  1,25 

ppm y  1,34, (H-10), el cual correlaciona con los hidrógenos de un metileno 1,52 

ppm  (H-11),  25,1 ppm, y con un metino  1,34 ppm (H-9),  32,8 ppm y un metilo 

 0,84 ppm (H-19),  19,7 ppm; los protones de este metilo (H-19) correlaciona con 

los protones del metileno  1,25 ppm (H-8) 37,4 ppm y este a su vez correlaciona 

con los protones del metileno a  1,28 ppm (H-7), 24,55 ppm. Con estos 

resultados obtenidos hasta a hora se propone la subestructura (Figura 37). 
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Figura 37. Subestructuras del compuesto 8 
(Las flechas de color rosado son correlaciones en HMBC) 

 

Se observa además un metino con desplazamiento  32,8 ppm acoplado con el 

hidrogeno 1,37 ppm (H-6), este correlaciona con los carbonos de metilenos a 
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24,5 ppm (H-7), 37,4 ppm (H-4),  39,4  ppm (H-2), un carbono cuaternario a 

36,7, ppm y dos metilos a  22,7 ppm (H-17) y 22,6  ppm (H-16). Los protones 

de este último metilo  0,86 ppm (H-16) correlacionan con el carbono metilénico a 

39,4 ppm (H-2), estos protones correlacionan con el carbono cuaternario 36,7 

ppm, un metino  32,8 ppm (H-6), y dos metilenos 24,8 ppm (H-3), 37,4 ppm (H-

4). El protón del metileno  1,25 ppm (H-4) presentan correlación con el metileno en 

24,8 ppm (H-3), con un metilo 19,6 ppm (H-18) y dos metinos 28,0 ppm (H-5), 

32,8 ppm (H-6). En la Figura 38 se presenta la subestructura con sus respectivas 

correlaciones registradas en el espectro HMBC ver tabla 14. 
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Figura 38. Subestructuras del compuesto 8 
(Las flechas de color rosado son correlaciones en HMBC) 

Las correlaciones en HMBC (Figura 39 y tabla 16) permitieron unir las tres 

subestructuras. Es una estructura de tipo diterpenoide monociclico siilar al viridiol A 

y viridiol B aislados de las algas rojas  Laurencia viridis 77 y al cassipourol aislado de 

la combinación de las raíces y hojas naranjas de Cassipourea madagascariensis 78. 

Este compuesto es la primera vez que se aisló e identificó en el género Croton. 

Además presentó actividad larvicida frente a larvas de tercer estadío de Culex 

quinquefasciatus.  



66 

 

                                                                                                                                                                   

1

3
5

24,5

1,28
6

8

9

10 1,3412
13

14

15

2019
17

16

18

1,28

25,1

36,7

CH3

CH3

CH3
CH3 CH3

OH

 
Figura 39. Cassipourol  

(Las flechas de color rosado son correlaciones en HMBC) 

 
Tabla 14. Parametros de RMN 1H, 13C y HMBC para el compuesto (8) 

Posición 
ppm] multiplicidad  J (Hz)

COMPUESTO 8 Cassipourol  78 

1H 13C HMBC 1H 13C 
1  36,7   36,7 
2 1,14, m 39,4 C-1, C-3,C-4, C-6 1,28 m,1,05 m 39,4 
3 1,25, s 24,8  1,26 m 24,9 
4 1,25, s 37,4 C-2,C-3, C-6,C-20 1,24 m 37,4 
5 1,52, m 28,0  1,50 m 28,1 
6 1,37,m 32,8 C-1, C-2, C-7, C18, 

C-19 
1,38 m 32,9 

7 1,28,solap 24,5  1,28 m 24,5 
8 1,25, s 37,4 C-7, C21 1,34 m 37,4 
9 1,34,m 32,8 C-8, C-10,  1,40 m 32,8 
10 1,25 m,   

1,34 m 
37,5 C-9,C-11, C-12,C-

21 
1,38 m, 1,28 m 37,5 

11 1,52, m,  25,1 C-14 1,53 m 25,2 
12 2,01 m,  

1,14 m 
39,9 C-13,C-15, C-16, 

C-22 
1,99 m, 1,13 m  39.9 

13  140,3   140,4 
14 5,41, dt, 

0,92; 6,8;  
123,1 C-14, C-22,  5,40, qt, 1,4;7,0 123,2 

15 4,15, d, 6,9 59,4 C-15, C-16 4,14, d, 7,0 59,5 
16 0,86 s 22,7 C-2 0,866 s 22,8 
17 0,88 s 22,6  0,853 s 22,7 
18 0,86, d; 2,2 19,6 C-5 0,846, d, 7,1 19,8 
19 0,84, d; 2,8 19,7 C-8,C-9,C10 0,838, d, 6,6 19,8 
20 1,67, s 16,2 C-14, C-15, C-16 1,66 br s 16,3 

Solvente CDCl3 
 

CDCl3 
 

CDCl3 
 

CDCl3 
 

CDCl3 
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3 CONCLUSIONES 
 

En el presente trabajo se realizó el estudio de la composición química de las hojas 

senescentes frescas de Croton funckianus, especie nativa de Colombia, la cual 

mostró ser una potencial alternativa efectiva para el control del vector C. 

quinquefasciatus.  

Se determinó que las fracciones en butanol, acetato de isopropilo y éter de petróleo 

son las responsables de la actividad larvicida del extracto etanólico de C. 

funckianus. Además, este fraccionamiento bioguíado condujo al aislamiento de 

algunos compuestos responsables de la actividad larvicida de las hojas 

senescentes C. funckianus. 

 

De la fracción en butanol se aisló e identificó quercetina (1), de la fracción acetato 

de isopropilo se aisló e identificó el siguiente compuesto: 3-O- -L-rhamnopiranosil-

5, 7, 3', 4'-tetra-hidroxiflavona (Quercitrina) (2). De la fracción en éter de petróleo se 

aislaron e identificaron los compuestos: hexadecanoato de etilo (3), acetato de fitol 

(4), 2, 6,10,14,18,22-tetracosahexaeno (5), d-α-tocoferol (Vitamina E) (6). En este 

trabajo se reporta por primera vez la elucidación estructural completa de 

heneicosanol (7). Se aisló y se identificó el compuesto cassipourol de tipo diterpeno 

monociclico (8), con base en el análisis espectroscópico (IR, RMN 1H y 13C mono y 

bidimensional) y espectrometría de masas. Siendo este compuesto aislado por 

primera vez en el género Croton y en la especie funckianus. 

Se estableció que uno de los compuestos responsables de la actividad larvicida en 

el extracto en butanol es la quercetina; en el extracto acetato de isopropilo la 

mezcla de flavonoides glicosidados y en éter de petróleo cassipourol, y el conjunto 

de compuestos: hexadecanoato de etilo, acetato de fitol, 2, 6,10,14,18,22-

tetracosahexaeno y d-α-tocoferol (Vitamina E). 

 

Se encontró que los compuestos quercitrina y heneicosanol no presentaron 

actividad larvicida frente al vector C. quinquefasciatus. 
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4 RECOMENDACIONES 

 

Se recomienda realizar ensayo de campo al extracto etanólico de la especie C. 

funckianus con el fin de utilizarlo como insecticida botánico para el control del vector 

C. quinquefasciatus. Sin embargo se debe realizar estudio de toxicidad sobre el 

medio ambiente con el objetivo de no causar daño sobre las especies ni 

acumulación en los alrededores.  

Se recomienda continuar con el estudio de las fracciones que presentaron actividad 

larvicida con el objetivo de aislar e identificar mas compuestos responsable de 

dicha actividad y ampliar el estudio de esta especie. 

Se recomienda estudiar las otras partes de la planta ya que no se ha realizado 

estudio de esta con el objetivo de ampliar el conocimiento de los compuestos 

químicos presente en esta especie nativa. 

Se recomienda realizar un estudio estructura actividad de la quercetina (1), y 

cassipourol (8). 

Buscar más diterpenos de tipo Cassipourol en el extracto en éter de petróleo o en 

otras partes de la planta. 
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5 METODOLOGÍA 

 

5.1 GENERALIDADES 

La cromatografía en capa delgada (CCD) se desarrollo en placas elaboradas de 

silica gel F254 (Merck) con espesor de 0.25 mm y cromatofolios de silica gel 60 F254 

de 20 x 20 cm y 0.20 mm de espesor (marca Merck) como adsorbente, utilizando  

varios agentes reveladores (Luz UV 254- 366 nm, NH3 (v), una cámara saturada con 

vapores de I2, FeCl3 (3% EtOH), y H2SO4 / vainillina, calentado a 100 °C.  

Para Cromatografía en Columna (CC) se utilizaron como soporte sólido sílica gel 

60-70 Merck  (0.070- 230mm) y (0.060- 230 mesh), para Cromatografía en 

Permeación en Gel (CPG) con Sephadex LH-20 y RP18 para  Cromatografía en  

fase reversa. Los solventes empleados en CCD, CC, CCD, CPG fueron de grado 

analítico (R.A.) (MERCK) y para los análisis por CLAE se usaron solventes grado 

HPLC (MERCK). 

La Cromatografía liquida de alta eficiencia (CLAE) analítica se realizó en un equipo 

MERCK HITACHI 6000A con detector de arreglo de diodos (DAD) L-4500, equipado 

con una columna Phenomenex  ref. Luna  5µm, 250 mm x 4.5 mm ϕ y empleando 

el gradiente continúo de CH3CN-H2O que se describe a continuación: de 0 a 20 min. 

20% -80% H2O, de 20 a 40 min. Gradiente lineal hasta 60 % CH3CN y un gradiente 

lineal desde 40 hasta  70 min. 100 % CH3CN, a 0.5 mL/min. 

La Cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (CGAR-EM) se 

realizó en un equipo Agilent Technologies 6890 Plus acoplado a un espectrómetro 

de masas MSD, Agilent Technologies 5973 operado en modo de barrido completo 

de radiofrecuencias (full scan), empleando una columna DB-5MS (J&W Scientific, 

Folson, CA, EE.UU.) (5%-fenil-polidimetilsiloxano), (60 m x 0.25 mm x 0.25 µm). 

Usando helio como gas de arrastre. Inyección Split (5:1) Volumen de inyección 1 

microlitro de solución preparada en diclorometano. 
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La Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC-MS) se realizó 

en un equipo LC-MS- IT/ TOF Schimadzu operado en modo de interfase APCI 

entrada directa con fragmentación positiva y negativa y adquisición entre m/z: 

200.0000 – 700.0000, CID Energía 20%, colisión gas 20%.  

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) 1H y 13C en una y dos 

dimensiones fueron tomados en un equipo Brucker Avance 400 (400 MHz para 1H y 

100 MHz para 13C) utilizando como disolventes cloroformo deuterado CDCl3 con 

estándar interno TMS, acetona deuterada CD6O, agua deuterada D2O, metanol 

deuterado CD3OD. Para los espectros tomados en los diferentes disolventes 

deuterados, se usaron como referencia las señales del mismo solvente.  

La toma de espectros IR se realizo en un equipo Pekín- Elmer FT-IR Panagon 500 

serie 1000. 

El bioensayo de actividad larvicida se realizó con  larvas de  tercer instar de Culex 

quinquefasciatus S. (BAL-Cq) bajo la metodología propuesta por McLaughlin 70. 

Estas larvas fueron suministradas por el laboratorio de Entomología Médica de la 

Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia. Para el  extracto, 

fracciones  y compuestos se utilizaron concentraciones en el rango de 1 a 5000 

g/mL con tres repeticiones, incluyendo los testigos absolutos y referencias. Se 

utilizaron placas multipozos de 96 unidades y en cada pozo se colocó la 

dosificación respectiva para cada concentración en µL, luego se adicionó una  larva 

en cada pozo y se completa a volumen  de 250 µL, con agua de llave reposada. La 

evaluación de mortalidad de larvas se registró a las 48 h. Para la determinación de 

las (CE50) de los extractos, fracciones y compuestos, se utilizó el método de análisis 

estadístico PROBIT 69.  

5.2 MATERIAL VEGETAL 

Las hojas senescentes frescas de Croton funckianus Müller se recolectaron en 

Bogotá en el mes de mayo de 2007 en el campus de la Universidad Nacional de 

Colombia. Los ejemplares fueron clasificados por el Dr. C. J. Jiménez del Herbario 

Nacional Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de 
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Colombia, sede Bogotá. Un espécimen reposa en el herbario Nacional  Colombiano 

con el No. de COL 1238.  

5.3 OBTENCIÓN DEL EXTRACTO CRUDO 

Las hojas senescentes frescas de C. funckianus  (1000 g, peso húmedo)  

recolectadas en el campus de la Universidad Nacional de Colombia fueron cortadas 

en trozos pequeños y se colocaron en botellones de vidrio ámbar para  su 

extracción por percolación en frío con etanol del 96%, con renovación frecuente del 

disolvente durante al menos una semana. El extracto en alcohol etílico se filtro y se 

concentro a presión  reducida (PR) en un evaporador rotatorio (40 °C) obteniendo 

un residuo semisólido de color café oscuro (100.3 g) (extracto crudo). Este extracto 

mostró actividad promisoria en el bioensayo de actividad larvicida frente a C. 

quinquefasciatus (Figura 40). A continuación, el extracto crudo se sometió a 

fraccionamiento en forma bioaguiada (monitoreando la actividad larvicida frente a C. 

quinquefasciatus) (BAL-Cq).  

5.3.1 Fraccionamiento del extracto crudo 

Una parte del extracto crudo (49,60 g) de C. funckianus fue sometido a extracción 

líquido-líquido (l-l) con disolventes de diferente polaridad, para obtener sub-

extractos enriquecidos en constituyentes con propiedades similares: éter de 

petróleo (EP) (extracto F2 20,6 g), diclorometano (DCM) (extracto F3 0,50 g), fase 

intermedia (F4 3,20 g), acetato de isopropilo (AcOIPr)(F5 5,80 g), etilmetilcetona 

(MEK) (F6 4,90 g), alcohol s-butílico (s-BuOH) (F7 3,70 g) y un residuo acuoso (F8 

4,20 g). Los sub-extractos obtenidos fueron concentrados al vacío, analizados por 

cromatografía en capa delgada (CCD) en gel de sílice con diferentes sistemas de 

eluentes, reveladores y se evaluaron con el bioensayo BAL-cq (Figura 40 y Grafica 

1). Los resultados obtenidos por medio el bioensayo BAL-cq, el análisis preliminar 

en CCD, y disponibilidad de muestra permitieron  seleccionar los extractos F2, F5 y 

F7 para continuar con la separación y purificación de los constituyentes 

mayoritarios bioactivos. Del extracto F7 por concentración a PR y tratamiento con 

disolventes como hexano y tolueno, se obtuvo un precipitado amorfo de color 

amarillo (43 mg) el cual se purifico por CC y CCD en gel de sílice eluyendo con 
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mezclas de disolventes de polaridad creciente desde AcOIPr hasta MeOH y se 

reunieron por Rf  en 3 fracciones mayores denominadas F7-1, F7-2 y F7-3. A la 

fracción F7-2 (10 mg), denominada mezcla 1 se registro el espectro de RMN-1H en 

metanol-d4. (Figura 4).  

5.3.2 Fraccionamiento del extracto  F5  

El extracto F5 (4,60 g), se sometió a cromatografía en columna (CC) denominada A 

empacada 240 g en silíca gel eluyendo con mezclas de disolventes de polaridad 

creciente desde tolueno (tol) hasta MeOH. Se obtuvieron 160 fracciones de 5 mL 

cada una. Estas fracciones fueron concentradas y mediante el análisis por CCD 

(AcOIPr:MeOH 90:10) y revelado con H+ mas vainillina/ naranja) y FeCl3 (azul 

verdoso), se reunieron en 11 fracciones mayores denominadas  F5A-1 (103 mg), 

F5A-2 (105 mg), F5A-3 (27 mg), F5A-4 (172 mg), F5A-5 (66 mg), F5A-6 (350 mg), 
F5A-7 (623 mg), F5A-8 (300 mg), F5A-9 (960 mg), F5A-10 (1687 mg), y  F5A-11 

(24 mg). Cada una de estas fracciones fue evaluada con el bioensayo BAL-Cq, 

obteniéndose los datos de CE50 (Tabla 5 y grafica 2).  

La fracción F5A-4 (172 mg), se separo por CC (B) sobre 8.6 g en silíca gel 

eluyendo con mezclas de polaridad creciente desde tolueno hasta MeOH. Se 

recogieron 5 fracciones F5B-1 (22 mg), F5B-2 (40 mg), F5B-3 (75 mg), F5B-4 (23 

mg) y F5B-5 (9 mg) Figura 3. Las fracciones F5B-2 y F5C-2 mediante el control por 

CCD mostraron la presencia de un compuesto de tipo fenólico con Rf 0.66 que 

reveló con H2SO4 más vainillina y FeCl3. Estas 2 fracciones reunidas (80 mg) se 

sometieron a  CPG en Sephadex LH-20, acondicionado con etanol y por elución 

con mezclas de etanol y agua, recolectándose 54 fracciones, que su reunieron 

según su perfil por CCD con el sistema disolvente benceno - acetato de etilo - 

metanol-ácido acético - agua (40:30:20:5:5) se reunieron en 6 nuevas fracciones 

F5H-1 (10 mg), F5H-2 (6 mg),  F5H-3 (2 mg),  F5H-4 (30 mg),  F5H-5 (15 mg) y 
F5H-6 (15 mg) (Figura 41). Posteriormente la fracción F5H-4 (30 mg) fue sometida 

a análisis por el UV-VIS observándose varias bandas intensas, indicativo de una 

mezcla. A su vez se sometió a análisis por IR y cromatografía líquida de alta 

eficiencia en fase reversa (CLAE/UV-DAD). Este último análisis mostró que esta 

fracción contenía principalmente dos compuestos; un compuesto mayoritario con un 
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tiempo de retención (tr) 13,19 min, junto con otro compuesto minoritario de tr 65,69 

min. La fracción F5H-4 (28 mg), es un sólido amorfo de color amarillo denominado 

mezcla 2; se analizó por RMN (Figura 7) y esta fracción se evaluó frente al 

mosquito en tercer estadío de C. quinquefasciatus el cual no presentó actividad.  

La fracción F5A-6 (350 mg) activa en el bioensayo BAL-Cq, se sometió a 

fraccionamiento por CC (C) sobre 35 g de silíca gel empleando como sistema de 

elución mezclas de polaridad creciente desde tolueno hasta  MeOH. En total se 

colectaron 7 fracciones denominadas F5C-1 (30 mg), F5C-2 (40 mg), F5C-3 (40 

mg), F5C-4 (40 mg), F5C-5 (6 mg), F5C-6 (80 mg) y F5C-7 (109 mg) (Figura 41). A 

las cuales se les evaluó la actividad larvicida (Tabla 7 y grafica 3). De ellas las 

fracciones F5C-1 (30 mg) y F5C-3 (40 mg) presentaron actividad en el bioensayo 

BAL-Cq. La fracción F5C-1 se sometió a purificación por Cromatografía de 

Permeación en Gel (CPG) columna (I) acondicionado en etanol y por elución con  

mezclas de etanol y agua, obteniéndose 3 nuevas fracciones, denominadas F5I-1 
(9 mg), F5I-2 (6 mg) y F5I-3 (14 mg) (Figura 41). A estas fracciones se les evaluó la 

actividad larvicida ver Tabla 7 y grafica 3. La fracción F5I-2 (6 mg) (sólido de color 

amarillo bioactivo) que se analizó por 1H RMN y corresponde a la mezcla 3. (Figura 

16) 

La fracción F5A-8 (0,300 g), se separó por CC (D) en 15 g de silíca gel con mezclas 

de polaridad creciente desde tolueno hasta MeOH; se colectaron 33 fracciones, las 

cuales según su perfil en CCD (AcOIPr: MeOH 80:20) se agruparon en 6 fracciones 

denominadas F5D-1 (28 mg), F5D-2 (80 mg), F5D-3 (29 mg), F5D-4 (11 mg), F5D-5 
(135 mg) y F5D-6 (13 mg) (Figura 41). Las anteriores fracciones se evaluaron frente 

al Bioensayo BAL-Cq Tabla 8 y Grafica 4. 

Las fracciones  (80 mg) bioactivas F5C-3, F5D-3 y F5D-4 se reunieron por el control  

en  CCD (CHCl3- MeOH 80:20); la fracción resultante se sometió a separación por 

CC (F) en 5 g de lichroprep Si 60 eluyendo con mezclas CHCl3 y MeOH de 

polaridad creciente, se recolectaron 46 fracciones; que se reunieron por  CCD en 

silíca gel (CHCl3- MeOH 80:20) en 10 nuevas fracciones denominadas F5F-1 (3 

mg), F5F-2 (6 mg), F5F-3 (16 mg), F5F-4 (7 mg), F5F-5 (3 mg), F5F-6 (20 mg), 
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F5F-7 (6 mg), F5F-8 (5 mg), F5F-9 (7 mg), y F5F-10 (6 mg). Las fracciones F5F-3 y 

F5F-6 presentaron actividad biológica. La fracción F5F-6 se sometió a separación 

por CPG en Sephadex LH-20 G, eluyendo desde etanol hasta agua. Se recogieron 

10 fracciones las cuales se reagruparon según su perfil por CCD en silíca gel 

(CHCl3: MeOH 80:20) en 3 nuevas fracciones denominadas F5G-1 (10 mg), F5G-2 
(4 mg),  F5G-3 (5 mg) (Figura 41). Tabla 8 y grafica 4. La fracción F5G-1 (10 mg), 

un sólido de color amarillo, se analizó en 1H RMN denominado mezcla 4  

 La fracción F5A-9 (960 mg) bioactiva, se sometió  a fraccionamiento por CPG en 

Sephadex LH-20 E y elución desde etanol hasta agua. Se recogieron 56 fracciones 

y se reunieron según su perfil por CCD en silíca gel (AcOIPr: MeOH 80:20) en 6 

fracciones denominadas F5E-1 (72 mg), F5E-2 (800 mg), F5E-3 (50 mg), F5E-4 (15 

mg), F5E-5 (10 mg), F5E-6 (10 mg). La fracción F5E-2 presentó actividad larvicida 

Tabla 9 y grafica 5. Esta fracción F5E-2 (800 mg) se separó por CC J sobre 40 g de 

silíca gel eluyendo con mezclas de polaridad creciente desde tolueno hasta MeOH. 

En total se colectaron 59 fracciones, las cuales según su perfil en CCD (AcOE- 

Mek- A. fórmico- Agua 5:3:1:1) se agruparon en  6 nuevas fracciones denominadas 

F5J-1 (201 mg), F5J-2 (81 mg), F5J-3 (35 mg), F5J-4 (51 mg), F5J-5 (89 mg) y 
F5J-6 (330 mg). Las fracciones F5J-5 y F5J-6 presentaron actividad larvicida (Tabla 

9 y grafica 5). De la fracción F5J-5 (89 mg) se obtuvo un sólido de color amarillo 

que se analizó por RMN denominado mezcla 5.  

5.3.3 Fraccionamiento del extracto F2  

El extracto F2 (4,10 g), se sometió a cromatografía en columna (CC) en silíca gel 

columna (A) eluyendo con mezclas de disolventes de polaridad creciente desde 

tolueno (tol) hasta MeOH, se obtuvieron 160 fracciones de 5 mL cada una. Estas 

fracciones fueron concentradas y mediante el análisis por CCD (AcOIPr:MeOH 

90:10) y revelado con H+ mas vainillina/ (naranja) y FeCl3 (azul verdoso), se 

reunieron en 16 fracciones mayores denominadas F2A-1 (214 mg), F2A-2 (266 

mg), F2A-3 (48 mg), F2A-4 (46 mg), F2A-5 (100 mg), F2A-6 (1200 mg), F2A-7 (63 

mg), F2A-8 (353 mg), F2A-9 (189 mg), F2A-10 (432 mg), F2A-11 (163 mg), F2A-12 
(44 mg), F2A-13 (29 mg), F2A-14 (28 mg), F2A-14 (420 mg), F2A-16 (420 mg), 
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Cada una de estas fracciones se les evaluó la actividad larvicida con el bioensayo 

BAL-Cq, obteniéndose los datos de CE50 (Tabla 10 y grafica 6).  

La fracción F2A-6 (1,2 g), activa en el bioensayo BAL-Cq, se sometió a 

fraccionamiento por CC B sobre silíca gel empleando como sistema de elución 

desde tol hasta AcOIPr. En total se colectaron 102 fracciones, las cuales según su 

perfil en CCD (Tol : AcOIPr 90:10) se agruparon en 7 nuevas fracciones 

denominadas F2B-1 (59 mg), F2B-2 (409 mg), F2B-3 (80 mg), F2B-4 (47 mg), F2B-
5 (150 mg), F2B-6 (286 mg) y F2B-7 (150 mg). De ellas las fracciones F2B-1, F2B-
3 y F2B-6 presentaron actividad en el bioensayo BAL-Cq (Tabla 11 y Grafica 7). De 

la fracción F2B-1 se obtuvo un sólido de color naranja el cual se sometió a análisis 

por CGAR-EM identificándose los compuestos 3, 4, 5 y 6. 

La fracción F2B-3 se sometió a purificación por CCDP con el sistema de disolvente  

tolueno: AcOIPr 9.5:0.5 y se obtuvo un aceite de color amarillo (20 mg) activo que 

se analizó por RMN 1H y corresponde a la mezcla 6 (Figura 42, Tabla 11 y grafica 

7). 

De la fracción F2B-6 (286 mg) se obtuvo un sólido amorfo de color blanco el cual se 

cristalizo con una mezcla n-hexano: tolueno. Se obtuvieron 9 mg compuesto 7 (Pf. 

55-58 °C), se tomaron los espectros de RMN 1H, 13C mono y bidimensional y se 

evaluó la actividad insecticida (Tabla 11 y Grafica 7). La otra parte de la fracción se 

sometió a separación por CC (C) sobre RP18  eluyendo desde MeOH – Agua (80 : 

20) hasta (30 : 70). Se recogieron 20 fracciones, las cuales se reunieron según su 

perfil por CCD (Tol: AcOIPr 90:10) en 10 nuevas fracciones F2C-1 (11 mg), F2C-2 
(30 mg), F2C-3 (15 mg), F2C-4 (16 mg), F2C-5 (13 mg), F2C-6 (16 mg), F2C-7 (11 

mg), F2C-8 (33 mg), F2C-9 (49 mg) y F2C-10 (80 mg). Las fracciones F2C-1, F2C-
2, F2C-5, F2C-9 presentaron actividad larvicida. De la fracción F2C-2 (30 mg) se 

obtuvo un líquido viscoso de color amarillo compuesto 8 (Figura 42, tabla 13 y 

grafica 8). El cual se analizó e identificó por RMN y LC-MS. 
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ÉTER DE PETRÓLEO (F2)
20.6 g

CE50 549 µg / mL

AGUA (F8)
4.20 g

CE50 > 1000 µg / mL

MATERIAL VEGETAL  CFHS
1000 g

ETOH     96%  (F1)

AGUA

AGUADICLOROMETANO (F3)
0.5 g

CE50 >1000 µg / mL

FASE INTERMEDIA  (F4)
3.2 g

CE50 >1000 µg / mL

ACETATO DE ISOPROPILO (F5)
5.8 g

CE50 451 µg / mL

AGUA

ETILMETILCETONA (F6)
4.9 g

CE50 >1000 µg / mL

AGUA

ALCOHOL BUTÍLICO (F7)
3.7 g

CE50 494 µg / mL

100.3 g
CE50 105 µg / mL

 
Figura 40. Diagrama de extracción líquido-líquido del extracto total Croton funckianus 
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F5
4600 mg       CE50 451 µg/mL

A-6
350 mg

CE50 196 µg/mL

A-8
300 mg

CE50 325 µg/mL

A-9
960 mg

CE50 176 µg/mL

CC  A  SiO2
tol – MeOH
(1:0-0:1)

96.0%

A-1
103 mg

CE50 > 1000 µg/mL

A-11
24 mg

CE50 126 µg/mL

A-4
172 mg

CE50 >1000 µg/mL
CC  C  SiO2
tol – MeOH
(1:0-0:1)

C-2 C-1 C-7 C-3

98.6%
CC  C  SiO2
tol – MeOH
(1:0-0:1)

B-1 B-2 B-4 B-5

98.3%
CC  D  SiO2
tol – MeOH
(1:0-0:1)

D-3 D-4 D-1 D-6

98,6%

E-1 E-2 E-3 E-6

99,7%

Sephadex LH-20
EtOH – H2O(1:0-0:1)

H-1 H-4 H-5 H-6

97.5%

I-1 I-2 I-3

80 mg
CC  F  SiO2
CHCl3 – MeOH (1:0-0:1)
CE50 195 µg/mL
98,8%

F-1 F-3 F-6 F-10 J-1 J-3 J-5 J-6

10 mg
CE50 63 µg/mL

G-1 G-2 G-3

80  mg
CE50 >1000 µg/mL

15 mg
CE50 >1000 µg/mL

30 mg
CC  I  Sephadex LH-20
EtOH – H2O (1:0-0:1)
CE50 15 µg/mL

20 mg
CC G Sephadex  LH-20
EtOH – H2O (1:0-0:1)
CE50 118 µg/mL
95%

CC  I  Sephadex LH-20
EtOH – H2O (1:0-0:1)

80 mg
CC  J  SiO2
tol– MeOH (1:0-0:1)
CE50 126 µg/mL
98,4%96.6%

10 mg
CE50 63 µg/mL

RMN

RMN
RMN RMN

89 mg
CE50 31 µg/mL

2 3

4

5

 

Figura 41.  Diagrama del aislamiento bioguíado de las mezclas  2, 3, 4 y 5 del extracto con acetato de isopropilo (Las fracciones que 
contienen mezclas de compuestos se distingue en color verde) 
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RMN
C-10C-1 C-2 C-9

F2
CE50 549 µg/mL

A-6  
12 00 mg

CE50 259 µg/mL

A-8 
353 mg

CE50 571 µg/mL

A-14
28 mg

CE50 493 µg/mL

CC  A  SiO2
tol – MeOH
(1:0-0:1)
97.9%

A-1
CE50 >619 µg/mL

A-16
CE50 >1000 µg/mLA-4

CE50 >1000 µg/mL
CC  B  SiO2
tol – AcOIPr
(1:0-0:1)
98.4%

B-1
GC-MS

CE50 118 µg/mL

B-3 B-6 B-7
RMN

286 mg
CC  C  Rp 18
MeOH – H2O (1:1-1:0)
98.6%

CE50 88 µg/mL

CE50 223 µg/mL

CE50 18 µg/mL

RMN

3,4,5 y 6

6

8

7

 

 

Figura 42.  Diagrama de aislamiento de la mezcla 6 y compuestos identificados 3, 4, 5, 6, 7 y 8 (Las fracciones que contienen la mezcla se 
distinguen en color verde y compuestos en rojo) 
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