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Resumen y Abstract IX

Resumen

En Colombia se ha reportado el uso de decocciones de las hojas y la corteza de Acacia
farnesiana para el tratamiento de fiebres y malaria. El presente trabajo es una
contribucién al estudio fitoquimico de la corteza de esta especie colectada en dos
épocas del afio, época seca (junio) y de lluvia (octubre). Para tal fin se recolectd el
material vegetal en Armero-Guayabal, Departamento Tolima (Colombia) y se realizé una
caracterizacién fitoquimica del extracto etandlico obtenido por percolacion y de las
fracciones obtenidas a partir de éste, utilizando solventes de diferente polaridad, por
pruebas quimicas para detectar la presencia de taninos y de compuestos azufrados,
ademas, de diferentes técnicas como cromatografia en capa delgada (CCD) y
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). También se realiz6 la caracterizacion por
técnicas espectroscopicas como IR, RMN-'H y RMN-¥C. Para la determinacion
estructural de los metabolitos aislados y purificados de las fracciones en éter de petroleo
y acetato de etilo se utilizaron métodos como CG-EM y RMN (mono y bidimensional).

De la caracterizacién fitoquimica del extracto etandlico de la corteza de esta especie
vegetal y de las fracciones obtenidas en éter de petréleo, acetato de etilo y butanol se
evidenciaron metabolitos como: esteroides y/o terpenos, flavonoides, taninos vy
compuestos azufrados, observandose diferencias en las dos épocas del afio. Al purificar
la fraccién en éter de petréleo obtenida en la época de lluvia se detect6 la presencia por
CG-EM de la mezcla de estigmasterol y sitosterol. En la fraccidbn en acetato de etilo
proveniente de la época de lluvia se identificd la presencia de 3B3-O-D-glucopiranosil-3-
sitosterol, lentionina, mezcla de germanicol y lupeol. En la fracciébn en acetato de etilo
obtenida en la época seca se identificaron tonalido y 2,3-bis-(acetiloxi)-eicosanoato de

propilo.

Palabras clave: Acacia farnesiana, esteroides, compuestos azufrados, composicién quimica,

época de colecta.
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Abstract

In Colombia have been reported the use of decoctions of leaves and bark of Acacia
farnesiana to treat fevers and malaria. This work contributes to the phytochemical study
of the bark of this species collected in two seasons, dry season (June) and rainy
(October); for this purpose the plant material was collected in Armero-Guayabal, Tolima
Department (Colombia). Phytochemical characterization of ethanol extract obtained by
percolation and their fractions was performed, using different polarity solvents, by
chemical tests to detect the presence of sulfur compounds and tannins, in addition to
various technical such as thin layer chromatography (TLC) and high performance liquid
chromatography (HPLC). Also the charaterization by spectroscopic techniques was
performed IR, *H-NMR and *C-NMR. For structure determination of the metabolites in
the fractions of the isolation and purification of fraction in petroleum ether and ethyl

acetate methods as GC-MS and NMR (mono and bidimensional) were used.

From the phytochemical characterization of the ethanol extract of the bark of this plant
species and the fractions obtained in petroleum ether, butanol and ethyl acetate as
metabolites were demonstrated: steroids and / or terpenes, flavonoids, tannins and sulfur
compounds observed differences in the two times of the year. By purifying the fraction in
petroleum ether the presence rainy by GC-MS of mixture of stigmasterol and sitosterol
was detected. In the fraction in ethyl acetate from the rainy presence identified 33-O-D-
glucopiranosil- B-sitosterol, lenthionine, mixture germanicol and lupeol. In the fraction in
ethyl acetate obtained in the dry season tonalide and 2,3-bis (acetyloxy) propyl-
eicosanoate waere identified.

Keywords: Acacia farnesiana, steroids, sulfur compounds, chemical composition,

collecting time.
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Contenido XXI

Objetivos

e General

Contribuir al estudio fitoquimico de la corteza de Acacia farnesiana utilizada

tradicionalmente para el tratamiento de la malaria.
e Especificos

Caracterizar los principales metabolitos secundarios presentes en las fracciones de

diferente polaridad obtenidas a partir de la especie vegetal Acacia farnesiana.

Obtener metabolitos secundarios de las fracciones provenientes del extracto etandlico

con solventes de diferente polaridad.

Contribuir en la identificacion estructural de metabolitos secundarios presentes en las

fracciones obtenidas, utilizando técnicas espectroscépicas y espectromeétricas.






Introduccion

Ancestralmente se han utilizado alrededor del mundo productos naturales para los
tratamientos basicos de la salud y en la actualidad son fuente importante de metabolitos
secundarios obtenidos de varias especies vegetales (Evans, 1989). Aunque las funciones
de los metabolitos secundarios no son completamente conocidas desempefian una
variedad de funciones ecoldgicas en la planta, como defensa contra depredadores y
patdgenos, atraccion de polinizadores, proteccién a la planta de las radiaciones UV e

interacciones con otras plantas, entre otras (Valares, 2011).

En Colombia y en otros paises de regiones tropicales del mundo se emplean especies
vegetales como fuente de principios activos para el tratamiento de diversas
enfermedades entre ellas la malaria. La elevada prevalencia de esta enfermedad, la
resistencia de los mosquitos a los insecticidas y ademas la resistencia de los parasitos a
los tratamientos existentes ha llevado a la basqueda de nuevas alternativas para el
control de la malaria, dentro de las que se incluyen las plantas utilizadas en la medicina
tradicional (Klayman, 1985). Los estudios cientificos han permitido la obtencién de
principios activos como la quinina, la artemisinina, el lapachol, entre otros (Wells T.
2011).

En diferentes regiones del mundo, entre estos el continente Africano, se utilizan plantas
medicinales para el tratamiento de la malaria, siendo el género Acacia muy utilizado en
preparaciones tradicionales como decocciones e infusiones de hojas, raices y cortezas
(Muthaura et al., 2007). En Colombia se utilizan varias especies vegetales entre las
cuales se encuentra Acacia farnesiana, de la cual se utilizan principalmente las hojas y la

corteza en decocciones (Garcia-Barriga, 1992).



2 Introduccién

La especie Acacia farnesiana (Fabaceae) es un arbusto espinoso, de 1 a 2 m de altura
(Acacia farnesiana (L.) Willd, 1806, 1806), ampliamente distribuida en la regiones

tropicales y en el mediterraneo (Little et al., 2001).

En estudios previos realizados para esta especie, el extracto etandlico se evalué en
diferentes modelos antimaléaricos y los resultados permitieron concluir que la corteza de
A. farnesiana present6 efectos antimalaricos promisorios (Garavito et al., 2006). Sus
propiedades bioldgicas y los usos reportados en la literatura hacen que A. farnesiana sea
una especie interesante para adelantar estudios fitoquimicos adicionales. El presente
trabajo muestra el estudio fitoquimico de la corteza de esta especie colectada en dos
épocas del afio (seca y de lluvia) para observar las diferencias existentes en el contenido
de metabolitos y la actividad biolégica que seran posteriormente investigados. La
caracterizacion de las dos épocas de colecta se realiz6 por medio de pruebas quimicas,
técnicas cromatogréficas y técnicas espectroscépicas. Para la deteccion e identificacion
de metabolitos se utilizaron diferentes métodos cromatograficos como CCD, CC en silica
gel y sephadex LH-20; CCDP y técnicas instrumentales como CG — EM, RMN mono y
bidimensional.



1.Marco tedrico

1.1 Descripcion de la especie vegetal Acacia farnesiana

El género Acacia esta conformado por mas de 1.350 especies que pertenecen a la
familia Fabaceae, se extiende por las regiones célidas y aridas del mundo, sus especies
poseen metabolitos secundarios como flavonoides, taninos condensados, polisacaridos

como gomas, etc (Seigler, 2003).

La Acacia farnesiana corresponde a sinénimos como: Mimosa farnesiana L. y Vachellia
farnesiana Wight et Arn. (Garcia-Barriga, 1992; Mobile, 2008) entre otras. Presenta como
nombres comunes: casha, cassia (Islas Virgenes); aroma, aromo (Espafia); cambrén
(Republica Dominicana); aroma amarilla (Cuba); huisache, quisache, binorama, subinche
(México); espino blanco, espinal, subin (Guatemala); peld, cuji cimarron, ufia de cabra
(Colombia); huaranga (Peru); espino blanco (Bolivia); sweet acacia, cassie, huisache
(Estados Unidos); esponjeira (Brasil) (Little et al., 2001), entre otros.

Acacia farnesiana es un arbusto espinoso, la forma arbustiva es de 1 a 2 m y la forma
arbérea de 3 a 10 m de altura, presenta hojas bipinnadas, alternas, frecuentemente
aglomeradas en las axilas de cada par de espinas, las espinas de 4,5 cm de largo muy
apuntadas. Los tallos son rigidos y fuertes, la corteza es lisa de color castafio oscuro con
un marcado olor azufrado. Las flores se presentan en cabezuelas de color amarillo,
originadas en las axilas de las espinas, solitarias 0 en grupos de 2 a 3; con un aroma
agradable (Acacia farnesiana (L.) Willd, 1806) (Figura 1-1).
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Figura 1-1: Acacia farnesiana (Mobile, 2008)

Esta especie estd ampliamente distribuida en América, naturalizada en todo el mundo en
especial en el tropico y en el mediterraneo. En las Américas se extiende del sur de
Estados Unidos, pasando por México y Centroamérica hasta Argentina y Chile. También
a lo largo de las Antillas, desde Bahamas y Cuba hasta Trinidad y Tobago, Curazao y
Aruba (Little et al., 2001).

De la especie vegetal A. farnesiana se usa el aceite esencial presente en las flores como
aromatizante en la industria de perfumeria (Seigler, 2003). En el proceso de curtiembre
se usa la corteza y el fruto por su contenido de taninos (Evans, 1989). Las hojas y frutos,
se emplean como forraje para ganado vacuno y caprino, especialmente durante el

invierno (Parrotta, 1992).

Esta especie vegetal es ampliamente utilizada en medicina popular en varios paises para
tratar diferentes enfermedades: en México es utilizada para trastornos gastrointestinales
por medio de una decoccién de la corteza o las espinas (Moreno et al., 2008). En la India
se usa la corteza para trastornos gastrointestinales (Kshirsagar et al., 2001; Dey et al.,
2012), la goma se aplica en la piel para el tratamiento de quemaduras (Saikia et al.,
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2006), la corteza y la raiz para tratar la bronquitis (Ram et al., 2011). En Palestina se usa
para el reumatismo, quemaduras de piel y el tratamiento de enfermedades del sistema
digestivo (Ali-Shtayeh et al., 2000). En Bolivia se realiza una infusién de las flores para
los trastornos gastrointestinales (Bourdy et al., 2000). En el Libano se prepara una
decoccién de la corteza para el reumatismo (EI Beyrouthy et al., 2008). En Colombia los
frutos triturados se usan para el tratamiento de diarreas, la decoccién de la raiz para
disminuir la fiebre y para procedimiento de enemas, las hojas y corteza se usan para el
tratamiento de la malaria, entre otras (Garcia-Barriga, 1992).

A partir de los usos tradicionales empleados para esta especie se han realizado varios
estudios donde se reporta actividad antiamebiana de las hojas (Cruz et al., 2000),
actividad antimicrobiana de la raiz (Hernandez et al., 2009), actividad antiinflamatoria y
reduccion del edema de la pata en roedores con el uso de extractos de la parte aérea de
la planta (Meckes et al., 2004). Se aislé de las semillas la proteina lectina la cual mostré
un efecto fitopatdégeno en bacterias gram negativas y gram positivas (Santi-Gadelha et
al., 2012). El extracto metandlico de la corteza de A. farnesiana inhibe cepas de la
bacteria Campylobacter (Castillo et al., 2011). EI compuesto galato de metilo obtenido de
la corteza de esta especie, el extracto etandlico y metandlico pueden alterar las
membranas celulares de la bacteria gram negativa Vibrio cholerae, inhibiendo su
crecimiento (Sanchez et al., 2013, Garcia et al., 2006, Sanchez et al., 2010). Se purificd
la enzima liasa S-alquil-L-cisteina a partir de extractos en acetona de plantulas, semillas
y flores (Mazelis et al., 1975, Mazelis 1975). Las hojas contienen compuestos

cianogénicos (Secor et al., 1976), como la linamarina y lotaustralina (Seigler et al., 1979).

En Africa y Sur América esta especie se emplea frecuentemente para el tratamiento de la
malaria, una enfermedad parasitaria producida por varias especies de Plasmodium
transmitida por mosquitos hembra del género Anopheles principalmente en regiones
tropicales. Es comdn en paises con sistemas de salud y estrategias de control menos
desarrollados. Las altas tasas de morbilidad y mortalidad pueden atribuirse
principalmente a problemas de salubridad, falta de acceso a un tratamiento y a la
creciente resistencia del parasito a los medicamentos antimaléricos. Esto ha significado
un problema de salud publica en las regiones endémicas (Mita et al., 2009, Lopez et al.,

2010) por lo tanto los productos naturales y sus derivados son una alternativa importante
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en la investigacion para el tratamiento de la malaria y son considerados como una fuente

potencial de nuevos farmacos (Wells T. 2011).

En el continente africano, el género Acacia es muy utilizado tradicionalmente para el
tratamiento de la malaria en decocciones e infusiones de hojas, raiz y particularmente la
corteza (Tabla 1-1). Estudios realizados al extracto en metanol y la betulina aislada del
extracto en diclorometano de la corteza del tallo de Acacia mellifera reportaron actividad
antimalérica frente a Plasmodium berghei (Mutai et al., 2008).

Tabla 1-1: Algunas especies del género Acacia utilizadas en Africa para el tratamiento de

la malaria
Especie DO el Referencia
la planta
Acacia mellifera corteza Muthaura et al., 2011; Mutai et al., 2008;
Koch et al., 2005; Wambugu et al., 2011.
Acacia nilotica (L.) Willd. corteza Muthaura et al., 2007; Wambugu et al.,
2011
Acacia seyal corteza Nguta et al., 2010; Wambugu et al., 2011
Acacia xanthophloeae corteza Pillay et al., 2008; Prozesky et al., 2001
Benth

En Colombia se utiliza la especie vegetal Acacia farnesiana junto con varias plantas
medicinales para tratar la malaria mediante infusiones o decocciones de las hojas y
cortezas. En estudios previos realizados con esta especie se obtuvo un extracto etandlico
que se evalud en diferentes modelos antimaléricos, los resultados permitieron concluir
gue la corteza presenta actividad promisoria (< 2 pg/mL) contra Plasmodium falciparum,
mientras que no fue activo a la dosis estudiada en Plasmodium berghei in vivo (< 50%) y
en el modelo FBIT (test de inhibicién de la biopolimerizacién de la ferriprotoporfirina)
present6 un valor > 10 mg/mL (Garavito et al., 2006).
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1.2 Estudio fitoquimico

La literatura cientifica ha reportado varios grupos de metabolitos obtenidos del género

Acacia como aminas, alcaloides, aceites esenciales, aminoacidos no protéicos,

diterpenos, acidos grasos, triterpenos, fitoesteroles, saponinas, flavonoides, gomas,

taninos hidrolizables y condensados (Seigler, 2003).

En la especie vegetal Acacia farnesiana se identificaron varios metabolitos entre los que

se han encontrado cuatro nuevos diterpenos presentes en raices, llamados acasiana A,

acasiana B, farnesirana A y farnesirana B (Lin As et al., 2009). La Tabla 1-2 muestra

algunas estructuras presentes en esta especie.

Tabla 1-2: Metabolitos secundarios reportados en la literatura para la especie Acacia

farnesiana.
Nombre del metabolito Estructura CrgEne e Referencia
planta

7_'0'5'_(4 6 L ) Vainas (Barakat et al.,
digaloilglucopirandésido) - 1999)
Naringenina

7-O-B-(6"  -galoilglucopirandsido)- ; (Barakat et al.,
Quercetina Vainas 1999)
7-O-B-(6"  -galoilglucopiranésido)- ; (Barakat et al.,
Mircetina Vainas 1999)

7-(6” -galoilglucésido) Kaempferol Vainas (l%%rga)kat etal.

OH
O—CHjy
. . HO o O . (Sahu et al,
Diosmetina O | Semillas 1998)
OH O

(Continua)
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(Continuacion)
Nombre del metabolito Estructura OIETE e 1 Referencia
planta

7,3 .-d.IhIdI’OXI-4 -metoxiflavona) . (Sahu et al,
Farnisina Semillas 1998)
6,8-bis-C-B-D - .
glucopiranosido-Apigenina * (Z%%ég)ler,
(vicenina) .

(Seigler,

2003).
Guibourticacidina *

(Seigler,

OH 2003).
OH
Mollisacacidina HO o O *
CLL,
OH

Farnesiasida Semillas (Sahu et al,

1997)
Acido N-acetil djenkolico Semillas (Gmelin et al.,

HN—COCH,

1962)

* no se reporta 6rgano de la planta
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Estudios realizados en las vainas reportan el aislamiento e identificacion en el extracto
etandlico de fenoles como: &cido gélico, acido elagico, acido m-digdlico, galato de metilo,
kaempferol, aromadendrina y naringenina. Ademas, en el extracto de acetato de etilo se

encontrd: 7-diglucésido-kaempferol y 7-glucésido-naringenina (El Sissi et al., 1973).

Investigaciones del aceite esencial de las flores de Acacia farnesiana, presenta contenido
de: salicilato de metilo (47,5%), anisaldehido (17,3%), geraniol (9,8%), benzaldehido
(6%), acetato de geranilo (3,3%), geranial (2,8%), (0,7%), mirceno (0,5%), alcohol
bencilico (0,5%), linalol (0,4%), y otros componentes utilizados en perfumeria (Seigler,
2003). Se destaca la presencia de taninos y fenoles en la corteza de esta planta (Devi et
al., 1991).

Los usos en la medicina tradicional, resultados de los ensayos biolégicos reportados y
trabajos cientificos de la especie vegetal Acacia farnesiana, hacen que sea una especie
interesante para adelantar estudios fitoquimicos adicionales y de actividad biol6gica de
esta planta, por lo que en el presente trabajo se propuso una caracterizacion fitoquimica
de la corteza de A. farnesiana colectada en dos épocas del afio (seca y de lluvia), con el
fin de determinar variaciones en el contenido de metabolitos, estos datos posteriormente
seran contrastados con ensayos de actividad bioldgica que seran realizados en el grupo
y permitird acercarnos al tipo de metabolitos involucrados en la actividad biol6gica o en

funciones ecoldgicas.






2.Metodologia

2.1 Equipos

Los analisis por HPLC fueron registrados en un equipo Agilent serie 1200 equipado con
desgasificador de vacio serie 1200 G1322A para cuatro canales, una bomba cuaternaria
serie 1200, un automuestreador serie 1260 G1329B, un compartimento termostatado de
columna serie 1200 G1316A con temperatura maxima de 80 °C, y un detector DAD serie
1200 G1315B con lampara de deuterio y tungsteno para longitudes de onda entre 190 —
900 nm. La separacion se realizé en una columna RP-18, 5 um (4 mm x 250 mm)

Merck®.

Los espectros de infrarrojo fueron registrados en un espectrofotometro ATl Mattson
Genesis Series FT-IR™, en celdas de NaCl y pastillas de KBr. Los espectros de
Resonancia magnética nuclear *H - *C, DEPT 135 y bidimensionales HMQC y HMBC
fueron registrados en un equipo de resonancia magnética nuclear Bruker de 400 MHz en

el laboratorio de resonancia magnética nuclear de la Universidad Nacional de Colombia.

Los andlisis de CG-EM fueron realizados en un cromatégrafo de gases shimadzu
QP2010 plus con analizador tipo cuadrupolo, la separacién se realiz6 en una columna
capilar HP-5 de 30 m, del laboratorio de quimica de la Universidad Distrital Francisco
José de Caldas y un cromatdgrafo de gases agilent technologies 5975C VL MSD, la
separacion se realizd en una columna HP-5, 30 m, del laboratorio del Departamento de

Agronomia de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota.
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2.2 Recoleccion del material vegetal en época secay de
lluvia, elaboracion de extractos y fraccionamiento.

El material vegetal fue colectado en dos épocas del afio, una seca (junio) y otra de lluvia
(octubre), en Armero-Guayabal, Departamento del Tolima (Colombia). La clasificacion
taxonémica de la muestra vegetal se realizé en el Herbario Nacional Colombiano,
registrada como Acacia farnesiana (L.) Willd con el codigo COL 526762. Los
procedimientos realizados a la corteza de A. farnesiana se efectuaron paralelamente

pero por separado para las dos épocas del afio.

La corteza de A. farnesiana se sometié a un proceso de secado y molienda, por medio de
percolacion con etanol al 96%, se obtuvo el extracto etandlico de época seca (ES) y de
lluvia (EL). Los extractos secos de las dos épocas del afio obtenidos, luego de evaporar
el solvente a vacio, se sometieron a tratamiento con éter de petroleo (Figura 2-1) dando
lugar a la fraccion en éter de petréleo época seca (EPS) - éter de petréleo época de lluvia
(EPL) y residuos semisélidos que se sometieron a particibn con una mezcla de
AcOEt:H,0 (1:1) obteniendo las fracciones en acetato de etilo época seca (AS) — acetato
de etilo época de lluvia (AL) y acuosas, estas Ultimas se extrajeron con una mezcla de n-
Butanol:H,O (1:1) para dar lugar a las fracciones butandlica época seca (BS) — butandlica
época de lluvia (BL) y las fracciones acuosas época seca (AcS) — acuosa época de lluvia
(AcL).
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Figura 2-1: Diagrama general de la extraccion y fraccionamiento de la corteza de A.

farnesiana colectada en la época seca y de lluvia.

ESTUDIO FITOQUiMICO DE LA CORTEZA DE LA ESPECIE
VEGETAL Acacia farnesiana

Recoleccién del material vegetal Identificacion en el Herbario
en época seca y de lluvia Nacional de Colombia

(Secado y moIienda)

\ 4

Gercolaci()n en etan(D
‘—@xtracci()n con éter de petr()lea

\

v
Fraccion en éter de petréleo Residuo semisolido
EPSy EPL
Extracciéon con AcOEt/H,O
(1:2)

Fraccion
acuosa

Extraccion con BUOH/H,O
(1:1)

Fraccion acuosa
AcSy AcL

v

Fraccion en acetato de etilo
ASy AL

Fracciéon butandlica
BSy BL

e ES: extracto etandlico época seca, EL: extracto etandlico época de lluvia, EPS: fraccion en éter de petréleo
época seca, EPL: fraccion en éter de petr6leo época de lluvia, AS: fraccion en acetato de etilo época seca, AL:
fraccion en acetato de etilo época de lluvia, BS: fraccién butandlica época seca, BL: fraccion butandlica época
de lluvia, AcS: fraccién acuosa época seca, AcL: fraccion acuosa época de lluvia.

e Los solventes de los extractos y fracciones fueron eliminados en rotaevaporador a vacio y por liofilizacion para la
fase acuosa.

2.3 Caracterizacion de los extractos y fracciones
obtenidas en la época secay de lluvia.

Luego de eliminar los solventes por evaporacion al vacio y liofilizacién en el caso de la
fraccion acuosa, se realizo un andlisis fitoquimico al extracto y a las fracciones en éter de

petroleo, acetato de etilo, butandlica y acuosa obtenidas en la época seca y de lluvia para
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determinar las similitudes o diferencias entre ellas (Figura 2-2). La caracterizacién de los
diferentes grupos de metabolitos se realiz6 mediante pruebas quimicas para detectar la
presencia de taninos y de compuestos con azufre, ademas de técnicas cromatograficas
como cromatografia en capa delgada (CCD) y cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE- HPLC) y por técnicas espectroscopicas como infrarojo (IR) y resonancia
magnética nuclear de hidrégeno (RMN-'H) y carbono (RMN-3C), los cuales se muestran

a continuacion en la Figura 2-2.

Figura 2-2: Diagrama general para la caracterizacion fitoquimica de los extractos y

fracciones obtenidas del extracto etanodlico de la corteza de A. farnesiana colectada en la

Extracto etandlico |
Fraccionamiento I—

v v v v

Fraccion en éter de petroleo Fraccion en acetato de etilo Fraccion butandlica Fraccion acuosa

IR TEET o e m mmm

* CCD: cromatografia en capa delgada. RMN H y RMN 23C: resonancia magnética nuclear de hidrégeno y carbono. IR:
infrarrojo. CLAE: cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

época seca y de lluvia.
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2.3.1 Caracterizacion de los extractos y fracciones obtenidas en
la época secay de lluvia por pruebas quimicas para taninos
y compuestos azufrados.

= Andlisis del contenido de taninos en los extractos y fracciones obtenidos de la

corteza de A. farnesiana.

La presencia de taninos se detect6 al realizar pruebas cualitativas utilizando tres ensayos
en diferentes condiciones para determinar la mas Optima y proceder a realizar una
prueba cualitativa (Price M. & Butler L., 1977):

» Ensayo cualitativo: En un tubo de ensayo se tomd aproximadamente 10 mg de
muestra, se adicionaron 0,5 mL de FeClz 0,008 M en HCI 0,008 N, seguido de 0,5 mL
de ferricianuro de potasio [KsFe(CN)e] 0,0015 M. EIl color azul de prusia indica la
presencia de taninos, segun Price M. & Butler L., 1978, la presencia de color verde
claro contiene baja o nula concentracion de taninos, verde oscuro contenido medio y

azul alto contenido de taninos.

» Ensayo cuantitativo: Para la preparacion de la curva de calibraciéon se utilizé6 una
solucion estandar de acido tanico (200 pg/mL) a partir de la cual se realizaron
diluciones para obtener concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 pg/mL. Se
pesaron aproximadamente 1,5 mg de los extractos etandlicos, fracciones butandlicas
y fracciones acuosas obtenidas en las dos épocas del afio. Las cantidades pesadas
se llevaron cuantitativamente a un volumen final de 10 mL utilizando como solvente
metanol/agua (1:1) a excepcién de los extractos acuosos que fueron en agua. En una
placa de 96 pozos se adicionaron 50 uL de cada uno de los estandares y muestras
previamente preparados seguido de 50 pL de cloruro férrico (FeCls) 0,008 M en 0,1
N HCl y por ultimo 50 pL de ferricianuro de potasio [KsFe(CN)es] 0,003 M. Se midieron
las absorbancias a 720 nm de longitud de onda después de 60 segundos, en un

equipo espectrofotometro de microplacas xMark Bio-Rad.
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= Analisis de compuestos azufrados en los extractos y fracciones obtenidos de la

corteza de A. farnesiana.

Por medio de dos ensayos se detectd la presencia de compuestos azufrados en los

extractos y en las fracciones obtenidas en las dos épocas del afio seca y de lluvia:

» Ensayo 1. Nitroferricianuro de sodio: En un tubo de ensayo se tomaron
aproximadamente 10 mg de la muestra, se agreg6 0,5 mL de hidroxido de sodio 1 Ny
0,5 mL de agua, se calent6 el tubo de ensayo en un recipiente con agua a ebullicion
durante 10 min, se enfrio y se filtrdé. Al filtrado se le adicionaron 2 gotas de
nitroferricianuro de sodio 0,18 M. La aparicion de color rojo o rojo naranja indica la
presencia de compuestos que contienen azufre (USP, 2013).

» Ensayo 2. Acetato de plomo: En un tubo de ensayo se tomaron aproximadamente
10 mg de muestra, en la boca del tubo se colocé papel filtro impregnado con una
solucién de acetato de plomo saturada y se calenté el tubo. La aparicion de color café

indica la presencia de compuestos que contienen azufre (USP, 2013).

2.3.2 Caracterizacion de los extractos y fracciones obtenidas en
la época secay de lluvia por técnicas cromatograficas

= Analisis por cromatografia en capa delgada (CCD) de los extractos y fracciones

obtenidos de la corteza de A. farnesiana.

A los extractos etandlicos y las fracciones en éter de petréleo, acetato de etilo, butanol y
agua provenientes de las dos épocas del afio seca y de lluvia, se les realizaron perfiles
cromatogréficos con diferentes fases maviles preparadas en diferentes proporciones de
los siguientes solventes: CHCl;, AcOEt, MeOH y H,O, ocasionalmente se utiliz6 ac.
férmico y como fase estacionaria silica gel 60 Fzs4 en soporte de aluminio con espesor de
0,25 mm (Merck®). Una vez eluidas las placas se revelaron con luz ultravioleta a
longitudes de onda de 254 y 365 nm, reveladores quimicos como Godin (vainillina
1%/H,SO4 10% y calentamiento) y NP/PEG para flavonoides (Wagner H. & Bladt S.,
2001).
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= Andlisis por cromatoqgrafia liquida de alta eficiencia (CLAE) de las fracciones

obtenidas de |la corteza de A. farnesiana.

Las fracciones en éter de petroleo, acetato de etilo y butanol se analizaron en un equipo
HPLC Agilent equipado con un detector DAD y columna RP-18, las condiciones utilizadas
para cada fraccidn se muestran en la Tabla 2-1. Las condiciones reportadas son producto
de varios intentos realizando diversas alternativas para los extractos y fracciones

analizadas.

Tabla 2-1: Condiciones para el analisis por CLAE de las fracciones obtenidas del

extracto etandlico de la corteza de A. farnesiana colectada en época seca y de lluvia.

. Eter de petréleo Acetato de etilo Butandlica
R (EPS-EPL) (AS-AL) (BS-BL)
Concentracion
(mg/mL) 10 30 30
Volumen de
inyeccion (uL) 50 20 20
Flujo (mL / min) 1 1 1,2
Temperatura (°C) 25 25 25
agua-acido  formico || agua-acido férmico 0,2 | agua-acido férmico 0,4 % (E) y
Fase movil 0,1% (A) y acetonitrilo |[ % (C) y metanol (D) metanol (F)
(B)
40% de B a 0 min, || 30% de D a 0 min, 45% |[ 10% de F a O min, 35% F en 60
Gradiente 90% B en 50 min, || D en 20 min, 100% D 50 || min, 50% F 75 min, 100% en F en
90% B en 60 min min, 100% en D en 60 || 80 min, 100% en F en 85 min
min
Deteccion A (nm) 210, 254 y 280 210, 254, 280 y 350 254, 280 y 350

Columna RP-18. EPL: fraccion en éter de petréleo época de lluvia, EPS: fraccion en éter de petréleo época seca, AL:
fraccion en acetato de etilo época de lluvia, AS: fraccion en acetato de etilo época seca, BL: fraccion en butanol época de
lluvia, BS: fraccién en butanol época seca.

2.3.3 Caracterizacion de los extractos y fracciones obtenidas en
la época secay de lluvia por técnicas espectroscopicas

El extracto etandlico y las fracciones en éter de petréleo, acetato de etilo y butandlica

provenientes de las dos épocas del afio se analizaron por infrarrojo (IR) y resonancia

magnética nuclear de hidrégeno y carbono (RMN *H y 3C).
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= Andlisis por infrarrojo (IR) de los extractos vy fracciones obtenidos de la corteza

de A. farnesiana.

Los extractos y las fracciones en éter de petrdleo, acetato de etilo y butanol obtenidos en
la época seca y de lluvia se analizaron en un equipo ATI Mattson Genesis Series FT-IR™

en celdas de NaCl y pastillas de KBr.

» Andlisis por RMN *H v 13C de los extractos vy fracciones obtenidos de la corteza

de A. farnesiana.

Los extractos y las fracciones en éter de petréleo, acetato de etilo, butanol y agua
obtenidas en la época seca y de lluvia se analizaron en un equipo Bruker de 400 MHz
usando solventes deuterados como cloroformo (CDCIz) o metanol (CD3OD).

2.4 Aislamiento, purificacion e identificacion de
metabolitos secundarios presentes en las fracciones
en éter de petrbéleo y acetato de etilo provenientes de
las dos épocas del afio estudiadas.

Las fracciones en éter de petrdleo y acetato de etilo obtenidas del extracto etandlico de la
corteza de A. farnesiana en la época seca y de lluvia se seleccionaron para someterlas a
procedimientos de separacion y purificacion (Figura 2-3) empleando cromatografia en
columna (CC) utilizando como absorbente silica gel 60 y eluyendo con mezclas de
solventes de diferente polaridad (hexano, hexano/CHCIs;, CHCls;, CHCIs/AcOEt, AcOEt,
AcOEt/MeOH, MeOH).

De estas columnas se obtuvieron subfracciones de 10 mL, las cuales fueron
monitoreadas por CCD en diferentes sistemas de elucién con el fin de detectar los
principales grupos de metabolitos presentes en las mismas por medio de luz ultravioleta
a 254 y 365 nm vy utilizando diferentes reveladores quimicos como Godin (vainillina
1%/H>SO4 10%) y NP/PEG.

Con algunas de las fracciones obtenidas por CC fue necesario realizar nuevas

separaciones por cromatografia utilizando silica gel 60 con un tamafo de particula de
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0,063 a 0,2 mm (MERCK®) y cromatografia en Sephadex LH-20 (SIGMA®) como fase
estacionaria y eluyendo con solventes de diferente polaridad. Posteriormente se
realizaron recristalizaciones y cromatografias en capa delgada preparativa (CCDP)
empleando placas de vidrio de 20x20 cm con una capa de silica gel 60 GF2s4 de 0,3 mm

de espesor para purificar las muestras.

El analisis de metabolitos obtenidos en algunas subfracciones provenientes de las
fracciones en éter de petréleo y acetato de etilo en las dos épocas del afo, se realizd
empleando técnicas instrumentales como RMN monodimensional (*H, *C, DEPT 135) y
bidimensional (homocosy, HMQC, HMBC) y (CG-EM) Figura 2-3.

2.4.1 Fraccion en éter de petréleo obtenida del extracto etandlico
de la corteza de A. farnesiana colectada en la época secay
de lluvia.

= Fraccion en éter de petrdleo proveniente de la época de lluvia (EPL)

La fraccion en éter de petroleo obtenida en la época de lluvia (2,3 g) fue fraccionada por
CC empleando silica gel 60 como fase estacionaria y mezclas de hexano/CHCI; en
polaridad creciente, de esta columna se obtuvieron un total de 18 fracciones, tras la
evaporacion del solvente se agruparon segun su comportamiento por CCD revelando con
el reactivo de Godin. Algunas de estas fracciones se seleccionaron para continuar en
proceso de purificacion teniendo en cuenta su peso y su perfil cromatogréafico (CCD). La
fraccion L-3 (110 mg) fue purificada por CCDP en silica gel 60 G Fzs4, empleando como
fase movil CHCI; para obtener un total de 6 fracciones. La fraccion L-6-5 presentd un
s6lido denominado EL-1 y la fraccién L-6-6 present6 un sélido denominado EL-2 (Figura
2-4).






Figura 2-3: Diagrama general de aislamiento, purificacion e identificacion de metabolitos de las fracciones en éter de petréleo y

acetato de etilo obtenidas del extracto etandlico de la corteza de A. farnesiana colectada en la época seca y de lluvia.
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» Fraccion en éter de petroleo proveniente de la época seca (EPS)

La fraccion en éter de petréleo obtenida en la época seca (8.8 g) fue fraccionada por CC
empleando como fase estacionaria silica gel 60, iniciando la elucién con hexano como
fase movil aumentando la polaridad con adicion de 10% de CHCI; hasta 100% de CHCls;
y posteriormente con mezclas de CHCIs/AcOEt (9:1 a 1:9), luego de la evaporacién del
solvente se analizaron las fracciones por CCD revelando con el reactivo de Godin y se
reunieron en 15 fracciones.

La fraccion S-4 (263 mg) se sometié a purificacion por CC empleando silica gel 60, se
eluyd inicialmente con hexano aumentando la polaridad por adicion de CHCI; hasta llegar
a la mezcla CHCIs/AcOEt (90:10), se obtuvo un total de 5 fracciones después de
agruparlas segun su comportamiento en CCD. La subfraccion S-4-2 (50 mg) obtenida de
la columna anterior fue sometida a purificaciéon por CCDP en silica gel 60 G Fzs4, S€
empled como fase movil CHCI; para obtener un total de 4 fracciones. La fraccion S-4-2-3

presento un sélido denominado ES-3 (Figura 2-4).

2.4.2 Fraccion en acetato de etilo obtenida del extracto etandlico
de la corteza de A. farnesiana colectada en la época secay
de lluvia.

Al obtener la fraccién en acetato de etilo en la época de lluvia se observd un precipitado

soluble en la mezcla CHCIs/MeOH o en piridina la cual se analiza posteriormente.

Para adelantar el proceso de purificacion de las fracciones en acetato de etilo obtenidas

en las dos épocas del afio (Figura 2-5) se realiz6 CC en silica gel 60 eluyendo con

mezclas de hexano, CHCIs, acetato de etilo en diferentes proporciones hasta metanol.

Las fracciones colectadas, luego de evaporar el solvente, fueron monitoreadas por CCD

con diferentes mezclas de solventes como hexano, CHCls, acetato de etilo y metanol en

diferentes proporciones para detectar similitudes que pudieran ser utilizadas como criterio

para la unién de las mismas revelando con el reactivo de Godin.

De la CC en silica gel 60 se obtuvieron 29 fracciones de cada época del afio distribuidas
como se muestra en la Figura 2-5. Con el fin de purificar los metabolitos de las fracciones
obtenidas en la mezcla de Hexano/CHCIs (1:1), CHCI;, CHCIs/AcOEt (1:1), y AcOEt

provenientes de las dos épocas del afio se realizaron procedimientos cromatograficos
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(CC en silica gel 60, sephadex LH 20 y CCDP) de acuerdo a los resultados de estas

fracciones por CCD revelando con el reactivo de Godin.

Figura 2-4: Andlisis de las fracciones en éter de petréleo obtenidas de los extractos

etandlicos de la corteza de A. farnesiana recolectada en la época secay de lluvia.

v v =~
Fraccién L-6-5 Fraccién L-6-6 FEEERIN S48
5 mg
12 mg 14 mg ES-3
EL-1 EL-2
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Figura 2-5: Analisis de la fraccion en acetato de etilo obtenidas del extracto etandlico de

la corteza de A. farnesiana recolectada en la época seca y de lluvia.

=

Solido
57 mg
Al

6

*solventes de elucién.

» Analisis del precipitado obtenido en la fraccion en acetato de etilo proveniente
de la época de lluvia.

Al concentrar la fraccion en acetato de etilo época de lluvia se observé un precipitado
(Figura 2-5) denominado Al soluble en una mezcla de CHCIs/MeOH (8:2) o en piridina.

Para analizar la muestra por RMN vy facilitar su andlisis se realiz6 un proceso de
acetilacion. En un reactor quimico se adicionaron 50 mg de A1, 1 mL de piridina, 1 mL de
anhidrido acético, posteriormente se agitdé por 24 h. Al terminar, se hizo una extraccién
adicionando 10 mL de diclorometano (por triplicado), luego se adicionaron 10 mL de HCI
10% (por triplicado) y 10 mL de agua (por triplicado). Por ultimo se trat6 la muestra en un
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embudo con sulfato de sodio anhidro, se evaporo el solvente y se pesé. Se obtuvieron 57

mg de un sélido blanco (Figura 2-5).

» Fracciones en Hexano/CHCIs (1:1) obtenidas de la fraccion en acetato de etilo
provenientes de la época secay de lluvia.

La fraccién L-1 (65 mg) proveniente de la época de lluvia se purific6 por cromatografia

en capa delgada preparativa (CCDP) con silica gel 60 G Fs4, eluyendo con

Hexano/CHClI; (8:2) obteniéndose 5 fracciones, la fraccion L-1-4 se analizé por CG-EM

(Figura 2-6).

Figura 2-6: Analisis de las fracciones en Hexano/CHCI; (1:1) provenientes de las

fracciones en acetato de etilo obtenidas del extracto etandlico de la corteza de A.

=

Fracmon

farnesiana recolectada en la época seca y de lluvia.

10 mq

Fracciéon L-1-4
13 mg

G




26 Estudio fitoquimico de la corteza de Acacia farnesiana utilizada tradicionalmente

para el tratamiento de la malaria

» Fracciones en CHCIl; obtenidas de la fraccion en acetato de etilo proveniente de
la época secay de lluvia.

De las fracciones obtenidas en CHCI; de la fraccion acetato de etilo proveniente de la

época de lluvia, la fraccion L-4 (153 mg) se sometié a purificacion por CC sucesivas

empleando silica gel 60 eluyendo con solventes de diferente polaridad comenzando con

hexano hasta una mezcla de CHCIs/AcOEt 9:1 obteniendo un solido denominado A3

(Figura 2-7).

Figura 2-7: Analisis de las fracciones en CHCI; provenientes de las fracciones de acetato
de etilo obtenidas del extracto etandlico de la corteza de A. farnesiana recolectada en la
época seca y de lluvia.
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De las fracciones en CHCI; obtenidas de la fraccion en acetato de etilo obtenida de la
época seca, la fraccibn S-4 (81 mg) se purifico por sephadex LH-20 cuya elucion se
realizé con una mezcla de CHCIs/MeOH (1:1) obteniéndose 6 subfracciones que fueron
caracterizadas por CCD. La fraccion S-4-5 (37 mg) se purificé por CC empleando silica
gel 60, iniciando la elucién con hexano y aumentando la polaridad de la fase mévil por la
adicion creciente de 10% de CHCIs hasta 100%, se continué con una mezcla de
CHCIs/AcOEt (1:1) hasta AcOEt obteniéndose 4 fracciones. La fraccion S-4-5-2 (30 mg)
se purificé por CCDP empleando silica gel 60 G Fzs4 y fue eluida con Hexano/MeOH
(99:1), obteniéndose un aceite denominado A4 (Figura 2-7).

» Fracciones en CHCIs/AcOEt (1:1) obtenidas de la fraccion en acetato de etilo
proveniente de la época seca.
De las 6 fracciones de la mezcla CHCIs/AcOEt (1:1) obtenidas de la fraccion en acetato

de etilo época seca, la fraccién S-3 present6 un precipitado (Figura 2-8) denominado A5.

Figura 2-8: Analisis de la fraccion en CHCIs/AcOEt (1:1) proveniente de la fraccién en

acetato de etilo obtenida del extracto etanodlico de la corteza de A. farnesiana recolectada

=
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= Fracciones en AcOEt obtenidas de la fraccion en acetato de etilo proveniente de
la época de lluvia.

De las 3 fracciones obtenidas en AcOEt provenientes de la fraccibn en acetato en la
época de lluvia, la fracciéon L-1 (2,423 g) fue fraccionada por CC empleando como fase
estacionaria silica gel 60, la elucién se inici6 con hexano aumentando la polaridad de
10% CHCIls hasta 100%, se continuo con una mezcla de CHCIs/AcOEt (1:1) hasta AcOEt
y por ultimo con mezclas de AcOEt/MeOH (1:1) hasta MeOH con esta columna se
obtuvieron 10 fracciones. La fraccion L-1-6 (253 mg) fue purificada por sephadex LH-20
la elucion se realizé con una mezcla de CHCIs/MeOH (1:1) como resultado de esta
columna se obtuvieron 8 fracciones que fueron caracterizadas por CCD. La fraccion L-1-
6-7 (17 mg) se purifico por CC empleando silica gel 60 iniciando la elucion con hexano y
aumentando la polaridad de la fase movil por la adicion creciente de 10% de CHCls hasta
100%, se continué con una mezcla de CHCIs/AcOEt (1:1) hasta AcOEt obteniendo 6

fracciones. La fraccién L1-6-7-5 presenta un sélido denominado A6 (Figura 2-9)
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Figura 2-9: Analisis de la fraccion en AcOEt proveniente de la fraccion en acetato de etilo

obtenida del extracto etandlico de la corteza de A. farnesiana recolectada en la época de

lluvia.

Solido
7 mg
A6







3. Resultados y discusion

3.1 Recoleccion del material vegetal en época seca y de
lluvia, elaboracion de extractos y fraccionamiento

Los cambios en la concentracién de los metabolitos de las plantas tienen relacién con los
cambios ecoldgicos entre esta y su ambiente (Valares, 2011). Por lo que se consideré
interesante hacer el estudio en dos épocas del afio (seca y de lluvia) con el fin de
determinar variaciones en el contenido de metabolitos y asi aportar datos para

posteriores estudios relacionados con la ecologia y su posible uso en terapéutica.

El material vegetal colectado en dos épocas del afio, una seca (junio) y otra de lluvia
(octubre) en Armero-Guayabal, Departamento del Tolima (Colombia), fue clasificado
taxon6micamente como Acacia farnesiana (L) Willd con el nimero COL 526762,
identificado por el bidlogo Jhon Infante-Betancur (Figura 3-1).

Figura 3-1: Acacia farnesia (L) Willd.

COL 526762




32 Estudio fitoquimico de la corteza de Acacia farnesiana utilizada tradicionalmente

para el tratamiento de la malaria

Se tomaron 520 g de corteza seca y molida de A. farnesiana colectada en época seca y
época de lluvia, los cuales se sometieron a percolacion, el extracto se filtré y luego de
eliminar el solvente utilizando un rotaevaporador, se obtuvieron extractos etanélicos que
pesaron 160 g con un rendimiento del 30,8 % obtenido de la época seca y 152 g con un
rendimiento del 29,2 % obtenido de la época de lluvia, debido a que el material vegetal
corresponde a cortezas los rendimientos son altos con respecto a otros tejidos vegetales
como las hojas. De estos extractos se tomé 30 g para ensayos bioldégicos que se
realizaran en posteriores estudios y 40 g para ensayos fitoquimicos de caracterizacion,
estas cantidades se tomaron de cada época del afio. Los extractos presentaron un
residuo sdlido de 6,5 g obtenidos en la época seca y 5,3 g obtenidos en la época de
lluvia. Al realizar el proceso de fraccionamiento a los extractos, se generaron fracciones
en éter de petréleo, acetato de etilo, butandlica y acuosa de cada época del afio. El peso
seco y el rendimiento con respecto al extracto etandlico de las fracciones obtenidas se
encuentran en la Tabla 3-1. Al obtener las fracciones se presentaron precipitados en

algunas de ellas, estas cantidades no estan incluidas en el porcentaje de cada fraccion.

Tabla 3-1: Rendimientos de las fracciones obtenidas del extracto etandlico la corteza de

A. farnesiana colectada en la época seca y de lluvia.

Extracto etandlico época seca Extracto etandlico época de lluvia
83,59 76,7 g
fracciones Peso seco || Rendimiento (%) Peso seco Rendimiento
(@) (@) (%)
Fraccién en éter de petroleo 2,3 2,8 8,8 115
Fraccion en acetato de etilo 12,8 15,3 18,2 23,7
Fraccion butandlica 12,8 15,3 3,03 4,0
Fracciéon acuosa 8,7 10,4 9,9 12,9

Los resultados mostrados en la Tabla 3-1 presentan diferencias entre los rendimientos de
las dos épocas, la fraccion en éter de petréleo con 11,5 % obtenida en época de lluvia y
2,8 % obtenida en época seca respecto al extracto etandlico, diferencia que se debe
posiblemente a la mayor presencia de compuestos de baja polaridad como &acidos
grasos, terpenos u otros presentes en la fraccion obtenida en la época de lluvia. Por otro
lado la fraccion butandlica obtenida en la época de lluvia tiene 4,0 % de rendimiento y la
fraccion obtenida en la época seca 15,3 % de rendimiento frente al extracto etandlico,

con respecto a la época seca su alto porcentaje se podria deber a que en esta época la
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planta posee un estrés hidrico y déficit de nutrientes, produciendo un aumento en la
concentracion de metabolitos secundarios; como taninos condensados, ligninas, fenoles
totales y/o glucosilados (Valares, 2011). Las demas fracciones como acetato de etilo y
acuosa no presentaron variaciones significativas. Se realizé una caracterizacion del

extracto etandlico y las fracciones obtenidas.

3.2 Caracterizacion de los extractos Yy fracciones
obtenidas en la época secay de lluvia

El andlisis fitoquimico del extracto y las fracciones (éter de petréleo, acetato de etilo,
butanol y acuosa) provenientes de la corteza de A. farnesiana colectada en las dos
épocas del afio (seca y de lluvia) permitié determinar las similitudes o diferencias por
medio de pruebas quimicas para el analisis del contenido de taninos, un grupo de
metabolitos presentes en gran proporcion en la corteza de A. farnesiana lo que la hace
atil en el proceso de curtiembre (Parrotta, J. A. 1992), por lo tanto analizar la presencia
de estos metabolitos es un indicativo para detectar las diferencias en las épocas
colectadas, ademas, este dato es Util para ensayos posteriores en pruebas quimicas,
biolégicas, tecnoldgicas, como referencia o marcador. Asimismo, esta especie se
caracteriza por tener un fuerte olor que condujo a estudiar la presencia de compuestos
azufrados. Las similitudes o diferencias también se analizaron por técnicas

cromatograficas como CCD y CLAE, y técnicas instrumentales como IR y RMN.

3.2.1 Caracterizacion de los extractos y fracciones obtenidas en
la época secay de lluvia por pruebas quimicas para taninos
y compuestos azufrados

= Andlisis del contenido de taninos en los extractos y fracciones obtenidos de la

corteza de A. farnesiana.

Los taninos comprenden un gran grupo de sustancias complejas que estan ampliamente
distribuidas en el reino vegetal y cuando estos se encuentran en gran proporcion se

localizan en las hojas, frutos o corteza (Tyler V et al., 1988). La corteza de A. farnesiana
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es utilizada en el proceso de curtiembre por su contenido de taninos (Parrotta, J. A.
1992).

Por medio de un ensayo quimico cualitativo con ferricianuro de potasio y cloruro férrico
en medio &cido (por triplicado) se observé la presencia de taninos en mayor cantidad
tanto en el extracto etandlico como en las fracciones butandlica y acuosa provenientes de
la época seca, por la aparicion de un color azul de prusia caracteristico para estos
compuestos. Con los resultados registrados en la Figura 3-2 se observa claramente que
se presenta menor concentracion de taninos en el extracto y fracciones provenientes del
material colectado en la época de lluvia (color verde claro) que en el material colectado

en la época seca (Color azul oscuro). Se usé como patrén una muestra de vino tinto.

Se realizaron tres ensayos en condiciones diferentes (Price M. & Butler L., 1977)
observandose resultados equivalentes por lo que en la Figura 3-2 solo se muestran los
resultados mas representativos. En los ensayos realizados se evidencié la ausencia de

taninos en las fracciones de éter de petréleo y acetato de etilo frente al blanco.

Figura 3-2: Caracterizacion del contenido de taninos presentes en los extractos

etandlicos y fracciones obtenidos de la corteza de A. farnesiana colectada en la época

secay de lluvia.
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La mayor cantidad de taninos se observé en la fraccién butandlica de la época seca
(color azul Prusia, Figura 3.2) y en la Tabla 3-1 el rendimiento de esta fraccién en la
época seca fue alto; estos resultados pueden corresponder a la mayor proporcién de
taninos, teniendo en cuenta que en el andlisis por CCD se observd menor presencia de

flavonoides.

Para corroborar los resultados obtenidos con las pruebas cualitativas, se realizd6 una
prueba cuantitativa donde se usO &cido tanico como estandar, extracto etandlico,
fracciones butandlica y acuosa obtenidas en las dos épocas. Estos resultados
confirmaron la mayor presencia de taninos en los extractos y fracciones obtenidos en la

época seca (Tabla 3-2).

Tabla 3-2. Datos de concentracion de taninos de los extractos, fracciones butandlica y

acuosa obtenidas en las dos épocas del afio.

época seca | épocade lluvia
Muestras

% || pg/mL % pg/mL

Extracto etandlico 35,6 | 50,3 14 19,6

Fracciéon butanélica |[ 89,1 || 147,0 || 40,1 61,2

Fraccién acuosa 17,2 24,3 43 6,9

La literatura reporta que en algunas especies del género Acacia los taninos hidrolizables
se encuentran entre 1 y el 8 % en las hojas y en menor proporcién en la corteza. Los
taninos condensados se encuentran en especies de Acacias Americanas entre el 1y 8 %
en hojas y corteza, en ocasiones hasta un 20%; en Sudéfrica y Brasil, la corteza presenta
entre el 20-40% de taninos condensados y los extractos cerca del 70% de
proantocianidinas (Seigler, 2003). Bajo las premisas anteriores es probable que en el
extracto etandlico, las fracciones butandlica y acuosa en época seca se encuentren los
taninos condensados-proantocianidinas con unidades terminales como catequina y
epicatequina entre otras, debido a los porcentajes obtenidos en la prueba cualitativa
(Tabla 3-2).
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= Analisis de compuestos azufrados en los extractos y fracciones obtenidos de la

corteza de A. farnesiana.

Debido a que se percibié un olor caracteristico de la corteza en el momento de recolecta
y durante el proceso de secado, se realizaron andlisis de compuestos azufrados, ademas
,Se ha reportado la presencia de compuestos que contienen azufre en la especie A.
farnesiana como el acido N-acetildjenkolico aislado de las semillas (Gmelin et al., 1962) y
la enzima liasa S-alquil-L-cisteina aislada a partir de extractos en acetona de plantulas,
semillas y flores (Mazelis et al., 1975, Mazelis 1975).

Se realizaron dos pruebas cualitativas para detectar compuestos azufrados (numeral
2.3.1.). Dichos ensayos mostraron la presencia en mayor proporcion de compuestos que
contienen azufre en el extracto etandlico, las fracciones en acetato de etilo, butandlica y
acuosa obtenidas en la época de lluvia (Figura 3-3). En las fracciones provenientes de la
época seca se evidencia menor cantidad de compuestos que contienen azufre (Figura3-
3). Los ensayos fueron comparados con aproximadamente 10 mg de muestra patrén

empleada (ajo) usando el mismo procedimiento.

Figura 3-3: Caracterizacion de compuestos azufrados presentes en los extractos
etandlicos y fracciones obtenidos de la corteza de A. farnesiana colectada en la época

seca y de lluvia.
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(Continuacion)

*USP, 2013

En la prueba de nitroferricianuro de sodio (USP, 2013), se evidencié la mayor presencia
de compuestos que contienen azufre en el extracto etandlico y en las fracciones de
acetato de etilo, butandlica y acuosa provenientes de la época de lluvia. Para corroborar
los resultados obtenidos en el ensayo anterior, se realizé una prueba con acetato de
plomo (Figura 3-3) (USP, 2013) en la cual se observé la presencia de compuestos
azufrados en el mismo extracto y fracciones. Ademas se puede destacar que en las
fracciones provenientes de la época de lluvia se detectd la mayor presencia de estos
compuestos, justificado por la intensidad en la coloracion y comparados con 10 mg de ajo

sometido al mismo proceso.

3.2.2 Caracterizacion de los extractos y fracciones obtenidas en
la época secay de lluvia por técnicas cromatograficas

= Analisis por cromatografia en capa delgada (CCD) de los extractos y fracciones

obtenidos de la corteza de A. farnesiana.

Se realiz6 un estudio por CCD de los extractos y fracciones obtenidos de la corteza de A.
farnesiana colectada en la época seca y de lluvia (10 mg/mL de c/u) para observar las
diferencias o similitudes entre ellas (Figura 3-4).
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Figura 3-4. Andlisis por CCD de los extractos y fracciones obtenidos de la corteza de A.

farnesiana colectada en época seca y de lluvia.

EL ES EPL EPS AL AS gL BS Ac AcS

A: UV 254 nm B: Revelador NP-PEG C: Revelador GODIN

Fase movil: CHCl; — MeOH (9:1), 10 mg/mL.

Al observar la Figura 3-4 se puede corroborar el fraccionamiento realizado a los extractos
debido a que se encuentran los diferentes metabolitos distribuidos en las fracciones en
éter de petréleo, acetato de etilo, butandlica y acuosa, observando diferencias en las dos
épocas del afio, con reveladores como UV, el reactivo de NP-PEG y Godin, obteniendo
como resultado la presencia de flavonoides, esteroides y/o terpenoides. De la Figura 3-4
se puede deducir que en las dos épocas del afo, los flavonoides o los compuestos
relacionados se presentan en los extractos etandlicos y en las fracciones en acetato de
etilo en mayor proporcion que en las fracciones butandlicas. Ademas, los compuestos
apolares pueden corresponder principalmente a compuestos terpénicos o esteroidales.
Para observar mejor las diferencias se procedio a realizar CCD con 10 mg /mL para cada

fraccion modificando la fase movil.

Se realizaron perfiles cromatograficos por CCD con el extracto etanélico y las fracciones
antes mencionadas, con fases moviles en diferentes proporciones de los siguientes
solventes: CHCIs, AcOEt, MeOH y H;0, ocasionalmente ac. férmico, segun el perfil de
elucion mas adecuado. Después de la elucién se revelé con luz ultravioleta a 254 y 365
nm, como se ve en la Figura 3-5 y Figura 3-6 y con diferentes reveladores quimicos como
el reactivo de Godin (Figura 3-5) y NP-PEG (Figura 3-6) para detectar la presencia de los
principales metabolitos secundarios. En general se observa mayor proporcion de
metabolitos tanto en el extracto como en las fracciones provenientes de la época de

lluvia.
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Los principales metabolitos secundarios que se pueden revelar utilizando reactivos como
Godin son esteroides y/o triterpenos de color morado y flavonoides de color amarillo o
café al visible. Al revelar con luz ultravioleta en las dos longitudes de onda (254 y 365
nm) se observo la posible presencia de compuestos con grupos croméforos con enlaces
conjugados y/o grupos carbonilo. El extracto y principalmente las fracciones en éter de
petrdleo y acetato de etilo presentan algunos compuestos del tipo esteroide y/o
terpenoide, las cuales fueron comparadas con una mezcla de sitosterol y estigmasterol
(P1) y lupeol (P2) identificando Rf similares (Figura 3-5). Esto es razonable teniendo en
cuenta que los compuestos revelados presentan caracteristicas de menor polaridad
como la mezcla utilizada de patron. Asimismo, la fraccion butandlica presenta menor
proporcion de estos compuestos y mayor proporcion de compuestos con mayor polaridad

como flavonoides o compuestos similares.

Asimismo, se observaron algunas manchas que se pueden apreciar en solo una época,
tal es el caso del extracto etandlico obtenido en la época de lluvia que posee una mancha
con un Rf de 0,73 no apreciable en época seca. Las manchas que se presentan en las
fracciones provenientes de la época seca son las presentes en las fracciones en éter de
petréleo con un Rf de 0,82, en la fraccion en acetato de etilo con Rf en 0,90 y en la
fraccion butandlica un Rf de 0,55 ausentes en las fracciones provenientes de la época de

lluvia (Figura 3-5).

Figura 3-5: Caracterizacion por medio de CCD revelando con el reactivo Godin de los
extractos etandlicos y fracciones obtenidos de la corteza de A. farnesiana colectada en la
época seca y de lluvia.
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EL: extracto etandlico época de lluvia, ES: extracto etandlico época seca, EPL: fraccion en éter de petr6leo época de
lluvia, EPS: fraccion en éter de petroleo época seca, AL: fraccion en acetato de etilo época de lluvia, AS: fraccién en
acetato de etilo época seca, BL: fraccién en butanol época de lluvia, BS: fraccién en butanol época seca, AcL: fraccion
acuosa época de lluvia, AcS: fraccién acuosa época seca, P1: mezcla sitosterol y stigmasterol, P2: lupeol

En la figura 3-6 se observa que los perfiles del extracto etandlico y las fracciones (10
mg/mL c/u) obtenidas en las dos épocas del afio son diferentes, observandose una
mayor proporcion de compuestos en el extracto etandlico y fracciones provenientes de la

época de lluvia.
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Uno de los grupos de metabolitos secundarios que se pueden caracterizar utilizando el
revelador NP-PEG son flavonoides, que generan color amarillo al visible y aumento de
fluorescencia (azul-naranja-amarillo) en la luz ultravioleta (Wagner H. & Bladt S., 2001),
como se observa en la Figura 3-6. Al revelar con luz ultravioleta en las dos longitudes de
onda (254 y 365 nm), se observd principalmente en los extractos etanodlicos y las
fracciones en acetato de etilo la posible presencia de compuestos con grupos funcionales
croméforos como enlaces conjugados y/o grupos carbonilo, que pueden corresponder a
compuestos tipo flavonoide. El extracto etandlico y su fraccién en acetato de etilo en las
dos épocas del afio, presentaron varias manchas con un mismo Rf que aumentaron su
fluorescencia después de revelar, evidenciandose la presencia de compuestos menos
polares que la mezcla de isoquercetina y rutina (P), probablemente flavonoides no
glicosidados. En la fraccion de éter de petréleo y butandlica obtenidas en la época de
lluvia se observo la aparicién de una mancha posterior al revelado con un Rf de 0,24 y

0,42 respectivamente, no apreciables en estas fracciones obtenidas en la época seca.

Se resalta que el género Acacia biosintetiza flavonoides del tipo flavonoles y flavonas
flavan-3-oles, flavan-3,4-dioles, las cuales se pueden presentar como glicésiladas o
agliconas, presentes en las hojas y la corteza de especies de Acacia, en especial las
cortezas contienen mezclas de flavonoides muy complejos que no se observaron en la
Figura 3-6 (Seigler, 2003). No se detectdé la presencia de alcaloides ni tampoco

cumarinas, se utiliz6 como patron atropina y umbelliferona, respectivamente.
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Figura 3-6: Caracterizacion por medio de CCD revelando con el reactivo NP-PEG de los
extractos etanolicos y fracciones obtenidos de la corteza de A. farnesiana colectada en la

época seca y de lluvia.
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EL: extracto etandlico época lluvia, ES: extracto etandlico época seca, EPL: fraccion éter de petréleo época lluvia, EPS:
fraccion éter de petréleo época seca, AL: fraccion acetato de etilo época lluvia, AS: fraccion acetato de etilo época seca,
BL: fraccion butanol época lluvia, BS: fracciéon butanol época seca, AcL: fraccion acuosa época lluvia, AcS: fraccién
acuosa época seca, P: mezcla isoguercetina y rutina.

= Andlisis por cromatoqgrafia liquida de alta eficiencia (CLAE) de las fracciones

obtenidas de la corteza de A. farnesiana.

Las fracciones en éter de petréleo, acetato de etilo y butanol se analizaron por CLAE en
fase reversa por triplicado para identificar las diferencias existentes en las dos épocas de
colecta. No se analizé la fraccién acuosa debido a la falta de resultados significativos por
CCD. Se realizaron varios ensayos usando diferentes condiciones y solo se muestran los

resultados mas significativos.

Las fracciones en éter de petr6leo se analizaron a una concentracion de 10 mg/mL, se
eluyeron &cido férmico 0,1% en agua (A) y acetonitrilo (B) con un gradiente de 40% de B
a 0 min, 90% de B en 50 min, 90% de B en 60 min. Los cromatrogramas fueron tomados
a diferentes longitudes de onda de 210, 254 y 280 nm. En la Tabla 3-3 se muestran
algunas sefiales de absorbancia que aparecen en la fraccién éter de petréleo en una de
las épocas del afio. Una particularidad a resaltar son las sefiales de esta fraccion, que
aparecen en las dos épocas del afio, donde la absorbancia aumenté en la fraccién
obtenida de la época seca, lo que indica que se encuentran posibles metabolitos de baja
0 media polaridad con enlaces conjugados, las diferencias o similitudes se pueden
apreciar con flechas de colores en la Figura 3-7 lo que concuerda con lo encontrado en
CCD.
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Tabla 3-3: Tiempos de retencién por CLAE de la fraccidn en éter de petréleo obtenida del

extracto etandlico de la corteza de A. farnesiana colectada en la época seca y de lluvia.

A Tiempos de retencion (min)
(nm) P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 || P11 || P12 |[ P13
210 época seca 11.2 )| 24.0 * 26,7 * * 35.3 || 36.4 * * 41.9 || 43.3 || 53.2
época lluvia * 23.9 * 27.1 || 29.7 * * 36.6 * 38.5 || 41.9 || 43.6 |[ 53.5
e época seca 11.1 || 23.9 * 26.7 * * 35.2 || 36.6 * * * * 53.2
época lluvia * 23.8 * 26.9 || 29.7 * * 36.7 * 38.5 * 43.6 || 53.5
280 época seca 11.1 * 25.4 || 26.7 * 32.1 )| 35.2 || 36.5 * * * * 53.2
época lluvia * 24.0 || 25.7 || 26.9 * 32.2 * 36.7 || 37.4 * * * 53.5

* no se detecta

En la Tabla 3-3 se sugieren 13 picos para evaluar la similitud o diferencia de la fraccion
en éter de petroleo proveniente de las dos épocas de colecta, evaluadas a tres longitudes
de onda (210, 254, 280 nm). Los resultados muestran que los picos 1 y 7 que se
presenta en la fraccibn proveniente de la época seca estdn ausentes en la fraccion
proveniente de la época de lluvia. Los picos 5, 10 y 12 se presentan en la fraccion en éter
de petroleo proveniente de la época de lluvia estdn ausentes en la fraccion proveniente
de la época seca. Los picos 2, 4, 8 y 13 se presentan en la fraccién proveniente de las
épocas de colecta secay de lluvia (Tabla 3-3 y Figura 3-7).

Figura 3-7: Perfil cromatografico por CLAE de la fraccion en éter de petréleo obtenida del

extracto etandlico de la corteza de A. farnesiana colectada en la época seca y de lluvia.
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FM: (A) agua y acido férmico 0,1% y (B) acetonitrilo con un gradiente de 40% de B a 0 min, 90% de B en 50 min, 90% de B
en 60 min. Columna RP-18, flujo de 1 mL/min, volumen de inyeccién 50 pL, concentracion de 10 mg/mL.
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La fraccidén en acetato de etilo se analizd a una concentracion de 30 mg/mL, se eluyd con
acido férmico 0,2% (C) y metanol (D) con un gradiente de 30% de D a 0 min, 45% de D
en 20 min, 100% de D 50 min, 100% de D en 60 min. La Figura 3-8 muestra en el
cromatograma las diferencias de las fracciones en acetato de etilo obtenidas en las dos
épocas del afo para la longitud de onda de 254 nm, en las demas longitudes de onda

analizadas (210, 280 y 350 nm) las diferencias fueron similares.

Se observaron deferencias en los picos a tiempos de retencion de 7.1, 51.5 y 53.4 min
gue se presentan en la fraccion en acetato de etilo obtenida en las dos épocas del afio y
tiempos de retencion de 31.3 y 47.7 min exclusivos de la fraccion obtenida en época
seca. Posiblemente estos picos corresponden a compuestos con grupos cromoforos.
Pueden observarse las diferencias con mayor detalle en la Figura 3-8 siguiendo las
flechas de colores.

Figura 3-8: Perfil cromatografico por CLAE de la fraccidn en acetato de etilo obtenida del

extracto etandlico de la corteza de A. farnesiana colectada en la época seca y de lluvia.
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FM: (C) &cido férmico 0,2% y (D) metanol con un gradiente de 30% de D a 0 min, 45% de D en 20 min, 100% de D 50 min,

100% de D en 60 min. Columna RP-18, flujo de 1 mL/min, volumen de inyeccién 20 pL, concentracion de 30 mg/mL.




48 Estudio fitoquimico de la corteza de Acacia farnesiana utilizada tradicionalmente

para el tratamiento de la malaria

La fraccion butandlica se analizé a una concentracion de 30 mg/mL, fue eluida con acido
férmico 0,4% (E) y metanol (F) con un gradiente de 10% de F a 0 min, 35% de F en 60
min, 50% de F 75 min, 100% en F en 80 min, 100% en F en 85 min. La Figura 3-9
muestra las diferencias en las dos épocas del afio a las longitudes de onda de 280 y 350
nm, en las demas longitudes de onda analizadas (210 y 254 nm) también se evidenciaron
diferencias.

Se observaron sefiales en la longitud de onda de 280 nm a tiempos de retencién de 30.1
y 78.8 min que se presentan en la fraccion butandlica proveniente de las dos épocas del
afno, las diferencias se pueden observar con flechas de colores en la Figura 3-9.

Figura 3-9: Perfil cromatogréafico por CLAE de la fraccién butanélica obtenida del extracto

etandlico de la corteza de A. farnesiana colectada en la época seca y de lluvia.
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FM: (E) acido férmico 0,4% y (F) metanol con un gradiente de 10% de F a 0 min, 35% de F en 60 min, 50% de F 75 min,
100% en F en 80 min, 100% en F en 85 min. Columna RP-18, flujo de 1,2 mL/min, volumen de inyeccién 20 pL,

concentracion de 30 mg/mL.

Los resultados en los rendimientos de las fracciones (Tabla 3-1) en los que se observo
una mayor proporcion de compuestos polares se veria ratificado con los resultados en
CLAE de la fraccién butandlica, ademas, se confirman las diferencias en las dos épocas
de colecta con lo obtenido en CCD.

En la fracciéon de éter de petroleo obtenida en la época seca se detecté menor cantidad
de sefales con intensidad de absorbancia mayor respecto a la época de lluvia, por otro
lado en la fraccién de acetato de etilo se detectaron mayor nimero de picos que cuentan
con intensidad significativa respecto a la misma fraccién obtenida en la época de lluvia,
estos resultados muestran concordancia con los datos observados por CCD que indican
mayor proporcion y variedad de metabolitos de baja y media polaridad en la corteza
colectada en época seca. Por otro lado la fraccién butandlica obtenida en la época seca
muestra menor nimero de picos y baja intensidad respecto a la misma fraccion en época

de lluvia.
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3.2.3 Caracterizacion de los extractos y fracciones obtenidas en
la época secay de lluvia por técnicas espectroscopicas

= Andlisis por infrarrojo (IR) de los extractos vy fracciones obtenidos de la corteza

de A. farnesiana.

En la Figura 3-10 se muestran los espectros de Infrarojo (IR) de los extractos etandlicos
obtenidos en la época seca y de lluvia. Los espectros de las fracciones en éter de
petréleo, acetato de etilo y butanol no se observaron bandas que pudieran determinar las

diferencias en las dos épocas.

Figura 3-10: Caracterizacion por IR de los extractos etandlicos de la corteza de A.

farnesiana colectada en la época seca y de lluvia.
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Los espectros se tomaron a extractos y fracciones los cuales poseen varios grupos de
metabolitos secundarios por lo que no se puede comentar con seguridad que tipos de
metabolitos estan presentes ya que se pueden encontrar vibraciones de alquenos,
alcanos, compuestos que presenten OH, entre otros (Silverstein et al., 2005; Calderon
1985). En la Figura 3-10 se observan pequefas diferencias en las sefiales e intensidades
pero los datos que aporta esta técnica no son adecuados para detectar diferencias entre
las dos épocas del afio.

» Andlisis por resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN *H) v carbono

(RMN BC) de los extractos y fracciones obtenidos de la corteza de A.

farnesiana.

El extracto etandlico y las fracciones en éter de petroleo, acetato de etilo, butanol y agua
fueron analizadas por resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN *H) Figura 3-11
y de carbono (RMN 3C) Figura 3-12, para detectar diferencias en los desplazamientos
guimicos de las sefales presentes en las dos épocas de afio, haciendo énfasis en el

desplazamiento.

En la Figura 3-11 se muestran los espectros de resonancia magnética nuclear de
hidrégeno (RMN *H) realizados al extracto y las fracciones en éter de petréleo, acetato
de etilo, butandlica y acuosa. Estas muestras corresponden a mezclas de compuestos y
por lo tanto no se hacen asignaciones puntuales solo se realiza la comparacion de los

espectros. Todas las muestras fueron tomadas con 20 mg c/u.

Los espectros muestran desplazamientos quimicos entre 0,5 a 2,0 ppm que
corresponderian a sefales de hidrogenos de grupo metilo o metileno propios de grupos
alifaticos saturados e insaturados que pueden corresponder a compuestos
principalmente &cidos grasos entre otros. En los desplazamientos quimicos entre 3,2 a
5,5 ppm se pueden encontrar sefiales de hidrogenos de azlcares lo que indica la
presencia de compuestos glicosidados; entre 2,0 a 3,0 ppm hidrégenos alfa o vecinos a
carbonos con grupo carbonilo o carboxilo de compuestos con grupo ceto o éster, entre
otros desplazamientos (Silverstein et al., 2005). En los espectros de los extractos y

fracciones obtenidos en la época seca y de lluvia se observaron diferencias en la
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intensidad de algunas sefiales que se indican con flechas y circulos de colores en la
Figura 3-11.

En la Tabla 3-4 se muestran algunas sefiales que aparecen en las dos o una sola época
del afio, algunas sefiales muy pequefias pueden deberse a la baja concentracién de
algunos componentes presentes en los extractos o fracciones. Adicionalmente, en la
Figura 3-11 se aprecian con flechas o circulos de colores diferencias en las intensidades
de las sefiales, en especial la mayor cantidad de sefiales se observa en los extractos o
fracciones provenientes de la época seca.

Tabla 3-4: Desplazamiento quimico (RMN !H) de las sefiales observadas en los

extractos etandlicos, fracciones éter de petroleo, acetato de etilo, butanol en las dos

épocas del afio (400 MHz).

Extracto etanélico (&4 ppm) MeOD

Epoca seca 5,37 -5,41 4,11 -4,13 3,78 3,63

Epoca de lluvia 5,35-5,41 4,11 -4,13 3,78 3,63
Fraccién en éter de petroleo (84 ppm) CDCl3

Epoca seca * 4,09 — 4,38 1,25 *

Epoca de lluvia 6,33 - 6,38 4,12 - 4,19 1,27 *
Fraccion en acetato de etilo (84 ppm) MeOD

Epoca seca 5,35 -5,37 4,10 - 4,37 2,78 - 2,85 1,31

Epoca de lluvia * * * 1,31

Fraccion butandlica (&4 ppm) MeOD
Epoca seca 3,81 -3,90 3,60 3,34 2,15
Epoca de lluvia 3,79 -3,90 3,60 * *
Fraccion acuosa (84 ppm) MeOD
Epoca seca 5,37 4,07 -4,09 3,87 3,66 — 3,79
Epoca lluvia 5,37 4,07 -4,09 3,87 3,66 — 3,79

*no se presenta
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Figura 3-11: Caracterizacion por RMN *H de los extractos etandlicos, fracciones éter de
petréleo, acetato de etilo, butanol provenientes de la corteza de A. farnesiana colectada
en la época seca y de lluvia (400 MHz, CDCl; o MeOD).
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En la Figura 3-12 se muestran los espectros de resonancia magnética nuclear de
carbono (RMN 13C) realizados al extracto y las fracciones en éter de petréleo, acetato de
etilo, butandlica y acuosa con aproximadamente 20 mg c/u. Los espectros muestran
desplazamientos quimicos entre 1,0 a 60 ppm aproximadamente, que corresponden a
carbonos de grupo metilo propios de acidos grasos (fraccion en éter de petréleo), entre
otros. Carbonos de azlcares con desplazamientos quimicos entre 62 a 105 ppm (en el
extracto etandlico y la fraccion acuosa provenientes de época de lluvia se presenta un
mondmero, en el extracto y fracciones provenientes de la época seca varios monémeros
o disacaridos). Carbonos de compuestos con grupos éteres, entre 80 a 150 ppm
carbonos de grupo metileno propios de compuestos con insaturaciones, carbonos de
compuestos aromaticos, entre otros. En los espectros de los extractos y fracciones
obtenidos en la época seca y de lluvia se observaron diferencias con algunas sefales
gue aparecen en las dos o una sola época de colecta, las sefiales donde se aprecia el
aumento de intensidad se presenta en la época seca, diferencias que se pueden apreciar

con flechas y cuadrados de colores en la Figura 3-12.



56

Estudio fitoquimico de la corteza de Acacia farnesiana utilizada tradicionalmente

para el tratamiento de la malaria

Figura 3-12: Caracterizacién por RMN *3C de los extractos etandlicos, fracciones éter de

petréleo, acetato de etilo, butanol provenientes de la corteza de A. farnesiana colectada
en la época seca y de lluvia (100 MHz, CDCl; o MeOD).

|

H RMN B3C H

EXTRACTO ETANOLICO

(@]
m
-
‘O
x
l—
i
o
W
[a]
o
T
l—
L
z
Iy
p
‘©
(©]
O
<
o
LL

Extracto etanélico en la época seca

cO300 | 3000

I ! |
M?LWWWJMWJ“[ . Muﬂ'w’hﬂw IMMW\MWMWWWMMW;

500
]

T
105 100 95 70 65 5 50 45 40 35 25 20 15 10

CD200D

Extracto etandlico en la época de
lluvia

¥ 4 J‘@ !M | -
Y AN A A o _wwamew N A

T T
105 100 95 a0 a5 80 75 o 65 &

0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5
f1{ppm)

Fraccion en éter de petréleo en la
época seca

¢

¢
W WMMNWIMW&M U g

T T
150 140 130 120 110 100 S0 a0

T T
&80 40 30 20 10

Fraccidn en éter de petréleo en la
épocade lluvia

eI R

150 140

80
1{ppm)

(Continua)



Resultados y Discusion 57
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En el extracto y fracciones provenientes de la época seca se presenta mayor intensidad y
numero de sefiales tanto en los espectros de RMN H como de RMN 3C. Los extractos y
fraccidn acuosa presentan compuestos glicosidados. En La fraccion en éter de petréleo
se observan desplazamientos caracteristicos de acidos grasos. Ademas, Los extractos y
fracciones por CCD mostraron la presencia de metabolitos secundarios del tipo
flavonoide y en RMN no son evidentes sefales caracteristicas de estos compuestos,
posiblemente por su baja concentracién, ademas, puede ser que los compuestos tipo
esteroide y/o triterpenos, acidos grasos o algun tipo de compuestos con caracteristicas

similares estan en mayor proporcion que los flavonoides.
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3.3 Aislamiento, purificacion e Identificacion de
metabolitos secundarios presentes en las fracciones
en éter de petrdleo y acetato de etilo en las dos
épocas del ano.

Se realizaron procesos de aislamiento y purificacion de las fracciones en éter de petréleo
y acetato de etilo de los extractos etandlicos obtenidos de la corteza de A. farnesiana
colectada en época seca y de lluvia ademds, se estudié un precipitado generado en la
fraccion en acetato de etilo dirigido a identificar los metabolitos secundarios presentes.
Las fracciones butandlica y acuosa seran consideradas para estudios posteriores.

3.3.1 Analisis de la fraccion en éter de petréleo obtenida del
extracto etandlico de la corteza de A. farnesiana colectada
en la época secay de lluvia.

El estudio de las fracciones en éter de petrdleo obtenidas de los extractos etandlicos de

la corteza de A. farnesiana colectada en la época seca y de lluvia mostraron diferencias

entre ellas de acuerdo a los resultados por CCD (Figuras 3-5y 3-6), CLAE (Figuras 3-7)

y RMN H y 3C (Figuras 3-11 y 3-12). Para complementar la caracterizacién y observar

similitudes o diferencias en la fraccién en éter de petrdleo obtenida en época seca y de

lluvia, se analizaron las fracciones por CG-EM en un equipo shimadzu QP2010 con 2

mg/mL c/u en CHCIs. Los perfiles cromatogréaficos de las fracciones provenientes de las

dos épocas se observan en la Figura 3-13. Este andlisis contribuyé al aislamiento y

purificacién de metabolitos presentes en estas fracciones.

Del estudio de los perfiles cromatograficos de las fracciones en éter de petroleo
obtenidas en época seca y de lluvia se detectaron compuestos presentes en las
fracciones obtenidas en las dos épocas del afio como hexadecanoato de etilo (tiempo de
retencion de 16,4 min), 9,12,15-octadecatrienoato de butilo (18,3 min), estigmasterol
(28,1 min), sitosterol (28,9 min), germanicol (29,7 min) y lupeol (30,3 min), en todos los
casos el porcentaje de area es mayor para todos los compuestos presentes en la fracciéon
éter de petroleo proveniente de la época de lluvia, excepto para el 15-metil-
heptadecanoato de etilo (18,5 min) donde su porcentaje de area es mayor para la

fraccion éter de petroleo proveniente de la época seca, ver Tabla 3-5. Los compuestos
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presentan % de coincidencia mayor al 80% comparado con la base de datos NIST 08.
LIB®. Los demas compuestos se presentan en una sola de las épocas, diferencias

apreciables en la Figura 3-13 y Tabla 3-5.

Figura 3-13: Perfiles cromatograficos por CG-EM de la fraccién en éter de petréleo
obtenidas del extracto etandlico de la corteza de A. farnesiana colectada en la época
secay de lluvia.
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A: Perfil cromatografico de la fraccion en éter de petréleo obtenida en la época seca. B: Perfil cromatografico de la fraccion
en éter de petréleo obtenida en la época de lluvia. Equipo shimadzu GC-EM QP2010, columna capilar HP-5 de 30 m, flujo
constante de 1,2 mL/min. Temperatura de 50 °C (2 min) de 15 °C/min hasta 200 °C (2 min) de 10 °C/min hasta 300 °C

(10min) para un tiempo total de analisis de 34 minutos. Con 2 mg/mL de muestra.
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Tabla 3-5: Compuestos detectados por CG-EM en la fraccidbn de éter de petréleo
obtenida en el extracto etandlico de la corteza de A. farnesiana colectada en la época

secay de lluvia.

Epoca seca Epoca de lluvia
N© Nombre Tiempo de . 4 Tiempo de o i
FEEEN coingoic?:ncia Ag/e . FEEENT coinéoit?eencia Ag/e :
(min) ? (min) ?
1 (3-oxo-2-pentlll Ciclopentil) 12.7 88 26 . . .
acetato de metilo
> 12-met|I -tridecanoato  de 14.4 83 3.4 . . .
propilo
3 ]| Galoxolido 15,0 85 6,3 * * *
4 Tonalido 15,2 90 6,8 * * *
5 || Hexadecanoato de etilo 16,4 90 6,5 16,4 90 7,6
6 Fitol * * * 17,7 88 1,0
7 9,12_octadecad|enoato de 18,2 92 6.5 . . .
propilo
8 9,12 octadecadienoato de . . . 182 92 123
butilo
9,12,15 octadecatrienoato
9 de etilo 18,3 89 4,1 18,3 91 10,3
10 iglgnetll heptadecanoato de 18,5 88 1.9 18,5 88 17
11 || Verticiol * * * 19,9 83 6,3
12 Estigmasterol 28,1 80 2,0 28,1 80 7,3
13 || Sitosterol 28,9 80 1,5 28,9 80 6,5
14 || Germanicol 29,7 83 5,2 29,6 82 7,3
15 || Lupeol 30,3 83 11,0 30,3 82 18,9

* no se presenta

Los resultados encontrados son importantes para determinar que el tipo y la
concentracion de los metabolitos es diferente para las dos épocas lo que puede

determinar su comportamiento en posteriores ensayos biolégicos.

Para obtener mayor informacion de la composicién quimica de las fracciones en éter de
petréleo en ambas épocas se realizaron procesos de purificacién por CC en silica gel 60
y CCDP en silica gel 60 G F2s4 eluyendo con solventes de polaridad creciente y mezclas
en diferentes proporciones desde hexano hasta acetato de etilo, los procesos seguidos

para cada fraccion se muestran en la Figura 2-4 (numeral 2.4.1).
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= Andlisis de la fraccion en éter de petrdleo proveniente de la época de lluvia
(EPL)

La fraccion en éter de petréleo obtenida en la época de lluvia (2,3 g) fue fraccionada por
CC empleando silica gel 60 como fase estacionaria y mezclas de hexano/CHCIs; en
polaridad creciente, ver numeral 2.4.1 y Figura 2-4. La fraccién 6-5 (12 mg) presenta un
sélido blanco denominado EL-1 con un porcentaje de rendimiento del 0,14 % frente a la
fraccion en éter de petrdleo proveniente de la época de lluvia y la fraccion 6-6 (14 mg)
present6 un solido blanco denominado EL-2 con un porcentaje de rendimiento del 0,16 %
frente a la fraccion en éter de petréleo proveniente de la época de lluvia (Figura 2-4). EL-
1 y EL-2 mostraron por CCD la presencia de metabolitos tipo esteroide y/o terpeno al

revelar con el reactivo de Godin.

El andlisis de EL-1 por CG-EM (shimadzu QP2010) permitié detectar la presencia de dos
picos principales, con un tiempo de retencién de 29,7 min (83 % de coincidencia)
correspondiente a germanicol y 30,3 min (83 % de coincidencia) del lupeol comparados
con la base de datos NIST 08. LIB®.

El analisis de EL-2 por CG-EM (shimadzu QP2010) permitié detectar la presencia de tres
picos principales: con un tiempo de retencion de 28,1 min (84 % de coincidencia),
correspondiente al estigmasterol, de 28,9 min (77 % de coincidencia) del sitosterol y 27,9
min (84 % de coincidencia) del ergosterol, comparados con la base de datos NIST 08.
LIB®. La Figura 3-14 muestra el perfil cromatografico de EL-2, la Figura 3-15 muestra los

espectros de masas de los picos principales.
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Figura 3-14: Cromatograma CG-EM de EL-2 obtenida de la fraccion en éter de petroleo

proveniente de la época de lluvia.
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1: estigmasterol. 2: sitosterol 3: ergosterol. Equipo shimadzu CG-EM QP2010, columna capilar HP-5 de 30 m, flujo
constante de 1,2 mL/min. Temperatura de 50 °C (2 min) de 15 °C/min hasta 200 °C (2 min) de 10 °C/min hasta 300 °C (10
min) para un tiempo total de andlisis de 34 minutos. Con 2 mg/mL de muestra.

Figura 3-15: Espectros de masas de estigmasterol y sitosterol presentes en EL-2 de la

fraccion en éter de petréleo proveniente de la época de lluvia.
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Se realizé una CCD (FM: CHCIs) con una mezcla de estos compuestos (estigmasterol y
sitosterol) generando un Rf (0,21) similar con una Unica mancha de color morado con el
reactivo de Godin, esta Unica mancha se debe a la semejanza estructural de tipo

esteroidal.

En el espectro de masas de estigmasterol y sitosterol que se muestra en la Figura 3-15
se observan una serie de sefiales cuyos valores mas representativos son: 1)
estigmasterol m/z 412 [M*], 379, 351, 300, 271, 255, 213, 83 y 55 (100%). 2) sitosterol
m/z 414 [M*] 396, 381, 329, 303, 255, 213 y 43 (100%). Ademas de fragmentos con
pérdida de M-85 y M-111 caracteristicos de esteroides. En el espectro de RMN !H se
muestran sefiales caracteristicas de esteroides: un hidrégeno olefinico en &4 5,36 (1H, m,
H-6) y un hidrégeno carbindlico en &y 3,55 ppm (1H, m, H-3) las cuales integran para 2
hidrogenos lo que sugiere la presencia de una mezcla de compuestos similares. También
se presentan hidrégenos olefinicos en &4 5,04 y 5,16 ppm (2H, dd, J= 16.0, 8.0 Hz, H-22
y H-23) y sefales de grupos metilos en &4 1,03 (3H, s, H-19), y 64 0,70 (3H, s, H-18). Los
resultados de RMN de 'H y 13C fueron comparados con la literatura (Kojima et al., 1990),
los datos de RMN de *C se muestran en la Tabla 3-6, confirmando la presencia de
estigmasterol y sitosterol, compuestos cominmente encontrados en especies vegetales
(Figura 3-15).

Tabla 3-6: Comparacion de datos de RMN 3C de EL-2 con la literatura.

Sitosterol Estigmasterol
Carbono EL-2 8c ppm | (Kojimaet al., 1990) | EL-2 8¢ ppm | (Kojima et al., 1990)
CDCls - 100 MHz 8c ppm CDCls - 100 MHz 8¢ ppm,
CDCl3z — 100 MHz CDCI3 — 100 MHz
1 CH; 37,2 37,2 37,2 37,2
2 CH; 31,6 31,6 31,6 31,6
3 CH 71,8 71,8 71,8 71,8
4 CH; 42,3 42,3 42,3 42,3
5 C 140,7 140,7 140,7 140,7
6 CH 121,7 121,7 121,7 121,7
7 CH; 31,9 31,9 31,9 31,9
8 CH 31,9 31,9 31,9 31,9
9 CH 50,0 50,1 50,1 50,1
10 C 36,5 36,5 36,5 36,5
11 CH; 21,1 21,1 21,1 21,1

(Continua)



Resultados y Discusion 65

(Continuacién)

Sitosterol Estigmasterol
12 CH; 39,8 39,8 39,7 39,7
13 C 42,3 42,3 42,2 42,2
14 CH 56,8 56,8 56,8 56,8
15 CH> 24,3 24,3 24,4 24,4
16 CH> 28,2 28,2 28,9 28,9
17 CH 55,9 56,0 55,9 55,9
18 CHs 11,9 11,9 12,0 12,0
19 CHs 19,4 19,4 194 19,4
20 CH 36,1 36,1 40,5 40,5
21 CHs 18,7 18,8 21,2 21,2
22 || CH,/CH 33,9 33,9 138,3 138,3
23 || CH,/CH 26,1 26,0 129,2 129,2
24 CH 45,8 45,8 51,2 51,2
25 CH 29,1 29,1 31,9 31,9
26 CHs 19,8 19,8 21,1 21,1
27 CHs 19,0 19,0 19,0 19,0
28 CH> 23,0 23,0 25,4 25,4
29 CHs 12,0 12,0 12,3 12,3

Se detect6 la presencia de EL-1 (germanicol y lupeol) y EL-2 (estigmasterol y sitosterol)
en varias fracciones que no fueron purificadas. Igualmente estos compuestos se
detectaron en la caracterizacion de la fraccién en éter de petréleo por CCD (Figura 3-5) y
CG-EM (Figura 3-13 y Tabla 3-5) presentes en esta fraccion obtenida en la época de

lluvia.

» Andlisis de lafraccion en éter de petréleo proveniente de la época seca

La fraccion en éter de petréleo obtenida en la época seca (8.8 g) fue fraccionada por CC,
iniciando la elucién con hexano aumentando la polaridad, luego de la evaporacién del
solvente se analizaron las fracciones por CCD revelando con el reactivo de Godin y se
reunieron en 15 fracciones (Figura 2.4, numeral 2.4.1). La fraccién 4-2-3 (ver Figura 2.4)
mostré una mancha por CCD revelando con el reactivo de Godin a la que se le denomind
ES-3 (5 mg) un sdlido de color blanco con un porcentaje de rendimiento del 0,2 % frente

a la fraccién en éter de petroleo obtenida en la época seca.

El andlisis de ES-3 por CG-EM (shimadzu QP2010) permitié detectar la presencia de dos

compuestos principales, germanicol y lupeol con cantidad (mg) menor frente al



66 Estudio fitoquimico de la corteza de Acacia farnesiana utilizada tradicionalmente

para el tratamiento de la malaria

compuesto EL-1 presente en la fraccion en éter de petréleo proveniente de la época de
lluvia, este resultado confirma lo observado en la caracterizacion de la fraccion en éter de
petréleo por CCD (Figura 3-5) y CG-EM (Figura 3-13 y Tabla 3-5).

3.3.2 Andlisis de la fraccion en acetato de etilo obtenida del
extracto etandlico de la corteza de A. farnesiana colectada
en la época secay de lluvia.

Al obtener la fraccion en acetato de etilo en la época de lluvia se observé un precipitado

blanco soluble en la mezcla CHCls/MeOH o en piridina, analizada posteriormente.

Para adelantar el proceso de purificacion de las fracciones en acetato de etilo obtenidas

en las dos épocas del afio se realizd CC en silica gel 60 (ver Figura 2-5, numeral 2.4.2).

= Analisis del precipitado obtenido en la fraccion en acetato de etilo proveniente
de la época de lluvia.

Al concentrar la fraccion en acetato de etilo época de lluvia se observoé un precipitado
(Figura 2-5) denominado A1l soluble en una mezcla de CHCIls/MeOH (8:2) o en piridina.
Para analizar la muestra por RMN vy facilitar su andlisis se realiz6 un proceso de
acetilacién donde se obtuvo 57 mg de un sélido blanco el cual se analiz6 por CCD en
CHCIs/MeOH (9:1) observando una mancha de coloracion violeta luego de revelar con el
reactivo de Godin, que se analizé por RMN de Hy 3C.

En el espectro de RMN 'H de Al se muestran sefiales caracteristicas de un nucleo
esteroidal: una sefal de hidrogeno olefinico en &4 5,36 ppm (1H, m, H-6), otra sefial de
hidrégeno carbindlico en &4 3,48 ppm (1H, m, H-3) y sefiales de hidrogenos de grupos
metilos en &4 0.98 (3H, s, H-19) y en &4 0,67 (3H, s, H-18) que pueden ser asignadas a
un esteroide. Se detectaron sefiales de los hidrogenos en d4 5,20 ppm (1H, t J=8 Hz, H-
3’), 01 5,07 (2H, m, H-4" y H-57), &4 4,56 (1H, d J=8 Hz, H-1"), &4 4,09 (2H, d J=12 Hz, H-
6"), ademas, de cuatro sefiales en el rango de &4 2,00 — 2,07 ppm provenientes de
hidrégenos metilicos obtenidos de la acetilacion; y la presencia de un carbono anomérico
en &: 99,6 ppm (C-1") sugieren la presencia de un azucar, unida a un esteroide. Los
resultados de RMN de *H y *3C fueron comparados con la literatura (Alia et al., 2002), los

datos de RMN de *C se muestran en la Tabla 3-7, confirmando la presencia de 33-O-D-
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glucopiranosil-B-sitosterol

(A1)

y

el derivado acetilado

glucopiranosil-B-sitosterol (Ala) en el solido Al, (Figura 3-16).

Figura 3-16: Estructura de Al

RO 5
RO

Al R=H
Ala R=Ac

tetra-O-acetil-33-O-D-

27

Tabla 3-7: Comparacion de datos de RMN *3C de Ala con la literatura.

Al &c ppm (Rincoén, 1997) (Ali M. et al., 2002)
Carbono CDClz — 100 MHz &c ppm &c ppm
CDClIs — 50,3 MHz CDClz — 100 MHz
1 || CHz 37,2 37,1 37,2
2 || CH2 29,5 29,4 29,4
3| CH 80,1 80,0 80,1
4 | CH2 38,9 38,9 38,9
5 C 140,3 140,3 140,3
6 || CH 122,1 122,1 122,1
7 || CH2 31,9 31,9 31,9
8 | CH 31,8 31,8 31,8
9 || CH 50,1 50,1 50,1
10 C 36,7 36,7 36,5
11 |f CH2 21,1 21,0 21,1
12 || CH: 39,8 39,7 39,7
13| C 42,3 42,3 42,2
14| CH 56,7 56,7 56,7
15| CH2 24,3 24,2 24,2
16 || CH2 28,2 28,2 28,2
17 || CH 56,0 55,9 56,0
18 || CHs 11,8 11,8 11,9
19 || CHs 194 19,3 19,5
20| CH 36,1 36,1 36,1
21| CHs 18,8 18,7 18,8
22 || CH: 33,9 33,9 33,9

(Continua)
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(Continuacion)

Al dc ppm (Rincoén, 1997) (Ali M. et al., 2002)
Carbono CDCls — 100 MHz 6c ppm &c ppm
CDCIs — 50,3 MHz CDCls — 100 MHz
23 || CH2 26,0 25,9 26,0
24 || CH 45,8 45,8 45,8
25| CH 29,1 29,1 29,1
26 || CHs 19,8 19,8 19,8
27 || CHs 19,0 18,9 19,0
28 || CH 23,1 23,0 23,0
29 || CHs 12,0 11,9 12,0
1" | CH 99,6 99,6 99,6
2 | CH 71,5 71,4 71,5
3 JLCH 72,9 72,9 71,7
4 || CH 68,5 68,5 68,5
5 CH 71,7 71,6 72,9
6 || CH2 62,1 62,0 61,9
AcO | 169,3 -170,3 - 20,6 — 20,7 ]| 169,3 - 170,7 - 20,6 — 20,7 }| 169,8 — 170,3— 20,7 — 21,0

» Andlisis de las fracciones en Hexano/CHCI; (1:1) obtenidas de la fraccién en
acetato de etilo proveniente de la época secay de lluvia.
Las fracciones obtenidas en Hexano/CHCIs; obtenidas de la fraccién en acetato de etilo
proveniente de la época seca y de lluvia (ver Figura 2-6, numeral 2.4.2) presentaron un
olor caracteristico asociado a compuestos azufrados. La fraccién L-1-4 ver Figura 2-6 se
obtuvo como un aceite con olor caracteristico analizada por CG-EM. El analisis de la
fraccion L-1-4 proveniente de la época de lluvia por CG-EM permitié detectar la presencia
de varios compuestos, el compuesto con mayor porcentaje de coincidencia y area, posee
un tiempo de retencién de 38,0 min, 99 % de coincidencia y un porcentaje de area de
28,4 % comparados con la base de datos NIST 08. LIB®. El compuesto corresponde a
lentionina (1,2,3,5,6-pentatiopano) posible responsable del olor caracteristico asociado a
compuestos azufrados. En la época seca también fue detectado este compuesto con un
tiempo de retencion de 38,1 min, 97 % de coincidencia y un porcentaje de area de 7,5 %.
La Figura 3-17 muestra el perfil cromatografico de las fracciones en Hexano/CHCl; (1:1)
obtenidas de la fraccién en acetato de etilo proveniente de la época seca y de lluvia. El

compuesto lentionina denominado A2 se sefiala en el perfil cromatografico Figura 3-17 y
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en la Figura 3-18 se muestra el espectro de masas del compuesto lentionina denominado
A2.

Figura 3-17: Perfil cromatografico de CG-EM del compuesto A2 presente en las
fracciones de Hexano-CHCl; (1:1) obtenidas de la fraccion en acetato de etilo

provenientes de época seca y de lluvia.
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A: Cromatograma fraccion Hexano-CHCl; proveniente de la época de lluvia. B: Cromatograma fraccion Hexano-CHCl;
proveniente de época seca. La sefial que presenta un circulo de color es el compuesto A2. Equipo Agilent Technologies
5975C VL MSD, columna HP-5, 30 m, flujo de 1 mL/min, temperatura inicial de columna de 50 °C, rampa de 3 °C/min
hasta 250 °C, tiempo de corrida de 80 min. Con 2 mg/mL de muestra c/u.
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Figura 3-18: Espectros de masas de A2 (lentionina) presente en las fracciones de
Hexano/CHCI; obtenidas de la fraccién en acetato de etilo proveniente de la época seca

y de lluvia.
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A: Espectro de masas del compuesto A2 de la fraccion Hexano-CHCI; proveniente de la época de lluvia. B: Espectro de

masas del compuesto A2 de la fraccién Hexano-CHCI; proveniente de la época seca.

En el espectro de masas de lentionina que se muestra en la Figura 3-18 present6 una
serie de sefiales cuyos valores mas representativos son: m/z 188 [M*], 124, 78, 45y 142

(100%) de fragmentos azufre-azufre o azufre-grupo metilénico.

La lentionina es un compuesto organosulfurado ciclico volatil que ha sido encontrado en
el hongo comestible shiitake (Lenthinus edodes), este compuesto es responsable del olor
de esta seta, reportado como potencial antibidtico y antifingico (Yavari I. et al., 2003,
Hatvani 2001). Se ha determinado la actividad inhibidora contra la agregacién plaguetaria
de lentionina (Shimada S. et al., 2004).

La presencia de este compuesto en la especie A. farnesiana puede ser atribuido a un
hongo presente en la corteza al momento de la colecta o0 a la enzima liasa S-alquil-L-
cisteina que fue purificada en esta especie (Mazelis et al., 1975, Mazelis 1975), enzima

que contribuye a la sintesis de lentionina (Block & Deorazio 1994).



Resultados y Discusion 71

= Analisis de las fracciones en CHCI; obtenidas de la fraccién en acetato de etilo

proveniente de la época secay de lluvia.

De las fracciones obtenidas en CHCI; de la fraccion acetato de etilo proveniente de la
época de lluvia, la fraccién L-4 (153 mg) revel6 por CCD con el reactivo Godin la
presencia de una sustancia mayoritaria del tipo esteroidal y/o triterpénico, dicha fraccién
se someti6 a purificacion por CC sucesivas empleando silica gel 60 eluyendo con
solventes de diferente polaridad (ver numeral 2.4.2 Figura 2-7) obteniendo un sélido
blanco denominado A3 que pes6é 30 mg con un porcentaje de rendimiento del 0,16% con
relacion a la fraccion en acetato de etilo proveniente de la época de lluvia. (Figura 2-7). El
s6lido A3 se evalué por medio de CCD eluyendo con CHCI; y al ser revelada con el
reactivo de Godin se detectd la presencia de una mancha (Rf 0,30). El sélido A3 fue
analizado por CG-EM y RMN H -3C.

El analisis del compuesto A3 por CG-EM (shimadzu QP2010) permitié detectar la
presencia de dos picos con un tiempo de retencién de 29,6 min, 83 % de coincidencia,
porcentaje de area de 28,9 % correspondiente a germanicol y de 30,4 min, 83 % de
coincidencia, porcentaje de area de 69,3 % del lupeol, comparados con la base de datos
NIST 08. LIB®. La Figura 3-19 muestra el cromatograma del sélido A3 y la Figura 3-20
muestra el espectro de masas de los compuestos presentes en el solido A3. Estos
compuestos poseen estructuras similares mostrando una mancha por CCD; ademas, son
compuestos de tipo triterpenos que revelan con el reactivo de Godin observandose una

mancha de color morado caracteristica de estos compuestos.
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Figura 3-19: Cromatograma de A3 proveniente de la fraccion en CHCIz obtenida de la

fraccion en acetato de etilo proveniente de la época de lluvia.

2

27.0 28.0 29.0 i 31. .
min

1: compuesto germanicol. 2: compuesto lupeol. Equipo shimadzu GC-EM QP2010, columna capilar HP-5 de 30 m, flujo
constante de 1,2 mL/min. Temperatura de 50 °C (2 min) de 15 °C/min hasta 200 °C (2 min) de 10 °C/min hasta 300 °C (10

min) para un tiempo total de andlisis de 34 minutos. Con 2 mg/mL de muestra.

Figura 3-20: Espectros de masas de germanicol y lupeol presentes en el sélido A3
proveniente de la fraccion CHCI; obtenida de la fraccién en acetato de etilo proveniente

de la época de lluvia.
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En la Figura 3-20 se muestran dos espectros de masas: el espectro 1 presenta una serie
de sefales cuyos valores mas representativos son: m/z 426 [M™], 411, 231, 204, 218,
177, 95 y 189 (100%) que puede atribuirse al compuesto germanicol y el espectro 2
presenta valores como: m/z 426 [M~], 207, 161, 135 y 189 (100%) que corresponden al
compuesto lupeol.

El espectro de RMN 'H de A3 presenta sefiales caracteristicas como: las sefiales en on
468 y 456 (2H, s, H-29) de hidrégeno metilénico y on 4,85 ppm (1H, s, H-19) de
hidrégeno metinico, una sefial de hidrégeno carbindlico en &4 3,20 ppm (1H, dd J=12.0,
4.0 Hz, H-3) y sefales de hidrégenos de grupos metilos entre &4 1,25 a 0,76 ppm, estas
sefiales son caracteristicas de triterpenos. Los resultados de RMN de *H y *C fueron
comparados con la literatura (Jamal et al., 2008; Lagharia A. H et al., 2011; Koul S. et al.,
2000; Wang Z. et al., 2011), los datos de RMN de *C se muestran en la Tabla 3-8,

confirmando la presencia de germanicol y lupeol (Figura 3-20).

Tabla 3-8: Comparacion de datos de RMN *3C de A3 con la literatura.

Lupeol Germanicol
Carbono A3 (Jamal et al., 2008) A3 (Wang Z. et al., 2011)
&c ppm Sc ppm Sc ppm &c ppm
CDClz — 100 MHz CDClz — 100 MHz CDCls — 100 MHz CDCl3 — 150 MHz
1 CH2 38,1 38.2 38,4 38.4
2 CH:2 25,2 25.3 27,4 27.4
3 CH 79,0 79.1 79,0 79.0
4 C 38,9 38.9 38,9 38.9
5 CH 55,3 55.5 55,3 55.5
6 CH> 18,3 18.5 18,3 18.3
7 CH> 34,4 34.5 34,6 34.6
8 C 40,9 41.0 40,0 40.8
9 CH 50,5 50.6 51,2 51.2
10 C 37,2 37.3 37,2 37.2
11 CH: 20,9 21.1 20,9 21.1
12 CH> 27,4 27.5 26,2 26.2
13 CH 39.7 39.0 38,9 38.9
14 C 43,0 43.0 43,3 43.3
15 CH> 27,5 27.6 27,5 27.5
16 CH> 35,6 35.8 37,7 37.7
17 C 43,4 43.2 34,4 34.4
18 CHI/C 48,3 48.5 1429 142.8

(Continua)
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(Continuacién)

Lupeol Germanicol
Carbono A3 (Jamal et al., 2008) A3 (Wang Z. et al., 2011)
&c ppm &c ppm &c ppm &c ppm
CDCls — 100 MHz CDCls — 100 MHz CDCl3 — 100 MHz CDCl3 — 150 MHz
19 CH 48,0 48.1 129,7 129.7
20 C 150,9 151.1 32,4 32.3
21 CHz 29,9 30.0 33,3 33.3
22 CH> 40,0 40.2 37,3 37.3
23 CHs 28,0 28.2 28,0 28.0
24 CHs 15,4 15.6 15,4 15.4
25 CHs 16,1 16.3 16,1 16.1
26 CHs 16,0 16.2 16,7 16.7
27 CHs 14,6 14.7 14,6 14.6
28 CHs 18,0 18.2 25,3 25.3
29 || CH2/CHs 109,3 109.5 31,4 31.3
30 CHs 194 19.5 29,2 29.2

El lupeol es un terpeno pentaciclico cominmente encontrado en especies vegetales y
de Mohammad (2009) que

antiinflamatoria y anticancerigena, en ensayos in vitro e in vivo.

con varios estudios como el reporta actividades
Ademas, se ha
reportado el mejoramiento de las anomalias lipidemicas-oxidativas en la etapa temprana
de la aterosclerosis, antihipercolesterolémica (Varatharajan et al., 2006) y estudios
adicionales indican que el lupeol es un hepatoprotector tan activo como la silimarina

(Preetha et al., 2006).

De las fracciones en CHCI; obtenidas de la fraccidn en acetato de etilo proveniente de la
época seca, la fraccion S-4-5-2 (30 mg) (ver Figura 2-7, numeral 2.4.2) se purificé por
CCDP empleando silica gel 60 G Fus y fue eluida con Hexano/MeOH (99:1),
obteniéndose un aceite denominado A4 que pesé 7 mg con un porcentaje de rendimiento
del 0,05 % frente a la fraccién en acetato de etilo proveniente de la época seca, (Figura
2-7) con un olor caracteristico y analizada por CG-EM y RMN H -3C. La muestra A4 se

detect6 por CCD en varias fracciones que no fueron purificadas.

El analisis de la muestra A4 por CG-EM (shimadzu QP2010) permiti6 detectar la
presencia de un pico principal con un tiempo de retencion de 20,9 min, 90 % de

coincidencia que al compararlo con la base de datos NIST 08. LIB®, correspondi6 al
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compuesto de nombre comun tonalido numerado como 1. La Figura 3-21 muestra el
cromatograma de la muestra A4 y la Figura 3-22 muestra el espectro de masas del

compuesto presente en el aceite A4.

Figura 3-21: Cromatograma de A4 de la fraccion CHCI; obtenida de la fraccion en

acetato de etilo proveniente de la época seca.

B o e e
16.0 17.0 18.0 19.0 20.0 21.0 220 230 240 25.0 min

1: tonalido. 2. Ciclohexeno 1,3,3, trimetil 2-(1-metil but 1-en, 3-ona, 1-il). Equipo shimadzu QP2010 plus, columna capilar
HP-5 de 30 m. Temperatura de 45 °C (5 min) de 5 °C/min, hasta 60 °C (1 min) de 30 °C/min, hasta 130 °C de 4 °C/min,
hasta 190 °C (2 min) de 40 °C/min, hasta 285 °C para un tiempo total de analisis de 30 minutos. Con 1 mg/mL de muestra.

Figura 3-22: Espectros de masas del tonalido (1) presente en A4 proveniente de la

fraccion CHCI; obtenida de la fraccion en acetato de etilo de la época seca.
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En la Figura 3-22 se muestra el espectro de masas que presenta una serie de sefiales
cuyos valores mas representativos son: m/z 258 [M*], 243 (100%) perdida de M-Me, 187
y 43. Para confirmar la estructura del compuesto mayoritario presente en A4 se realiz6é un

espectro de RMN !H y *C ademas, se realizaron experimentos como DEPT 135°, HMBC
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y HMQC que confirman la estructura del tonalido como compuesto mayoritario. El
cromatograma CG-EM del aceite A4 mostré una mezcla de compuestos sin embargo al
analizar el espectro de RMN de H de A4 (Figura 3-23) se observaron sefiales que

comprueban la estructura de tonalido como principal componente.

El espectro de RMN 'H de A4 (Figura 3-23), mostr6 sefiales principales como: las
sefiales en &y 7,66 y 7,20 ppm (1H, s, H-9 y H-4) que corresponden a hidrégenos
metinicos de anillo aromatico. Dos sefales de hidrégenos metilicos en &y 2,57 y 2,50
(3H, s, H-1"y H-17) uno vecino a un grupo carbonilo y el otro perteneciente a un anillo
aromatico, sefiales de hidrégenos de grupos metilo en &4 1,33, 1,27 y 1,07 (3H, s, H-12,
H-13, H-15, H-16) y en &4 1,01 (3H d, J=8,0 Hz, H-14). Estos datos de RMN H se

compararon con la literatura (Wood et al., 1963).

Figura 3-23: Espectro RMN *H de la muestra A4 (400 MHz, CDCls)
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El espectro de RMN 13C (Figura 3-24) presentd un total de 18 sefiales, la sefial de un
grupo carbonilo en 8¢ 201,36 ppm, 7 sefales de carbonos de grupos metilo, dos sefiales
correspondientes al grupo metino de un anillo aromatico &¢ 130,64 y 128,21 ppm (C-4 y
C-9), una sefial de carbono metilénico en &¢ 43,43 ppm (C-7) y 6 sefales de carbonos

cuaternarios de acuerdo al andlisis del espectro DEPT 135° (Figura 3-24).

Figura 3-24: Espectro RMN 3C y DEPT 135°C de la muestra A4 (100 MHz, CDCls)
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Para confirmar la estructura del tonalido se realizé un experimento de correlacion HMQC
(Figura 3-25) permitiendo la asignacion de las sefiales de hidrogeno a sus respectivos
carbonos como se muestra en la Tabla 3-9. El espectro de HMBC (Figura 3-26) permitié
la ubicacion del grupo carbonilo en el anillo aromético con la correlacion a 3 enlaces

entre las sefales en &¢ 201,36 y &4 7,66 ppm (H-9) y un grupo metilo con la correlaciéon a
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2 enlaces entre las sefiales en 8¢ 135,05 y &4 2,50 ppm (H-17) ademés, de la ubicacion
de un cicloalcano sustituido por grupos metilos en el C-5, C-6 y C-8 que esta unido al
anillo aromatico. Se deduce que el compuesto que se encuentra presente en mayor
proporcion en la muestra A4 corresponde a 1-(3,5,5,6,8,8-hexametil-6,7-dihidronaftalen-
2-il)-etanona o tonalido. Este compuestos se detecté por CCD en varias fracciones que

no fueron purificadas.

Figura 3-25: Espectro RMN !H-*C-HMQC de la muestra A4 (400 MHz, CDCls)
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Figura 3-26: Espectro RMN *H-*C-HMBC de la muestra A4 (400 MHz, CDCls)
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Las flechas de color verde corresponden a interacciones entre carbonos e hidroégenos a dos enlaces y las
flechas de color rojo a tres enlaces.

Tabla 3-9: Datos de RMN *H -*C- DEPT 135°- HMQC y HMBC de A4 (400 MHz, CDCls)

Posicién HMQC
Carbono || PEPT 135° SNh GH?)pm, 0 fz HMBC
1 C 201,36 * H-9, H-1
1 CH; 29,35 2,57 (3H,s) *
2 C 135,35 * H-9
3 C 135,05 * H-4, H-17
4 CH 130,64 7,20 (1H, s) H-17
5 C 37,89 * H-15, H-4, H-16, H-15
6 CH 25,46 | 2,16 (1H, tJ=8,0 Hz) *
7 CH 43,43 | 1,42 (2H, d J= 8,0 H2) H-15, H-14,
8 C 33,51 * H-9
9 CH 128,21 7,66 (1H, s) *
10 C 150,18 * H-9, H-16, H-15
11 C 142,22 * H-4, H-13

(Continua)
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(Continuacion)

12 CHs 32,45 * H-13
13 CHs 31,96 1,27 (3H, s) *
14 CHs 16,78 |[1,01 (3H, d J=8,0 Hz) *
15 CHs 24,69 1,07 (3H, s) H-16
16 CHs 27,88 1,33 (3H, s) H-15
17 CHs 21,57 2,50 (3H, s) H-4

S: singlete, d: doblete. * no se presenta

El tonalido es un contaminante de agua y suelo que afecta a la agricultura esto se debe
principalmente a su amplio uso doméstico como fragancia en una variedad de productos
tales como cosméticos, detergentes, suavizantes de tejidos, productos de limpieza y
otros productos para el hogar (Gémez M. et al., 2012). De acuerdo a estudios realizados
en los Ultimos afios se detectd la presencia de este compuesto en leche materna humana
(Zhang et al., 2011), en tejido adiposo humano (Rimkus & Wolf, 1996) y sangre (Hutter et
al.,, 2005) por uso de productos de aseo personal con aromas. Se encontré este
compuesto en lombrices de tierra en suelo contaminado por bioacumulacién (Kinney et
al., 2007). Dosis altas de tonalido en ratas produce dafio hepético agudo (Steinberg et al.,
1999; Api et al., 2004). Ademas la A. farnesiana bioacumula metales pesados como el
plomo y se utiliza para reforestar sitios contaminados con residuos mineros (Maldonado
et al., 2011).

La presencia del tonalido en la planta puede deberse a que el suelo donde se recolecto el
material vegetal pudo estar contaminado por este compuesto, la planta lo debié absorber
y acumular en su corteza concentrandose en la época seca donde se evidencié su
presencia siendo que es un gran contaminante para el suelo, el agua y el ser humano.
Este aspecto es importante que sea aclarado con estudios posteriores y se pueda
determinar de forma contundente si este compuesto es de origen natural o proviene de

contaminacion ambiental.
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» Andlisis de las fracciones en CHCIs/AcOEt (1:1) obtenidas de la fraccion en

acetato de etilo proveniente de la época seca.

De las fracciones en CHCIs/AcOEt (1:1) obtenidas de la fraccién en acetato de etilo en la
época seca, la fraccion 3 presentd un precipitado (Figura 2-8) de color blanco
denominado A5, el cual peso 18 mg, con una baja solubilidad en solventes organicos por
lo que fue necesario para su analisis la acetilacion con un procedimiento igual al descrito
para el sélido Al. El sélido A5 por CCD mostré un compuesto principal al ser revelado

con el reactivo Godin; se analizé por CG-EM, RMN H y 13C.

El analisis de la muestra A5 por CG-EM (shimadzu QP2010) permiti6 detectar la
presencia de un pico en mayor proporcién con un tiempo de retencién de 30,9 min, 78 %
de coincidencia comparado con la base de datos NIST 08. LIB® y que corresponde a 2,3-
bis-(acetiloxi)-eicosanoato de propilo. La Figura 3-27 muestra el cromatograma del sélido
A5 y la Figura 3-28 muestra el espectro de masas del compuesto presente en el solido

AS.

Figura 3-27: Cromatograma de la muestra A5 provenientes de la fraccion en

CHCI3s/AcOEt (1:1) obtenida de la fraccién en acetato de etilo de la época seca.
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Compuesto: 2,3-bis-(acetiloxi)-eicosanoato de propilo. Equipo shimadzu GC-EM QP2010, columna capilar HP-5 de 30 m,
flujo constante de 1,2 mL/min. Temperatura de 50 °C (2 min) de 15 °C/min hasta 200 °C (2 min) de 10 °C/min hasta 300 °C
(10min) para un tiempo total de analisis de 34 minutos. Con 1 mg/mL de muestra).
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Figura 3-28: Espectros de masas del 2,3-bis-(acetiloxi)-eicosanoato de propilo presente
en A5 proveniente de la fraccion en CHCIs/AcOEt (1:1) obtenida de la fraccién en acetato

de etilo de la época seca.
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En la Figura 3-28 se muestra el espectro de masas que presenta una serie de sefales
cuyos valores mas representativos son: m/z 470 [M-*], 159 (100%).

Para confirmar la estructura del principal componente de A5 se realizé un espectro de
RMN H y 3C, ademas de experimentos como DEPT 135, HMBC y HMQC que confirman

la estructura del 2,3-bis-(acetiloxi)-eicosanoato de propilo.

El espectro de RMN *H (Figura 3-29), mostré sefiales como: Sefiales de hidrogeno del
grupo metilo en &y 2,08 y 207 ppm (3H, s, H-2a-2b) producto de la acetilacién, una sefial
de hidrégeno metilénico en & 1,24 (32H, s, H-4"-17", 18", 19"), la sefal de hidrogeno del
grupo metilo en &4 0,87 ppm (3H, t J=8 Hz, H-20").
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Figura 3-29: Espectro RMN 'H de A5 (400 MHz, CDCls)
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El espectro de RMN 3C (Figura 3-30) presentd un total de 14 seiiales, tres sefiales de
carbono carbonilo de grupos ceto en &¢ 173,36, 170,55 y 170,13. Tres sefiales de
carbonos de grupos metilo, una sefial de carbono metinico en &8¢ 69,12, 7 sefales

correspondientes a carbonos metilénicos de acuerdo al espectro DEPT 135° (Figura 3-

35).
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Figura 3-30: Espectro RMN 13C y DEPT 135° de A5 (100 MHz, CDCls)
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Para confirmar la estructura 2,3-bis-(acetiloxi)-eicosanoato de propilo se realiz6 un
experimento de correlacion COSY (Figura 3-31), permite determinar los acoplamientos
escalares entre los protones que estan correlacionando entre si, el proton de &4 5,25
ppm (1H, m) se encuentra correlacionando con las sefiales en &+ 4,28 (2H, dd J=8 Hz) y
61 4,33 (2H, t J= 4 Hz).

Figura 3-31: Espectro RMN COSY de A5 (400 MHz, CDCls)
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Ademads, el espectro de HMQC (Figura 3-32) posibilitd la asignacién de las sefales de

hidrogeno a sus respectivos carbonos, como se muestra en la Tabla 3-10. De esta

manera se concluyé que el compuesto que se encuentra presente en el solido A5

corresponde al 2,3-bis-(acetiloxi)-eicosanoato de propilo.

Figura 3-32: Espectro RMN *H-*C-HMQC de A5 (400 MHz, CDCls)
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Tabla 3-10: Datos de RMN H -*C- DEP 135°- HMQC y HMBC del sélido A5 (400 MHz,

CDCls)
Posicién HMQC
DEPT 135° COoSsY
Carbono Sc ppm Sn ppm, (J) Hz
1 CH; 69,12 5,25 (1H, m) H-2
2 CH 61,98 4,28 (2H,dd J=8 H-1, H-3
Hz)
3 CH; 62,30 4,33 (2H, t J= 4 Hz) H-2
1 C 173,36 * *

(Contintia)
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(Continuacion)

2 CH, 34,04 2,31 (2H, t J= 8 Hz) H-3°
3 CH, 24,86 1,60 (2H, m) H-2'
4 CH, 29,71 1,24 (2H, s) H-4

5-18 CH, 31,93 1,24 (2H, s) H-5-18
19° CH, 22,70 1,24 (2H, s) H-19°
20° CH 14,13 0,87 (3H, t J= 8 Hz) H-20"
la C 170,55 * *
1b C 170,13 * *
2a CH 20,90 2,08 (3H, s) H-2a
2b CH 20,71 2,08 (3H, s) H-2b

S: singlete, d: doblete, t: triplete, dd: doble de dobles, m: multiplete
* no se presenta

= Analisis de las fracciones en AcOEt obtenidas de la fraccién en acetato de etilo
proveniente de época de lluvia.

De las fracciones obtenidas en acetato época de lluvia, la fraccion L-1-6-7-5 (ver numeral
2.4.2, Figura 2-9) presenta un sélido denominado A6 soluble en metanol, que pesé 7 mg
y su porcentaje de rendimiento es del 0,04 % frente a la fraccion en acetato de etilo de la
época de lluvia, (Figura 2-9), se evalu6 por medio de CCD eluyendo con una mezcla de
CHCIs-MeOH (9:1) que revelada con el reactivo de Godin y NP-PEG se observa una

sustancia mayoritaria de color naranja, esta muestra fue analizada por RMN *H y 3C.

Al analizar los espectros de RMN *H (Figura 3-33), RMN *C y DEPT 135° (Figura 3-34),
HMQC (Figura 3-36) y HMBC (Figura 3-37) de la muestra A6 se propuso la estructura
gue se relaciona con los datos obtenidos en estos experimentos espectroscopicos que se
muestran en la Tabla 3-11.

El espectro de RMN 'H de A6 (Figura 3-33), se observan cuatro sefiales en la region
aromatica. Se presentan dos dobletes que integra para un protén en &4 8,10 ppm (1H, d
J=8 Hz, H-8), &x 7,46 ppm (1H, d J=4 Hz, H-5), los cuales acoplan con &4 7,20 ppm (1H,
m H-6, H-7) que integra para dos protones. Un singlete en &4 7,96 ppm (1H, s, H-4).

Estos protones corresponden a hidrégenos metinicos.
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Figura 3-33: Espectro RMN !H de A6 (400 MHz, MeOD)
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El espectro de RMN 3C (Figura 3-34) present6 un total de 9 sefiales. En el espectro
DEPT 135 (Figura 3-34) permitié6 comparar las sefiales y determinar la presencia de tres
3 carbonos cuaternarios y un carbono carboxilo de grupo amida en &c 161,76 ppm, 5
carbonos de grupos metino &c 131,91, 111,48, 122,15, 120,93 y 120,63 ppm

correspondientes a los carbonos C-4, C-5, C-6, C-7 y C8, respectivamente.
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Figura 3-34: Espectro RMN *C y DEPT 135° de A6 (100 MHz, MeOD)
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El espectro COSY (Figura 3-35), permite determinar los acoplamientos escalares entre
los protones que estan correlacionando entre si, el multiplete de &4 7,20 ppm (1H, m H-6,
H-7) se encuentra correlacionando con las sefiales en &y 8,10 ppm (1H, d J=8 Hz, H-8) y
On 7,46 ppm (1H, d J=4 Hz, H-5).

Figura 3-35: Espectro COSY de A6 (400 MHz, MeOD)
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La conectividad de cada hidrogeno con el carbono al cual esta unido, se realiz6 mediante
el analisis del espectro HMQC (Figura 3-36, Tabla 3-11).
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Figura 3-36: Espectro HMQC de A6 (400 MHz, MeOD)
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El experimento HMBC permitié asignar la ubicacion del sustituyente R en el carbono C-3.

Se encuentran la correlacién a tres enlaces del proton en &4 7.96 ubicado en la posicion

C-4, con el carbono cuaternario &c 107.65 el cual se ubicd en la posicion C-4", este

proton también mostré correlacion con los carbonos cuaternarios &c 126,18 y 136,79 que

corresponden a C-3 y C-8, respectivamente. Las demas sefiales de correlacion a dos y

tres enlaces se observan en la Tabla 3-11.
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Figura 3-37: Espectro HMBC de A6 (400 MHz, MeOD)
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Con los espectros COSY (Figura 3-35), HMQC (Figura 3-36) y HMBC (Figura 3-37)
permitiendo la asignacion de las sefiales a nuestra molécula propuesta, datos que se

pueden evidenciar en la Tabla 3-11.

Tabla 3-11: Datos de RMN *H, *C, DEPT 135°, HMQC y HMBC de A6 (400 MHz,
MeOD).

HMQC
Carbono [ DEPT 135° [F5. ppm 51 ppm, (J) Hz HMBC COSY
2 C=0 161,71 * * *
3 C 126,18 * H-4 *
4 CH 131,91 7,96 (1H, s) H-3, H-4", H-8 *
4 C 107,65 * H-4 *
5 CH 111,48 | 7,46 (1H, d J=4 Hz) H-7 H-6, H-7
6 CH 122,15 7,20 (1H, m) H-8 H-5, H-8
7 CH 120,93 7,20 (1H, m) H-8 H-5, H-8
8 CH 120,63 | 8,10 (1H, d J=8 Hz) H-6, H-8 H-6, H-7
8 C 136,79 * H-4, H-8 *

S: singlete, d: doblete, m: multiplete. * no se presenta.
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Se realiz6 una acetilacion a la muestra y posterior analisis por RMN *H y RMN *C, donde
se evidencio una acetilacion correspondiente a un posible grupo hidroxilo en el carbono
C-3. Ademas se realizé a esta muestra acetilada un espectro de CG-EM (Figura 3-38)
mostrando una masa impar sugiriendo que el compuesto contiene nitrdgeno. En la Figura
3-39 se proponen dos estructuras para la muestra A6. Aunque faltan evidencias para
determinar la estructura por medio de varias técnicas como NOESY, masas de alta

resolucién

Figura 3-38: Espectro de masas de la muestra A6.
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Equipo Agilent Technologies 5975C VL MSD, columna HP-5, 30 m, flujo de 1 mL/min, temperatura de inyector de 250 °C,
rampa de temperatura de 75 °C/2 min y 5 °C/min hasta 275 °C, tiempo de corrida de 28 min. Con 2 mg/mL de muestra.

Figura 3-39: Estructuras propuestas para la muestra A6.
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4.Conclusiones y recomendaciones
4.1 Conclusiones

Se contribuyé al conocimiento del estudio fitoquimico del extracto etandlico de la corteza
de la especie vegetal Acacia farnesiana colectada en Armero-Guayabal, Departamento
del Tolima (Colombia), detectando algunos metabolitos aislados, purificados e

identificados por métodos espectroscopicos y espectrométricos.

Se detectaron diferencias significativas en la composicién quimica de los extractos y las
fracciones obtenidos de la corteza de Acacia farnesiana colectada en dos épocas del
afo, datos que se pueden utilizar para posteriores estudios de actividad biol6gica y de
control de calidad.

Se realizaron perfiles cromatogréaficos por CLAE y CG-EM que son importantes para la

caracterizacion de los extractos y/o fracciones obtenidas.

Con los métodos realizados para la caracterizacion de los metabolitos estudiados, se
observaron diferencias en la proporcion y grupos de metabolitos en las dos épocas del
afo, los compuestos de tipo esteoridal, terpénicos y compuestos azufrados se presentan
en mayor proporcién en material colectado en la época de lluvia, en tanto los taninos son

mas evidentes en el material colectado en la época seca.

Se detectd estigmasterol, sitosterol, germanicol, lupeol y 3B-O-D-glicopinanosil-§-
sitosterol, ademas de lentionina un compuesto azufrado mayoritario presente en la

fraccion de acetato de etilo proveniente de la época de lluvia estudiada por CG-EM.
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El aislamiento de compuestos a partir de la fraccién en acetato de etilo proveniente de la
época seca, condujo a la identificacion de 2,3-bis-(acetiloxi)-eicosanoato de propilo y

tonalido.

4.2 Recomendaciones

Evaluar la actividad antimalarica de las fracciones y compuestos obtenidos.

Realizar un aislamiento bioguiado relacionado con la actividad antimalarica de las

fracciones obtenidas del extracto etandlico de la corteza de Acacia farnesiana.

Estudiar las fracciones que contienen compuestos azufrados, realizar su aislamiento e

identificacion y evaluar su actividad bioldgica.

Desarrollar ensayos para determinar si los compuestos azufrados provienen de la planta

0 de hongos presentes en la corteza de la especie vegetal Acacia farnesiana.

Estudiar los posibles origenes de la presencia de tonalido en esta especie vegetal y su

posible uso como indicador de contaminacion quimica en el medio ambiente.

De acuerdo a los resultados se podria plantear el desarrollo de cultivos tecnificados que

permitan obtener extractos concentrados de los metabolitos con actividad antimalarica

Complementar los estudios de aislamiento y purificacion de las fracciones polares
(butandlicas y acuosas), datos que seran importantes para entender el comportamiento

biol6gico de esta especie vegetal.
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