UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA
La Unuversidad Catélica de Loja

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y
NATURALES

CARRERA DE INGENIERIA QUIMICA

Aislamiento y caracterizacién de metabolitos
secundarios del extracto etandlico de raices de
Cacosmia rugosa Kunth.

Trabajo de integracién curricular previo a la obtencion del titulo de:

INGENIERA QUIMICA

Autora: Castillo Gallardo, Angie Gabriela

Director: Romero Benavides, Juan Carlos

LOJA
2025



Esta version digital, ha sido acreditada bajo la licencia Creative Commons 4.0, CC BY-NY-
SA: Reconocimiento-No comercial-Compartir igual; la cual permite copiar, distribuir y
comunicar publicamente la obra, mientras se reconozca la autoria original, no se utilice con
fines comerciales y se permiten obras derivadas, siempre gue mantenga la misma licencia al
ser divulgada. http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

2025


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

Aprobacion del director del trabajo de titulacién

Loja, 17 de marzo de 2025

Magister
Natali Elizabeth Solano Cueva
Directora de la carrera de Ingenieria quimica

Loja. -

De mi consideracion:

Me permito comunicar que, en calidad de director del presente Trabajo de Integracion
Curricular denominado: Aislamiento y caracterizaciéon de metabolitos secundarios del
extracto etandlico de raices de Cacosmia rugosa Kunth realizado por Angie Gabriela
Castillo Gallardo ha sido orientado y revisado durante su ejecucion, asi mismo ha sido
verificado a través de la herramienta de similitud académica institucional, y cuenta con
un porcentaje de coincidencia aceptable. En virtud de ello, y por considerar que el
mismo cumple con todos los parametros establecidos por la Universidad, doy mi

aprobacion a fin de continuar con el proceso académico correspondiente.

Particular que comunico para los fines pertinentes.

Atentamente,

Director: Juan Carlos Romero Benavides
C.1.:1103018477

Correo electrénico: jcromerob@utpl.edu.ec



Declaracién de autoria y cesion de derechos

Yo, Angie Gabriela Castillo Gallardo declaro y acepto en forma expresa lo siguiente:
Ser autora del Trabajo de Integracién Curricular denominado: Aislamiento vy
caracterizacion de metabolitos secundarios del extracto etandlico de raices de
Cacosmia rugosa Kunth, de la carrera de Ingenieria Quimica, especificamente de los
contenidos comprendidos en: Capitulo uno Marco tedrico, Capitulo dos Disefio
metodoldgico, Capitulo tres Analisis e interpretacion de resultados, siendo Juan Carlos
Romero Benavides, director del presente trabajo; también declaro que la presente
investigacion no vulnera derechos de terceros ni utiliza fraudulentamente obras
preexistentes. Ademas, ratifico que las ideas, criterios, opiniones, procedimientos y
resultados vertidos en el presente trabajo investigativo, son de mi exclusiva
responsabilidad. Eximo expresamente a la Universidad Técnica Particular de Loja y a
sus representantes legales de posibles reclamos o acciones judiciales o administrativas,
en relacion a la propiedad intelectual de este trabajo.

Que la presente obra, producto de mis actividades académicas y de investigacion, forma
parte del patrimonio de la Universidad Técnica Particular de Loja, de conformidad con
el articulo 20, literal j), de la Ley Organica de Educacion Superior; y, articulo 91 del
Estatuto Organico de la UTPL, que establece: “Forman parte del patrimonio de la
Universidad la propiedad intelectual de investigaciones, trabajos cientificos o técnicos y
tesis de grado que se realicen a través, o con el apoyo financiero, académico o
institucional (operativo) de la Universidad”, en tal virtud, cedo a favor de la Universidad
Técnica Particular de Loja la titularidad de los derechos patrimoniales que me
corresponden en calidad de autor/a, de forma incondicional, completa, exclusiva y por
todo el tiempo de su vigencia.

La Universidad Técnica Particular de Loja queda facultada para ingresar el presente
trabajo al Sistema Nacional de Informacién de la Educacién Superior del Ecuador para
su difusién publica, en cumplimiento del articulo 144 de la Ley Organica de Educacion

Superior.



Autor: Castillo Gallardo Angie Gabriela
C.l.: 1104660814



Dedicatoria

Dedico este trabajo principalmente a mi familia, que ha sido mi pilar y mi mayor fortaleza.
En especial a mi mama Maria Gallardo y a mi papa Edgar Castillo, por su amor infinito,
por creer en mi incluso cuando yo dudaba, y por ensefiarme que los suefos se alcanzan
con esfuerzo y pasién. Sus sacrificios y palabras de aliento fueron el motor de este logro.
Dedico también este trabajo a mi querido perrito Spooky, quien con su compania fiel fue
mi consuelo en los momentos de desanimo. Sus travesuras y su carifio me recordaban
que siempre habia razones para sonreir y seguir adelante.

A mis queridos abuelitos Blanca, José y Maria, por su sabiduria, amor y constancia. Sus

abrazos y consejos fueron siempre un refugio de paz y motivacion para seguir adelante.



Agradecimiento

Al finalizar esta importante etapa de mi vida, deseo expresar mi mas sincero
agradecimiento a todos aquellos que hicieron posible este logro.

Quiero expresar mi sincero agradecimiento al PhD. Juan Carlos Romero, mi tutor de
tesis, por su paciencia infinita, orientacion y dedicacién constante. Gracias por
compartir su conocimiento, responder cada una de mis dudas y motivarme a dar
siempre lo mejor de mi. Su compromiso fue fundamental para alcanzar este logro.

A Anita Ortega, quien fue mucho mas que una amiga. Gracias por brindarme una
oportunidad de trabajo en un momento crucial de mi vida y por ser ese apoyo
incondicional que nunca dejo de creer en mi. Su generosidad y confianza hicieron
posible que este suefo se materializara.

A José Espinosa, por su valiosa ayuda en la realizacion de este trabajo. Tu disposicion
y esfuerzo marcaron una gran diferencia en este proceso, y siempre estaré agradecida
por tu apoyo.

A mis tias Maria y Luz, por estar siempre pendientes y brindarme su apoyo
incondicional. Su carifio, consejos y constante preocupacion fueron un balsamo en los
momentos dificiles y una fuente de fortaleza para seguir adelante.

A mis amigas del colegio, por ser mi refugio en los dias grises, mis complices en la
alegria y mi recordatorio de que juntas somos invencibles. Sus risas y apoyo fueron
el respiro que mi corazén necesitaba en esta travesia.

Gracias a todos ustedes por ser luz en mi camino y parte fundamental de este logro.

Esta tesis es tanto mia como suya.

VI



VI

indice de contenido

L0 T -1 (] - N |
Aprobacion del director del trabajo de titulacion.............................. Il
Declaracion de autoria y cesion de derechos................ccccccoiieii i, ]|
[ 1Yo [T = o o - TR \Y
AGradeCimi@nto.............uiiiiiiii e Vi
indice de CONENIAO .............cooveeieiecceccee ettt Vil
L0 T -1 (] - PP ...V
INAiCe de tabIas..............c.ccoiiieiieeceeece et IX
INICE AE FIQUIAS ...t en e X
RESUMEN ... ettt e e et ettt e e e e e e etean s 1
ADSTIACE ... .. i e a e e e e e 2
1 4 e Yo [ Te oo T o F PR 3
CapitUlO UNO.........ee e e e e et e e e e aaaaae 5
1 T oo T =Y o g T o PR 5
1.1 Clasificacion taxondmicade laplanta....................ccooooiiii i, 5
1.2 Composiciéon quimica del extracto etandlico......................cccciiiiie . 6
1.3 Tamizaje FitoquimiCo ..., 7
1.4 Metabolitos SecUNdarios ..............ccooiiiiiiiiiiiiii e 8
I B -1 T o Lo X PSSR 8
1.4.2 Triterpenos ¥ €SLEroides................oouuuuiiiii it 8
T4 3AICAIOIAES ............co oo 8
1.5 Cromatografiaencapafina.................ccooo 9
1.6 Espectroscopia infrarroja.............ccccooeeeiiiie 9
1.7 Cromatografia flash ..., 9
1.8 Resonancia magnética nuclear....................oooo oo, 10
CaAPItUIO DOS ... ..o 1"
MetodOolOgia . ... 11
2.1 Recoleccién de la especie Cacosmia rugosa Kunth ..................cccccc. 11
2.2 Lavado, secado y pesaje de las raices de la especie.............cccccevvvviviiiiinnnnnn. 12
2.3 Maceracion de las raices en etanol................ccccoovvviviiiiiiiiiiiiiii 12
2.4 Tamizaje fitoqQUIMICO ...........coooviiiiiiiiiiiiiiii e 12
2.4.1 Metabolitos Primarios:.................ccccoooiiiiieiiiieii et e et aaeaaaaanes 12
2.4.2 Metabolitos Secundarios: ....................ccccccouiiiiiiiiiiiiiee 13
2.5 Aislamiento: Cromatografia de capa fina y cromatografia flash .................... 14
2.5.1 Cromatografiade capa fina .....................cccccccoeiiiiiiiiiiiiiiiic e 14
2.5.2 Cromatografia flash ..............................ooouiiiiiii i 14
2.6 Caracterizacion de metabolitos secundarios..................occcviiiiiiiiiiiiiiiiinn. 14

2.6.1 Espectroscopia infrarroja.....................cccccoveeeiiiiiiiiieieie e 15



2.6.2 Cromatografia flash ....................ccccccooiiiiiiiiiiiiii e 15
2.6.3 Resonancia magnética nuclear ..............................cccccveeeeiieeeiiiieiiiieee e 16
02T o 11 111 Lo I ¢ = USPPPPPRPR 17
RESUIATOS ........oeeiie e e e e e e e e e e e eanee 17
COoNCIUSIONES ... 27
ReCOMENAACIONES ... 28

2 G (=1 (=] 0 Lo = =P 29



indice de tablas

Tabla 1 Clasificacién taxonédmicade laplanta...............ccccoooiiiiiiiiii, 5
Tabla 2 Estructuras quimicas del estudio de Bohlmann................................lL 14
Tabla 3 Perfil fitoquimico del extracto etandlico.......................ccccovieeii . 18
Tabla 4 Resultados de los fraccionamientos. ...................ccocc, 20

Tabla 5 Comparaciéon de la molecula de la fraccion 18 con los desplazamientos

mas parecidos obtenidos de la molecula de referencia.........................ccccnnn. 25



indice de Figuras

Figura 1 Distribuciéon de Cacosmia rugosa Kunth.........................ccoo. 6
Figura 2 Diagrama de flujo de los métodos empleados enel TIC. ........................ 11
Figura 3 Espectro de infrarrojos de extracto etanolico........................cccccciiinnnis 18
Figura 4 Resultados de perfiles cromatograficos Cacosmia rugosa Kunth.......... 19
Figura 5 Espectro de cromatografia flash del extracto etandlico.......................... 20
Figura 6 Resultados obtenidos del RMN de 1H de las fracciones 13,16,18.......... 22
Figura 7 Espectro de RMN "H de 1a fraccion 18..........cccccvrerrrerrceerseessseesssesssseseenss 23
Figura 8 Espectro de IR de la Fraccion 18. ..., 23

Figura 9 Estructura quimica de las molecula de referencia................................... 26



Resumen

En el presente trabajo de integracion curricular trato acerca de la caracterizacion y
aislamiento de metabolitos secundarios contenidos en el extracto etandlico de Cacosmia
rugosa Kunth. A partir de 2 kg de raices recolectadas, se obtuvo un extracto etandlico
con un rendimiento del 1%. El analisis fitoquimico reveld la presencia de taninos
condensados, terpenos, alcaloides, y esteroides, siendo los tres primeros los mas
abundantes. Por cromatografia flash se obtuvo 47 fracciones, la cual la fraccion 18 fue
la escogida para la caracterizacién. Se emplearon técnicas como espectroscopia
infrarroja (IR) y resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, lo que permitio identificar

una molécula de tipo sesquiterpeno lactonico.

Palabras clave: Cromatografia, Espectroscopia, Resonancia, Tamizaje,

Sesquiterpeno lacténico.



Abstract

In this curricular integration work | deal with the characterization and isolation of
secondary metabolites contained in the ethanolic extract of Cacosmia rugosa Kunth.
From 2 kg of collected roots, an ethanolic extract with a yield of 1% was obtained. The
phytochemical analysis revealed the presence of condensed tannins, terpenes,
alkaloids, and steroids, the first three being the most abundant. Flash chromatography
obtained 47 fractions, of which fraction 18 was chosen for characterization. Techniques
such as infrared spectroscopy (IR) and 1H nuclear magnetic resonance (NMR) were

used, which allowed the identification of a lactone sesquiterpene-type molecule

.Keywords: Chromatography, Spectroscopy, Resonance, Screening, Lactone

sesquiterpene.



Introduccion

El estudio de metabolitos secundarios extraidos de plantas medicinales ha
despertado un gran interés en distintos campos, como agricultura, medicina e
industria farmacéutica (Robert, Reyes, & Loyola, 1984). La especie Cacosmia rugosa
Kunth es una de estas, destaca por su amplia distribucion en regiones montafiosas
de América del Sur, estudios como los de (F. Bohimann, 1985) han mostrado que hay
compuestos bioactivos en las raices de la planta. Asimismo, investigaciones en
Saraguro por (M Rios, 2007) ha evidenciado que la planta Cacosmia rugosa Kunth
posee propiedades benéficas para la salud, particularmente en el tratamiento de la
diarrea en animales.

Sin embargo, a pesar de su reconocido valor medicinal, persiste una
notable falta de informacién sobre la identificacidon y caracterizacion de los metabolitos
secundarios de la Cacosmia rugosa Kunth. A pesar de que se han reconocido
compuestos como terpenos acetilénicos conjugados, triterpenos lupanos y
sesquiterpenos lactonicos guianolidos (Ferdinand Bohlmann a, 2001), todavia hay
pocos estudios especificos sobre esta planta. Por lo tanto, es importante poseer
investigaciones detalladas que ayuden a identificar los metabolitos presentes en el
extracto etandlico de las raices, lo que aportaria al conocimiento
cientifico sobre esta especie. Para lograr esto se propuso como objetivos obtener el
extracto etandlico de las raices de Cacosmia rugosa Kunth, realizar ensayos de
tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de las raices y por ultimo aislar y
caracterizar los metabolitos secundarios contenidos en el extracto etanolico usando
métodos cromatograficos y espectroscopicos. El trabajo de integracién curricular se
divide en tres capitulos: marco tedrico, metodologia y analisis de resultados.

El marco tedrico ofrece la informacion desde la familia de la especie hasta
investigaciones previas sobre los compuestos aislados de las raices de la especie. La
metodologia posee el procedimiento experimental, incluye el tamizaje fitoquimico,

espectroscopia infrarroja, cromatografia en capa fina, cromatografia flash vy



resonancia magnética nuclear. En el analisis de resultados, se presentan los
resultados experimentales como el tamizaje fitoquimico de la detecciéon de los
metabolitos primarios y secundarios, el analisis de perfiles cromatograficos, espectros
de infrarrojos y resonancia magnética nuclear y por ultimo la identificacion de grupos

funcionales y la propuesta de una posible estructura de la molécula aislada.



Capitulo Uno

Marco Teérico

1.1 Clasificacion taxonémica de la planta.

Dentro de la amplia familia Asteraceae, se halla la subfamilia Vernonioideae
Lindl., que abarca la tribu Liabeae Rydb., la cual se compone de 4 subtribus, 18 géneros
y cerca de 163 especies (Alfonso Susanna, 2020). La relacién filogenética del género
Cacosmia Kunth dentro de la tribu Liabeae Rydb. es debatida y varia segun el tipo de
analisis de datos realizados. El analisis de parsimonia posiciona a este género como un
grupo hermano de todos los integrantes de la tribu. Por otro lado, los analisis de maxima
probabilidad y Bayesianos lo sitian dentro de la subtribu Liabinae Cass. ex Dumort,
como un grupo hermano del clado que abarca los demas géneros (Diego G. Gutiérrez,
2020).

Tabla 1

Clasificacion taxonémica de la planta

TAXONOMIA DE CACOSMIA

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Cichorioideae
Tribu Liabeae
Genero Cacosmia Kunth

Nota: Adaptado de Nova genera et species plantarum, Volimenes 1-2.

Cacosmia rugosa Kunth es la especie con la mayor distribucion dentro de su
género, encontrandose en las provincias ecuatorianas de Azuay, Cafar, Chimborazo,
Imbabura, Loja, Pichincha y en el norte de Peru (Dillon et al., 2009). Segun el Libro Rojo
de las Plantas Endémicas del Ecuador, Cacosmia hieronymi H. Rob. esta catalogada
como vulnerable y se distribuye en las provincias de Azuay, Canar y el norte de Loja,
mientras que Cacosmia harlingii B. Nord. también es considerada vulnerable y se

encuentra en Azuay, Canar y Loja (Ledn-Yanez et al, 2019).



Figura 1

Distribucién de Cacosmia rugosa Kunth

Nota: Adaptado de: Cacosmia rugosa Kunth in GBIF

Secretariat (2022).

1.2 Composicidon quimica del extracto etandlico

El extracto etandlico de las raices de Cacosmia rugosa Kunth contiene una
variedad de compuestos. Entre ellos se destacan los terpenos acetilénicos conjugados,
como tridec-1,11-dieno-3,5,7,9-tetraino y heptadeceno-1,7,9,15-tetraeno-11,13-diino;
los triterpenos lupanos, tales como lupeol acetato y &cido betuldnico; y los
sesquiterpenos lacténicos guiandlidos, como desacetil-zuurbergenina y rupicolin A.
Estos resultados han sido determinados en estudios realizados por (F. Bohlmann, 1985).

En la Tabla 2 se muestra las estructuras de los compuestos mencionados anteriormente.

Tabla 2

Estructuras quimicas de los compuestos del estudio de Bohlmann

tridec-1,11-

dieno 2 . : 4 . .
3,5,7,9- g % % % % X
Terpenos , 13 11 9 7 s 3 1
s tetraino
Acetilénicos
R heptadeceno-
Conjugados 17915 16\ 14\ 12\ 10\ s\ 6 4 2
L - P T N0 N0 T T N
tetraeno- £ % L .. % ¢ £ i
11,13-diino
Triterpenos acetato de

Lupanos lupeol




acido
betulénico
desacetil- < =
zuurbergenin i
- a ._l
Sesquiterpeno
s Lactonicos
Guiandlidos
rupicolin A

Nota: Compuestos presentes en el extracto etandlico de raices de Cacosmia rugosa

Kunth Adaptado de: Neue guainolide aus Cacosmia rugosa (F. Bohimann, 1985).

1.3 Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico es una herramienta importante para identificar
metabolitos tipo primarios y metabolitos de tipo secundarios en muestras de especies
vegetales, nos ayuda a tener una idea de su composicién quimica. Estas técnicas
permiten detectar metabolitos primarios importantes como lo son los carbohidratos, los
lipidos y las proteinas, igualmente con metabolitos secundarios como alcaloides,
flavonoides y terpenoides.

El tamizaje fitoquimico ha sido un foco de atencion en la investigacion
farmacéutica y bioldgica (Sharapin, 2000) y mediante técnicas como la cromatografia y
la espectroscopia, es posible separar y analizar los diferentes compuestos que mediante
estas técnicas muestren que se encuentren presentes en los extractos
vegetales (Sgariglia, Sober, Sampietro, & Vattuone, 2010).

En las técnicas de tamizaje, los errores mas frecuentes son los falsos positivos
y negativos. Por esta razon, es necesario purificar algunos extractos de manera rapida
y sencilla para evitar interferencias y garantizar la precision y reproducibilidad de los

resultados del ensayo empleado (Miranda Martinez, 2012).



1.4 Metabolitos secundarios

La extraccién que se realiza con solventes organicos permite obtener una amplia
variedad de metabolitos secundarios como flavonoides, alcaloides, fenoles vy
terpenoides entre otros (Adolfo Avalos Garcia, 2009). Aproximadamente el 50% de los
medicamentos que han sido estudiados en los ultimos 30 afios provienen directa o
indirectamente de productos naturales por lo que destaca la gran necesidad de estudiar
los metabolitos secundarios como fuente de estructuras activas innovadoras (Newman
& Cragg, 2012). Estos metabolitos han demostrado poseer una amplia gama de
actividades farmacoldgicas que incluyen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antimicrobianas y anticancerigenas (Conrado Camacho-Campos, Yunel Pérez-
Hernandez, Aymara Valdivia-Avila, Héctor L Ramirez-Pérez, Leissy Gomez-Brisuela,

2019).

1.4.1 Taninos

Los taninos son polimeros polifendlicos que las plantas producen como
compuestos secundarios. Tienen la capacidad de formar complejos con proteinas,
polisacaridos, acidos nucleicos, esteroides, alcaloides y saponinas, desempefiando un

papel defensivo en las plantas contra los insectos. (Surco Bellido, 2018).

1.4.2 Triterpenos y esteroides

Los triterpenos son compuestos organicos de la familia de los terpenoides que
se componen de seis unidades de isopreno por lo que poseen una estructura de 30
atomos de carbono. (Huang, Wang, Wang, & Wang, 2024) Por otro lado los esteroides
son un tipo de triterpenos que se distinguen de los demas por su estructura tetraciclica

de anillos fusionados (Stark, Piotrowski, & Miller, 2023).

1.4.3 Alcaloides
Los alcaloides tienen estructuras quimicas complejas que tienen al menos una
molécula de nitrégeno y producen efectos fisioldgicos en el cuerpo humano. Ademas,

todos los alcaloides pueden reaccionar con acidos para formar sales (Lasky, 2023).



1.5 Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina es una técnica analitica que facilita la separacion
rapida y sencilla de los componentes de una muestra. Se basa en la migracion
diferencial de los componentes a través de una capa delgada de adsorbente que
generalmente esta adherida a una superficie plana e inerte, esta técnica se fundamenta
en el principio de adsorcién entre dos fases donde la separacidn se realiza segun los
coeficientes de reparto de las moléculas que estén presentes en la muestra. (Corzo,
2019). La cromatografia en capa fina o TLC es una técnica que nos permite evaluar que
tan puro esta un compuesto, identificar y comparar los analitos de los compuestos. Asi
que esta técnica se convierte en una herramienta muy utilizada al momento del estudio
fitoquimico por su sencillez y practicidad que facilitan su comprension y aplicacion,
permitiendo realizar separaciones de manera rapida, versatil y econémica. (Cazes,

2009)

1.6 Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja (IR) se encuentra entre la region visible y la regién
de microondas del espectro electromagnético, y promueve transiciones en una molécula
entre niveles de rotacion y vibracion del estado fundamental de energia electrénica. Las
unidades utilizadas para medir las posiciones de las bandas en la espectroscopia IR son
el numero de onda expresado en centimetros reciprocos, la longitud de onda medida en
micrometros y la frecuencia dada en segundos reciprocos. Los quimicos organicos y
analiticos estan mayormente interesados en la porcién muy limitada de la radiacion IR,
generalmente conocida como la region IR medio, que se encuentra entre 4000 y 650

cm™1. (Alpert, Keiser, & Szymanski, 2012).

1.7 Cromatografia flash

La cromatografia flash se emplea para purificar y separar rapidamente
compuestos quimicos presentes en una muestra. En este procedimiento, la mezcla de
compuestos se introduce en una columna cromatografica y se desplaza a través de ella

mediante un solvente a presién elevada. La separacion de los compuestos se produce
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debido a sus diferentes interacciones con la fase estacionaria (habitualmente silice gel)
y la fase movil (solvente). (Michael , Boris , & Vitkuske, 2005). Los sistemas de
cromatografia flash posibilitan la purificacion agil y sencilla de compuestos de interés.

(Weber, Hamburger , Schafroth , & Potterat , 2011).

1.8 Resonancia magnética nuclear

La resonancia magnética nuclear (RMN) se destaca como una de las
herramientas mas eficaces disponibles en la actualidad para revelar las estructuras
moleculares de compuestos organicos de 'H. Esta técnica aprovecha las propiedades
magnéticas inherentes de los nucleos, como su nombre sugiere (Laurella, 2017). Es un
método de espectroscopia que examina como interactua la materia con la energia,

independientemente de su fuente de origen (Saucedo Yanez & Waksman Minsky, 2019).



Capitulo Dos

Metodologia
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Para representar la metodologia que se siguid en este trabajo de integracion

curricular en la Figura 2 se presenta su diagrama de fujo.

Figura 2

Diagrama de flujo de los métodos empleados en el TIC

Recoleccién de la especie Cacosmia rugosa Kunth

|

I Lavado, secado y pesaje de las raices de la especie I

1

I Maceracion de las raices en etanol I

Determinacion de
metabolitos primarios
Ensayo de Fehling
Ensayo de Biuret
Ensayo de Sudan I

y

<—I Tamizaje fitoquimico I—>

|

Aislamiento: Cromatografia de ‘

Determinacién de
metabolitos secundarios
Ensayo de Dragendorff
Ensayo de Cloruro férrico
Ensayo de formacién de
espuma
Ensayo de Shinoda
Ensayo de Lieberman
Burchard

capa fina y cromatografia flash

|

y

Caracterizacion: resonancia magnética
nuclear y espectroscopia infrarroja.

2.1 Recoleccion de la especie Cacosmia rugosa Kunth

Se recolectaron 2 Kg de raices de la especie Cacosmia rugosa Kunth en el sector

Villonaco, aproximadamente a 2 km de la ciudad de Loja. La recoleccién se realizo a
una altitud de 2100 m.s.n.m. Se utilizaron coordenadas obtenidas con un GPS Garmin
Edge 530 (Taipéi, Taiwan), que registré las siguientes coordenadas: 4°0°23.1"S,

79°15°24.8"W.
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2.2 Lavado, secado y pesaje de las raices de la especie
Las raices recolectadas se lavaron para eliminar cualquier suciedad, luego se
secaron en un secador de bandejas Lassele DY-330H (Shenzhen, China) para eliminar

la humedad, y finalmente se trituraron y se pesaron para obtener su rendimiento inicial.

2.3 Maceracion de las raices en etanol

Los 1.2 kg de raices trituradas obtenidas fueron sometidos a un proceso de
maceracion estatica en etanol al 96% de pureza durante un periodo de 2 semanas. Este
proceso se repitio tres veces, utilizando 7.8 L de etanol en cada ocasién, hasta que se
observé que la maceracion ya no extraia color. Posteriormente, el extracto fue filtrado al
vacio mediante un embudo Blchner. Finalmente, con la ayuda de un rotaevaporador,

modelo ROTAVAPOR® R Il de BUCHI (Flawil, Suiza) se concentré este extracto.

2.4 Tamizaje fitoquimico

Se realizé el estudio fitoquimico del extracto de Cacosmia rugosa Kunth con el
objetivo de determinar la presencia o ausencia de metabolitos primarios y secundarios,
se siguid la metodologia de (Mandal, Mandal, & Das, 2015); (Miranda & Cuéllar, 2001).
Utilizando los procesos estandar senalados por dichos autores. Se disolvié 80 mg de
extracto etandlico de raices en 8 mL de metanol para obtener una muestra liquida del
extracto. Los metabolitos primarios se evaluaron mediante los ensayos de Fehling,
Biuret y Sudan lll, mientras que los metabolitos secundarios se analizaron utilizando los
ensayos de Dragendorff, Cloruro Férrico, Formacion de Espuma, Shinoda y Lieberman
Burchard. Para la identificacion de estos metabolitos, se empled un sistema de cruces,
donde (+++) indica alta presencia, (++) media presencia, (+) baja presencia y (-) nula

presencia.

2.4.1 Metabolitos Primarios:

Proteinas: Ensayo de Biuret. - Se mezclé 1 mL de la muestra con 1 mL de una solucion
de sulfato cuprico e hidroxido de sodio. Como control positivo se utilizé albumina de
huevo. Con la presencia de un color entre azul y violeta se consideraria un indicador de

un resultado positivo.
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Grasas: Ensayo de Sudan lll. - Se mezclé 1 mL de la muestra con 1 mL de la solucion
de Sudan lll, agitando vigorosamente. Se utilizé aceite vegetal como control positivo. La
formacion de una capa roja en la interfaz de la solucién indicaria un resultado positivo

en el control.
2.4.2 Metabolitos Secundarios:

Alcaloides: Ensayo de Dragendorff. - Se prepard una solucion de 1mL de Dragendorff
y se agregdé a 1mL de la muestra, donde la aparicién de manchas de color naranja a
café indicaria un resultado positivo. Ademas, como control positivo se uso el alcaloide

Huperzia crassa.

Taninos: Ensayo de Cloruro Férrico. - Se afiadié 1 mL de solucién de cloruro férrico
a 1 mL de la muestra. Como control positivo, se utilizé vanilina. La formacién de un

precipitado azul-negro indicaria un resultado positivo.

Saponinas: Ensayo de Formacion de Espuma. - Se mezclé 1 mL de la muestra con
1 mL de agua y se agité vigorosamente durante 5 minutos. Como control positivo se
utilizé papa pelada. La formacion de espuma persistente se considerd un indicador de

un control positivo.

Flavonoides: Ensayo de Shinoda. - Se afiadié 1 mL de solucion de cloruro de aluminio
a 1 mL de la muestra. La aparicion de un precipitado rojo, naranja o amarillo indicaria
un resultado positivo. Como control positivo se utilizé Hesperidina de la marca Daflon

1000 mg.

Terpenos-Esteroides: Ensayo de Lieberman Burchard. - Se disolvieron 10 mg de
extracto etandlico seco en 1 mL de cloroformo en un tubo de ensayo. Posteriormente,
se afiadié 1 mL de anhidrido acético y se homogenizé bien la mezcla. Después de enfriar
la solucién, se afadieron con cuidado, sin agitar, de 2 a 3 gotas de acido sulfurico
concentrado a lo largo de la pared del tubo de ensayo. Se utilizé Argentatina B como
control positivo. La prueba se considera positiva si se observan colores rosa, verde, azul

0 naranja.
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2.5 Aislamiento: Cromatografia de capa fina y cromatografia flash
2.5.1 Cromatografia de capa fina

Se comenzd determinando la polaridad del extracto etandlico de Cacosmia
rugosa Kunth, empleando placas de TLC en fases directa e inversa. Este extracto se
demostro polar, ya que en la placa directa la fase estatica se movilizd, mientras que en
la fase inversa no se obtuvo ningun resultado.

Una vez establecida la polaridad del extracto etandlico, se realizaron diversas
pruebas utilizando distintas fases mdéviles para identificar la mas adecuada. Para esto,
se cortaron placas de TLC de tipo directa con dimensiones de 5 cm x 1 cm. Utilizando
un lapiz 2B, se marcaron los limites a 1 cm de la parte inferior y 0.5 cm de la parte
superior. Ademas, se sefald un punto en el centro de la parte inferior de la placa, donde

se depositaria el extracto etandlico utilizando un capilar.

El extracto etandlico de raices de Cacosmia rugosa Kunth se preparé disolviendo
50 mg del material en 5 ml de metanol en un vial. Se aplicaron tres alicuotas del extracto
etandlico en el punto marcado previamente en la placa de TLC. Las placas se evaluaron
en diferentes fases méviles hasta obtener un resultado visible bajo la ldAmpara UV, donde
se observo la separacion de los compuestos, caracterizada por la presencia de esferas

semisimétricas.

2.5.2 Cromatografia flash

Después de identificar los posibles metabolitos presentes en las raices, se llevé
a cabo una cromatografia flash utilizando una serie de solventes con diversas
polaridades. Se probaron varios solventes hasta que se seleccionaron finalmente
hexano, acetato de etilo y metanol, en los cuales se pudo observar el arrastre de los

compuestos de interés.

2.6 Caracterizacion de metabolitos secundarios
Para la caracterizacion de los metabolitos secundarios se emplearon técnicas
como: espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) de 'H y espectroscopia

infrarroja.
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2.6.1 Espectroscopia infrarroja
Para analizar el extracto de raices de Cacosmia rugosa Kunth, se utilizo el
Espectrémetro FT-IR Nicolet™ iS™ 10 (Massachusetts, Estados Unidos). Primero, se
precalenté el equipo durante 20 minutos y se realizé una prueba en blanco para evitar

interferencias.

Para analizar la muestra, se colocaron 2 mg del extracto etandlico sobre la lente
del espectrometro, asegurandose de que toda el area estuviera cubierta. Tras el analisis
infrarrojo de la muestra, se retird el extracto, se limpié la lente y guardaron los datos.
Estos datos se analizaron posteriormente con el software Spectragryph 1.2 -
Spectroscopy para comparar los picos obtenidos con los datos registrados en el

software.

2.6.2 Cromatografia flash

Para el ensayo de cromatografia flash se utilizé el equipo Reveris Automated
Prep de la marca Buichi (Flawil, Suiza). Se pesaron 15 g del extracto etandlico de raices,
los cuales fueron disueltos en 10 ml de metanol y mezclados con 15 g de silica gel 60
de la marca Merck KGaA, (Darmstadt, Germany) de fase directa, con un tamano de
particula de 0,015-0,40 mm. Para que exista una mejor separacién en la cromatografia
flash se us6 una columna de 120 cm de altura. Una vez establecido el método con las
siguientes condiciones: flujo de 10 mL/min y deteccién a longitudes de onda de 254 nm,
300 nmy 365 nm, el gradiente de elucion fue el siguiente: se comenz6 con un 100% de
hexano por 3 minutos. Luego de 93 minutos se alcanzé un 40 % de hexano y 60% de
acetato de etilo, en 54 minutos mas, se llegé al 100% de acetato de etilo. A los 72
minutos, se alcanzé un 20% de acetato de etilo y 80% de metanol, y después de 30

minutos, se llegd al 100% de metanol que se mantuvo por 45 minutos.

Se procedid a la recoleccion y analisis de cada separacién obtenida. Los
resultados fueron evaluados para determinar la polaridad de cada una de las muestras

la cual se realizd cromatografia en capa fina para identificar el perfil cromatografico de
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cada separacion. Luego de analizar los resultados de las separaciones con
caracteristicas similares se procedié a combinarlos. Este proceso de unificacion se basé
en la comparacion visual de las migraciones de los compuestos, asegurando que las
fracciones reunidas tuvieran una composicion comparable. Finalmente, las fracciones

obtenidas se almacenaron en viales para su posterior analisis.

2.6.3 Resonancia magnética nuclear

Se utilizé el equipo Magnet System 50054 Ascend ULH, serie MSC 10201 de
BRUKER (Faellanden, Suiza), equipado con un campo magnético de 500 MHz, para
realizar la lectura de las sefiales emitidas por los protones presentes en las fracciones
aisladas de raices de Cacosmia rugosa Kunth. Debido a la limitada cantidad de muestra
disponible, solo se realiz6 el andlisis de resonancia magnética nuclear de proton ('H-
RMN). Las muestras se disolvieron en CDsOD, en un volumen entre 0,7 y 1 ml. Tras
obtener los resultados de este andlisis, los datos fueron procesados mediante el

software Topspin 4.4.1 de Bruker BioSpin (Rheinstetten, Alemania).
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Capitulo Tres
Resultados
Partiendo del objetivo de aislar y caracterizar al menos un metabolito secundario
presentes en el extracto etandlico de raices de Cacosmia rugosa Kunth y siguiendo la

metodologia antes mencionada se presentan a continuacion los resultados obtenidos.

A partir de los 2 kg de raices recolectadas, se determiné un rendimiento del 1%
en la extraccién etandlica, un valor considerablemente mas bajo en comparacion con el
22.6% reportado para la planta Microliabum polymnioides que pertenece a la tribu
Liabeae al igual que Cacosmia rugosa Kunth (Oscar J. Diaz, Roberto Gil, Lazaro J.
Novara, Virginia E. Sosa, Juana R. de la Fuente, 2004), la cual utilizaron la misma
cantidad de material vegetal, el mismo solvente para macerar y el medio de maceracién
no tuvo agitacion. A pesar de esto, la diferencia en los rendimientos podria atribuirse a

la variabilidad entre las especies vegetales.

El extracto fue caracterizado mediante espectroscopia infrarroja IR para
identificar los grupos funcionales predominantes. Como se puede observar en la Figura
3, el espectro muestra bandas caracteristicas correspondientes a grupos funcionales
como esteres, alquilos y aminas, de las bandas caracteristicas de los esteres hay la
tension del oxigeno con el carbono carbonilico O-C=0 que se dio a una sefal de1238.12
cm™ y la banda de tension del oxigeno con el otro carbono C-O se dio a una sefial de
982.26 cm™, de los alquilos hubo 3 tipos de bandas, primero la tensiéon de los enlaces
C-H sp® se dio en un rango de numero de onda de 2923.39 cm™ a 2853.51 cm™, la
banda es ancha la cual muestra que los enlaces C-H son de cicloalcanos, la flexion de
los enlaces C-H, de metilenos dio aparicién la sefial en 1454.08 cm™y los enlaces C-
Hs; de metilos su sefial de flexién simétrica se dio por los 1363.39 cm™, por ultimo la
tension del enlace C-N de una amina terciaria debido a la ausencia de la banda H-N se

dio a un numero de onda de 1075. 99 cm™".
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Figura 3

Espectro de infrarrojos de extracto etanolico de Cacosmia rugosa Kunth
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Nota: Se pueden identificar varios grupos funcionales, lo que concuerda con el tamizaje
fitoquimico.

Los resultados obtenidos en el infrarrojo se pueden corroborar junto con los
resultados del tamizaje fitoquimico como se muestra en la tabla 3, la cual sirvié para la
deteccién de metabolitos secundario. El grupo funcional ester son caracteristicos de los
taninos y de carbohidratos. Ademas, en el IR se observaron bandas asociadas con CH,
CH», CH3 que aparecen en anillos como terpenos y esteroides. También se detecté una
banda correspondiente a C-N de tipo terciario que son tipicos en los alcaloides.

Tabla 3

Perfil fitoquimico del extracto etandlico

Grupo Fitoquimico

Determinado Resultado
Metabolitos Primarios
Grasas -
Proteinas -
Carbohidratos +++
Metabolitos Secundarios
Saponinas -
Flavonoides -
Taninos condensados ++
Terpenos esteroides +
Alcaloides +

Nota: alta presencia: +++; media presencia: ++; baja presencia:

+; nula presencia: -.
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El tamizaje fitoquimico de los metabolitos primarios reveld una alta presencia
de carbohidratos, la cual puede provenir de compuestos glicosilados, mientras que no
se detecto presencia de grasas ni proteinas. En cuanto a los metabolitos secundarios,
no se detectd la presencia de saponinas y flavonoides, mientras que se observé una
moderada presencia de triterpenos, esteroides y alcaloides, por ultimo, se evidencio

una abundante presencia de taninos condensados.

En las pruebas preliminares realizadas con cromatografia en capa fina, se
observo la separacion de los compuestos presentes en el extracto, utilizando distintos
solventes como hexano, acetato de etilo y metanol. Estas separaciones iniciales
permitieron establecer perfiles cromatograficos diferenciados. indicados en la figura 4
que sirvieron como base para determinar las polaridades de los compuestos presentes.

Figura 4

Resultados de perfiles cromatograficos Cacosmia

rugosa Kunth

Hexano : Acetato de etilo Hexano : Metanol
3:1 1:3

Nota: Se usaron placas directas para identificacion de
estas polaridades.
Para la separacion del extracto, se utilizé el equipo Reveleris X2 Automated Prep
Buchi (Flawil, Suiza), empleando los mismos solventes previamente seleccionados en
la Tabla 4. lo cual los solventes fueron previamente purificados mediante destilacion
para minimizar cualquier interferencia en las lecturas. Este proceso permitié obtener un
total de 347 separaciones, las cuales fueron recolectadas de manera separada segun

las sefales detectadas por el equipo como se puede ver en la Figura 5.
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Espectro de cromatografia flash del extracto etandlico de Cacosmia rugosa Kunth
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Nota: Las lineas representan la absorcion UV-Vis de los compuestos detectados,

indicando su concentracioén relativa y el tiempo de elucion.

De estas separaciones, las cuales fueron cuidadosamente analizadas mediante

cromatografia en capa fina para identificar similitudes entre las separaciones y proceder

a su agrupamiento. La unioén de las separaciones permitié obtener 47 fracciones, lo que

facilitd su caracterizacion posterior. En la Tabla 4, se observan las fracciones

seleccionadas y su correspondiente apariencia.

Tabla 4

Resultados de los fraccionamientos

Fracciones
sepl::gé?oenes Fraccion  Peso (mg) Apariencia
5-11 1 66.2 Goma viscosa amarillo brillante
12 -16 2 54.0 Sdélido granulado poco viscoso amarillento
17 - 26 3 176.2 Goma viscosa verdosa amarillenta
27 - 29 4 83.1 Goma viscosa verde oscuro
30-44 5 915.7 Goma granulada muy viscosa verde oscuro
45 - 84 6 968.6 Goma granulada muy viscosa verde oscuro
85-105 7 263.8 Solido granulado verde opaco
106 - 110 8 69.2 Solido granulado verde amarillento
111-114 9 30.4 Solido seco amarillento opaco
115-119 10 81.2 Solido seco granulado amarillento opaco
120 11 32.5 Sdlido seco granulado amarillento opaco
121 -127 12 75.5 Solido seco granulado blanco amarillento opaco
128 13 3.5 Solido seco granulado amarillo palido
129 14 16.9 Soélido seco marrén palido
130 15 8.5 Solido seco amarillo palido
131 16 8.2 Solido seco blanco - marrén (cristalino)
132 17 4.5 Solido seco blanco (cristalino)
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133 18 2.9 Solido seco blanco - marrén (cristalino)
134 19 0.5 Sdlido seco blanco - marrén (cristalino)
135 20 12.9 Solido granulado seco blanco amarillento opaco
136 21 17.2 Sdélido granulado seco blanco amarillento opaco
137 22 6.0 Solido granulado seco blanco - marrén
138 23 4.6 Solido granulado seco blanco - marrén
139 24 16.0 Sdlido seco amarillo palido
140 25 11 Sin apariencia visible
141 26 5.4 Soélido seco blanco - marrén
142 27 0.9 Solido seco granulado amarillo opaco
143 28 1.2 Soélido seco amarillo
144 29 1.0 Sdélido seco amarillo brillante

145 - 155 30 79.8 Solido viscoso amarillo dorado

156 - 166 31 81.2 Sdlido viscoso amarillo dorado

167 - 187 32 33.3 Salido viscoso marrén dorado

188 - 197 33 7.6 Sdélido viscoso marrén dorado

198 - 224 34 43.9 Salido viscoso marrén dorado

225 - 239 35 17.3 Salido viscoso marrén dorado

240 - 250 36 9.1 Sdlido viscoso verde amarillento
251 37 0.1 Sdlido viscoso marrén dorado

252 - 261 38 3.2 Goma ligera amarilla

262- 271 39 6.4 Sdlido fino amarillo palido
272 40 0.1 Sélido fino blanco

273 - 278 41 5.7 Sdlido fino amarillo claro
279 42 0.6 Salido fino blanco

280 - 292 43 47.2 Soélido granulado café amarillento

293 - 325 44 301.6 Solido pastoso café anaranjado
326 45 12.9 Sdlido viscoso amarillo y café

327 - 338 46 75.4 Goma viscosa amarillo café

339 - 347 47 198.3 Goma viscosa amarillo café

Nota: Las separaciones fueron unidas tras observar similitudes en los resultados obtenidos

mediante cromatografia en capa fina. Las fracciones en negrita son las fracciones estudiadas.

Se presto especial atencion a las fracciones entre la 13 y la 29. ya que se observo

la presencia de cristales. Se tomaron tres de estas fracciones. las que tenian mas

presencia de cristal de ese grupo de fracciones y se tomo la parte cristalina

cuidadosamente para posteriormente hacer analisis de protén 'H mediante resonancia

magnética nuclear. Las fracciones tomadas fueron las fracciones 13. 16 y 18. El objetivo

era determinar si correspondian al mismo compuesto. En la Figura 6 se presentan los

espectros obtenidos en el analisis y en la Tabla 6 se muestra las integrales y

desplazamientos de cada pico de las tres fracciones.



Figura 6

Resultados obtenidos del RMN de 1H de las fracciones

18, 16 y 13
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Nota: Se representan las fracciones 18.

16 y 13

respectivamente. El espectro de color amarillo de la

fraccion 18 es el mas puro de los otros espectros.

Tabla 5

Resultados de los desplazamientos

Fraccién 6 [ppm] f Multiplicidad J [HZ]
4.74 1.33 s -
4.61 1.37 S -
3.19 1.54 d 10.08
3 0.98 s -
2.27 1.75 d 12.6
2.2 0.88 S -
Fraccion 13 2.17 2.24 S -
1.97 2.08 s -
1.69 6.92 s -
1.4 9.86 d 22.38
1.26 5.14 d 7.14
1.19 2.99 d 13.46
0.96 16.05 m -
4.74 1.3 s -
4.61 1.36 S -
3.19 1.19 s -
Fraccion 16 3 0.96 s -
2.27 1.86 d 12.06
2.18 1.86 d 12.97
1.97 2.22 s -
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1.39 8.19 m -
1.25 5.77 S -
0.95 16.79 d 16.96
0.82 5.83 S -
0.75 4.95 S -
0.68 1.74 S -
4.74 0.86 d 2.22
4.61 0.88 S -
3.19 0.97 dd 4.87.11.43
2.27 0.97 d 12.84
3.36. 12.15.
Fraccion 18 22 L2 td 12.36
1.98 2.26 m -
1.65 11.75 d 40.1
1.43 14.22 m -
1.26 5.88 d 7.95
1.19 1.37 d 13.66
1.04 1.67 m -
0.95 12.78 m -

Nota: Son los desplazamientos quimicos. integrales. la clase de pico y las constantes de

acoplamiento de cada fraccion. singlete: s; doblete: d; triplete: t; multiplete: m

Los espectros de RMN mostraron que se trata de los mismos compuestos. Sin

embargo. debido a que en el analisis anterior no se realizd una purificacion adecuada.

los compuestos aparecieron con ciertas diferencias. En la Figura 7 se presenta el

espectro de la fraccion 18. la mas pura obtenida para su analisis detallado.

Figura 7

Espectro de RMN "H de la fraccion 18.
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Nota: La fraccion fue disuelta en CD3OD.
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Figura 8

Espectro de IR de la Fraccién 18.
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Nota: El analisis se realizé con la fraccion en seco.

El espectro de IR de la fraccion 18 se muestra en la Figura 8. se puede ver la
presencia de grupo carbonilo perteneciente a un ester y también presenta conjugacion
ya que para ambos casos aparece a una sefial de tension a los 1685.17 cm™. la sefial
del enlace O-C=0 se daa 1271.87 cm™. la sefial de la vibracion C-O se da alos 1031.92
cm™ . también se observa la presencia de enlaces C-H; a una sefial de 1447.78 cm™ y
de enlaces C-Hs de metilos a una sefial de 1387.69 cm™. enlaces C=C de tipo aislado
sale a una sefal de 1640.68 cm™'y esta tetrasustituido por la cual no salen sefiales C=C-
Hy los enlaces C-H enlazados a carbonos de tipo sp® presentados en la sefial de 2940.6
cm™,

En el espectro de RMN de 'H mostrado en la figura 7. la sefial a un
desplazamiento quimico de 7.26 ppm es corresponde al solvente usado CD3;OD.
6.51ppmy 6.02 ppm son sefales de impurezas minimas. De 4.76 a 4.61 ppm se muestra
protones de esteres -O-C-Hz. en el rango de desplazamiento quimico de 3 a 3.19 ppm
se registran senales que indican la posible presencia de protones enlazados a un grupo
metoxilo. de 2.27 a 2.2 ppm se observa senales de protones alfa con respecto al
carbonilo. del rango de 1.98 a 1.43 ppm se registran sefales que indican protones

alilicos. en el en rango de 1.26 ppm a 1.19 ppm se da presencia hidrégenos del enlace
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C-Hz y por ultimo en el rango de 1.04 ppm a 0.95 ppm hay senales de hidrogenos de

grupo metilo.

En la siguiente Tabla 7 se muestra los resultados de los desplazamientos
quimicos y multiplicidades de las sefiales registradas para la molécula identificada como
(3aR.8aS.9aR)-5.8a-dimetil-3-metilen-3a.8a.9.9a-tetrahidronafto[2.3-b]furan-
2.6(3H.4H)-diona (Jakupovic, J., Schuster, A., Bohlmann, F., & Dillon, M. O., 1988) el
espectro muestra sefales parecidas a los compuestos tipo sesquiterpenos lactonicos.
la cual se puede tener una idea que lo aislado puede tener una estructura de 2 anillos
ciclohexano unido y un ciclopentano la cual tiene el grupo lactona. la cual muestra las
sefiales de como se solapan los protones unos con otros.

Tabla 6

Comparacion de la molécula de la fraccién 18 con los desplazamientos mas parecidos obtenidos

de la molécula de referencia.

&(ppm)

S(ppm) m referencia m
4.74 s - -
4.61 s 4.51 d
3.19 dd 2.81 dd

3 td 2.50 m
2.27 d 2.49 dd
2.2 td 2.07 dd
1.98 m 1.96 dd
1.65 d 1.60 dd
1.43 m 1.33 S
1.26 d 1.32
1.19 d 1.02 S
1.04 m 0.94 ddd
0.95 m 0.81 ddd

Nota: Se analizo los desplazamientos mas cercanos a la molécula referencia (3aR.8aS.9aR)-

5.8a-dimetil-3-metilen-3a.8a.9.9a-tetrahidronafto [2.3-b] furan-2.6(3H.4H)-diona.

La molécula tomada de referencia (3aR.8aS.9aR)-5.8a-dimetil-3-metilen-
3a.8a.9.9a-tetrahidronafto[2.3-b]furan-2.6(3H.4H)-diona como se muestra en la Figura

9 es la que mas se acerca a los desplazamientos quimicos obtenidos
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experimentalmente. la cual la estructura de la molécula asilada seria del grupo de los

sesquiterpenos lactonicos.

Figura 9

Estructura quimica de la molécula de referencia utilizada en el estudio

’ \

Nota: La molécula referencia corresponde a (3aR.8aS.9aR)-5.8a-dimetil-

3-metilen-3a.8a.9.9a-tetrahidronafto[2.3-b]furan-2.6(3H.4H)-diona fue
tomado de (Jakupovic, J., Schuster, A., Bohimann, F., & Dillon, M. O.,

1988).
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Conclusiones

De los 2Kg de las raices de Cacosmia rugosa Kunth que se obtuvo 20 gramos
de extracto etandlico de mediante maceracion estatica. Sin embargo. el rendimiento fue
bajo ya que se obtuvo solo un 1%. lo cual se puede atribuir a la especie y la cantidad de

material vegetal que se recolecto.

El tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de las raices mostré una presencia
alta en taninos condensados. terpenos y alcaloides, y una menor cantidad de terpenos

y esteroides.

Para el aislamiento de metabolitos secundarios se realizaron separaciones
cromatograficas. Primero con la cromatografia en capa fina se permitié identificar que la
separacion se da mejor con los solventes de hexano. acetato de etilo y metanol.
Mientras que en la cromatografia flash se obtuvieron 347 separaciones. tras su analisis
individual por cromatografia en capa fina se obtuvo 47 fracciones. de las cuales se le
presto mayor atenciéon a 3 las fracciones 13. 16 y 18 por su notable presencia de

cristales.

Por ultimo. para la caracterizacion de metabolitos secundarios se realizé el
analisis de resonancia magnética nuclear (RMN 'H) estas tres fracciones mostraron
cristales. se identifico el mismo compuesto en las tres. siendo la fraccién 18 la mas pura.
Se realizo el analisis de IR de esta fraccion la cual revel6 la presencia de grupos

funcionales caracteristicos de ésteres. enlaces CH,. CHz y C=C.

La comparacion del espectro de RMN con la molécula de referencia
(3aR.8aS.9aR)-5.8a-dimetil-3-metilen-3a.8a.9.9a-tetrahidronafto[2.3b]furan2.6(3H.4H)-
diona. sugiere que el compuesto aislado pertenece al grupo de los sesquiterpenos
lacténicos con una posible estructura de dos anillos ciclohexano unidos y un
ciclopentano con un grupo lactona. aunque se requieren estudios adicionales para

confirmar la estructura completa.
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Recomendaciones
Para identificar completamente la estructura de los compuestos aislados que puedan se
puedan identificar. incluyendo el sesquiterpeno lactonico identificado. se aconseja
realizar andlisis avanzados de espectrometria de masas y resonancia magnética
nuclear de carbono-13 (**C RMN). para esto se recomienda aumentar la cantidad de

material vegetal (raices) recolectado para obtener una mayor cantidad del extracto.
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