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Resumen
El presente trabajo de titulacion se centra en el estudio de Cacosmia rugosa Kunth, una planta
de la familia Asteraceae, presente en Ecuador y Peru, tuvo como objetivo el aislamiento y
caracterizacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de Cacosmia
rugosa Kunth. Para este estudio, se recolectaron 2 kg de tallos de Cacosmia rugosa Kunth,
que fueron lavados, secados vy triturados antes de ser macerados en etanol. El rendimiento
de extraccion obtenido fue de 2.3%. Se realizaron ensayos fitoquimicos para identificar y
caracterizar los metabolitos secundarios presentes en el extracto, destacando los taninos,
esteroides y terpenos por su alta presencia en el extracto y los de menor presencia fueron

saponinas, flavonoides, alcaloides y quinonas.

Ademas, se realizaron ensayos de cromatografia en capa fina utilizando diferentes solventes
con diversas polaridades. Con base en estos resultados, se llevo a cabo la cromatografia
flash, obteniendo un total de 96 separaciones. Estas fracciones fueron agrupadas tras realizar
un analisis de similitudes mediante cromatografia en capa fina, lo que permitio la obtencion
de tres fracciones principales. De estas, la fraccion 3 fue sometida a una placa preparativa
para raspar la parte de interés y se realizaron analisis de espectroscopia infrarroja y
resonancia magnética nuclear de protones 'H. Los resultados indicaron que el compuesto

presente en la fraccion 3 mostraba caracteristicas similares a las de un esteroide.

Palabras clave: Fracciones, espectroscopia, fitoquimico, cromatografia.



Abstract
The present thesis focuses on the study of Cacosmia rugosa Kunth, a plant of the Asteraceae
family, present in Ecuador and Peru, and aimed at the characterization and isolation of
secondary metabolites present in the ethanolic extract of Cacosmia rugosa Kunth. For this
study, 2 kg of Cacosmia rugosa Kunth stems were collected, which were washed, dried and
crushed before being macerated in ethanol. The extraction yield obtained was 2.3%.
Phytochemical tests were carried out to identify and characterize the secondary metabolites
present in the extract, highlighting tannins, steroids and terpenes due to their high presence
in the extract and those with a lower presence were saponins, flavonoids, alkaloids and

quinones.

In addition, thin layer chromatography tests were carried out using different solvents with
different polarities. Based on these results, flash chromatography was carried out, obtaining a
total of 96 separations. These fractions were grouped after performing a similarity analysis
using thin layer chromatography, which allowed obtaining three main fractions. Of these,
fraction 3 was subjected to a preparative plate to scrape off the part of interest and infrared
spectroscopy and 1H proton nuclear magnetic resonance analyses were performed. The
results indicated that the compound present in fraction 3 showed characteristics like those of

a steroid.

Keywords: Fractions, spectroscopy, phytochemistry, chromatography.



Introducciéon
La especie Cacosmia rugosa Kunth es la especie de la familia Asteraceae con mayor
distribuciéon. En Ecuador se encuentra en las provincias de Azuay, Canar, Chimborazo,
Imbabura, Loja y Pichincha, también esta presente en el norte del Peru (Michael O. Dillon,
2009). La etimologia del nombre Cacosmia se debe al aroma desagradable que puede

percibirse al manipular las flores de este tipo de plantas.

Varios grupos étnicos han demostrado que la planta Cacosmia rugosa Kunth tiene
propiedades beneficiosas para la salud, contando con evidencia en el tratamiento de la
diarrea en animales y humanos (Rios, 2007) siendo util como medicamento para aliviar

sintomas producidos por la diarrea.

En relacion con las partes aéreas como hojas, tallos y flores de la Cacosmia rugosa
se han aislado una mezcla de triterpenos, pero se desconoce presentes en mayor cantidad
(Fernando Bohlmann a, 1980) en el mismo trabajo se menciona que especialmente las raices
poseen Sesquiterpenos lacténicos de tipo guianodlidos presentando grupos hidroperéxidos
como por ejemplo 8-acetil-1-deoxi-1a-peroxi- rupicolin B y 1-desoxi-1a-peroxi- rupicolin B que
se encuentra en mayor cantidad, Algunos sesquiterpenos con grupo hidroperoxidos poseen
propiedades inhibidoras de la adhesién celular y también demuestran actividad antiulcerosa.
Ademas, los representantes individuales de hidroperéxidos de sesquiterpeno mostraron
actividad antineoplasica y anti metastasica (Dembitsky, 2021). Dando a conocer que: las
plantas con este tipo de compuestos son utiles en lo farmacoldgico, sin embargo, en la
informacion encontrada si el tipo de sesquiterpeno se encuentra presente en los tallos de la

Cacosmia rugosa Kunth es escasa.

Este Trabajo de Integracion Curricular tiene como finalidad aportar mas informacion
sobre los Metabolitos Secundarios presentes en este género, especialmente sobre los
compuestos presentes en los tallos de Cacosmia rugosa Kunth. Se establecieron objetivos
como obtener el extracto etandlico de los tallos de la Cacosmia rugosa Kunth, realizar varios

ensayos de tamizaje fitoquimico para la detencion de metabolitos secundarios contenido en



el extracto y aislar por métodos cromatograficos y caracterizar mediante métodos
espectroscopicos al menos un metabolito presente en el extracto. El trabajo de integracién
curricular se compone de tres capitulos como el marco teérico, que consta de informacion de
la familia de la especie he investigaciones previas de la especie, la metodologia la cual explica
el procedimiento experimental para cumplir los objetivos y por ultimo el analisis e
interpretacion de resultados se enfoca en los resultados de la parte experimental para la
deteccion de los metabolitos primarios y secundarios, grupos funcionales y propuestas de

como seria la estructura de la molécula aislada.



Capitulo Uno

Marco Tedrico

Dentro de la diversa familia Asteraceae, existe la subfamilia Vernonioideae Lindl, que
incluye la tribu Liabeae Rydb. Esta compuesta por 4 subtribus (Robinson T, 1983) 18 géneros

y aproximadamente 163 especies (Alfonso Susanna, 2020) como se muestra en la Figura 1.

Figura 1

Posicién filogenética del género Cacosmia Kunth en la tribu Liabeae Rydb

ey B L (] E

B

g = s g 82 8 F .
3 - a 8 % E = % 5 =8 8 g 2 &8 £ §
S g s EiygsigiEERED Ry
én_og%ggcﬁiaggégggg&&%h%

-
N

[
~

Oulgroups

A latex, opposite leaves, tri-nervate leaves, dense white tomentum,
radiate heads, yellow corollas,

A B c D E

E S = g 2 2
: 5 E - = £ ¢ E g = £ =
EERREREEERR R R
EL;§35§§T§%§§§§§§§§§¢§s

2 rows of pappus, pappus inner row = bristles, achenes with 5—10 ribs

Nota: Tomado de posicion filogenética del género Cacosmia Kunth en la tribu
Liabeae Rydb [Diagramal, por Vicki A. Funk, Carol Kelloff, Raymund Chan, 2018,

Fuente (https://doi.org/10.1002/tax.612013). CC BY 2.0.

Cacosmia rugosa Kunth es la especie del género con mayor distribucion,
encontrandose en Ecuador en provincias como Azuay, Canar, Chimborazo, Imbabura, Loja y

Pichincha, asi como en el norte del Peru.


https://doi.org/10.1002/tax.612013

El Libro Rojo de Plantas Endémicas del Ecuador clasifica a Cacosmia hieronymi H.
Rob. como una especie vulnerable, dando a conocer su presencia en las provincias de Azuay,
Canar y norte de Loja. De igual forma Cacosmia harlingii B. Nord. También se considera
vulnerable y se presencia en las provincias como Azuay, Cafar y Loja.
La posicion filogenética del género Cacosmia Kunth dentro de la tribu Liabeae Rydb. es
cuestionada y varia segun el tipo de analisis de datos. Ubican a este género como el grupo
hermano de todos los miembros de la tribu. Sin embargo, el analisis de maxima verosimilitud
lo situa en la subtribu Liabinae Cass. ex Dumort, como grupo hermano del clado que incluye

al resto de géneros (Diego G. Gutiérrez, 2020).

El género Cacosmia Kunth fue originalmente descrito por el botanico Karl Sigismund
Kunth, en base a un espécimen de Cacosmia rugosa Kunth colectado en el paramo de

Saraguro, entre Loja y Ofia.

En el trabajo realizado por (Robinson T, 1983) se reportan tres especies aceptadas
como: Cacosmia rugosa Kunth, Cacosmia hieronymi H. Rob. y Cacosmia harlingii B. Nord. y
se proponen algunas claves taxonomicas para distinguirlas como se puede observar en la
Figura 2 sobre la taxonomia de la Cacosmia rugosa Kunth.

Figura 1

llustracion de Cacosmia rugosa Kunth

Nota. Tomado de llustracion de Cacosmia rugosa Kunth [Dibujos], por

Robinson T, Harold E, 1983, Fuente (https://bit.ly/43UKSLV ). CC BY 2.0.
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En el trabajo realizado por (Fernando Bohimann a, 1980) se muestra que se empled
una mezcla dietiléter: éter de petréleo 30-65°C a proporcién 1:2 para la maceracion de
compuestos en raices y partes aéreas.

Los extractos de raices y partes aéreas se separaron empleando Silica gel, Akt. St. 11
y varias veces Silica gel GF 254. La fase movil estuvo compuesta de proporciones variadas

de dietiléter: éter de petroleo 30-65°C y dietiléter: Metanol.

En el mismo orden, las raices de Cacosmia rugosa Kunth se aislaron compuestos
como terpenos acetilénicos conjugados como por ejemplo 7,10-dihidroxi-8,9-epoxi-heptadec-
1-en-11,13,15-triino y 7-hidroxi-10-ox0-8,9-epoxi-heptadec-1-en-11,13,15-triino, en la figura 3

se muestra las estructuras quimicas de los compuestos mencionados.

También se aislaron triterpenos de tipo lupano como por ejemplo lupeol acetato y
sesquiterpenos lactonicos de tipo guiandlidos como por ejemplo 8-acetil-1-deoxi-1a-peroxi-
rupicolin B y 1-desoxi-1a-peroxi- rupicolin B, en la figura 4 y 5 se muestra las estructuras
quimicas de los compuestos mencionados para los triterpenos lupanos y sesquiterpenos
lacténicos. De las partes aéreas como hojas, flores y tallos se aislaron una mezcla de
triterpenos la cual no se continud estudiando y se desconoce que tipos de compuestos estan

presentes (Fernando Bohimann a, 1980).

Figura 2

Terpenos acetilénicos conjugados aislados de Cacosmia rugosa Kunth

Vi
/
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/

7,10-dihidroxi-8,9-epoxi-heptadec-1-en-11,13,15-triino. 7-hidroxi-10-o0x0-8,9-epoxi-heptadec-1-en-11,13,15-triino

Nota. Adaptado de Terpenos acetilénicos conjugados aislados de Cacosmia rugosa Kunth [Imagen],

por Ferdinand B, Karl H, Harold R, Robert M, 2001, Fuente (https://doi.org/10.1016/0031-

9422(80)87023-3). CC BY 2.0.
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Figura 3

Triterpenos de tipo lupano aislados de Cacosmia rugosa Kunth
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Nota. Adaptado de Triterpenos de tipo lupano aislados de
Cacosmia rugosa Kunth [Imagen], por Ferdinand B, Karl H, Harold

R, Robert M, 2001, Fuente (https://doi.org/10.1016/0031-

9422(80)87023-3). CC BY 2.0.

Figura 4
Sesquiterpenos lacténicos de tipo guiandlidos con grupo hidroperéxido

aislados de Cacosmia rugosa Kunth

O:
8-acetil-1-deoxi-1a-peroxi- rupicolin 1-desoxi-1a-peroxi- rupicolin B

Nota. Adaptado de Triterpenos de tipo lupano aislados de Cacosmia rugosa
Kunth [Imagen], por Ferdinand B, Karl H, Harold R, Robert M, 2001, Fuente

(https://doi.org/10.1016/0031-9422(80)87023-3). CC BY 2.0.
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Capitulo Dos
Metodologia

En la Figura 6 se muestra la metodologia realizada en el trabajo de integracién

curricular.

Figura 5

Diagrama de flujo de los métodos empleados en el TIC.

Recoleccion de |la especie Cacosmia rugosa Kunth

Separado, Lavado, secado y pesaje de los tallos de la especie

Maceracion de los tallos en etanol anhidro

Y

Obtencion del extracto etandlico de los tallos

Tamizaje fitoquimico mediante ensayos preestablecidos

Y

Aislamiento de Metabolitos secundarios por cromatografia de
capa y cromatografia flash

Y

Caracterizacion e identificacion de Metabolitos
Secundarios en resonancia magnética nuclear y
espectroscopia infrarroja.

El diagrama de flujo muestra un proceso con varios pasos para la parte

experimental.

2.1. Recoleccion de la planta Cacosmia rugosa Kunth

Dentro de este marco, cabe sefialar que el lugar de recoleccion fue en el sector
Villonaco en el 2 km al este de la ciudad, a 2100 m.s.n.m, con las siguientes coordenadas:
4°0°23.1”S, 79°15’24.8”W, obtenidas con ayuda de un GPS (Garmin, Edge 530, George Town,

Inglaterra). Se identificé la ubicacién de la planta y se recolectaron 2 kg de la muestra vegetal,
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la cual contenia los tallos, hojas y raices. Para la investigacion, se trabajo unicamente con los
tallos, los cuales fueron guardados en saquillos y transportados a la planta de Bioproductos

ubicada en la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL).

2.2 Lavado, secado, triturado y pesaje de los tallos

Después, se transportaron las muestras vegetales al lavabo para limpiarlas, con el fin
de eliminar residuos de tierra e insectos. Luego, se procedié a separar los tallos de las demas
partes de la planta. Es necesario expresar que, por tratarse de un estudio centrado
unicamente en los tallos de las plantas no se examind a detalle las hojas y las flores. A
continuacion, Se separaron los tallos, los cuales se trocearon con tijeras podadoras para
reducir su tamano a 1-2 cm. Acto seguido, se procedié a una trituracién primaria de los tallos.
Se distribuyeron en las bandejas del secador de bandejas (Lassele, DY-330H, Shenzhen,
China), el tiempo de desecacion fue de 48 horas a una temperatura de 40°C, con el fin de

eliminar la humedad retenida en los tallos.

Una vez que los tallos se deshidrataron a un porcentaje de humedad del 15%, se
procedié a realizar una trituracién secundaria con la ayuda de un triturador de martillos
Multiuso JK-700G - Motor 7 HP (Perq, Lima), con el objetivo de facilitar la transferencia de
masa durante la maceracion estatica para la lixiviacion de los compuestos de interés de los

tallos sumergidos en etanol. El tamafio recomendado de particula debia ser de 1 a 0.5 cm.

2.3 Maceracion, filtracion y almacenaje de los tallos

Mediante el uso de un solvente polar como el etanol C.HsOH al 96% con un indice de
polaridad de aproximadamente 4.3D, se realizé la maceracion estatica. Para ello, se utilizaron
2 bidones de vidrio con un volumen total de 4L. En cada bidon, se agregd 700 gramos de los
tallos triturados y se sumergié etanol al 96% hasta alcanzar los 3L. Una vez que el etanol y
los tallos triturados fueron colocados en los bidones, se dejo macerar estaticamente. Cada
semana, se filtraba a vacio el etanol con lo extraido de cada bidon, utilizando un embudo

Buchner grande, papel filtro y un matraz Kitasato de 4L conectado a una bomba de vacio.
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Una vez que el etanol antiguo fue extraido en el matraz Kitasato, se almacend en botellas de
color ambar de 4L para evitar reacciones con la luz, y se reemplazaba con 3L de etanol nuevo

en cada bidon. Se realizaron 4 extracciones en total lo que seria una extraccion por semana.

Por otra parte, realizadas las extracciones de los tallos de cada semana en las botellas
ambar, se concentré el extracto mediante la eliminacion del solvente por destilacion a baja
presioén, permitiendo que se evaporara mas rapidamente. En este caso, se colocd 750 mL de
solucién en un baldn de 1L para evitar desbordes, y se coloco en el rotavapor (Buchi, R-II,
Flawil, Suecia). Se trabajé con las siguientes variables operacionales: presién de 0.7 atm,

temperatura de 35°C y una velocidad de rotacion de 7 rpm.

Asi mismo, una vez eliminado el etanol de la solucién, se obtuvieron los extractos
secos. Con una espatula larga, se retiraron y se colocaron en un frasco Boeco de 500 mL
para ser almacenados en la refrigeradora del laboratorio de fitoquimica UTPL a una

temperatura de -9°C, con el fin de evitar el crecimiento de microorganismos.

2.4 Realizacién del Tamizaje fitoquimico preliminar

El tamizaje fitoquimico es un conjunto de pruebas cualitativas utilizadas para
identificar la presencia de metabolitos secundarios en extractos vegetales. En la tabla 1 se
muestran los 8 ensayos que se realizaron siguiendo la metodologia de (De Subhash C.
Mandal, 2015), los cuales sirvieron para determinar los metabolitos primarios y secundarios

presentes en los tallos del extracto etandlico de Cacosmia rugosa Kunth.

Tabla 1

Ensayos realizados para el tamizaje fitoquimico

Tipo de metabolito Metabolito analizado Ensayo
Carbohidratos Fehling
Primarios Proteinas Biuret

Grasas Sudan Il
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Alcaloides Dragendorff
Fenoles Cloruro férrico
Saponinas Formacion de espuma
Secundarios
Flavonoides Shinoda
Quinonas Borntragen
Triterpenos y esteroides Liebermann Burchard

Nota. Adaptado de Essentials of Botanical Extraction: Principles and Applications (p. 82), por De
Subhash C. Mandal, Vivekananda Mandal, Anup Kumar Das, 2015, Editorial Academic press.

(https://bit.ly/4kXp9Z0O)

Para los ensayos que requerian la muestra diluida, se realizé de la siguiente manera:

diluyendo 20 mg de extracto etandlico seco en 5 ml de metanol en un vial de laboratorio.

2.4.1 Determinacion de carbohidratos

Con respecto a la determinacion de carbohidratos, Se extrajo 1 mL de la muestra
diluida en un tubo de ensayo de 5mL y se agregaron alrededor de 3 gotas del reactivo de
Fehling (que es la mezcla de Fehling Ay Fehling B) con una pipeta Pasteur, luego se calenté
la solucién en bafio Maria a 50°C durante 10 minutos, la aparicién de un precipitado color rojo
marron que es indicativo de un resultado positivo y la presencia de azucares reductores. El
control positivo se us6 glucosa 2mg en 5mL de agua para azucares reductores con una

aparicion de color de azul a rojo.

2.4.2 Determinacion de proteinas

En cuanto a la determinacién de proteinas, se tomd 1 mL de la muestra diluida en
un tubo de ensayo, luego se agregd 1 mL del reactivo de Biuret en el tubo de ensayo, se agitd
vigorosamente y se dejo reposar la mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente, la
reaccion se interpreta como positiva cuando la soluciéon cambia su coloracién de azul a

violeta. Se utilizé como control positivo albumina de huevo de 2mg en 5mL en agua destilada.


https://bit.ly/4kXp9ZO
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2.4.3 Determinacioén de grasas

Cabe expresar que, en la determinacion de grasas se agregé 1ml de la muestra
diluida en un tubo de ensayo para luego afiadir 3 gotas del reactivo Sudan lll, esta solucién
se calentd en bafio maria hasta la evaporacion total del disolvente, la presencia de
compuestos grasos se considera positiva con la presencia de gotas de color rojo en el liquido

0 pegada en las paredes del tubo de ensayo. El control utilizado fue aceite vegetal.

2.4.4 Determinacion de alcaloides

Ahora, acerca de la determinacion de alcaloides, se afadid 1 ml de la muestra diluida
y 1 ml de solucion de Dragendorff. La aparicién de manchas de color café anaranjado indicaria

un resultado positivo, utilizando Huperzia Crassa como control positivo.

2.4.5 Determinacion de taninos

Asi mismo, en la determinacion de taninos se agregdé 1ml de la muestra diluida en un
tubo de ensayo y se adicion6 3-4 gotas de la solucion de hidroxido férrico al 5% en solucion
salina fisiolégica. La aparicion de un precipitado rojo-vino, azul-negro, verde o azul-verde

indica la presencia de taninos. Se utilizo como control vainillina 1% en 2 mL.

Teniendo se tiene como referencia los siguientes resultados para determinar el tipo de

tanino que se obtiene:

Coloracion rojo-vino compuestos fendlicos en general.

Coloracion verde intenso, tanino del tipo pirocatecélidos o condensados.

Coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

2.4.6 Determinacion de saponinas

En cuanto a, determinacién de saponinas, se sometioé a ebullicion 1ml de la muestra
diluida a 40 °C luego en un tubo de ensayo, posteriormente se agregdé 3 mL de agua destilada
y se agito vigorosamente durante aproximadamente10 minutos, la aparicion de espuma en la

superficie del liquido fue de mas de 2 milimetros que persiste con el calentamiento por mas
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de alrededor de 2 minutos, se toma como evidencia de la presencia de saponinas. Se uso
como control 20 mg de papa rallada en 5 ml de agua destilada se hirvié a 40 °C, luego se
filtro, al filtrado, se afiadié agua destilada y se agitd vigorosamente durante aproximadamente

10 minutos, hasta la aparicién de espuma en la superficie del tubo de ensayo.
2.4.7 Determinacion de flavonoides

De igual manera se tomé 1ml de la solucion y agregé una porcidon de magnesio
metalico y 1 ml de acido clorhidrico de alta concentracion en un tubo de ensayo, después de
la reaccioén y transcurrir 5 minutos y luego 1ml de alcohol amilico, se dejé mezclar las fases

hasta la separacion de estas.

La aparicién de una coloracién roja o naranja indica la presencia de flavonoides,
flavononas y xantonas. El control utilizado fue 2mg de Hesperidina en este caso como

medicamento de la marca Daflon 1000 mg.

2.4.8 Determinacion de quinonas

Se agregaron 1 ml de cloroformo y 1 ml de una solucion al 5% de hidréxido de sodio
en agua a 10 mg de extracto seco. Después de agitar y dejar reposar hasta que se separaron
las fases, un cambio de color a rosado o rojo en la fase superior indico la presencia de

quinonas. Se utilizé hidroquinona como control positivo.
2.4.9 Determinacion de flavonoides

De igual manera se tomé 1ml de la solucion y agregé una porcién de magnesio
metalico y 1 ml de acido clorhidrico de alta concentracion en un tubo de ensayo, después de
la reaccion y transcurrir 5 minutos y luego 1ml de alcohol amilico, se dejé mezclar las fases

hasta la separacién de estas.

La aparicion de una coloracion roja o naranja indica la presencia de flavonoides,
flavononas y xantonas. El control utilizado fue 2mg de Hesperidina en este caso como

medicamento de la marca Daflon 1000 mg.
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2.4.10 Determinacion de terpenos-esteroides.

En relacion con, la determinacion de terpenos-esteroides se disolvio 10 mg del
extracto seco etanolico con 1 ml de cloroformo en un tubo de ensayo, luego se adiciono 1ml
de anhidrido acético y se agito hasta mezclar bien, posteriormente se dejé enfriar a
temperatura ambiente y por la pared del tubo de ensayo se dejo caer 3 gotas de acido

sulfurico concentrado sin agitar.

El ensayo es positivo cuando hay formacion de colores, rosa, verde, azul, naranja, etc.
Es importante mencionar que para este ensayo se debe evitar el agua en el medio de reaccion
para que no interrumpa en la aparicion de los colores. Se utilizo como control 2 mg de

Argentatina B diluida en cloroformo.

2.5 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja.

Para leer las sefiales de los compuestos presentes en la muestra de Cacosmia rugosa
Kunth, se utilizé el espectrometro de marca Nicolet™ iS™ 10 FT-IR (Massachusetts, USA),
realizando previamente una prueba en blanco para evitar interferencias y que el analisis se a

Mmas preciso.

Se tomo aproximadamente 1 mg del extracto etandlico seco y se colocé en la lente
del espectrometro, teniendo cuidado de cubrir toda la superficie. Luego se tapé hasta
completar la lectura, se retird el extracto y se descargaron los datos. Se analizaron utilizando
el software de espectroscopia Spectragryph 1.2. Se aplicé el mismo procedimiento al

metabolito aislado, utilizando también 1 mg.

2.6 Identificacion de compuestos por cromatografia de capa fina:

Se siguieron los procedimientos propuestos por (H.Wagner, 1984), en los cuales se
recomendaba realizar ensayos preliminares con cromatografia de capa fina para identificar

los solventes que permitieran la separacién adecuada de la mezcla a estudiar.

Para los ensayos, se disolvieron 20 mg del extracto seco etandlico de Cacosmia

rugosa Kunth en un vaso de precipitacion con 5 mL de metanol. Se prepararon placas de 5cm
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de largo y de 1cm de ancho. La combinacién que permitid6 obtener un buen perfil
cromatografico de los diferentes compuestos fue de 3 mL de hexano grado reactivo y 1 mL

de acetato de etilo grado reactivo.

2.7 Fraccionamiento de compuestos por cromatografia flash

Para, el fraccionamiento se pesaron 15 g del extracto etandlico de tallos, los cuales
se disolvieron en 10 ml de metanol y se mezclaron con 15 g de silica gel 60 de fase directa
marca Merck KGaA, (Darmstadt, Germany) con un tamafo de particula de 0,015-0,40 mm.
Se preparé una columna de 1.2 m de altura tipo plastic+glass marca Bichi (Flawil, Suiza)
para mejorar la elucion de los compuestos, se rellené la columna con 285 g de silica gel 60
de fase directa marca Merck KGaA, (Darmstadt, Germany) y en la parte superior de la
columna se puso la mezcla de silice con el extracto, una vez establecida las condiciones en
el equipo Reveleris Automated Prep Biichi (Flawil, Suiza) la cual se muestra en la tabla 2 y
puestos los solventes usados en la fase mévil que fueron hexano (A), acetato de etilo (B) y
metanol (C) se procedié a hacer la corrida por 422.1 min, los gradientes de elucion se
muestran en la tabla 3.

Tabla 2

Gradientes usados en la cromatografia flash

VARIABLE CONDICION
Contenido de la columna Silica gel genérica 300 g
Caudal 9 mL/min
Tiempo de calibracién 15 min
Tiempo de corrida 422.1 min
Modo Flash liquido
Umbral UV 0.1 AU
Sensibilidad UV Alta
Longitud de onda UV 1 254 nm
Longitud de onda UV 2 365 nm
Longitud de onda UV 2 300 nm
Umbral ELSD 20 mv
Sensibilidad ELSD Alta
Deteccidn de pendiente Alto

Estos datos fueron sometidos en el interfaz de métodos del
equipo.



Tabla 3

Gradientes de elucion en la cromatografia flash

Tiempo [min] Solventes % 2nd solvente
0.0 AB 0
3.2 AB 2
67.9 AB 2
0.1 AB 2
0.0 AB 2
66.0 AB 25
25.0 AB 50
60.0 AB 86
0.0 BC 0
60.0 BC 29
55.0 BC 42
75.0 BC 100
10.0 BC 100

Las letras indican el solvente, A) Hexano, B) Acetato de etilo, C) Metanol.
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Se recolectaron las muestras separadas en tubos de ensayo, posteriormente cada

separacion se le realiz6 un andlisis de cromatografia en capa fina para identificar el perfil

cromatografico. Las separaciones con caracteristicas similares, observadas visualmente en

la TLC, se combinaron para asegurar hacer fracciones con una composicion uniforme.

Finalmente, se almacenaron las fracciones para su andlisis posterior.

2.8 Purificacion de fracciones por cromatografia preparativa

Se prepard una placa de cromatografia preparativa utilizando la fraccién 3 que fue

obtenida tras unir las separaciones 20-30. Se aplico la fraccion en la placa TLC Silica gel 60G

F2s4 de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania) de 20 cm por 20 cm y la fase movil usada fue de

hexano: acetato de etilo 8:2. Para separar los compuestos se eluyd 2 veces utilizando la

misma fase movil. Los compuestos separados se observaron bajo luz ultravioleta a 254 nm

lo que permitié raspar el compuesto con Rf de 0.538 para asi aislarlo, mediante lavado con

cloroformo a la silice raspada se pudo separar el metabolito para posteriormente filtrar y secar

para almacenarlo en un vial.
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2.9 Caracterizacion de compuestos por resonancia magnética nuclear.

En cuanto al apartado enunciado, se usé el equipo Magnet System 500’54 Ascend
ULH, serie MSC 10201 de BRUKER (Faellanden, Suiza), para la lectura de las sefiales de
los protones presentes en el metabolito aislado de Cacosmia rugosa Kunth. La muestra fue
disuelta en un disolvente adecuado, en este caso se utilizd CDCI;, empleando el volumen
minimo necesario para asegurar una disolucién completa, generalmente entre 1 mL de
disolvente. El analisis de los espectros se realizé utilizando el software Topspin 4.4.1 de

Bruker BioSpin (Rheinstetten, Alemania).
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Capitulo Tres
Resultados y discusion

A partir de los 1.4 Kg de tallos secos se obtuvo 31.3 g de extracto etandlico, el
rendimiento de obtencién fue del 2.24% lo que evidencia un rendimiento menor a
comparacion con el rendimiento de 5.32% de la especie Liabum hastifolium (Angela J. San M
artin, Esther V illanueva, A rnold Tito Cruz, Desiderio Flores, Ruben D . Gomez, Giovanna R,
Yonny R . Flores, 2012), esta especie pertenece a la misma tribu que Cacosmia rugosa Kunth
que es la tribu Liabeae, en el estudio de la especie Liabum hastifolium utilizdé la misma
cantidad de material vegetal y el mismo solvente para la maceracion, sin agitar el medio. A
pesar de esto, las diferencias en los rendimientos que podrian deberse a la variabilidad entre
las especies, aunque sean de la misma tribu. La razén que se uso esta referencia es debido
a que no hubo investigaciones especificamente del rendimiento del extracto de Cacosmia

rugosa Kunth.

De los 31.3 g obtenidos se tomdé una cantidad de 20 mg para posteriormente diluirlo
en 5 ml de metanol, de esta disolucion se realizé el tamizaje fitoquimico la cual se muestra

en la tabla 4.

Tabla 4

Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto etandlico

Metabolito Tipo Presencia

Grasas Primario -
Proteinas Primario -
Carbohidratos Primario ++
Saponinas Secundario -
Flavonoides Secundario +
Quinonas Secundario +

Taninos condesados Secundario +++
Triterpenos y esteroides Secundario ++
Alcaloides Secundario +

Se empled un sistema de cruces la cual (+++) alta presencia, (++) media presencia, (+) baja presencia,

(-) nula presencia.
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El tamizaje fitoquimico mostré una leve presencia de carbohidratos y ausencia de
grasas y proteinas. En los metabolitos secundarios se detectaron saponinas, flavonoides,
quinonas y alcaloides en baja cantidad; triterpenos y esteroides en cantidad moderada; y
taninos condensados en abundancia. Las figuras ilustran estos resultados segun la
metodologia. En la Figura 7 se presentan los resultados del ensayo de Sudan, donde se
evalud la presencia de lipidos en las muestras analizadas. El orden de los tubos es el
siguiente: (1) blanco, (2) aceite vegetal como control positivo y (3) extracto etandlico de
Cacosmia rugosa Kunth. En este ultimo, no se observaron gotas rojas pegadas a las paredes

del tubo, lo que indica un resultado negativo para la presencia de grasas.
Figura 6

Ensayo de Sudan del extracto etanélico de Cacosmia rugosa Kunth

Muestras en los tubos de ensayo: (1) Reactivo de Sudan lll, (2) aceite vegetal, (3)

extracto etandlico Cacosmia rugosa Kunth.

Para el extracto etandlico en el ensayo de Biuret dio resultado nulo de proteinas
debido a la coloracion amarillo verdoso indicando un resultado negativo, en los tubos se dio
el siguiente orden para las muestras: (1) es el blanco, (2) contiene el extracto etandlico

Cacosmia rugosa Kunth. (3) albumina de huevo para el control positivo.
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Figura 7

Ensayo de Biuret del extracto etandlico de Cacosmia rugosa
Kunth

Muestras en los tubos de ensayo: (1) Reactivo de Biuret (2) extracto

etanolico Cacosmia rugosa Kunth, (3) albumina de huevo.

La figura 9 presenta el ensayo de Fehling. Los tubos son: (1) blanco; (2) extracto
etandlico de Cacosmia rugosa; (3) glucosa (control de azucares reductores); y (4) sacarosa
(control de azucares no reductores). Se observd una leve presencia de azucares no

reductores, evidenciada por un precipitado azul verdoso.

Figura 8

Ensayo de Fehling del extracto etandlico de Cacosmia rugosa Kunth

Muestras en los tubos de ensayo: (1) Reactivo de Fehling, (2) extracto etanolico Cacosmia

rugosa Kunth, (3) glucosa, (4) sacarosa.
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La figura 10 muestra tres tubos: (1) blanco, (2) papa rallada como control positivo y
(3) extracto etandlico de Cacosmia rugosa Kunth. En el extracto se observa una leve

presencia de saponinas, ya que no se formé tanta espuma como en el control.

Figura 9

Ensayo de formacion de espuma del extracto etandlico de Cacosmia rugosa Kunth

Muestras en los tubos de ensayo: (1) Agua destilada, (2) papa rallada (3) extracto

etanolico Cacosmia rugosa Kunth.

La figura 11 muestra los tubos de ensayo correspondientes a: (1) blanco; (2) extracto
etandlico Cacosmia rugosa Kunth, (3) hesperidina como control positivo. El extracto presentd
una coloracion rojiza palida a la prueba de Shinoda lo que muestra una leve presencia de
flavonoides.

Figura 10

Ensayo de Shinoda espuma del extracto etandlico de Cacosmia rugosa Kunth

Muestras en los tubos de ensayo: (1) Metanol, destilada, (2) extracto etandlico

Cacosmia rugosa Kunth (3) hesperidina.
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En el caso del extracto se observé una leve concentracion de quinonas por el color
marron en el ensayo de Borntragen. La Figura 12 muestra que el tubo 1, posee el blanco, el
tubo 2 correspondiente al extracto etandlico y el tubo 3 contiene el control positivo
hidroquinona.

Figura 11

Ensayo de Borntrdgen del extracto etandlico de Cacosmia rugosa Kunth

]
/

A
Al

Muestras en los tubos de ensayo: (1) Cloroformo, (2) extracto etanolico
Cacosmia rugosa Kunth (3) hidroquinona.

En la figura 13 se muestra el ensayo de cloruro férrico la cual el siguiente orden se
da asi: (1) blanco; (2) extracto etandélico de Cacosmia rugosa Kunth, (3) solucién vainillina
al 1% para el control positivo, se evidencio que posee alta presencia de taninos
condensados.

Figura 12

Ensayo de cloruro férrico del extracto etandlico de Cacosmia rugosa Kunth

Muestras en los tubos de ensayo: (1) Agua destilada (2) extracto etandlico Cacosmia

rugosa Kunth (3) vainillina.
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En la figura 14 se observa lo siguiente: (1) blanco; (2) extracto etandlico de Cacosmia
rugosa Kunth, (3) Argentatina B para control positivo. El extracto etandlico mostré una alta
presencia de terpenos y esteroides, lo cual se evidencio por el cambio de color a marrén-rojo.

Figura 13

Ensayo de Liebermann-Burchard del extracto etandlico de Cacosmia rugosa Kunth

Muestras en los tubos de ensayo: (1) Cloroformo y anhidrido acético, (2) extracto

etandlico Cacosmia rugosa Kunth (3) Argentatina B.

En la figura 15, el ensayo de Dragendorff mostro la leve presencia de alcaloides en el
extracto etandlico debido a que se presenté una turbidez color amarillo marrén. Se observa
lo siguiente: (1) blanco; (2) extracto etandlico de Cacosmia rugosa Kunth, (3) alcaloide H.
crassa para control positivo

Figura 14

Ensayo de Dragendorff del extracto etandlico de Cacosmia rugosa Kunth

Muestras en los tubos de ensayo: (1) Cloroformo y anhidrido acético, (2) extracto

etanolico Cacosmia rugosa Kunth (3) alcaloide H. crassa.
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El extracto fue analizado mediante espectroscopia infrarroja IR para identificar los
grupos funcionales principales y asi compararlos con los resultados obtenidos en el tamizaje

fitoquimico, el espectro IR de extracto se muestra en la figura 16.

Figura 15
Resultado e identificacion de bandas del espectro infrarrojo del extracto etandlico de tallos

Cacosmia rugosa Kunth
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Es posible reconocer diversos grupos funcionales, lo cual estd en concordancia con los

resultados del tamizaje fitoquimico.

Los resultados obtenidos mediante espectroscopia infrarroja al extracto etandlico, se
compararon con el tamizaje fitoquimico para identificar la relacion entre el metabolito primario
y los metabolitos secundarios entre los grupos funcionales detectados. Se observé una banda
de la tensién de enlaces O-H a un niumero de onda de 3269.97 cm-1 y una banda de tension
C-O a un numero de onda de 1027.11 cm™, la cual son caracteristicas de
alcoholes tipo primarios. Estas bandas son tipicas de alcoholes terpénicos y esteroides con
grupos hidroxilo, taninos condensados con grupos fendlicos, saponinas, enlaces
glucosidicos, grupos hidroxilo O-H de los carbohidratos.
Es posible que haya alquenos aislados debido a la tensién C=C a 1600.07 cm, sin presencia
de tension H-C=C, lo cual es caracteristico de esteroides y taninos condensados. La
intensidad de la banda C=0 es baja, pero se detecta una banda de flexion de los carbonos
vecinos con el carbono carbonilico C-C=0-C y también se observa un sobre tono C=0 que

se solapa con la banda OH, sugiriendo la presencia de un grupo cetona. La banda del enlace
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C=0 se encuentra a un numero de onda de 1689.86 cm-1, comparado con el nUmero estandar
para cetonas de 1715 cm™, indicando una cetona con influencia de conjugacién. La banda de
flexion C-C=0-C se da a 1246.14 cm-1, caracteristicas de esteroides y saponinas con grupos

cetona y conjugacion, quinonas, alcaloides y flavonoides

También se detecto la presencia de la banda de tensién H-C de carbonos sp? para
cicloalcanos, con una banda ancha a 2923.80 cm™ y también se dio una sefial de flexion en
tijera de metilenos CH, a 1448 cm™'. Estos enlaces son caracteristicos de terpenos, esteroides

y saponinas.

Las pruebas hechas mediante cromatografia en capa fina preliminar se observo la
separacion de los compuestos en el extracto etandlico utilizando diferentes solventes, como
hexano, acetato de etilo y metanol. Estas separaciones posibilitaron la obtencién de perfiles
cromatograficos con diferentes polaridades. En la figura 17 se muestran las polaridades

adecuadas que se usaron para la eluciéon de los compuestos en la cromatografia flash.

Figura 16

Resultados de polaridades en placas de gel de silice fase directa

a) Hexano: Etanol 2:1, b) Hexano: Acetato de etilo 3:1, c) Etanol: Hexano1:3, d)

Etanol: Hexano 2:2.
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Para separar los compuestos del extracto etandlico, se utilizé el equipo Reveleris
Automated Prep Blchi (Flawil, Suiza), empleando los mismos solventes seleccionados de los
ensayos en cromatografia en capa fina preliminar. Se realizaron gradientes de
concentraciones para facilitar la eluciéon de los compuestos a través de la fase estacionaria

en la columna. El etanol fue reemplazado por metanol, que es ligeramente mas polar.

La tabla 5 se presentan los resultados obtenidos, incluyendo los porcentajes promedio
de cada solvente utilizado en las 94 separaciones, la presion promedio aplicada durante el
proceso, los intervalos de tiempo empleados para recolectar los picos, y los colores visibles

en la columna que fueron tomados al momento de la recoleccion.

Tabla 5

Tabla de resultados de las polaridades, el tiempo de elucion y la presién en la columna cromatografica

Grupos de Presiones Hexano Acetato Metanol
tupbos promedio Tiempo de elucién [min] promedio promedio promedio
[psi] [%] [%] [%]
2-12 67.6 128.998 - 161.879 63.3 36.7 0.0
13-24 68.0 163.227 - 198.804 37.0 63.0 0.0
25-36 69.3 198.821 - 225.262 17.8 82.1 0.1
37 -48 71.0 225.345 - 253.251 0.0 91.1 8.9
49 - 60 59.5 253.284 - 303.271 0.0 75.0 25.0
61-72 67.3 303.304 - 345.93 0.0 58.1 41.9
73-84 63.87 345.963 - 383.636 0.0 425 57.5
85-94 70.88 383.67 - 422.142 0.0 7.3 92.7

Desde el minuto 0 al 128,997 no se recolecto nada debido a que no se presenciaba picos ni colores visibles

en la columna, los datos fueron extraidos del archivo Excel que nos fue proporcionado del mismo Reveleris.

De las 94 separaciones que fueron recolectadas segun el tiempo de retencion, las
sefales detectadas y los colores visibles que se podian ver en la columna, en la figura 18 se
muestra el resultado de las sefiales detectadas y en la tabla 6 se presentan las separaciones
que fueron combinadas debido a sus similitudes observadas en los ensayos de cromatografia

en capa fina TLC, junto con sus respectivas apariencias visuales de las fracciones formadas.



Figura 17
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Cromatograma del extracto etandlico de Cacosmia rugosa Kunth
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Longitudes de onda: UV1= 254 nm, UV2 =365 nm, UV3=30 nm. Sefial de deteccion del

ELSD= 20 mV.

Tabla 6

Resultado de las fracciones obtenidas, peso y apariencia

Unioén de . Peso . .
separaciones Fracciones [ma] Apariencia
2-10 1 60.5 Goma suave amarillo-café
11-19 2 20.7 Solido suave oscuro
20-30 3 30.2 Solido seco blanco
31-39 4 83.1 Goma viscosa verde oscuro
40 - 58 5 150.7 Goma muy viscosa verde
59 - 69 6 305.6 Goma granulada viscosa café oscuro
70 - 81 7 567.8 Goma viscosa café amarillento
82-94 8 668.6 Goma muy viscosa café amarillento

Las separaciones se agruparon al identificar similitudes visuales en los resultados obtenidos a través

de la cromatografia en capa fina.

Las separaciones del 20 al 30 fueron seleccionadas para su estudio debido a la

formacion de polvo blanco en el fondo de los tubos de ensayo. Se realizé un ensayo de

cromatografia en capa fina con las separaciones 20 a 30, como se muestra en la figura 19, y
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se identificé un compuesto de color celeste con un factor de retencion de 0.538. Por este

motivo, las separaciones 20 a 30 fueron combinadas en una sola fraccién llamada fraccién 3.

Figura 18

Placa TLC de las separaciones 20 al 30

Rf: 0,538

La polaridad usada fue hexano-acetato de etilo en

proporcion 8:2.

A partir de la fraccidén 3, que correspondié a la union de las separaciones 20 y 30, se
realizé 2 veces cromatografia preparativa para la extraccién del compuesto con un Rf de
0.5838 con una fase movil de hexano-acetato de etilo en proporcion 8:2. En la figura 20 se

muestra como aparecié la cromatografia preparativa.

Figura 19

Placa preparativa de la fraccion 3

La polaridad usada fue hexano-acetato de etilo en

proporcioén 8:2.
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Una vez separado y purificado el compuesto con un factor de retencién de 0.538, se
disolvioé facilmente en cloroformo. Se obtuvieron 2.6 mg de la fraccion 3, la cual fue
analizada mediante RMN 'H. En la figura 21 se muestra el espectro IR de la muestra

enviada, y en la figura 22 se presenta el espectro RMN "H.

Figura 20

Resultado e identificacion de bandas del espectro infrarrojo de la fraccién 3
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El anélisis se realiz6 con la fraccion 3 en fase solida.

El andlisis por espectroscopia por infrarrojos IR de la muestra revel6 la presencia de
grupo hidroxilo, fue identificado por una banda caracteristica de estiramiento O-H a 3367.16
cm™. La banda de estiramiento de C-O se dio a los 1037.99 cm™ que confirmé que se trata

de un alcohol primario.

Las bandas de tension de enlaces C-H correspondientes a carbonos sp® presentes
en cicloalcanos fueron detectados a 2924.48 cm™, mientras que la banda de flexién de los
enlaces C-H, metilenos aparecieron a 1454.22 cm™ y las de los metilos C-H; a 1379.19 cm™.
Ademas, el grupo cetona C=0 se mostr6é en 1728.93 cm™ lo que es una cetona que no esta
conjugada y el sobre tono C=0 se solapa con la sefial del O-H por lo que no se puede
diferenciar y el enlace de flexion C-C=0-C se da a un numero de onda de 1121.68 cm™.
Finalmente, un dieno aislado C=C vy tetra sustituido se manifest6 con una banda de

estiramiento caracteristica en 1641.65 cm™ y no hubo la presencia de tension de H-C=C.
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Figura 21

Resultado RMN H de la fraccién 3

1H en CDCLl3 (2.6 my)

La fraccion 3 fue disuelto en CDCls.

El analisis del espectro de RMN de "H revelo los siguientes resultados: en el rango de
desplazamientos quimicos de 8.1 a 7 ppm se identificaron senales asociadas a impurezas
presentes en la muestra, mientras que la senal en 7.26 ppm corresponde al residuo del
solvente CDCl;. Las senales se encuentran en campo alto del espectro lo que nos da
entender que son protones blindados, la cual los efectos inductivos y efectos de Anisotropia
Magnética no afectan mucho a des blindar el proton Las sefales 4.22 ppm y 3.21 ppm se
detectaron senales atribuibles a protones pertenecientes a grupos hidroxilos, lo cual
concuerda con los datos obtenidos del espectro IR, que confirman la presencia de alcoholes

en lugar de ésteres.

En el desplazamiento 1.67 se presenta protones de metilo en posicion beta al grupo
cetona, la sefial 1.61 ppm y 1.58 ppm se identificaron hidrégenos alilicos relacionados a un
doble enlace de tipo tetra sustituido. En los desplazamientos de 1.53 ppm y 1.42 ppm se
registraron sefiales de protones que se encuentran enlazados a carbonos de tipo terciarios,

mientras que en el intervalo de 1.37 a 1.22 ppm se da protones enlazados a carbonos de tipo
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secundarios. Finalmente, en el rango de 0.92 a 0.72 ppm se detectaron senales
correspondientes a hidrogenos enlazados a carbonos de tipo primarios o en un ambiente de
metilo. En la tabla 7 se muestra los desplazamientos quimicos, integral, multiplicidad,

constantes de acoplamiento y en el entorno quimico de cada piso obtenido en el RMN "H.

Tabla 7

Seriales del espectro de la fraccion 3

8 [ppm] f Multiplicidad J [Hz] Entorno quimico
4.22 0.89 m 5.93, 10.95, 10.90, 10.90 Protones de OH
3.21 0.84 dd 5.18, 11.22 Protones de OH
167 4.91 m i Protonescc:jfometllo B a
161 1.93 m - Protones alilicos C=C
1.68 1.87 m - Protones alilicos C=C
1.53 0.88 ] - Protones de -CH
1.42 1.16 m - Protones de -CH
1.37 1.24 t - Protones de -CH2
1.33 1.13 s - Protones de -CH2
1.3 297 d 16.46 Protones de -CH:
1.28 8.14 ] - Protones de -CH:
1.25 4.54 s - Protones de -CH:
1.22 0.7 m - Protones de -CH:
0.92 21.08 m - Protones de -CHs
0.76 1.97 d 4.14 Protones de -CHs
0.72 2.02 m - Protones de -CHs

singlete: s; doblete: d; triplete: t; multiplete: m.

La Tabla 8 muestra los resultados correspondientes a los desplazamientos quimicos
y las multiplicidades de las sefiales observadas, comparandolos con los valores de
desplazamiento y multiplicidad de moléculas como B-Stigmasterol de la planta Lychnophora
markgravii (Fabiana Terezinha Sartori, Ana Claudia Barrachi, Costa Sacilotto, Joao Luis
Callegari Lopes, Norberto, Walter  Vichnewski, 2002) y la molécula

(3S,5R,8R,9S,10S,13S,14S,16S,17S)-3,16-dihidroxi-17-((S)-3-hidroxi-3-((2R, 3R)-2-



isopropil-3-metil oxiran-2-il)propil)-10,13-dimetilhex decahidro-7H-ciclopenta[a]fenantren-7-
ona de la especie Vernonia kotschyana (Nadine Tseme Wandji,Gabin Thierry M. Bitchagno
,JIsabelle Mawabo Kamga ,Joseph Tchamgoue, Celine Nguefeu Nkenfou, Bruno Ndjakou
Lenta ,Norbert Sewald, Fogue Kouam., 2023), estas dos especies pertenecen a la familia de
la Asteraceae, la misma familia de la Cacosmia rugosa Kunth. No se dispuso de suficiente
cantidad para realizar el ensayo de RMN '3C para poder también comparar con estos datos,
sin embargo, se hipotetizé que la estructura podria corresponder a un tipo de esteroide debido

al grupo alquilo de cicloalcanos que fue identificados en el analisis RMN e IR y que el

compuesto presente grupos hidroxilos de alcoholes primarios y cetonas.

Tabla 8

Comparacioén de los desplazamientos

33

8 [ppm]y m

actona VUMM efinda1 MO rdnnaz i
4.22 qd 4.96 m 4.28 dd
3.21 dd 3.51 t 3.51 q
1.67 m - m 1.69 m
1.61 m 1.85 m 1.76 m
1.68 m 1.69 t 1.70 m
1.53 ] 1.65 S 1.50 m
1.42 m 1.62 td 1.45 m
1.37 t 1.61 d 1.37 d
1.33 S 1.58 S 1.27 d
1.3 d - - -

1.28 S - - - -
1.25 S 1.33 S - -
1.22 m 1.28 m 1.14 d
0.72 m - - - -

Se analizo los desplazamientos quimicos mas parecidos a la molécula [-Stigmasterol y al

(3S,5R,8R,9S5,10S,13S,14S,16S,17S)-3,16-dihidroxi-17-((S)-3-hidroxi-3-((2R,3R)-2-isopropil-3-metiloxiran-2-

il)propil)-10,13-dimetilhex decahidro-7H-ciclopenta[a]fenantren-7-ona.



34

Las moléculas de referencia, B-Stigmasterol y la otra, podrian compartir estructuras con
la molécula obtenida. Sin embargo, B-Stigmasterol carece de grupo carbonilo y la otra posee
un grupo epoxido, lo que puede afectar los desplazamientos quimicos observados. La Figura

23 muestra la estructura de la molécula de referencia.

Figura 22

Estructuras quimicas de las moléculas A y B utilizadas de referencia en el estudio

A B

OH

HO

Nota. Molécula A: 3-Stigmasterol, Molécula B: (3S,5R,8R,9S,10S,13S5,14S,16S,17S)-3,16-dihidroxi-17-
((S)-3-hidroxi-3-((2R,3R)-2-isopropil-3-metiloxiran-2-il)propil)-10, 13-dimetilhexdecahidro-7H-ciclopenta
[a] fenantren-7-ona. Adaptado de Phytochemical study of Lychnophora markgravii (Asteraceae)
[Imagenes], por Fabiana Sartori, Ana Barrachi, Costa Sacilotto, Joao Callegari Lopes, Norberto, Walter

Vichnewski, 2002, Fuente (https://doi.org/10.1016/S0305-1978(01)00127-2) .CC BY 2.0.



https://doi.org/10.1016/S0305-1978(01)00127-2
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Conclusiones

El rendimiento del extracto etandlico obtenido a partir de los tallos secos de Cacosmia
rugosa Kunth fue del 2.24%, menor que el 5.32% obtenido de Liabum hastifolium, a pesar de
pertenecer a la misma tribu y utilizar métodos similares. Esta diferencia en los rendimientos

puede atribuirse a la variabilidad entre las especies.

En el tamizaje fitoquimico realizado sobre el extracto etandlico de los tallos de
Cacosmia rugosa Kunth revelé6 mayor abundancia de metabolitos secundarios, incluyendo
taninos condensados, terpenos, esteroides, flavonoides y quinonas, mientras que las
saponinas y alcaloides se detectaron en menor presencia. Estos hallazgos aportan

informacion sobre la composicion quimica que posee la especie.

La separacion mediante cromatografia flash resulté en 94 separaciones de las cuales
se unieron en 8 fracciones del extracto etandlico de Cacosmia rugosa Kunth. Estas
fracciones se analizaron posteriormente utilizando cromatografia en capa fina. De la
fraccidn 3 se logro separar y purificar mediante cromatografia preparativa un compuesto con
un factor de retencion de 0.538 con una fase mdévil de hexano-acetato de etilo en proporcién
8:2 obteniendo 2.6 mg de muestra en total, la cual fue analizada mediante espectroscopia
IR y RMN "H. Los resultados del analisis IR confirmaron la presencia de un grupo hidroxilo
asociado al alcohol primario y asi mismo como la deteccion de grupo carbonilo C=0 y un
doble enlace tetra sustituido C=C. El analisis de RMN 'H confirmé la presencia de alcoholes
lo cual se descartd la presencia de ésteres, se identificdé senales caracteristicas de
hidrégenos en diversas posiciones, incluyendo hidrogenos a respecto al carbonilo y alilicos

asociados al doble enlace.

Al comparar los resultados de los desplazamientos quimicos y las multiplicidades de
las sefales observadas con los valores de las moléculas [-stigmasterol y
(3S,5R,8R,9S,10S,13S,14S,16S,17S)-3,16-dihidroxi-17-((S)-3-hidroxi-3-((2R,3R)-2-
isopropil-3-metiloxiran-2-il)propil)-10,13-dimetilhexadecahidro-7H-ciclopenta [a] fenantren-

7-ona, se puede concluir que la molécula estudiada podria compartir varias caracteristicas
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estructurales con estas referencias. Sin embargo, la falta de un grupo carbonilo en el 3-
stigmasterol y la presencia de un grupo epodxido en la otra molécula de referencia son
diferencias significativas que podrian influir en los desplazamientos quimicos observados. A
pesar de no tener suficiente cantidad para realizar el ensayo de RMN '3C, se hipotetiza que
la estructura de la molécula estudiada podria corresponder a un tipo de esteroide con grupos
OH vy cetonas. Estas diferencias estructurales deben considerarse al interpretar los

resultados y formular hipotesis sobre la estructura de la molécula en estudio.
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Recomendaciones

Se aconseja aumentar la cantidad de tallos para mejorar el rendimiento del extracto.
Esto garantiza que haya suficiente muestra para la separacion de compuestos y asi realizar
el analisis de resonancia magnética de '*C vy utilizar el espectrometro de masas para
determinar el peso molecular de la muestra, facilitando asi la elucidacion de la estructura del

compuesto.
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