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RESUMEN

En el extracto EMT, de Wedelia calycina L.C. Rich., colectada en la localidad de San
Juan de Macarapana, estado Sucre se determiné la presencia de familias de compuestos
polifenolicos y flavonoides y se probd la inhibicion del crecimiento de cinco de las seis
cepas bacterianas ensayadas: B. subtilis y S. aureus en forma moderada, y contra K.
pneumoniae, M. luteus y E. faecalis de manera leve. Mientras que el extracto EMH
resultd positivo a la evaluacion fitoquimica de alcaloides, flavonoides y polifenoles; de
manera similar ejercié efecto sobre el crecimiento poblacional de cuatro cepas
bacterianas: S. aureus y B. subtilis en forma leve, M. luteus y E. faecalis de manera
moderada. De las particiones liquido-liquido FAEH y FCH, solo la FAEH fue activa
contra B. subtilis, K. pneumoniae y M. luteus en forma moderada. Contrariamente, la
fraccion FCH, no exhibi6é ningun tipo de actividad. Para el tallo, sélo las fracciones
FAET y FCT mostraron actividad sobre los microorganismos empleados, opuesto a este
efecto, la fraccion terbutanodlica no mostr6 actividad. La bioactividad ejercida por la
fraccion primaria FCT fue el punto de partida para someterla a varios procesos de
fraccionamiento cromatografico, sobre Sephadex LH-20, obteniéndose 7 fracciones. Del
fraccionamiento de la FCT-3 se identificaron mediante CG/EM ésteres etilicos de los
acidos hexadecanoico, eicosanoico y undecanoico. De la FCT-4 se identificd la gamma-
caprolactona que es una feromona de insectos. De la FTBT se obtuvieron unos cristales
transliicidos de caracter aromatico similar al benzotriazol de acuerdo con los analisis de
RMN realizados, los cristales no funden a temperaturas entre 40 - 600 °C. Por otra parte,
el aceite esencial obtenido a partir de las hojas dio con un rendimiento en masa del
0,025% luego de la destilacion por arrastre con vapor. Este esta constituido mayormente
por sesquiterpenos hidrocarbonados y oxigenados, tales como germacreno D (8,83%);
3.,3,7,7-tetrametil-5-(2-metil-1-propeniltriciclo  [4.1.0.0(2,4)] heptano, (8,66%); PB-
Sesquifelandreno, (7,87%) y 6xido de cariofileno (5,10%). En total se identificaron 44
componentes, por la base de datos NISTOS5a.L del equipo, 23 de estos fueron
reconocidos por sus indices de retencion experimentales, los cuales representan el
17,79% m/m. Este aceite fue activo para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram
positivas S. aureus, B. subtilis, M. luteus, y el de la bacteria Gram negativa K.
pneumoniae; observandose una marcada relacion entre la concentracion del aceite y la
inhibicion del crecimiento de la bacteria Gram positiva B. subtilis. Al realizarse las
pruebas de actividad antifingica para los extractos y las fracciones obtenidas, no se
observod actividad bioldgica alguna por parte de las muestras ensayadas sobre las cepas
de microorganismos empleados para el ensayo.
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INTRODUCCION
Las plantas constituyen un recurso natural renovable que proporciona numerosos
beneficios a la humanidad. Desde la antigiiedad, el hombre ha utilizado las plantas como
medicinas en sus distintas preparaciones, como infusiones, decocciones, tinturas,
jarabes, zumos, cataplasmas, vahos, etc. Ademas, se ha basado en la naturaleza para
satisfacer sus necesidades bésicas como la produccion de alimentos, refugios, ropa,
medios de transporte, fertilizantes, sabores y fragancias; proporcionandoles a éstos un
importante rol en el desarrollo de la sociedad. En ese sentido, las plantas han formado la
base de sofisticados sistemas de medicina tradicional que han estado en existencia por

miles de afos (Akerele, 1999).

El conocimiento de las plantas medicinales se extiende a cualquier parte del mundo
donde el hombre, tradicionalmente, las ha necesitado, para curar sus enfermedades. Asi,
mezcla de magia y religion, de necesidad y casualidad, de ensayo y error. El paso de las
diferentes culturas ha creado todo un conocimiento de remedios vegetales que ha servido
como base de la medicina moderna. Estos conocimientos no pueden atribuirse a ninguna
cultura en particular sino al hombre en su globalidad y nos corresponde a todos conocer

y salvaguardarlos (Newman et al., 2000).

Durante mucho tiempo, los remedios naturales, sobre todo las plantas medicinales,
fueron el principal e, incluso, el Gnico recurso terapéutico disponible. Esto hizo que se
profundizara en el conocimiento de las especies vegetales que poseen propiedades
medicinales y se ampliara la experiencia en el empleo de los productos que se extraen a
partir de ellas. De esta forma, los productos naturales o sus derivados constituyen una
buena parte del arsenal terapéutico disponible, ademas de resultar esenciales en algunos
casos para identificar la diana de un farmaco sintético o establecer su implicacion en una

determinada ruta bioquimica (Harvey, 2008; Ganesan, 2008).

Si bien es cierto que, durante el progreso de la industria sintética, se dejo de utilizar una
parte considerable de las sustancias vegetales. En la actualidad, debido a los efectos

adversos de una elevada cantidad de farmacos sintéticos, asi como por la gran demanda
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de farmacos menos nocivos y mas naturales, existe un crecimiento notable de remedios
farmacologicos obtenidos, en su mayor parte, con materia prima de origen vegetal
(Newman et al., 2003). De los 1010 nuevos farmacos aprobados por la Administracion
de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (Food and Drug Administration, FDA)
desde enero de 1981 hasta junio de 2006, 43 eran productos naturales inalterados y 232
eran derivados de productos naturales encuadrados en la denominada segunda

generacion (Newman & Cragg, 2007).

Los extractos naturales provenientes de plantas son valorados por el hombre como
fuente de principios activos para uso medicinal debido a sus metabolitos secundarios,
que en la naturaleza funcionan como defensa quimica contra herbivoros. La complejidad
estructural de estos metabolitos puede determinar su actividad biologica; por lo que
representan un recurso para el desarrollo de nuevos farmacos. La busqueda de
medicamentos naturales surge por el incremento en la frecuencia de padecimientos como
el cancer; que se ha extendido en el panorama epidemiologico mundial desde finales del
siglo XX, con un registro superior a los 10 millones de casos nuevos, desde 1990 a 2000

(Bye et al., 1992; Farnsworth et al., 1992; Hostettmann et al., 1995; Perkin et al., 2004).

La importancia de los productos naturales estd en la propia funcién bioldgica en la que
son biosintetizados. Pueden ser fttiles por sus posibilidades directas como agentes
terapéuticos, servir de modelo para la preparacion de sustancias bioactivas, ser materia
prima en la sintesis de sustancias de interés farmacoldgico y/o industrial como
estructuras privilegiadas usando el concepto de farmacologia para aquellos productos
que son capaces de interactuar con diversas proteinas y realizar acciones utiles para la

salud en procesos patologicos (Gutiérrez & Estévez, 2009).

Dentro de los metabolitos secundarios, muchos componentes vegetales se caracterizan
por tener una alta volatilidad, los cuales son denominados aceites esenciales. Los aceites
esenciales extraidos de muchas plantas también han ganado popularidad debido al
interés cientifico que representan. Muchos de estos se han empleado tanto en la industria

de alimentos como en la industria farmacéutica y la perfumeria (Heath, 1981). Los



investigadores han mostrado su interés en los compuestos bioldgicamente activos
presentes en los aceites esenciales aislados de las diferentes especies de plantas, para
combatir microorganismos patogénicos debido a la resistencia de dichos
microorganismos a los antibidticos (Essawi & Srour, 2000) y por su alto potencial como
preservantes de alimentos de los efectos toxicos oxidativos (Deans & Ritchie, 1987;

Barlow, 1990; Baratta et al. 1998a; 1998b).

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en unas 60 familias de
plantas que incluyen las Compuestas, Labiadas, Laurdceas, Mirtaceas, Pinaceas,
Rosaceas, Rutaceas, Umbeliferas, etc. (Stashenko, 1996; Gonzalez, 1996). Consisten en
mezclas complejas que se originan del metabolismo secundario de las plantas. Pueden
estar localizados en hojas, sistema vascular, tallos, flores o en otros sitios dependiendo
de la especie vegetal. Son de naturaleza volatil y entre los principales métodos de
extraccion se encuentran la hidrodestilacion, destilacion por arrastre con vapor,

hidrofusion, extraccion con dioxido de carbono y microondas (Tripathi et al., 2009).

Desde el punto de vista taxondmico, los estudios sobre aceites esenciales han sido de
ayuda para definir especies y subespecies, detectar hibridaciones en poblaciones
naturales, asi como para establecer algunos patrones de variacion geografica,
frecuentemente asociados a la diversidad climatica (Harborne & Turner, 1984). Esto se
debe a que la composicion quimica de un determinado aceite esencial puede variar en
diferentes ejemplares de la misma especie vegetal, e incluso en los diferentes 6rganos de
la misma planta como resultado de su propia fisiologia, o debido al clima y a las

condiciones del suelo (Shaaya & Rafaeli, 2007).

El modo de accion de los aceites esenciales esta intimamente relacionado con las
estructuras de las moléculas que lo componen. Asi, la actividad bioldgica depende del
tipo de grupo funcional y de su posicion en la molécula mas que de su volatilidad y su

masa molecular (Tripathi et al., 2009).

Segun Lock (1994), los aceites esenciales de anis, menta y canela son carminativos, el

de clavo especie es analgésico dental y se utiliza ademas en la produccién comercial de
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vainillina; el de pino es desinfectante y desodorante; el de eucalipto es expectorante; los
de valeriana y de lavanda tienen efectos sedantes. Por su parte, cada uno de los
constituyentes aislados puede también tener una aplicacion, como el citronelal que es
repelente de mosquitos, el mentol calmante de dolores de muela y de garganta,
anestésico y antiespasmodico; el citral tiene accién antihistaminica y analgésico en
oftalmologia, el cineol-1,8, es expectorante y antiséptico, etc. Se conocen
aproximadamente unos 3.000 componentes de aceites esenciales de los cuales 300 son
de importancia comercial para la industria farmacéutica, cosmética y perfumeria

(Tripathi et al., 2009).

En este sentido, Arslan & Celik (2008), evaluaron la actividad bioldgica ejercida por el
aceite esencial de Salvia chrysophylla contra los microorganismos Staphylococcus
aureus y Cowan liyofili, encontrandose una actividad antiestafilococica significativa. En
este mismo orden de ideas, Rivera (2008) encontré que los aceites esenciales de tres
especies del género Piper: Piper donnellsmithii, Piper peltatum y Piper diandrum,
poseen actividad toxica contra Artemia salina, siendo letal a los nauplios con una

concentracion de Img/ml.

Similarmente, Molina et al. (2008) analizaron la composicion, caracterizacion del
quimiotipo e influencia de las variaciones estacionales, del aceite esencial de una
variedad espafiola de Artemisia absinthium L (Asteraceae), el cual tiene presencia
mayoritaria de cis-epoxiocimeno y acetato de crisantenilo, su composicion incluye
ademas productos caracteristicos de reacciones que son consecuencia de las condiciones
del proceso de extraccion (degradaciones térmicas, hidrolisis, actividad enzimatica, etc.)
tales como el chamazuleno y el metiljasmonato, ademas de que la composicion del
aceite esencial es condicionada por las condiciones individuales de su crecimiento y su

estadio vegetativo particular.

En este orden de ideas, Stefanazzi (2010) analizé la actividad insecticida, repelente,
ademads de posibles alteraciones sobre la fisiologia nutricional y el efecto fagodisuasivo

del aceite esencial de Tagetes terniflora (Asteraceae) en larvas y adultos del gorgojo de



la harina Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera:Tenebrionidae) y en adultos del
gorgojo del arroz Sitophilus oryzae L. (Coleoptera:Curculionidae). Dicho estudio
demostro que el aceite esencial de T. terniflora, a concentraciones entre 0,04 — 2 % m/v,
generd toxicidad fumigante y por contacto, ademas de actividad repelente en larvas y

adultos de ambas plagas.

Por su parte, Yanez et al., en 2011, evaluaron la composicion quimica y actividad
antibacteriana del aceite esencial de Ambrosia peruviana Willd. (Asteraceae)
recolectada en los llanos venezolanos, encontrando como compuestos mayoritarios al
gamma-curcumeno (23,99%), seguido de ar-curcumeno (14,08%), acetato de bornilo
(10,35%), camfor (5,03%) y epoxido de oximene (4,79%), los cuales podrian ser
responsables de la actividad antibacteriana del aceite esencial, frente a Staphylococcus

aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Salmonella Typhi.

Asi mismo, los extractos en solventes organicos obtenidos de plantas superiores ejercen
actividad biologica sobre ciertos microorganismos. Osborn, (1943) evalu¢ tal actividad
de 63 especies de plantas pertenecientes a varias familias, las cuales mostraron
capacidad de inhibir el crecimiento de las especies bacterianas Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Rao y Alvarez, en 1981, comprobaron que el extracto
metandlico de Eupatorium capillifollium posee actividad contra Bacillus subtillis. Miski
et al. (1983) demostraron que algunos flavonoides aislados de las hojas de Salvia
palestina presentan actividad contra las especies bacterianas Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris y Klebsiella pneumoniae. Mori et al. (1987) aislaron una sustancia de Eleagnus

glabra que mostré actividad contra Proteus vulgaris y Staphylococcus aureus.

En este mismo sentido, Pino-Rodriguez et al., en 2004, estudiaron 19 especies de
Erythrina, de la familia Fabaceae, de las cuales Erythrina abyssinica, E. variegata y E.
suberosa Roxb exhibieron actividad contra Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y

Micrococcus luteus.
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El uso de extractos de plantas para el tratamiento de las convulsiones ha sido reportado
por Ashok et al. (1987) y en los trabajos originales de Adesina (1982), se describe la
accion farmacologica anticonvulsionante de mas de 50 especies de plantas. Chaturvedi
et al. (1976) evaluaron algunos triterpenoides extraidos de plantas en la busqueda de
sustancias anticonvulsivantes y concluyeron que estas sustancias protegian entre 10 —
40% contra las convulsiones inducidas por pentilenotetrasol. En este mismo sentido,
Pérez de Alejo et al. (1998) demostraron la actividad anticonvulsivante de fracciones

butandlicas y acetato de etilo de Indigofera suffruticosa Mill (afiil cimarrén).

Por su parte, Monroy-Vazquez et al. (2009), confirmaron que la especie vegetal Sechium
edule (Cucurbitaceae), comunmente llamada “chayote”, es empleada en la medicina
tradicional como diurético, cardiovascular, antiinflamatorio, contra calcificaciones
renales y arteriosclerosis (Jensen & Lai, 1986). El chayote contiene alcaloides no
fenolicos, saponinas, esteroles, triterpenos y flavonoides glicosilados, los cuales, de
acuerdo con estudios validados cientificamente, le confieren estas propiedades
farmacologicas (Salama et al., 1986; Salama et al., 1987; Gordon et al., 2000; Ordofiez
et al., 2003; Siciliano et al., 2004; Ordonez et al., 2006).

En otro orden de ideas, para contrarrestar padecimientos ocasionados por tumores
cancerigenos, existen serias limitaciones debido a la falta de selectividad de los agentes
quimioterapéuticos y a la resistencia desarrollada por algunas células cancerosas a
dichos productos; por ello, los compuestos obtenidos mediante la extraccion fitoquimica
cobran relevancia como nuevos recursos para tratamientos alternativos y la quimica

farmacéutica (Mans et al., 2000; Setzer & Setzer, 2003).

Las drogas antitumorales de interés clinico derivadas de plantas se encuentran
clasificadas en 4 grupos importantes: vinca alcaloides, epipodofilotoxinas, taxanos y
camptotescinas. La vinblastina y vincristina fueron aisladas de Catharantus roseus L.
(Apocynaceae) y han tenido uso clinico por mas de 40 afios. A partir de estos alcaloides
se han desarrollado derivados (alrededor de unos 75) de uso comercial que actlian como

inhibidores mitdticos, uniéndose a los microtubulos (Mukherjee et al., 2001; Newman &
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Cragg, 2005). Las podofilotoxinas fueron aisladas como agentes antitumorales de las
hojas del Podophyllum peltatum L. (Berberidaceae) (Kelly & Hartwell, 1954; Jardin,
1980) y consecuentemente se hicieron enormes esfuerzos en la modificacion de su
estructura con el objeto de obtener agentes con menor toxicidad e igual o mayor
actividad.

De esas modificaciones resultaron los isomeros de podofilotoxina, el etoposido y el
tenipdsido, (Mukherjee et al., 2001; Newman & Cragg, 2005; Srivastava et al., 2005).
Mientras que la podofilotoxina actia inhibiendo el ensamblaje de los microtibulos
durante la mitosis quedando ésta detenida en metafase; el etopdsido y el teniposido son
mas selectivos a la hora de actuar sobre las células, pues tienen la capacidad de formar
complejos terciarios estables con la topoisomerasa Il y con el ADN, lo que conduce a
fracturas en la doble hélice, quedando el ciclo celular detenido en la fase G2,

produciéndose en Gltimo término la muerte de la célula (Boluda et al., 2005).
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Figura 1: Estructuras quimica de la podofilotoxina y sus derivados.

Dentro de éstos, otro grupo de farmacos bien conocido son los taxanos, que incluyen el
paclitaxel, aislado de Taxus brevifolia Nutt (Taxaceae); el paclitaxel es un agente
estabilizador de los microtubulos mientras que otras drogas hacen lo contrario sobre el
citoesqueleto, el cual es una estructura tridimensional dindmica que se extiende a través
del citoplasma. Igual a lo que ocurre con muchos farmacos utilizados en la terapia del
cancer, durante su proceso de desarrollo, el paclitaxel s6lo mostraba una pequefia

actividad en algunos modelos de leucemia y no fue considerado de especial interés



hasta mediados de 1970. El paclitaxel después de atravesar un largo camino fue
aprobado para su comercializacion por la Administracion de Drogas y Alimentos de los
Estados Unidos en 1992 para el tratamiento del cancer de ovario metastatico (Kim et al.,

1998; Mavroudis, 2002; Newman & Cragg, 2005).

Figura 2: Estructura quimica del Paclitaxel (Taxol)

Finalmente, otras de las drogas antitumorales de gran interés son las camptotecsinas
(CPT), que fueron aisladas de Camptotheca acuminata Decne (Nyssaceae). Las CPT son
agentes con alta citotoxicidad principalmente sobre los tumores so6lidos, inhibiendo la
topoisomerasa I, enzima que fragmenta al ADN en varios sitios en una sola cadena. Aun
cuando el compuesto presentd gran actividad antitumoral quedd en fase II de los
ensayos clinicos debido a los severos efectos secundarios que causa. Dentro de sus
derivados clinicamente activos se encuentran el topotecanl {3,5,11-hycamptamina}, el
irinotecan (CPT-11) y la 9-aminocampthotecina (Redinbo, 1998; Staker,2002;
Srivastava, 2005).

Figura 3: Estructura quimica de la camptotecina
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El género de plantas fanerogamas Wedelia, perteneciente a la familia de las asteraceas,
tiene 284 especies, de las cuales, recientemente, en Venezuela, se ha aislado productos
naturales de la especie Wedelia trilobata. Esta biosintetiza metabolitos secundarios
llamados kaurenos, diterpenos que contienen un rigido esqueleto tetraciclico (Coronado,

1998; Henriquez et al., 2002).

El acido ent-kaur-16-en-19-oico aislado de Wedelia trilobata ha mostrado ejercer
actividad biologica diversa, entre las cuales se encuentra, actividad contra
Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, bioactividad que también fue ejercida por el
mismo acido obtenido de Copifera paupera (Tincual et al., 2002) y plantas del género
Espeletia (Campos et al., 1997) y, ademas, una potente actividad sobre Leishmania
(Viannia) braziliensis con una DLsy de 0,25 pg/ml sobre amastigotes axénicos, lo cual
indica una mayor sensibilidad de este tipo celular tal como ha sido reportado para el

Glucantime® (Ephros et al., 1999; Brito et al., 2006).

-,

[ E]Y
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Figura 4: Estructura quimica del acido ent-kaur-16-en-19-oico.

No obstante, de la especie Wedelia glauca, conocida popularmente como sunchillo, se
ha identificado un principio activo toxico para el ganado bovino, ovino y cerdos, el cual
es el sulfato de un glucosido diterpénico, denominado atractilésido (también llamado
Wedelidsido), el cual conserva su toxicidad en el material vegetal henificado y posee
una estructura muy similar al carboxiatractilosido. El atractilosido produce una grave
patologia hepatica descrita como "Higado en nuez moscada", capaz de producir la

muerte del animal (Fernandez, 2010).
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Figura 5: Estructura quimica del atractilosido.

El aceite esencial de las partes aéreas de la especie Wedelia chinensis ha sido analizado
por cromatografia de gases/espectrometria de masas, del cual se han identificado
principalmente hidrocarburos monoterpenos (50,6%), hidrocarburos sesquiterpenos
(22,5%), sesquiterpenos oxigenados (20,3%), con solo pequefias cantidades de
monoterpenos oxigenados (0,7%); como constituyentes principales alfa-pineno (21,7%),
espatulenol (20,3%) y limoneno (14,3%) (Garg et al., 2005). La luteolina, apigenina,
wedelolactona y el indol-3-carboxaldehido también han sido reportados (Lin et al.,
2007). Debido a la variedad de compuestos bioactivos aislados de esta planta, han sido
numerosas las investigaciones realizadas, por lo que Koul et al. (2012) recopilaron la
informacion existente en el continente asiatico sobre esta especie de Wedelia y
destacaron su importancia farmacoldgica como hepatoprotectiva, anticancerigena,
inmunoestimulante, antioxidante, sedante, analgésica y antiinflamatoria, antibacterial e

insecticida, entre otras.

Figura 6: Estructura quimica de la wedelolactona.

Los componentes volatiles de las flores, hojas y tallos de Wedelia urticifolia son, en su
mayoria, monoterpenos y sesquiterpenos tanto hidrocarbonados como oxigenados, y

algunos compuestos no-terpenoides. Destacan como compuestos mds abundantes en las
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flores el oa-pineno (19.80%) y D-limoneno (17,31%), mientras que el o-pineno
(15,57%), D-limoneno (11,19%), o-felandreno (9,69%), y-terpineno (9,01%), y
germacreno D (9,68%) son los principales componentes del aceite de las hojas. En los
aceites esenciales de los tallos, los principales compuestos fueron D-limoneno (18,11%),
y-terpineno (13,89%), germacreno D (12,80%), y a-pineno (9,21%). Estos aceites de las
flores, hojas y tallos mostraron actividad antimicrobiana frente a una variedad de

bacterias, levaduras y hongos (Zhu et al., 2012).

La separacion y aislamiento de todos estos metabolitos secundarios, provenientes de las
plantas superiores se realiza, generalmente, mediante el fraccionamiento de las
fracciones y subfracciones obtenidas, usando las técnicas cromatograficas de columna y
de capa fina. La técnica de cromatografia de capa fina (CCF) se emplea con fines
cualitativos, para la combinacion de las fracciones provenientes de la cromatografia en
columna (CC) y la cromatografia de capa fina preparativa (CCFP) se utiliza para aislar y

purificar los compuestos provenientes de las subfracciones obtenidas.

La complejidad de la determinacion de la estructura de moléculas organicas, es tal que
se requiere la utilizacion de distintas técnicas complementarias para asignar
inequivocamente una estructura a un compuesto desconocido. De hecho, para aceptar la
estructura quimica de un compuesto obtenido, bien sea de fuente natural o por medio de
sintesis, y demostrar asi su existencia y estructura, las revistas de investigaciones
especializadas en quimica organica requieren de datos proporcionados por los analisis de
resonancia magnética nuclear de protones y carbono 13 (RMN-'H y RMN-"C), IR con
transformada Fourier (FTIR), cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas (CG/EM), difraccion de rayos X, entre otras.

Generalmente, la cromatografia de gases es ampliamente usada en combinacion con la
espectrometria de masas, siendo este el método mas simple para la separacion e
identificacion de compuestos organicos que se encuentran en mezclas complejas. En este
sentido, la cromatografia en fase gaseosa acoplada a la espectrometria de masas (CG-

EM) para la separacion y la identificacion de la composicidn quimica de aceites
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esenciales, ha tenido un avance considerable, el estudio de la influencia del ciclo
vegetativo en la produccion de los aceites esenciales es un ejemplo de su aplicacion ya
que permite determinar la composicion quimica del aceite en funcion del metabolismo
vegetativo de la planta, ademas de evidenciar un eventual polimorfismo y, como
consecuencia de estos resultados, el productor local de estos aceites esenciales, puede
determinar el periodo correcto para la obtenciéon de un producto de composicion y

calidad constante, con rendimientos optimos (Sharapin, 2000; Skoog et al., 2001).

En el area de los productos naturales, la resonancia magnética nuclear es uno de los
métodos mas utilizados, cuyos espectros proporcionan informacioén certera sobre las
posiciones, entornos quimicos y caracteristicas de los nucleos que conforman una
molécula dada, de manera que, permite obtener informacién mds acertada de la
estructura del compuesto en estudio. Lo cual la convierte en una de las técnicas mas
empleadas para la determinacion de estructuras moleculares, teniendo como fundamento
el estudio de las propiedades magnéticas de los ntcleos atomicos especificos de las

moléculas (Skoog et al., 2001).

Numerosas han sido las investigaciones en estudios biodirigidos de plantas con
propiedades medicinales, debido a la resistencia de las enfermedades a los distintos
antimicoOticos y antibacterianos comerciales utilizados en la actualidad, lo que ha
estimulado, en los ultimos afios, a la bisqueda de nuevas sustancias antifungicas y
antibacterianas entre los productos naturales variados. Por ello, se seleccion6 a Wedelia
calycina L.C. Rich, conocida comiinmente como clavelito o girasolito, con el fin de
evaluarla fitoquimicamente, demostrar la efectividad de sus propiedades antifiingicas,

antibacterianas, aislar y caracterizar los compuestos responsables de tal actividad.

Wedelia calycina L.C. Rich, girasolito o clavelito, es un arbusto perenne, erecto, bastante
ramificado de una altura entre 0,7 — 1,5m, el cual puede variar segun el lugar y la época
del afo. Es una planta cuyo follaje le sirve de alimento al ganado vacuno y caprino y por
esta razon es apreciado por los ganaderos, también es el alimento principal en la dieta

del cardenalito. Florece durante los periodos lluviosos, bien sea en la época de lluvia
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propiamente dicha (Abril a Diciembre) o fuera de ella, siempre y cuando se den 1 ¢ 2

meses con suficientes precipitaciones.

Esta especie vegetal, ha sido localizada a diferentes alturas, las que generalmente oscilan
entre los 40 y 1500 m.s.n.m. Habita en las sabanas de tierras bajas, bosques secundarios
y areas degradadas. Se encuentra florecida casi todo el afo, frutos duros de agosto a
octubre. Existen otras especies semejantes como: Wedelia fruticosa, W. parviflora y
Calea berteriana, las cuales son muy parecidas al clavelito, pero con pequenas
diferencias en cuanto al tamafo y la morfologia de las hojas, flores y frutos (Silva &

Santos, 2010).

Figura7: Wedelia calycina L.C. Rich. En Pers. (Silva & Santos, 2010)

El proposito del presente trabajo de investigacion, se fundamenta sobre la base de que



14

las plantas constituyen un recurso ideal para la obtencién de nuevos farmacos utiles para
el hombre; por tanto, es necesario experimentar con diversas especies para detectar
posibles fuentes de compuestos bioactivos. Actualmente, la medicina moderna se
enriquece con el aporte de nuevos agentes terapéuticos extraidos de ellas y dada la
efectividad de la misma se ha utilizado en varios campos, especialmente en la salud. La
identificacion de varios compuestos, con actividad bioldgica diversa, presentes en las
especies Wedelia trilobata, W. glauca, W. urticifolia y W. chinensis, sugiere, en este
género de plantas, variedad de metabolitos secundarios con potencial farmacolégico.
Razon por la cual, se analizaron los tallos y hojas de Wedelia calycina L.C. Rich, para
determinar su composicion fitoquimica, actividad biologica y comprobar la presencia de

algunas sustancias con posible bioactividad.



OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar fitoquimica y biologicamente extractos de tallos y hojas de Wedelia calycina
L.C. Rich., mediante la caracterizacion de los compuestos aislados responsables de

efectos bioldgicos.

Objetivos Especificos
Obtener los aceites esenciales de las hojas de Wedelia calycina L.C. Rich e identificarlos

por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM).
Obtener los extractos metanolicos de los tallos y hojas de Wedelia calycina L.C. Rich.

Analizar fitoquimicamente los extractos metandlicos de tallos y hojas de Wedelia

calycina L.C. Rich.

Determinar la actividad antifingica y antibacteriana de los extractos metandlicos y

aceites esenciales de Wedelia calycina L.C. Rich.

Fraccionar los extractos para la purificacion de algunos compuestos presentes en las
fracciones con mayor actividad bioldgica de los extractos metandlicos de Wedelia

calycina L.C. Rich.

Caracterizar quimicamente los componentes aislados, mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN-'H y RMN-"C), ademéas de cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas (CG/EM).



METODOLOGIA

OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL

Las muestras de Wedelia calycina L.C. Rich se recolectaron en las zonas verdes de la
localidad de San Juan de Macarapana, (en el sector conocido como “la Ultima™), estado
Sucre. Luego, se trasladaron al Laboratorio de Productos Naturales del Departamento de
Quimica, Nucleo de Sucre, de la Universidad de Oriente para su procesamiento. La
identificacion de la misma se realizd por comparacion con especimenes depositados en

el Herbario .LR.B.R. del Departamento de Biologia, Nucleo de Sucre de la UDO.
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Figura 8: Localizacion del area de muestreo, San Juan de Macarapana — Sector la
Ultima, estado Sucre, Venezuela.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

El extracto metanolico de las hojas de Wedelia calycina L.C. Rich se obtuvo mediante el
tratamiento de 406,7 g del material vegetal, seco y molido, macerado a temperatura
ambiente con 2 litros de metanol (MeOH), realizdndose la extraccion hasta agotamiento.
Para el extracto metandlico del tallo, se utilizaron 477,8 g de material y 2 litros de

MeOH. Los extractos fueron filtrados y el disolvente se elimind en un rotaevaporador
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marca Biichi 461. El procedimiento de extraccion se realizo hasta agotamiento.

OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL

Para la extraccion por arrastre con vapor, se sigui6 el procedimiento descrito por Pavia
et al. (1988). Las hojas frescas se trituraron para reducir su tamafio a la mitad y se
colocaron en un balén de destilacion. Luego, se conectd éste a un balon con agua 'y, por
calentamiento de este ultimo, se hizo circular vapor de agua por el material vegetal. Se
obtuvo por evaporacion-condensacion una solucién de agua/aceite esencial, luego se
biparticiond con n-hexano y se separ6 la fase organica, que fue secada con sulfato de
sodio anhidro, se filtr6 y se elimin6 el solvente, a 35°C y presion reducida, en un

rotaecvaporador marca Biichi 461.

Valvula de
seguridad

Vilvula de
seguridad

Fuente

de va po

Frasco
colector

Material
vegetal

Figura 9: Imagen del montaje del equipo empleado para la destilacion por arrastre con
vapor.
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ANALISIS QUIMICO

Se realizaron pruebas quimicas para detectar familias de compuestos presentes en los
extractos mas activos en los ensayos biologicos, siguiendo los procedimientos descritos
por Marcano y Hasegawa (2002), para evaluar la presencia de metabolitos secundarios

como alcaloides, flavonoides, saponinas, polifenoles, taninos y esteroles insaturados.

Alcaloides

La muestra a evaluar se resuspendio en acido clorhidrico al 10% y se particion6 con
cloroformo. La fase acuosa se alcaliniz6 con hidroxido de amonio y se extrajo
nuevamente con cloroformo. Las tres fases se ensayaron con los reactivos de
Dragendorff, Wagner y Meyer, para detectar alcaloides bésicos, débilmente basicos y
sales cuaternarias de amonio, por la formacion de productos de adicion insolubles entre
el nitrogeno del alcaloide y el reactivo a emplear, de coloracion rojo-naranja (reactivo
Dragendorff), solido blanco (reactivo Mayer) y precipitado marrén (reactivo de

Wagner).

Saponinas

La presencia de saponinas se evidencio por la formaciéon de espuma que permanece al
menos 15 min, cuando se agite el extracto alcohdlico con agua destilada.

Otra prueba consistio en afiadir una solucién acuosa de la muestra a una suspension de
globulos rojos en solucion salina. Si los globulos rojos se rompen (lisan o hemolizan), se

asume que la prueba es positiva.

Flavonoides

Una solucidn del extracto crudo se tratd con: acido clorhidrico concentrado y virutas de
magnesio; se considera positivo al producirse una coloracion roja al dejar la mezcla en
reposo durante 20 min, debido a que los flavonoides con el ntcleo benzopirona
producen coloraciones rojizas cuando a sus disoluciones acuosas o alcohdlicas se les
adiciona magnesio seguido de HCI concentrado.

Adicionalmente, una gota del extracto, se absorbi6 sobre papel de filtro y se rocid con

una solucion de cloruro de aluminio al 1%. La aparicion de una mancha fluorescente
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amarilla bajo luz ultravioleta indica la presencia de flavonoides, por la formacién de

quelatos.

Taninos y polifenoles

Los compuestos fendlicos en el extracto crudo o muestra a probar se detectan al producir
una coloracion parda, en presencia de una solucion de cloruro de hierro (IIT) al 1%. Para
ello, el extracto seco se resuspende en agua y se filtra antes de que ocurra la reaccion
con cloruro de hierro (III). La presencia de taninos seré indicada por la formacion de un

precipitado al tratar el crudo con solucion de gelatina al 1% en cloruro de sodio al 1%.

Esteroles insaturados

La muestra a probar se hidrolizd con acido clorhidrico 10% v/v y se extrajo con
diclorometano. La fase organica se mezcld con el reactivo de Liebermann-Burchard (1
mililitro de anhidrido acético frio mezclado con dos o tres gotas de acido sulfurico
concentrado), desde una coloracion purpura rojizo a azul verdoso, indica la presencia de

esteroles, por la formacion de un cromoéforo acido colesta-hexano-sulfonico.

BIOENSAYOS

Actividad antibacteriana

Se comprobd el efecto antibacteriano de los extractos, fracciones y/o compuestos
aislados de la especie vegetal en estudio, utilizando cepas bacterianas de origen
comercial ATCC. La actividad antibacteriana se determindé mediante la técnica de
difusion en agar llamada antibiograma, la cual consiste en impregnar discos estériles de
papel de filtro Whatman N° 3 de 6 mm de diametro con una solucion, de concentracion
conocida (entre 5-40 mg/ml) de los extractos o fracciones a ensayar y un disco control
impregnado con el solvente en el cual se diluyeron las muestras a ensayar.

Estos discos son colocados sobre la superficie de placas de Petri, previamente servidas
con agar Miieller — Hinton e inoculadas con una suspension bacteriana estandarizada por
comparacion con un patron MacFarland 0,5 (Cona, 2003). Luego, las placas se
preincuban a 5°C por 12 horas en un refrigerador convencional y, seguidamente, se

colocan a 37°C durante 24 horas, en una estufa ecléctrica marca “P-Selecta”. Finalmente,
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se evidencia el efecto producido por los extractos sobre las cepas de los diferentes
microorganismos, midiendo los diametros de los halos de inhibicion alrededor del disco,

con una regla milimetrada.

Tabla 1: Microorganismos empleados en las pruebas de actividad antibacteriana

Microorganismos Origen Tincion de Gram
Escherichia coli ATCC 25922 -
Staphylococcus aureus IBE Doc-19 +
Enterococcus faecalis WHO14 +
Bacillus subtilis ICTA-07 +
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 -
Micrococcus luteus ATCC 4698 +

Actividad antifingica

El efecto antifiingico de los extractos, fracciones y compuestos aislados se evalu6 sobre
cepas de hongos patdgenos y fitopatogenos. La actividad se valoro6 utilizando un método
de difusion en agar, llamado antibiograma, en el cual las cepas de hongos se incuban
durante una semana a temperatura ambiente en tubos de vidrio inclinados que contienen
cufias de agar papa dextrosa (PDA). Seguidamente, se le anadié a cada tubo 10 ml de
agua destilada estéril, se agita fuertemente y se filtro sobre gasa estéril.

Las suspensiones obtenidas contienen esporas de las cepas de hongos, las cuales son
inoculadas posteriormente. Cada suspension se siembra sobre cépsulas de Petri,
previamente servidas con agar PDA.

Finalmente, se colocan sobre las placas los discos de papel de filtro, Whatman N° 3, de 6
mm de didmetro impregnados con una solucion, de concentracion conocida (entre 0-40
mg/ml), de los extractos o fracciones a ensayar y un disco control impregnado con el
solvente en el cual se diluyeron las muestras a ensayar, y se dejan incubar durante 48
horas a temperatura ambiente, para, luego, medir la actividad antifungica como el

diametro de halo de inhibicion (Cona 2003).
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Tabla 2: Microorganismos empleados en las pruebas de actividad antifngica

Microorganismos Origen

Aspergillus niger Lab. Micologia
Rhizopus oryzae Lab. Micologia
Curvularia lunata Lab. Micologia
Candida albicans Lab. Micologia
Penicillum hirsutum Lab. Micologia
Penicillum expansus Lab. Micologia
Mucor racemosus Lab. Micologia
Trichoderma viridis Lab. Micologia
Fusarium sp Lab. Micologia
Fusarium poae Lab. Micologia
Fusarium moniliforme Lab. Micologia

FRACCIONAMIENTO

Los extractos crudos del tallo (37,291 g) y las hojas (39,373 g) de Wedelia calycina L.C.
Rich, fueron disueltos en 200 ml de metanol y posteriormente fueron tratados con una
solucidon de acetato de plomo al 2%. Luego del filtrado, la solucidn resultante después de
eliminado el metanol se sometio a particion liquido-liquido con cloroformo, acetato de
etilo y ter-butanol en el caso del tallo, cloroformo y acetato de etilo para las hojas. Los
solventes se evaporaron a presion reducida y asi se obtuvieron las fracciones primarias.
Debido a la mayor actividad antibacteriana de las fracciones primarias del tallo, en
relacion a la bioactividad mostrada por las fracciones primarias de las hojas, se procedid
al fraccionamiento quimico de las fracciones del tallo, con el fin de aislar algunos de los

compuestos responsables de tal bioactividad.



EMH

1.

). Reposopor 24 horas

22

Acetato de plomo al 2%

Solucion MeOH/H,0O

Residuo

— Evaporacion solvente

Solucion acuosa

Fase organica Fase acuosa

Evaporacion solvente

FAEH

Fase acuosa

— Extraccion con acetato de etilo

Extraccion con

cloroformo

Fase organica

Eva

IFClI

poracion

solvente

Figura 10: Diagrama de fraccionamiento primario del extracto metanolico de las hojas

de Wedelia calycina L.C. Rich. (EMH: Extracto Metanélico de las Hojas. FAEH: Fraccion del
extracto metanoélico de las Hojas en Acetato de Etilo. FCH: Fraccion del extracto metandlico de las Hojas

en Cloroformo)
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Figura 11: Diagrama de fraccionamiento primario del extracto metandlico del tallo de

Wedelia calycina L.C. Rich. (EMT: Extracto Metanélico del Tallo. FAET: Fraccién del extracto
metanolico del Tallo en Acetato de Etilo. FCT: Fraccion del extracto metandlico del Tallo en Cloroformo.
FTBT: Fraccion del extracto metandlico del Tallo en ter-butanol)
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Fraccionamiento de la FCT del tallo

De acuerdo a la actividad antibacteriana ejercida por las fracciones primarias del tallo, se
realiz6 un proceso de fraccionamiento mediante cromatografia de columna de la fraccion
en cloroformo (0,3442 g). Para ello, se empled como fase estacionaria Sephadex LH-20;
se eluyd con una mezcla cloroformo-metanol aumentando gradualmente la polaridad en
diferentes proporciones; CHCl; (100%), CHCl;/MeOH (2:1 y 1:1), MeOH (100%);
obteniéndose 60 eluatos de 10 ml cada uno, agrupados en 7 fracciones de acuerdo a la
similitud de sus componentes en corridas por cromatografia de capa fina analitica,
denotadas como FCT-1 a 7.

La fraccion 3 (132,7 mg) fue sometida a un nuevo proceso de fraccionamiento por
cromatografia de columna, usando como fase estacionaria silica gel 60, tamafio de
particula: 0,04-0,06 mm, Merck; se eluyd variando gradualmente la polaridad en
mezclas de pentano-cloroformo (2:1 y 1:2) y pentano-cloroformo-metanol (1:2:1 y
1:2:2). Se obtuvieron 48 eluatos de 10 ml, los cuales fueron agrupados en fracciones de
acuerdo a la similitud de sus componentes en corridas por cromatografia de capa fina y
se obtuvieron 5 fracciones a las que se denotaron como FCT-3.1 a 3.5.

La fraccion 3.4 (71,4mg), fue sometida a otro proceso de cromatografia de columna,
usando como fase estacionaria Sephadex LH-20 y una mezcla de diclorometano-acetato
1:1 como fase moévil, obteniéndose 60 eluatos de 3 ml, los cuales fueron agrupados en 7
sub-fracciones de acuerdo a la similitud de los Rf de los componentes, denotadas desde

FTC-3.4.1 hasta FTC-3.4.7.

Fraccionamiento de 1a FCT-4

Para separar los compuestos de la fraccion FCT-4, se realizo una cromatografia en placa
fina preparativa. Para ello se aplicaron 104,5 mg de la fraccién en cromatofolios de
silica gel de 2 mm de espesor de 20 x 20 cm (Merck), utilizando como eluyente una
mezcla de hexano-acetato de etilo (2:1). Se obtuvieron 4 sub-fracciones secundarias,

denotadas como FCT-4.1 a 4.4.
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Figura 12: Diagrama de fraccionamiento de la fraccion cloroférmica del tallo (FTC) de
Wedelia calycina L.C. Rich. (CC: cromatografia de columna. CCFP: cromatografia de capa fina
preparativa).

Fraccionamiento de la FTBT del tallo

En el caso de la fraccion del extracto metanolico del tallo en ter-butanol, FTBT, ésta fue
disuelta en metanol, luego de estar completamente en solucion, se observo la formacion
de un solido marron oscuro (FTBT-1); éste fue separado de la solucidon por
centrifugacion y la solucion alcohdlica resultante (FTBT-2) fue sometida a
rotaecvaporacion para eliminar el solvente. La fraccién obtenida luego de evaporar el
solvente (FTBT-2.1) fue disuelta en una mezcla cloroformo-metanol (2:1). Luego de
dejar la mezcla en reposo para eliminar el solvente de manera espontanea a temperatura
ambiente se observo la formacion de un precipitado con aspecto cremoso de color
marrdn claro, se procedid a centrifugar la solucion y separar dicho sélido (FTBT-2.1.2).
Este fue disuelto en metanol y precipitaron ciertos cristales amarillos (FTBT-2.1.2.1),

los cuales fueron separados de la solucion que los contenia.
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Estos cristales amarillos fueron lavados varias veces con metanol para eliminar restos de
solido aceitoso; los cristales obtenidos (FTBT-2.1.2.1) fueron almacenados hasta su uso.
Posterior a la evaporacion del solvente, en las aguas de lavado (FTBT-2.1.2.2) de los
cristales anteriormente obtenidos, se observd la aparicion de cristales transliicidos
(FTBT-2.1.2.2.1), que al ser separados de la solucion, se recristalizaron con una mezcla
cloroformo-metanol 1:1 mediante evaporacion espontdnea del solvente a temperatura

ambiente en placas de Petri.
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Figura 13: Diagrama del fraccionamiento de la fraccion terbutanolica del tallo (FTBT)
de Wedelia calycina L.C. Rich.
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Agentes reveladores

Se utilizaron como agentes reveladores (agentes cromogenos), vapores de yodo y de
amoniaco, adecuados para verificar el comportamiento de los compuestos, fracciones o
eluatos. El cromatograma fue impregnado dentro de la campana de extraccion a una

distancia de 20 cm, permitiendo localizar la mancha, utilizandose una lampara UV.

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS AISLADOS
Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN- "C) y Protones (RMN- "H)
Se empled un equipo de RMN marca BRUKER, de 500 MHz para los andlisis de
protones y 125 MHz en el caso de los espectros de carbono. La RMN es una de las
técnicas mas usadas en el campo de los productos naturales, por su naturaleza no
destructiva, y proporcionar informacion muy precisa, sobre los acoplamientos C-H, al
momento de elucidar la estructura de un compuesto. Las muestras fueron disueltas en
solventes deuterados (CDCl; o D,0), segtn la solubilidad de las mismas, y se colocaron
en un tubo de resonancia, para luego ser introducidas en el equipo de RMN, para los

analisis de RMN de 'H y °C mono y bidimensionales, respectivamente.

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM)

Esta técnica es la mas sencilla para determinar la masa molar de un compuesto e,
incluso, la formula molecular correspondiente. Para ello, Los analisis por cromatografia
de gases fueron realizados en un cromatografo marca Perkin Elmer, modelo Autosystem
con un detector FID, empleando una columna HP-5 de 30 metros de largo, 0,25 mm de
diametro y 0,25 um de film. Se uso6 helio como gas portador con un flujo de 0,8 ml/min.
La temperatura inicial fue de 60°C (1 min) y luego se calent6 a razon de 4°C/min hasta
280°C (20 min); el inyector se mantuvo a 200°C y el detector a 230°C. Se determinaron
los indices de Kovats, analizando la muestra por comparaciéon con una mezcla de n-

alcanos (C8 a C22) (Davies, 1990; Adams, 2001).

Espectrometria de masas con electronebulizacion (ESI-MS)
La ionizaciéon por electronebulizacion o electroespray (ESI) es una técnica de

espectrometria de masas de ionizaciéon blanda (ESI-MS) que genera solo iones
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moleculares sin fragmentacion. Es especialmente 1til en la produccion de iones a partir
de macromoléculas, pues supera la propension de estas a fragmentarse cuando se
ionizan. Para llevarse a cabo, en un principio, se introdujo el analito (a ionizarse)
disuelto en un solvente mas volatil por un capilar de metal muy pequeio y cargado;
debido a la repulsion de las cargas eléctricas, el liquido sale del capilar y se forma un
aerosol, una nube de pequenas gotas (10 um) altamente cargadas.

Conforme el solvente se evapora, las moléculas del analito se aproximan, se repelen y
finalmente, cuando la repulsion de las cargas positivas vence la tension superficial,
estallan las gotas (Explosion de Coulomb). El proceso se repite hasta que el analito esté
libre de solvente, de modo que no quede mas que iones moviéndose hacia el analizador
de masa (Fenn et al., 1990). Estos analisis de espectrometria de masas mediante
ionizacion por electronebulizacion o electrospray (ESI-MS) se realizaron con un
espectrometro de Masas cuadripolar (QMS) Finnigan TSQ Quantum ThermoScientific-
Scientificinstruments, en el laboratorio de espectrometria de masas del centro de

quimica en el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados obtenidos de las diversas extracciones de 6rganos de la especie vegetal
Wedelia calycina L.C. Rich. y posterior fraccionamiento de los extractos crudos y
evaluacion de efectos biologicos de los mismos, su caracterizacidon quimica, asi como un

analisis y discusion son presentados a continuacion.

Rendimiento de los extractos y fracciones primarias de Wedelia calycina L.C. Rich.
Luego de llevarse a cabo las extracciones metandlicas sucesivas de las hojas y tallos de
Wedelia calycina L.C. Rich., se obtuvieron dos extractos crudos, uno por cada érgano.
Estos fueron tratados posteriormente con una solucién de acetato de plomo al 2% para
eliminar ciertas sustancias de bajo interés, desde el punto de vista de los productos
naturales, tales como la clorofila. Luego de filtrada, la solucion fue concentrada a
presion reducida y la solucion acuosa resultante fue biparticionada con solventes
organicos, tales como acetato de etilo, cloroformo y ter-butanol, obteniéndose varias
fracciones de cada extracto de los organos de la planta. El rendimiento obtenido para

cada uno de los extractos y fracciones obtenidas, es mostrado en la tabla 3.

Tabla 3: Rendimiento de los extractos y fracciones primarias obtenidos de Wedelia
calycina L.C. Rich.

CANTIDAD OBTENIDA EXTRACTOS*

EMH EMT FAEH FCH FAET FCT FTBT

Material vegetal procesado(g) 406,7 477,8 5,65 5,65 37,29 37,29 37,29
Extracto obtenido (g) 39,37 37,29 045 1,98 045 0,34 11,30
Rendimiento (% m/m) 9,17 824 796 3504 1,21 091 30,30

*EMT: Extracto metandlico del tallo; EMH: Extracto metandlico de las hojas; FAEH: Particion del EMH
en acetato de etilo; FCH: Particion del EMH en cloroformo; FAET: Particiéon del EMT en Acetato de
Etilo; FCT: Particion del EMT en Cloroformo; FTBT: Particion del EMT en Ter-butanol.

Los extractos metanolicos se obtuvieron con un rendimiento en masa, de
aproximadamente el 9% para las hojas y el 8% para el tallo. Luego del tratamiento con
acetato de plomo al 2% m/v, de las particiones de acetato de etilo y cloroformo de las
hojas, se obtuvo 7,96 y 35,04% m/m, respectivamente; estas fueron de mayor

rendimiento en masa que las particiones obtenidas del tallo. Las particiones del extracto



31

metanolico del tallo generaron muy bajos rendimientos, siendo éstos: cloroformo 0,91%
m/m y acetato de etilo 1,21% m/m. No obstante, en ter-butanol hubo un mayor
rendimiento con respecto a todas las particiones obtenidas del tallo, con un 30,30% en

masa.

Analisis de los metabolitos secundarios presentes en los extractos metanoélicos de
hojas y tallos de Wedelia calycina L.C. Rich.

Luego de aplicarse las pruebas de analisis fitoquimico, segiin Marcano y Hasegawa
(2002), el extracto metandlico de las hojas resultd positivo a la evaluacion fitoquimica
de alcaloides, flavonoides y polifenoles. En el caso del tallo, para su extracto alcoholico,
se determino la presencia de familias de compuestos polifendlicos y flavonoides (Tabla

4).

Tabla 4: Familias de metabolitos secundarios presentes en los extractos metanolicos de
Wedelia calycina L.C. Rich.

Metabolitos secundarios EMT* EMH*
Alcaloides - +
Saponinas - -
Flavonoides + +
Taninos - -
Polifenoles + +

Esteroles y triterpenos - -

*EMT: Extracto metanoélico del tallo; EMH: Extracto metanolico de las hojas

La presencia de compuestos alcaloidales se detectd por la formacién de un precipitado
naranja al tratar el extracto metanolico de las hojas con el reactivo de Dragendorff. La
familia de compuestos flavonoides, fue identificada por la fluorescencia de las muestras
luego de ser tratadas con AICl; al 1% en etanol. Igualmente, se confirmo6 la presencia de
flavonoides por el cambio de coloracion observado al exponer ambos extractos crudos a
los vapores de amoniaco. Los polifenoles fueron identificados por la formacion de una
coloracion parda, cuando se tratd el extracto metanolico de las hojas y el extracto

metanolico del tallo, con unas gotas de cloruro férrico al 1%.
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De las pruebas quimicas cualitativas realizadas, no se detectd la presencia de
compuestos como taninos, saponinas, esteroles y triterpenos. Esto puede deberse a que
dichos compuestos no estén presentes en la planta o estan en tan baja concentracion que

no pudieron ser detectados por la metodologia empleada.

Actividad bioldgica de los extractos y fracciones primarias obtenidas
Los resultados del andlisis del estudio antibacteriano de los extractos y fracciones
obtenidos de Wedelia calycina L.C. Rich., a una concentracion de 40 mg/ml, se

muestran a continuacion en la tabla 5.

Tabla 5: Actividad antimicrobiana de los extractos y fracciones primarias de Wedelia
calycina L.C. Rich. a concentraciones de 40 mg/ml.

Diametro del halo de inhibicion*

Microorganismos EMH EMT FAEH FCH FAET FCT FTBT
E. coli ATCC (25922) - - - - - - -
S. aureus IBE (Doc-19) 9 13 - - - - -
E. faecalis (WHO14) 17 8 - - - 11 -
B. subtilis ICTA-07) 9 15 12 - 14 15 -
K. pneumoniae ATCC (10031) - 11 18 - 19 10 -
M. luteus ATCC (4698) 17 11 18 - 19 11 -

*Diametro del halo de inhibicion (mm), diametro del disco 6 mm, valores obtenidos con una desviacion
promedio de = 2 mm. FAEH: Particion del EMH en acetato de etilo; FCH: Particion del EMH en
cloroformo; FAET: Particién del EMT en acetato de etilo; FCT: Particion del EMT en cloroformo; FTBT:
Particion del EMT en ter-butanol. Escala de actividad: No activo: (-); actividad débil: halo = 7-11 mm;
actividad moderada: halo = 11-16 mm; muy activo: halo > 16 mm (Monks et al., 2002).

Al analizar estos datos, se observo que el extracto del tallo fue activo para inhibir cinco
de las seis cepas de bacterias ensayadas, similarmente el de las hojas, inhibio el
crecimiento poblacional de cuatro cepas bacterianas: S. aureus y B. subtilis en forma
leve, M. luteus y E. faecalis de manera moderada. El extracto metandlico del tallo,
exhibio inhibicion del crecimiento de las bacterias B. subtilis y S. aureus en forma
moderada, y contra K. pneumoniae, M. luteus y E. faecalis de manera leve (11, 11 y 8
mm, respectivamente).

Luego del tratamiento con la solucion de acetato de plomo al 2%, las particiones liquido-

liquido obtenidas, también fueron ensayadas por medio del método del antibiograma,
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obteniéndose como resultados, en el caso de las hojas, la particion obtenida en acetato de
etilo fue activa contra el crecimiento de B. subtilis, K. pneumoniae y M. luteus en forma
moderada. La fraccion obtenida del extracto de las hojas en cloroformo, no exhibid
ningun tipo de actividad antimicrobiana.

La actividad inhibitoria ejercida, por la fraccion en acetato de etilo de las hojas, es
ligeramente mayor en comparacion con los valores del extracto crudo sobre B. subtilis y,
contra M. luteus ambos extractos muestran valores similares. Mientras que el extracto
crudo de las hojas inhibe el crecimiento de S. aureus y la fraccion en acetato de etilo
inhibe moderadamente el crecimiento de K. pneumoniae. Dichos resultados indican que
al realizarse la particion del extracto crudo de las hojas con acetato de etilo, se potencia
la actividad contra B. subtilis, mientras que contra S. aureus disminuye y ejerce efecto
moderado sobre K. pneumoniae.

De las particiones obtenidas, luego del tratamiento, del extracto crudo del tallo, solo las
fracciones en acetato de etilo y en cloroformo mostraron actividad sobre los
microorganismos empleados, contrariamente la fraccion ter-butandlica no mostrd
actividad. La fraccion en acetato de etilo del tallo mostré una inhibiciéon moderada sobre
el crecimiento de B. subtilis, K. pneumoniae y M. luteus. En cambio, la particiéon en
cloroformo, inhibi6 el crecimiento de los microorganismos E. faecalis, K. pneumoniae y
M. luteus levemente; asi como de forma moderada a la bacteria B. subtilis.

Al comparar la actividad biologica ejercida por el extracto crudo del tallo, se observo
que ninguna fraccion obtenida de las particiones inhibid el crecimiento de la bacteria S.
aureus, pero si lograron potenciar la actividad sobre K. pneumoniae y M. luteus de 11
mm en EMT a 19 mm en el caso del FAET y contra E. faecalis de 8 mm en EMT a 11
mm en el caso del FCT. Los halos mostrados sobre la bacteria B. subtilis fueron
constantes para el extracto crudo y las particiones FAET y FCT.

Tomando en cuenta el andlisis de los metabolitos presentes en cada extracto crudo, el
EMH contiene alcaloides, flavonoides y polifenoles, ademads es activo unicamente contra
las bacterias Gram positivas ensayadas. Mientras que el EMT que result6 positivo a las
pruebas quimicas de flavonoides y polifenoles, inhibe el crecimiento de las bacterias

Gram positivas y también actia sobre la bacteria Gram negativa K. pneumoniae. Razén
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por la cual puede inferirse que los posibles alcaloides presentes en el EMH disminuyen
la accion de este extracto alcoholico contra las bacterias Gram negativas empleadas pero
potencian su accion inhibitoria sobre S. aureus y E. faecalis. Mientras que los posibles
flavonoides y polifenoles presentes en el EMT le proporcionan bioactividad contra las
bacterias ensayadas exceptuando contra E. coli, sobre la cual ninglin extracto ni fraccion
primaria ejerci6 actividad.

La accion del extracto EMT y las fracciones FAEH, FAET y FCT sobre la bacteria K.
pneumoniae respaldan el uso medicinal que se le da a esta especie vegetal en el estado
Bolivar como medicina para la tos, de acuerdo con Diaz & Delascio (2007).
Similarmente, esta actividad bioldgica ejercida por la planta sobre dicha bacteria Gram
negativa, la coloca como un posible candidato para la elaboracién de fdrmacos que
permitan contrarrestar las potentes infecciones respiratorias que ocasiona esta bacteria al
estar en contacto con el cuerpo humano, las cuales muchas veces conllevan a la muerte

(Bartram et al., 2003; Ainsworth, 2004).

Fraccionamiento cromatografico de la fraccion en cloroformo obtenida del EMT.
Debido a la actividad biologica de la FCT (0,3442 g), se seleccion6 para ser fraccionada
mediante cromatografia de columna; utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-20;
eluida con una mezcla cloroformo-metanol aumentando gradualmente la polaridad en
diferentes proporciones; generé 60 eluatos, agrupados en siete fracciones que
representaron el 92,38% del total de la muestra inicial.

De estas fracciones, solo las fracciones FCT-3 (0,133 g) y FCT-4 (0,115 g) fueron
sometidas a fraccionamientos posteriores por ser ambas las de mayor rendimiento en
masa y su actividad antimicrobiana. Los rendimientos obtenidos luego del proceso de

fraccionamiento realizado, se muestran a continuacion, en la tabla 6.
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Tabla 6: Rendimiento de las fracciones obtenidas del fraccionamiento cromatografico
por columna de la FCT de Wedelia calycina L.C. Rich.

Fraccion N° de eluatos Solvente (v/v) Masa (g)
FCT-1 1-20 CHCI; (100%) 0,008
FCT-2 21-26 CHCIl3/MeOH (2:1) 0,015
FCT-3 27-32 CHCI3/MeOH (2:1) 0,133
FCT-4 33-37 CHCIl3/MeOH (1:1) 0,115
FCT-5 38-45 CHCI3/MeOH (1:1) 0,020
FCT-6 46-50 CHCIl3/MeOH (1:1) 0,018
FCT-7 51-60 MeOH (100%) 0,009

Actividad biologica de las fracciones secundarias FCT-3 y FCT-4, obtenidas del
fraccionamiento del FCT.

Al evaluar la actividad bioldgica ejercida por las fracciones FCT, FCT-3 y FCT-4 sobre
los microorganismos empleados, se observo que las fracciones secundarias obtenidas de
la FCT inhiben de forma leve el crecimiento de la bacteria S. aureus, accidon que no
ejerce la fraccion primaria de la cual provienen. Sin embargo, la FCT inhibe débilmente
el crecimiento de E. faecalis mientras que las fracciones FCT-3 y FCT-4 no ejercieron
actividad sobre este microorganismo (ver tabla 7).

La fraccion FCT-3 fue activa en forma leve contra cuatro de las seis cepas bacterianas
empleadas, desarrollando halos de inhibicion mayores contra S. aureus (11 mm) y B.
subtilis (10 mm). En el caso de su accion contra K. pneumoniae y M. luteus se
observaron valores similares de 7 mm de didmetro en cada uno. Esta fraccion (FCT-3)
fue inactiva para inhibir a las bacterias E. coli y E. faecalis.

Similarmente, la fraccion FCT-4 inhibi6o débilmente el crecimiento de las bacterias S.
aureus, B. subtilis y K. pneumoniae. Ambas fracciones secundarias, FCT-3 y FCT-4,
inhibieron a la bacteria Gram negativa K. pneumoniae con halos de inhibicion de igual
diametro (7 mm), también exhibieron valores similares en su accion contra S. aureus. La
FCT-4 no logré inhibir el crecimiento de E. coli, E. faecalis y M. luteus.

De acuerdo a los resultados obtenidos, luego de realizarse el proceso de fraccionamiento
de la fraccion primaria FCT se observod una disminucion de su potencial activo contra
los microorganismos B. subtilis, K. pneumoniae, E. faecalis y M. luteus; desapareciendo

la actividad contra E. faecalis y mostrando actividad contra el crecimiento de S. aureus
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en ambas fracciones secundarias.

En este mismo orden de ideas, la FCT-3 mostr6 mayor potencial antimicrobiano al ser
activo contra un mayor numero de bacterias ensayadas que la FCT-4, también pudo
observarse que luego del fraccionamiento de la FCT la inhibicion ejercida por las
fracciones secundarias obtenidas es menor, pero FCT-3 y FCT-4 siguen siendo activas
aunque de manera leve contra las bacterias B. subtilis y K. pneumoniae al igual que la
fraccion originaria de la que provienen. A pesar de que la FCT de la cual provienen
ambas subfracciones no inhibe el crecimiento de S. aureus, las FCT-3 y FCT-4 si logran
inhibirlo de forma leve en comparacién con la accion moderada que ejerce el EMT sobre

dicha bacteria.

Tabla 7: Actividad antimicrobiana por las fracciones FCT, FCT-3 y FCT-4 de Wedelia
calycina L.C. Rich. a concentraciones de 40 mg/ml.

Diametro del halo de inhibicion*

Microorganismos FCT FCT-3 FCT-4
E. coli ATCC (25922) - - -
S. aureus IBE (Doc-19) - 11 10
E. faecalis (WHO14) 11 - -
B. subtilis (ICTA-07) 15 10 7
K. pneumoniae ATCC (10031) 10 7 7
M. luteus ATCC (4698) 11 7 -

*Diametro del halo de inhibicion (mm), didmetro del disco 6 mm, valores obtenidos con una
desviacion promedio de £ 2 mm. FCT: Particién del EMT en Cloroformo. FCT-3 y FCT-4:
Sub-fracciones obtenidas del fraccioamiento cromatografico de la FCT. Escala de actividad:
No activo: (-); actividad débil: halo = 7-11 mm; actividad moderada: halo = 11-16 mm; muy
activo: halo > 16 mm (Monks et al., 2002).
Fraccionamiento cromatografico de la FCT-3.
La FCT-3 (0,133 g), por tener mayor rendimiento en masa y por su actividad biologica
ejercida sobre los microorganismos evaluados, fue sometida a fraccionamiento
cromatografico (CC) usando como fase estacionaria silica gel 60 (tamafio de particula:
0.04-0.06 mm, Merck) y como fase moévil varias mezclas de pentano-cloroformo-

metanol; obteniéndose 48 eluatos, agrupados en cinco sub-fracciones FCT-3.1 a 3.5; los

rendimientos en masa de las mismas se muestran en la tabla §.
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Tabla 8: Rendimiento de las fracciones obtenidas del fraccionamiento cromatografico
(CC) de la FCT-3 de Wedelia calycina L.C. Rich.

Fraccion N° de eluatos Solvente (v/v) Masa (g)
FCT-3.1 1-6 CsH»/CHCI; (2:1) 0,007
FCT-3.2 7-12 CsHi2/CHClI3(1:2) 0,012
FCT-3.3 13-21 CsH»/CHCl; (1:2) 0,010
FCT-3.4 22-31 CsH;»/CHCI3/MeOH (1:2:1) 0,038
32-39 CsH»/CHCI3/MeOH (1:2:2) 0,033
FCT-3.5 40-48 MeOH (100%) 0,006

La masa de las cinco sub-fracciones FCT-3.1 a 3.5, obtenidas de este fraccionamiento
representan el 79,87% de la masa total de la FCT-3. La FCT-3.4 se obtuvo por la
combinacion de los eluatos 22 al 39, luego de compararse por cromatografia de capa fina

analitica se observo valores de Rf iguales.

Fraccionamiento cromatografico de la FCT-3.4

La FCT-3.4 (0,0714 g) fue sometida a un nuevo proceso de fraccionamiento por CC, por
ser la mas pura de las fracciones obtenidas de la FCT-3, empledndose como fase
estacionaria Sephadex LH-20 y como fase movil una mezcla de proporcion 1:1 en
volumen de los solventes diclorometano y acetato, obteniéndose siete sub-fracciones
denotadas desde FCT-3.4.1 hasta FCT-3.4.7. Los valores resultantes luego de este

nuevo proceso de fraccionamiento, se muestran a continuacion, en la tabla 9.

Tabla 9: Rendimiento de las fracciones obtenidas del fraccionamiento cromatografico
por columna de la FCT-3.4 de Wedelia calycina L.C. Rich.

Fraccion N° de eluatos Masa (g)
FCT-3.4.1 1-18 0,002
FCT-3.4.2 19-25 0,003
FCT-3.4.3 26-33 0,006
FCT-3.4.4 34-41 0,016
FCT-3.4.5 42-45 0,006
FCT-3.4.6 46-54 0,015
FCT-3.4.7 55-60 0,006

Las siete sub-fracciones obtenidas del fraccionamiento de la FCT-3.4, representan el
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75,63% de la muestra de partida. De éstas, solo la FCT-3.4.4 y la FCT-3.4.6 fueron
sometidas a analisis de RMN (‘H y "*C) y CG/EM por ser las de mayor rendimiento en
masa y las mds puras de acuerdo a su comportamiento en cromatografia de capa fina

analitica.

Analisis de RMN "H de la fraccion FCT-3.4.4

Por el comportamiento observado en cromatografia de capa fina, esta fraccion parecia
estar fundamentalmente pura, pero al realizar el andlisis de RMN se determind que es
una mezcla de varios compuestos, por la presencia de sefales de distintos tipos de
protones de compuestos hidrocarbonados y oxigenados, solapandose unas con otras,
resultando muy compleja la identificacion de un compuesto en especifico. Dicha
muestra fue sometida a pruebas quimicas cualitativas y se detect6 la posible presencia de
grupos fendlicos, pues al ser tratada con una solucién de cloruro de hierro (III) al 3% en
etanol dicha solucion se tornd de coloracion parda, indicando asi la presencia de estos
compuestos. Al analizar los desplazamientos quimicos de las sefiales de los diferentes
grupos de protones en el espectro RMN 'H (500 MHz, CDCls) obtenido para la fraccion
FCT-3.4.4 (figura 14), se puede notar la existencia de protones aromaticos y olefinicos
con desplazamientos quimicos (d) entre 4,9-6,9 ppm. Similarmente, las sefiales entre 6 =
6,5-6,9 ppm sugiere la presencia de posibles compuestos fenolicos y posibles impurezas
generadas por ésteres bencenodicarboxilicos.

A campo alto se encuentran sefales asignables a grupos metilo terminales (6 = 0,8-0,9 y
1,9-2,0 ppm) y grupos metilenos (6 = 1,9-2,4 ppm). También existe un gran nimero de
protones en la zona entre & = 3,6-3,9 ppm, los cuales pueden corresponder con la
presencia de grupos metoxilos o de grupos CH- enlazados con atomos muy
electronegativos como el oxigeno asi como en compuestos glicosidicos. En la zona de
campo alto, 6 entre 1,2-1,3 ppm, se encuentra una sefial que puede corresponderse con
protones metilo terminales unidos a un atomo de carbono cercano a un grupo epoxido,

de acuerdo con lo reportado en la bibliografia (Jaime, 2008; Castro & Bedoya, 2011).
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Figura 14: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCls) de la sub-fraccién FCT-3.4.4, con
indicacion por estructuras quimicas de los posibles grupos de protones presentes.

58
LIRS

Analisis de CG/EM de la fraccion FCT-3.4.4

Para dilucidar de una manera mas precisa sobre la composicidon estructural de la mezcla
de compuestos presentes en la FCT-3.4.4, se realiz6 un analisis de CG/EM. Este analisis
muestra la existencia de dos compuestos mayoritarios, de éstos so6lo se tomd en
consideraciéon el pico con tiempo de retencion (TR) de 33,15 minutos; el cual fue
identificado como el éster etilico del acido hexadecanoico mediante comparacion con la

base de datos NIST MS Search 2.0 del equipo.
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El pico con TR de 45,14 minutos se corresponde con el éster diisooctilico del acido 1,2-
bencenodicarboxilico, considerado una impureza proveniente del equipo de vacio con el
que se elimind el solvente de la muestra, el cual estd presente en todos los
cromatogramas de las tres muestras analizadas con un TR constante, razon por la que se
descarta tomarlo como un metabolito producido por la planta. El cromatograma de la

fraccion FCT-3.4.4 se presenta en la figura 15.
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Figura 15: Cromatograma de gases de la sub-fraccion FCT-3.4.4

Al comparar el espectro de masas obtenido para el compuesto denotado como I (TR =
33,15 minutos) en el cromatograma de la sub-fraccion FCT-3.4.4 con el espectro de
masas del éster etilico del acido hexadecanoico y se pudo corroborar que dicho

compuesto estd presente en la muestra, con una probabilidad del 99% (ver figura 16).
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Figura 16: Espectros de masas de: a) compuesto denotado como I en el cromatograma de
gases de la fraccion FCT-3.4.4, b) éster etilico del acido hexadecanoico obtenido de la
libreria del equipo (NIST MS Search 2.0) y ¢) comparacién de ambos espectros para
corroborar la identificacion del éster etilico del 4cido hexadecanoico como compuesto 1.

En este mismo orden de ideas, el espectro de masas del éster etilico del acido
hexadecanoico identificado en la FCT-3.4.4 exhibe ocho senales caracteristicas
correspondientes a iones fragmentos originados a partir de este. La sefial con relacion

masa/carga (m/z) de 284 corresponde al ion molecular del compuesto I, a una relacion
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m/z de 241 se observa una sefial que se corresponde con la pérdida de 43 unidades de
masa del ion molecular, la pérdida de agrupaciones atomicas de la cadena
hidrocarbonada del acido (-CoHy9, -Ci2Has y -Ci3Ha7) generan las sefales con m/z de
157, 115 y 101, respectivamente. El pico base se observa con una m/z de 88, es una
sefial muy intensa caracteristica de los ésteres de acidos grasos de cadena larga,
proveniente de una fragmentacion de la molécula por un rearreglo MacLafferty.
Similarmente, las sefiales con m/z de 73 y 55 son muy comunes en la fragmentacion de

este tipo de compuestos.
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Figura 17: Patron de fragmentacion propuesto para el éster etilico del acido

hexadecanoico, de acuerdo a los picos de relacion masa/carga observados en el espectro
de masas.
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Anilisis de RMN "H para la fraccion FCT-3.4.6

En relacién a la fraccion FCT-3.4.6, el espectro RMN 'H (500 MHz, CDCls) obtenido,
es muy parecido al de la fraccion FCT-3.4.4, con pequenas diferencias en cuanto al
numero de sefiales de protones presentes y al desplazamiento quimico, tal como puede

detallarse en la figura 18.
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Figura 18: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCls) de la sub-fraccién FCT-3.4.6, con
indicacion por estructuras quimicas de los posibles grupos de protones presentes.

En el espectro RMN 'H de la fraccién FCT-3.4.6, se observa la existencia de sefiales
asignables a protones aromaticos y olefinicos entre 6 = 4,7-6,9 ppm; ademas a campo
alto se encuentran sefiales correspondientes a grupos metilo y metilenos (6 = 0,8-0,9 y
1,7-2,4 ppm respectivamente). Las sefiales entre & = 6,5-6,9 ppm sugiere la presencia de
posibles compuestos fendlicos y posibles impurezas generadas por ésteres
bencenodicarboxilicos. También se observan sefiales de protones en la zona entre 6 =
3,1-4,2 ppm que pueden ser asignables a grupos de protones metoxilo o protones unidos
a carbonos enlazados a 4&tomos muy electronegativos como oxigenos; y en la zona de

campo alto entre 6 = 1,2-1,3 ppm una sefial que puede corresponderse con protones
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metilo terminales unidos a un dtomo de carbono cercano a un grupo epdxido (Jaime,

2008; Castro & Bedoya, 2011).

Analisis de CG/EM de la fraccion FCT-3.4.6

El analisis de CG/EM de la FCT-3.4.6, evidenci6 la abundancia de una mezcla de dos
compuestos con TR de 33,190 y 33,194 minutos correspondientes con el éster etilico del
acido eicosanoico y el éster etilico del acido undecanoico. También se observa un pico
mayoritario con TR de 45,14 minutos el cual fue identificado como el éster diisooctilico
del 4cido 1,2-bencenodicarboxilico considerado como una impureza proveniente tal vez

de la bomba de vacio. El cromatograma obtenido de la FCT-3.4.6 se presenta en la

figura 19.
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Figura 19: Cromatograma de gases obtenido del analisis por CG/EM de la sub-fraccion
FCT-3.4.6

Al analizar mediante espectrometria de masas la sefal del cromatograma con TR de
33,19 minutos, se obtuvieron los espectros de masas para los compuestos II (33,190

min) y IIT (33,194 min), los cuales se pueden detallar en las figuras 20 y 22.

El andlisis del segundo compuesto pico con TR de 33,190 min, presente en el
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cromatograma de gases de la FCT-3.4.6, por espectrometria de masas, indica la
presencia del éster etilico del acido eicosanoico (ver figura 20). El éster etilico del acido
eicosanoico identificado no muestra la sefial del ion molecular pero si exhibe una sefial
con relaciéon m/z de 297 correspondiente con la pérdida de 43 unidades de masa, algo
muy comun en los ésteres de acidos grasos de cadena larga. Sin embargo, al comparar el
espectro de masas almacenado en la base de datos del equipo NIST MS Search 2.0
(figura 20.b) con el espectro obtenido para la FCT-3.4.6 (figura 20.a), existe un 96 % de

probabilidad de que éste sea el compuesto presente a este TR de 33,190 min.
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Figura 20: Espectros de masas de: a) compuesto denotado como II en el cromatograma
de la fraccion FCT-3.4.6, b) éster etilico del acido eicosanoico obtenido de la libreria del
equipo (NIST MS Search 2.0) y ¢) comparacion de ambos espectros para corroborar la
identificacion del éster como compuesto II.
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De acuerdo con el espectro de masas obtenido, la pérdida de los fragmentos -CoH9, -
Ci6Hss y —=C9H3s generan las sefiales con relacion m/z igual a 213, 115 y 101 unidades
de masa, respectivamente. Similarmente, exhibe el pico base con una relacién
masa/carga de 88 uma, por la pérdida de un fragmento -C;sHss mediante un rearreglo de
MacLafferty, y los iones fragmentos de m/z 73 [M- C19H39]+ y m/z 55 [M- C19H4,0]"

como sefiales caracteristicas de los ésteres (ver figura 21).
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Figura 21: Patrén de fragmentacion propuesto para el éster etilico del acido eicosanoico,
de acuerdo a los picos de relaciéon masa/carga observados en el espectro de masas.
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Similarmente, para el compuesto denotado como III con TR de 33,194 min, se obtuvo el

espectro de masas caracteristico del éster etilico del 4cido undecanoico (ver figura 22).
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Figura 22: Espectro de masa del pico con TR de 33,194 min (denotado como III),
identificado por la base de datos NIST MS Search 2.0 como el éster etilico del acido
undecanoico.

El éster etilico del 4cido undecanoico identificado en la FCT-3.4.6 exhibe siete sefales
de iones fragmentos caracteristicas de este tipo de compuestos. Del ion molecular con
relacion m/z de 241 uma, se generan iones fragmentos producto de la pérdida de 43
unidades de masa y la pérdida de los fragmentos -CgH;; y —C7H;s que generan las
sefiales de relaciones m/z igual a 171, 101 y 115 uma, respectivamente. El pico base se
observa con una relacion m/z de 88 uma, por la pérdida de un fragmento -CoH9
mediante un rearreglo de Mac Lafferty, como una sefial caracteristica de los ésteres de
acidos grasos de cadena larga, al igual que los fragmentos con relacion m/z de 73 y 55

uma.
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Figura 23: Patron de fragmentacion propuesto para el éster etilico del dcido
undecanoico, de acuerdo a los picos de relacion masa/carga observados en el espectro de

masas.

Fraccionamiento cromatografico de la FCT-4

A la fraccion FCT-4 (0,1045 g), por su actividad antibacteriana y su rendimiento en

masa, se le realizé una cromatografia de capa fina preparativa en cromatofolios de silica

gel (Merck) de 2 mm de espesor de 20 x 20 cm, utilizando como eluyente una mezcla de

hexano-acetato de etilo (2:1); obteniéndose 4 sub-fracciones FCT-4.1 a 4.4, con

rendimientos mostrados a continuacion.

Tabla 10: Rendimiento de las fracciones obtenidas del fraccionamiento cromatografico
(CCFP) de la FCT-4 de Wedelia calycina L.C. Rich.

Fraccion Masa (g)
FCT-4.1 0,017
FCT-4.2 0,004
FCT-4.3 0,004
FCT-4.4 0,004




49

La cantidad de muestra recogida al final del proceso cromatografico fue muy poca,
representando un 27,75% de la muestra de partida. La sub-fraccion FCT-4.1 fue
sometida a analisis de RMN ('H y *C) y CG/EM por ser la de mayor cantidad y al
someterse a cromatografia de capa fina analitica su comportamiento indicaba cierto

grado de pureza.

Anailisis de RMN "H para la fraccion FCT-4.1

El espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de la fraccién FCT-4.1, es muy similar a los
espectros de las fracciones FCT-3.4.4 y FCT-3.4.6 mostrados anteriormente, con
pequenas diferencias en cuanto a la cantidad de protones presentes por sefal, los valores
de las integrales son menores en comparacion con los valores de los espectros anteriores.
Esto puede deberse a que las fracciones FCT-3.4.4 y FCT-3.4.6 provienen de un mismo
fraccionamiento de la fraccion FCT-3.4 y la fraccion FCT-4.1 proviene de la separacion
por cromatografia de capa fina de la fraccion FCT-4. En la figura 24, se muestra el

espectro RMN 'H de la fraccién FCT-4.1.
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Figura 24: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de la sub-fraccion FCT-4.1, con
indicacion por estructuras quimicas de los posibles grupos de protones presentes.

AN 1. g __mC wsl lslrsnahﬁﬁaf

ppm



50

Después de analizar este espectro, se observa la presencia de protones olefinicos y
aromaticos entre 6 = 4,7-7,0 ppm,; las sefiales entre 6 = 6,5-6,9 ppm sugieren la presencia
de posibles compuestos fenodlicos e impurezas generadas por ésteres
bencenodicarboxilicos, a campo alto se encuentran sefiales correspondientes con grupos

metilo y metilenos (6 = 0,8-0,9 y 1,7-2,3 ppm).

Ademas una cantidad relativa de protones en la zona entre & = 3,6-3,9 ppm
correspondientes con la presencia de grupos metoxilo. En la zona de campo alto entre o
= 1,2-1,3 ppm una sefal que puede corresponderse con protones metilo terminales
unidos a un atomo de carbono cercano a un grupo epoxido; los cuales estdn en
proporcion similar a los protones de grupos metoxilo. También existen sefales entre 2,6-
3,1 ppm correspondientes a grupos metileno unidos a carbonos de grupos epoxi (Jaime,
2008; Castro & Bedoya, 2011). Estas sefiales no permiten identificar un compuesto
como tal, sin embargo los analisis por CG/EM, evidenciaron una mezcla compleja de

compuestos presentes en la muestra.

Analisis de CG/EM para la fraccion FCT-4.1

El andlisis por CG/EM de la FCT-4.1 evidencid la abundancia de varios compuestos,
algunos de los cuales fueron identificados como la 2,2,5-trimetil-3,4-hexanodiona (TR
de 33,09; 37,72; 39,88, 41,98 y 43,98 min) y la 5-etildihidro-2(3H)-Furanona (TR de
49,62 min) conocida comercialmente como gamma-caprolactona. El cromatograma
obtenido se muestra en la figura 25.

La presencia de varias sefales referidas a la 2,2,5-trimetil-3,4-hexanodiona, se debe a
que este tipo de compuestos son el punto de partida para la formacion de heterociclos
pentagonales (Beyer & Walter, 1987; Weininger & Stermitz, 1988; McMurry, 2008), lo
cual justifica en cierta medida la existencia de la gamma-caprolactona en esta muestra

(Camean, 1995).
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Figura 25: Anaélisis por CG/EM de la sub-fraccion FCT-4.1

El anélisis por EM del pico con TR de 49,62 minutos sugiere la existencia de la gamma-
caprolactona, la cual es un componente del aroma de algunas flores y una feromona de
insectos (Nufiez & Martin, 1990). Este compuesto fue identificado por comparacioén con
la base de datos NIST MS Search 2.0 con una probabilidad de 82%, en la figura 26 se

presenta el espectro de masas de dicho compuesto.
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Figura 26: Espectro de masa del pico con TR de 49,62 min (denotado como 1V),
identificado por la base de datos NIST MS Search 2.0 como gamma-caprolactona.
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El espectro de masas de la gamma-caprolactona, muestra sefial del ion molecular con
relacion m/z de 114. La pérdida de los fragmentos -C,HsO y -C3H¢O generan sefiales
con relaciéon m/z de 70 y 56, respectivamente. El pico base tiene una relacion m/z de 85,
generado por la pérdida de un grupo etil -C,Hs de la gamma-caprolactona. Esta relacion
m/z de 85 es una sefal caracteristica de un rearreglo propio de la butirolactona (m/z 86)
por la pérdida de un proton. En la figura 27 se presentan los posibles iones fragmentos

presentes en el espectro de masas de la gamma-caprolactona identificada.
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Figura 27: Patron de fragmentacion propuesto para la gamma-caprolactona identificada
por comparacion espectral con la base de datos NIST MS Search 2.0.

Cabe destacar que el espectro de masas de la gamma-caprolactona obtenida exhibe
sefales de m/z 56 y 85 que se corresponden en cierta medida con la fragmentacion de
butirolactonas, razén por la cual se muestra también el esquema de fragmentacion de la
gamma-butirolactona para observar en detalle la formacion de dichos iones (ver figura
29).

Un espectro de masas caracteristico para la gamma-butirolactona muestra los principales
picos de iones fragmento con m/z 85, 56, 42, y 28, correspondiente a las pérdidas
neutrales de 1, 30, 44, y 56 unidades de masa, respectivamente. De acuerdo a la
estructura de este compuesto, segiin Martin (2004), las tres primeras pérdidas pueden ser

por falta de un protén radical 'H, la pérdida de formaldehido (H,C=0) y la salida de
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COs. El ion con relacion m/z 28 podria ser Hy'C — C'H, 0 CO™ 0 ambos, debido a que
las escisiones posibles que presenta la gamma-butirolactona sin reordenamiento de

cualquier 4tomo (ver figura 28), su formacion puede ser bastante sencilla.

r——

Figura 28: Escisiones posibles en la gamma-butirolactona (Martin, 2004).

Debido a que la gamma-butirolactona contiene un grupo carbonilo, la ionizacién inicial
debe ocurrir por la pérdida de uno de los electrones n en el oxigeno del carbonilo. La
escision a a cada lado del grupo carbonilo (Figura 29) produce dos iones distonicos
isoméricos que tienen la carga en el atomo de O-carbonilo (que tiene el sitio radical en el
atomo de C-o, ruta a) y el otro con el sitio radical en el atomo de oxigeno del anillo (ruta
b). Estos iones contienen cada uno grupos cuya pérdida superficial explica las
fragmentaciones importantes.

El ion disténico formado por la ruta a, tiene el sitio radical en el 4&tomo de C-a. Para
justificar la pérdida de CO; de este ion, la carga debe ser movida desde el atomo de
oxigeno a los atomos de carbono del anillo. Para llevar a cabo esta escision heterolitica
entre el 4tomo de C-y y el 4&tomo de oxigeno del anillo debe ser como se muestra en el
lado izquierdo de la figura 29. Esto produce el ion con m/z 42, que a su vez puede perder
'H para generar el ion alilo estabilizado por resonancia con m/z 41. Este comportamiento

es tipico de los iones que contienen sélo C y H.
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Figura 29: Patron de fragmentacion propuesto para la gamma-butirolactona (Martin,
2004).

El ion distonico formado por la ruta b, figura 29, tiene dos opciones que son razonables.
En primer lugar, la pérdida de "H del 4tomo de C-y forma un nuevo enlace 1 C-O y
produce el ion que tiene m/z 85 (ruta c). En la segunda opcion, se pierde H,C=0 a través
de la escision homolitica de la unidon entre 4atomos de carbono beta y gamma, formando
el ion con m/z 56 y un nuevo enlace m en la molécula por la expulsion de H,C=O (Figura
29, ruta d). Este ion resultante de m/z 56, a su vez, puede escindir el enlace entre el
carbonilo y dtomos de C-a ya sea homoliticamente o heteroliticamente para formar un
fragmento con m/z 28. En el primer caso se forman etileno y CO™" (Figura 29, ruta e),
mientras que en el segundo caso se producen CO y H,'C — C'H, (Figura 29, ruta f).
Debido a que la energia de ionizacioén (IE) del etileno es sustancialmente menor que la
IE del CO, la regla de Stevenson predice que el CO y H,"C — C'H; deben ser los que se

forman, por lo que se descarta la escision homolitica de la ruta e (Martin, 2004).
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Fraccionamiento de la fraccion en ter-butanol del EMT.

En el caso de la FTBT, para lograr la separacion de sus componentes fue disuelta en
mezclas de solventes (ver figura 13), pues de la FTBT precipitaron varios solidos
inactivos frente a las bacterias ensayadas por medio de la técnica del antibiograma,
cuyos rendimientos en masa se muestran en la tabla 11. De estos so6lidos sélo la fraccion
FTBT-2.1.2.2.1 obtenida después de varios procesos de purificacion, fue sometida a
analisis de RMN unidimensionales (‘H y B0) y bidimensionales (COSY y HMQC),
ademads de analisis de espectrometria de masas por electronebulizacion (ESI-MS) para

determinar su masa molecular.

Tabla 11: Rendimiento de los s6lidos obtenidos a partir de la FTBT de Wedelia calycina
L.C. Rich.

Fraccion Solvente (v/v) Masa (g)
FTBT-1 MeOH (100%) 2,009
FTBT-2.1.1 CHCI3/MeOH (2:1) 4,029
FTBT-2.1.2 CHCIl3/MeOH (2:1) 4,067
FTBT-2.1.2.1 MeOH (100%) 0,336
FTBT-2.1.2.2.1 MeOH (100%) 0,134

Caracteristicas fisicas de la fraccion FTBT-2.1.2.2.1

Los cristales translicidos, denotados como FTBT-2.1.2.2.1, solubles unicamente en
agua, no funden a temperaturas entre 40 — 600 °C, al ser observados al microscopio se
nota que poseen una forma octaédrica irregular con tendencia a formar agregados de

mayor tamafio a medida que transcurre el tiempo de cristalizacion.

Figura 30: Formas geométricas de los cristales denotados como FTBT-2.1.2.2.1
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Anailisis de RMN "H para la fraccion FTBT-2.1.2.2.1
A la fraccion FTBT-2.1.2.2.1 se le realizaron analisis de RMN, los resultados

espectroscopicos son mostrados a continuacion.
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Figura 31: Espectro RMN 'H (500 MHz, D,0) de la fraccion FTBT-2.1.2.2.1
En el espectro de protones de la muestra FTBT-2.1.2.2.1 se puede observar la presencia
de dos sefiales a campo bajo entre & = 7-8 ppm que integran para una relacion de
protones 2:3 y una sefial muy intensa a 6 = 4,6 ppm que tal vez corresponda a la sefial de
restos de agua en el solvente. También se observan dos desplazamientos quimicos entre
0 = 3,2-3,3 ppm, cuyas sefiales son muy pequeias y las integrales no se observan. La

ampliacion de la region a campo bajo muestra tres sefiales a campo bajo (ver figura 32).
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Figura 32: Ampliacion de la region a campo bajo entre 7,1 y 8 ppm del espectro RMN
'H (500 MHz, D,0) de la fraccion FTBT-2.1.2.2.1

La ampliacion del espectro de protones muestra las tres sefales iniciales, un doblete a o
= 7,77 ppm, un cuarteto a & = 7,56 ppm y un triplete a 6 = 7,51 ppm. Al calcularse las
constantes de acoplamiento (J) de estas sefiales se determind que el doblete a 6 = 7,77
ppm se acopla con el triplete a 6 = 7,51 ppm al tener valores de J= 7,4 Hz y J=7,5 Hz
respectivamente. El triplete y el cuarteto también estan acoplados con una J= 7,1 Hz
para ambas senales. Estos valores de estas constantes de acoplamiento confirman que el
compuesto es de naturaleza aromatica. De acuerdo con los desplazamientos observados
en el espectro de RMN 'H, se puede proponer una estructura similar a la del
hidroxibenzotriazol, en el que los protones aromaticos aparecen a desplazamientos

quimicos de 7,43-8,10 ppm.
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Figura 33: Estructura del hidroxibenzotriazol de acuerdo a su espectro de RMN 'H

tomado de la base de datos SDBS-1H (http:/sdbs.riodb.aist.go.jp/sdbs/cgi-
bin/direct frame top.cgi).
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Anilisis de RMN "C para la fraccién FTBT-2.1.2.2.1

En el espectro RMN 13C, mostrado a continuacion, se resaltan tres sefiales de carbono
entre 125-131 ppm, correspondientes con atomos de carbono aromaticos. Esto
concuerda con lo observado en el espectro de RMN 'H, en el cual se observan sefales

asignables a protones aromaticos.

2(‘)0 1éO 1é0 14‘10 12‘0 1(‘)0 8‘0 6‘0 4‘0 2‘0 (5 ppm
Figura 34: Espectro RMN °C (125 MHz, D,0) de la fracciéon FTBT-2.1.2.2.1
De acuerdo con los desplazamientos observados en el espectro de RMN "°C, se puede

proponer una estructura similar a la del benzotriazol, en el que los d&tomos de carbono

aromaticos aparecen a desplazamientos quimicos de 114-139 ppm.
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Figura 35: Estructura del benzotriazol de acuerdo a su espectro de RMN 13C tomado de
la base de datos SDBS-13C (http://sdbs.riodb.aist.go.jp/sdbs/cgi-
bin/direct frame top.cgi).
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Anilisis de RMN "H de correlacién homonuclear COSY H-H de la fraccién FTBT-
2.1.2.2.1

Al analizar el resultado del experimento bidimensional de correlacion de nucleos de
protones para la muestra FTBT-2.1.2.2.1, pudo determinarse la correlacion existente
entre los protones de ambos grupos de sefiales de la region a campo bajo entre 7,1 y 8
ppm del espectro RMN 'H (500 MHz, D,0) de dicha muestra. Similarmente, se observa
que la intensa sefal a 0= 4,67 ppm se correlaciona entre si misma y no tiene ningun tipo
de relacion con las sefiales de los posibles protones aromaticos presentes a campo bajo,

lo que confirma que corresponde a restos de agua en el solvente (ver figura 36).
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Figura 36: Espectro RMN 'H de correlacion homonuclear COSY H-H (500 MHz, D,0)
de la fraccion FTBT-2.1.2.2.1
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Para observar de forma mas detallada la correlacion existente entre las sefiales de
protones a campo bajo, se realizo la ampliacion de la zona entre 6 = 7,30-7,95 ppm del
espectro RMN 'H — COSY obtenido para la FTBT-2.1.2.2.1 (ver figura 37). El triplete
con 0= 7,51 ppm esté correlacionado entre si y, ademas, con el doblete a 7,77 ppm. De
igual manera, el doblete a 7,77 ppm estd relacionado entre si y con las sefiales del
triplete. Las sefiales del cuarteto con 6= 7,56 ppm solo se relacionan entre si mismas y

con las senales del triplete a 7,51 ppm.
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Figura 37: Ampliacion de la region de 6 = 7,30-7,95 ppm del espectro RMN COSY H-H
(500 MHz, D,0) de la fraccion FTBT-2.1.2.2.1
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Analisis RMN de correlacion heteronuclear HMQC C-H a un enlace de la fraccion
FTBT-2.1.2.2.1

El resultado de este experimento bidimensional de correlacion heteronuclear C-H para la
muestra FTBT-2.1.2.2.1, permitié determinar la correlacidon existente entre los protones
de ambos grupos de senales de la region a campo bajo entre 7,1 y 8 ppm del espectro
RMN 'H (500 MHz, D,0) y las sefiales de los atomos de carbono entre 123-140 ppm del
espectro RMN 1C (125 MHz, D,0) de dicha muestra (ver figura 38).

und / W. Henriquez / HRC-1 / D30 / HNQC L
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Figura 38: Espectro RMN de correlacion heteronuclear C-H a un enlace HMQC (125
MHz, D,0) de la fraccion FTBT-2.1.2.2.1

Al ampliarse la zona de la correlacion observada entre las sefales de protones y
carbonos, se observd con mayor detalle la relacion heteronuclear (ver figura 39). Las
sefales de carbono con o= 129,12 y 131,73 ppm no se relacionan con ninguna de las
sefales de protones presentes, razon por la cual puede suponerse que se trate de atomos

de carbono aromadticos cuaternarios. Las sefial de los protones del doblete a 7,77 ppm
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estan relacionadas con la sefial de carbono con 6= 125,42 ppm y con una sefial con
8~136,5 ppm, la cual es muy pequeiia en el espectro de RMN °C. Similarmente, los
protones con 6= 7,51 ppm estan correlacionados con una sefal de carbono a 6~129,8
ppm muy poco apreciable en el espectro de RMN *C. Las sefiales de protones del
cuarteto con & de 7,56 ppm no se correlacionan con ningun atomo de carbono presente
en el espectro, razéon por la cual puede suponerse que estdn enlazados a otro atomo,

posiblemente nitrégeno.
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Figura 39: Ampliacion de la region de o = 7,30-7,95 ppm del espectro RMN de
correlacion heteronuclear C-H HMQC (125 MHz, D,0) de la fraccion FTBT-2.1.2.2.1
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Analisis de espectrometria de masas con electronebulizacion (ESI-MS) de la
fraccion FTBT-2.1.2.2.1

Este espectro present6 una serie de iones dentro de un rango de masas con relaciéon m/z
que van desde 100 hasta 1500 uma. Se observa la existencia de iones muy intensos con
relacion masa/carga de 567, 611, 655, 699, 743 y 787 separados entre si por 44 uma.
También se observa un ion de mediana intensidad con una relaciéon m/z de 155,9 (ver

figura 40).

Gustavo2 #488 RT: 7.60 AV: 1 NL: 8.32E5
T: + ¢ ESIQ1MS [110.000-1500.000]

100 611.27

957

903 699.33
85

804

755 567.23

743.39

55—

IS
a

Relative Abundance
al
o

IS
o

'4 155.90 787.50

w
a
Ll

w
N

N
(&

273.16 354.96

N
o

831.47

[
o

183.26 875.40

[y
o

1006.70 1074.72 1234.00

(&)

13121 1498.48
“u TIRTRWN bk \‘

‘ 546.50 ‘ } ’ }H ‘ 988.22 110518
‘l\h\hlhh\hh\‘ ‘UM Dl ‘ | | “ I h oy wJM“IM Mlh“\mﬂ‘\h\ LJH\MMM ‘M “\M\I\ﬂ “NH\‘\‘\M”H “\“‘MI\LHM”“mnuﬂ\h\mu\mnHMU\|\u‘nM\.‘\”\Wi\l‘\H\“I‘um\uh‘h\.\\\‘ H\Uu‘mm\in\\mI\‘.\‘Lu.“.\m‘\L‘\I‘M\.\‘-“ " \“HMH\‘ ‘

0 400 600 800 1000 1200 1400
m/z

N

oMl 1‘ \“\n\‘

Figura 40: Espectro de masas ESI-MS de la fraccion FTBT-2.1.2.2.1

Estructura propuesta para el compuesto de la FTBT-2.1.2.2.1

En concordancia con los resultados obtenidos por los métodos espectroscopicos y
espectrométricos realizados a la muestra FTBT-2.1.2.2.1, se propone que la estructura
del compuesto contiene un anillo aromatico del tipo de los benzotriazoles y debido a que
no fundio a las temperaturas ensayadas también puede sugerirse que sea una sal de algin

benzotriazol (ver figura 41).
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Figura 41: Posibles estructuras propuestas para el compuesto presente en la muestra
FTBT-2.1.2.2.1 (a: benzotriazol, b: 1-hidroxibenzotriazol, c: sales de amonio y N-
alquilamonio derivadas de 1-hidroxibenzotriazol)

Los benzotriazoles son compuestos heterociclicos que contienen tres atomos de
nitrégeno, con la formula quimica C¢HsN3, son compuestos polares y tienen caracter
aromatico, pueden ser utilizados en diversos campos. El benzotriazol ha sido conocido
por su gran versatilidad; se ha utilizado como un mecanismo de contencion en
emulsiones fotograficas y como un reactivo para la determinacion analitica de plata, ha
sido ampliamente utilizado como un inhibidor de corrosién en el ambiente y bajo el
agua. Ademas de toda la aplicacion mencionada anteriormente, los benzotriazoles se
pueden utilizar como anticongelantes, calefaccion y refrigeracion, fluidos hidraulicos y

asi como también inhibidores de la fase de vapor (Sease, 1978).

De acuerdo con el trabajo de Matjaz (2010), el benzotriazol es un inhibidor eficaz de la
corrosion del cobre y sus aleaciones mediante la prevencion de reacciones superficiales
indeseables. Se sabe que se forma una capa pasiva, que consiste de un complejo entre el
cobre y el benzotriazol, cuando el cobre se sumerge en una solucidon que contiene
benzotriazol. La capa pasiva es insoluble en muchas soluciones acuosas y organicas.
Existe una correlacion positiva entre el espesor de la capa pasiva y la eficacia de la

prevencion de la corrosion.

Por otra parte, segun Raju et al. (2010), los derivados del benzotriazol tienen
propiedades quimicas y biologicas que son versatiles en la industria
farmacéutica. Ciertos derivados de benzotriazol pueden actuar como agonistas para
muchas proteinas. Por ejemplo, vorozol y alizaprida tienen propiedades inhibidoras

contra las diferentes proteinas y ésteres de benzotriazol, ha sido reportado que funcionan
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como un mecanismo basado en la inactivacion de la proteinasa 3CL" o MP™ del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS, por sus siglas en inglés). La presencia de
este tipo de compuestos en esta especie vegetal, la coloca como una fuente
farmacoldgica potencial, ademas de realzar su uso medicinal para la tos e infecciones
respiratorias y otros usos que puedan darse como anticongelantes, calefaccion,

refrigeracion, etc.

Aceite esencial obtenido de las hojas frescas de Wedelia calycina L. C. Rich.

De acuerdo con los resultados, ver tabla 11, puede notarse que el aceite esencial de las
hojas de Wedelia calycina L.C. Rich. se obtuvo en un bajo porcentaje de rendimiento en
masa (0,025%), luego de la destilacion por arrastre con vapor. Sin embargo, a pesar del
bajo rendimiento, esta técnica permitio obtener el aceite esencial de las partes aéreas de

la planta sin ser necesario el empleo de tecnologia sofisticada.

Tabla 11: Rendimiento del aceite esencial obtenido de las hojas frescas de Wedelia
calycina L. C. Rich.

PARAMETRO CANTIDAD OBTENIDA
Material vegetal procesado(g) 457,900
Componentes volatiles (g) 0,113
Rendimiento (% m/m) 0,025

Este porcentaje de rendimiento de 0,025% m/m obtenido mediante destilacion por
arrastre con vapor de las partes aéreas de Wedelia calycina L.C. Rich., fue menor en
comparacion con el valor reportado por Buitrago (2012) de 0,045% m/m para el aceite
esencial extraido de la misma especie vegetal a partir de hidrodestilacion con trampa de
Clevenger; lo cual debe estar relacionado con las diferencias en cuanto a los métodos de
extraccion empleados y al ambiente alrededor de cada planta, ya que en el trabajo de
Buitrago (2012) la muestra vegetal fue colectada en el estado Barinas y la muestra

analizada en este trabajo de investigacion se colectd en el estado Sucre.
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Analisis por CG/EM del aceite esencial obtenido de las hojas frescas de Wedelia
calycina L. C. Rich.

Luego de la destilacion por arrastre con vapor, el aceite obtenido fue analizado por
cromatografia de gases/espectrometria de masas para su caracterizacion, el
cromatograma muestra la existencia de una mezcla compleja de constituyentes quimicos,

como se puede evidenciar en la figura 42.
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Figura 42: Cromatograma de gases del aceite esencial obtenido de las hojas frescas de
Wedelia calycina L.C. Rich.

En el cromatograma (Figura 42), los componentes mayoritarios presentes eluyeron con
tiempos de retencion entre 20 y 30 minutos, observandose cinco picos mayoritarios. En
la tabla 12, se muestran los resultados para los componentes mayoritarios en la muestra
del aceite esencial analizada e identificados por la base de datos NIST05a.L y los indices
de Kovats obtenidos luego de analizar la muestra por comparaciéon con una mezcla de
patrones estandar de n-alcanos (C8 a C22). Los indices de Kovats se definen de modo tal
de asignar un valor de 100 veces el numero de carbonos de cada uno de los
hidrocarburos lineales. De esta forma, cuando se cromatografia una serie homologa de
n-hidrocarburos, las fuerzas intermoleculares son relativamente constantes y la
separacion esta controlada fundamentalmente por las diferencias en la presion de vapor

relacionada con los puntos de ebullicion.
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Tabla 12: Componentes del aceite esencial de Wedelia calycina L.C. Rich. identificado

mediante analisis de CG/EM y por comparacion con los patrones estandar de n-alcanos
(C8 a C22).

N % TR IR Prob Componente

1 0,08 8939 928 90  Trans-Tujeno*

2 0,04 9871 955 96  Benzaldehido*

3 0,05 10,352 973 91 Sabineno*

4 0,05 11,657 1015 97  a-terpineno*®

5 0,05 11,877 1023 95  p-cimeno*

6 0,07 12,013 1042 91 B —felandreno*

7 0,83 13,153 1158 96  Cis-B-terpineol*

8 0,03 15,901 1160 91 Isoborneol*

9 0,95 16,222 1175 96 Terpinen-4-ol*

10 0,23 16,714 1195 94  Mirtenol*

11 0,15 17,011 1200 98  Verbenona*

12 0,08 17,308 1218 94  Carveol*

13 0,07 18,720 1273 98  felandral*

14 0,14 18,993 1280 98  Acetato de isobornilo*

15 0,24 20,287 1335 98  b-clemenc*e

16 1,78 20,726 1355 98  Eugenol*

17 0,19 21,041 1365 98  Ciclosativeno*¢

18 2,51 21,249 1371 99  a-ylangeno*¢

19 1,24 21,587 95  (-)-B-elemence

20 8,66 22,299 64  3,3,7,7-tetrametil-5-(2-metil-1-propenil)-
Triciclo[4.1.0.0(2,4)]heptano

21 2,09 23,035 89  alfa.-Cariofileno¢

22 0,89 23,522 99  y-Muuroleno+

23 8,83 23,670 1477 96 Germacreno D*¢

24 1,15 24,015 94  Biciclo[4.4.0]dec-1-eno, 2-isopropil-5-metil-9-metileno-

25 7,87 24,549 93  B-Sesquifelandreno¢

26 0,75 24946 1545 95 a-calacoreno*¢

27 1,40 25,178 35  2-(2-Etil-1,3-dimetil-ciclopent-2-enil)-propan-2-ol

28 0,25 25291 1560 91 o-nerolidol*

29 2,12 25,748 91 Espatulenole

30 4,65 25,860 42  1,4-Metanoazulen-7(1H)-ona,octahidro-4,8,8,9-tetrametil-, (+)-4

31 244 26,407 64  4,4-Dimetil-3-(3-metilbut-3-enilideno)-2-
metilenebiciclo[4.1.0]heptano¢

32 1,97 26,585 30  4-Pentiloxianilina

33 322 26,763 56  (-)-Espatulenole

34 1,04 26917 58  (+)-3R-trans-Isolimoneno

35 1,12 27,077 52 Aromadendreno oxido-(2)

36 3,11 27,279 60  6-Isopropenil-4,8a-dimetil-1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro-naftalen-2-ole

37 1,02 27,321 14 2-metiltio-4-hidroxi-6-amino-Pirimidina
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Tabla 12: Continuacion.

N° % TR IR Prob Componente

38 1,11 27,784 64  8-hidroxi-endo-Cicloisolongifoleno¢
39 5,10 27,938 97 Oxido de cariofileno¢

40 2,78 27,962 35 2-Hidrazinopiridina

41 1,17 31,101 41  8,14-Cedranoxido

42 024 34306 2030 99  Kaur-16-ene*
43 0,18 35,167 2144 90  Fitol*
44 0,03 38,158 86  Acido Kaur-16-en-18-oico, metiléster, (4.beta.)-

%: porcentaje del compuesto en el aceite; TR: tiempo de elucidon en minutos; IR: indice de retencion;
*Componentes registrados segin el orden de elusion con sus respectivos indices de retencion lineal
experimentales, calculados en columna SE 52; ¢: compuestos sesquiterpenoides.

El aceite esencial obtenido de Wedelia calycina L.C. Rich, de acuerdo a su consistencia
y composicion quimica, es una esencia fluida, abundante en componentes
sesquiterpenoides; 71,73% de su composicion total; entre estos abundan, los
sesquiterpenos  hidrocarbonados  (44,83% m/m) en comparacion con los
sesquiterpenoides oxigenados (26,90% m/m). Los monoterpenoides constituyen el
15,79% en masa del total, distribuidos entre compuestos hidrocarbonados (3,70% m/m),
oxigenados (8,62% m/m) y aromaticos (3,47% m/m). El 12,41% en masa restante, lo
componen compuestos alifaticos de baja masa molecular, algunos alcanos, alcoholes,

aldehidos, cetonas, ésteres, acidos y ciertas aminas (ver tabla 13).

Tabla 13: Componentes identificados en el aceite esencial de Wedelia calycina L.C.
Rich., agrupados por familias de compuestos.

Grupo % en el aceite (% m/m)
Hidrocarbonados 3,70
Monoterpenos ~ Oxigenados 8,62
Aromaticos 3,47
Sesquiterpenos  Hidrocarbonados 44,83
Oxigenados 26,90
Otros compuestos 12,41
Total 99,93

El andlisis por CG/EM revel6 la presencia de 44 componentes, identificados por la base

de datos del equipo NISTO05a.L, 23 de estos fueron reconocidos por sus indices de
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retencion experimentales luego de analizar y comparar los resultados obtenidos para la
muestra del aceite con los resultados de una mezcla de n-alcanos (C8 a C22) bajo las
mismas condiciones experimentales, los cuales representan el 17,79% m/m. El aceite
esencial estd constituido mayormente por sesquiterpenos hidrocarbonados y oxigenados,
tales como germacreno D (8,83%), 3,3,7,7-tetrametil-5-(2-metil-1-propeniltriciclo
[4.1.0.0(2,4)] heptano (8,66%), B-Sesquifelandreno (7,87%) y o6xido de cariofileno
(5,10%), los cuales pueden ser observados por la intensidad de sus sefiales en el
cromatograma de gases (Ver figura 43).

En concordancia con esto, el trabajo de Buitrago (2012) para esta especie vegetal,
colectada en la poblacién de Calderas-estado Barinas, muestra que el aceite esencial
obtenido por hidrodestilacion de las partes aéreas, empleando la trampa de Clevenger,
estd conformado mayoritariamente (95,88%) de compuestos sesquiterpénicos; siendo
germacreno-D (49,48%), B-cariofileno (23,94%), cadina-1,4-dieno (4,56%) y fonenol
(3,94%) los principales compuestos identificados.

Al comparar dichos resultados de la especie colectada en los llanos venezolanos con la
colectada en el oriente del pais (objeto de estudio de esta investigacion), puede decirse
que ambas muestras estdn compuestas mayoritariamente por compuestos
sesquitérpenicos tanto hidrocarbonados como oxigenados y de éstos el germacreno D es
el componente més abundante. No obstante, el método de obtencién de cada aceite
esencial fue diferente, generando una diferencia notable en su composicion, el aceite
obtenido por hidrodestilacion Clevenger sélo contiene sesquiterpenos mientras que el
aceite obtenido por destilacion de arrastre con vapor contiene monoterpenos
hidrocarbonados, oxigenados y aromaticos ademas de compuestos sesquiterpénicos y
compuestos alifaticos de baja masa molecular, como algunos alcanos, alcoholes,
aldehidos, cetonas, ésteres, acidos y ciertas aminas.

Estas diferencias en la composicion de ambos aceites obtenidos a partir de la misma
especie vegetal pueden deberse a las condiciones ambientales de los sitios de
recoleccion, ya que una fue colectada en la zona de los llanos venezolanos y la otra
(objeto de nuestro estudio) provino de la zona oriental del pais. Los métodos de

extraccion fueron diferentes, lo cual pudo también ejercer cierta influencia sobre la falta



70

de compuestos monoterpénicos y de baja masa molecular en el aceite de la muestra de

los 1llanos.
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Figura 43: Ampliacion de la region entre los 20 y 29 minutos del cromatograma de gases
del aceite esencial obtenido de las hojas frescas de Wedelia calycina L.C. Rich.

Analisis del espectro de masas del pico con TR de 23,670 minutos, identificado

como germacreno D.

La sefial méas abundante del espectro de masas del germacreno D (pico base) aparece a

una relacion m/z de 161, en este sentido Schmidt et al (1999) demostraron que el

fragmento de relacion m/z 161 es generado por la pérdida de un radical isopropilo (m/z

43) del ion molecular (m/z 204).
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Figura 44: Espectro de masa del pico con TR de 23,670 minutos, identificado con una
probabilidad de 96% como germacreno D.

De acuerdo con esto, es razonable suponer que la pérdida del residuo isopropilo
probablemente se produce por una escision alfa, como se sugiere en la figura 45, ruta a.
El fragmento con relacion m/z 189 surge por la pérdida de 15 unidades de masa del ion
molecular atribuible a la eliminacion de un grupo metilo radical (Figura 45, ruta b). Una
fragmentacion del ion de m/z 161 conduce a un ion con m/z 133, consistente con el
mecanismo propuesto en la figura 45, ruta d, que implica pérdida neutral de C,Hs. La
descomposicion del ion con m/z 133 da iones abundantes con m/z 105 (pérdida de C,H4)
y 91 (pérdida de C;Hg, atribuible probablemente a un cation tropilio). La figura 45, ruta
e, proporciona una posible degradacién que explica la formacion de un ion con m/z 119
a partir del ion con relacion m/z 161, por pérdida de C3Hg; una fragmentacion sucesiva
del ion con relacion m/z 119 produce mayor rendimiento de un ion con m/z 91 (probable
ion tropilio) por pérdida de C,Hy. La disociacion del ion con m/z 189 da un ion con m/z
147 (pérdida de 42 unidades de masa), figura 45, ruta f, proporciona un posible
mecanismo que es consistente con estas observaciones. Una fragmentacion del ion con

m/z 147 da lugar a iones de m/z 119 (Figura 45, ruta g), 105 (pérdida de C3Hg) y 91.



72

Rutab
- k. M: 204
— «CHs =
ALA m/z 189 J' e Rll 3
8 Rutac
— CoHe w. m/z 204
l Ruta f

l—/'x
) S M =
«—r ————
~-o o~

Rutae

‘_—_—_
=l
=
5
=
—_—

|
A
@ e Sﬁf

m/z119 E

Figura 45: Patron de fragmentacion propuesto para el germacreno D (Schmidt et al
1999).

 JPE

m/z 119



73

Analisis del espectro de masas del pico con TR de 22,299 minutos, identificado
como 3,3,7,7-tetrametil-5-(2-metil-1-propeniltriciclo [4.1.0.0(2,4)] heptano.
Similarmente, en el espectro de masas del 3,3,7,7-tetrametil-5-(2-metil-1-propeniltriciclo
[4.1.0.0(2,4)] heptano (Figura 45) la sefial mas intensa tiene una relacion m/z de 161
generado por la pérdida de un radical isopropilo del ion molecular. También se
encuentran sefiales con relacion m/z de 189, 147, 133,119, 105 y 91 presentes en el
espectro de masas del germacreno D, lo cual se corresponde con los compuestos
sesquiterpenoides.
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Figura 46: Espectro de masa del compuesto identificado como 3,3,7,7-tetrametil -5- ( 2-
metil-1-propeniltriciclo[4.1.0.0 (2,4)] heptano, en el pico con TR de 22,299 min.

Este sesquiterpeno, identificado por la base de datos del equipo, no tiene una estructura
sesquiterpenoide comun pero exhibe iones fragmentos caracteristicos de este tipo de
compuestos, razon por la cual se propone un patrén de fragmentacion de acuerdo con el

espectro de masas obtenido, donde los iones fragmentos de [C14H21]+ (m/z 189),
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[CioH 7)™ (m/z 161), [CoH 11" (m/z 119), [CsHo]™ (m/z 105) y [C7H7]™ (m/z 91) son
originados por la pérdida de cadenas hidrocarbonadas con relacion m/z de 15, 43, 85, 99

y 113 respectivamente.
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Figura 47: Patron de fragmentacion propuesto para el 3,3,7,7-tetrametil -5- ( 2-metil-1-
propeniltriciclo[4.1.0.0 (2,4)] heptano identificado por la base de datos NIST MS Search
2.0.

Analisis del espectro de masas del pico con TR de 24,549 minutos identificado como
B-Sesquifelandreno.

El espectro de masas del B-Sesquifelandreno, muestra sefiales intensas de relacion m/z
41, 69, 77, 91, 105, 119, 133, 161 y 204, siendo esta ultima senal la correspondiente al

ion molecular del compuesto.
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Figura 48: Espectro de masa del compuesto identificado como B-Sesquifelandreno, en el
pico con TR de 24,549 min.

En concordancia con esto, el patron de fragmentacion que se propone para el f —
Sesquifelandreno comprende en un principio la pérdida de un metilo para originar el
fragmento [C14H21]+ con relacion m/z 189. El pico base con relacion m/z de 161 se
origina por el rearreglo de la molécula al perder un radical isopropilo el cual es
doblemente estabilizado por resonancia. Los iones fragmentos [C10H13]+, [C9H11]+ y
[CsHo] se originan por la pérdida de 71, 85 y 99 unidades de masa, respectivamente, La
degradacion sucesiva del ion [CoH,;]" genera los cationes tropilio (m/z 91) y fenilo (m/z
77). La pérdida de 135 unidades de masa del ion molecular origina dos posibles formas
cationicas del isopreno (m/z 69) y la fragmentacion sucesiva de ellas genera un cation
propenilo [C3H5]+, las estructuras de estos iones fragmentos se pueden detallar en la

figura 49.
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Figura 49: Patron de fragmentacion propuesto para el B-Sesquifelandreno de acuerdo
con las senales del espectro de masas

Analisis del espectro de masas del pico con TR de 27,938 minutos, identificado
como oxido de cariofileno.

Otro compuesto identificado en el aceite esencial es el 6xido de cariofileno, el cual
comparte algunas de las sefiales presentes en el espectro de masas de los sesquiterpenos
anteriormente descritos, debido a que posee ciertas similitudes en su esqueleto
molecular. Sin embargo, exhibe también una tnica sefial muy intensa a una relacién m/z

32 que lo distingue de los compuestos anteriores (ver figura 50).
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Figura 50: Espectro de masa del compuesto con TR de 27,938 min identificado como
oxido de cariofileno.

La sefal con m/z 220 correspondiente al ion molecular no fue detectada por el equipo,
sin embargo, al comparar el espectro de masas del compuesto obtenido del aceite
esencial a un TR de 27,938 minutos con la base de datos NIST05a.L se obtuvo un 97%
de probabilidades de que el compuesto obtenido fuese identificado como 6xido de
cariofileno, ademas todas las demads sefiales caracteristicas de este compuesto pudieron
ser analizadas.

La pérdida de 13 unidades de masa genera un ion fragmento [C4H,;0]" de m/z 207 por
la apertura del anillo epéxido. Al igual que en el caso del B-Sesquifelandreno, se
originan dos posibles formas cationicas del isopreno y la fragmentacion sucesiva de ellas
genera un cation propenilo [C3Hs]" por la pérdida de 151 y 163 unidades de masa del ion
molecular, respectivamente. La pérdida del d&tomo de oxigeno de la molécula provoca
tres rearreglos a nivel intramolecular que generan los cationes [C;H;s]", [CioH1i]" y
[CsHo]" con relaciones m/z 147, 131 y 105, respectivamente. Se confirma la presencia
del grupo hidroxilo en la molécula por la existencia de los fragmentos derivados de
alcoholes primarios [C3HsO]™ y [CH40]™, siendo este wiltimo el de mayor abundancia

en el espectro de masas.
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Figura 51: Patron de fragmentacion para el 6xido de cariofileno propuesto de acuerdo
con las senales del espectro de masas

En el aceite esencial de las hojas de Wedelia calycina L.C. Rich., se identificaron otros
compuestos pero por su bajo porcentaje en dicho aceite no se proponen sus patrones de

fragmentacion.

Actividad biolégica del aceite esencial obtenido de las hojas de Wedelia calycina
L.C. Rich.

En el bioensayo antibacterial, el aceite esencial fue activo a concentraciones entre 7 y 28
mg/ml, para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram positivas S. aureus, B. subtilis,
M. luteus, y la bacteria Gram negativa K. pneumoniae. Contra la bacteria Gram positiva
B. subtilis se observé una marcada relacion entre la concentracion del aceite y la
inhibicion del crecimiento de ésta: a una concentracion de 7 mg/ml tiene un halo de

inhibicién de 10 mm, a 11 mg/ml el didmetro aumenta a 14 mm, a 18 mg/ml se observa
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un diametro de inhibicion de 25 mm y a 28 g/ml el diametro es de 35 mm. En relacion a
la inhibicion de las bacterias S. aureus y K. pneumoniae, el diametro del halo generado
se mantiene practicamente dentro de un rango de valores constante, no es posible
apreciar una relacion concentracion/actividad significativa. La inhibicion del
crecimiento de la bacteria M. luteus por accion del aceite esencial a diferentes
concentraciones, exhibié una relaciéon también dependiente de la concentracion
relativamente significativa, con didmetros de 7, 10, 14 y 15 mm a medida que la
concentracion aumenta de 7 a 11, 18 y 25 mg/ml respectivamente. Contra E. coli y E.

faecalis el aceite esencial fue inactivo.

Tabla 14: Actividad antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de Wedelia calycina
L.C. Rich.

Diametro del halo de inhibicion*

Microorganismos 7mg/ml 11 mg/ml 18 mg/ml 28 mg/ml
E. coli ATCC (25922) - - - -
S. aureus IBE (Doc-19) 8 11 10 11
E. faecalis (WHO14) - - - -
B. subtilis (ICTA-07) 10 14 25 35
K. pneumoniae ATCC (10031) 8 12 10 12
M. luteus ATCC (4698) 7 10 14 15

*Diametro del halo de inhibiciéon (mm), diametro del disco 6 mm, valores obtenidos con una
desviacion promedio de =2 mm. Escala de actividad: No activo: (-); actividad débil: halo = 7-11 mm;
actividad moderada: halo = 11-16 mm; muy activo: halo > 16 mm (Monks et al., 2002).

B. subtilis esta considerada como un saprofito y no patdégeno para el humano, sin
embargo es capaz de contaminar algunos alimentos, raramente causa intoxicacion
alimenticia, pero sus esporas tienen la capacidad de sobrevivir a altas temperaturas lo
que hace complicada su eliminacion (Madigan, 2005). Tiene facultad para formar
endosporas de gran resistencia, que le proporcionan una gran ventaja para subsistir en
condiciones extremas. Esta cualidad le otorga a estas células una clasificacion entre las
mas resistentes del planeta (Fajardo et al., 2006). Normalmente estas bacterias crecen a
un pH alrededor de 7-7.4, y entre 12-45 °C; pero tiene la capacidad de adaptarse a las
condiciones que estén a su alrededor, reflejando la configuracion correspondiente, ya sea
en su forma vegetativa o latente (Madigan, 2005).

La marcada relacion entre la concentraciéon del aceite obtenido y la inhibicion del
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crecimiento de B. subtilis, permite sefialar que la cualidad de esta bacteria para adaptarse
a las condiciones de este ambiente no fue lo suficientemente fuerte para resistir la accion
ejercida por el aceite esencial obtenido de las hojas de Wedelia calycina L.C. Rich, pues
a mayor concentracion de éste menor crecimiento de B. subtilis al observarse mayor halo

de inhibicion (diametros con valores de 10 a 35 mm), como puede verse en la figura 52.
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Figura 52: Representacion grafica de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
las hojas de Wedelia calycina L.C. Rich. (A: 7 mg/ml, A: 11 mg/ml, A: 18 mg/ml, A: 28 mg/ml)

Actividad antifungica de los extractos, fracciones primarias y aceite esencial
obtenidos de las hojas y tallos de Wedelia calycina L.C. Rich.

La actividad antifungica tanto de los extractos alcohdlicos y subfracciones obtenidas
como del aceite esencial de las hojas de Wedelia calycina L.C. Rich., fue negativa. Pues,
ninguna muestra de las hojas y tallos inhibi6 el crecimiento de los hongos fitopatogenos

y patdégeno empleados en el bioensayo.
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CONCLUSIONES
Se determind familias de compuestos polifendlicos y flavonoides en el extracto
metandlico del tallo (EMT), el cual inhibe el crecimiento de B. subtilis, S. aureus, K.

pneumoniae, M. luteus y E. faecalis, mientras que frente a E. coli fue inactivo.

El EMH resultdé positivo a la evaluacion fitoquimica de alcaloides, flavonoides y
polifenoles; inhibio el crecimiento de S. aureus, B. subtilis, M. luteus y E. faecalis.

Frente a E. coli y K. pneumoniae no ejercio efecto.

Se identificaron mediante andlisis de CG/EM los ésteres etilicos de los &cidos
hexadecanoico, eicosanoico y undecanoico, producto del fraccionamiento de la FCT-3.
De la FCT-4 se obtuvo la gamma-caprolactona, ésta es un componente del aroma de
algunas flores, ademas es una feromona de insectos. De acuerdo con los andlisis de
RMN realizados a los cristales obtenidos (denotados como FTBT-2.1.2.2.1) puede
suponerse que se trata de un compuesto de caracteristicas aromadticas similares al

benzotriazol.

De acuerdo con los analisis de RMN realizados a los cristales obtenidos (denotados
como FTBT-2.1.2.2.1) puede suponerse que se trata de un compuesto de caracteristicas

aromaticas similares al benzotriazol.

El aceite esencial de las hojas de Wedelia calycina L.C. Rich. se obtuvo con un 0,025%
m/m, abundante en componentes sesquiterpenoides hidrocarbonados y oxigenados
(71,73% del total). En total se identificaron 44 componentes, por la base de datos
NISTO05a.L del equipo, 23 de estos fueron reconocidos por sus indices de retencion

experimentales.

El aceite esencial fue activo para inhibir el crecimiento de las bacterias S. aureus, B.
subtilis, M. luteus, y K. pneumoniae, ejerciendo un marcado efecto concentracion
dependiente contra B. subtilis, mientras que contra las demas especies bacterianas dicho

efecto es menor.
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La accion del extracto EMT, las fracciones FAEH, FAET, FCT y el aceite esencial sobre
la bacteria K. pneumoniae respaldan el uso medicinal que se le da a esta especie vegetal

como medicina para la tos.
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