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RESUMEN

La evaluacion quimica preliminar y el estudio de las propiedades antibacterianas,
antiftingicas y letales de los extracto solubles en metanol y hexano de los 6rganos de la
planta Conocliniopsis prasiifolia, recolectada en la localidad de San Juan, estado Sucre,
evidenciaron la posible presencia de alcaloides, esteroles, triterpenos pentaciclicos,
antraquinonas, polifenoles, metilencetonas, taninos y flavonoides con potencial actividad
biologica. Entre estos extractos, los metandlicos mostraron mayor actividad
antibacteriana contra de Entereococcus faecalis, Micrococcus luteus, Acineobacter
calcoaceticus, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, siendo el extracto
metanolico de hojas el que presentd los mayores halos de inhibicion. Los extractos
usados en la actividad antifingica no presentaron actividad antimicotica. La actividad
letal en Artemia salina, con mayor importancia la mostraron los extractos metanolicos
de raiz y de hojas, con valores de CLsy de 0,04 y 3,16 pg/ml, respectivamente, lo cual
evidencia la presencia de compuestos con actividad citolitica en estos extractos. Las
subfracciones obtenidas por el fraccionamiento cromatografico del extracto metandlico
de hojas, provenientes de F, mostraron actividad antibacteriana frente a Pseudomonas
aeruginosa y E.coli, lo que evidencio la presencia de metabolitos con potencial actividad
bactericida; lograndose caracterizar e identificar por RMN-H' y CG/EM, algunos
constituyentes como, los ésteres metilicos y etilicos del &acido hexadecanoico,
heptadecano, pentadecano, eicosano, nonadecano, éster metilico del 4cido dodecanoico;
6, 10,14-trimetil-2-pentadecanona, éster bis (2-metilpropil) del 4cido 1,2-
benzenedicarboxilico, éster metilico del 4cido tridecanoico, docosano y hexacosano de
las subfracciones F42316 v Fa2522 se identificd un triterpeno pentaciclico friedelan-3-
ona y de la subfraccion Fs,s5,4 se identifico la posible presencia de una lactona
sequiterpenica 9B-hidroxi-atripliciolide-8-O-tiglate. Siendo este el primer reporte acerca
del aislamiento de estos constituyentes en Conocliniopsis prasiifolia. Considerando los
resultados obtenidos, se puede inferir que los metabolitos identificados en
Conocliniopsis prasiifolia posiblemente son los causantes de la bioactividad observada.
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INTRODUCCION

Las plantas han sido, desde la antigiiedad, un recurso al alcance del ser humano para su
alimentacion y la curacion de sus enfermedades, por lo que se les llamaron plantas
medicinales, siendo veneradas por las virtudes que se les habian reconocido,
transmitiéndose estas de generacion en generacion; nadie buscaba el saber por qué o

como actuaban, pero ofrecian resultados incontestables y que llegd a parecer magico (1).

La quimica de los productos naturales se basa en el estudio de los metabolitos
secundarios, que son compuestos quimicos sintetizados por las plantas para realizar
determinadas funciones, son un elemento importante y necesario, ya que en el reino
vegetal representan una ventaja competitiva, con una manifestacion de la individualidad
del organismo que los contiene, es decir, su distribucion es relativamente restringida en

la naturaleza que, en algunos casos, se limita a especies o subespecies Unicas (2,3).

Es posible que algunos de estos metabolitos no sean esenciales para el organismo que
los produce, pero en general deben tener algin significado bioldgico ya que son
biosintetizados y biodegradados, por lo que se presume que deben poseer alguna
funcion, probablemente, especifica. Se ha propuesto que estos compuestos estan
relacionados con la interaccion con otros organismos (funcidon ecoldgica, no fisiologica),
como defensa frente al ataque de depredadores, o que son la respuesta a condiciones

ambientales de estrés (2,4).

Es por esto que muchos autores han considerado a la naturaleza como una fuente
inagotable de compuestos activos que, desde un punto de vista farmacolégico, se vienen
utilizando con gran efectividad para combatir numerosas enfermedades. La busqueda de
nuevos medicamentos con estructuras novedosas, para fines terapéuticos, se ha
incrementado considerablemente en los ultimos afios. La existencia de enfermedades
para las cuales no existen medicamentos efectivos, la resistencia de los agentes

patogenos y los avances instrumentales, han propiciado la identificacion de un numero



cada vez mayor de compuestos bioactivos (5). Entre los cuales se incluyen sustancias
con valor terapéutico, como antibioticos, antitumorales, antivirales, entre otros; asi

mismo incluyen sustancias citotoxicas, insecticidas, sustancias repelentes y atrayentes

(6).

Gran parte de estas sustancias se encuentran en una diversidad de familias de plantas, las

cuales representan la fuente de donde se pueden aislar e identificar dichos compuestos

7).

Se han reportado el aislamiento de compuestos bioactivos en especies pertenecientes a
la familia Asteraceae, también conocidas como Compositae, la cual se caracterizan por
poseer plantas bien definidas por sus inflorescencias en capitulos o cabezuelas, sus flores
mayormente gamopétalas y pentameras, el caliz modificado en un vilano, los estambres

generalmente sinantereos y el ovario infero bicapelar (8).

En el 2008 han sido aislados flavonoides, saponinas y aceites esenciales, los cuales
promueven la actividad antiinflamatoria, diurética, espasmolitica, antiflogistica,
antimicoticas, antihipertensivas e inmunoestimulante, a partir de la especie Virgauera
solidago, con gran actividad antioxidante y antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis y Streptococcus faecalis, demostrado mediante el uso de el
modelo in vitro, atribuido a la presencia de timol , carvacol y otros terpenos presentes en

el aceite esencial (9,10).

Entre estos compuestos, los flavonoides son de origen biosintético mixto, sus anillos
(A, By C), el anillo A proviene de la ruta de la malonilcoenzima A y el anillo B y la
cadena C provienen de la ruta del 4cido shikimico, los autores lo definen como CsCsCs,
representado por su estructura base como, 2-fenil-1-benzopirona (figura 1), de los cuales
se han aislado, la quercetrina (figura 2), kaempferol (figura 3), siendo considerado los
mayores proveedores de estas actividades, antiinflamatorias, diuréticas y antimicéticas

asi como a los efectos antioxidantes y a su capacidad de actuar contra las histaminas y



otros mediadores de los procesos inflamatorios, como son las prostaglandinas y los

leucotrienos (11-12).

5 4

Figura 1. Estructura del 2-fenil-1-benzopirona.
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Figura3. Estructura del kaempferol.



Entre los flavonoides conjugados con azucares, los O-glicosidos son los mas abundantes,
en este género de plantas lo que le confiere excelentes propiedades antioxidantes a cada
una de estas especies, ademds de los efectos terapéuticos que se generan contra cierto
numero de patologias, incluyendo cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer

(13,14).

En Colombia, varias plantas medicinales han sido aprobadas por el Ministerio de Salud
como antiinflamatorias, entre ellas, se encuentra Arnica montana, la cual es utilizada
tradicionalmente como antiinflamatorio muscular externo. Estudios realizados
comprobaron esta actividad mediante el aislamiento de quercitrina-3-O-glucosido
(figura 4) y kaempferol-3-O-glucosido (figura 5). Asi mismo, los 4cidos caféico,
clorogénico y los 4cidos lacticos le proporcionan numerosas propiedades
antibacterianas, por ende, se utiliza para tratar eccemas y acné. Es aconsejable en casos

de afecciones del tipo faringitis o anginas (15,16).

Figura 4. Estructura de la quercitrina-3-O-glucosido.
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Figura 5. Estructura del kaempferol-3-O-glucésido.



De la planta Calendula officinalis, se ha reportado el aislamiento de triterpenos
como el faradiol (figura 6) con una considerable actividad antiinflamatoria, usando
el modelo in vivo con los extractos de la flor, mediante el estudio de estimulacion por
epitelizacion de heridas hechas quirargicamente en roedores y en edemas
producidos por carragenina y prostaglandina, un efecto antihiperlipidémico por
calendusidos aislados, la actividad bactericida usando el modelo in vitro respecto a
Staphylococcus aureus, la actividad antifungica y virucida, contra los virus de la
influenza y el virus del herpes simple por la presencia de polisacaridos y terpenos
oxigenados, 4-(2,6,6-trimetil-1-cyclohexenil)-3-buten-2-ona (figura 7) presentes en la

flor de la planta (17,18).

Figura 6. Estructura del faradiol.

Figura 7. Estructura de la 4-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexenil-3-buten-2-ona).



En los ultimos afos, la bisqueda de metabolitos antioxidantes, antimicrobianos y con
propiedades anti inflamatorias han ido en aumento debido a su potencial uso en los
tratamientos de enfermedades croénicas e infecciosas. Los estudios han demostrado el
dafio oxidativo celular derivado de un desequilibrio entre la generacién de radicales
libres como la causa primaria de enfermedades cardiovasculares, cancer, entre otras

(19,20).

Debido al riesgo de los efectos adversos producidos con el uso de antibidticos
sintéticos, se ha podido determinar que las plantas medicinales pueden ofrecer una
fuente alternativa de agentes antimicrobianos con una significativa actividad frente a
estos microorganismos infecciosos. Ademads, un nimero de antibidticos han perdido su
eficacia debido al desarrollo de cepas resistentes, principalmente a través de la

formacion de genes de resistencia (21).

La actividad bioldgica de una planta medicinal reside en un conjunto de compuestos
quimicos que se encuentran en los tejidos de las plantas. Actualmente, se utilizan
diversos métodos en los laboratorios para evaluar la actividad biologica producida por
extractos de plantas y animales, entre los cuales se puede mencionar, el de la
sensibilidad antibacteriana, antiflingica, toxica y citotoxica. El objetivo esencial de estas
pruebas de susceptibilidad es facilitar la prediccion del probable impacto de la
administracion del compuesto ensayado y resultado de la enfermedad que es causada por
un organismo o unos organismos similares Los productos crudos aislados de estos
organismos han servido como fuente de drogas y sustancias precursoras en las sintesis

de las mismas (22,23).

Es asi como se estudian los productos naturales vegetales como posibles fuentes de
compuestos bioldgicamente activos con potencial uso como agentes antimicrobianos y
herbicidas, mediante el fraccionamiento por métodos fisicos de los extractos de las

plantas y posterior aislamiento e identificacion de los componentes responsables de las



actividades bioldgicas buscadas a través de un seguimiento de la actividad biologica

durante el estudio (24,25).

Recientemente en el 2011, se evalud la actividad antimicrobiana, antioxidante y
antiinflamatoria de los extractos etanolicos de hojas, tallo y flor de la planta Wedelia
trilobata, mediante el uso del reactivo Folin-Ciocalteu se determind el contenido de
fenoles totales en todos los extractos, evaluando su actividad antioxidante, midiendo la
captacion de radicales libres con el DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) el (DPPH) y
por FRAP (ferric reducing activity/antioxidant power), en los cuales la hoja y el tallo
mostraron una inhibiciéon de los radicales libres de (86, 82 y 630, 72, 508, 81),
respectivamente. Su actividad antimicrobiana generd una fuerte inhibicion frente a
bacterias Gram-positivas, Gram-negativas. In vitro se comprobd la actividad anti-
inflamatoria mediante la inhibicion por la desnaturalizacion inducida por calor y
albumina por medio de la estabilizacion de la membrana de globulos rojos y por el
ensayo inhibidor de la proteinasa, utilizando la aspirina como medicamento estandar, el
analisis fitoquimico reveld la presencia de saponinas (figura 8), taninos (figura 9),
flavonoides, terpenos, fenoles, haciendo estos los responsables de las actividades

evaluadas en esta planta (26,27).

MOMNOSACARIDOS
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Figura 8. Estructura de saponinas.
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Figura 9. Estructura del tanino

Las plantas adquirieron una importancia fundamental una medicina popular. Con el
desarrollo de ciencias naturales y el método en la medicina cientifica, los
medicamentos de origen vegetal se convirtieron en objeto de analisis para cientificos. Se
han hecho esfuerzos para mejorar las sustancias naturales aumentando las propiedades
deseadas y minimizar sus efectos secundarios adversos. Hay un sin niimero de registros
que muestra la busqueda incesante, de plantas medicinales para la cura o incluso el

alivio de las enfermedades que han azotado sin piedad la humanidad (28,29).

La busqueda de nuevos agentes farmacologicos activos, obtenidos a partir de las plantas
ha llevado al descubrimiento de muchos farmacos clinicamente activos. Varias plantas
de la flora brasilera se utilizan en la medicina popular, pero muchos de ellos todavia

requieren estudios cientificos que avalen su uso terapéutico (30).

La especie Conocliniopsis prasiifolia, popularmente conocida como "mentrasto",
"aleluya" y "cabeza de lagarto", es una planta de distribucion en América del Sur
utilizada en la medicina tradicional como anti-inflamatorio, analgésico y antipirético,

caracterizada por ser rica en triterpenos (31,32).

En 1984, estudios quimicos realizados con las raices Conocliniopsis prasiifolia, tuvo

como resultado, el aislamiento de nueve lactonas sesquiterpénicas y una cumarina y los



analisis quimicos con las partes aéreas dio también como resultado también, la presencia
de lactonas sesquiterpénicas, que son comunes en la familia Asteraceae, conocidas por
poseer compuestos antitumorales, antileucémicas, citotoxicas, antimicrobianos,

antiinflamatorios y analgésicos(33,34).

X
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Figural0. Estructura de la cumarina.

Un estudio en el 2005 evalud el posible efecto analgésico anti-inflamatorio, del extracto
etanolico de hojas en Conocliniopsis prasiifolia (EECp) en animales de
experimentacion (roedores), en la prueba de la placa caliente, cada animal,
individualmente, se coloco sobre la placa caliente (50 + 1) © C. por 35 segundos, para
evitar la lesion de los tejidos. El (EECp) se suministro (50, 100, 200 mg / kg, por via
intraperitoneal (i.p.) caus6 una disminucion en el volumen en la pata de la rata, entre 3 y
5 horas después de la aplicacion de (EECp) y 250, 500 por via oral (p.o.) mg/ kg, tiene
un efecto sobre la indometacina, coutilizado, como nivel de drogas, induce un efecto
significativo progresivo en 1,5, 3,0 y 5,0 horas después de la administracion, de la
carragenina asi como también, por el método de puncidn auricular (PMA) inducidas en
roedores, en edema de la oreja utilizando (1mg/oreja, aplicacion topica) (EECp)
mostraron efectos inhibitorios sobre el edema. Concluyendo, EECp mostré efecto

analgésico central y anti-inflamatorios en roedores a dosis y rutas de prueba (35).

En Lourteigia ballotaefolia (Asteraceae) se aislaron tres lactonas sesquiterpénicas como
el 9beta-hidroxi-atripliciolide-8-O-tiglate, se aisld por primera vez a partir de esta planta
y se habia informado anteriormente en Conocliniopsis prasiifolia, la 9B-hidroxi-
atripliciolide-8-O-(5-acetoxitiglate) ya se habia descrito en esta especie y el componente

menor el 9beta-(tigloiloxi)-atripliciolide, el cual es un nuevo compuesto. La actividad



anti-inflamatoria de estos compuestos se evalud usando el aceite de croton en orejas de

ratones (36).

Todas las plantas antes mencionadas pertenecientes a la familia Asteraceae, han sido
estudiadas con el proposito de obtener nuevas sustancias de origen natural que puedan
ser recursos renovables de multiples usos, en vista que los constituyentes en las plantas
participan en los ciclos biosintéticos y su estudio contribuye a comprender la fisiologia y
bioquimica de los organismos que los producen con fines cientificos. Es por ello que,
cada dia, aumentan los intereses por explorar los productos naturales de plantas, con el
proposito de encontrar nuevas sustancias que sirvan para dar respuestas a preguntas que
han venido surgiendo tiempos atrds, asi como también promover el avance de la
biomedicina que pueda compensar la necesidad de tener la solucion a enfermedades que
han sido imposibles hasta ahora de encontrarle cura. Dado que las investigaciones en
productos naturales en nuestro pais no abundan, es sumamente importante promover
estas investigaciones que permitan conocer la biodiversidad quimica del pais, tomando
en cuenta, que existe una gran gama de plantas que habitan en los bosques, selvas y

montanas.

Por lo antes expuesto, se considerd de interés desarrollar el presente estudio, a través del
cual se evalu6 la posible bioactividad y presencia de flavonoides y otros constituyentes
presentes en los extractos organicos de Conocliniopsis prasiifolia recolectadas en la
localidad de San Juan, estado Sucre, para asi tener un conocimiento mas profundo de la
quimica de esta planta y del potencial que puedan tener sus constituyentes en el campo

de la biomedicina.



METODOLOGIA

RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

La especie estudiada, Conocliniopsis prasiifolia, fue recolectada en la localidad de San
Juan, sector la Zona, estado Sucre. Posteriormente se identifico en el herbario IRBR del
Departamento de Biologia de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre. El material
usado para la investigacion, fue llevado al Laboratorio de Productos Naturales,
Departamento de Quimica, de la misma universidad, donde se sec6d a temperatura
ambiente y a la sombra para su posterior trituracion y obtencion de los diferentes

extractos.

Figura 11. Conocliniopsis prasiifolia.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DEL MATERIAL VEGETAL

Una vez deshidratados los distintos 6rganos (hojas, tallo, raiz y flores), estos fueron
pulverizados por separado en un molino eléctrico, para posteriormente ser sometidos
exhaustivamente a extracciones sucesivas, con metanol y hexano, los cuales fueron
evaporados y concentrados a presion reducida en un rotaevaporador marca Biichi,

modelo 461, a 35°C, obteniéndose los extractos crudos de cada érgano.
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Figura 12. Representacion esquematica de la obtencion de los extractos crudos.

ANALISIS FITOQUIMICO

Se realizaron una serie de pruebas quimicas para detectar la posible presencia de
algunos metabolitos secundarios como alcaloides, saponinas, esteroles insaturados,
Triterpenos pentaciclicos, flavonoides, antraquinonas, glicosidos cianogénicos,
glicésidos cardiotonicos, taninos, polifenoles y metilencetonas. Las pruebas fueron
realizadas tanto a los extractos metandlicos desengrasados como hexéanicos de cada uno

de los 6rganos de la especie vegetal (37).

Flavonoides

Se tomaron 2 g aproximadamente del extracto crudo y se traté con HCI concentrado y
virutas de magnesio, la reaccion fue positiva al formarse de una coloracion roja (al cabo
de 10-20 minutos). También, se realizaron dos pruebas alternas, las primera consistio en

colocar una gota del extracto sobre el papel de filtro rociado con una solucién de



cloruro de aluminio al 1% en etanol, la aparicion de una mancha amarilla
fluorescente bajo la luz UV, indicé la presencia de flavonoides, la segunda consistio
en colocar una gota del extracto, luego se observd, bajo luz UV, seguidamente, se
expuso el papel en vapores de NH4  concentrado; de mostrarse un cambio o

intensificacion de color, la prueba se considera positiva para flavonoides.

Extracto Crudo

Retomar en HCI y Filtrado en H,O
+ virutas de Mg impregnar papel de
v v filtro
Salucian
Vapores de AIC]; al 1% en
\ 4 NH} A 4 atananl
Coloracion Cambio De Fluorescencia
Raia Color Amarilla

Figura 13. Representacion esquematica de las pruebas de la determinacion de
flavonoides.

Glicosidos cianogénicos

Se colocd una porcion de la muestra en un tubo de ensayo, se le afiadieron unas gotas de
cloroformo, se tap6 el tubo con papel de filtro impregnado de una solucion al 1% (m/v)
de 4cido picrico en carbonato de sodio al 10% (m/v) y se calentd en un rango de 50 a
70°C. La presencia de una coloracion roja sobre el papel de filtro confirmd la presencia

de estos compuestos quimicos.

Extracto Crudo

Retomar en
CHCL v
Solucion
Calentamiento 50 Papel de filtro en acido picrico 1% en
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Coloracion roja sobre
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Glic Figura 14. Representacion esquematica de la deteccion de glicdsidos cianogénicos.

A una porcidn del extracto crudo se le agreg6 una gotas de una mezcla recién preparada
de 4cido 3,5-dinitrobenzoico (2%) en KOH (0,5 mol/l), la aparicion de coloraciones

azules o violetas es indicativo de la presencia de estos compuestos.
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Figura 15. Representacion esquematica de la deteccion de glicosidos cardiotonicos.

Saponinas
Una parte de la muestra se disolvid en agua destilada, luego, se agitd vigorosamente
durante unos minutos. La formacion de una espuma estable por 30 minutos, indico la

posible presencia de saponinas.
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Figura 16. Representacion esquematica de la deteccion de saponinas.



Alcaloides

La muestra se traté con HCI al 10% (v/v) y fue extraida con cloroformo. La fase acuosa
se alcalinizé con NH4OH al 10% (v/v) y fue particionada nuevamente con cloroformo,
las tres fases se analizaron con el reactivo de Dragendorff lo que permiti¢ detectar la
presencia de alcaloides débilmente basicos, basicos y sales cuaternarias de amonio en las

fases obtenidas, considerandose positiva si la solucion se tornd rojo intenso.
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y

Alcaloides
basicos
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Figura 17. Representacion esquematica de la deteccion de alcaloides.

Taninos y Polifenoles

Los compuestos fendlicos se detectaron por la coloracién parda en presencia de una
solucion de cloruro de hierro (III) al 1% (m/v). Para ello, parte del extracto total fue

evaporado a sequedad, retomado en agua y filtrado antes de la reaccion con cloruro de



hierro (III). Si los taninos estan presentes, al tratar el crudo con solucién al 1% (m/v) de

gelatina en NaCl al 1% (m/v), se produce una precipitado.

Extracto crudo
Retomar en H,O; Filtrar
Gelatina 1% Eliminar residuos

en NaCl 1% FeCl; 1% *

\ 4
Precipitado blanco Coloracién parda

(Presencia taninos) M1 1N

Figura 18. Representacion esquematica de la deteccion de taninos y compuestos
fenolicos.

Esteroles insaturados y triterpenos pentaciclicos

Una porcidn de la muestra se hidrolizo con HCl al 10% (v/v) el hidrolizado se concentrd
y se extrajo con cloroformo. A la fase orgénica se le agregaron gotas del reactivo de
Lieberman-Biirchard. La aparicion de una coloracion verde a los tres minutos de la
reaccion indico la presencia de esteroles insaturados. Por lo contrario, la formacion de

una coloracion roja o anaranjada confirmé la existencia de triterpenos pentaciclicos.

Extracto
Retomar en CHCI,
v___ /Filtrar

Filtrado
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Figura 19. Representacion esquematica de la deteccion de esteroles y triterpenos.



Antraquinonas
Una parte del extracto fue llevado a sequedad, se extrajo con KOH (0,5 mol/l), se filtro, se
acidifico con acido acético y se agitd con benceno. Si la capa organica tomd una coloracion

roja al alcalinizarla con hidréxido de amonio, hubo antraquinonas presentes.

Extracto crudo

Extraer con KOH 0,5 mol/l
A 4 Filtrar *

Solucion
Residuo Acidificar con acido acético/
Agitar con beilceno v

A

Capa organica Capa
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con NH,OH v

Antraquinona
(coloracion roja)

Figura 20. Representacion esquematica de la deteccion de antraquinonas.

Metilencetonas
Una parte del extracto crudo se disolvid en agua destilada, para, luego, ser filtrado y
tratado con el reactivo de Baljet, la produccién de una coloracion roja serd indicativa

de la presencia de metilencetonas.
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¢Tratar con H,O
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Figura 21. Representacion esquematica de la deteccion de metilencetonas.



EVALUACION DE LA BIOACTIVIDAD

Se realizaron pruebas de actividad bioldgica, como, actividad antibacteriana, antifingica
y de letalidad en Artemia salina, a los extractos y/o compuestos aislados, con el
proposito de determinar la posible actividad farmacologica que pudiese presentar la
planta en estudio. Se describe brevemente las metodologias a usar.

Actividad antibacteriana

Para este bioensayo, se realizo la técnica de difusion en agar, llamada antibiograma, la cual
consistio en impregnar discos estériles de papel de filtro Whatman N° 3 de 5 mm de
diametro con 10 pl de una soluciéon de 40 mg/ml del extracto o fraccion a probar y
colocarlos en una placa contentiva de agar Miiller-Hinton, previamente inoculada con una
suspension bacteriana de concentracion conocida (10° células/ml). Posteriormente, se
preincubaron a 5°C por 12 h, y seguidamente se incubaron a 37°C por 24 h. La accién
antibacteriana se midio tomando el diametro (mm) del crecimiento bacteriano alrededor del

disco (38).

Tabla 1. Cepas bacterianas usadas.

Bacterias Origen Coloracion de Gram
Escherichia coli ATCC(25922) -
Entereobacter cloacae DAI(26951) -
Staphylococcus aureus IBE(DDC-19) +
Entereococcus faecalis WHO(14) +
Pseudomonas aeruginosa ATCC(27853) -
Bacillus subtilis ICTA(07) +
Acineobacter calcoaceticus ATCC(230555) -

Micrococcus luteus Bioanalisis (33-8-10) +
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Figura 22. Representacion esquematica del ensayo antibacteriano.
Actividad antifingica

Este método consistié en incubar cepas de hongos en tubos, a temperatura ambiente por una
semana. Transcurrido este tiempo, se le agregaron aproximadamente 10 ml de agua
destilada estéril a cada tubo para remover las esporas y se filtraron sobre gasas estériles,
para obtener la solucion esporangial. Utilizando hisopos estériles, se colocé la solucion
obtenida sobre las capsulas de Petri, previamente preparadas con el agar papa dextrosa
(PDA). Seguidamente, se realizd la técnica del antibiograma, colocando los discos de
papel Whatman N° 3 de 5 mm de didmetro impregnados previamente con
aproximadamente 10 pl de la muestra de concentracion 40mg/ml y se incubaron por 48
horas a temperatura ambiente. La actividad antimicética se detectd al medir el didmetro

(mm) del halo de inhibicion que se observaron alrededor del disco (39).

Tabla 2. Cepas de hongos pertenecientes al laboratorio de Micologia.

Hongos Origen Clasificacion
Penicillium hirsutm Laboratorio de Micologia Fitopatogeno
Trichoderma viridis Laboratorio de Micologia Fitopatogeno
Penicillium expansum Laboratorio de Micologia Fitopatogeno
Cladosporum Laboratorio de Micologia Fitopatogeno
macrocarpus
Rhizopus orizoe Laboratorio de Micologia Fitopatogeno

Mucor racemosus Laboratorio de Micologia Fitopatogeno
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Figura 23. Representacion esquematica del enéayo antifungico
Actividad letal en Artemia salina

La actividad letal contra larvas del crustaceo A. salina, del extracto crudo, fracciones
y/o metabolitos separados de las esponjas fue evaluada mediante la realizacién de un
bioensayo, en el cual se prepar6 una solucion de 10 000 pg/ml del extracto o fraccidon a
probar , en una mezcla H,O/DMSO segun la solubilidad de éstos y, a partir de ésta, se
prepararon soluciones de 1 000; 100; 10; 1; 0,1; 0,01 pg/ml, mediante diluciones
sucesivas con agua de mar bifiltrada en viales que contenian entre 10 y 15 nauplios de
A. salina eclosionados con 24 horas de anticipacion. Por cada concentracion, se
realizaron cuatro réplicas y un control con igual nimero de réplicas. La cuantificacioén de
la mortalidad de los nauplios se llevd a cabo pasadas las 24 y 48 horas analizadas,
usando diversos métodos estadisticos disefiados para determinar la concentracion letal
media (CLso) (40,41).
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Figura. 24. Toxicidad contra Artemia salina.
OBTENCION DEL EXTRACTO DE FLAVONOIDES Conocliniopsis prasiifolia.
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El extracto crudo fue disuelto con un solvente miscible caliente y tratado con acetato de
plomo al 4%, en proporcion (1:1); luego se dejo en reposo por 24 h y después se filtro la
solucion, la cual se concentré6 por medio de rotaevaporacion. Este concentrado fue
extraido con cloroformo y concentrado a presion reducida, como se muestra en la figura

25.
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Figura 25. Esquema de obtencion del extracto de flavonoides y otros constituyentes a
partir del extracto metandlico de las hojas de Conocliniopsis prasiifolia.
FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO DE

FLAVONOIDES

La separacion y aislamiento de flavonoides y otros metabolitos secundarios, solubles en
cloroformo, provenientes del oOrgano mdas bioactivo se realizd mediante el
fraccionamiento de las fracciones y subfracciones obtenidas, usando las siguientes

técnicas cromatograficas:

Cromatografia de columna (CC)

La cromatografia de filtracion en gel es una técnica que permite separar compuestos en
funcion de su tamafio molecular. La capacidad separadora reside fundamentalmente en
el gel, cuya matriz consta de un gran numero de esferas porosas microscopicas. Cada
gel se caracteriza por un rango de fraccionamiento que depende del tamafio de sus
poros. El fraccionamiento del extracto de flavonoides, la separacion de estos
componentes u otros metabolitos se realizd0 en una columna cromatografica de
dimensiones 20 cm de longitud y 2 cm didmetro, usando 5 g de Shephadex LH-20,
como fase estacionaria y diversos solventes o mezclas de solventes de polaridad

creciente, como fase movil.



Cromatografia de capa fina (CCF) y capa fina preparativa (CCFP)

La técnica de CCF fue empleada con fines cualitativos, para la combinacion de las
fracciones provenientes de la cromatografia en columna (CC). Para ello, se utilizaron
placas de vidrio (20x20 cm?) recubiertas con silica gel 10-40 um con un espesor de 0,5 mm
como fase estacionaria, y como fase movil, el solvente o mezcla de solventes con el cual
se luyeron las subfracciones al momento de fluir el extracto de la columna
cromatografica. Luego se tomaron los Ry de las subfracciones bajo luz ultravioleta de onda
corta como agente revelador, y aquellas que mostraron un comportamiento similar, segiin sus

Ry, se combinaron en una sola subfraccion.

La CCFP se utiliz6 para aislar y purificar los compuestos provenientes de las
subfracciones obtenidas. Esta técnica es semejante a la CCF, con la diferencia de que el
espesor de la silica gel en la placa, fue de 1 mm. Para ello la fraccion o subfraccion, se
disolvio en 2 ml de un solvente adecuado y se colocd de manera uniforme, con una pipeta
Pasteur, en el origen; se procedid al desarrollo de la cromatografia, empleando como fase
mévil el solvente o mezcla de solventes que proporcioné mayor separacion en la CCF.
Posteriormente, se observaron en un camara con luz UV y se procedio a tomar lo Ry de los
componentes, para luego desprender la silica de las placas y de esta forma aislar la zona
correspondiente al compuesto en cuestion. Seguidamente, la silica se colocod en un beaker y
se extrajo con solventes o mezclas de solventes de polaridad creciente, para asegurar la
extraccion total del componente de la silica gel, procediendo a filtrar la solucion y

evaporando el solvente para obtener asi el componente.

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL
Para la elucidacion de las estructuras moleculares de los componentes aislados, se

utilizaron técnicas espectroscopicas y espectrométricas, tales como:

Resonancia magnética nuclear (RMN)
La RMN es uno de los métodos mdas utilizados en el area de los productos
naturales, cuyos espectros ofrecen evidencias bastante explicitas sobre las posiciones,

entornos quimicos y caracteristicas de los nucleos que conforman una molécula dada,



de manera que, permite obtener informacion mas acertada de la estructura del
compuesto en estudio. Este hecho la convierte en una de las técnicas mas poderosas para
la determinacidn de estructuras moleculares, teniendo como fundamento del estudio de

las propiedades magnéticas de los nucleos atdmicos especificos de las moléculas.

Los andlisis de las subfracciones y compuestos obtenidos se realizaron en un equipo de
RMN, modelo Bruker de 400 MHz, del Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC). Las muestras fueron disueltas en solventes deuterados (CDCls y
CDs0D), segtin la solubilidad de las muestras, y se colocaron en un tubo de resonancia,
para luego ser introducidas en el equipo de RMN, obteniéndose los espectros RMN de 'H
y C. Los desplazamientos quimicos (8) obtenidos en los espectros, se reportaron en ppm
en relacion a un estandar interno de tetrametilsilano (TMS).

Se empled el experimento de RMN: Distortionless Enhancement Through Polarization
Transfer (DEPT), ya que los espectros DEPT-135 son muy utiles para asignar senales de
CHs;, CH,, CH. En el caso del DEPT-135, los picos del CH y CHj; son observados hacia
arriba y los del CH; invertidos.

Cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM)

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
identificacién de compuestos organicos que se encuentran en mezclas complejas. La
fragmentacion de la molécula, da la ventaja para la ubicacion de ciertos grupos
funcionales en entornos quimicos especificos de la misma. Siendo, la destruccion de la
muestra, la unica desventaja apreciable para esta técnica. La masa total de cada
fragmento, es observado en el espectro de masas como un pico, por ende, el analisis
consiste en primer lugar, en relacionar los picos principales y en interpretarlos
simultdneamente; teniendo en cuenta que el espectro exhibird un pico menos abundante
correspondiente al idn molecular del compuesto, el cual da informacidon sobre la masa

molar del mismo. La manera de obtener finalmente la elucidacidén estructural del



compuesto, es la comparacion con el espectro de un compuesto conocido a través de

bases de datos que ayudan a la confirmacion y el patron de fragmentacion.

Para el analisis de algunas de las muestras se usdé un cromatografo de gases marca
Varian modelo Saturn 2000, con una fuente de ionizacién por impacto electronico y
un detector de trampa de iones del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC). Las muestras se inyectaron en una columna CP-SIL-8CB-MS de 30 m x 0,25
D.I. y helio como gas de arrastre, a una rapidez de 1ml por minuto. La temperatura del
inyector fue de 280°C, la temperatura inicial del horno fue de 100°C con una rapidez de
calentamiento de 5°C por minuto, hasta llegar a la temperatura final de 295°C.
Posteriormente, la identificacion de los compuestos se realizd por la comparacion

computarizada con la libreria NIST.



RESULTADOS Y DISCUSION

La planta Conocliniopsis prasiifolia de la localidad de San Juan sector la Zona, estado
Sucre, fue analizada, realizdndose un estudio de la bioactividad, de la fraccion soluble en
metanol, mediante la actividad antibacteriana, antifingica y letalidad en Artemia salina;
procediéndose a la identificacion y caracterizacion de los metabolitos de los 6rganos que

resultaron mas bioactivos, cuyos resultados se presentan a continuacion.

RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS EN METANOL, HEXANO Y
CLOROFORMO DE LOS ORGANOS DE LA PLANTA Conocliniopsis
prasiifolia.

Los resultados obtenidos de las extracciones sucesivas con metanol, hexano y
cloroformo de los distintos 6rganos de la planta Conocliniopsis prasiifolia se muestran
en la tabla 3. Se puede observar que el rendimiento mas alto se obtuvo de la extraccion
de flor con metanol (EMF), en el cual se obtuvieron 9,0555 g, equivalentes al 18 %
(m/m) a partir de 50,5 g de flor; seguidamente de la extraccion de hojas en metanol
(EMH), con un 14,00 % (m/m), al obtenerse 33,3269 g a partir de 238 g de hojas, es
decir los extractos en metanol, presentaron los rendimientos mas altos con respecto a los
demas extractos en hexano y cloroformo mostrando estos los rendimientos mas bajos.

Tabla 3. Porcentajes de rendimientos de los extractos en metanol, hexano y cloroformo
de los organos de la planta Conocliniopsis prasiifolia.

Extracto Masa (g) %(m/m)
EMH 33,3269 14,00
EMT 37,6826 7,7
EMR 11,7227 10
EMF 9,0555 18
EHH 7,2695 3,04
EHT 4,4867 0,91
EHR 1,5350 1,34
EHF 1,0038 2,00
ECH 2,9203 1,22
ECT 2,5371 0,51
ECR 1,3462 1,2
ECF 1,0025 1,98
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PRUEBAS QUIMICAS PRELIMINARES

Los metabolitos detectados en las fracciones dieron positivos para una serie de pruebas
basadas en reacciones quimicas de clasificacion de grupos funcionales, tales como:
flavonoides ( al agregar virutas de Mg y 10 ml de HCIl, dando como resultado una
coloracion roja), Las pruebas quimicas preliminares revelaron la posible presencia y
ausencia de familias de metabolitos secundarios, en las fracciones solubles de la planta,
lo que proporcioné6 una informacion importante, que ayudd a seleccionar los
tratamientos cromatograficos y estrategias de separacion mas eficientes, que permitieron
aislar algunos de los constituyentes quimicos de la hoja de la planta estudiada, alcaloides
(al ser tratado una porcion de la fraccion con el reactivo de Dragendorff se observé un
coloracion naranja rojiza), taninos (al agregar unas gotas de una solucioén de gelatina al
1% en cloruro de sodio al 1% se formo un precipitado blanco), metilencetonas (al
agregar unas gotas de una mezcla 1:1 de una solucidn de 4cido picrico al 1% y NaOH al
10% se formo una coloracion roja), esteroles y triterpenos (al agregar unas gotas del
reactivo de Liebermann-Burchard, se observé una coloracion azul-verdosa y/o violeta,

respectivamente).

Tabla 4. Andlisis quimico preliminar de extractos de hoja, tallo, raiz y flor en hexano y
metanol de Conocliniopsis prasiifolia.

EMH EMT EMR EMF EHH EHT EHR EHR

Familia de Compuestos

Alcaloides + - + + - + - -
Flavonoides + - + - - - - -
Metilencetonas + - - - - - - -
Esteroles Insaturados + + - + - - - -
Triterpenos Pentaciclicos + + + + - - + -
Antraquinonas - - + - - - - -
Polifenoles + - + - - - - -
Glicosidos Cianogénicos - - - - - - - -
Glicosidos Cardiotonicos - - - - - - - -
Saponinas + - + + - - - -
Taninos + + + + - - - -

+: Detectado EMH: Extracto metabolice de hojas. EHH: Extracto hexéanico de hojas

-: No detectado

EMT: Extracto metandlico de tallo.
EMR: Extracto metandlico de raiz.
EMF: Extracto metanolico de flor.

EHT: Extracto hexanico de tallo.
EHR: Extracto hexanico de raiz.
EHF: Extracto hexanico de flor



Las familias de metabolitos detectados pueden observarse en la tabla 4, donde se puede
apreciar, que la mayor presencia de compuestos, se detectaron en los extractos
metanolicos como alcaloides en (EMH, EMR, EMF), flavonoides en (EMH, EMR,
EMF), esteroles insaturados en (EMH, EMT, EMF), los triterpenos se detectaron en
todos los extractos metanolicos (EMH, EMT, EMF, EMR) a diferencia de las
antraquinonas solo se detectaron en EMR, los polifenoles en (EMH, EMR), saponinas en
(EMH, EMR, EMF) y en todos los extractos se encontraron taninos, a diferencia de los
extractos hexdnicos que solo se detectd presencia de alcaloides en EHT y triterpenos

pentaciclicos en el EHR.

Los resultados obtenidos son consistentes con los trabajos realizados a esta familia de
plantas reportados en la literatura, donde se han aislado estos compuestos como
flavonoides, alcaloides, triterpenos, saponinas y taninos, en vista que son compuestos
generalmente muy polares se detectan en gran manera en los extractos de metanol

(11,12).

Los triterpenos mostraron una abundancia importante en la planta estudiada, lo cual esta
en concordancia con muchos estudios donde han sido reportados e identificados, como
en las raices de Conocliniopsis prasiifolia y Lourteigia ballotaefolia donde se aislo por
primera vez, una lactona sesquiterpenica como 9a-hidroxi-atripliciolide-8-O-tiglate,
atribuyéndose que estas familia de plantas son ricas en este tipo de metabolitos, las
cuales poseen actividad antiinflamatoria y antipirética y son comunes en las Asteraceas

(35).

Con las diferentes pruebas de deteccion de metabolitos secundarios, se pudo confirmar
la presencia de cierta familia de compuestos, pero no se puede afirmar la ausencia de las
mismas. Muchas pruebas ameritan una concentracion minima para poder ser eficiente,
otras necesitan que se sigan una serie de pasos para poder extraer el compuesto a
detectar, en algunos casos, factores como el pH, la temperatura, algunas de las sustancias

presentes, entre otros, pueden inferir en el resultado e inducir a una conclusion errénea.



En general es recomendable efectuar mas de una prueba y confirmar la presencia

mediante el uso de técnicas espectroscopicas.

PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los bioensayos realizados fueron determinantes para la seleccion del extracto a los
cuales se les realizaron los fraccionamientos cromatograficos por las técnicas
cromatograficas convencionales, permitiendo llevar a cabo un estudio biodirigido de los
constituyentes quimicos de las fracciones bioactivas seleccionadas para tal fin.

Entre las pruebas realizadas se encuentran las siguientes:

Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana es uno de los bioensayos mds significativos en el estudio
farmacoldgico, debido al continuo crecimiento de la resistencia de las bacterias frente a
los antibidticos comunes, lo cual ha resultado en un problema para el tratamiento de
enfermedades infecciosas. Es por esto, que los cientificos han dirigido sus

investigaciones hacia la busqueda de nuevos compuestos bioactivos.

En la tabla 5, se muestra que el estudio antibacteriano de los extractos de los 6rganos
de Conocliniopsis prasiifolia en metanol y hexano, evidenci6 que los extractos crudos
en metanol mostraron gran actividad antibacteriana frente a los microorganismos
ensayados, presentando la hoja (EMH) mayor actividad, seguidamente de la flor (EMF),
raiz (EMR) y tallo (EMT) con halos de inhibicion desde (17 a 25) mm, (14 a 25) mm,
(14 a27) mmy (6 al5) mm respectivamente; a diferencia de los extractos hexanicos que
mostraron menor actividad, resaltando el extracto de raiz (EHR) el cual tuvo mayores
halos de inhibicion entre estos, seguido por la hoja (EMH), flor (EHF), y tallo (EHT)
con(l10al5) mm,(6al7),(8all)ymmy (0al5)mm respectivamente.

También es de interés mencionar que el EMH present6 una fuerte actividad contra
Entereococcus faecalis y Micrococcus luteus y moderada contra Acineobacter

calcoaceticus, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, es decir, mostrd



actividad tanto en bacterias Gram (+) como Gram (-); este hecho puede ser atribuido a
la presencia de mas de un constituyente activo en este extracto, Ademas, se puede inferir
que la presencia de los flavonoides, alcaloides, triterpenos, taninos y metilencetonas
detectados, pudiesen estar asociados a la actividad antibacteriana observada. Resaltando
que esta familia de plantas proporcionan estas actividades frente a estos
microorganismos tal como la especie Virguera solidago, la cual posee gran actividad
antioxidante y antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y

Streptococcus faecalis, demostrado mediante el uso de el modelo in vitro (42,43).

Tabla 5. Actividad antibacteriana de las fracciones solubles en preliminar de extractos de
hoja, tallo, raiz y flor en hexano y metanol de Conocliniopsis prasiifolia.

Extracto (mm de Inhibicion)
Microorganismos EMH  EMT EMR EMF EHH EHT EHR EHF
Escherichia coli 18 13 17 20 6 0 10 10
Entereobacter 17 15 2 25 13 10 15 10
cloacae
Staphylococcus 4 13 20 21 17 10 13 10
aureus
Entereococcus 25 15 14 2 12 15 13 11
faecalis
Pseudomonas 20 14 15 20 7 7 10 8
aeruginosa
Bacillus subtilis 16 6 17 14 9 6 14 11
Acineobacter 20 6 20 20 6 10 14 11
calcoaceticus
Micrococcus 25 10 27 25 14 9 10 9

luteus

Actividad antifungica

El estudio antimicotico tiene gran importancia, tanto en la farmacologia como en la
industria alimenticia, debido a la proliferacion de hongos, por el tiempo de
almacenamiento de los alimentos, y la resistencia que ofrecen éstos a los antimicoéticos,
complicandose asi el tratamiento de enfermedades infecciosas producidas por las

esporas de los hongos (44).



Destacandose que ninglin extracto en estudio present6 actividad antifiingica frente a las

cepas de hongos ensayadas.

Actividad letal en Artemia salina

Dentro de los bioensayos de gran utilidad en el campo de los productos naturales y la
ecotoxicologia, se encuentra el de toxicidad aguda o concentracion letal media (CLsg) en
Artemia salina, debido a que se determind que existe una correlacion positiva entre la
mortalidad de las larvas de A. salina y la citotoxicidad frente a las células 9KB
(carcinoma nasofaringeo humano) y 3PS (leucemia) por lo cual este ensayo puede ser

utilizado para detectar compuestos antitumorales y pesticidas (45).

Para comprobar la sensibilidad de los extractos se uso la técnica de concentracion a la
cual muere el 50% de los individuos expuestos a una sustancia (extracto), en un tiempo
de exposicion determinado y la menor concentracion a la que se observa efecto
significativo con respecto al grupo (46).

En la siguiente tabla 6, se muestran las CLsy de los extractos metandlicos de los
organos de Conocliniopsis prasiifolia, siendo el extracto de flor (EMF) ¢l que presentd
los mayores valores de CLsg, por lo que se puede decir que este extracto fue el menos
letal; sin embargo, esto no quiere decir que este extracto no poseen metabolitos con
posible actividad letal, sino que las larvas de A. salina no respondieron al efecto de los
metabolitos secundarios detectados.

Sin embargo, la letalidad del extracto de hojas fue relevante, el cual presentd una CLs
de 3,16 y el extracto de la raiz con 0,04 ug/ml, respectivamente, lo cual evidencia la
presencia de compuestos con actividad citolitica en estos extractos. Posiblemente, este
efecto letal se deba a los alcaloides, flavonoides, triterpenos y taninos detectados en las
pruebas quimicas preliminares; evidenciando la posible habilidad de estas especies para
producir la muerte de células cancerigenas en cultivos de tejidos y otros usos
farmacologicos, en cambio el extracto del tallo no present6 indicio de toxicidad en el

tiempo empleado (47).



La toxicidad observada en estos extractos puede obedecer a mecanismos de defensa que
podria utilizar esta planta en contra de depredadores, asegurando asi la preservacion de

su especie.

A diferencia de los extractos hexanicos al no presentar toxicidad alguna frente a los
crustaceos, lo cual se puede inducir a la posibilidad que la mayoria de los compuestos
que causan tal actividad son muy polares, los cuales pudieron ser extraidos solo con el
metanol, asi como también que se encuentren en baja proporcion impidiéndole

reaccionar de manera satisfactoria frente a estos crustaceos.

Tabla 6. Actividad letal (ig/ml) contra Artemia salina, de las fracciones solubles
metanol de Conocliniopsis prasiifolia.

Método (CL50) (ppm) (CL50) (CL50) (CL50)
empleado tallo (ppm)flor (ppm)raiz (ppm)hojas
Binomial oAk 100,00 oAk 3,16

M. average. kK 181,88 kK 3,16
Probit kA 963,86 0,04 3,16
Logit kol 513,13 0,04 3,11

OBTENCION DEL EXTRACTO DE FLAVONOIDES Conocliniopsis prasiifolia.

Debido a que el extracto metanolico de hojas present6 la mejor actividad antibacteriana
y CLs, se decidio tomar este extracto y tratarlo con acetato de plomo al 4%, para luego
obtener la fraccion de flavonoides y otros constituyentes en cloroformo, responsables de

la bioactividad.

FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO

Al obtener la fraccion de flavonoides y otros constituyentes en cloroformo, se procedio a
realizar un fraccionamiento cromatografico biodirigido a esta fraccion, con el objetivo
de aislar en lo posible algunos flavonoides o los constituyentes quimicos responsables de

la bioactividad de éste extracto.



Cromatografia de la fraccion de flavonoides y otros constituyentes de las hojas

soluble en cloroformo de Conocliniopsis prasiifolia.

La fraccion soluble en cloroformo de hojas fue fraccionada por cromatografia de
columna (CC) usando 5 g de Shephadex LH-20, en una columna cromatografica de
dimensiones, 20 cm de longitud y 2 cm didmetro, para lo cual se empled 2,91 g de
muestra. Se utilizé una mezcla de solventes de polaridad creciente, AcOEt - MeOH con
proporcion 1:1; MeOH como eluyentes, finalizdndose con H,O al 100%. Se obtuvieron
64 eluatos, los cuales fueron recogidos en erlenmeyers de 25 ml contentivos de 10 ml
cada uno (Tabla 7), los cuales fueron agrupados en 9 fracciones tomando en cuenta su
comportamiento en la cromatografia de capa fina (CCF) por comparacion de sus Ry y
empledndose luz ultravioleta de longitud de onda corta (100-280 nm) y vapores de lodo
como agentes reveladores.

Tabla 7. Fraccionamiento cromatografico del extracto de flavonoides y otros
constituyentes de hojas soluble en cloroformo de Conocliniopsis prasiifolia.

Fraccion Eluatos Masa(g) Solventes Proporcion

F 1-14 0,0000 MeOH/AcOEt 1:1
F, 15-21 0,0723 MeOH/AcOEt 1:1
F; 22-26 0,4744 MeOH/AcOEt 1:1
F4 27-31 1,6501 MeOH/AcOEt 1:1
Fs 32-39 0,3642 MeOH/AcOEt 1:1
Fe 42-46 1,0010 MeOH/AcOEt 1:1
F; 47-56 0,1451 MeOH/AcOEt 1:1
Fg 47-56 0,1335 MeOH 0

Fo 63-64 0,0180 H,O 0

A las 9 fracciones obtenidas de la separacion cromatografica del extracto de flavonoides
y otros compuestos polares, se les evalu6 la actividad antibacteriana contra 5

microorganismos como se muestra en la tabla 8.



Tabla 8. Actividad antibacteriana de las fracciones provenientes del extracto de
flavonoides y otros constituyentes de las hojas soluble en cloroformo de Conocliniopsis
prasiifolia.

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Fraccion Ps. aeruginosa  E.coli  E.faecalis M. luteus  A.calcoaceticus
1 0 0 0 0 0
2 11 21 10 0 0
3 35 12 10 0 0
4 43 15 10 0 15
5 32 1 5 0 0
6 1 0 0 0 10
7 0 14 0 0 0
8 0 14 0 0 0
9 0 10 0 1 0

Se puede observar que la fraccion 4 (F4) generd mayor resistencia contra los
microorganismos ensayados con halos de inhibicion de (43 a 0) mm mostrando fuerte
resistencia contra Pseudomonas y moderada contra E.coli y Acineobacter, es decir con
gran actividad tanto frente a bacterias Gram (+) como Gram (-); por ende se escogio
esta fraccion para ser recromatografiada y aislar en lo posible el compuesto responsable

de la actividad bioldgica.

La F4 (1,6501) fue fraccionada por cromatografia de columna (CC) usando 5g de
Sephadex LH-20, en una columna cromatografica de dimensiones 20 cm de longitud y
2 cm diametro, utilizando CH,Cl, como eluyente de partida, posteriormente mezclas de
CH,CI, - AcOEt, AcOEt - MeOH vy finalizando con MeOH, recolectandose 36 eluatos
de 10 ml cada uno, tomando en cuenta su comportamiento en la cromatografia de capa
fina (CCF) por comparacion de sus Ry. Empledndose luz ultravioleta de longitud de onda
corta (100-280 nm) y vapores de lodo como agentes reveladores, agrupandose en 5

subfracciones.



Tabla 9. Fraccionamiento cromatografico de la subfraccion F4 proveniente de la fraccion
de flavonoides y otros constituyentes de las hojas soluble en cloroformo de
Conocliniopsis prasiifolia.

Subfracciones Eluatos Masa (g) Solventes Proporcion
4.1 1-15 0,0158 CHCl; 1
4.2 16-25 1,4277 CHCI; - AcOEt 1:1
4.3 26-34 0,9291 CHCl; - AcOEt 1:1
4.4 35-36 0,3841 AcOEt 1
4.5 37-38 0,0426 MeOH 1

A cada una de las subfracciones obtenidas se les evalud la actividad antibacteriana
contra cepas Gram (+) como Gram (-) ,mostrando solo las subfracciones F4,y Fa3, las
que generaron actividad con halos de inhibicion de 25 mm y 15 mm frente

Pseudomonas, 12 mm y 10 mm frente a E. coli respectivamente.

Tabla 10. Actividad antibacteriana de las subfracciones obtenidas del fraccionamiento
de F4.

Diametro del Halo de Inhibicion (mm)

Subfraccion  Ps. aeruginosa E.coli E.faecalis M. luteus  A.calcoaceticus

4.1 0 0 0 0 0
4.2 25 12 0 0 0
4.3 15 10 0 0 0
4.4 0 0 0 0 0
4.5 30 0 0 0 0

La subfraccion 4.2 fue seleccionada en vista que mostrd mayor actividad antibacteriana
y que su proporcion era mayor, para ser fraccionada por CCFP, debido a que presento
manchas definidas y con R¢ no muy cercanos, utilizando placas de vidrio (20x20 cm?)

recubiertas con silica gel 10-40 um con un espesor de 1 mm. Por consiguiente, esta



subfraccion se disolvio en 2 ml de CHCl; y se colocd de manera uniforme, con un capilar,
en el origen; eluyendo la muestra con CHCl; - AcOEt con una proporcion de 1:1, lo que
proporciond mayor separacion en la CCFP. Empleandose luz ultravioleta de longitud de
onda corta (100-280 nm), se procedid a tomar los Ry de las subfracciones, para luego
desprender la silica de las placas y de esta forma aislar la zona correspondiente al
compuesto en cuestion. Seguidamente, la silica se coloco en un erlenmeyers y se extrajo
con solventes o mezclas de solventes de polaridad creciente, como hexano, cloroformo
acetato de etilo y metanol para asegurar la extraccion total del componente de la silica gel,
procediendo a filtrar la solucién y evaporando el solvente para obtener asi el o los
constituyentes, cromatografiados, obteniéndose 7 subfracciones mas, entre las cuales se
tomaron tres para ser sometidas nuevamente a CCFP, ya que al ser expuestas la luz UV,

se observo bandas con buenas separacion es decir, con Rf lejanos.

Tabla 11. Subfracciones obtenidas del refraccionamiento de Fs, proveniente de la
fraccion de flavonoides y otros constituyentes de Conocliniopsis prasiifolia

Subfracciones Masa (mg) Solventes
42.1 75 CHCI; - AcOEt
422 9,3 CHCI; - AcOEt
423 19 CHCI; - AcOEt
4.2.4 8,1 CHCI; - AcOEt
4.2.5 225 CHCI; - AcOEt
4.2.6 11 CHCIl; - AcOEt
427 13,3 CHCIl; - AcOEt

Las subfracciones 4.2.3, 4.2.5 y 4.2.7 fueron seleccionadas para continuar con el proceso
de separacion por medio CCFP, utilizando la misma fase estacionaria y el mismo sistema
de solventes CHCl;3 - AcOEt (1:1), en vista que eran muy soluble y generaba buena

separacion con Rf lejanos, hasta obtener en lo posible el componente puro.



Tabla 12. Subfracciones obtenidas del refraccionamiento de Fi,.3; proveniente de la
fraccion de flavonoides y otros constituyentes de Conocliniopsis prasiifolia.

Subfracciones Masa (mg) Solventes
4.2.3.1 9,6 CHCIl; - AcOEt
4232 2,3 CHCI; - AcOEt
4233 4,1 CHCIl; - AcOEt

Al ser reveladas por luz UV, se observd que la subfraccion 4.2.3.1 poseia menos
impureza y buena separacion, para lo que finalmente se someti6 a CCFP, mediante el
mismo sistema de solventes aplicado anteriormente, obteniéndose seis subfracciones de
las cuales se selecciond la subfraccion 4.2.3.1.6, en vista que las demds quedaron con
una proporcion muy pequefia, lo que resulta imposible someterla a estudios

espectroscopico y espectrometrico.

Tabla 13. Subfracciones obtenidas del refraccionamiento de F4,.3; proveniente de la
proveniente de la fraccion de flavonoides y otros constituyentes de Conocliniopsis
prasiifolia.

Subfracciones Masa (mg) Solventes
42.3.1.1 1,1 CHCI; - AcOEt
423.1.2 1,3 CHCIl; - AcOEt
42.3.1.3 2,6 CHCI; - AcOEt
42.3.14 0,8 CHCI; - AcOEt
4.2.3.1.5 43 CHCI; - AcOEt

La subfraccion 4.2.3.1.5, fue sometida a andlisis espectroscopico y espectrometrico para
la elucidacion estructural, de los constituyentes presentes en esta subfraccion, tales

como RMN H' y CG-EM.



Tabla 14. Subfracciones obtenidas del refraccionamiento de Fi,.s proveniente de la
fraccion de flavonoides y otros constituyentes de. Conocliniopsis prasiifolia.

Subfracciones Masa (mg) Solventes
42.5.1 36,3 CHCI; - AcOEt
4252 45,7 CHCI; - AcOEt
4.2.53 9,3 CHCI; - AcOEt
4.2.54 16,8 CHCIl; - AcOEt
4.2.5.5 12,5 CHCIl; - AcOEt

Al ser reveladas por luz UV de longitud de onda corta (100-280 nm), se observo que la
subfraccion 4.2.5.2 tenia buena separacion con Rf lejanos en comparacion con la demas
subfracciones, por ende esta se continud fraccionando usando la misma técnica de
separacion (CCFP), aplicando el mismo sistema de solvente ya que al ser sometidas a
pruebas con otros sistemas no presentaban buena separacion por lo que se continuo con este

sistema, CHCI3 - AcOEt (1:1), obteniéndose finalmente 5 subfracciones.

Tabla 15. Subfracciones obtenidas del refraccionamiento de F4,.5, proveniente de la
fraccion de flavonoides y otros constituyentes de. Conocliniopsis prasiifolia

Subfracciones Masa (mg) Solventes
42.52.1 4,1 CHCIl; - AcOEt
4.2.5.2.2 53 CHCIl; - AcOEt
42523 4,5 CHCI; - AcOEt
42524 5,9 CHCI; - AcOEt
42.52.5 5.6 CHCIl; - AcOEt

La subfraccion 4.2.5.2.2 y 4.2.5.2.5, fueron sometidas a analisis espectroscopicos y
espectrometricos para su elucidacion estructural, tal como RMN H', CG-EM, y 4.2.5.2.4
se sometio a RMN H' y C"*; DEPT -135.



Tabla 16. Subfracciones obtenidas del refraccionamiento de Fj,.7; proveniente de la
fraccion de flavonoides y otros constituyentes de. Conocliniopsis prasiifolia.

Subfracciones Masa (mg) Solventes
4.2.7.1 0,6 CHCI; - AcOEt
4.2.7.2 1,3 CHCI; - AcOEt
4.2.7.3 1,5 CHCI; - AcOEt
4.2.7.4 0,7 CHCIl; - AcOEt
4.2.7.5 2,1 CHCIl; - AcOEt
4.2.7.6 52 CHCI; - AcOEt

Esta separacion fue mediante CCFP, continuando con CHCIl; - AcOEt (1:1), como
eluyentes, obteniéndose 6 subfracciones de las cuales se escogid la 4.2.7.6 en vista que
se observd buena separacidon, también se sometié a los analisis espectroscopico y

espectrometrico para su elucidacién estructural, tal como RMN H'; y CG-EM.
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Figura 26. Esquema de fraccionamiento de la fraccion de flavonoides y otros
constituyentes de Conocliniopsis prasiifolia

Separacion e identificacion de de la subfracciones F43.15

Esta subfraccién fue analizada por RMN H' y por cromatografia de gases acoplado a un
detector de masas (CG-EM), para la identificacion estructural de los compuestos
presentes, (figura 27). La tabla 17 muestra las asignaciones correspondientes a las
sefiales mas importantes seleccionadas.

Tabla 17. Asignaciones de desplazamientos quimicos de protones (dy) de algunas
sefiales de RMN 'H de la subfraccion F4,3 16

Sefial Multiplicidad On (ppm) Asignacion
A multiplete (m) 0,90 -CH3
B multiplete (M) 1.23 -CH,-CH,-CH;-
C singlete (S) 2,31 OC-CH;
D multiplete (m) 2,50 OC-CH,
E triplete (t) 3,05 -O-CH
F triplete (t) 3,12 -O-CH
G triplete (t) 3,25 -O-CH
H singlete (S) 3,65 -O-CH;
I Doblete (d) 3,95 -O-CH;
J multiplete (m) 4,20 -CHa.
K multiplete (m) 4,29 -CH,.

En el espectro RMN 'H figura (27) de la subfraccion F45315 se observaron 11 sefales,
a campo alto se muestra una sefial ubicada en la zona alifética del espectro asignable a
protones metilicos a dy 0,90 ppm formando un multiplete (A), seguida de la sefial (B)
con un desplazamiento quimico de dy 1,23 ppm se muestra una sefial la cual integra para
protones metilénicos destacandose como un multiplete, a g (2,31 (C) y 2,50 (D)) ppm
se muestran formando un singlete y multiplete respectivamente dichas sefiales
integrando para portones metilenicos cercanos a un atomo de oxigeno, con un
desplazamiento quimico de dy (3,05(E) ; 3,12 (F) y 3,25 (G)) ppm correspondientes a
protones metinicos cercanos a un atomo de oxigeno formando un tripletes, asi como
también se desplegaron dos sefiales con un desplazamiento quimico de dy (3,65(H) Y

3,95(I)) ppm correspondientes a protones metilicos cercanos a un atomo de oxigeno



formando singlete y doblete respectivamente, a campo bajo se exhibieron con
desplazamientos quimicos dos sefales a dy (4,20 (J) y 4,29 (K)) las cuales integran para

protones metilénicos formando multipletes cada una.
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Figura 28. Ampliacion del espectro RMNH!' de la subfraccion Fs2315

Con estas sefiales reportadas por el analisis de RMN 'H, y con las reportadas por la
cromatografia de gases acoplado a un detector de masas (CG-EM), se identificaron los
componentes presentes en esta subfraccion, con el fin de obtener informacion de manera
mas completa de los constituyentes presentes en esta, como se muestra en el

cromatograma (figura 29).

Se evidenci6 la presencia de 3 constituyentes quimicos que se encontraban con mayor
probabilidad, en los que se destacan el éster metilico del 4cido hexadecanoico, el éster
etilico del acido hexadecanoico y friedelan 3-ona.

Tabla 18. Compuestos identificados en la subfraccion Fs45 315 por (CG-EM).

Compuesto Tiempo de retencion (min) Formula
éster metilico del acido hexadecanoico 17,699 Ci3H360,
éster etilico del acido hexadecanoico 19,654 CroH400,

friedelan 3-ona 27,999 C3oHs500
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Figura 29. Cromatograma de la subfraccion F453 5

El espectro de masas del éster metilico del acido hexadecanoico (I) (TR =17,699 min)
(figura 30), desplegd un i6n molecular a m/z 270 [M'] y los fragmentos
correspondientes a los picos de los iones mas abundantes a m/z 227, 165,143, 129, 87,
74 (pico base), 57. En la figura 31, se muestra el patrén de fragmentacion

correspondiente a este compuesto.

El éster etilico del acido hexadecanoico (II) (TR =19,654 min) (figura 32), generd un i6n
molecular a m/z 284 [M ]y los fragmentos correspondientes a los picos més abundantes
a m/z 241, 157, 115 y 88 (pico base), 55. En la figura 33, se muestra el patron de

fragmentacion correspondiente a este compuesto.

El Friedelan-3-one (III) (TR =27,999 min) constituyé el metabolito mas abundante de
esta subfraccion. Su espectro de masas (figura 34), despleg6 un i6n molecular a m/z 426

[M']y los fragmentos correspondientes a los picos méas abundantes a m/z 411, 341, 302,



273,205, 179, 177,55 (pico base). En la figura 35, se muestra el patron de fragmentacion

correspondiente a este compuesto.
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Figura 30. Espectro de masas del éster metilico del acido hexadecanoico.
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La identificacion de ésteres en Conocliniopsis prasiifolia representa un aporte mas a su
quimiotaxonomia, ya que no existen en la literatura reportes acerca de la presencia de
estos compuestos en esta especie como lo son, el éster metilico del 4cido hexadecanoico

y el éster etilico del acido hexadecanoico.

En una investigacion se ha reportado que los ésteres de acidos grasos a altas
concentraciones, provocan la muerte celular por apoptosis, y cuando las concentraciones
se incrementan, la muerte celular ocurre por necrosis, debido a inhibicién de la sintesis
de ADN, a pesar que poseen una gama de fuentes de principios quimicos para su

potencial uso como agentes antineoplasicos (48,49).

Asi como también el triterpeno, friedelan -3-ona, que es un triterpeno pentaciclico ha
sido reportado en diferentes plantas estudiadas, tal como fue identificado en la especie
Maytenus ilicifolia Maytenus perteneciente a la familia Celastraceas destacandose, a
este con propiedades antiespasmodico, anticoncepciodn, gastroprotectora, diurético,
analgésico y cicatrizante. Mediante la determinacién de la composicion quimica en 15
poblaciones de Maytenus ilicifolia nativa distribuida en el sur y al oeste de las regiones

de Brasil (50).

Confirmando los analisis realizados en Conocliniopsis prasiifolia, en los que se han
reportado una variedad de terpenos, a los que les han atribuido su actividad microbiana,

siendo este un aporte mas a su quimiotaxonomia (36).

Separacion e identificacion de los compuestos de la subfracciones F4,.76

La identificacion estructural de los constituyentes presentes en esta subfraccion, se
realizé por RMN H' (figura 36), complementandolo mediante el uso de cromatografia de
gases acoplado a un detector de masas (CG-EM), La tabla 19 muestra las asignaciones

correspondientes a las sefiales mas importantes seleccionadas.



Tabla 19. Asignaciones de desplazamientos quimicos de protones (dy) de algunas
sefiales de RMN 'H de la subfraccion Fir76

Sefial Multiplicidad Ou (ppm) Asignacion
A multiplete (m) 0,.90 -CH;
B singlete (S) 1,23 -CH,-CH,-CH;-
C singlete (S) 1,97 -CH,
D cuarteto (C) 3,47 O-CH
E singlete (S) 3,54 -O-CH
F doblete (d) 4,08 -O-CH,
G cuarteto (C) 4,20 -COO-CH;
H triplete (t) 4,28 -CHa.
I multiplete (m) 7,51 CeHs
J multiplete (m) 7,70 Ce¢Hs

El espectro de RMN H', de esta subfraccion exhibié campo alto una sefial en la region
alifatica, con un desplazamiento quimico de dy 0,90 ppm (A) formando un multiplete, el
cual es asignado a protones metilicos, seguida de dos singletes a 4y (1,23(B) y 1,97(C))
ppm integrable para protones metilénicos, una serie de sefales en forma de cuarteto y
singlete entre dy 3,47 ppm (D) y dn 3,54 ppm (E) asignables a protones metinicos
cercanos a un atomo de oxigeno, con un desplazamiento quimico de 4y 4,08 (F) se
desplego un doblete atribuible a protones metilénicos cercanos a un atomo de oxigeno, a
ag 4,20 ppm (G) y 4y 4,28ppm (H) se muestran un cuarteto y un triplete integrables para
protones metilénicos, finalmente se observa a campo bajo en la region aromatica dos
sefales desde 4y 7,51 ppm (I) a 4y 7,70 ppm (J) como multipletes asignables a protones

aromaticos.
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Figura 36. Espectro RMN 'H de la subfraccion Fs2756



Figura 37. Ampliacién del espectro de RMN 'H de la subfraccion Fs42756

De acuerdo con los desplazamientos quimicos reportados por el espectro de RMN 'H, se
evidencid que se trataban de compuestos con grupos carboxilicos y aromaticos, para lo
cual fue necesario realizar un andlisis mediante el uso de la espectrometria de
cromatografia de gases acoplado a un detector de masas (CG-EM), para comprobar los
posibles constituyentes presentes en esta subfraccion, reportandose la presencia de 8
compuestos tal como se muestra en el cromatograma (figura 38).

Tabla 20. Compuestos identificados en la subfraccion F4 576 por (CG-EM).

Tiempo de retencion

Compuesto . Formula
(min)
éster metilico del acido dodecanoico 13,196 C14H230,
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona 16,147 CisH3z60
éster bis (2-metilpropil) del acido 1,2- 16,493 Ci16H2004
benzenedicarboxilico
nonadecano 16.703 Ci9Huo
éster metilico del acido tridecanoico 16,991 C14H230,
docosano 19,696 CooHus

hexacosano 23,124 CrsHsa
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Figura 38. Cromatograma de la fraccion subfraccion Fa76

El espectro de masas del éster metilico del acido dodecanoico (I) (TR =13,196 min)

(figura 39), desplegd un i6n molecular a m/z 228 [M'] y los fragmentos

correspondientes a los picos de los iones mas abundantes a m/z 199, 157,143, 115, 111,

101, 88 (pico base), 45. En la figura 40, se muestra el patron de fragmentacion

correspondiente a este compuesto.
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Figura 39. Espectro de masas del éster metilico del 4cido dodecanoico.



Para el 6,10,14-trimetil-2-Pentadecanona el espectro de masas (II) (TR =16,147 min)
(figura 41), mostrd un ién molecular a m/z 268 [M'] y los fragmentos correspondientes a
los picos de los iones mads abundantes a m/z 250, 165, 141, 97, 71,57(pico base). En la

figura 42, se muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este compuesto.
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Figura 41. Espectro de masas del 6, 10,14-trimetil-2-Pentadecanona.

De acuerdo con diversas investigaciones, la hexahidrofarnesil acetona forma parte del
aceite esencial de especies como: Aster lanceolatus, llex dumosa e llex paraguarienses y
de Elaphoglossun spathulatum encontradas en América Central y del Sur, las cuales se
caracterizan por poseer propiedades antibacteriales y se utilizan para curar enfermedades
reumaticas e intestinales. Ademads, estas especies son consideraras como antioxidantes,

diuréticas y laxantes naturales.

Asi como también para el éster bis (2-metilpropil) acido 1,2-benzenodicarboxilico, su
espectro de masas (III) (TR =16,493 min) (figura 43), generd un i6n molecular a m/z
278 [M'] y los fragmentos correspondientes a los picos de los iones mas abundantes a
m/z 167,149(pico base), 104, 76,57. En la figura 44, se muestra el patron de

fragmentacion correspondiente a este compuesto.
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Figura 43. Espectro de masas del éster bis (2-metilpropil) del &cido 1,2-
benzenodicarboxilico

Para el nonadecano, mostr6 en su espectro de masas (IV) (TR =16,703 min) (figura 45),
un i6n molecular a m/z 268 [M'] y los fragmentos correspondientes a los picos de los
iones mas abundantes a m/z 225, 210, 141,111, 85, 71,57, (pico base). En la figura 46,

se muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este compuesto.
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Figura 45. Espectro de masas del nonadecano.

El espectro del éster metilico del acido tridecanoico (V) (TR =16,991 min) (figura 47),
desplegd un i6n molecular a m/z 228 [M'] y los fragmentos correspondientes a los picos
de los iones mas abundantes a m/z 185, 171, 87,74 (pico base), 45. En la figura 48, se

muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este compuesto.



Abundancia

74

|mmn: /OW

] 87
S0000 0o
E-DDIZIIDE
]
=oooo

] 171 g5 228

45

=T T =0 = 160 | =0 145 &0 E= = - R % T

Figura 47. Espectro del éster metilico del 4cido tridecanoico.

Asi como también para el docosano, su espectro de masas (VI) (TR =16,969 min)
(figura 49), gener6 un i6n molecular a m/z 310 [M '] y los fragmentos correspondientes a
los picos de los iones mas abundantes a m/z 267, 253,141, 125, 111, 97, 71, 57, (pico

base). En la figura 50, se muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este

compuesto
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Figura 49. Espectro de masas del docosano.



1 espectro de masas hexacosano (VIII) (TR =23,124 min) (figura 51), desplegd un 16n
molecular a m/z 366 [M'] y los fragmentos correspondientes a los picos de los iones
mas abundantes a m/z 337, 295, 239,125, 125, 111, 85, 57 (pico base), 55. En la figura

52, se muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este compuesto.
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Figura 51. Espectro de masas del hexacosano.

Es comun encontrar en los productos naturales, acidos grasos ligados a distintas clases
de lipidos, como por ejemplo fosfolipidos, glicolipidos, glicéridos, esteroles o en forma
libre, con longitudes de cadena superiores a Cys y generalmente con un patréon de
instauracion Cis Csy Cis Co; acidos grasos con cadena impar y acidos con un patron de
instauracion Cg y Cyj, muy poco difundido en la naturaleza, ademas de la presencia de
acidos poliinsaturados y ramificados (51).es posible pensar que los esteres encontrados
en esta planta sea derivado de acidos con estas caracteristicas, como es el caso del éster
etilico del acido dodecanoico y el éster metilico del 4cido tridecanoico. Pudiéndose
atribuir, ademas, la letalidad de esta subfraccion en Artemia salina, a la mezcla de los

ésteres metilicos y etilicos de 4cidos saturados.

En las plantas vivas, los hidrocarburos saturados estan universalmente distribuidos como
los recubrimientos cerosos (ceras cuticulares) en las hojas y como ceras de cuticula en

las superficies de las frutas. Varias plantas son ricas en hidrocarburos aliféaticos,



utilizados en los aceites vegetales; por ejemplo, el aceite de olivo, derivado de los frutos
del olivo (Olea europea) contiene hidrocarburos en el rango Cjza C,s. Los alcanos

simples ramificados (excluyendo terpenos) ocurren raramente en cantidades

significativas en las plantas (52).
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Figura 40. Patron de fragmentacion del éster etilico del acido dodecanoico.
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Figura 44. Patrén de fragmentacion del éster bis (2-metilpropil) del acido 1,2-
benzenodicarboxilico.
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Figura 46. Patron de fragmentacion del nonadecgpo.
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Figura 48. Patron de fragmentacion del ester metilico del 4cido tridecanoico.
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Figura 50. Patrén de fragmentacion del docosano.
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Figura 52. Patron de fragmentacion del hexacosano.



Separacion e identificacion de los compuestos de la subfracciones F435,2

La identificacién de los compuestos presentes en esta subfraccion se realizo por RMN
H' (figura 53) y mediante el uso de la cromatografia de gases acoplado a un detector de
masas. La tabla 21 muestra las asignaciones correspondientes a las sefiales mas

importantes seleccionadas, para esta subfraccion.

Tabla 21. Asignaciones de desplazamientos quimicos de protones (dy) de algunas
sefiales de RMN 'H de la subfraccion F42525

Sefial Multiplicidad Ou (ppm) Asignacion
A triplete (t) 0,90 -CH3
B triplete (1) 1.22 -CH,-CH,-CHs,-
C multiplete (m) 1,62 -CH,-CH,-COO-
D singlete (S) 2,03 -CH;-COO-
E singlete (S) 2,15 CH;-CO-
F doblete (d) 2,53 -CH-CO-
G multiplete (m) 3,00 -CH,-CO-
H triplete (t) 3,12 -CH,-CO-
I multiplete (M) 3,25 -CH»-CO-
J multiplete (m) 3,45 -O-CH,
K singlete (S) 3,52 -O-CH
L doblete (d) 4,11 -OCO-CH,.
M multiplete (m) 5,47 -C=C-H
N multiplete (m) 6,17 -C=C-H

En el espectro RMN 'H figura (53) de la subfraccion Fs52, se observaron 14 sefales a
campo alto ubicadas en la zona alifatica del espectro. Una sefial asignable a protones
metilicos a dy 0,90 ppm (A), formando un triplete. La segunda con un desplazamiento
quimico de dy 1,22 ppm (B) que integra para protones metilenicos formando un triplete,
seguida de una sefal (C) que corresponde a dos protones asignables a un metileno unido
a un atomo de carbono formando un multiplete a &y 1,62 ppm, la sefial (D) se encuentra
a 4y 2,03 ppm como, un singlete correspondiente para protones metilicos unidos a un

grupo carboxilico, en la region de 452,15y 2,53 (E y F) ppm se revelan como singlete y



doblete asignables a protones metinicos y metilenicos respectivamente unidos a un a
tomo de carbono que a su vez se encuentra unido a un atomo de oxigeno, las sefiales
que se encuentran con desplazamientos quimicos de dg ( 3,00 (G); 3,12 (H) y 3,25 (I))
corresponden a protones metilénicos unidos a un carbono unido a un 4tomo de oxigeno
formando (multiplete, triplete y multiplete) respectivamente. Con desplazamiento
quimico de dy 3,45 (J) y 45 3,52 (K) ppm se observan senales formando un multiplete y
singlete respectivamente que integran para protones metinicos unidos y metilénicos
unidos a un 4tomo de oxigeno, otra a dy 4,11(L) como un doblete correspondiente a
protones metilénicos cercanos a un dtomo de oxigeno, finalizando con dos sefales a
campo bajo, no bien definidas, formando multipletes que integran para un hidrogeno a
dg 6,17 (N) y dg 5,47 (M) asignados a un proton olefinico debido a la existencia de un

doble enlace en la estructura de la molécula.
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Figura 53. Espectro RMN 'H de la subfraccién Fs45500.



90
1.28
.13
24

6

4

91
17

1

7
7

7

L N ?

MR

3.06
1.68
1
1
2
1
0
2.00
2.96
0.77
7

1

4

R
6.5 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 ppm

Flgura 54. Amphacmn del espectro RMN 'H de la subfraccion Fas525.
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De acuerdo con estas sefiales reportadas en el anélisis de RMN 'H se procedid a
complementar dicho andlisis para, la separacion e identificacion de los componentes
presentes en esta subfraccion, tomando en cuenta que presento solubilidad en
cloroformo y acetato de etilo, se le realiz6 un estudio por cromatografia de gases
acoplado a un detector de masas (CG-EM), como se muestra en el cromatograma (figura

55).

Se evidenci6 la presencia de tres constituyentes quimicos que se encontraban en mayor
proporcion y probabilidad, en los que se destacan el éster metilico del &cido
hexadecanoico, éster etilico del 4cido hexadecanoico y el triterpeno Friedelan-3-one,
siendo este el mas abundante. Los cuales fueron detectados en la subfraccion F423156

con la diferencia que los tiempos de retencion variaron, lo que incrementa aun mas la



probabilidad que dichos compuestos estén presentes en Conocliniopsis prasiifolia, tal

como se muestra en la siguiente tabla y el cromatograma de gases (figura 55).

Tabla 22. Compuestos identificados en la subfraccion F4, 52, por (CG-EM).

Compuesto Tiempo de retencién (min) Formula
Ester metilico del acido hexadecanoico 17,248 C,7H340,
Ester etilico del acido hexadecanoico 17,903 Ci5H360;
Friedelan-3-ona 28,026 C;0Hs500
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El espectro de masas del éster metilico del 4cido hexadecanoico (I) (TR =17,248 min)
(figura 56), desplegd un i6n molecular a m/z 270 [M'] y los fragmentos
correspondientes a los picos de los iones mas abundantes a m/z 227, 207, 185,143, 129,

87, 74 (pico base), 57 y 47.
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Figura 56. Espectro de masas del éster metilico del acido hexadecanoico.

El éster etilico del acido hexadecanoico (II) (TR =17,903 min) (figura 57), generd un i6n

molecular a m/z 284 [M']y los fragmentos correspondientes a los picos mas abundantes

am/z 241, 157, 88 (pico base), 83y 55.
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Figura 57. Espectro de masas del éster etilico del acido hexadecanoico.



El Friedelan-3-ona (III) (TR =28,026 min) constituy6 el metabolito mas abundante de
esta subfraccion. Su espectro de masas (figura 58), desplegd nuevamente un i6n
molecular a m/z 426 [M '] y los fragmentos correspondientes a los picos mas abundantes
am/z 411, 341, 302, 273, 205, 179, 177, 55 (pico base)
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Figura 58. Espectro de masas del Friedelan-3-ona.

Con las sefiales reportadas por el cromatograma se puede destacar que el compuesto del
friedelan-3-ona, es el compuesto que se encuentra en mayor proporcion en esta
subfraccion y su probabilidad de estar presente grande, por ende se puede pensar que
este constituyente también tiene mayor actividad frente a las bacterias ensayadas ya que
los triterpenos tienen gran resistencia frente a estos microorganismos, asi como también
a la actividad contra Artemia salina, logrando destacar que este compuesto entra en la

posibilidad de ser uno de los méas responsables de estas actividades.

Separacion e identificacion de los compuestos de la subfracciones F,252.4

Al realizar el revelado de la CCF se observd que no presentaba separacion con ninguna
mezcla de solventes, lo que evidenciaba que estaba formada por una mezcla compleja de

compuestos. Esta subfraccion se presentdé como un liquido amarillo, soluble en



cloroformo y acetato de etilo. Analizando las caracteristicas del liquido en cuestion, se le

realiz6 un estudio de los componentes por RMN H', °C y DEPT-135.

Tabla 23. Asignaciones de desplazamientos quimicos de protones (dy) de algunas

Sefial Multiplicidad On (ppm) Asignacion
A doblete (d) 0,91 -CH;
B triplete (1) 1.20 -CH,-CH,-CHz-
C doblete (d) 1,46 -CH-CH;- CH»-
D multiplete (M) 1,83 -CH,-CH,-CHz-
E doblete (d) 2,26 CH-C=
F triplete (t) 2,52 -OH
G triplete (t) 3,06 -CH-CO-
H singlete (S) 3,46 -CH-CO
I multiplete (M) 3,75 -CH-CO
J multiplete (M) 4,04 -CH-O
K singlete (S) 4,35 CH-OH
L doblete (d) 4,52 CH-OH
M doblete (d) 4,67 -OCO-CHo,.
N singlete (S) 5,30 CH-OH
N multiplete (m) 5,43 -CH=C-H
O singlete (S) 5,52 -CH=C-H
P singlete (S) 5,79 -CH,
Q singlete (S) 5,98 -CH=C-H
R doblete (d) 6,24 -CH=C-H
S doblete (d) 6,74 -CH=C-H

En el espectro RMN 'H figura (59) de la subfraccion F4524 se observaron 20 sefales a
campo alto ubicadas en la zona alifatica del espectro. Una sefal asignable a protones
metilicos a 45 0,91 ppm (A) formando un doblete, en las regiones dy (1,20 (B); 1.46 (C)
y 1,83 (D)) ppm se desglosaron sefales que integran para protones metilénicos,
formando (triplete, doblete y multiplete) respectivamente, seguida de un doblete (E) con
desplazamiento quimico de 452,26 ppm que integra para dos portones correspondientes
a un metiléno, también se puede observar dos tripletes a dy (2,52 (F) y 3,06 (G) )
integrando para un proton hidroxilico y el otro para un protéon metinico unido a un atomo
de carbono que a su vez se encuentra unido a un atomo de oxigeno, a un campo mas

bajo con desplazamientos quimicos de dy (3,46 (H) Y 3,75 (I)) ppm dos senales integran



para protones metinicos cercanos a un atomo de oxigeno formando singletes,
disminuyendo mas el campo se encuentran tres sefiales con desplazamientos quimicos de
ag (4,04 (J); 4,35(K); 4,52 (L))ppm correspondientes a protones metinicos muy cercanos
a un atomo de oxigeno formando singletes y dobletes, a 54,67 (M) se generd una sefial
que integra para protones metilénicos cercano a dos atomos de oxigeno como un
doblete, a campo bajo se exhibieron 7 sefiales con desplazamientos quimicos de dy
(5,30 (N); 543 (N); 5,52 (0); 5,79 (P); 5,98 (Q); 6,24 (R)y 6,74 (S)) ppm
correspondientes para un protones olefinicos debido a la existencia de un doble enlace

en la estructura de la molécula formando singletes multipletes y dobletes.
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Figura59. Espectro RMN 'H de la subfraccion
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Seial oc (ppm) Asignacion

Ci-Cs 11,7 -21,02 CH ; -CH;

Ce-Cs 43,95 - 44,49 CH,.CH,-C
Co-Cni 46, 82 - 59,32 OC-CH
Ci2-Ci3 63,06 - 70,57 -CH.-
Cuu-Ciy 72,15 — 85,70 HC-O
Cis-Cro 89,11 — 89,89 C
Cp-Cy 105,9 — 106,67 CH=CH
C-Cy 124,04 -126,62 -CH,-
Cy7- Cy 133,13 — 134,66, 138,87 CH=
Cs-Cs; 140,50 — 140, 89 CH=C-
Csz- Cs3 166,87 — 284,22 C

El espectro de RMN C exhibié 43 desplazamientos quimicos de carbonos bien
definidos, lo que indica que esta subfraccion posee 43 atomos de carbonos
magnéticamente diferentes presentes, con mayor desplazamiento quimico se encuentran
10 senales a campo bajo correspondientes a carbonos cuaternarios asignables a
carbonos de un anillo aromatico sustituido, esto confirma lo observado en el espectro de
RMN lH, acerca de las sefales en la region de los aromaticos ademas, exhibid sefales

caracteristicas de grupos olefinicos a dc 105,9 a &dc 140,89 ppm, confirmando la



presencia de un doble enlace en el o los compuestos. También, mostré desplazamientos
quimicos a dc (89,11 — 89,89) ppm, caracteristico de un carbono cuaternario, asi como
en la region ¢ (72,15 — 85,70) ppm correspondientes a carbonos oxigenados y varios
desplazamientos a campo alto que son asignables a grupos metilenicos, metinicos y

metilicos (tabla 24)
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Figura 61. Espectro de RMN °C de la subfraccion F425..4.

Mediante las sefiales mostradas por el espectro DEPT-135 (figuras 61), ayudaron a
identificar los tipos de carbonos presentes en la estructura como por ejemplo se pudo
constatar la presencia carbonos metilicos, metilénicos y metinicos presentes en la
estructura y se observo la presencia de 8 carbonos cuaternarios (tabla 24). Mediante este

espectro se confirmaron las asignaciones realizadas.



1 -~ 1 1 1T -~ 1T ~ 1 "~ 1T "~ T "~ T = 1
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 62. Espectro DEPT 135 de la subfraccion F4252.4

Sin embargo, este andlisis no proporciona informacion acerca del proton que se
encuentra enlazado al atomo de carbono (heterodtomo), por lo cual se realizaron
indagaciones en las literaturas en las que se han reportado desplazamientos quimicos
similares, junto con el analisis combinado de los datos espectrales obtenidos de los
RMN y DEPT-135, obteniéndose que el compuesto en cuestion presentd
desplazamientos muy similares de C'> y H' a los reportados en las literaturas como el
9a-hidroxi-atripliciolide-8-O-tiglate (figura 63) que es una lactona sequiterpenica, la cual
se propuso como el principal constituyente de esta subfraccion destacando que existe la

posibilidad que se trata de la misma estructura u otra similar pero que tiene las mismas



caracteristicas a esta ya que los desplazamientos quimicos de las sefiales de C° y H' se
reflejaron en regiones muy cercanas a las reportadas en la literatura, asi como también es
posible que estén presentes otros constituyentes ya que se observaron otras sefiales con
diferentes desplazamientos quimicos de C" y H'. Con la excepcién de los carbonos
metilenicos en vista que esta lactona no posee este tipo de carbonos, lo que nos afirma
que la muestra analizada contenia otros componentes. Esta lactona sequiterpenica fue
identificada anteriormente en esta planta, (confirmando aun mas que se trate de el
mismo compuesto) y en Lourteigia ballotaefolia, fue comprobada su actividad anti-

inflamatoria mediante el uso de aceite de croton en la oreja de ratones (36).

Tabla 25. Desplazamientos quimicos de H' de la subfraccion F42524y del 9a-hidroxi-
atripliciolide-8-O-tiglate (lactona sequiterpenica).

Posicion  Fraccion Fy,5,.4, 0y (ppm) 9a-hidroxi-atripliciolide-8-O-tiglate 6y (ppm)

1 — —
2 5,52 5,99
3 —_—
4 — —
5 5,98 5,99
6 5,79 5,70
7 3,46 3,45
8 4,04 4,13
9 5,30 5,27
9 2,57 2,26
10 -—-- -
11 -—-- -
12 -—-- -—--
13 -—-- -
14 1,46 1,46
15 2,26 2,04
1’ -—-- -—--
2’ -—-- -—--
3’ 6,74 7,20
4’ 1,83 1,86
5 6,24 ;5,67 6,35 ;5,69




Tabla 26. Desplazamientos quimicos de C" de la subfraccion F42524y del 9a-hidroxi-
atripliciolide-8-O-tiglate (lactona sequiterpenica).

Posicion  Fraccion Fy,5,4, 0. (ppm) 93-hidroxi-atripliciolide-8-O-tiglate 6. (ppm)

1 204,82 203,9
2 105,9 104,9
3 184,5 184.4
4 133,13 130,9
5 134,6 134,6
6 73,3 73.8

7 46,8 47,7

8 77,0 77,0

9 81,66 80,0
10 85,66 85,7
11 140,5 140,2
12 168,8 168,9
13 124,04 124,1
14 20,01 19,6
15 20,66 19,8

1’ 166,8 166,6
2’ 126,6 127,6
3’ 140,8 140,8
4’ 15,66 14,8
5’ 11,78 12,0
14

15 ©

Figura 63. Estructura del 9a-hidroxy-atripliciolide-8-O-triglate.



Separacion e identificacion de los compuestos de la subfracciones F43525

La identificacion estructural de los compuestos presentes en esta subfracciones se realizo
por RMN H', (figura 64) observandose en el espectro, que la misma poseia
desplazamientos quimicos similares a compuestos. La tabla 27 muestra las asignaciones

correspondientes a las sefiales mas importantes seleccionadas.

Tabla 27. Asignaciones de desplazamientos quimicos de protones (dy) de algunas
sefiales de RMN 'H de la subfraccion F425.25

sefial Multiplicidad Ou (ppm) Asignacion
A multiplete (M) 0,90 -CHs
B multiplete (m) 1.21 -CH,-CH,-CHz»-
C singlete (S) 1,51 -CH-CH;- CH»-
D multiplete (m) 1,82 -CH,-CH,-CHz»-
E multiplete (m) 2,28 CH,-C
F multiplete (m) 3,05 -O-CH
G singlete (S) 3,40 -O-CH;
H doblete (d) 3,44 -O-CH;
I multiplete (m) 3,62 -O-CH;
J multiplete (m) 4,05 CH-OH
K singlete (S) 4,37 -CH,.
L Triplete (t) 4,50 -CH=C-H
M multiplete (m) 5,32 -CH=C-H
N singlete (S) 5,43 -CH=C-H
N doblete (d) 5,53 -CH=C-H
O singlete (S) 5,67 -CH=C-H
P singlete (S) 5,79 -CH=C-H
Q multiplete (m) 5,99 -CH=C-H
R Triplete (t) 6,25 -CH=C-H

En el espectro RMN 'H figura (64) de la subfraccion F4,5,5 se observaron 19 senales,
entre las cuales a campo alto se destacaron sefiales ubicadas en la zona alifatica del

espectro. Una sefal asignable a protones metilicos a 4y 0,90 ppm (A), seguida por las



sefiales que aparecen en regiones a dyg (1,21 (B); 1,51 (C); 1,82 (D); y 2,28 (E)) ppm que
integran para protones metilénicos, formando (multiplete, singulete, multiplete y
multiplete) respectivamente. Con desplazamientos quimicos de &y (3,05 (F); 3,40 (H);
3,44 (I); 3,62(J)) ppm que integran para un proton metinico y tres para protones
metilicos cercanos a un atomo de oxigeno. A campo bajo se exhibieron 8 sefiales con
desplazamientos quimicos de &y (4,50 (L); 5,32 (M); 5,43 (N); 5,53 (N); 5,67 (0); 5,79
(P); 5,99 (Q) y 6,25 (R)) ppm correspondientes para protones olefinicos debido a la

existencia de un doble enlace en la estructura de la molécula.
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Figura 65. Ampliacion del espectro RMN 'H de la subfraccion Fs42595.

Con estas sefiales reportadas por el analisis de RMN 'H, se procedié a complementar
dicho analisis para la separacion e identificacion de los componentes presentes en esta
subfraccion, en vista que la relacion de sus integrales no son similares y sus sefiales dan
indicios que no se trata de un solo constituyente por lo que se decidi6 realizar un analisis
de estos, mediante el uso de cromatografia de gases acoplado a un detector de masas

(CG-EM), como se muestra en el cromatograma (figura 66).

Se evidencio la presencia de 4 constituyentes quimicos, en los que se destacan el
pentadecano, heptadecano, eicosano, éster mono (2-ethilhexil del acidol,2-

Benzenodicarboxilico

Tabla 28. Compuestos identificados en la subfraccion F4, 525 por (CG-EM).

Tiempo de Retencion

Compuesto (min) Formula
Pentadecano 17,708 CisHs,
Heptadecano 17,751 Ci7H36

Eicosano 18,747 CaoHy,
éster mono(2-cthilhexil del 4acidol,2- 22.841 CoiH30

benzenodicarboxilico
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El espectro de masas del pentadecano (I) (TR =17,708 min) (figura 67), desplegd un i6n
molecular a m/z 212 [M'] y los fragmentos correspondientes a los picos de los iones
mas abundantes a m/z 155, 127, 99, 85, 71,57, (pico base), 51. En la figura 68, se

muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este compuesto.

Abundancia 57

Figura 67 Espectro de masas del pentadecano.
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Figura 68. Patron de fraccionamiento del pentadecano.



Para el heptadecano, el espectro de masas (II) (TR =17,751 min) (figura 69), mostr6é un
ion molecular a m/z 240 [M'] y los fragmentos correspondientes a los picos de los iones
mas abundantes a m/z 197, 141, 99, 85, 71,57, (pico base), 45. En la figura 70, se

muestra el patron de fragmentacion correspondiente a este compuesto.

- Abundancia 57

Figura 69. Espectro de masas del heptadecano.

Asi como también para el eicosano, su espectro de masas (III) (TR =17,747 min) (figura
71), generd un i6n molecular a m/z 282 [M'] y los fragmentos correspondientes a los
picos de los iones mas abundantes a m/z 253, 239,183, 141, 127,71,57, (pico base), 45.
En la figura 72, se muestra el patrén de fragmentacion correspondiente a este

compuesto.
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Figura 71. Espectro de masas del eicosano.
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Figura 70. Patron de fragmentacion del heptadecano
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El espectro de masas del éster mono (2-ethilhexil) del acidol, 2-Benzenodicarboxilico
(IV) (TR =22,841 min) (figura 73), desplegd un ién molecular a m/z 278 [M'] y los

fragmentos correspondientes a los picos de los iones mas abundantes a m/z 207, 167,



149,57 (pico base), 53. En la figura 74, se muestra el patrén de fragmentacion

correspondiente a este compuesto.
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Figura 73.espectro de masas del éster mono (2-ethilhexil) del acidol,
2-benzenodicarboxilico
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CONCLUSION

El analisis quimico preliminar realizado a las fracciones solubles en metanol y hexano
de los drganos de la planta Conocliniopsis prasiifolia, evidencio la presencia de varias
familias de metabolitos secundarios, como alcaloides flavonoides, esteroles, insaturados,

antraquinonas saponinas y taninos.

Las fracciones solubles en metanol mostraron gran actividad antibacteriana frente a los
microorganismos ensayados, presentando la hoja mayor actividad, en comparacion con
los demas extractos metanolicos de los demas organos de la planta, tanto para bacterias

Gram (+) como Gram (-).

Las fracciones de solubles en metanol y hexano no presentaron actividad antifungica

frente a las cepas de hongos ensayadas.

Las fracciones solubles en metanol de hojas fueron relevantes, el cual present6é una CLs
de 3,16 y el extracto de la raiz con 0,04 ug/ml, respectivamente, lo cual evidencia la

presencia de compuestos con actividad citolitica en estas fracciones.

Mediante el andlisis por RMN H! y CG-EM de la subfracciones Fs2315y Fa2522, se
lograron identificar algunos constituyentes como los ésteres metilico y etilico del 4cido
hexadecanoico y un triterpeno como friedelan 3-ona, siendo este el mas abundante en

estas subfracciones, a los cuales se les atribuye la actividad antibacteriana y a la

letalidad.

El anélisis de los datos obtenidos por RMN H! y CG-EM de la subfraccion Fi76,
evidencio la presencia de una mezcla de ésteres e hidrocarburos y una cetona, de los
cuales se lograron identificar éster metilico del acido dodecanoico, 6,10,14-trimetil-2-
Pentadecanona, éster bis (2-metilpropil) del 4cido 1,2-benzenedicarboxilico,

nonadecano, éster metilico del acido tridecanoico, docosano, hexacosano.



A través del analisis de los datos obtenidos por RMN H' y *C y DEPT-135 de la
subfraccion F45524, asi como la comparacion de los mismos con los reportados en la
literatura, se propone, una lactona sequiterpenica como el 9a-hidroxi-atripliciolide-8-O-

tiglate o derivado de ésta, como posible estructura.

Mediante el estudio por RMN H! y CG-EM de la subfraccion F45525, se lograron
identificar algunos constituyentes: Pentadecano, heptadecano, eicosano, éster mono (2-

ethilhexil) del acido 1,2-benzenodicarboxilico.
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planta Conocliniopsis prasiifolia, recolectada en la localidad de San Juan, estado Sucre,
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usados en la actividad antifingica no presentaron actividad antimicotica. La actividad
letal en Artemia salina, con mayor importancia la mostraron los extractos metanolicos
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subfracciones obtenidas por el fraccionamiento cromatografico del extracto metandlico
de hojas, provenientes de F4 mostraron actividad antibacteriana frente a Pseudomonas
aeruginosa y E.coli, lo que evidencio la presencia de metabolitos con potencial actividad
bactericida; lograndose caracterizar e identificar por RMN-H' y CG/EM, algunos
constituyentes como, los ésteres metilicos y etilicos del acido hexadecanoico,
heptadecano, pentadecano, eicosano, nonadecano, éster metilico del 4cido dodecanoico;
6, 10,14-trimetil-2-pentadecanona, éster bis (2-metilpropil) del acido 1,2-
benzenedicarboxilico, éster metilico del 4cido tridecanoico, docosano y hexacosano de
las subfracciones F423.16 Y Fa2522 se identificd un triterpeno pentaciclico friedelan-3-
ona y de la subfraccion Fs2574 se identifico la posible presencia de una lactona
sequiterpenica 9B-hidroxi-atripliciolide-8-O-tiglate. Siendo este el primer reporte acerca
del aislamiento de estos constituyentes en Conocliniopsis prasiifolia. Considerando los
resultados obtenidos, se puede inferir que los metabolitos identificados en
Conocliniopsis prasiifolia posiblemente son los causantes de la bioactividad observada.
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Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumpilo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conoci6 el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.

[UNIVERSCHRURRAIAYLE hago a usted a los fines consiguientes.
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participarlo previamente al Concejo Universitario, para su autorizacion”.

I /
R

" MONICA ROSALES

AUTOR



	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTO 
	LISTA DE TABLAS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE ABREVIATURAS
	RESUMEN
	INTRODUCCIÓN
	RECOLECCIÓN DEL MATERIAL VEGETAL
	OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS DEL MATERIAL VEGETAL
	ANÁLISIS FITOQUÍMICO
	Flavonoides 
	Glicósidos cianogénicos
	Glicósidos cardiotónicos
	Saponinas 
	Alcaloides 
	Taninos y Polifenoles 
	Esteroles  insaturados y triterpenos pentaciclicos
	Antraquinonas
	Metilencetonas

	EVALUACIÓN DE LA BIOACTIVIDAD
	Actividad antibacteriana
	Actividad antifúngica
	Actividad letal en Artemia salina

	OBTENCIÓN DEL EXTRACTO DE FLAVONOIDES Conocliniopsis prasiifolia.
	FRACCIONAMIENTO CROMATOGRÁFICO DEL EXTRACTO DE FLAVONOIDES
	Cromatografía de columna (CC)
	Cromatografía de capa fina (CCF) y capa fina preparativa (CCFP)

	CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL
	Resonancia magnética nuclear (RMN) 
	Cromatografía de gases-espectrometría de masas (CG-EM)


	RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	RENDIMIENTO  DE LOS  EXTRACTOS EN  METANOL, HEXANO Y CLOROFORMO  DE  LOS ÓRGANOS DE  LA PLANTA Conocliniopsis prasiifolia.
	PRUEBAS QUÍMICAS PRELIMINARES
	PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLÓGICA
	Actividad antibacteriana
	Actividad antifúngica
	Actividad letal en Artemia salina

	OBTENCIÓN DEL EXTRACTO DE FLAVONOIDES Conocliniopsis prasiifolia.
	FRACCIONAMIENTO CROMATOGRÁFICO
	Cromatografía de la fracción de flavonoides y otros constituyentes de las hojas soluble en  cloroformo de Conocliniopsis prasiifolia.
	Separación e identificación de de la subfracciones F4.2.3.1.5
	Separación e identificación de los compuestos de la subfracciones F4.2.7.6
	Separación e identificación de los compuestos de la subfracciones F4.2.5.2.2
	Separación e identificación de los compuestos de la subfracciones F4.2.5.2.4
	Separación e identificación de los compuestos de la subfracciones F4.2.5.2.5


	CONCLUSIÓN
	BIBLIOGRAFÍA
	HOJA DE METADATOS

