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INTRODUCCION

En la actualidad se desarrollan moléculas complejas con actividades farmacoldgicas que
pretenden mejorar la calidad de vida de los seres humanos al utilizarse como tratamiento
para diversas enfermedades, sin embargo muchas de las estructuras que se estudian en
laboratorios especializados de sintesis tienen una amplia similitud con componentes que
pueden ser encontrados en la naturaleza haciendo que el estudio de extraccion y utilizacion
de productos naturales y sus potenciales usos dentro del campo de la sintesis organica sean
un topico de gran interés para esta rama. Asi mismo muchas de las metodologias empleadas
para la realizacion de potenciales principios activos requieren de rutas sintéticas usualmente
largas que disminuyen el rendimiento de reaccion y el buen aprovechamiento de las

materias primas, generando subproductos de desecho que son desperdiciados.

En este trabajo se realiza la revision de metabolitos secundarios extraidos de las plantas
Eucalyptus Globulus Labill y Coronopus Didymus empleando técnicas de arrastre de vapor
y extraccion solido-liquido empleando un equipo Soxhlet, asi también, se realizan
modificaciones a las estructuras quimicas de dichos metabolitos empleando la metodologia
propuesta por la Quimica Click y se evalla el potencial inhibitorio de la actividad
catalitica de la lipasa pancreatica por los metabolitos secundarios vegetales y sintéticos
(modificados), que posiblemente puedan convertirse en productos clinicos para el

tratamiento de la obesidad.

A partir de esta metodologia se plantearon cuatro capitulos que dan forma a este

documento, los cuales se explicaran de forma general.



En el primero, se tratan las generalidades del presente escrito. La justificacion, objetivos y

Planteamiento del problema a estudiar en este trabajo de grado.

En el segundo, se tratan los fundamentos tedricos que dan forma a la investigacion,
tomando en cuenta varios criterios, como son: la caracterizacion de las plantas de estudio,
la fundamentacién de actividad bioldgica de los principales compuestos presentes en los

extractos crudos de productos naturales y su funcionalizacion mediante quimica click.

En el tercero, narra los procesos de investigacion en el trabajo de campo con las plantas de
estudio, haciendo un analisis con diversos metodos para obtener la composicion fitoquimica
de Coronopus didymus, posteriormente, se relata la extraccion del aceite esencial del
eucalipto y su modificacion quimica mediante reacciones de bromacion y azidacion para

unir estas moléculas, y evaluar su actividad biologica.

En el cuarto, se describe el andlisis de los resultados de la investigacion. Se presentan los
andlisis espectrales que soportan la identificacion de los compuestos presentes y se hace un

paralelo con los resultados teoricos esperados.



1. GENERALIDADES

En este primer capitulo se expondré las generalidades del proyecto de grado, esto es, la
justificacion, planteamiento del problema y objetivos, que se desarrollaran en el trascurso

del presente.

1.1.  JUSTIFICACION

En las Gltimas décadas la esperanza de vida de los seres humanos ha aumentado debido al
desarrollo de farmacos para tratar diferentes afecciones. Por tal razon existe gran demanda
de compuestos selectivos que funcionen de forma fiable y no generen efectos secundarios
al ser consumidos. Estos criterios de selectividad y fiabilidad son los principales
requerimientos de nuestro tiempo y conducen a buscar compuestos con dichas
caracteristicas. Las plantas han disefiado mecanismos de defensa para hacer frente a los
depredadores, plagas y enfermedades generando compuestos quimicos mas potentes para
minimizar el dafio causado por estos. Siguiendo el ejemplo de la naturaleza se busca en los
metabolitos secundarios presentes en Eucalyptus Globulus Labill y Coronopus Didymus
posibles precursores sintéticos para nuevas moléculas con actividad biolégica mediante la
modificacion de sus estructuras quimicas a través de la ciclo adicion 1-3 dipolar de
alquinos y azidas (CUACC) por medio de quimica click esto permitiria explorar el campo
de los productos naturales como agentes sintéticos, desarrollar un campo de estudio comin
entre productos naturales y sintesis organica introduciendo nuevos caminos de

investigacion.



1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El &rbol de Eucalyptus es reconocido en Colombia como una planta medicinal debido a las
propiedades curativas que por tradicion se le atribuyen, generalmente el tratamiento de
resfriados e irritaciones en las vias respiratorias (Jaramillo, 2003). Este legado ancestral
sobre su uso y el conocimiento existente sobre la gran diversidad de compuestos con
estereoquimicas definidas y relativo bajo costo de obtencion, que se encuentran presentes
en sus aceites esenciales hacen que sea un material de partida viable para la obtencion de
nuevos compuesto (Andrade Ochoa, , Nevarez Moorillon, Camacho, Nogueda, & Sanchez,

2017)

En el siglo XXI una de las afecciones que paso de ser un problema solamente estético a un
problema de salud publica es la obesidad que requiere de atencién, un despliegue
preventivo y sobretodo terapéutico para mejorar la calidad de vida de las personas que la

padecen.

Teniendo en cuenta este panorama se sintetizara un compuesto nuevo a partir de aceite
esencial de Eucalyptus Globulus Labill empleando la metodologia click y se ensayara la
actividad bioldgica tanto para el aceite esencial natural como para el producto sintetizado
empleando una prueba bioldgica de inhibicion enzimatica, por lo cual se formula el

siguiente problema de investigacion:

¢Cuél seré la actividad Bioldgica del extracto de aceite esencial de Eucaliptus Globulus Labill

después de realizar su modificacion quimica estructural?



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo general
Comparar la actividad biol6gica del aceite esencial de las hojas de Eucalyptus Globulus

Labill con uno modificado estructuralmente a través de quimica click.

1.3.2. Objetivos especificos

e Extraer el aceite esencial de las hojas de Eucalyptus Globulus Labill por medio del
método de arrastre de vapor.

e Modificar la estructura del aceite esencial obtenido de las hojas Eucalyptus
Globulus Labill, uniéndolo con un extracto etandlico crudo de Coronopus Didymus
por medio de la quimica click.

e Determinar la actividad biologica de inhibicidn de la enzima lipasa pancreéatica por
el aceite esencial de Eucalyptus Globulus Labill natural y el aceite esencial

modificado estructuralmente.






2. MARCO TEORICO

2.1.  APROXIMACION AL ESTUDIO DE ACEITES ESENCIALES

Desde los primeros tiempos el hombre utiliza las plantas para obtener sustancias que le
ayudan a cubrir sus necesidades alimenticias y de salud. Esta situacion ha permitido
desarrollar medicamentos y aditivos que presentan diferentes beneficios; ya sea como
reguladores, antioxidantes, inhibidores enzimaticos, conservantes, entre otros (Raski, y

otros, 2002)

Productos naturales como los aceites esenciales provenientes de las plantas presentan gran
variedad de componentes tales como: monoterpenos, sesqui-terpenos, alcoholes, ésteres,
aldehidos y cetonas, que estan involucrados en la defensa de la planta frente a las
agresiones causadas por herbivoros, hongos y bacterias (Batish D. &., 2008). Gracias a esa
demostracion los seres humanos han usado los mismos componentes presentes en los
aceites esenciales como defensa o tratamiento contra organismos patdgenos, entre sus
multiples aplicaciones se aprovechan como antioxidantes naturales y conservantes en la
elaboracién de alimentos, la produccién de suplementos alimenticios y la industria

farmacéutica (Wei & Shibamoto, 2007)

Los aceites esenciales (AE) son mezclas volatiles de compuestos organicos generalmente
liquidos (aunque pueden ser s6lidos) de apariencia oleosa. Extraidos y procesados de
fragmentos vegetales como raices, corteza, ramas, flores, semillas, hojas o frutos

(Guarnizo, 2009), estan formados por terpenos, monoterpenos y sesquiterpenos



(hidrocarburos, alcoholes, cetonas, que pueden ser aciclicos, monociclicos, biciclicos,

triciclicos), sustancias azufradas y nitrogenadas (Acevedo, Navarro, & Monroy, 2013).

Los aceites esenciales presentan actividades bioldgicas que pueden ser aprovechadas en la
preparacion de productos farmacéuticos, cosméticos, alimenticios y agroquimicos
(biopesticidas). Dichas propiedades biolégicas dependen de los compuestos quimicos que
los constituyen, los cuales dependen a su vez del origen de la planta (Armendéariz-Barragan,

Alvarez-Roman, & Galindo-Rodriguez, 2016).

Cuantiosos estudios han examinado las propiedades bioldgicas antifungicas,
antimicrobianas, antioxidantes y antirradicalarias de aceites esenciales extraidos de
diferentes partes de especies vegetales. Por ejemplo, el Analisis de los principales
componentes quimicos de 26 aceites esenciales de uso comin mediante la evaluacion de
varios factores, a saber, TPC, RP, BCB actividad, TEAC y DFRS capacidad, revelan que
los aceites esenciales absolutos de clavo, tomillo borneol y jazmin tienen potencial para uso
como antioxidantes en alimentos funcionales y productos cosméticos (Wang, Yih, Yang, &

Huang, 2017).

Los aceites esenciales de las especies de Eucalipto son ampliamente utilizados en el
mundo; Eucalyptus Globulus demostrd tener éxito en la proteccion de diferentes 6rganos
contra la oxidacion en varios modelos experimentales (Gonzalez, Cruz, Dominguez , &
Parajo, 2004), del mismo modo el aceite esencial extraido de las hojas de Eucalyptus
Globulus presenta propiedades antifingicas, antibacterianas, antiinflamatorias,
antioxidantes y antihelminticas (Nakhaee, Bokaeian, Saravani, Farhangi, & Akbarzadeh,

2009). Los principales compuestos de los aceites esenciales de Eucalyptus Globulus son el



1,8-cineol (Eucaliptol), el aromadendreno, el globulol, el D-limoneno y el pineno, cuyo
contenido depende de factores ambientales, agrondmicos, partes y edad de las plantas

(Armando, y otros, 1977).

2.1.1. Aceites esenciales modificados

Se han realizado algunas modificaciones de los aceites esenciales

La elaboracion de bloques correspondientes a azido-alcoholes se realiz6 mediante una
estrategia de dos pasos de sintesis: primero a partir de alquinos sintéticos o semisintéticos y
segundo a partir de alquenos terpenicos procedentes del aceite esencial de limon (Citrus
limon) y Palo Santo (Bulnesia sarmientoi), para la produccion de 1, 2,3-triazoles (Figura 5)

(Valdomir & Davyt, 2009).

Ry
I/DH F:<

1) m-CPBA N N
2) NaN; N

i
3) S _OH R

\R1 “““«—N/EN/

N

Figura 1. Sintesis de 1,2,3, Triazoles a partir de azido alcoholes (Valdomir, G., & Davyt, D. 2009

El primer ensayo de la técnica constd de la produccion de 1,2 azido alcoholes a partir de
limoneno (1), para su posterior conjugacion con p-Bromo-benzoato de propargilo (4). La

sintesis de los 1,2,3 triazoles (Figura 5).
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Figura 2. Triazoles a partir de Limoneno y p-Br-benzoato de propargilo (Valdomir, G., & Davyt, D.2009)

La sintesis descrita en la figura 4, corresponde a la obtencion de 4 productos (2 isdmeros
por 5a y dos isdbmeros por 5b). Estos productos se definen en la reaccion de azidolisis de
los epoxidos debido a que el ataque de la azida en el epdxido fuera del ciclo se produce por
el lado menos impedido, mientras que el ataque nucleofilico en el epdxido sobre el anillo
del ciclohexano, aun cuando puede ser sobre cualquiera de los dos carbonos que soportan el

epoxido solo puede darse en forma trans diaxial (Valdomir & Davyt, 2009).

2.2.  FLAVONOIDES Y ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los flavonoides son una familia de compuestos de tipo fendlico con bajo peso molecular
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Estos, son derivados del benzo-y-pirano,
estructuralmente compuestos por un esqueleto de 15 carbonos del tipo C, — C3 — Cq
organizados en dos anillos bencénicos, anillos A y B unidos por un heterociclo piranico,
anillo C (llustracién 3). (Londofio, 2012), (Martinez-Flérez, Gonzalez-Gallego, Culebras,

& Tufién, 2002)
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Figura 3.3Estructura bésica del esqueleto de los flavonoides. (Martinez-Flérez, Gonzalez-Gallego, Culebras, & Tufién, 2002)

Los flavonoides se biosintetizan a partir de derivados de acidos acéticos y fenilalanina por
via del &cido shikimico. Teniendo en cuenta el grado de oxidacidn, variantes estructurales y
anularidad del anillo C, ademas de la posicién de conexion con el anillo B, los flavonoides
pueden clasificarse en varios grupos: flavonas, flavonoles, flavononas, isoflavonas,

flavanos, antocianinas catequinas, epicatequinas, xantonas, chalconas y auronas (llustracion

4), (Wang, Li, & Bi, 2017)
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Figura 4. Estructuras basicas de los diferentes grupos de flavonoides (Wang, Li, & Bi, 2017)

Los flavonoides en las plantas, se encuentran generalmente combinados con azucares en
forma de glucésidos, aunque también se hallan con relativa frecuencia como agliconas
libres (Cartaya & Reynaldo, 2001). Estos pueden presentar numerosos grupos sustituyentes
enlazados a su estructura anular, generalmente grupos hidroxilo en las posiciones 3, 5, 7,
3’, 4’ y/o 5°; y frecuentemente uno o mas de estos grupos hidroxilados estan metilados,

acetilados, fenilados o sulfatados (Avila, 2009).

Poseen diversas actividades bioldgicas y farmacoldgicas que incluyen propiedades

antitumorales, antiangiogénicas, antiinflamatorias, antialérgicas, se atribuye a la facilidad
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de donar hidrégeno. Las flavonas y las catequinas parecen ser los flavonoides mas
poderosos para proteger el cuerpo contra las especies reactivas de oxigeno (ROS). La
capacidad de eliminacién de radicales libres se atribuye principalmente a la alta reactividad
de los sustituyentes hidroxilo presentes en el flavonoide ( (Preethi Soundarya, Sanjay,

Haritha Menon, Dhivya, & Selvamurugan, 2017).

2.3. CARACTERISTICAS DE LAS PLANTAS A ESTUDIAR

2.3.1. Eucalyptus spp.

El Eucalyptus spp, también conocidos como “arbol de koala” o “goma azul”, son arboles
con flor que pertenecen a la familia Myrtaceae y que posee mayor valor medicinal dentro
de esta. Originarios de Australia, se plantan en regiones templadas y subtropicales. Este
género contiene mas de 700 especies registradas en todo el mundo usados para diferentes

propdsitos (Mahdi & Robab., 2017).

La composicion quimica del aceite esencial de Eucalipto analizado por cromatografia de
gases acoplada a masas GC-MS dio como resultado la identificacion de 45 compuestos que
representan el 90,32% del aceite. Los principales componentes de Eucalyptus Globulus se
presentan en la figura 5, resaltando los que se encuentran en mayor porcentaje son 1,8-
cineol, conocido también como Eucaliptol (63.81%), Alpha-pineno (3.68%) y limoneno

(2.35%). ( (Luis, Duarte, Gominho, Domingues, & Duarte, 2016)).
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Figura 5. Principales compuestos presentes en el aceite esencial de Eucalyptus (Baranska, y otros, 2005).

Varios estudios han investigado los efectos terapéuticos del eucalipto, encontrandose eficaz
en el tratamiento de enfermedades del tracto respiratorio como la bronquitis, la rinosinusitis
y el asma grave debido a sus propiedades mucoliticas, que hacen el moco del tracto
respiratorio mas delgado( (Juergen & Uwe, 2013). Dentro de la enorme diversidad de
estructuras quimicas, las cuales se pueden aislar y evaluar de manera individual, EI
fucoidano extraido de las hojas presenta una capacidad antioxidante similar a la del acido

ascérbico dependiendo de la concentracion utilizada. El extracto metandlico (MeOH) de las
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hojas de Eucalyptus registro la actividad antioxidante mas potente en comparacion con el
extracto metanolico de Mentha viridis. El aceite esencial hidrodestilado de los frutos de
Eucalyptus revelo actividad de eliminacion DPPH débil en comparacion con el estandar de

hidroxianisol butilado (BHA) utilizado ( (Mejri & Hassouna, 2017)).

2.3.2. Coronopus didymus

Coronopus didymus (35-45 cm), una hierba silvestre de la familia Brassicaceae, de
crecimiento rapido. Se le conoce cominmente como mastuerzo, presenta un sistema de
raices y brotes profusamente ramificado. Esta hierba anual tiene una amplia distribucion en
todo el mundo y es originaria de América del Sur. Crece durante los inviernos (octubre-
febrero) a lo largo de los bordes de las carreteras, areas vacantes, parcelas y jardines
(Batish, Pal Singh, Kaur, & Kohli, 2008). Se considera actualmente como una especie
medicinal para el tratamiento de varias enfermedades en las que el dolor y la inflamacion
son frecuentes. El tratamiento con la planta se puede hacer mediante infusion, decoccion o

alimentos (Parra, Vargas, & Gélvez, 2013)

Se ha informado que Coronopus didymus contiene flavonas, crisoeriol y crisoeriol-6
‘(OAc) -4’-B-d-glucosido, cianuro de bencilo, glucotrapaeolina, un glucésido de

isotiocianato de bencilo, 1,8-dihidroxi antraquinona (Prabhakar, y otros, 2006)
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2.4. QUIMICA CLICK

Actualmente se estd usando la “quimica click” como estrategia en sintesis organica basada
en desarrollar “bloques elaborados” (conjuntos de moléculas pequefias), para la obtencion
de moléculas lideres; potentes, selectivas y modulares que funcionan de forma fiable tanto
en aplicaciones de pequefia y gran escala, con el fin de incrementar su actividad (Sharpless,

Kolb, & Finn, s, 2001).

Una reaccion familiar que cumple con las caracteristicas planteadas en la “quimica click”
es la ciclo adicion di polar entre alquinos y azidas catalizadas con Cu*! de Huisgen para la
formacion de triazoles; compuestos utilizados recientemente como miméticos del enlace
peptidico, sintesis de dendrimeros, polimeros, lipoproteinas, y macro ciclos, reportando

excelentes resultados (Huisgen, 1963).

Esta estrategia permite que fragmentos activos puedan actuar sobre una misma molécula
receptor mediante diferentes mecanismos de interaccion o en mas de un sitio de union,
teniendo asi, dos o mas farmacdforos distintos en una misma molécula. Recientemente
(Valdomir & Davyt, 2009) han reportado un método practico y sustentable para generar
extractos sintéticos con actividad bioldgica a partir de productos naturales, empleando
aceites esenciales debido a su actividad farmacoldgica, baja toxicidad y viabilidad

econdmica.

Aprovechando el ejemplo de la naturaleza, en Quimica click se trabaja para generar
sustancias de interés bioldgico, acoplando pequefias unidades mediante enlaces

heteroatomicos (C-X-C), a fin de obtener un conjunto creciente de “bloques” que sirvan de
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intermediarios para el montaje rapido de nuevas entidades moleculares cumpliendo con las

siguientes caracteristicas (Sharpless, Kolb, & Finn, s, 2001):

e Ser modular: que contribuya a la formacion de moléculas grandes
e Amplio alcance

e Alto rendimiento

e Materiales y reactivos de partida de facil obtencion

e Facil de realizar: condiciones de reaccion sencillas

e Insensible al agua y al oxigeno

e Realizable en solventes sencillos de remover

De facil separacion por métodos no cromatograficos.

Una de las reacciones que cumple con muchos de los requisitos previos es la cicloadicion

dipolar de alquinos y azidas catalizadas por cobre.

2.4.1. Ciclo adicion dipolar de alquinos y azidas catalizada por cobre (CuAAC)

Los reportes sobre quimica click se encuentran principalmente sobre la reaccion de ciclo
adicién 1,3-dipolar de alquinos y azidas catalizada por Cu+ (CuAAC) propuesta por
Huisgen figura 3. Esta reaccion es parte de la familia hetero-Diels-Alder considerada como
la mas fiable, por lo que es la reaccidn que impulsa todo el desarrollo de la quimica click.
En la catalisis quimica efectuada por cobre se obtienen elevados rendimientos y
disminucion de los tiempos de reaccion en un 80%. Esta reaccion se puede efectuar en

solventes como agua Yy etanol, lo que facilita enormemente su aplicacion, dado que sin
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importar la naturaleza aromatica o alifatica de los dipolos (alquinos y azidas) se genera el

heterociclo (Akeroyd & Klumperman, 2011).

r' M N /R1
+ H O, BOH N.__ _~
2 [ 0]
R m Rz

Figura 6. Ciclo adicion de alquinos y azidas catalizada por Cu” (Huisgen 2001)

2.4.2. Mecanismo de reaccion de CUAAC

El mecanismo de reaccion propuesto por Sharpless y colaboradores (figura 2) muestra dos
vias. La primera via propuesta es una ciclo adicion directa [2+3] y la segunda es una
secuencia escalonada (B-1-B-2—B-3) o “camino de ligadura”. La intermediacion de cobre
(1) en acetiluros CUAAC se postuld temprano en base a la falta de reactividad de los
alquinos internos. Poco después, se realiz un estudio computacional de los pasos
elementales de la secuencia. Los calculos iniciales se centraron en los caminos de reaccion
posibles entre cobre (1), acetiluros y azidas organicas (propino y azida de metilo fueron
elegidos por simplicidad). El catalizador de Cu (I) activo puede generarse a partir de sales
de Cu (I) o sales de Cu (Il) usando ascorbato sédico como agente reductor. La adicién de
un ligero exceso de ascorbato de sodio impide la formacion de productos de homocuplo

oxidativo. La desproporcion de una sal de Cu (I1) en presencia de un alambre Cu tambiénse
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puede usar para formar Cu (1) activo (Rostovtsev, Green, & Fokin, 2002) (Sharpless, 2012)
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Figura 7. 7Mecanismo de reaccién propuesto para la ciclo adicion 1,3-dipolar de Huisgen catalizada por Cu (l). (Rostovtsev, V. V.,
Green, L. G., & Fokin, V. V. 2002).

2.5. LIPASAPANCREATICA Y ACTIVIDAD BIOLOGICA

La lipasa pancreatica (EC 3.1.1.3) secretada por el pancreas al tracto digestivo, se encarga
de hidrolizar los lipidos provenientes de alimentos permitiendo la trasformacion de
triacilgliceroles en sus posiciones 1 y 3 para formar 1,2-diacilgliceroles y 2-acilgliceroles
respectivamente (Voet & Voet, 2006). Esta enzima soluble en agua actla sobre sustratos y
agregados moleculares insolubles lo que permite incrementar su actividad catalitica,
conocida como activacion interfacial donde la actividad enzimatica presenta
concentraciones menores a la concentracion micelar critica. (Sarda & Desnuelle, 1958).
Enfoques recientes revelan gque la inhibicién de la actividad catalitica de esta enzima puede
ser usada en el tratamiento de la obesidad, conduciendo a la pérdida de peso corporal

debido a la disminucion de la absorcion de triglicéridos. Actualmente el Gnico
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medicamento probado clinicamente referente a la inhibicidn de lipasa pancreética para
controlar la obesidad es Orlistat, en lo que respecta a su uso prolongado se han reportado
efectos adversos como dolor abdominal, flatulencias, nefropatia por Oxalato y lesion renal
aguda (Sarkar, Gaber, & Perazella, 2007). Por lo tanto, se hace necesaria la busqueda de
nuevas moléculas que sirvan de tratamiento para la obesidad y que generen menos efectos

negativos.
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3. METODOLOGIA

La metodologia empleada para alcanzar los objetivos del presente trabajo consiste en obtener
extracto de aceite esencial del Eucalyptus, y posteriormente realizar una propalgilacion del
mismo; por otra parte obtener el extracto etandlico de Coronopus didymus, al cual se le realiza la
caracterizacion fitoquimica, se funcionaliza con acido de sodio; posteriormente se utiliza la
metodologia de quimica “click” para obtener el aceite esencial modificado y finalmente probar

sus actividades bioldgicas en la inhibicion de la enzima lipasa pancreética.

3.1. MUESTRAS VEGETALES Y PROCESOS DE EXTRACCION
En esta seccion se describen los procesos de recoleccion y preparacion de las dos especies

vegetales y los métodos de extraccion de los metabolitos secundarios de las mismas.

3.1.1. Recoleccion de muestras

Se procede a tomar muestras de Eucalipto (Eucalyptus Globulus Labill) y Mastuerzo (Coronopus
didymus) de la zona 5 de Usme, en Bogota D.C. Se seca cada una de las muestras, y se llevan la
muestra de Eucalyptus al Herbario Nacional Colombiano como indica el instructivo dado por la

institucion (Colombiano, 2015), se muelen y se almacenan.
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3.1.2. Extraccidn de aceites esenciales de las hojas de eucalipto.

Para la extraccion del aceite esencial de las hojas de Eucalyptus globulus labill se emplea el
método de arrastre de vapor; para este, se ubica la muestra de eucalipto molido y se inyecta vapor
de agua de forma remota, pasando luego por un refrigerante de bolas. Posteriormente, por la
diferencia de miscibilidad, densidad y viscosidad con el agua se obtiene el aceite esencial, que se

analiza por FT-IR y GC-MS para su identificacion.

3.1.3. Extraccion de metabolitos secundarios de Coronopus Didymus.

Para la extraccion de metabolitos secundarios presentes en las hojas de Coronopus didymus, se
emplea la técnica Soxhlet propuesta por Torrenegra R. y colaboradores. En una primera fase se
desengrasa la muestra con éter de petréleo por 72 h. la muestra vegetal se deja secar a
temperatura ambiente por 24 h, posteriormente sobre dicha muestra se emplea la misma técnica.
El material desengrasado se somete, nuevamente, durante 72 horas a extraccion Soxhlet
utilizando etanol al 96% v/v donde se obtiene un extractd etanolico crudo. Se emplea la
metodologia propuesta por Garcia-Gonzalez, 1992; Harborne, 1998 para identificar los
principales grupos de metabolitos presentes en el extracto crudo. El extracto se concentra con

rotavapor, para recuperar el etanol y obtener el extracto crudo concentrado de la muestra.
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3.2.  IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE ALGUNOS METABOLITOS
SECUNDARIOS EN LOS EXTRACTOS OBTENIDOS.
A los extractos crudos de las dos muestras vegetales se le realizan algunos procedimientos, los

cuales se nombran a continuacién:

3.2.1. Determinacion de los componentes del aceite esencial de la especie Eucalyptus Globulus
Labill.

Para la caracterizacion de los metabolitos secundarios presentes en Coronopus didymus se realiza
un analisis fotoquimico preliminar aplicando la metodologia propuesta por Garcia-Gonzalez,
1992; Harborne, 1998. Haciendo referencia a estos tedricos se determina los analisis asi: Se
realiza el ensayo de Shinoda para la identificacion de flavona, flavonol y flavonona, también la
variacion de este con Zn para la identificacion de dihidroflavonoles y flavononoles. También se
realiza el Ensayo con &cido sulfdrico concentrado para la identificacion de flavanonas, chalconas
y auronas; se realiza la Prueba con alcalis para la determinacion de flavonas /Flavonol
/Flavanonol /Isoflavonas y la Prueba de Pacheco para la identificacién de Flavonas /Flavonol/

dihidroflavonoles.
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3.3.  FUNCIONALIZACION DEL ACEITE ESENCIAL DE EUCALYPTUS GLOBULUS
LABILL Y EL EXTRACTO ETANOLICO CRUDO DE CORONOPUS DIDYMUS.
En este apartado se presenta los procedimientos realizados a las muestras vegetales para la

funcionalizacién.

3.3.1. Halogenacion del aceite esencial de Eucalyptus.

Se modifica el procedimiento escrito por Konaklieva m. Dahl m. y otros (1992) asi: Se afiade 203
mg de bromo a 201 mg de aceite esencial de eucalipto en 5 mL de diclorometano a temperatura
ambiente, y se deja en reaccion por un tiempo de 1.5 horas. Luego de este tiempo, se vierte una
solucion acuosa de tiosulfato de sodio al 5% Yy se agita para eliminar el exceso de bromo. El
producto se extrae de la mezcla lavando 3 veces con 20 mL de diclorometano. La capa organica

se seca con sulfato de sodio y el solvente se deja evaporar.

3.3.2. Propalgilacion del Eucaliptol

Segun Segura J. se ejecuta el procedimiento da la siguiente manera, se agregaron 150 mg del
aceite esencial de Eucalyptus, el cual se mezcla con 15 mL de agua y 200 mg de hidroxido de
sodio. Esta mezcla se agita por 30 min, y posteriormente se agrega 15 mL de tolueno y 100 mg
de TBAB como catalizador de intercambio de fases. Luego se gotea 0,6 mL de bromuro de
propargilo y se deja en agitacion por 12 horas a 60°C. Al finalizar el tiempo de reaccion, se

separa la fase organica y se deja evaporar el solvente.
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1.3.3. Halogenacion del extracto crudo de Coronopus didymus

Para este se modifica el método propuesto por Bernini R de este modo: Se prepara la solucién A
de bromuro de sodio (328mg) y perdxido de hidrégeno (130mg), y la solucién B de extracto de
Coronopus (232mg) y &cido acético, las cuales se mezclan y colocan en reaccion por un periodo

de 4 h. Finalmente, la muestra es analizada por cromatografia de gases acoplada a masas.

3.3.3. Azidacion del extracto crudo Coronopus didymus

La preparacion de la azida se realiza de acuerdo a la metodologia propuesta por Rios (2009): Se
disuelven 210 mg de la muestra de mastuerzo bromado en 10 mL de cloroformo y 10 mL de
agua. La mezcla se homogeniza y se agregan 110 mg de bromuro de tetrabutilamonio (TBAB) y
220 mg de azida de sodio. La mezcla de reaccion se deja en agitacion en reflujo por un periodo

de 24 horas. Posteriormente, se separa la fase organica y se seca con sulfato de sodio.

3.4. FUNCIONALIZACION DEL ACEITE ESENCIAL DE EUCALYPTUS POR MEDIO
DE LA QUIMICA “CLICK”

El proceso se lleva acabo de esta manera: En un vial de vidrio de 10 mL se adiciona 54 mg de
glucosa y se mezcla con 0,75 mL de reactivo de Benedict en una mezcla de agua/etanol 5:2 mL.
Esta se calienta a una temperatura de 60°C hasta la aparicion de un solido rojizo. Posteriormente,
se agrega 77mg de la mezcla de reaccion obtenida en la funcionalizacién con azida de sodio del
extracto etandlico crudo de coronopus didymus y 49mg del aceite esencial de Eucalyptus

propargilado. La mezcla de reaccion resultante se agita a temperatura ambiente por 24 h. Luego,
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a la mezcla de reaccion se le adiciona 3 veces 15 mL de CH2Cl, para extraer el producto de

reaccion. El solvente se evapora mediante rotavaporacion.

3.5. ACTIVIDAD BIOLOGICA INHIBICION DE LA ENZIMA LIPASA PANCREATICA
Se va a describir el método propuesto por (Singh, Suresh, Bayineni, & Kadeppagari, 2015) con
algunas modificaciones: 300ug de cada uno de los extractos se aplican en placas de Silica gel
60G, las cuales se desarrollan con distintas fases mdviles, pentano: acetato de metilo (AcOMEt)
(90:10, 70:30, 60:40) cloroformo (CHCIs): etanol (EtOH) (90:10). Posteriormente se asperjan dos
veces con una solucion del sustrato enzimatico acetato de a-naftilo (2.5 mg/mL). Se deja secar
por 1 min. Posteriormente, las placas se asperjan con una solucién de la lipasa pancreéatica (100
mg en 100 mL de Buffer fosfato pH 7.4) estabilizada con 100 mg de albumina de suero bovino
(BSA). Seguido, las placas se incuban por 30 min bajo atmosfera himeda a 37°C posteriormente
se revelaron con una solucion de Fast Blue (2.5 mg/mL). El control positivo utilizado fue el

medicamento Orlistat (100 ug).
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo de las metodologias

propuestas en el capitulo anterior, asi:

4.1.  Extraccion, caracterizacion y funcionalizacion del aceite esencial a partir de una muestra

de hojas secas y molidas de Eucalyptus Globulus Labill.

4.1.1. Extraccion

Se llevd a cabo lo extraccion del aceite esencial de una muestra de hojas secas y molidas de
Eucalyptus Globulus Labill empleando la técnica de arrastre de vapor de agua, el aceite obtenido
presento un olor penetrante caracteristico de la planta y un color amarillo claro. En la tabla 1 se
presenta la cantidad de muestra empleada, el volumen de aceite obtenido y el porcentaje de

rendimiento.

Tabla 1.

Extraccion del aceite esencial por arrastre de vapor de tres muestras de hojas secas y molidas de Eucaliptus
Globulus Labill

# muestra Peso muestra Volumen de Densidad del Porcentaje de
(9) aceite (mL) aceite (p) rendimiento*

(9/mL) (%)

132. 765 1.8 0,922 1.3

2 179.146 2.7 0,922 1.4

3 251.142 3.9 0,922 1.5

> 563.053 8.4 n/a 1.4

* Rendimiento volumétrico calculado para las tres cantidades de muestra empleadas, asi:
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V aceite * p aceite

% de rendimiento = x 100%

m de muestra

Donde:

V= volumen del aceite (mL)

p= Densidad del aceite (g/mL)

m= Masa de la muestra vegetal (g)

El porcentaje de rendimiento calculado para el total de la muestra de hojas secas y molidas de
Eucalyptus Globulus Labill presentd un valor de 1.4%. Se puede observar que el porcentaje de
rendimiento obtenido para Eucalyptus Globulus es menor que el reportado por (Gilles, Zhao, An,
& Agboola, 2010) para el género Eucalyptus estd en un rango de 2.13 a 3.12% (w/w), el

porcentaje de rendimiento para la especie Globulus reportado por (Yéafez & Cuadro, 2012), para

las hojas secas es de 4%.

En la tabla 2 se presenta el porcentaje de error de la extraccion de aceite esencial de Eucalyptus
Globulus Labill teniendo como referencia los valores experimentales reportados por los autores

mencionados anteriormente.

Tabla 2.

Porcentaje de error en la extraccion de aceite esencial de Eucalyptus Globulus Labill.

Muestra Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de error
rendimiento rendimiento (%error) *
experimental otros experimental (%exp)
autores (%t)

Genero 2,13 1.40 34.27
Eucalyptus
Genero 3.12 1,40 55.12
Eucalyptus
Especie Gobulus 4.00 1.40 65.50
Labill

* Porcentaje de error calculado a partir de los datos reportados por otros autores para la

extraccion de aceite esencial de Eucalyptus, asi:
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% — %
Yogrror = 70t — 7exp 100 %
%

Donde:

%= Porcentaje de rendimiento otros autores.

%exp= porcentaje de rendimiento experimental.

La informacidn presentada anteriormente permite confirmar lo manifestado por algunos autores [
(Nicolle, Dunlop, & Bignell, 1988); (Gilles, Zhao, An, & Agboola, 2010)], quienes afirman que
el contenido de aceite esencial presente en muestras vegetales es diferente debido a factores como
la localizacion geogréafica de las plantas estudiadas, el genotipo, el clima predominante en la zona

y el procedimiento de extraccion.

4.1.2. ldentificacion

Para identificar los compuestos presentes en el aceite esencial de E. Globulus se realizaron
andlisis de Espectrometria FT-IR empleando el equipo Shimadzu IR Affnity 1 y Cromatografia
de Gases Acoplada a Masas (GC-MS) empleando el equipo Shimadzu gp20 10 plus CG-detector

selectivo de masas.

En la figura 7 se presenta el perfil cromatdgrafo del aceite esencial de E. Globulus obtenido por
GC-MS, se obtuvieron 5 componentes mayoritarios comunes a los monoterpenos: 1,8 cineol en
una proporcion de 88,73%, 1,4-ciclohexadieno, 1-metil-4-(1metiletil) en una proporcion de
4,25%, Trans-3-caren-2-ol en una proporcion de 3.82%, 2-etil-1,3-dimetilbenceno en una

proporcion de 1.63% y el Alpha pinene en una proporcion de 1,57%.
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Figura 8. Cromatograma experimental de aceite esencial de Eucalyptus Globulus Labill

Se seleccion el compuestos que se encuentran en mayor concentracion en el perfil cromatogréafico
de la muestra asi: a) 1,8 cineol, b) trans-3-Caren-2-ol y ¢) 1,4-ciclohexadieno, 1-metil-4-

(1metiletil). Para confirmar su presencia se realizaron las comparaciones con FT-IR y GC-MS.

En la figura 9 se presenta el Espectrograma infrarrojo experimental del aceite esencial de
Eucalyptus Globulus Labill donde se observa la intensidad de las sefiales con respecto a la
frecuencia para tensiones C-H ubicada en 2966 para carbonos con hibridacion Sp?, ademas

presenta una banda localizada en 1215 corresponde a tenciones de C-O para compuestos éter.
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Figura 9. Espectrograma infrarrojo experimental del aceite esencial de Eucalyptus Globulus Labill.

Para respaldar la informacion presentada anteriormente, se realizo la comparacion del
espectrograma experimental (figura 9) con el espectrograma infrarrojo de 1,8 cineol (figura 9)
obtenido de la base de datos Spectral Database for Organic Compounds (SDBS). Las tenciones
para C-H de los grupos metilo y metileno presentes en la estructura se ubican para el
espectrograma teorico en las bandas 2969 y 2957 y en el espectrograma experimental estas
tenciones se ubican en una banda a 2966, asi también, se puede ubicar banda para la tencién C-O
caracteristicos de compuestos éter, en el espectrograma tedrico se ubica en 1215 y en el

espectrograma experimental esta tencion C-O se ubica en 1215. Debido a estas coincidencias se
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puede suponer que en el aceite esencial extraido de Eucalyptus Globulus Labill se encuentra el

compuesto 1,8 cineol.

HIT-ND=-1686 [GCORE= ( 1]GDBS-NO0=2002 [IR-NIDA-0480% : LI10UID FILN
| . G-CIMEOLE

C lUHlBD

Lon

S0

TRANSHITTANCEL %1

T T T T T
4000 3000 2000 1500 Logo 500

HAVENUHBER -1
2969 4 1644 78 1306 42 1064 23 B44  Z6 CHj
29587 7 1515 &84 1273 &2 1016 41 gld4 TO -
2947 G 1460 Z1 1235 I9 el 1 766 B3 H C
2926 E 1446 33 1216 1B 930 70 TeE T4 .
2gaz 16 1375 1E 1169 2B a1 40 EEl 84 CHy
2454 23 1361 z2 1125 Al [ilil: =T 577 B4
2938 BE laza 72 1020 13 266 7D 4e0 T4 u]

Figura 10. Espectrograma infrarrojo teérico del 1,8 cineol obtenido de (National Institute of Advanced Industrial Science and Technology
(AIST) , 1991)

Asi también se realizd la comparacion del espectrograma experimental (figura 9) con el
espectrograma infrarrojo de 1,4-ciclohexadieno, 1-metil-4-(1metiletil) (figura 11) obtenido de la
base de datos Spectral Database for Organic Compounds (SDBS), donde la tensién C-H de
compuestos con hibridacion sp® se ubica en 2962 para el espectrograma tedrico y en el
espectrograma experimental esta tencion C-H se ubica en 2966. Pero no se encuentra en el

espectrograma experimental tensiones en bandas sobre 3000 que son caracteristicas de
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compuestos C=C, mientras que en espectro tedrico se reportan estas bandas en 3087,3020 y 3005

por esta razon no se puede inferir la presencia de este compuesto en el aceite esencial de

Eucalyptus Globulus Labill.
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Figura 11.Espectrograma infrarrojo teérico de 1,4-ciclohexadieno, 1-metil-4-(1metiletil) obtenido de (National Institute of Advanced Industrial
Science and Technology (AIST) , 1991)

El analisis GC-MS de la muestra de aceite esencial extraido de las hojas de E. Globulus se realizo

empleando el equipo Shimadzu qp20 10 plus GC-detector selectivo de masas, del cual se

obtienen los siguientes espectros de masas experimentales:
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En la figura 12 se presenta el espectro de masas experimental del compuesto que presenta un
pico base en 43 m/z y un ion molecular en 154 m/z con un porcentaje de abundancia de 22% y

fraccionamientos en 41,69,81,84,108,125, 139 y 140 respectivamente
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Figura 12.Espectro de masas experimental de aceite esencial de E. Globulus

Se realiza la comparacion entre el espectro de masas experimental de la muestra de E. Globulus
(figura 13 superior) con el espectro de masas teorico obtenido de la base de datos del equipo
Shimadzu gp20 10 plus GC-detector selectivo de masas (figural3 centro), donde se encuentra
una coincidencia (S1) de 93 %, pico base en 43 m/z, ion molecular en 154 m/z con un porcentaje
de abundancia de 22%, y perdidas de masa en los picos 41,69,81,84, 108,125,139 y 140
respectivamente proponiendo la estructura quimica del 1,8 cineol. Asi también, se presenta la
comparacion con el espectro de masas teorico reportado en la base de datos Spectral Database for
Organic Compounds (SDBS) (figura 13 inferior), para el 1,8 cineol el cual presenta %, pico base
en 43 m/z, ion molecular en 154 m/z con un porcentaje de abundancia de 27%, y perdidas de
masa en 41,69,81,84,108,125,139 y140 respectivamente, lo que permite confirmar que el

espectro de masas experimental corresponde al compuesto 1,8 cineol
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Figura 13.Comparacion entre los espectros de masa experimental (superior) y tedricos para el compuesto 1,8 cineol. Obtenidos del equipo
Shimadzu gp20 10 plus GC-detector selectivo de masas (centro) y (National Institute of Advanced Industrial Science and Techno

En la figura 14 se presenta el espectro de masas experimental del compuesto que presenta un pico
base en 119 m/z y un ion molecular en 134 m/z con un porcentaje de abundancia de aproximado

30% Yy perdidas de masa en 40,53,68,79,93,107.
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Figura 14.Espectro de masas experimental de aceite esencial de E. Globulus.Figura 13. Espectro de masas experimental de aceite esencial de E.
Globulus.

Se realiza la comparacion entre el espectro de masas experimental de la muestra de E. Globulus
(figura 15 superior) con el espectro de masas teorico obtenido de la base de datos del equipo
Shimadzu gp20 10 plus GC-detector selectivo de masas (figural5 centro), donde se encuentra
una coincidencia (SI) de 79 %, pico base en 119 m/z, ion molecular en 134 m/z con un porcentaje
de abundancia de 30%, y perdidas de masa en los picos 27,39,43,53, 65,77,93 y 107
respectivamente proponiendo la estructura quimica de trans-3-Caren-2-ol. Asi también, se
presenta la comparacion con el espectro de masas tedrico reportado en la base de datos PubChem:
National Center for Biotchnologi Information (NCBI) (figura 15 inferior), para el trans-3-Caren-
2-ol el cual presenta pico base en 119 m/z, ion molecular en 134 m/z con un porcentaje de
abundancia de 27%, y una pérdida de masa en 91 respectivamente lo cual no permite identificar
plenamente la molécula debido a que los fraccionamientos son diferentes en los tres espectros de

masas.
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Figura 15. Comparacion entre los espectros de masa experimental (superior) y teéricos para el compuesto trans-3-Caren-2-ol. Obtenidos del

equipo Shimadzu gp20 10 plus GC-detector selectivo de masas (centro) y (National Center for Biotchnologi Information (NCBI),
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En la figura 15 se presenta el espectro de masas experimental del compuesto que presenta un pico

base en 93 m/z y un ion molecular en 136 m/z con un porcentaje de abundancia de aproximado

30% y perdidas de masa en 40,41,43,65,77,91,105,121.
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Figura 16. Espectro de masas experimental de aceite esencial de E. Globulus.

Se realiza la comparacion entre el espectro de masas experimental de la muestra de E. Globulus
(figura 17 superior) con el espectro de masas teorico obtenido de la base de datos del equipo
Shimadzu gp20 10 plus GC-detector selectivo de masas (figura 17 centro), donde se encuentra
una coincidencia (SI) de 95 %, pico base en 93 m/z, ion molecular en 136 m/z con un porcentaje
de abundancia de 30%, y perdidas de masa en los picos 27,41,43,65,77,105 y 121
respectivamente proponiendo la estructura quimica de 1,4-ciclohexadieno, 1-metil-4-(1metiletil).
Asi también, se presenta la comparacion con el espectro de masas teorico reportado en la base de
datos tedrico reportado en la base de datos Spectral Database for Organic Compounds (SDBS)
(figura 17 inferior), para el 1,4-ciclohexadieno, 1-metil-4-(1metiletil) el cual presenta pico base
en 93 m/z, ion molecular en 136 m/z con un porcentaje de abundancia de 35%, y una pérdidas de
masa en 27,39,41,43,65,77,105 y 121 respectivamente, lo que permite confirmar que el espectro

de masas experimental corresponde al compuesto el 1,4-ciclohexadieno, 1-metil-4-(1metiletil)
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Figura 17. Comparacion entre los espectros de masa experimental (superior) y teéricos para el compuesto 1,4-ciclohexadieno, 1-metil-4-
(Lmetiletil). Obtenidos del equipo Shimadzu gp20 10 plus GC-detector selectivo de masas (centro) y (National Institute of Advance
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4.1.3. Funcionalizacion del Eucaliptol: Bromacion.
Teniendo en cuenta los resultados del apartado anterior identificacion del aceite esencial de E.
Globulus donde el compuesto en mayor proporcion en la muestra es 1,8 cineol, seguido de 1,4-

ciclohexadieno, 1-metil-4-(1metiletil) se propone la siguiente reaccién de Halogenacién

Br
. Br CH,
* CH,CL, HaC
B ra % CHy
H
CH, O CH,

H,C

Figura 18. Reaccion propuesta para la bromacion del Eucaliptol.

En la figura 19 se presenta el perfil cromatdgrafico de la Halogenacion experimental del aceite
esencial de E. Globulus obtenido por GC-MS, donde se reportan 10 compuestos mayoritarios.
Teniendo en cuenta que la reaccion de Halogenacion propuesta es selectiva pues genera
condiciones exclusivas para romper éteres ciclicos el compuesto que exhibe estas caracteristicas
se ubica en el pico 2 con un porcentaje 6.06 de abundancia en la muestra es 2- (3,4-Dibromo-4-

metilciclohexil) propan-2-ol.
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Figura 19. Cromatograma experimental de aceite esencial de E. Globulus halogenado

En la figura 20 se presenta el espectro de masas experimental del compuesto Halogenado que

41

presenta un pico base en 59 m/z y un ion molecular en 217 m/z con un porcentaje de abundancia

aproximado de 10% y perdidas de masa en 53,79,95,107,121,135,153.

<< Target >>

Line#2 R.Time:32.902(Scan#3874) MassPeaks:34
RawMode:Averaged 32.895-32.909(3873-3875) BasePeak:59.00(39157)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1
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Figura 20. Espectro de masas experimental de aceite esencial de E. Globulus halogenado
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Para precisar el compuesto presente en el espectro de masas de E. Globulus halogenado se
desarroll6 la comparacion con el espectro de masas reportado por la base de datos del equipo y
otro espectro de masas obtenido de la base de datos PubChem, como se muestra en la figura 21.
En el espectro de masas teorico obtenido de la base de datos del equipo Shimadzu qp20 10 plus
GC-detector selectivo de masas (figura 21 superior), se localiza una coincidencia (SI) de 91 %,
pico base en 59 m/z, ion molecular en 217 m/z con un porcentaje de abundancia de 5%, y
perdidas de masa en los picos 27,41,43,79,95,107,121, 135, 153 y 174, respectivamente
proponiendo la estructura quimica del compuesto 2- (3,4-Dibromo-4-metilciclohexil) propan-2-
ol. Asi también, se presenta la comparacion con el espectro de masas teorico reportado en la base
de datos PubChem: National Center for Biotchnologi Information (NCBI) (figura 21 inferior),
para el compuesto 2- (3,4-Dibromo-4-metilciclohexil) propan-2-ol; el cual presenta pico base en
59 m/z, ion molecular en 95 m/z con un porcentaje de abundancia de 55%, y una pérdida de masa
en 43. Teniendo en cuenta este analisis de picos representativos y perdidas de masa que coinciden
con el espectro arrojado por el equipo se puede afirmar que el compuesto halogenado 2- (3,4-
Dibromo-4-metilciclohexil); sin embargo, no se puede establecer una coorelacion con elespectro
reportado en PubChem debido a que se desconocen las condiciones en que fue reportado dicho

espectro.
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Hit#:1 Entry:119900 Library:NISTO8.LIB
SI:91 Formula:C10HIEBr20O CAS:110202-13-6 MolWeight:312 RetIndex:1660
CompName: 2-(3,4-Dibromo-4-methylcyclohexyl)propan-2-ol $$ 2-(3.4-Dibromo-4-methylcyclohexyl)-2-propanol # $$
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Figura 21. Comparacion entre los espectros de masa teéricos para el compuesto halogenado 2- (3,4-Dibromo-4-metilciclohexil). Obtenidos de la
libreria del equipo Shimadzu qp20 10 plus GC-detector selectivo de masas (superior) y (National Center for Biotchnologi |

4.1.4. Propalgilacion del Eucaliptol Bromado.

Teniendo en cuenta los objetivos planteados en este trabajo la muestra halogenada de E. Globulus
se tratd de acuerdo a la metodologia utilizada por Segura J. (2013). Para determinar el cambio
del producto de reaccion esperado con relacidn al extracto de aceite esencial de partida se realizd
una prueba con nitrato de plata, en la muestra de E. Globulus halogenado se formé un precipitado
negro brillante mientras que el extracto de aceite esencial sin modificar la muestra no presento

cambio alguno. Asitambién, la materia prima (aceite esencial de E. Globulus) paso de ser un
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liquido viscoso con un fuerte aroma a Eucaliptol a ser un sélido pastoso oscuro que perdio el olor
caracteristico proveniente de la planta. Sin embargo, teniendo en cuenta las caracteristicas fisicas
color y textura del producto de reaccién, no fue posible obtener anélisis de FT-IR 0 GC-MS vy asi

comprobar el tipo de molécula que se funcionalizo.

4.2.  Obtencidn, caracterizacion y funcionalizacion del extracto etandlico a partir de una
muestra seca de hojas de Coronopus Didymus.

Se desarroll6 la metodologia propuesta por Torrenegra y colaboradores empleando una técnica de
separacion solido-liquido en un equipo Soxhlet, donde se realizaron lavados sucesivos con éter de
petr6leo para desengrasar la muestra y luego con etanol al 96% v/v, para retirar de las hojas de la
planta los compuestos mas solubles en él. Se obtuvo un extracto de color verde oscuro presentado

en la figura 26, que se concentr6 empleando un equipo de rotavaporacion, se almaceno en frasco

ambar y se refrigero.

Figura 22. Extraccion de metabolitos secundarios presente en la especie Coronopus Didymus empleado el equipo Soxlet.
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4.2.1. Caracterizacion Del Extracto Etandlico de Coronopus Didymus

Se realizaron pruebas preliminares de tubo a el extracto etandlico de Coronopus Didymus para la
identificacion de metabolitos secundarios con esqueleto flavonoide. En la tabla namero dos se
presentan los resultados de las pruebas realizadas.

Tabla 3.

Resultados de pruebas de tubo para identificacion de flavonoides

PRUEBA RESULTADO
SHINODA POSITIVO
Zn/HCI POSITIVO
H,S0, 98% POSITIVO
ALCALIS POSITIVO
PACHECO POSITIVO
ESPEJO DE PLATA NEGATIVO

La prueba Shinoda arrojo un resultado positivo mostrando un cambio de coloracion, el color
purpura varia desde un rosa muy tenue, rojo y amarillo, que pasa a la fase organica
caracterizandolo como prueba positiva es decir que el extracto posee en su estructura el ntcleo a-
benzopirano caracteristico de compuestos como: flavona, flavonol y flavonona. Asi también, se
realizé la prueba de Shinoda remplazando el Mg por el Zn en el procedimiento, solamente los
dihidroflavonoles (o flavononoles) producen coloraciones rojo-violeta. En esta reaccion se reduce

la flavona a ion flavilio (rojo) esto dado por el hidrogeno producido.



Figura 23. Reaccion general de un flavonoide con el reactivo de Shinoda

Zn/HCI

0] HO
2HCI+Zn
C
>

Figura 24. Reaccion general de un flavonoide con la variacion del método de Shinoda intercambio de Mg por Zn
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lon flavilio

Prueba ACIDO SULFURICO CONCENTRADO

La flavona de la muestra se disuelve en HSO4 dando color amarillo respectivo ya que las

flavanonas dan colores anaranjados y las chalconas y auronas darian rojo intenso o rojo-azul.

Prueba ALCALIS

Flavonas/Flavonol/Flavanonol/Isoflavonas: Positivo

46
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OH OH

HO o HO o

OH (@) OH (0] Na

Figura 25. Reaccion general de un flavonoide con alcalis

4.2.2. Funcionalizacion del extracto etandlico de Coronopus Didymus

oM o
oH OH
Br + B 3 TBAB
o o O AcOH o O Na N=NEZ=N HO
4> 4>
O + CHCI/H,0
H,O,, NaBr 3/ My

HO
HO

Figura 26. Reaccion propuesta de azidacion de Coronopus didymus usando la metodologia dada por Bernini R.y colaboradores [2015].

En esta reaccion se propone como se va a bromar una de las posibles flavonas presentes en el
extracto etanolico crudo de Coronopus Didymus segln la metodologia utilizada. Asi también se

presenta el Cromatograma experimental tomado al extracto halogenado crudo de dicha planta
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Figura 27. Cromatograma extracto etanélico Coronopus Didymus halogenado.

Teniendo en cuenta el Cromatograma (ilustracion 27) se procede a analizar algunos compuestos
que teniendo en cuenta la informacion reportada por otros autores y las pruebas preliminares de
tubo nos permiten identificar algunos posibles compuestos presentes en el extracto etanolico

crudo de Coronopus Didymus.

Se presenta en la ilustracion 28 el espectro de masas para un posible compuesto presente en el
extracto etanolico crudo halogenado de Coronopus Didymus, se observa un pico base en 105 m/z,

el ion molecular en 184 m/z y rompimientos en 50,51,63,79,90, 119,143,171 respectivamente

<< Target >>

Line#:5 R.Time:16.556(Scan#: 1645) MassPeaks:55
RawMode:Averaged 16.549-16.563(1644-1646) BasePeak:105.10(681726)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1

100

1050 PM
IM

Figura 28. Espectro de masas de un compuesto presente en el extracto etandlico crudo halogenado de Coronopus Didymus.
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Para identificar de que compuesto se trata se realiza la comparacion con el la libreria de espectros
de masas del equipo Shimadzu qp20 10 plus GC-detector selectivo de masas y el espectro de
masas reportado en la base de datos de la base de datos PubChem, se observa el ion molecular
(IM) en 184 m/z; y el pico base (PB) esta en 105, por el ion molecular podemos decir la que la
molécula se fraccion6 en el anillo A y/6 b de la flavona al mismo tiempo que se halégeno, se
observa las coincidencias en el espectro de la base de datos del equipo formando el 3-Bromo-1,2-

dimetilbenceno (ilustracion 29).

Hit#:1 Entry:32965 Library:NISTO8.LIB

S1:97 Formula:C8H9Br CAS:576-23-8 MolWeight: 184 Retlndex:1227
CompName:Benzene, 1-bromo-2,3-dimethyl- $$ 3-Bromo-o-xylene $$ 1-Bromo-2.3-dimethylbenzene $$ 3-Bromo-1.2-dimethylbenzene $$ 3-Bromo-ortho-
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Figura 29. Comparacion entre los espectros de masa tedricos para el compuesto halogenado 3-Bromo-1,2-dimetilbenceno Obtenidos de la
libreria del equipo Shimadzu qp20 10 plus GC-detector selectivo de masas (superior) y (National Center for Biotchnologi 1.
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Se presenta en la ilustracion 30 el espectro de masas para un posible compuesto presente en el
extracto etandlico crudo halogenado de Coronopus Didymus, se observa un pico base en 105 m/z,
el ion molecular en 184 m/z y rompimientos en 50,57,71, 85, 120, 127, 140, y 161

respectivamente.

<< Target >>

Line#8 R.Time:18.499(Scand#:1910) MassPeaks:63

RawMode: Averaged 18.492-18.507(1909-1911) BasePeak: 105.10(219021)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event |
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Figura 30. Espectro de masas tedrico para un compuesto presente en el extracto etanélico crudo halogenado de Coronopus Didymus

Para identificar de que compuesto se trata se realiza la comparacion con el la libreria de espectros
de masas del equipo Shimadzu qp20 10 plus GC-detector selectivo de masas y el espectro de
masas reportado en la base de datos de la base de datos PubChem, en la (ilustracion 31 superior)
se observa el ion molecular (IM) en 246 m/z; y el pico base (PB) esta en 105, observa las
coincidencias en el espectro de la base de datos del equipo y el espectro reportado en PubChem
pero no hay relacién de estos con el espectro de masas experimental. Por esta razdn se puede

decir que el compuesto presente es diferente al reportado en la literatura.



Hit#:1 Entry:73772 Library:NISTOB.LIB
S1:77 Formula:C18H30 CAS:54086-44-6 MolWeight:246 RetIndex:1738
CompName:Benzene, ( 1.3.3-trimethylnonyl)- 8§ (1.3,3-Trimethylnonyljbenzene # $5
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Figura 31. Comparacion entre los espectros de masa teéricos para el compuesto halogenado (1,3,3- trimetilnonil) benceno Obtenidos de la
libreria del equipo Shimadzu qp20 10 plus GC-detector selectivo de masas (superior) y (National Center for Biotchnologi |

En la ilustracion 32 se presenta el espectro de masas tedrico uno de los compuestos




<< Target >>

Line#: 10 R.Time:21.235(Scan#:2283) MassPeaks:62

RawMode: Averaged 21.227-21.242(2282-2284) BasePeak:119.10(186693)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event |
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Figura 20. Espectro de masa 1-Bromo-2,4,6-trimetil-benceno

Hit#:1 Entry:41330 Library:NISTOS.LIB

SI:90 Formula:C9H11Br CAS:576-83-0 MolWeight:198 RetIndex: 1340
CompName: Benzene, 2-bromo-1,3,5-trimethyl- $$ Mesitylene, 2-bromo- $$ Bromomesitylene $$ Mesityl bromide $$ 1-Bromo-2,4.6-trimethylbenzene $8 2
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Figura 32. Comparacion entre los espectros de masa tedricos para el compuesto halogenado 1-Bromo-2,4,6-trimetil-benceno Obtenidos de la

libreria del equipo Shimadzu qp20 10 plus GC-detector selectivo de masas (superior) y (National Center for Biotchnologi |
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Como en la figura anterior también obtenemos el ion molecular (IM) en 246 m/z; y el pico base
(PB) esta en 105, la molécula se fracciond en el anillo C de la flavona, se observa las

coincidencias en el espectro del 1-Bromo-2,4,6-trimetil-benceno (3 En la cromatograma).

Hit#:1 Entry:84217 Library:NISTO08.LIB
SI:93 Formula:C8H8Br2 CAS:1074-24-4 MolWeight:262 RetIndex:1546
CompName: Benzene, 1,4-dibromo-2,5-dimethyl- $$ 1,4-Dibromo-2,5-dimethylbenzene $$ 2.5-Dibromo- 14-dimethylbenzene $$ 2,5-Dibromo-p-xylene $8
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Figura 33. Comparacion entre los espectros de masa teéricos para el compuesto halogenado 2,5-dibromo-p-xileno Obtenidos de la libreria del
equipo Shimadzu gp20 10 plus GC-detector selectivo de masas (superior) y (National Center for Biotchnologi |
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Se observa el ion molecular (IM) en 267 m/z; y el pico base (PB) esta en 264, la molécula se
fraccion6 en uno de los anillo de la flavona y se dibromo en posicion para, se observa las

coincidencias en el espectro del 2,5-dibromo-p-xileno (4 En la cromatograma).

<< Target >>
Line#:15 R.Time:25.715(Scan#:2894) MassPeaks: 88
RawMode: Averaged 25.708-25.723(2893-2895) BasePeak:263.90(216572)
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Figura 34. Espectro de masa 1,5-dibromo-2,4-dimetilbenceno
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Benzene, 1,5-dibromo-2,4-dimethyl-
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Figura 35. Espectro de masa tedrico 1,5-dibromo-2,4-dimetilbenceno

Obsevamos el fracionamiento de la molecula, con ion molecular (IM) en 266 m/z y el pico base
(PB) esta en 185, la di-bromacidn se llevd acabo en posicidn meta se observa las coincidencias en

el espectro del 1,5-dibromo-2,4-dimetilbenceno (5 En la cromatograma).
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Line#:17 R.Time:26.603(Scan#:3015) MassPeaks: 78

RawMode: Averaged 26.595-26.610(3014-3016) BasePeak:118.10(58734)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1
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Hit#:1 Entry:50371 Library:NISTOS.LIB
SI:79 Formula:C10H13Br CAS:2437-76-5 MolWeight:212 RetIndex:1361
CompName:2-Bromo-p-cymene $$ Benzene, 2-bromo- I-methyl-4-( 1-methylethyl)- $$ 2-Bromo-4-isopropyl-1-methylbenzene # $$
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Figura 36. Espectro de masa 2 Bromo-4-isopropil-1-metilbenceno.
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Figura 37. Espectro de masa tedrico del 2 Bromo-4-isopropil-1-metilbenceno.
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En este el fracionamiento de la molecula, con ion molecular (IM) en 212 m/z y el pico base (PB)
esta en 197, se observa las coincidencias en el espectro del 2-bromo-4-isopropil-1-metilbenceno

(6 En la cromatograma).
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El fracionamiento de la molecula, con ion molecular (IM) en 264 m/z y el pico base (PB) esta en
104, se observa di bromacion en el carbono terminal esto coincide en el espectro del alfa, alfa'-

dibromo-o-xileno (7 En la cromatograma).
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Obsevamos el fracionamiento de la molecula, con ion molecular (IM) en 280 m/z y el pico base
(PB) esta en 278, la di-bromacion se llevo acabo en posicién meta con relacion de fractura de los
anillos de la flavona; se observa las coincidencias en el espectro del 2,4-di bromo-1,3,5-tri metil

benceno (8 En la cromatograma).

4.3.  Acoplamiento por medio de quimica click de los productos funcionalizados de Eucaliptus

Gobulus Labill, Cononopus Didymus y Prueba de Actividad Bioldgica.

Se realizé el acoplamiento tomando como apoyo el resultado de la prueba de inhibicién de la
actividad catalitica de lipasa pancreatica la cual arrojo un resultado positivo, aunque no

significativo sobre la funcionalizacién.

Figura 42. Autografia directa inhibicion de la lipasa pancreética, de izquierda a derecha; extracto M1 (Eucaliptol). M2 (Coronopus didymus)
.M3 (aceite esencial modificado) y Orlistat (control positivo).



La presencia de puntos indica las zonas de inhibicion de la lipasa pancreética, por eso decimos
que el aceite de eucalipto modificado es significativamente mas inhibitorio que el aceite en su

estado natural, aunque representativamente ante el patron positivo.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo el aceite esencial de una muestra de 563.053 g de hojas secas de Eucalyptus
Globulus Labill con un porcentaje de rendimiento de 1.38 % que, comparado con los
informes en la literatura se reporta porcentajes de rendimiento entre 2.13 a 3.12 % (“/w)
para el género Eucalyptus y .4% para la especie tratada.

Se puede presumir la funcionalizacion del aceite esencia de Eucalyptus con el extracto
etanolico crudo de Coronopus Didymus mediante el uso de quimica Click. Dicha
presuncion se fundamenta, dado que, en los cambios fisicos del aceite esencial de
Eucalyptus observados en el transcurso de la reaccion general, analisis de cromatografia
de gases acoplado a masas.

La evidencia que aporta la prueba de inhibicion de la enzima lipasa pancreética, prueba
que su posible actividad inhibitoria aumenta con respecto a la muestra original del aceite
esencial de Eucalyptus, aungue no alcanza los niveles del medicamento Orlistat, el cual se

utiliza como control positivo.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar el aislamiento de las moléculas 1,8 cineol y 5,7,4 -trihidroxi-
3"metoxiflavona de los extractos crudos obtenidos de las especies vegetales empleadas en

esta investigacion.

Realizar al producto obtenido otras pruebas de actividad bioldgica pues el resultado no
fue lo esperado, puede que, en otro tipo de prueba biologicas, actividad antioxidante, anti

fungicas, antibacterianas, antiinflamatorias, antioxidantes y antihelminticas.
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ANEXOS

Anexo 1. Identificacidon taxondmica del eucalipto

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

SEDE BOGOTA
FACULTAD DE CIENCIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS NATURALES
HERBARIO NACIONAL COLOMBIANO (COL)

COL - 129
Bogota D.C., 09 de mayo de 2017

Sefiores
ANGELA JARAMILLO
Ciudad

Asunto: Identificacion Taxonémica.
Cordial Saludo,

Me permito dar respuesta a su solicitud referente a la identificacion taxonomica de la(s) muestra(s) botanica(s):

<3 Nombre: Eucalyptus globulus Labill.
g Familia: MYRTACEAE

No. COL 596979

Colector Angela Jaramillo

No. Colecta 1
Determind  C. Parra-0./2017

Esta certificacion no es valida para tramites ante el INVIMA o el ICA. El (Los) pliego(s) testigo(s) quedaré(n) como
muestra permanente en nuestro herbario.

A0l P

Prof. CARLOS ALBERTO PARRA
Administrador General

Herbario Nacional Colombiano -COL
Universidad Nacional de Colombia
E-mail: herbacol_fcbog@unal.edu.co

Copia: Archivo COL
Cortbd (5 €7

Carrera 30 No. 45-03, INSTITUTO DE CIENCIAS NATURALES,
“HERBARIO NACIONAL COLOMBIANO (COL)" Edificio 425- 2° piso, Oficina 222
Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext.11538 — 11518 Fax: 11538
Correo electronico: herbacol_fcbog@unal.edu.co
Bogotd, Colombia, Sur América



Anexo 2. Espectro gases acoplado a masas aceite esencial de eucalipto
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Anexo 3. Espectro gases acoplado a masas aceite esencial de eucalipto bromado.
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Anexo 4. Espectro infrarrojo aceite esencial de eucalipto.
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ANEXO 5. Espectro gases acoplado a masas coronopus didymus bromado.
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Tabla 3.

Resultados observados de pruebas de tubo para identificacién de flavonoides
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PRUEBA RESULTADO EVIDENCIA
SHINODA | POSITIVO
Zn/HCI POSITIVO
H,SO,
POSITIVO
98%
ALCALIS | POSITIVO
PACHECO | POSITIVO
ESPEJO DE
NEGATIVO
PLATA




