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Resumen

El acido ursolico es un triterpeno pentaciclico que pertenece al grupo de los terpenoides y
debido a sus diversas actividades farmacoldgicas, relacionadas con sus efectos
hepatoprotectores, anti-oxidante, anti-inflamatorio y antitumoral, es objeto de un gran
interés cientifico. Esta investigacion tuvo como finalidad obtener &cido ursélico de alta
pureza de una manera facil, rapida y economica a partir de la especie clinopodium

revolutum conocida comercialmente como flor de arena.

El proceso comenzo con la obtencidon del extracto de las hojas secas, a partir de ello se aisld
acido ursolico y se usé la técnica de recristalizacion para la separacion y purificacion.
Finalmente se realiz6 analisis espectroscopicos de IR y RMN mono y bidimensional para
caracterizar la molécula. Mediante la técnica de UPLC se determind el contenido total y el

porcentaje de pureza.

Entre los resultados mas importantes del estudio se determin6 que dicha especie es la que
presenta mayor cantidad (4,864 %) de acido ursélico entre las especies de la familia
Lamiaceae. Entre las conclusiones se destaca que dicha planta medicinal Clinopodium
revolutum conocida y comercializada con el nombre de flor de arena o té indio endémica
del Perq, cultivada principalmente en las regiones de Huanuco y Cajamarca, resulto ser una
importante biofuente de acido ursélico, no solo por su alto contenido sino también por los
métodos faciles, econdmicos y reproducibles con las que se logré obtener cristales de acido

ursolico puro mediante la técnica de recristalizacion.
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Abstract

Ursolic acid is a pentacyclic triterpene that belongs to the group of terpenoids and for its
variety of pharmacological activities, related to their hepatoprotective effects, anti-oxidant,
anti-inflammatory and anti-metastasis, is a subject of great scientific interest. This research
aimed to obtain high purity ursolic acid in an easy, fast and economical way from the

Clinopodium revolutum species known commercially as flor de arena.

The process began with obtaining the extract of the dried leaves, from which ursolic acid
was isolated using and the recrystallization technique was used for separation and
purification. Finally we performed spectroscopic analyzes of IR and mono and two-
dimensional NMR to characterize the molecule. The total content and percentage of purity

were determined by the UPLC technique.

Among the most important results of the study, it was determined that this species is the
one with the highest amount (4.864%) of ursolic acid among species of the Lamiaceae
family. Among the conclusions, it is noted that this medicinal plant known as Clinopodium
revolutum and marketed under the name of flor de arena or té indio endemic of Peru, grown
mainly in the regions of Huanuco and Cajamarca, proved to be an important biofuente of
ursolic acid, not only for its high content but also by the easy, economical and reproducible
methods with which crystals of pure ursolic acid were obtained by the recrystallization

technique.
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1  Problema de investigacion
1.1 Descripcion del problema

La investigacion de productos naturales mantiene el interés de los investigadores
principalmente por sus propiedades farmacologicas y, a pesar de ser una fuente importante
de compuestos biolégicamente activos, solo un pequefio porcentaje de estos ha sido
investigado fitoquimicamente. La flor de arena “Clinopodium revolutum’ es una planta del
género Clinopodium de la familia Lamiaceae, endémica de la region andina norperuana
(Mostacero Leon y Mejia Coico, 2009) y es comercializada en herboristerias como un
producto excelente para el tratamiento del higado, calculos vesiculares, eliminacion de
acido urico y problemas del rifidn. Muchas de estas propiedades son atribuidas a los
metabolitos secundarios conocidos como triterpenos que son los que se encuentran
ampliamente distribuidos en plantas de la familia Lamiaceae. El &cido ursélico (AU) es el
principal triterpeno en la flor de arena, esta molécula ha mostrado actividad antioxidante
(Kashyap, Tuli y Sharma, 2016), anti-microbial (Mallavadhani, Mahapatra, Jamil y Reddy,
2004), gastroprotectora (Rodriguez, Astudillo y Hirschmann, 2003), anti-inflamatorias y
analgeésica (Vasconcelos et al., 2014). En los altimos afios los estudios se enfocaron mucho
en sus propiedades anti-cancerigenas y en la sintesis de sus derivados con la intencion de
desarrollar nuevos compuestos con potencial actividad anticancerigena (Dar, Lone, Shah y
Qurishi, 2016).

El &cido ursolico, CsHss03 es un compuesto pentaciclico Opticamente activo, con
estructura considerablemente complicada con 10 &tomos de carbono quirales, debido a estas
caracteristicas el AU no ha podido ser sintetizado ain y solo se ha obtenido por extraccion
y purificacion a partir de productos naturales. El acido oleandlico (AO) es un isémero
estructural muy similar al acido ursélico y a menudo estan presentes simultdneamente en la
misma planta como agliconas de saponinas o como acidos libres (Janicsék, Veres, Zoltan
Kakasy y Méathé, 2006). La purificacion de AU se ve interferida por su isomero AO debido
a la similitud estructural y a sus estrechas propiedades fisicoquimicas que complican la

purificacion y esto se refleja en el elevado costo del AU.

Para realizar un estudio a escala para la obtencion de AU para una produccion mas barata y

accesible, es necesario encontrar un método de separacion mas econdémico. En la presente
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investigacion se plantea obtener acido ursolico de una manera facil, rapida y econémica
mediante la técnica de recristalizacion selectiva a partir de la especie Clinopodium
revolutum, conocida comercialmente como flor de arena o té indio; ademas de trasferir un
método de analisis de &cido ursolico por HPLC a uno UPLC que nos permita obtener

cromatogramas en menor tiempo, con el ahorro no solo de tiempo sino también de solvente.

1.2 Justificacion de la investigacion

Los metabolitos secundarios presentan propiedades bioldgicas, muchos desempefian
funciones ecologicas y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones
farmacoldgicas como el &cido ursélico y aislar este compuesto es el primer paso para
posteriores estudios de sus propiedades bioactivas.

El aislamiento de acido ursolico de la matriz de flor de arena se realizara de una manera
mas sencilla sin la necesidad del uso de reactivos toxicos ni métodos de costo mas elevado
y ademas que el método pueda ser escalable, logrando asi convertir esta especie vegetal en
una importante biofuente de acido ursolico y de esa manera ampliar el interés en el cultivo
de la flor de arena y abrir una venta econémica al procesar flor de arena para obtener acido

ursolico y no solo limitarse al cultivo.

Contar con un método UPLC para el andlisis de acido ursélico permitird ahorrar tiempo y

solvente.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Obtener &cido ursolico de alta pureza de una manera facil, rapida y economica a partir de la

especie clinopodium revolutum conocida comercialmente como flor de arena.

1.3.2 Objetivos especificos

e Aislar y purificar el acido ursolico por recristalizacién selectiva.

e Determinar el grado de pureza de acido ursélico.
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e Cuantificar el contenido de &cido ursélico presente en el material seco de flor de
arena.

o Determinar el porcentaje de rendimiento y recuperacion de &cido ursolico obtenido.

e Realizar la caracterizacion espectroscopica (IR, UV y RMN) del acido ursélico
obtenido.

e Realizar los analisis cromatograficos bajo las condiciones UPLC.

e Publicar la investigacion en una revista indexada.

2 Aspectos tedricos
2.1 Antecedentes

Nuestro proyecto se basa en investigaciones que se han venido realizando concernientes al
estudio del &cido ursdlico, este metabolito es de especial interés por sus propiedades
bioactivas. En el reporte de Kashyap et al. (2016) se describe el potencial que tiene el acido
ursolico como metabolito terapéutico intracelular y extracelular que juegan un papel en la
apoptosis, la metastasis, la angiogénesis y los procesos inflamatorios, sus derivados
también han presentado propiedades bioactivas interesantes. Las evidencias sugieren que el
AU es un candidato potencial para desarrollar una estrategia integral competente hacia el
tratamiento y prevencion de trastornos de la salud. Durante los Gltimos cinco afios se han
publicado mas de 900 articulos de investigacion, esto incluye el aislamiento y purificacion
de este triterpeno en diversas plantas y hierbas. En el trabajo realizado por Janicsak, Veres,
Kakasy y Mathé (2006), se investigo el contenido de acido ursélico y también el de su
isdbmero estructural el &cido oleandlico, en 88 taxas de Lamiaceae (19 géneros, 66 especies,
8 subespecies, 9 variedades) mediante el uso de la cromatografia de gases. Ambos
triterpenos fueron encontrados en todas las taxas investigadas, pero las plantas que
pertenecen a la subfamilia Nepetoideae producen significativamente mayor cantidad de
estos compuestos que en los de la subfamilia Lamioideae. Por lo que se espera que la flor
de arena una Lamiaceae de la subfamilia Nepetoideae presente &cido ursélico y en una

cantidad considerable para ser aislado y purificado.

Un tercer trabajo consistio en la separacion de los acidos ursolico y oleandlico, publicado

por Mucaji y Nagy (2011), el objetivo del estudio fue desarrollar un método de separacion
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rapido, efectivo y reproducible, de una mezcla natural de acido ursolico y oleandlico por
TLC. Debido a la similaridad de la estructura quimica, fue necesaria una derivatizacion in
situ con iodo para separar estos triterpenos acidos. La separacion fue lograda sobre placas
de silica gel. Después de la derivatizacion la placa cromatografica fue desarrollada con una
fase movil constituida por éter de petréleo, acetato de etilo y acetona revelado por aspersion
de acido sulfarico en dietileter y calentado a 120 °C por cinco minutos, este metodo
cromatografico usado es capaz de diferenciar &cido ursélico y oleandlico en todas sus
proporciones. Con este método se monitoreara la extraccion y purificacion de AU.

La superficie de las partes aéreas (flores, hojas, frutos y tallos) de las plantas son cubiertas
con una capa hidrofébica llamada cuticula, los acidos triterpénicos representan uno de los
metabolitos mas importantes que se encuentran en esta cuticula. El acido ursélico (acido 3-
B-hidroxi-urs-12-en-28-ico) y su isomero el &cido oleandlico (acido 3-p-hidroxi-olea-12-en-
28-ico) son solo algunos ejemplos de triterpenos que se han podido extraer de la cuticula.
El &cido oleandlico es secretado en la superficie de las hojas del olivo y juega un papel
importante en la defensa contra el ataque de hongos (Kubo y Matsumoto, 1984), la cascara
de manzana también secreta triterpenos que fueron estudiados en 1920, siendo el &cido
ursélico uno de los primeros metabolitos reportados (Belding, Blankenship, Young y
Leidy, 1998) y desde entonces se han intentado varios métodos de extraccién a partir de la
cascara de manzana, incluyendo la extraccion con acetato de etilo (con una extraccién de
acido ursdlico del 0,15 % de peso fresco de la cascara de manzana roja delicia (He y Liu,
2007)), extraccion de la cascara seca con cloroformo (con una extraccion de acido ursélico
del 0,7 % de peso seco de la cascara de manzana (Yamaguchi et al., 2008)). Esta técnica de

extraccion de la superficie sera también aplicada a las hojas de flor de arena.

Un trabajo destacado realizado por Martelanc, Naumoska y Vovk (2016) reporta la
determinacion de triterpenos y fitoesteroles en la cera cuticular por HPTLC en vegetales
como la espinaca, lechuga, pimiento rojo, tomate, acelga y varias especies de repollo y en
todas encontraron triterpenos como el lupeol, &cido ursélico, acido oleandlico, amirina, etc.
Estos resultados demuestran que la cera cuticular de algunas plantas y frutos son fuentes de
triterpenos y cabe resaltar que la extraccion de esta cera cuticular se realiza de manera

rapida, en este caso fue por inmersion de la planta en cloroformo por un minuto (Figura 1).
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Figura 1. Evaluacion de triterpenos y fitoesteroles (Martelanc et al., 2016).

El método analitico usado por Srivastava, Kasoju, Bora y Chaturvedi (2011) en el anélisis
de &cido ursolico, acido oleandlico y acido betulinico fue ejecutado por HPLC en una
columna BDS RP-C;g con dimensiones de 250 x 4,6 mm y un didmetro de particula de 5
um, el método es isocratico con una fase movil de agua : acetonitrilo (20:80) con un flujo
de 1 mL/min, la muestra eluida se detecta a 210 nm.

2.2 Marco teorico

2.2.1 Clinopodium revolutum

Clinopodium revolutum conocida también como Flor de arena (Figura 2) es ampliamente
utilizada en el campo de la farmacognosia por sus diferentes propiedades medicinales, asi
los pobladores quienes conocen de sus propiedades curativas, la consumen cominmente en
infusiones. Esta especie de Clinopodium crece por encima de los 3500 msnm, pudiéndola
encontrar en toda la serrania del Peru; hasta el momento se ha encontrado, segin lo
reportado, en Cajamarca y Huanuco (Ministerio de Agricultura, 2012).

El Ministerio de Agricultura reportd la comercializacion de unos 1370 kilos por la ciudad
de Huanuco y también por el departamento de Cajamarca (Per( Forestal en nimeros afio
2013).

N
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La flor de arena pertenece a la familia Lamiaceae, sub-familia Nepetoideae, género
Clinopodium, especie Clinopodium revolutum (Ulloa, Zarucchi y Leo6n, 2004). Fue
descubierta en el Per( por Ruiz y Pav Govaerts en el 2004 en el sector denominado Barfios-
Cajamarca y catalogada en el National Herbarium of the United States; asi mismo esta
especie de clinopodium fue incluida en la revista “Diez afnos de adiciones a la flora del

2

Pert” en el mismo afo.
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2.2.2 Terpenos

Hay muchas clases diferentes de compuestos de origen natural, los terpenos son un grupo
de dichos compuestos que se producen en las plantas, aunque algunas veces también se han
aislado de otras fuentes. Los monoterpenos son sustancias volatiles que brindan a las
plantas y flores su fragancia, se producen ampliamente en las hojas y frutos de las plantas
superiores como los citricos y eucalipto. Los diterpenos y triterpenos son solidos con
propiedades bioactivas y los tetraterpenos forman un grupo separado de compuestos

Ilamados carotenos.

De manera general los terpenos obedecen a lo que se conoce como regla del isopreno, es
decir, la secuencia de los atomos que conforman un terpeno es tal que puede localizarse
varias unidades consecutivas de isopreno. Sin embargo, esto no siempre es cierto porque el
namero de atomos de carbono puede no ser un maltiplo de cinco, pues son frecuentes las
reacciones de degradaciéon, o bien suceden rearreglos esqueletales que conducen a
secuencias anormales de la unidad de isoprenos. El descubrimiento de un gran namero de
compuestos que presentan diferentes grupos funcionales ha generado el uso del término
“terpenoide” para designarlos en lugar de “terpeno” cuya terminacion (-eno) denota mas
bien a hidrocarburos (Deanna y Masahia, 2002).

Muchos terpenoides naturales tienen la formula general (CsHg),. Ellos pueden ser
clasificados en base al valor de "n” o al nimero de atomos de carbono presente en la
estructura, Tabla 1. Cada clase puede ser ademas subdividida dentro de subclases acorde al

namero de anillos presente en la estructura.

o Terpenoides aciclicos: tiene una estructura abierta.

o Terpenoides monociclicos: contiene un anillo en la estructura.
o  Terpenoides biciclicos: contiene dos anillos en la estructura.
o  Terpenoides triciclicos: contiene tres anillos en la estructura.

o Terpenoides tetraciclicos: contiene cuatro anillos en la estructura.

Algunos ejemplos de terpenoides y sus principales fuentes de materia prima se muestran en

las Figuras 3y 4.
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Tablal. Clasificacion de terpenoides

Ndmero de 4tomos de carbono Valor de n Clase

10 2 Monoterpenoides (CsHs),
15 3 Sequiterpenoides (CsHsg)s
20 4 Diterpenoides (CsHs),
25 5 Sesterpenoides (CsHg)s
30 6 Triterpenoides (CsHsg)s
40 8 Tetraterpenoides (CsHg)g

> 40 >8 Politerpenoides (CsHg),

Figura 4. Terpenoides a) Sesquiterpenoide-Zingibereno b) Diterpenoide-Vitamina A
c) Triterpenoide-Acido Oleandlico (Elaboracion propia).
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Propiedades generales de los terpenoides.

1. Muchos de los terpenoides son incoloros, liquidos fragantes que son mas ligeros que el
agua y muchos otros son sélidos, como el acido oleandlico, lupeol o el acido ursolico.
Todos son solubles en solventes orgénicos y usualmente insolubles en agua. Muchos
de ellos son Gpticamente activos.

2. Son compuestos aciclicos o ciclicos insaturados con uno o mas dobles enlaces. Sufren
generalmente reacciones de adicion con hidrogeno, halégeno, acidos, etc.

3. Sufren polimerizacion y deshidrogenacion.

4. Se oxidan facilmente casi por todos los agentes oxidantes. En la descomposicion
térmica la mayor parte de los terpenos producen isoprenos como uno de los productos.

2.2.3 Biosintesis de terpenoides

Es inmensa la diversidad en estructura y propiedades quimicas de los terpenos que se
encuentran en plantas y frutas. Cada afio se reportan nuevos terpenoides, sus aplicaciones
se distribuyen en areas como colorantes, perfumeria, colas, ceras, polimeros, agroquimicos,
farmacos, etc. Los precursores de esta gran familia de terpenoides son los compuestos
isopentenil difosfato (IPP) y el difosfato de dimetilalilo (DMAPP) (Figura 5).

o0 - oo -
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0 o o O
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Figura 5. Isopentenil difosfato (IPP) y difosfato de dimetilalilo (DMAPP).

Los compuestos IPP y DMAPP son biosintetizados por la ruta del &cido mevalonico o
mevalonato la cual se inicia con la acetil-CoA e involucra a una serie de enzimas como la
acetil-CoA acetil transferasa que condensa a la acetil-CoA para formar el acetoacetil-CoA
que es el paso que da inicio a la biosintesis de los terpenoides. La biosintesis de 3-hidroxi-
3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) por condensacion de acetil-CoA con acetoacetil-CoA fue
demostrado usando la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa (HMGS), la conversion

de HMG-CoA carboxilo a un alcohol representa una reaccion de dos pasos, primero se

S >
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produce el mevaldil-CoA, el colapso del tiohemiacetal libera HSCo-A y forma el
mevaldehido. El segundo paso consiste en formar el mevalonato, la 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA reductasa (HMGR) es la enzima que interviene en este proceso de
reduccién, el mevalonato quinasa (MK) cataliza la transferencia de ATP §-fosforil al
oxigeno de hidroxido del C5 del &cido mevaldnico, que resulta en la formacion del
mevalonato-5-fosfato y ADP, el fosfomevalonato quinasa (PKM) cataliza la reaccion
reversible del mevalonato-5-fosfato y ATP para formar el mevalonato-5-difosfato y ADP.
El mevalonato difosfato decarboxilasa (MDD o MPD) cataliza la descarboxilacion
dependiente del ATP del mevalonato-5-difosfato para formar el isopentenil-5-difosfato
(Figura 6) (Miziorko et al., 2011).

Acetil-CoA Acetoacetil-CoA

P ~
o AP o
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HMG-CoA
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X Il Il
O—IID—O—IID—OH DMAPP 2NADPH
OH OH
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OH OH

ATP
MPD | . ADP
Pi
HO, co,
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Ol P PMK o
/o oL/
HO / OH F~on
HO HO

Mevalonato-5-difosfato Mevalonato-5-fosfato

Figura 6. Ruta del acido mevalénico MVA (adaptada de Goto et al. (2010)).
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Ahora se conoce que la ruta del mevalonato no es la Unica, después de los estudios de
marcacion isotépica realizados por Rohmer, Knani, Simonin, Sutter y Sahm (1993), se
verifico la existencia de una via alternativa y no fue hasta el 2002 que se pudo elucidar esta
ruta metabodlica por Rohdich et al. (2002). Este camino alternativo ha sido Ilamado la ruta
del Metileritritol fosfato (MEP) e inicia con el acido piruvico y el D-gliceraldehido-3-
fosfato (Figura 7) donde la enzima 1-deoxi-d-xilulosa-5-fosfato sintasa (Dxs) cataliza la
reaccion para formar la 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato y luego es convertido en 2-C-metil-
deritritol-4-fosfato, el primer intermediario de la ruta MEP catalizada por la 2-C-metil-D-
eritritol-4-fosfato sintasa (ispC). En los siguientes pasos también intervienen una serie de
enzimas; 4-difosfocitidil-2-C-metil-d-eritritol sintasa (IspD), 4-difosfocitidil-2-C-metil-d-
eritritol kinasa (ISpE), 2-C-metil-d-eritritol-2,4-ciclodifosfato sintasa (IspF), 1-hidroxi-2-
metil-2-(E)-butenil 4-difosfato sintasa (IspG), 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato
reductasa (IspH) hasta llegar a obtener los precursores de los terpenoides IPP y DMAPP,
(Figura 7) (Rohdich et al., 2002).
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Figura 7. Ruta del Metileritritol fosfato MEP (adaptada de Goto et al. (2010)).
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Independiente de la ruta metabolica se llega a forma los precursores isopentenil difosfato
IPP y el difosfato de dimetilalilo DMAPP para dar inicio a la formacion de la gran familia
de terpenoides, las elongaciones de las cadenas son construidas por unidades de isoprenos,
por la adicion del alilo difosfato DMAPP al doble enlace del isopentenil difosfato IPP, la

ciclacion de estos compuestos da lugar a una serie de terpenos (Figura 8).

‘ Ruta Mevalonica MVA ‘ ‘ Ruta Metileritritol Fosfato MEP ‘
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Figura 8. Biosintesis de terpenos via la ruta Mevalonica MVA y Metileritritol fosfato MEP
(adaptada de Goto et al. (2010)).

2.2.3.1 Biosintesis de triterpenoides pentaciclicos

La ciclacion del escualeno da lugar a triterpenos o esteroles, es una de las reacciones
enzimaticas mas complejas. En la biosintesis de esteroles el escualeno es ciclado a
lanoesterol (en animales) o cicloartenol (en plantas ) via la conformacion silla-bote-silla
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mientras que para la formacion de triterpenos opta la via conformacional silla-silla-silla
dando lugar a una gran diversidad de esqueletos triterpénicos (Thimmappa, Geisler,
Louveau, Maille y Osbourn, 2014). En la Figura 9 se muestra esta reaccién y las enzimas

que participan en el proceso de la biosintesis de triterpenoides.

(Esterol ] \3
Conformacion SBS 0@ \
c AS Conformacion $§S
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Figura 9. Biosintesis de triterpenos (adaptada de Thimmappa et al. (2014)).
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2.2.4 Acido ursolico

El &cido ursélico (&cido 3B-hidroxi-urs-12-en-28-ico) es un triterpeno pentaciclico que no
ha podido ser sintetizado debido a su complicada estructura que incluye 10 carbonos
quirales con formula molecular C3yH4303, peso molecular de 456,7 g/mol e insoluble en
agua pero soluble en &cido acético, etanol caliente y dimetilsulfoxido (DMSO). Es
ampliamente distribuido en muchas especies de plantas y de mucho interés por sus
propiedades bioactivas. En los ultimos afios el niUmero de publicaciones relacionadas con el
AU ha incrementado (Figura 10) y el interés se ha enfocado sobre todo en sus propiedades
anticancerigenas y en la sintesis de derivados con potente actividad anti-cancerigena
(Oprean et al., 2016).
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Figura 10. Numero de publicaciones de AU (2009-2015), fuente: \Web of
Science (http://apps.webofknowledge.com) palabra clave “ursolic”.

La purificacion de &cido ursélico es conocida por ser complicada por el hecho que esta se
encuentra siempre acompafiada de su isomero el acido oleandlico, debido a la similitud
estructural (Figura 11) y las estrechas propiedades fisicoquimicas de ambos isébmeros las
técnicas preparativas como de columna cromatografica de silica gel no han tenido buenos
resultados a la hora de resolver estos compuestos. Se han sido descritos varios métodos

analiticos para el andlisis de estos isomeros: HPLC (Zacchigna et al., 2009), GC-MS
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(Radoslaw Kowalski, 2007), electro foresis capilar (Yang, Li, Liu y Jiang, 2007),
cromatografia contra corriente (Frighetto, Welendorf, Nigro, Frighetto y Siani, 2008).

Figura 11. Estructura de acido ursolico AU (a) y acido oleandlico AO (b).

Fuentes alternativas de materias primas con matrices menos complejas y con la menor
diferencia de concentraciones de estos dos isomeros AU y AO que faciliten la purificacion
de AU se han publicado en trabajos como el de Radoslaw (2007), que busca fuentes

alternativas de acido ursélico y oleandlico en 4 especies de plantas diferentes.

2.2.4.1 Estructura cristalina del acido ursoélico

En un primer estudio realizado por Simon et al. (1992), como parte de un programa para
establecer la correlacion de la actividad bioldgica y la estructura molecular, se determiné la
estructura del acido ursélico para establecer su conformacion y configuracion absoluta. El
resultado de la difraccion de rayos x de los cristales de &cido ursolico obtenidos de una
solucion de etanol, se muestra en la Tabla 2. Los datos de la posicion de Wyckoff se

muestran en el Apéndice y la celda unitaria se muestra en la Figura 12.

N
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Tabla 2. Parametros de red del Acido ursolico (Simon et al., 1992)

Grupo espacial
P 21212, (19)

Simetria Ortorrémbica

a(h) b (A) c(A)
Parametros de celda 7,199 12,157 33,888
Posicion de Wyckoff X y Z

Figura 12. Celda unitaria de cristales de acido ursolico Z=4 (Acta de cristalografia).

El trabajo publicado recientemente por Zhou et al. (2015) en el cual estudia la
caracterizacion del estado solido de los cristales de &cido ursolico obtenidos de diferentes
solventes (etanol, isopropanol y propanol), muestra que el &cido ursolico presenta
polimorfismo lo que debe ser tomado en consideracion en su produccion ya que puede
afectar la actividad biologica, alterar la biodisponibilidad oral asi como también las
propiedades fisicoquimicas como la densidad, punto de fusion, velocidad de disolucion,

higroscopicidad, etc.
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2.2.4.2 Recristalizacién de acido ursélico

La purificacion de un solido por recristalizacion se basa en la diferencia de solubilidad en
un solvente dado o en una mezcla de solventes. En el caso méas simple, el proceso de
recristalizacion consiste en: (i) disolver la sustancia impura en algun solvente recomendado
cerca de su punto de ebullicion (ii) filtrar la solucion caliente para eliminar material
insoluble y polvo (iii) enfriar la solucidn, esto permite la cristalizacion de la sustancia (iv)
separar los cristales formados del licor madre (Vogel y Jeffery, 1989), de este modo se
consigue el enriquecimiento o el agotamiento de las sustancias en la mezcla y la
purificacion es posible.

Para obtener un alto rendimiento y una separacion efectiva es necesario usar el solvente de
recristalizacion adecuado, lo que implica el conocimiento de la solubilidad del acido
ursélico y oleandlico en varios solventes. Fan et al. (2011) realizd este trabajo en cuatro
solventes metanol, etanol, 2-propanol y acetato de etilo en el rango de temperatura de 283,2
a 329,7 K (Figura 13) y concluy6 que la solubilidad de AO y AU es diferente, La
solubilidad del AU en estos solventes se da en el siguiente orden 2-propanol > acetato de
etilo > metanol > etanol y la solubilidad de AO se da en el siguiente orden acetato de etilo >

2-propanol~etanol > metanol.
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Figura 13. Fraccion molar de solubilidad (x) de AU( izquierda) y AO (derecha) en varios
solventes a diferentes temperaturas (T): A ,2-propanol; % acetato de etilo; A ,metanol;
m,etanol.(Fan et al., 2011)
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Si un compuesto resulta ser soluble en un solvente e insoluble en otro que no permita la
eleccion de un adecuado solvente de recristalizacidn, se puede usar una mezcla de solventes
y conseguir una mejor separacion que al usar solventes puros. Ambos el AO y el AU son
insolubles en agua y solubles en etanol lo que permitiria usar una mezcla de estos solventes
para obtener un solvente adecuado de recristalizacion. Fan et al. (2012) también realizo este
trabajo y determino la solubilidad de AO y AU en una mezcla de etanol-agua a diferentes

concentraciones y a diferentes temperaturas como se observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Solubilidad de la fraccién molar de AO y AU en la mezcla de solventes
etanol-agua el en rango de temperaturas de 292,2 a 328,2 K (Fan et al., 2012)

Temperatura k ®=0,0331 | ® =0,2355 | ®=0,4182 | ® =0,7349
AOX10°
292,2 0,001147 +0,000094 | 0,003674 +0,000338 | 0,03268 +0,00173 0,2728 +0,0134
298,2 0,004716 + 0,000377 | 0,005813 + 0,000506 | 0,03789 +0,00153 0,2828 +0,0148
308,2 0,002667 + 0.000229 | 0,003409 +0,000273 | 0,04371 +0,00262 0,3542 +0,0181
318,2 0,01303 +0,00117 0,02074 + 0,00169 0,1407 + 0,0084 0,5728 +0,0308
328,2 0,03600 + 0,00207 0,06921 + 0,00269 0,1419 + 0,0056 0,7779 + 0,0436
AU x10°
292,2 0,001635 + 0,000137 | 0,001004 + 0,000082 | 0,02501 + 0,00225 0,1658 + 0,0081
298,2 0,001709 + 0,000164 | 0,003719 + 0,000335 | 0,02894 + 0,00232 0,1943 + 0,0045
308,2 0,003827 + 0,000325 | 0,003831 +0,000161 | 0,04080 + 0,00140 0,2182 +0,0109
318,2 0,003973 +0,000318 | 0005467 + 0,000443 0,06504 + 0,00517 0,3849 + 0,0285
328,2 0,004617 + 0,000420 | 0,01355 +0,00115 0,09932 + 0,00226 0,4471 + 0,0246

@ es la fraccion molar de etanol en la mezcla de solventes

2.2.4.3 Acido ursélico en la cuticula

Las plantas deben hacer frente a condiciones adversas que incluyen alta dosis de luz
ultravioleta, prolongada exposicion a una atmosfera seca, peligrosas concentraciones de
contaminantes transmitidas por el aire y ataques por patogenos y herbivoros. Este estrés
abiotico y bidtico inicialmente afecta la superficie de la planta y por lo tanto debe ser
contrarrestado de manera efectiva por mecanismos protectores localizados en la piel
exterior, esta funcion protectora es ejecutada por un recubrimiento lipidico llamado
cuticula.

La cuticula ésta formada por estructuras lipofilicas depositadas sobre el lado exterior de las
paredes celulares epidérmicas. Dos componentes mayores de la cuticula son tipicamente
distinguibles en base a su solubilidad en solventes organicos: los compuestos lipofilicos
liberados por extraccion con solventes que son designados colectivamente como cera

cuticular, mientras el segundo componente lipofilico, que no puede ser extraido debido a su
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estructura polimeérica, es llamado cutina. La cutina es un poliéster de acidos grasos
hidroxilados de 16 y 18 carbonos aunque los &cidos dicarboxilicos pueden también ser los
compuestos mayoritarios. Por otro lado los componentes de la cera cuticular son una
mezcla compleja de docenas de compuestos con diversas cadenas de hidrocarbonos o
anillos. Los compuestos presentes mas frecuentes son los alifaticos saturados, cadenas
hidrocarbonadas no ramificadas que contienen al menos 20 carbonos. Estos compuestos de
cadena muy larga son biosintetizados por elongacién de acidos grasos de cadena de mas de
18 carbonos y ademas son modificados en los correspondientes alcanos, aldehidos y
cetonas, alcoholes primarios y secundarios, asi como los ésteres formados mediante la
combinacion de acidos grasos y alcoholes. Un segundo grupo de compuestos que se
acumulan en la cera cuticular de muchas especies de plantas son los triterpenoides
pentaciclicos, estos constituyentes aliciclicos también tienen en gran parte estructuras
alifaticas saturadas, pero contienen anillos de hidrocarburos condensados en lugar de
cadenas. Sobre la base de la evidencia microscopica se ha reconocido que la cera cuticular
es dispersada a traves de toda la profundidad de la cuticula, con algo de cera incrustado en
la matriz del polimero de la cutina y algo de esto depositado sobre el exterior de la
superficie del polimero. La primera ha sido designada como cera intracuticular mientras la
ultima es la cera epicuticula (Buschhaus y Jetter, 2011).

Se reportd que los triterpenoides son localizados casi exclusivamente en la cera
intracuticular (Jetter y Schéaffer, 2001), estos compuestos tetra o pentaciclicos son
distinguidos por su amplia diversidad estructural, sin embargo ellos son encontrados en las
plantas no solo de forma libre sino también como ésteres y glucésidos conjugados llamados
saponinas. Todas las formas de triterpenos se encuentran ampliamente distribuidas en
plantas comestibles y medicinales y consecuentemente son una parte integral de la dieta
humana. Se ha podido extraer triterpenos como el &cido ursélico de la superficie de la
manzana, acido oleanolico de la superficie de las hojas del olivo, acido oleandlico y
aldehido oleandlico de la superficie de la uva, lupeol y germanicol de la superficie del
tomate y una gran serie de otros triterpenos han sido identificados (Szakiel, Pgaczkowski,
Pensec y Bertsch, 2012).
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2.2.4.4 Conversiéon de un método HPLC a uno UPLC

El UPLC se caracteriza por el uso de condiciones cromatograficas que emplean particulas
de empaque mas pequefias e instrumentos con capacidad de operar a una alta presion y con
mayor velocidad linear que los tipicos equipos de HPLC. Las columnas UPLC son de
longitud y didametro mas pequefios que las columnas HPLC convencionales. Transferir un
método cromatografico HPLC a uno UPLC se puede realizar via los siguientes pasos: (i)
seleccionar una columna UPLC con la misma quimica para mantener la selectividad (ii)
medir el volumen de permanencia del instrumento (iii) calcular el volumen de inyeccion, la
velocidad de flujo, el tiempo de permanencia, la gradiente para el UPLC (iv) Correr un

experimento para verificar las condiciones (Xu, 2013).

Seleccidn de una columna UPLC con la misma quimica

Para convertir el método HPLC a UPLC, uno debe contactar primero con los vendedores de
columnas HPLC, ellos pueden proveer columnas UPLC con la misma quimica, los
mayores proveedores son Waters y Agilent Technologies. Si la columna UPLC con la
misma quimica no esté disponible entonces pueden evaluarse columnas con quimica similar
de otros vendedores, algunas herramientas que pueden ayudar a seleccionar columnas con

la misma quimica se pueden encontrar en la pagina web de Waters http://www.waters.com.

Una vez que se ha seleccionado la columna con la misma quimica o similar, se procede a
la eleccion de las dimensionas tales como longitud y didmetro. Generalmente las columnas
de UPLC son de una longitud de 150 a 50 mm y de 2,1 mm de didmetro, la eleccion de la

longitud de la columna se realiza en funcion de la complejidad de la separacion (Xu, 2013).

Calculo del volumen de inyeccién y velocidad de flujo
Volumen de inyeccién

El volumen de inyeccion debe de ser proporcional a las dimensiones de la columna UPLC

para mantener la resolucién y la selectividad, se determina de la siguiente manera:

V de la columna UPLC
V de la columna HPLC

V de inyeccion UPLC = V inyeccion HPLC x D
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dZ

Volumen de la columna =m.l.¢ T (2)
Donde:
d: Es el didmetro de la columna
l: Es la longitud de la columna
¢: Es la porosidad del material de empaque (Xu, 2013).
Velocidad de flujo

La velocidad del flujo del UPLC debe ser ajustado acorde al diametro de la columna (d) y

la velocidad linear optima (Hopt) COMO Se expresa en la ecuacion 3:

WY 3
elocCldad e UJOmin— -u-opt- 4 ( )

Y la velocidad linear 6ptima depende del tamafio de particula (dy) y el coeficiente de
difusion en la fase movil del compuesto a ser separado (D) la relacion es mostrada en la

siguiente ecuacion (Xu, 2013).

Hopt = 3. (4)

Hoja de célculo de columnas UPLC

Las condiciones de UPLC pueden ser obtenidas utilizando hojas de calculo disponibles en
la web por ejemplo la hoja de célculo de columnas THERMO SCIENTIFIC

http://www.separatedbyexperience.com, 10 que se debe hacer es alimentar los datos de la

columna y las condiciones del método HPLC, este realiza los calculos para pasarlas a unas

condiciones de una columna UPLC.
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3 Parte experimental

La parte experimental se basa en las cuatro etapas que se muestran en el esquema 1:

PURIFICACION DE AU

&

CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA
(IR y RMN)

&

TRANSFERENCIA DEL METODO HPLC A
UNO UPLC

A

CUANTIFICACION DE AU

Esquema 1. Etapas de la parte experimental.

Origen de la muestra

La Clinopodium revolutum con la cual se trabajé se colecto en el departamento de Huanuco
en el cerro Sullcapunta a 3770 msnm. Las herboristerias de Lima, Cusco y Huancayo que
comercializan este producto también son provenientes de esta region y es vendida bajo el
nombre de Flor de arena.

Las hojas secas no fueron trituradas, para la extraccion se trabaja con las hojas secas

intactas las cuales poseen unas dimensiones menores a 1mm (Figura 14).
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Figura 14. Hojas secas de flor de arena vista a través de un microscopio optico.

Acido ursélico

El &cido ursélico es clasificado como una sustancia no peligrosa segin la directiva
67/548/EEC. Es muy estable bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas segun
se describe en la ficha de seguridad de Sigma-Aldrich, se debe de mantener en lugares frios
con el recipiente bien cerrado, para almacenamientos prolongados se recomienda una
temperatura de -20 °C. Algunas de sus propiedades fisicas obtenida de Scifinder son, el
punto de fusidn 284 °C, punto de ebullicién 556,9 °C, densidad 1,09 g/mL y pKa de 4,68.

<
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3.1 Purificacion de acido ursélico

Con el objetivo de obtener acido ursolico de manera facil, rapida y econémica se trabajo de

tres maneras distintas obteniendo resultados diferentes.

3.1.1 Obtencion de acido ursdlico primer experimento

La obtencion de acido ursolico se realizé a partir de 15 g de muestra seca, la extraccion se
realiz6 por maceracion en 150 mL etanol al 96 % durante 24 horas, pasado el tiempo se
filtré y se volvio a realizar la maceracion, este proceso se repitié por tres veces. Terminada
la extraccion se juntaron los extractos y se procedio a recuperar el etanol y a concentrar lo
extraido por una destilacion a presion reducida con la ayuda de un equipo rotaevaporador a
40 °C para evitar cualquier formacion de artefactos. EI extracto seco se desgrasé con 25 mL
de hexano por tres veces, el extracto desgrasado se dejé al ambiente para que se evapore el
residuo de hexano. Luego se redisolvio en 100 mL de etanol 96 % a 60 °C y se concentré a
90 mL y se mantuvo en refrigeracion durante 15 horas, el precitado se filtré con la ayuda de
una bomba de vacio, se sec6 en una estufa a 60 °C durante 2 horas, se pesé en una balanza

analitica y se registré como E1, esquema 2.

extracto

% 15 g de Flor de |
arena

extracto
desgrasado

Esquema 2. Proceso de extraccion del primer experimento.

Recristalizacion de acido ursolico del primer experimento

El punto crucial en la recristalizacion es la eleccion de disolvente, si se quiere obtener un

alto rendimiento y una separacion efectiva es imprescindible utilizar el disolvente adecuado
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y el conocer la solubilidad de los &cidos ursolico y oleandlico en varios solventes. Los
trabajos realizados por Fan et al.,, 2011 y 2012 muestran resultados interesantes de las
solubilidades de AO y AU en acetato de etilo, metanol, etanol, 2-propanol y en una mezcla
etanol-agua. En base a dichos estudios, se eligio la mezcla de etanol : agua al 96 % como
solvente para recristalizacion y con la que también se realizo la redisolucion del extracto
desgrasado. El proceso de purificacion continud con la cristalizacion de E1 en 60 mL de
etanol 96 % a 60 °C, se concentrd a 50 mL y se dejé cristalizar a temperatura ambiente
durante 12 horas. El precipitado se filtrd y se lavd con etanol frio, se dejé secar en la estufa
a 60 °C durante 1 hora, pasado el tiempo se retird de la estufa y se dejo enfriar a
temperatura ambiente para luego registrar su peso en una balanza analitica. Este precipitado
se recristaliz6 en 35 mL de etanol 96 % a 60 °C, se concentré a 30 mL y se dejo
recristalizar a temperatura ambiente durante 12 horas. El precipitado se filtro y se lavo con
etanol frio, se dejé secar en la estufa a 60 °C durante 1 hora, luego se retird de la estufa y se
dejo enfriar a temperatura ambiente para pesarlo en una balanza analitica y registrarlo como

A, esquema 3.

¢ Disolver en 60 mL de EtOH 96 % 60 °C.
e Concentrar de 60 mL a 50 mL

e Dejar cristalizar 12 horas a temperatura
ambiente

e Redisolver en 35 mL de EtOH 96 % 60 °C.
e Concentrar de 35 mLa 30 mL

¢ Dejar recristalizar 12 horas a temperatura
ambiente
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3.1.2 Obtenciodn de acido ursolico segundo experimento

En este experimento se us6 carbdn activo como parte del proceso con el objetivo de
decolorar la solucion de cristalizacion. El trabajo se inicié con 25 g de muestra seca, la
extraccion se realizo por maceracion en 200 mL de etanol al 96 % durante 24 horas, pasado
el tiempo se filtro y se volvié a realizar la maceracion, este proceso se repitio por tres
veces. Terminada la extraccion se juntaron los extractos y se procedio a recuperar el etanol
y concentrar lo extraido por una destilacion a presion reducida, con la ayuda de un equipo
rotaevaporador a 40 °C. El extracto seco se desgrasé con 50 mL de hexano por tres veces,
el cual se dejo al ambiente para que se evapore el residuo de hexano. Luego el extracto
desgrasado se redisolvié en 150 mL de etanol a 96 % a 60 °C y se concentrd a 120 mL y se
mantuvo en refrigeracion durante 15 horas, el precitado formado se filtré con la ayuda de
una bomba de vacio, se seco en una estufa a 60 °C durante 2 horas, se pesé en una balanza

analitica y se registr6 como E2, esquema 4.

extracto

E 25 g de Flor de
arena

extracto
desgrasado

Esquema 4. Proceso de extraccion del segundo experimento.

Cristalizacion de acido ursolico del segundo experimento

El proceso de purificacidn continio con la cristalizacion para ello se disolvié E2 en 90 mL
de etanol al 96 % a 60 °C, se agrego 4,2 gramos de carbdn activado, se mantuvo en
agitacion a 60 °C durante 5 minutos, pasado este tiempo se filtr6 con la ayuda de una
bomba de vacio, el carbdn activo se elimind y el filtrado se concentré a 80 mL y se dejo
cristalizar a temperatura ambiente durante 12 horas. El precipitado se filtro y se lavd con
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etanol frio, se dejo secar en la estufa a 60 °C durante 1 hora, luego se retird de la estufa y se
dejo enfriar hasta temperatura ambiente para pesarlo en una balanza analitica y registro

como B, esquema 5.

eDisolver en 90 mL de EtOH 96 %, 60 °C.

eAgregar carbon activo en una proporcion de 1:2
eFiltrar y concentrar de 90 mLa 80 mL

eDejar cristalizar 12 horas a temperatura ambiente

Esquema 5. Proceso de cristalizacién del segundo experimento.

3.1.3 Obtencién de acido ursolico tercer experimento

En este experimento la extraccion de realiz6 con acetato de etilo, se inici6 el trabajo a partir
de 15 g de muestra seca, se adicionaron 150 mL de acetato de etilo, se mantuvo en
agitacion mecanica durante 5 minutos, pasado el tiempo se filtro y se repitio el proceso de
extraccion por tres veces, luego se juntaron los extractos y se procedio a recuperar el
acetato de etilo y a concentrar lo extraido por una destilacion a presién reducida con la
ayuda de un equipo rotaevaporador a 40°C. El extracto seco se desgrasé con 30 mL de
hexano por 3 veces, el extracto desgrasado se dejo al ambiente para que se evapore el
residuo de hexano. Luego se redisolvié en 65 mL de etanol 96 % a 60 °C y se concentré a
60 mL y se mantuvo en refrigeracion durante 15 horas, el precitado formado se filtré con la
ayuda de una bomba de vacio, se sec en una estufa a 60 °C durante 2 horas, se peso en una

balanza analitica y se registr6 como E3, esquema 6.
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extracto

15 g de Flor de
arena

%

extracto
desgrasado

lh ‘

Esquema 6. Proceso de extraccion del tercer experimento.

Cristalizacion de acido ursolico del tercer experimento

El proceso de purificacion contindo con la cristalizacion de E3 que se disolvié en 110 mL
de etanol 96 % a 60 °C, se concentr6 a 100 mL y se dejo cristalizar durante 12 horas a
temperatura ambiente, el precipitado se filtr6 y se lavo con etanol frio, se dejo secar en la
estufa a una temperatura de 60 °C durante 1 hora. Pasado este tiempo se retird de la estufa y
se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente para pesarlo en una balanza analitica y

registrarlo como C, esquema 7.

¢ Disolver en 110 mL de EtOH 96 % 60 °C.
e Concentrarde 110 mL a 100 mL

e Dejar cristalizar 12 horas a temperatura
ambiente
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3.2 Caracterizacion espectroscopica

3.2.1 Caracterizacion por IR

Para identificar los grupos funcionales de los compuestos A, B y C se realizd un analisis

espectroscopico infrarrojo.

Instrumento

IR Perkin Elmer FT-IR/NIR Frontier, el instrumento se encuentra en la seccion de Quimica
PUCP.

3.2.2 Caracterizacion por RMN

Para confirmar la estructura molecular de los compuestos obtenidos se realiz6 el anélisis
por espectroscopia de RMN 1D (*H, *C y DEPT 45°, 90° y 135°) y 2D (HSQC, COSY y
HBMC) para lo cual se disolvieron 35 mg de A, B y C en 600 pL de disolvente deuterado

dimetil sulfoxido-D6, el andlisis se realiz6 a temperatura ambiente.
Instrumento

Espectrometro BRUKER ASCEND 500 MHz con consola AVANCE Il HD, el

instrumento se encuentra en la seccién de Quimica PUCP.

3.3 Transferencia del método HPLC a UPLC

El método HPLC usado por Srivastava et al., (2011) para la cuantificacion de acido ursélico
fue el elegido para transferirlo a uno UPLC. Lo que se hizo fue alimentar los datos en la
hoja de calculo de THERMO SCIENTIFIC, las dimensiones de las columnas HPLC y
UPLC que son diferentes pero con quimica similar y los datos de las condiciones (tiempo
de analisis, velocidad de flujo, volumen de inyeccion, temperatura de analisis) a las que se
corrié el método HPLC y con los resultados de las nuevas condiciones UPLC se realiz6 un

primer experimento.
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3.4 Cuantificacion de acido ursdlico por UPLC

Para cuantificar el contenido de &cido ursolico presente en la flor de arena, se tomé 0,1
gramo de muestra y se extrajo con 5 mL de EtOH, asistido con un equipo de ultrasonido
durante 5 minutos, pasado este tiempo se filtrd6 y se volvié a realizar el mismo
procedimiento 10 veces, de esa manera se asegura la extraccion total del acido ursélico de
su matriz. Luego se secO bajo presion reducida en un rotaevaporador a 40 °C, el extracto
etandlico ya seco se desgrasé con 5 mL de hexano por 5 minutos, 3 veces y se dejo abierto
al ambiente por 30 minutos para que pueda eliminarse los residuos de hexano, luego se
redisolvid y se afor6 a 25 mL con etanol (grado hplc), esta solucién se filtrd por una

membrana de 0,45 um y se inyect6 0,5 pL al cromatdgrafo bajo las condiciones UPLC.

Instrumentacion y metodologia.

Para llevar a cabo el andlisis se us6 un equipo Agilent 1290 infinity LC, el cual se
encuentra en la seccion de Quimica-PUCP, las condiciones del método se muestran en la
Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones del método

Agilent 1290 infinity LC

Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 150mm x 2,1 mm 1,8 um
Fase mavil A =20%agua y

B = 80 % acetonitrilo
Velocidad de flujo 0,5 mL/min
Modo de elucion Isocratico
Temperatura 30 °C
Inyeccion 0,5 uL
Deteccion DAD, 210 nm
Tiempo de analisis 10 minutos

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




Curva de calibracion

Se realizd de la siguiente manera: se preparé 10 mL de una solucién de acido ursolico a una
concentracion de 1mg/mL en etanol (grado hplc), a partir de esta solucion se prepararon
5 mL de tres soluciones en concentraciones de 0,2; 0,4 y 0,6 mg/mL, se filtraron por una
membrana de 0,45 um y se inyectaron al cromatografo 0,5 pL por triplicado. Con los

resultados obtenidos se realizo la curva de calibracion.
Interferente

Uno de los principales interferentes en el analisis de acido ursélico es su isomero el &cido
oleandlico, que por su poca diferencia estructural con respecto a la posicion de un grupo
metilo, resulta un cromatograma con unos picos con muy poca resolucién, hay ocasiones en

el que los picos salen solapados o en el peor de los casos no se resuelven.

4  Resultados y discusion

4.1 Conversion del método HPLC a uno UPLC

Las dimensiones de la columna y las condiciones del nuevo método UPLC comparados al
HPLC se muestran en la Tabla 5 y los cromatogramas bajo las condiciones HPLC y UPLC

se observan en la Figura 15.

Tabla 5. Condiciones HPLC y UPLC

HPLC UPLC
Columna Phenomenex RP-C18 de 250 x | ZORBAX Eclipse XDB-C18
46 mmy5pum 150x2,1 mm 1,8 um
o A =20 % agua A =20 % agua
Fase movil o o
B = 80 % acetonitrilo B =80 % acetonitrilo
Velocidad de flujo 1 mL/min 0,5 mL/min
Modo de elucion Isocratico Isocratico
Temperatura 30 °C 30 °C
Inyeccion 5puL 0,5 uL
Deteccion DAD 210 nm DAD 210 nm
Tiempo de analisis 35 minutos 10 minutos
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Figura 15. Cromatogramas HPLC (arriba) y UPLC (abajo).

En el método HPLC, el analisis requiere 35 minutos, a un flujo de 1 mL/min, con el método
UPCL el andlisis no necesita mas de 10 minutos, a un flujo de 0,5 mL/min, lo que permite
ahorrar un 85 % de solvente y un 71 % de tiempo de anélisis. Con este método UPLC

transferido se realiz6 el resto de los andlisis.

4.2 Cuantificacion de acido ursolico

El cromatograma del extracto de la muestra y de los tres puntos inyectados para realizar la

curva de calibracion se observan en las Figuras 16-17 y los resultados en la Tabla 6.
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Figura 16. Cromatograma del extracto de clinopodium revolutum.
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Figura 17. Cromatogramas (a) 0,2; (b) 0,4 y (c) 0,6 mg/mL.

Tabla 6. Resultados de los cromatogramas de los tres niveles inyectados por triplicado

0,2 mg/mL 0,4 mg/mL 0,6 mg/mL
Area Area ]
n [mAU*s] Pureza % [mAU*s] Pureza % | Area [mAU*s] | Pureza %
1 510,650 98,603 998,526 98,421 1502,015 98,809
2 506,598 98,953 997,430 98,143 1508,345 98,821
3 512,407 97,457 996,420 98,187 1486,799 98,802
media 509,885 98,337 997,458 98,250 1499,053 98,810
SD 2,433 0,639 0,860 0,122 9,042 0,008

Con los resultados de la media del area [mMAU*s] y la pureza se calculd la concentracién

real (Tabla 7) y se grafico la curva de calibracion area media [mMAU*s] vs concentracion

real (Figura 18).
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Tabla 7. Area [mAU*s] media y contenido real

Area [MAU*s] Pureza % Con:](;rll:]:ell_cién Concer:tgr?r(r:]ifn real
509,885 98,337 0,2 0,197
997,458 98,250 0,4 0,393
1499,053 98,810 0,6 0,593
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«

[mAU*s]
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Figura 18. Curva de calibracion.

De la curva de calibracion la regresion lineal fue obtenida como la siguiente ecuacion (5):

A = 2460,2B + 30,103 (5)

Donde:
A: area del pico del &cido ursolico [mAU*s]
B: concentracion real inyectada de &cido ursélico en (mg/mL)
coeficiente de correlacién (R?) de la ecuacion de regresion: 0,9998

N
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Para determinar el contenido total de AU remplazamos el area [mAU*s] de la muestra de

clinopodium que es 508,76639 en la ecuacion 5:

508,76639 = 2460,2B + 30,103

B =0,19456

Como B es la concentracion en mg/mL y el volumen de aforo fue de 25 mL entonces

tenemos la siguiente relacion:

0,19456 mg ——> 1mL
X —>25mL
X =4,864 mg

Entonces tenemos 4,864 mg en los 25 mL, esto de una cantidad de muestra de 0,1 g (100

mg), el porcentaje de AU entones es

. Cantidad de AU
Porcditgig S5l Cantidad de muestra inicial o8
. 4,864 mg
Porcentaje de AU = W x 100

Porcentaje de AU = 4,864 %

El contenido total de AU es de 4,864 % de peso seco de flor de arena, por lo que se puede
observar que esta es la lamiaceae con el mayor contenido de &cido ursélico entre estas
especies, comparado con lo reportado por Janicsak et al. (2006). Entre las 88 especies que
analizo este investigador el mayor contenido de AU pertenece a la especie Lavandula
angustifoliay con un porcentaje de 1,39 %, el resultado obtenido con flor de arena tambiéen
supera a otras especies donde se ha encontrado AU como por ejemplo la Macrocarpium
officinalis (0,520 %) (Wang, Wang y Guo, 2008), Eriobotrya japonicda (0,445 %) (Zhou,
Li, Zhang, Sun y Chen, 2011).
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4.3 Purificacion de acido ursélico

4.3.1 Primer experimento

El peso del extracto y de los precipitados se registro en la Tabla 8. En la Figura 19 se puede

observar la fotografia digital de los cristales obtenidos.

Tabla 8. Registro de los pesos obtenidos del primer experimento

Peso de extracto 2,198 gramos
Peso de primer precipitado (E1) 0,8774 gramos
Peso de segundo precipitado 324,1 miligramos
Peso de cristales (A) 96,4 miligramos
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Se eligio un cristal representativo para medir las dimensiones, resultando ser de 0,302 x

3,078 mm ver Figura 20.

Figura 20. Dimensiones de un cristal representativo.

La pureza de A result6 ser de 98,7 %, en las Figuras 21-22 se muestran el cromatograma y
el espectro UV correspondiente, el porcentaje de rendimiento y el porcentaje de
recuperacion se calcul6 con las ecuaciones (6) y (7).
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Figura 22. Espectro UV de los cristales A.

Rendimiento (%) = Masa de AU 100 6
enaitmiento () = Masa de flor de arena v ©

A Y 96,4 mg
Rendimiento (%) = 15000 mg x 100 = 0,6426

o 611 (%) Rendimeto % de AU 100 7)
r =
ecuperacion (/o) = = enido % real en flor de arena i

- 0,6426 %
Recuperacion (%) = 2864% © 100 = 13,21
) 0

Con el objetivo de comprobar la repetibilidad del primer experimento, se trabajé de la
misma manera una vez mas. La Tabla 9 muestra el resumen de los resultados obtenidos en

el proceso de purificacion del acido ursélico.

Tabla 9. Resultados del proceso de purificacion de AU del primer experimento

0 mg AU % de % de % de pureza
obtenido rendimiento recuperacion del AU

1 96,4 mg 0,6426 13,21 98,7

2 95,9 mg 0,6393 13,14 98,8
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4.3.2 Segundo experimento

El peso del extracto y de los precipitados se registrd en la Tabla 10. En la Figura 23 se

puede observar la fotografia digital de los cristales obtenidos.

Tabla 10. Registro de los pesos obtenidos del segundo experimento

Peso de extracto 3,4593 gramos
Peso de precipitado (E2) 2,589 gramos
Peso de cristales (B) 240,6 miligramos
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La pureza de B resultd ser de 97,28 %, en las Figuras 24-25 se muestran el cromatograma y
el espectro UV correspondientes, el porcentaje de rendimiento y el porcentaje de

recuperacion se calcularon con las ecuaciones (6) y (7).

DADT A, Sig=210,4 Ref=360,100 (DACHEM32\1DATAMLUDENA-TESIS\ML20160405\C.D)
mAU o

160 - i
140 3
1203
1003
80
60
40

r~ ~ [ee] g
ZDTJ\\/\J\_A g € & 8% 3
] o o ~
0 —+ T
e ; T : ; :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 min

Figura 24.Cromatograma de los cristales B pureza 97,28 %.

Figura 25. Espectro UV de los cristales B.
o Masa de AU
Rendimiento (%) = x 100 (6)

Masa de flor de arena

Rendimient (fy)—240’6m‘9 100 = 0,9624
enatmiento 0 _25000mgx = U,

o 6 (%) = Rendimeto % de AU 100 7
ecuperacion (%) = Contenido % real en flor de arena x @)

3 0,9624 %
Recuperacion (%) = 2864 % © 100 = 19,78
) 0

N
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Con el objetivo de comprobar la repetibilidad del método se repitio el procedimiento por
una vez mas. La Tabla 11 muestra el resumen de los resultados obtenidos en el proceso de

purificacion del acido ursolico.

Tabla 11. Resultados del proceso de purificacion de AU del segundo experimento

0 mg de AU % de % de % de pureza
obtenido rendimiento recuperacion del AU

1 240,6 0,9624 19,78 97,2806

2 239,8 0,9592 19,72 97,2775

4.3.3 Tercer experimento

El peso del extracto y de los precipitados se registrd en la Tabla 12. En la Figura 26 se

puede observar la fotografia digital de los cristales obtenidos.

Tabla 12. Registro de los pesos obtenidos del tercer experimento

Peso de extracto 1,3604 gramos
Peso de precipitado (E3) 0,4398 gramos
Peso de cristales (C) 111,3 miligramos
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La pureza de C resultd ser de 95,7999 %, en las Figuras 27-28 se muestran el
cromatograma y el espectro UV correspondientes, el porcentaje de rendimiento y el

porcentaje de recuperacion se calcularon con las ecuaciones (6) y (7).

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (D:\CHEM32\1\DATA\MLUDENA-TESIS\ML20160405\L.D)
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Figura 27.Cromatograma de los cristales C pureza 95,7999 %.
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Figura 28. Espectro UV de los cristales C.

N Masa de AU 100 (6)
enaimiento (/) = Masa de flor de arena g

Rendimiento (%) = T2 100 = 0,742

endimiento (%) = Te55o mg X N

o 6 (%) = Rendimeto % de AU 100 7
ecuperacion (%) = Contenido % real en flor de arena x @)

5 0,742 %
Recuperacion (%) = 1864 % x 100 = 15,255
) 0

Con el objetivo de comprobar la repetibilidad del método se trabajo de la misma manera
por una vez mas. La Tabla 13 muestra el resumen de los resultados obtenidos en el proceso

de purificacion del acido ursolico.

N
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Tabla 13. Resultados del proceso de purificacion de AU del tercer experimento

0 mg de AU % de % de % de pureza
obtenidos rendimiento recuperacion del AU

1 111,3 0,742 15,255 95,7999

2 118,2 0,788 16,200 95,9656

De los tres métodos se resalta las diferencias sobre todo en términos de pureza, porcentaje
de recuperacion y tiempo para obtener los cristales, en el primer experimento donde no se
uso carbon activo en la recristalizacion, se necesitaron practicamente seis dias para obtener
los cristales, en el segundo experimento con uso de carbdn activo, se requirieron cinco dias
para obtener los cristales y si bien el porcentaje de recuperacién aumento en un 6,5 % se
sacrifico en 1,5 % la pureza y no se obtuvo cristales que muestran claramente su simetria

ortorrombica como si sucedio en el primer experimento.

El tercer experimento es el mas rapido, se obtiene AU en tan solo dos dias esto es debido al
hecho que la extraccion se realiza por 5 minutos y no se deja macerando 24 horas como en
el primer y segundo experimentos. Cabe resaltar que en la extraccion con el uso de
ultrasonido o sin él, se extrae la misma cantidad. En este caso los cristales son amorfos,
parecidos a los del segundo experimento, con una pureza un poco inferior pero con un

porcentaje de rendimiento mayor que en el primer experimento.

Cualquiera de los tres métodos que se plantea para obtener acido ursolico resulta ser
eficientes, ya sea con el primero con el cual se obtiene AU en un menor rendimiento pero
de pureza de calidad de estdndar o patrén, lo que hace posible su uso para estudios
cristalogréficos, porque se obtiene unos cristales bien definidos. En el segundo vy tercer
métodos se obtiene AU en un mayor rendimiento pero con una pureza inferior al del

primero.

Comparando los resultados obtenidos, con otros ya reportados (Yamaguchi et al., 2008),
(Frighetto et al., 2008),(He y Liu, 2007), (Chandramu et al.,2003), resultan ser mejores por
el hecho de eliminar el uso de solventes toxicos como cloroformo, el uso de columna
cromatografica preparativa de silica gel y ademas no requerir pre tratamiento de la muestra

ni el uso de energia en el empleo de equipos de ultrasonido.
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4.4 Caracterizacion espectroscopica

4.4.1 Espectroscopia IR

Los espectros IR obtenidos de los cristales A, B 'y C realizados con la mezcla de KBr para

formar la pastilla se muestran en las Figuras 29-31.
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Figura 31. Espectro IR del cristal C.

Se observan las sefiales esperadas para los grupos funcionales del compuesto AU, alrededor
de los 3400 cm™ se tiene la banda caracteristica de estiramiento simétrico del enlace O-H
de grupo hidroxilo, el estiramiento asimétrico de los enlaces C-H del grupo CH; (2951 -
2976 cm™), asi mismo estiramientos simétricos del enlace C-H del grupo CH5 (2872 y 2930
cm™), una intensa banda de estiramiento simétrico del grupo carbonilo y la del doble enlace
C=C a 1716 y 1698 cm™ respectivamente, una banda correspondiente a la vibracién de
deformacién angular del enlace C-H (1456 cm™), asi mismo sefiales caracteristicas de
flexion del enlace C-H (1386, 1378, 1360, 1307, 1286, 1272, 1250).

4.4.2 Espectroscopia RMN

Para caracterizar completamente la estructura molecular del &cido ursolico fueron
necesarios los espectros de RMN 1D y 2D. En las Figuras 32-34 se observa los espectros
de 'H-RMN de los cristales A, B'y C, como era de esperar es un espectro complejo por la
cantidad de protones acoplandose y por el solapamiento de multipletes, debido a la

complicada estructura del acido ursélico.

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




0.68

1.0

0.9

1.05 p.90

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.98 1.01 1.001.031.024.009.964.1815.202.87 2.91 3.92
N e e T

[0
©
o
1.0—; o
: 2 e
0.9 4 ~ <
- o o
E -
0.8 5
0.7 3 ~
3 o
E =}
0.6 3
E «
0.5 3 @
E =
0.4 3
0.3 5
0.2 3 H,0
828
0.1 4 )
o ] A
1.03
 I—
—_——— .
4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




5 |
D=
/5
@ .
890 /-2 = 890 .
« . €80
3 060280
— : -
5.H_ c60 o
=1 i S .0
HH_ ~ S0'T <
< o]
© (35}
®7] C ~
m [
53fo S
N o
©a [ 8
P T =
T €0'€ @
Safe IS
82V ————=_S C ©
6’V - \nd)
2
© p—
erefti J 85F© o =
vT'g 1 S 8
m
© ©
- )
(%)
=
o
[p—
N~ Iﬁ - [«B}
N o
L2 g
66°C 1 e
00°€ o I w
T0°€ o.H_lw - O
o 20’ = | =
£0'€ 5 0
L S M
o 1 i « N
1 g o 8
[ : O un
n ™ it
[ ._w. %
o - € 0=
= ¥
L —
= 7}
i - %
[}
€6TT— —=x O.H_ N - o m
r< o =
Vv
T [P T A A T e e e e e e ——— Lkl aa s L L e  maadt i b =
o o © ~ © e} < ™ o~ “ o o © ~ © re} < ™ o~ “ 0w
i IS o =} o o =} 1=} =} =} e i IS o =} o 1=} =} =} =] <] e = O
o >
20
i e)
(V)
 Z




0.68

1.0 5

0.9 4

1.05 0.90

0.8

0.7 4

0.6

0.5

0.4

0.3 5

0.2

01 3

o
|
— —11.93

0.97 1.001.001.031.013.969.864.1515.112.942.943.97
U T T o e o e e T R
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
e0)
©
b=
1.0 4
g e
3 o
0.9 A 5
E 8 o
E —
0.8 3
0.7 3 N
= (2]
3 o
0.6 3
E o
05 3 @
E o
0.4 5
0.3 3
3 Q
0.2 _z c: °
3 Sl < ©
3 838 Sl =
W I
0 E'C / j,
1.03 101 3.96 986 415 15112.942943.97

| ] | ]l L TN

T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0

Figura 34. Espectro *H- RMN del cristal C (arriba) ampliacién (abajo).
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Se construy6 la Tabla 14 con los resultados de la integracion de los espectros de *H-RMN

de los cristales A, By C.

Tabla 14. Integracion de las sefiales de los espectros de *H de los cristales obtenidos

Cristal A Cristal B Cristal C
ppm Integracion ppm Integracion ppm Integracion
[11,87 - 11,99] 0,98 [11,87 - 11,99] 0,97 [11,87 - 12,00] 0,97
[5,09 - 5,18] 1,01 [5,09 - 5,18] 1,00 [5,09 - 5,18] 1,00
[4,26 - 4,32] 1,00 [4,25 - 4,32] 1,00 [4,25 - 4,32] 1,00
[2,95 - 3,06] 1,03 [2,95 - 3,07] 1,03 [2,95 - 3,06] 1,03
[2,06 - 2,17] 1,02 [2,06 - 2,17] 1,02 [2,06 - 2,17] 1,01
[1,77 - 1,97] 4,00 [1,77 - 1,97] 3,97 [1,77 - 1,97] 3,96
[1,41 - 1,61] 9,96 [1,41 - 1,61] 9,86 [1,41 - 1,61] 9,86
[1,17 - 1,36] 4,18 [1,17 - 1,36] 4,15 [1,17 - 1,36] 4,15
[0,87 - 1,08] 15,20 [0,87 - 1,08] 15,10 [0,87 - 1,08] 15,11
[0,80 - 0,84] 2,87 [0,80 - 0,84] 2,93 [0,80 - 0,84] 2,94
[0,74 - 0,78] 2,91 [0,73-0,78] 2,93 [0,73-0,78] 2,94
[0,66 - 0,71] 3,92 [0,65 - 0,71] 3,95 [0,65 - 0,71] 3,97
Total H 48 Total H 48 Total H 48
[2,48 - 2,52] DMSO [2,49 - 2,52] DMSO [2,49 - 2,52] DMSO
[3,30 - 3,38] H,0 [3,30 - 3,39] H,0 [3,29 - 3,38] H,0
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Mediante la integracion de las sefiales en los espectros, se determinaron 48 atomos de

hidrogeno correspondientes a la estructura del acido ursolico (Figura 35), ya que el area

debajo de un pico es proporcional al nimero de &tomos de hidrégenos que generan la sefial.

N
57 N

9 12

Figura 35. Estructura del &cido ursélico C3oHygOs.

Como los tres espectros de *H son iguales se analizara las sefiales con el espectro de A. Se

realizaron ampliaciones de la zona que se encuentra por encima de los 4 ppm (Figura 36),

el singulete a 11,93 ppm es la sefial del proton del acido carboxilico (CO-OH) y se

encuentra en campo bajo por el desapantallamiento que ejercen los oxigenos sobre el

proton e integra para uno. La sefial a 5,13 ppm es un triplete que corresponde al proton

unido al 13C que tiene un doble enlace y solo acopla con los protones del 14C e integra

para uno. La sefial del proton del grupo hidroxilo (-OH) es la que se encuentra a 4,285 ppm

ya que el experimento se realizé en DMSO, este solvente permite que pueda acoplarse el

proton del grupo hidroxilo con el proton del 6C dando un doblete que integra para uno. La

sefial en 3,02 ppm corresponde al protén del 6C quien acopla con los protones del 5C, esta

a campo bajo por el desacoplamiento del grupo hidroxilo e integra también para uno.
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Figura 36. Ampliacion de las sefiales del espectro de *H.

Las demas sefiales son mas complejas de analizar pero se realizara mas adelante con ayuda

de otros espectros.

Es posible que el grupo hidroxido del acido ursolico haya formado enlaces de puente de
hidrégeno con el etanol que se usd para realizar la recristalizacion, es por eso que al
momento de formarse los cristales también se encuentren moléculas de etanol solvatando al
AU dentro del cristal. Esta observacion explica la presencia de las pequerfias sefiales a 4,35
ppm (OH), 3,45 ppm (CH,) y 1,06 ppm (CHzs) que corresponden al etanol. Esto también se
observa en las sefiales en el espectro de *C a 56,49 ppm (CH,) y 19,03 ppm (CHj).

En las Figuras 37-39 se presenta los espectros de **C-RMN de los cristales A, B y C. Para
poder comparar los tres espectros obtenidos se construyé la Tabla 15 con todas las sefiales
observadas. En total se tiene 32 sefiales de las cuales dos corresponden al etanol (56,49

ppmy 19,03 ppm) y las otras 30 al &cido ursolico.
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Figura 38. Espectro **C- RMN del cristal B (arriba) ampliacién (abajo).
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Figura 39. Espectro *C- RMN del cristal C (arriba) ampliacion (abajo).
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Tabla 15. Sefiales de los espectros de *C de los cristales obtenidos

Cristales A Cristales B Cristales C
Desplazamiento en ppm Desplazamiento en ppm Desplazamiento en ppm
178,71 178,71 178,71
138,63 138,63 138,63
125,04 125,04 125,04
77,29 77,29 77,29
56,49 56,49 56,49
55,27 55,27 55,27
52,84 52,84 52,84
47,50 47,50 47,50
47,29 47,29 47,29
42,10 42,10 42,10
39,57 39,57 39,57
38,97 38,97 38,97
38,93 38,93 38,93
38,84 38,84 38,84
38,72 38,72 38,72
37,00 37,00 37,00
36,79 36,79 36,79
33,19 33,19 33,19
30,68 30,68 30,68
28,73 28,73 28,73
28,01 28,01 28,01
27,46 27,46 27,46
24,29 24,29 24,29
23,74 23,74 23,74
23,32 23,32 23,32
21,56 21,56 21,56
19,03 19,03 19,03
18,48 18,48 18,48
17,48 17,48 17,48
17,37 17,37 17,37
16,54 16,54 16,54
15,70 15,70 15,70

Los tres espectros presentas las mismas sefiales y para identificar el tipo y la cantidad de
carbonos diferentes se utilizaron los espectros DEPT 45, 90 y 135 del cristal A.

N

Tesis publicada con autorizacion del autor 2 %
No olvide citar esta tesis



Se identificaron siete sefiales ausentes en el espectro DEPT 45 que corresponden a los

carbonos cuaternarios (Figura 40).

16.55

15.70

1.0 3

1
17.49

0.9 3

28.73

|
23.75
21.56

0.8 5
0.7 3
0.6 3

0.5 3

55.27
52.84
47.50

38.98
38.93

77.30
27.47

36.79

0.4 4

125.04
38.73

18.49

0.3 3

0.2

56.50

0.1 3

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

16.55

15.70

1.0 3

1
17.49

0.9 3

28.73
23.75
21.56

17.37

0.8 3

0.7 4

0.6 3

0.5 3

38.98
38.93

27.47
23.33

0.4 4

38.73
33.19
30.68
28.02
24.29
18.49

-

38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16

o o o
© = N w
F [FEET1 IRTT RTETA AT AT |
———————— 3679
L
e

19.03

Figura 40. Espectro DEPT 45 de los cristales A.
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Para determinar la cantidad de los carbonos terciarios se analizé el espectro DEPT 90, este
experimento produce un espectro que contiene sélo carbonos con un unico proton (CH), se

encontraron siete sefiales de este tipo de carbono (Figura 41).

136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40

Figura 41. Espectro DEPT 90 de los cristales A.

Los carbonos primarios y secundarios se ubican al analizar el espectro DEPT 135. Las
sefiales positivas corresponden a los carbonos primarios (CH3) y terciarios (CH) vy las
sefiales negativas corresponde a los carbonos secundarios (CH;). Se encontraron nueve
sefiales en la zona negativa que corresponden a los carbonos secundarios (naranja) y en la
zona positiva 14 sefiales, de las cuales siete corresponden a los carbonos terciarios (celeste)
que se identificaron en el espectro DEPT 90 y las otras siete sefiales corresponden a los

carbonos primarios (lila) (Figura 42).
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Con todas las sefiales obtenidas de los espectros tanto de **C y DEPT 45, 90 y 135 se

construyd la Tabla 16 y se identifico la cantidad de carbonos cuaternarios, terciarios,

primarios y secundarios y ademas a los ppm que se encuentran.

Tabla 16. Desplazamiento de los diferentes tipos de carbonos

Espectro Espectro Espectro Espectro Tipo de
Be DEPT 45 DEPT 90 DEPT 135 Carbono

178,71 C

138,63 C

125,04 125,04 125,04 125,04 CH
77,29 77,30 77,29 77,30 CH
55,27 55,27 55,27 55,27 CH
52,84 52,84 52,84 52,84 CH
47,50 47,50 47,50 47,50 CH
47,29 C

42,10 C

39,57 C

38,97 38,98 38,98 38,98 CH
38,93 38,93 38,93 38,93 CH
38,84 C

38,72 38,73 38,73 CH,
37,00 C

36,79 36,79 36,79 CH,
33,19 33,19 33,19 CH,
30,68 30,68 30,68 CH,
28,73 28,73 28,73 CHs
28,01 28,02 28,02 CH,
27,46 27,47 27,47 CH,
24,29 24,29 24,29 CH,
23,74 23,75 23,75 CHs
23,32 23,33 23,33 CH,
21,56 21,56 21,56 CHs
18,48 18,49 18,49 CH,
17,48 17,49 17,49 CHs
17,37 17,37 17,37 CHs
16,54 16,55 16,55 CHs
15,70 15,70 15,70 CHs
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Se identificaron en total 30 carbonos, de los cuales siete son cuaternarios (C ), siete
terciarios (CH @), nueve secundarios (CH, @) y siete primarios (CH3z ), lo que coincide

con la estructura del &cido ursolico (Figura 43).

33
32 21
“\TZ/ \\r
13 17 20
IR STHERSTGRP S
| 27 | | 29
9 ‘ 12 16 |

24 725

Figura 43. Estructura del &cido ursolico.

Algunas de las sefiales son caracteristicas y se puede identificar a que nimero de carbono
pertenece, por ejemplo las sefiales de carbono cuaternario que se encuentran a campo bajo a
178,71 ppm pertenece al carbono 29C debido al desapantallamiento por ser parte del grupo
acido, a 138,63 ppm corresponde al carbono 11C debido al desapantallamiento del doble
enlace. Otras dos sefiales caracteristicas son las de los carbono terciarios 13C en 125,04
ppm que forma el doble enlace y 6C a 77,29 ppm debido al desapantallamiento del grupo

hidroxilo.

Con los espectros de RMN 2D se identificaron todas las sefiales, o que permitié asignar a
qué numero de carbono y proton pertenecen y como se correlacionan. El experimento de
correlacion heteronuclear directa HSQC, nos permite identificar qué protones estan
enlazados a qué carbono, ademéas de eso proporciona informacién del tipo de carbono al
igual que los espectros DEPT, las sefiales negativas de color azul son las del CH; las

sefiales positivas de color rojo son de carbonos primarios y terciarios (Figura 44).
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Figura 44. Espectro HSQC de los cristales A.

Se identificaron todas las sefiales de los protones y al tipo de carbono que le pertenece, se
atribuyeron algunas sefiales, con estos datos se construy6 la Tabla 14. En el espectro HSQC
se puede apreciar que los carbonos secundarios (sefiales de color azul) presentan dos
correlaciones para un Unico carbono esto es debido que sus protones geminales no son

equivalentes uno podria estar en posicion axial y el otro en ecuatorial.
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Hasta el momento se tiene 48 protones (uno pertenece al grupo hidroxilo y uno al grupo
acido carboxilico), 30 carbonos de los cuales siete son primarios, nueve secundarios, siete
terciarios y siete cuaternarios, ademas se conoce el desplazamiento de estos carbonos y de
sus respectivos protones. También se determind el desplazamiento de los carbonos 29C,
13C, 11C y 6C; de los protones de los grupo hidroxilo, carboxilico y de los unidos a los
carbono 6C y 13C. Para identificar las demas sefiales se analizaron los espectros COSY

(Figura 45) y HMBC (Figura 47) lo que permitié determinar coémo estan correlacionadas.

A e

3.01, 1.45 (6, 5) 1.85,1.46 (14, 9)

)

5.13, 1.85 (13, 14)

4.28,3.01 (23, 6)

55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5

Figura 45. Espectro COSY de los cristales A.

El espectro COSY permitio determinar cémo estan correlacionadas algunas sefiales,
analizando la correlacion del 17C-22C-32C permite diferenciar de su isbmero ya que si no

hubiese una correlacion del 22C con el 32C la molécula no seria &cido ursolico (Figura 46).
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Figura 47. Espectro HMBC de los cristales A.
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El espectro HMBC proporciona informacion de la correlacién heteronuclear de largo
alcance, lo cual permitié determinar como estan correlacionadas las sefiales. Para esto se
analizé las correlaciones de los protones de los metilos con los carbonos a una distancia de
dos y tres enlaces. El analisis de este espectro también permitié diferenciar AU de AO, el
hecho que no se tenga una correlacion entre el proton del 33C con el 32C implica que el
33C no se encuentra enlazado a 21C y el hecho que se tenga una correlacion de los
protones de 32C con en carbono 22C implica que el 32C se encuentra enlazado a 22C. Esto
afirmar que la molécula purificada es AU (Figura 48).

Figura 48. Correlacion HBMC.

Integrando la informacion de COSY y HMBC (Figura 49) se puedo atribuir las sefiales
correspondientes a cada carbono (Tabla 17).
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Figura 49. Correlacion COSY y HMBC.
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Tabla 17. Asignacién de las sefiales de *C y los *H unidos a el

Numero de Tipo de Desplazamiento de Desplazamiento de
carbono Carbono 13C en ppm 'H en ppm
29 C 178,71
11 C 138,63
13 CH 125,04 5,13
6 CH 77,29 3,01
2 CH 55,27 0,67
17 CH 52,84 2,11
9 CH 47,50 1,46
15 C 47,29
12 C 42,10
7 C 39,57
21 CH 38,97 0,93
22 CH 38,93 1,3
4 C 38,84
3 CH, 38,72 1,55
1 @ 37,00
1,58
20 CH, 36,79 154
1,45
8 CH; 33,19 128
1,44
19 CH; 30,68 128
24 CH3 28,73 0,9
1,81
18 CH, 28,01 101
5 CH, 27,46 1,45
16 CH; 24,29 1,53
28 CHs 23,74 1,05
14 CH, 23,32 1,85
33 CH3 21,56 0,91
1,47
10 CH, 18,48 130
32 CH3 17,48 0,82
27 CH3 17,37 0,76
25 CH3 16,54 0,68
26 CH3 15,70 0,87

Con el analisis de toda esta informacion se puede afirmar que los cristales que se

obtuvieron por recristalizacion del extracto de la flor de arena, es acido ursolico.
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Se realizd6 una comparacion de los desplazamientos de las sefiales de los carbonos
obtenidos y los reportados por Uddin et al. (2011) (Tablal8).

Tabla 18. Sefiales obtenidas de **C-RMN (ppm) y referencia

Ndmero de Tipo de Desplazamiento de Desplazamiento de
carbono Carbono 13¢ obtenido 3¢ referencia*
29 C 178,71 180,0
11 C 138,63 139,7
13 CH 125,04 125,6
6 CH 77,29 78,1
2 CH 55,27 55,8
17 CH 52,84 53,5
9 CH 47,50 48,3
15 C 47,29 48,0
12 C 42,10 42,5
7 C 39,57 40,0
21 CH 38,97 39,1
22 CH 38,93 39,5
4 C 38,84 38,4
3 CH, 38,72 38,4
1 C 37,00 37,4
20 CH, 36,79 37,3
8 CH, 33,19 33,6
19 CH, 30,68 31,1
24 CH; 28,73 28,8
18 CH, 28,01 28,7
5 CH, 27,46 28,1
16 CH, 24,29 24,9
28 CH; 23,74 23,8
14 CH, 23,32 23,6
33 CH; 21,56 21,4
10 CH, 18,48 18,8
32 CH; 17,48 17,5
27 CH; 17,37 17,4
25 CHs 16,54 16,6
26 CH; 15,70 15,7

* Referencia (Uddin et al., 2011)

Como se observa en la Tabla 18 existe una correlacion entre los datos obtenidos y los

determinados por Uddin.
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5  Conclusion
Se cuantifico de manera exitosa el contenido total de acido ursélico (4,864 %) en la planta
medicinal conocida comercialmente como flor de arena, es la especie con mayor contenido

de &cido ursdlico reportado hasta el momento, entre la familia de las Lamiaceae y entre
algunas otras especies. Se logro desarrollar tres métodos para obtener cristales de &cido
ursolico de una manera féacil, sin la necesidad de métodos cromatograficos preparativos en

silica gel, ni uso de solventes toxicos, lo que convierte a estos métodos no solo en féciles,

sino también en econdémicos. Los resultados muestran que la flor de arena es una
importante biofuente para la obtencidén de acido ursolico de calidad estandar o para su
empleo en estudios de propiedades bioactivas y sintesis de derivados con potencial

terapéutico.
La investigacion fue aceptada para su publicacion en la Revista Colombiana de Quimica la
cual se encuentra indexada en las bases de datos SCOPUS, PUBLINDEX, DOAJ, SCIELO,

LATINDEX y REDALYC.
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Espectro HSQC de los cristales A.
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Espectro COSY de los cristales A.

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




LY

ppm 14 12 10 8 6 4

Espectro HMBC de los cristales A.

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis

e
2

16

24

32

40

48

56

64

72

80

88

96

104

112

120

128

136

144

152

168

176




Parametros de red del Acido ursélico (Simon et al., 1992)

Grupo espacial - P 2,2,2; (19) Simetria Ortorrombica
a(A) b (A) c(A)
Parametros de celda 7,199 12,157 33,888
Posicién de Wyckoff X y z
0(1) 0,7937 0,3065 0,8925
0(2) 0,6398 0,0151 0,5750
0(3) 0,9049 -0,0666 0,5841
C@) 0,601 0,2841 0,7902
C(2) 0,600 0,2941 0,8349
C(3) 0,799 2,900 0,8506
C4) 0,8987 0,1822 0,8403
C(5) 0,8919 0,1712 0,7944
C(6) 0,9974 0,0732 0,7777
C(7) 1,0433 0,0937 0,7345
C(8) 0,8745 0,1186 0,7086
C(©9) 0,7361 0,1985 0,7293
C(10) 0,6978 0,1800 0,7748
C(11) 0,560 0,2105 0,7043
C(12) 0,600 0,2152 0,6606
C(13) 0,7625 0,2008 0,6437
C(14) 0,9348 0,1746 0,6685
C(15) 1,0699 0,0993 0,6458
C(16) 1,093 0,1268 0,6023
Cc@17) 0,908 0,1305 0,5809
C(18) 0,7814 0,2181 0,5992
C(19) 0,836 0,3376 0,5886
C(20) 0,862 0,3530 0,5430
C(21) 0,995 0,2688 0,5270
C(22) 0,938 0,1518 0,5362
C(23) 1,107 0,1981 0,8525
C(24) 0,822 0,0837 0,8630
C(25) 0,776 0,0065 0,6998
C(26) 0,570 0,0804 0,7834
C(27) 1,041 0,2848 0,6759
C(28) 0,820 0,0164 0,5815
C(29) 0,692 0,4191 0,6038
C(30) 0,930 0,4677 0,5321
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