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Resumen

Se realiz6 un analisis de bioactividad, a los extractos en metanol, diclorometano y hexano,
de las hojas de la planta Chromolaena laevigata, basandose en ensayos de actividad antibacte-
riana. Todos los extractos inhibieron el crecimiento de las bacterias Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) y Bacillus cereus (ATCC 9634), por el contrario, no presentaron actividad frente a
las bacterias Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9920) y Salmonel-
la typhimurium (ATCC 10031). El extracto en diclorometano fue separado por cromatografia en
columna obteniéndose diez fracciones. Después de sucesivas columnas cromatograficas, dos
subfracciones fueron caracterizadas por CG/EM, evaluandose su actividad antibacteriana. Se
identificaron los compuestos 1-metoxi- 2,4,8-nonatrieno, 3-(3-propenil-5-propil) ciclohexilpro-
panoato de metilo. El extracto de hexano fue fraccionado por cromatografia de columna, obte-
niéndose ocho fracciones. Dos subfracciones fueron caracterizadas mediante el uso de CG/EM,
identificandose la 6,10, 14-trimetil-2-pentadecanona, y los ésteres metilicos de los acidos hexa-
decanoico, octadecanoico, eicosanoico, docosanoico y heptadecanoico.
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Identification of some chemical constituents
from the Chromolaena laevigata leaves by gas
chromathography-mass spectrometric. Part II

Abstract

The methanol, dichloromethane and hexane extracts of Chromolaena laevigata leaves were
evaluated for their antibacterial properties. The bioassays revealed that all the extracts inhibited
the growth of Staphylococcus aureus (ATTC 6538) and Bacillus cereus (ATTC 9634), otherwise, they
did not showed activity against Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9920) and Salmonella typhimurium (ATCC 10031) bacteria. The dichloromethane extract was sepa-
rated by column chromatography affording ten fractions. After successive column chromato-
graphy, two sub fractions were evaluated for its antibacterial property, which were analyzed by
GC/MS. The compounds 1-methoxy-2.4.8-nonatriene, 3-(3-propenil-5-propil) methyl cyclohexyl-
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propanoate were identified. The hexane extract was fractionated by column chromatography, being
obtained eight fractions. Two sub fractions were analyzed by GC/MS and identified the following
components: 6.10.14-trimethyl-2-pentadecanone, methyl hexadecanoate, methyl octadecanoate,
methyl eicosanoate, methyl docosanoate and methyl heptadecanoate.

Key words: Biological activity; Chromolaena laevigata; GC/MS.

Introduccion

El reino vegetal constituye una de las
principales fuentes potenciales de compues-
tos utiles, que son de importante utilidad de-
bido a que algunas de ellas pueden emplear-
se como medicamento (1, 2). Con el interés
que ha despertado la medicina “naturista”, a
diario crece el numero de escritos que ilus-
tran el uso de diversas plantas para el trata-
miento de ciertas afecciones. Paralelamente,
con el desarrollo de la quimica organica, se
ha evolucionado hacia el estudio cientifico de
los componentes y los efectos de algunas
plantas que, tradicionalmente, muestran ac-
tividades biologicas interesantes (3, 4). El
empleo de ciertas plantas, con fines terapéu-
ticos especificos, indica que éstas poseen
compuestos con propiedades curativas de
gran importancia, entre éstas se puede citar
las plantas pertenecientes a la gran familia
botanica Asteraceae (anteriormente denomi-
nada Compositae), siendo ésta una de las
mas distribuidas en el mundo aunque su
mayor diversidad se encuentra en el conti-
nente americano (5), caracterizada por su di-
versidad de tipos de plantas con flor, con cer-
ca de 20 000 especies, como los crisantemos,
las dalias y las margaritas, algunas plantas
de esta familia tienen gran importancia eco-
noémica, ya que son utilizadas con fines orna-
mentales y medicinales, gracias a sus propie-
dades curativas, algunas de ellas son la ca-
momila (Santolina chamaecyparissus), te de
roca (Jasonia glutinosa), aliento de toro y es-
pina de pez (Achillea ageratumy Achillea mi-
lefolium), hierba de renegado (Othanthus ma-
ritimus), donceles (especies de Artemisia), ca-
léndula (Calendula officinalis) (6), asi como
también en el caso del género Chromaloena
siendo esta muy conocida en el mundo fito-
quimico por producir lactonas sesquiterpé-

nicas, flavonoides, compuestos glicosidados,
entre otros. Ademas, han sido reportados
compuestos con actividad biolégica, lo que
aumenta el gran interés de su estudio (7).
Una de las especies de la cual se tiene poca
informacion, es Chromolaena laevigata, co-
nocida como mora dulce, azotacaballo, cam-
bara o camara, sanalotodo, salvia y doctorci-
to. La misma es utilizada en la medicina na-
turista para aliviar ciertos males y dolencias,
desinflamar hinchazones, tumores, dolor de
muelas, enfermedades intestinales, antigri-
pal, rasquina y para combatir la lepra. La
parte de la planta utilizada en la medicina po-
pular son las hojas, que bien pueden prepa-
rarse en alcohol o cociéndolas en agua (8, 9).
Los estudios quimicos a esta planta han arro-
jado como resultado la identificacion de algu-
nas clases de metabolitos, tales como la 5-hi-
droxi-7,3’,4’-trimetoxiflavona, un acido diter-
pénico de la serie clerodanos, parcialmente
identificado (8), laevigatin, el cual es un fura-
no sesquiterpenoide 6pticamente activo que
se obtuvo del aceite esencial de la misma (10).
Posteriormente estudios realizados permitie-
ron aislar cuatro nuevos compuestos deriva-
dos de chromolaenin (laevigatin); dehi-
drochromolaenin acido 7,7-dihidroxicala-
mendodecanoico lactona, acido 7-hidro-
xi-7-metoxicalamendodecanoico lactona y
tetradehidrochromoarnotiona; cuatro deri-
vados tipo clerodano: acido 6a-isobutirilo -
xi-7f-acetoxi-13-Z-kolavénico, acido 6a-an-
geloiloxi-7f3-acetoxi-13-Z-kolavénico, acido
6a-7p-diacetoxi-13-Z-kolavénico, acido
6a-isobutiriloxi-74-angeloiloxi-13,14- dihi-
dro- kolavénico, un nuevo tipo de norsesqui-
terpeno; chromolaevanadiona, como tam-
bién dos sesquiterpenos con un nuevo esque-
leto carbonado; 10-oxo-isodaue-3-en-15-aly
10a-hidroxiisodaue-3-en-15-al (9).
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Los analisis biol6gicos han demostrado
que el extracto en diclorometano de C. laevi-
gata, presenta actividad citotéxica y an-
tifingica, frente al hongo Mucor mieheiy ac-
tividad antibacteriana frente a Bacillus bre-
vis, Escherichia coli y Bacillus subtilis (8).
Esto evidencia que dicha planta posee acti-
vidad biolégica de interés farmacoldgico, lo
cual hace interesante la realizacion de un
estudio quimico para poder aislar, en lo po-
sible, el o los metabolitos responsables de la
actividad atribuida a sus usos en la medici-
na popular.

Materiales y Métodos

Recoleccion de la especie de interés

Los ejemplares de Chromolaena laevi-
gata fueron recolectados al azar y en forma
discriminada en la localidad de Caripe, esta-
do Monagas, sector La Brisa, e identificados
en el herbario del Departamento de Biologia
del Nucleo de Sucre de la Universidad de
Oriente. Una vez deshidratada la muestra,
mediante el secado al aire libre, se procedio
a estudiar las hojas.

Obtencion de los extractos

Las hojas de la planta fueron molidas
en un molino eléctrico para, posteriormen-
te, ser extraidas con metanol. Una vez eva-
porado el solvente, bajo presion reducida, se
obtuvo el extracto crudo en metanol, al cual,
se le anadi6 una mezcla metanol:agua al
90-10%, se calento ligeramente, y luego fue
extraido, sucesivamente, con hexano y di-
clorometano. Tanto al extracto crudo como
a las fracciones solubles en los dos distintos
solventes, se les realizaron las pruebas de
actividad biolégica.

Pruebas biolégicas
Actividad antibacteriana

La presencia de principios antibacte-
rianos se detect6 utilizando bacterias certifi-
cadas, pertenecientes a la Coleccion Ameri-
cana de Cultivos Tipo (ATCC) existentes en

el Laboratorio de Productos Naturales del
Departamento de Quimica de la Universidad
de Oriente, Nucleo de Sucre.

Esta prueba se realiz6 siguiendo la téc-
nica de difusion en agar o método de antibio-
grama (11). Esta consistié en impregnar dis-
cos estériles de papel de filtro Whatman N 3
de 10 mm de diametro con 25 pL de la mues-
tra para los extractos crudos y 5 mm de dia-
metro con 25 pL para las fracciones. Luego,
estos discos fueron colocados dentro de cap-
sulas de Petri que contenian agar Muller
Hinton, inoculadas con una suspension
bacteriana estandarizada, de concentracion
conocida 1x10° bacterias/mL, por compara-
cion con un patrén McFarlan 0,5. Seguida-
mente, las capsulas se preincubaron a unos
5°C durante 12 horas, para permitir una
mayor difusion del extracto, luego se incu-
baron por 24 horas a 37°C en una estufa,
para asi permitir el crecimiento de la bacte-
ria. La aparicion de halos de inhibicién alre-
dedor del disco es el indicativo de la activi-
dad del extracto o fraccion, la cual se midio
tomando en cuenta el diametro (mm).

Fraccionamiento de los extractos
Extracto en diclorometano

Fueron fraccionados 3900 mg del ex-
tracto en diclorometano de las hojas de C. lae-
vigata sobre silica gel 0,063-0,200 mm en
una columna (1,50 cm x 70 cm). La cromato-
grafia se inici6 con diclorometano como elu-
yente aumentando la polaridad utilizando
mezclas de diclorometano-acetona finalizan-
do con metanol al 100%. Se obtuvieron ciento
treinta y siete eluatos contentivos de 50 mL
cada uno, agrupados en once fracciones to-
mando en cuenta los valores de R, observados
en la cromatografia en capa fina. Como agen-
te revelador, se utiliz6 una solucion de molib-
dato de amonio al 5% en H,SO, al 10%.

Se obtuvo una masa total de 2163,80
mg, que represento el 55,48% del material
cromatografico. A cada una de las fracciones
obtenidas, se le realizé cromatografia en
capa fina, utilizando placas de vidrio o alu-
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minio (20x20 cm®) recubiertas con silica gel
60 mesh, con un espesor de 0,5 mm; éstas
fueron eluidas con diferentes mezclas de
solventes. Como agente revelador se utilizo
una solucion de molibdato de amonio al 5%
en H,SO, al 10%, y se estudiaron aquellas
fracciones que presentaron separacion defi-
nida de sus componentes.

Extracto en hexano

Una fraccion (3500 mg) del extracto en
hexano de las hojas de C. laevigata, fue cro-
matografiaza sobre una columna (1,5 cm x
70 cm) con silica gel 0,2-0,5 mm. La croma-
tografia se inici6 con hexano como eluyente
y, luego, se utilizaron mezclas de hexano-a-
cetato de etilo de distintas polaridades,
CHCI, al 100%, CHCl,-acetato de etilo al
50-50%, acetato de etilo al 100%, acetato de
etilo-EtOH al 80-20%, EtOH al 100%, finali-
zando con metanol al 100%. Se obtuvieron
cincuenta y nueve) eluatos contentivos de
50 mL cada uno, los cuales fueron agrupa-
dos en ocho fracciones tomando en cuenta
los valores de R, observados en la cromato-
grafia en capa fina, revelados con molibdato
de amonio al 5% en H,SO, al 10%. Se obtuvo
una masa total de 753,6 mg, que represento
el 21,53% del material cromatografico. El
criterio de seleccion, aplicado a las fraccio-
nes obtenidas, fue realizado tomando en
cuenta el resultado de la cromatografia en
capa fina, con distintas mezclas de solven-
tes, asi como de la masa obtenida.

Técnica de identificacién

La identificacion de las estructuras de
los metabolitos secundarios se realiz6 utili-
zando la técnica de cromatografia de gases
acoplado con un espectrometro de masas
(CG/EM). Para el analisis se emple6 un cro-
matografo de gases marca Hewlett-Packard
(HP), modelo 5970; serie 2, equipado con
una columna de 25 m x 0,2 mm x 0,1 pm de
espesor utilizando helio (He) como gas de
arrastre con una presion de 68,918 Pa a una
velocidad de 1mL por minuto. La tempera-
tura inicial (T) del horno fue de 70°C con
una rampa de 6°C por minuto hasta llegar a

300°C (T). El cromatégrafo de gases esta
acoplado con un espectrometro de masas
marca Hewlett-Packard (HP) modelo 5971A.
La muestra fue fragmentada por impacto
electronico con una potencia de 70 ev. La
identificacion de los componentes se realizo
por comparacion computarizada con una li-
breria Wiley 138 L.

Resultados y Discusion

Pruebas biolégicas
Actividad antibacteriana

Los resultados obtenidos demostraron
que los extractos en estudio inhiben el creci-
miento de las cepas B. cereus y S. aureus,
siendo el extracto en metanol quien exhibio la
mejor actividad frente a S. aureus. Estos ex-
tractos, ademas de mostrar actividad bacteri-
cida (muerte de la bacteria), presentaron acti-
vidad bacteriostatica (disminucion de la tasa
de crecimiento de la bacteria), lo que puede
atribuirse a diversos factores, tales como la
presencia de mas de un compuesto activo, la
concentracion a la cual se encuentra presen-
te la sustancia, las diferencias entre las ma-
sas molares de cada sustancia, asi como
también del tipo de microorganismo sobre el
cual esté actuando la sustancia (Tabla 1).

Extracto en diclorometano

Obtenciéon del 2-(metoxicarbonilme-
tileno) benzoato de etilo y el 1-meto-
xi-2,4,8-nonatrieno

La subfraccion D, (94,50 mg) fue sepa-
rada mediante la técnica de cromatografia
en columna por gravedad sobre 5,0 g de sili-
ca gel 0,063-0,200 mm, utilizando para esto
una bureta de 10 mL de capacidad como co-
lumna. Se comenz6 eluyendo con éter de pe-
tréleo (35-60°C), seguidamente, con mezclas
de éter de petroleo (35-60°C)-CHCI,, con au-
mentos sucesivos de concentracion de
CHCI,, luego una mezcla de CHCl,-MeOH al
50-50% vy, finalmente, MeOH al 100%.
Treinta eluatos contentivos de 20 mL cada
uno, fueron recolectados y agrupados en
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Tabla 1
Actividad antibacteriana de los extractos de las hojas de Chromolaena laevigata.

D.H.I Origen (ATCC) Coloracion de Gram ExM ExD ExH
Bacterias

Escherichia coli 10536 - - - -
Pseudomonas aeruginosa 9920 - - - -
Salmonella tiphymurium 10031 - - - -
Staphylococcus aureus 6538 + 20*% 12/21* 12/18*
Bacillus cereus 9634 + 16 18 12

D.H.I: Diametro del halo de inhibicion (mm).  (*): Halo bacteriostatico.

Disco: 10 mm. (-): Inactivo. Concentracion: 40 mg/mL.

nueve fracciones segun los resultados de la
cromatografia en capa fina realizada. Se ob-
tuvo una masa total de 90,60 mg, que repre-
sent6 el 95,87% del material cromatografi-
co. La subfraccion D, , fue seleccionada por
presentar mejor separaciéon de sus compo-
nentes, segun la cromatografia en capa fina,
asi como por poseer mayor masa. El resto de
las fracciones resulté ser mezclas de com-
puestos con R, muy cercanos, por lo cual fue
dificil su separacion y no fueron cabalmente
estudiadas. La fraccion seleccionada, fue
separada mediante la técnica de cromato-
grafia en columna, sobre 2040 mg de silica
gel 0,063-0,200 mm, utilizando una bureta
de 10 mL de capacidad como columna. La
cromatografia fue iniciada con una mezcla
de hexano-diclorometano al 30-70%, con
aumento en polaridad hasta metanol
(MeOH) al 100%. Se recolectaron dieciséis
eluatos contentivos de 10 mL cada uno que,
posteriormente, fueron agrupados segun
sus valores de R.

Se obtuvo una masa total de 37,20 mg,
que represento el 91,18% de material cro-
matografico. Segun lo evidenciado en la cro-
matografia en capa fina, todas las fracciones
resultaron ser mezclas complejas; sin em-
bargo, a pesar de lo expuesto, la fraccion
D, ,, fue seleccionada, para analizarse, por
encontrarse en mayor proporcion. A ésta se
le evaluo la actividad antibacteriana contra

las cepas utilizadas. Sin embargo, este ana-
lisis resulté negativo para cada una de las
bacterias. Posteriormente, se analiz6 croma-
tografia de gases acoplada con un espectro-
metro de masas (CG/EM) con el propdésito de
detectar los posibles compuestos presentes.
En la Figura 1, se muestra el cromatograma
obtenido.

El espectro de masas del compuesto
mayoritario de esta mezcla (TR= 15,36 min),
despleg6 un i6n molecularam/z 222, el cual
corresponde a la férmula molecular C,,H,,0,
(calculado 222,2416 g/mol). Los picos signi-
ficativos se observaron a m/z 222 [M], 149
[M"-CH,0,], 121 [M" - (C,H,O, + C,H,)], 104
M- (C,H,O,+C,H0)], 76 M- (2C,H,0,)], 41
[M"- (CH,OH+CH, +CH.O,)] 32[M"-(CH,
+ C,H,0, + C,HO)]. Estos fragmentos indica-
ron la presencia de un sistema aromatico
sustituido por los grupos: etoxicarbonil y
metoxicarbonil metileno. Segun estos resul-
tados y el estudio del patréon de fragmenta-
cion de masas se propuso al 2-(metoxicarbo-
nilmetileno) benzoato de etilo como posible
compuesto (Figura 2).

En TR= 14,53 min aparece un com-
puesto con area de 13,98 que representa el
segundo compuesto en abundancia. El es-
pectro de masas de este compuesto, eviden-
ci6 el i6n molecular a m/z 152, correspon-
diente a la formula molecular C, H, O (calcu-
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Figural. Cromatograma obtenido a partir de la subfracciéon D, de las hojas de C. laevigata.
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Figura 2. Estructura del 2-(metoxicarbonilme-
tileno) benzoato de etilo, identificado
en la subfraccion D, del extracto en

CH,(CI, de las hojas de C. laevigata.

lado 152,2358 g/mol). Los picos significati-
vos se observaron a m/z 152 [M'], 121 [M" -
OCH,],97 [M'-CH,], 83 [M"- C,H,, 69 [M" -
CH,0],55[M"-CH,0], 32 [M'- CH,,]. Estos
fragmentos indicaron la presencia de un
compuesto lineal insaturado con un grupo
metoxiy dobles enlaces en las posiciones 2,
4y 8. Segun estos resultados, se propuso el
1-metoxi-2,4,8-nonatrieno como posible
compuesto (Figura 3).

Es importante acotar que en la revision
bibliografica realizada no se encontré infor-
macion acerca del aislamiento y/o caracte-
rizacion de los compuestos identificados en
la fraccion D, ,. Por lo tanto, el reporte de
estos componentes, es un importante apor-
te para el conocimiento de la composicion
quimica de ésta especie.

/\/\/\/\/ oct

Figura 3. Estructura del 1-metoxi- 2,4,8 -nona-
trieno, identificado en la subfraccién
D,,, del extracto en CH,Cl, de las
hojas de C. laevigata.

Obtencién del 3-(3-propenil-5-propil)
ciclohexil propanoato de metilo

La subfraccion D, (81,40 mg) fue sepa-
rada utilizando cromatografia en columna
sobre 4000 mg de silica gel 0,063-0,200 mm.
Se comenzo6 eluyendo con éter de petroleo
(35-60°C) seguidamente con mezclas de éter
de petroleo-CHCI,, con aumentos sucesivos
de concentracion de CHCI,, luego una mez-
cla de CHCl,-MeOH al 50-50% y, finalmente,
MeOH al 100%. Veintitrés eluatos, contenti-
vos de 20 mL cada uno, fueron recolectados.
A cada uno de los eluatos obtenidos, se le
realizé cromatografia en capa fina, para asi
agrupar aquellas fracciones que presenta-
ban similitud en sus R, con diferentes mez-
clas de solventes, utilizando como agente re-
velador una solucion de molibdato de amo-
nio al 5% en H,SO, al 10%. Tomando en
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cuenta lo observado en la cromatografia en
capa fina, se obtuvieron siete subfracciones.

Se obtuvo una masa total de 75,60 mg,
que represento el 92,87% del material cro-
matografico. Se le realizo cromatografia en
capa fina a todas las subfracciones, sin em-
bargo la subfraccioén D, ,, evidenci6 una me-
jor separacion de sus componentes y por tal
motivo, asi como por poseer mayor masa, la
misma fue seleccionada para su posterior
analisis cromatografico.

La separacion de la subfracciéon D, , fue
mediante cromatografia en columna por
gravedad sobre 1600 mg de silica gel 0,2-0,5
mm, utilizando para esto una bureta de 10
mL de capacidad como columna. La croma-
tografia fue iniciada utilizando éter de petro-
leo (35-60°C), seguidamente mezclas de éter
de petroleo-CH,CI, con diferentes polarida-
des. Luego se utilizé una mezcla de
CH,C],-EtOH al 70-30% y finalmente EtOH
al 100%. Se recolectaron veintiséis eluatos
de 10 mL cada uno.

A cada uno de los eluatos obtenidos se
le realiz6 cromatografia en capa fina, con di-
ferentes mezclas de solventes, con la finali-
dad de agrupar aquellas fracciones que pre-
sentaran un comportamiento cromatografi-
co similar. El agente revelador fue una solu-
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cion de molibdato de amonio al 5% en H,SO,
al 10%. Tomando en cuenta los R, se obtu-
vieron ocho subfracciones.

Se obtuvo una masa total de 29,9 mg,
que represent6 92,28% del material croma-
tografico. Todas las subfracciones resulta-
ron ser mezclas complejas; sin embargo la
subfracciéon D,,, fue seleccionada por
encontrarse en mayor proporcion. La eva-
luacioén de la actividad antibacteriana, utili-
zando discos de 5 mm de diametro, mostro
que la fraccion en estudio inhibe el creci-
miento de las cepas B. cereusy E. coli, obser-
vandose halos de inhibicion de 7y 11 mm de
diametro, respectivamente. Sin embargo
este analisis resulté negativo contra el resto
de las cepas utilizadas (Tabla 1). Posterior-
mente, se analiz6 por cromatografia de gases
acoplada con un espectrometro de masas
(CG/EM) para de esta manera, determinar
los compuestos presentes. En la Figura 4, se
muestra el cromatograma obtenido.

El espectro de masas del compuesto
mayoritario de esta mezcla (TR= 15,74 min),
mostro un ion molecular a m/z 252, el cual
corresponde a la férmula molecular C, H,,0,
(calculado 252,40 g/mol). Los picos signifi-
cativos se observaron a m/z 252 [M'], 223
[M"-C,H,], 209 [M'-CH,], 109 [M' - (C,H, +
C,H, + C,H,0,)], 191 [M" - C,H,O,], 81 [M" -

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2260 Tiémpo(

min)

Figura 4. Cromatograma obtenido a partir delasubfracciéon D, , del extracto en CH,Cl, delashojas de C.

laevigata.
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(CH,+CH,+CH,,)],41[M"-(C,H,+ CH, +
CH)0,)], 32 [M" - (CH, + CH, + CH, +
C,H,O)]. Estos fragmentos indicaron la pre-
sencia de un ciclohexano trisustituido por
los grupos propilo, propenilo y un éster. Se-
gun estos resultados se propuso al 3-(3-pro-
penil-5-propil) ciclohexilpropanoato de me-
tilo como posible compuesto (Figura 5). Es
importante senalar que, segun la revision
bibliografica realizada, no se encontro infor-
macion alguna referente al compuesto iden-

tificado en la subfraccién D, .

Extracto en hexano

La cromatografia en capa fina, con dis-
tintas mezclas de solventes, realizada a la
subfraccion H,, revelo separacion definida
de sus componentes. Ademas de esto, esta
fraccion presento la mayor masa y, por esta
razon, se le realizaron los analisis cromato-
graficos y quimicos correspondientes con el
fin de obtener los posibles compuestos pre-
sentes en ella.

La separacion cromatografica, de la
subfraccion H, (503,20 mg) se realizé utili-
zando cromatografia en capa fina preparati-
va sobre silica gel como fase estacionaria y
como fase moévil una mezcla de éter de petro-
leo (35-60°C)-diclorometano 40-60%, obte-
niéndose dos bandas cromatograficas. La
masa recuperada, de la cromatografia reali-
zada a esta subfraccion, fue de 404,70 mg,
que represento el 80,42% del material cro-
matografico.

La cromatografia en capa fina de la
subfraccion H, ,, mostro separacion definida
de sus componentes, por tal motivo, se le
realizé cromatografia en capa fina prepara-
tiva, utilizando una mezcla de éter de petro-
leo (35-60°C)-acetato de etilo al 19-1%, ob-
teniéndose cuatro bandas cromatograficas.

Se obtuvo una masa total de 165,1 mg,
que represento el 53,97% del material cro-
matografico. Se estudio la subfraccion H,,,
por encontrarse en mayor proporcion ade-
mas de presentar mejor resolucion en la cro-
matografia realizada. Esta subfraccion fue

O
o/

\

Figura 5. Estructuradel 3-(3-propenil-5-propil)
ciclohexilpropanoato  de  metilo,
identificado en la subfracciéon D, , del

extracto en CH,Cl, de las hojas de C.
laevigata.

separada mediante cromatografia de capa
fina preparativa utilizando una mezcla de
éter de petroleo (35-60°C)-cloroformo al
24-1% como eluyente, obteniéndose cuatro
bandas cromatograficas. Se obtuvo una
masa total de 69,50 mg, que represento el
65,44% del material cromatografico. El uso
de cromatografia en capa fina, con distintas
mezclas de solventes, sugirio la presencia de
un posible compuesto puro, tanto en H, ,,,
como en H,,,,, por tal motivo, las mismas,
fueron analizadas por cromatografia de ga-
ses acoplada con un espectrometro de ma-
sas (CG/EM), en cada caso, con el propdsito
de verificar la pureza de dichas fracciones y
detectar el o los compuestos presentes.

A pesar que la cromatografia en capa
fina, con distintas mezclas de solventes, rea-
lizada a la subfraccion H, ,,, sugiri6 la pre-
sencia de un posible compuesto puro, la cro-
matografia de gases evidencia lo contrario
(Figura 6). Probablemente, esta fraccion era
una mezcla de compuestos con R, iguales,
donde se puede apreciar un componente en
mayor proporcion con tiempo de retencion
de 14,90 min y area 51,75%.

El espectro de masas del compuesto
mayoritario de esta mezcla (TR = 13,86 min),
exhibio un i6n molecular a m/z 268, el cual
corresponde a la formula molecular C H,,O

(calculado 268,48 g/mol). Los picos signifi-
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Figura 6. Cromatograma obtenido a partir de la subfracciéon H, , ,,, del extracto en hexano de las hojas de

C. laevigata.

cativos se observaron a m/z 268 [M'], 225
[M'-C,H,],210[M"-C,H,O], 194 [M" - (C,H,O
+2CH,)], 8 [M'-CH,], 71 [M" - C H,J, 58
[M" - C_H,]Il 43 [M' - C,,H,,O]. Estos frag-
mentos indicaron la presencia de una ceto-
na en un sistema saturado sustituido por
tres grupos metilos. Segun estos resultados,
se propuso al 6,10, 14-trimetil-2-pentadeca-
nona como posible compuesto (Figura 7), el
cual también es conocido como hexahidro-
farnesil acetona. Este metabolito ha sido re-
portado en la especie Euglossa hemicholra
(12), asi como también en plantas de la fami-
lia Lamiaciae, tales como Elsholtzia polysta-
chya (13), Nepeta racemosa (14) y Thymus
longicaulis (15), entre otras. EI cromatogra-
ma obtenido para la fraccion H €S mos-
trado en la Figura 8.

1.2.4.3

A pesar que la cromatografia en capa
fina realizada, con distintas mezclas de sol-
ventes, a la subfracciéon H, , , , (Figura 8) in-
dicaba la presencia de un posible compues-
to puro, la cromatografia de gases muestra
la existencia de, por lo menos, veinte com-
puestos, lo cual era indicativo de que la mis-
ma se trataba de una mezcla de compuestos
con el mismo R.

Con el fin de facilitar el analisis, se estu-
diaron aquellos picos que presentaron mayor
indice de certeza, suministrado por la base

/O\/\)vvk/vk

6,10,14-trimetil-2
-pentadecanona, identificado en la
subfraccion H

Figura?7. Estructura de

124, del extracto en
hexano de las hojas de C. laevigata.

de datos, asi como mayor area. De acuerdo a
esto, se lograron identificar cinco picos. En
cada uno de los casos se estudi6 detallada-
mente el espectro de masas y se realizé6 un
patron de fragmentacion para, asi, confirmar
la estructura de cada componente.

El espectro de masas del compuesto
mayoritario de esta mezcla (TR= 14,90 min),
mostro un iéon molecular a m/z 270, el cual
corresponde a la férmula molecular C,,H,,0,
(calculado 270,45 g/mol). Los picos signifi-
cativos se observaronam/z 270 [M’], 255 [M
- CH,]", 239 [M - OCH,]", 227 [M - C,H,]", 213
M-CH,", 199[M - CH, ], 185 [M - CH,I",
171 [M - CH,I', 157 [M - C,H]J", 143 [M -
CH,, 129 M-C,H,], 115[M-C, H,I, 87
M - CH,I, 74 [M+1 - C H,J], 43 [M -
C,H,.0,, 32 [M+1 - C,H, Ol Estos frag-
mentos indicaron la presencia de un éster
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Figura8. Cromatograma obtenido a partir de la subfracciéon H, ,, ,, del extracto en hexano de las hojas de

C. laevigata.

metilico con una cadena lineal saturada. Se-
gun estos resultados, se propuso al hexade-
canoato de metilo como posible compuesto
(Figura 9), el cual ha sido reportado en las
especies Krameria axina (16), Eugenia
caryophyllus (17), Calanthe sieboldii (18) y
Serenoa serrulata (19). En ninguno de los
casos se tiene informacién sobre su activi-
dad biologica.

Elsegundo compuesto mas abundante
en esta mezcla (TR = 16,60 min), mostro ion
molecular a 298 m/z, que concuerda con la
formula molecular C, H, O, (calculado
298,50 g/mol). Los picos significativos se
observaron a m/z 298 [M'], 270 [M - C,H,]',
255 [M -CH,I', 241 [M - CH,I', 227 [M -
CH,I'199[M-CH,]', 185 M -CH,I", 157
M- CH,I, 143 [M - C,H,.]", 129 [M -
C,H,I.87M-CH,I, 74 [M+1-C, H.]", 43
M - C,H,0,l', 32 [M+1 - CH,OJ". Estos
fragmentos indicaron la presencia de un és-
ter metilico con cadena lineal saturada. Se-
gun los resultados, se propuso al octadeca-
noato de metilo como posible compuesto (Fi-
gura 9), el cual ha sido aislado de las espe-
cies: Eugenia caryophyllus (17), Stellaria
media (20) y Ophiocoma scolopendrina (21).

El espectro de masas del tercer com-
puesto mas abundante en masa de esta
mezcla (TR = 18,37 min), exhibi6 un iéon mo-

lecular a m/z 326, correspondiente a la for-
mula molecular C, H,,0, (calculado 326,56
g/mol). Los picos significativos se observa-
ronam/z 326 [M'], 295 [M - OCH,]", 283 [M -
CH,J, 255[M-CH,]I, 241 [M-CH,I", 227
[M-CH,I', 199 M-CH,I', 185 [M-C H,I,
171 [M - C, H,,J', 143 [M - CH,I", 87 [M -
CH.I, 74M+1-CH,.I", 43 [M- C,H.,O,l",
32 [M + 1- C,;H,,O]'". Estos fragmentos indi-
caron la presencia de un éster metilico con
cadena lineal saturada. De acuerdo a esto,
se propuso al eicosanoato de metilo como
posible compuesto (Figura 9), el cual tam-
bién ha sido reportado en las especies Ophio-
coma scolopendrina (21), Valeriana wallichii
(22) y Aralia elata Seemann (23).

El cuarto compuesto mas abundante de
esta mezcla (TR= 20,00 min). El ion molecular
a 354 m/z, corresponde a la formula molecu-
lar C H,,0, (calculado 354,61 g/mol). Los pi-
cos significativos se observaron a m/z 354
[M'], 340 [M+1 - CH,]', 311 [M-C,H,]', 297 [M -
CH,I', 283[M-CH, ], 255[M-CH,]", 241 [M
-CH,.I',213[M-C,H,I, 199[M-C, H,l, 185
[M-C,H,JI, 157 M -C, H,JI', 143 [M-C H. I,
129 M - C H,l, 101 [M - C H,I', 87 [M -
CH.I, 74 [M+1 - C,H,I', 43 [M - C, H..O,I",
32 [M+1 - C,H,,Ol'". Estos fragmentos indica-
ron la presencia de un éster metilico con cade-
na lineal saturada. Segun estos resultados, se
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n = 13 éster metilico del acido hexadecanoico

n = 15 éster metilico del acido octadecanoico

n =19 éster metilico del acido docosanoico

Figura 9. Estructura de los ésteres metilicos aislados a partir de la subfraccion H

hexano de las hojas de C. laevigata.

propuso al docosanoato de metilo como posi-
ble compuesto (Figura 9), el cual también ha
sido reportado en las especies; Ophiocoma
scolopendrina (21), y Comanthus japonica
(24).

El quinto compuesto mas abundante
de esta mezcla (TR = 15,65 min), mostré un
i6on molecular a 284 m/z, este valor es con-
sistente con la féormula molecular C,H, O,
(calculado 284,48 g/mol). Los picos signifi-
cativos se observaron a m/z 284 [M’], 270
[M+1-CH,]", 241 [M-CH,]", 227 [M - C,H,]",
213[M-CH,J', 199 M - CH,I", 185 [M -
CH,, 171 M-CH, ], 143[M-C,H,], 115
M-C_,H,], 101 [M-C_H,I", 87[M-C, H,I",
74 M+1-CH,I, 57 [M-C_H,O,]", 43 [M -
C,H,0,l, 32 [M+1 - C, H,Ol". Estos frag-
mentos indicaron la presencia de un éster
metilico con cadena lineal saturada. Segun
estos resultados, se propuso al heptadeca-
noato de metilo como posible compuesto (Fi-
gura 9). Este fue reportado anteriormente
en las flores de Calanthe sieboldii (18) y en
las hojas de la planta Flacourtia indica (25).

Las fracciones restantes pertenecien-
tes al extracto en hexano, resultaron ser
mezclas complejas, es decir, no se observo
separacion definida de sus componentes, al
realizar la cromatografia en capa fina con
distintas mezclas de solventes, por lo cual
no se hizo ningun tipo de analisis quimico
con las mismas.

(CH,) CH,

n = 14 éster metilico del 4cido heptadecanoico

n =17 éster metilico del acido eicosanoico

1243 del extracto en

Conclusiones

Todos los extractos de las hojas de la
planta mostraron actividad antibacteriana
contra las especies de bacterias Gram positi-
vas: Staphylococcus aureusy Bacillus cereus.

La fraccién D, ,,, del extracto en CH,Cl,,
no mostro actividad antibacteriana frente a
las bacterias utilizadas y los compuestos pre-
sentes en mayor proporcion se identificaron
como: 2-(metoxicarbonilmetileno) benzoato
de etilo y 1-metoxi-2,4,8-nonatrieno.

La fraccion D, , del extracto en CH,Cl,,
mostro actividad antibacteriana frente a las
bacterias Gram positivas Escherichia coli y
Bacillus cereus y el componente en mayor
proporcion se identific6 como: 3-(3-prope-
nil-5-propil) ciclohexilpropanoato de metilo.

El componente en mayor proporcion en
la fraccion H, , , ,, del extracto en hexano, se
identificé como: 6,10, 14-trimetil-2-pentade-
canona.

Los compuestos presentes en mayor
proporcioén en la fraccion H, , , ,, del extracto
en hexano, se identificaron como: hexadeca-
noato de metilo, octadecanoato de metilo, ei-
cosanoato de metilo, docosanoato de metilo
y heptadecanoato de metilo.
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