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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo el estudio fitoquimico de la especie Capparis
ovalifolia, buscando identificar algunos metabolitos presentes en sus hojas, las cuales son

utilizadas en la medicina tradicional y como insecticida natural.

Se colectd la muestra de Capparis ovalifolia en la localidad Batan Grande (1000 msnm),
provincia de Ferrenafe, departamento de Lambayeque. El material vegetal colectado, fue
estudiado taxondmicamente en el Museo de Historia Natural de la UNMSM, para luego ser

analizado quimicamente en nuestros laboratorios.

El andlisis de este material vegetal consistio en la obtencién de aceites esenciales por el
método de destilacion por arrastre de vapor. Posteriormente se prepararon extractos crudos
en diversos solventes, a partir de ellos se aislaron metabolitos secundarios usando diversas
técnicas cromatograficas para la separacion y purificacion de fracciones y metabolitos.
Finalmente en base a métodos espectroscopicos IR, UV-V, RMN mono y bidimensional y
espectrometria de masas, se procedié a la elucidacion estructural de algunos de los
metabolitos presentes en esta especie. Mediante GC-FID se reconocié la composicion

estructural del aceite esencial de esta planta.

A partir del extracto de acetato de etilo se aislé un compuesto cristalino, incoloro, de punto de
fusion 210-212 °C, sus datos espectroscopicos confirman que se trata del triterpeno C3oHs00
llamado lupeol. Se ha demostrado la potencialidad antioxidante de esta especie en funcion a
su contenido de lupeol. El estudio de RMN mono y bidimensional permitidé determinar su
estereoquimica. Se aislé un metabolito sélido, amorfo, de color blanco, que corresponde a un
hidrocarburo acido de cadena larga y un compuesto sélido de color amarillo, amorfo, de tipo

terpeno.

El aceite esencial de las hojas de Capparis ovalifolia contiene como productos mayoritarios al
mentol, acetato de metilo, 3-octenona, viridiflorol, neo-mentol, piperitona, mentona e
isomentona. Cabe destacar que el contenido de mentol en esta especie es de 51,7 %

convirtiéndolo en una fuente natural de esa sustancia de probada actividad antiespasmadica.
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I. Introduccién

Desde tiempos ancestrales, el hombre utilizé diversas plantas para satisfacer sus mas
urgentes necesidades como son la alimentacion y la medicina. Originando de esta manera el
interés de algunos por el estudio quimico de las plantas, permitiendo la formacion de la
fitoquimica, una disciplina cientifica que emplea diversas técnicas que le permiten aislar
extractos y fraccionarlos sucesivamente hasta obtener metabolitos secundarios. Estas
sustancias estan presentes en pequefias cantidades, sin embargo, en base a las técnicas

espectroscopicas es posible reconocer su estructura molecular.

Los estudios fitoquimicos en las ultimas décadas, han seguido el modelo de fraccionamiento
biodirigido'". Los extractos crudos y parcialmente purificados, asi como los metabolitos
secundarios aislados, son probados frente a la actividad biolégica esperada®. Una de estas
actividades con mayor interés en los ultimos tiempos es la antioxidante, ya que tiene la
propiedad de prevenir la degradacidn oxidativa de diversas sustancias dentro del cuerpo
humano, evitando reacciones radicalicas que conduzcan a la degeneracion de tejidos y

érganos, asi los terpenos presentes en manies reportan actividad antioxidante®®.

Los radicales de oxigeno reactivo juegan un papel importante en estados de enfermedad de
cancer. En los ultimos afios se han reportado estudios fitoquimicos de mangos, en los cuales
se aislaron compuestos, tales como el lupeol y la mangiferina (figura 1) habiéndose
demostrado para ellos actividades anticancer. Los triterpenos, flavonoides, entre otros
compuestos fitoquimicos con actividad antioxidante, cuando se encuentran en alimentos son
denominados alimentos funcionales®. Debido a ello es que las plantas que contienen
moléculas antioxidantes tienen propiedades de alto valor cuando estan presentes en
alimentos, nutracéuticos, fitofarmacos y medicamentos ya que son agentes quimiopreventivos

del cancer®.,
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Figura 1: Estructura de mangiferina

Los flavonoides son sustancias naturales con numerosos hidroxilos fendlicos en su
estructura, encontrandose principalmente en vegetales. Son buenos agentes quelantes de
hierro y se ha comprobado que cumplen funciones de proteccion frente a agentes oxidantes
como la radiacién ultravioleta, contaminantes ambientales, sustancias presentes en alimentos
y en el cuerpo humano. Estas sustancias no pueden sintetizarse dentro del organismo, por lo
que las dietas que incluyen frutas y verduras son aportantes de este tipo de sustancias, entre
ellas podemos mencionar a un par que se les atribuye contribuciéon en la disminucion en el

riesgo de cancer pancreatico, el kaempferol y la quercetina (figura 2)".

OH
OH OH

HO 0 HO ]

oH o OH 0

Figura 2: Estructuras de kaempferol (der.) y quercetina (izq.)

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




L PONTIFICIA
TESIS PUCP gz%\éel_r:gﬁ:m

DEL PERU

Diversas especies vegetales presentadas en la Tabla 1 son fuentes de kaempferol y
quercetina habiéndose comprobado en esos casos actividad antimicrobiana, antiinflamatoria
y principalmente antioxidante, Las plantas de las que se han extraido estos flavonoides se

pueden observar en la figura 3.

Tabla 1: Moléculas con actividad antioxidante

PLANTA MOLECULA ACTIVIDAD
Cydonia oblonga kaempferol antimicrobiana®
Lycium barbarum kaempferol antioxidante!®
Curcuma longa quercetina inhibidor de cancer al colon!?
Allium cepa
Capparis spinosa kaempferol y quercetina | antiinflamatorio y antioxidante!'”

Figura 3: Fotografias de:Curcuma longa © (der.)y Cydonea Oblonga ® (izq.)
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Otros metabolitos secundarios con actividad antioxidante son los terpenos, siendo mas
especificos los triterpenos, los cuales estan constituidos por 30 atomos de carbono, formados

12 Estos terpenos, los cuales se encuentran en

por condensacion de unidades isoprénicas
algunas frutas y verduras, se caracterizan por su actividad antioxidante, insecticida y
fungicida, ademas de antimicrobiana y antiinflamatoria, atribuido al acido p-eleménico aislado

de hojas y cortezas de Bursera graveolens * ' (ver figura 4).

H
H,C  CHs

Figura 4: Estructura del triterpeno acido 3-elemaénico

Por otro lado tenemos al compuesto lupeol (Figura 5), un triterpeno que se encuentra en
diversas especies vegetales habiéndosele reconocido en frutas tales como uva, fresa y
mango. Se le ha aislado de un gran nimero de plantas entre ellas cnidosculus elasticus!"®
Ultimamente se logré aislar lupeol de emulsiones de latex y exudados de Ficus carica

encontrandose presente en alta concentracion‘'®.

Se ha comprobado que el lupeol posee propiedades farmacologicas tales como,

antiinflamatorio, hepatoprotector, antilipidémico y, principalmente, antioxidante"”.
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Figura 5: Estructura del triterpeno lupeol

Las plantas de la familia Capparaceae o Capparidaceae pertenecen a un grupo de arboles
arbustos o hierbas del orden Brassicales. Estas plantas tienen hojas palmaticompuestas o
simples, a veces ternadas o palmeadas, frecuentemente alternas y estipuladas. Presentan

flores hermafroditas sigomorfas y en casos especiales actinomorfas.

En las flores se pueden reconocer un caliz con cuatro sépalos, corola con cuatro pétalos
siendo notoria en ellas la presencia de androceo con minimo de seis estambres, pero en
algunos casos con alto numero de ellos. Presentan gineceo supero bicarperal el cual se
sostiene por un largo gindéforo. Los frutos son de tipo capsular o baciforme. En esta familia se

han reconocido mas de ciento cincuenta especies, la mayoria de ellas en la zona ecuatorial.

Entre los géneros de mayor preponderancia destacan Bachmannia, Boscia, Cadaba,

Capparis, Euadenia Neothoreli, Puccionia y Tirania!"®.

A continuacién se presentan
fotografias de flores de plantas Capparidaceae, donde se aprecia que lo mas saltante en ellas

son los estambres, los cuales varian en numero y tamafio (figura 6).
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Figura 6: Fotografias de Steriphoma ellipticum®, Capparis spinosa®®®y Cleome hassleriana®

En el caso de la especie Capparis spinosa se conoce, desde tiempos ancestrales, el uso de
sus estambres en alimentacion conocidos con el nombre de alcaparras, productos vegetales
de alto valor y de uso en comida gourmet'®. La cocina francesa y la hindd incluyen en sus
platos mas representativos a las alcaparras, las cuales se mantienen frescas en una solucién

salina o en aceite de oliva.
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Figura 7: Fotografia de Alcaparras, frutos de capparis

En los frutos de Capparis Spinosa, alcaparras, ver figura 7, se logré aislar biflavonoides,
compuestos que han sido encontrados por primera vez en la familia Capparidaceae, en estos
compuestos se estudiaron efectos antiinflamatorios, encontrandose los mayores efectos en

isoginkgetina y ginkgetina®.

OCH, OCHs

Figura 8: Estructuras de los compuestos isoginkgetina (izq.) y ginkgetina (der.)
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Nuestra investigacion seleccioné como material de estudio una especie del género Capparis,
de nombre vulgar “Vichayo”, el que se muestra en la figura 9. Su clasificacion taxonémica

corresponde a la siguiente:

Familia: Capparidaceae

Género: Capparis

Especie: ovalifolia

Nombre cientifico: Capparis ovalifolia
Nombre comun: “vichayo” (Peru)

Sindnimos: Capparis avicennifolia

Figura 9: Fotografia de Capparis ovalifolia ™
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1.1 Antecedentes Fitoquimicos

Los estudios realizados sobre el género Capparis han reconocido un significativo uso de esas
especies, se reportd el uso medicinal de sus extractos y propiedades aromaticas en su aceite
esencial®”. Algunas especies de este género emplean los frutos y las raices por sus efectos
diuréticos, astringentes y ténicos, mientras que las partes aéreas frescas incluyendo los
frutos, se conservan en vinagre por tres meses para ser usados medicinalmente®.

Existe interés en reconocer nuevas fuentes de aceites vegetales para cubrir requerimientos
nutricionales, industriales y también para aplicaciones farmacéuticas, desde este punto de
vista existen estudios para reconocer la composicién del aceite de semillas y de la parte
aérea de estas especies®™). Existen escasos estudios de la composicion de acidos grasos y
caracteristicas de esos aceites, entre ellos Gupta y colaboradores®”, determinaron que las
semillas contienen en promedio un 30 % de aceite y reconocieron en ellos a los acidos oléico
palmitico y linoléico, mientras que Akgul y Ozcan® indican que las semillas de Capparis

provenientes de Turquia contienen los mismos acidos pero en diferentes proporciones.

Estudios etnobotanicos reportaron que Capparis spinosa posee usos medicinales como
reduccion de flatulencia, tratamiento contra el reumatismo, anemia y artritis. Asimismo, otras
de sus aplicaciones médicas incluyen su ingestion para mejorar funciones hepaticas,

diuréticas y como desinfectante del rifion(?52").

Capparis flexuosa, considerada como fuente protéica potencial, se incluye como suplemento

(28)

alimenticio del ganado (bovino y caprino)“”, ademas de tener propiedades diuréticas y su

infusion es empleada en casos de hidropesia®® .

En el caso especifico de Capparis ovalifolia, se le atribuyen propiedades antirreumatica,
antiescorbutica, antineuritica y antiespasmodica®. En este mismo trabajo se reporté los
resultados de una marcha fitoquimica donde se reconocian compuestos del tipo taninos,

flavonoides, esteroides entre otros.

En el afio 2008 se publicé un estudio farmacolégico de las hojas de esta especie donde se

informa de la caracterizacion de un farmaco, con un contenido del 4,6 % de cenizas totales.
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Los metabolitos detectados en el tamizaje fitoquimico detectaron aceites, grasas, triterpenos
y alcaloides en el extracto diclorometanico, mientras que en el extracto etandlico se confirmé
la presencias de alcaloides, taninos, flavonoides, catequizas, triterpenos, esteroides,
antocianidinas y aminoacidos. Finalmente en el extracto acuoso se observd alcaloides,
taninos, flavonoides y principios amargos. El conteo microbiolégico del lavado y desinfeccion

dio positivo para enterobacteria®".

De una serie de extractos polares del género Capparis fue posible el aislamiento de
metabolitos secundarios los cuales fueron analizados por técnicas espectroscopicas como
RMN, IR, UV-VIS, GC-MS®?. De esta manera se ha reconocido en este género el predominio
de los metabolitos de tipos glucocapparina y glucocleomina, que se observan en la figura 10.
Estos compuestos pertenecen a productos naturales derivados de aminoacidos llamados
glucosinolatos, los cuales presentan una amplia gama de actividad bioldégica, para aumentar

la resistencia no especifica de antioxidantes y efectos inmunoestimulantes®?.

Figura 10: Estructuras de los compuestos glucocleomina (der.) y glucocapparina (izq.)

Actualmente se usa Capparis flavicans kurz en medicina al noreste de Tailandia,

reconociendo a esta especie como agente promotora de lactancia en humanos. El estudio

fitoquimico de esta especie identificd un compuesto nuevo llamado capparosido A®Y.

10
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1.2 Antecedentes de estudios bioldgicos

Se ha encontrado actividad antioxidante en los extractos polares del género Capparis, asi
como la presencia de metabolitos secundarios de tipo flavonoides y terpenos®. Los

" Como

extractos de Capparis spinosa han demostrado una efectiva actividad antioxidante
se menciono anteriormente, ésta es una especie mediterranea empleada especialmente en la

preparacion de alimentos congelados '").

En otro estudio con la misma especie Capparis spinosa, proveniente de Sicilia, se evaluo la
actividad antioxidante, en este caso se analizaron sus efectos en la alimentacion empleando

para ello una digestion gastrica simulada ©°.

El extracto acuoso de Capparis spinosa administrado repetida y oralmente, reduce la
hiperglicemia normal y severa en ratas. Asi también se comprobd que exhibe una potente

%37 E| reporte indica que el extracto contiene componentes de tipo

reduccion de lipidos'
flavonoides (derivados del kaempferol y quercetina) y acido cinamico, ver figura 11, con

variados efectos bioldgicos, tales como el antinflamatorio®®.

oH

Figura 11: Estructura del acido cinamico

Se han reportado estudios en Capparis decidua y Capparis aphylla, especies nativas de
zonas aridas de Pakistan. En la primera especie se aislé6 un nuevo alcaloide de tipo
espermidina, muy activo biolégicamente, llamado isocodonocarpina, ver figura 12. En la

especie Capparis aphylla se detecté 14-N-acetilisocodonocarpina y 15-N-acetilcapparisina®®.

11
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OCH, OH

Figura 12: Estructura del compuesto isocodonocarpina

La parte aérea de Capparis flavicans contiene un nuevo caparésido el 2-metoxi-4-
hidroxifenol-1-O-B-D-xilopiranosilo-D-glucopiranésido, adicionalmente en ella se reconocio la
presencia de 28 compuestos ya conocidos como (-espionosida, tashiosida, koaburosida,

leounorosida, entre otros 4.

En base a lo antes mencionado, podemos observar el grado de importancia atribuida a los

diferentes compuestos quimicos contenidos en estas plantas.

1.3 Antecedentes de Bioensayos

La gran diversidad de metabolitos presentes en las plantas, permite el uso de éstas para
tratar infecciones de diferentes tipos, inclusive el causado por hongos, ya que plantas como
Capparis spinosa, presentan actividad antifungica y/o antimicética. Sin embargo los seres
vivos tenemos la capacidad de crear resistencia al uso de antifungicos y antimicéticos.
Debido a ello es que se incrementa cada vez mas la necesidad de buscar nuevos farmacos y

por consiguiente plantas que contengan este tipo de actividad“® 4",

Los diferentes extractos y aceites esenciales, pueden someterse a pruebas de actividad

bioldgica, frente a microorganismos como bacterias y hongos, ultimamente se ha desarrollado
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la técnica denominada bioautografia, mediante la cual se establece la presencia o ausencia
de determinada actividad biolégica?.
Las bacterias mas comunes utilizadas en el anadlisis de bioautografia son las presentadas a

continuacion:

Staphylococcus aureus es un agente provocador de diferentes enfermedades entre ellas
infeccion a la piel y tejidos blandos, bacteremia y en algunos casos ataca el tracto
genitourinario. La busqueda de moléculas que reduzcan las infecciones bacterianas, contra
S. aureus se mantiene permanentemente, ya que estos microbios sufren mutaciones que
demuestran sucesivas quimioresistencias, asi inicialmente se trataban con penicilina, luego

con B-lactamasas y finalmente con meticilina®®.

Pseudomonas aeruginosas (ver figura 13), bacteria aerébica gram-negativa, es un patégeno
que ataca tanto a humanos como a plantas, P. aerurginosa se reconoce por una apariencia
perlada mostrando un olor a uvas. Su identificacion clinica se hace reconociendo la
produccion de fluoresceina en combustibles como el kerosene, esto porque el
microorganismo se alimenta de hidrocarburos, su acciébn se conoce como corrosion

microbiana®.

Figura 13: Pseudomonas aeruginosas®
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Escherichia coli (ver figura 14), es una bacteria que vive en el intestino del hombre, algunas
de ellas son inofensivas y otras producen diarreas hemorragicas que causan insuficiencia
renal. Se puede adquirir por intoxicacion con alimentos, por ello es motivo de preocupacion

en los sistemas de salud“®.

Figura 14: Escherichia coli?

Salmonella choleraesuis (ver figura 15), es una bacteria de tipo proteobacteria, es un agente

que produce fiebre tifoidea, una enfermedad muy incidente en la salud del hombre con una

presencia de 16 millones de casos al afio, causando seiscientas mil muertes®®).

Figura 15: Salmonella choleraesuis®
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Micrococcus luteus (ver figura 16), es un género de bacteria de tipo actinobacteria que crecen
sobre alimentos. Se utilizan para observar la morfologia, tamafio celular y agrupaciones
caracteristicas de las células,. Esta especie es de color amarillo blanquecino, frecuentemente

generan infecciones odontolégicas”.

Figura 16: Micrococcus luteus®”

En la literatura no se reportan estudios fitoquimicos ni biolégicos de las hojas de Capparis
ovalifolia. En relaciéon a esta especie los campesinos que viven cerca a la zona de colecta
coincidieron en referir el empleo del extracto acuoso de las hojas de Capparis ovalifolia para
proteger sus cultivos, asignandole actividad biocida. Estas son las razones que nos motivan

a investigar los aceites esenciales y otros metabolitos contenidos en la especie.

El método utilizado para la determinacién de actividad antibacteriana es la bioautografia
directa, el cual consiste en sumergir en las placas de cromatografia de capa delgada, el
agente antimicrobiano en una suspension en su propio caldo de cultivo, para luego ser

incubado permitiendo el crecimiento de los microorganismos.

Los resultados se aprecian como zonas de inhibicion a los microorganismos. La visualizacion
emplea reactivos con actividad deshidrogenasa, siendo los mas comunes las sales de

tetrazolium®?.
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I Parte experimental

2.1.- Materiales y reactivos

o Silica gel Merck para CC (0,063 - 0,200 mm)

o Solventes grado P.A. Merck, sin tratamiento previo.
o Revelador | H,SO, / EtOH 5 %

. Revelador Il EtOH / vainillina 1 %

. Camara de yodo
2.2.- Equipos

. Equipo Melting point Fisher-Johns

o Equipo de hidrodestilacion Bidwill Sterling

o Polarimetro Carl Zeiss Jena modelo 32-G-58

. Espectofotémetro UV-V Lambda 2 Perkin Elmer

. FTIR Serie 1600 Perkin Elmer

. RMN Bruker 300 MHz Consola Avance |l

o GC-FID-MS Perkin EImer GC modelo Clarus MS 500
o GC-MS HP 5890 Serie Il detector masas

2.3.- Muestra botanica

La muestra botanica son hojas secas de Capparis ovalifolia, éstas fueron colectadas en la
localidad Batan Grande (1000 msnm), provincia de Ferrefiafe, Region Lambayeque, ver figura
17. El estudio taxondmico fue realizado en el Museo de Historia Natural de la UNMSM donde

se mantiene una muestra botanica.
Capparis ovalifolia es una planta xerofitica siempre verde, que esta distribuida desde la parte

occidental del Ecuador, penetrando en la costa peruana hasta los 10° 18', es decir, hasta los

cauces secos de La Zorra, lugar situado entre el rio Huarmey (Casma) y la Fortaleza de
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Paramonga. Es originaria de América, se ubica principalmente en zonas semiaridas. En el

Perl, su area de dispersion esta circunscrita a las zonas costeras de Tumbes, Piura,

Lambayeque, La Libertad y Ancash, hasta los 1600 msnm.
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Figura 17: Ubicacién de Batan grande en el departamento de Lambayeque™

Es un arbusto tanto silvestre como cultivado, que al igual que las otras especies de su

género, alcanzan de 1,5 a 2 m de altura en la zona Norte del Peru.

Las raices son fuertemente desarrolladas, alcanzando una longitud de 1,8 a 2 m a los 6

meses de edad, de hojas alternas, pecioladas, sin estipulas, coriaceas, con el haz verde

oscuro y brillante, algo aspero, el envés cremoso debido a la pilosidad estrellada, con

nervaduras pronunciadas; de borde entero, lanceoladas oblongas, con apice y la base

obtusa, de 16 a 20 cm de largo y de 4 cm de ancho. Las flores son hermafroditas,

actinomorfas, de pétalos libres con inflorescencia en racimos agrupados en cimas.
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2.4.- Determinacion de humedad

Se colocaron 15 g de hojas secas y molidas de Capparis ovalifolia en 100 mL de tolueno en
un balén de 250 mL, ensamblandose el equipo Bidwell-Sterling. Se colocé tolueno en la
trampa receptora, con algodon en el extremo superior del condensador para que sirvan de
barrera al ingreso y salida de humedad. Se llevé la muestra a ebullicion observandose que el
agua sea colectada en la trampa; antes de finalizar el proceso, se aumento la velocidad de
destilacion comprobando que no ocurran variaciones en el volumen de agua colectado en la
trampa durante intervalos de 15 minutos. El contenido de agua se expresé como porcentaje

de masa, mediante la siguiente formula:

H_ V(100)
M
Donde: H: contenido de humedad en %

M: masa de la muestra

V: volumen de agua en la trampa.

La determinacion se realizé segun el método descrito en la literatura®®.

2.5.- Obtencidn y caracterizacion del aceite esencial

2.5.1.- Método de hidrodestilacion

Se mezclaron 30 g de hojas secas y molidas de Capparis ovalifolia con 160 mL de agua y se
llevod la mezcla a ebullicion. Se recolecto el aceite esencial arrastrado por el vapor de agua, la
mezcla se traté con éter y la fase organica se concentro.

El concentrado se analizé por CCD sobre silica gel, utilizando como fase estacionaria silica

gel GOF 254, como fase movil tolueno / acetato de etilo (93:7 V/V) y los reveladores R1,
H,SO,/ EtOH 5 % y R2, EtOH / vainillina 1 %.
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2.6.- Metodologia de analisis GC - FID - MS:

El analisis cuali-cuantitativo de los aceites esenciales se realizé por GC-FID-MS en un equipo
Perkin Elmer GC modelo Clarus 500 con una configuracion especial, provisto de un unico
inyector tipo split/splitless conectado, con un divisor de flujos, a dos columnas capilares de
silice fundido a) polietilenglicol de PM aprox. 20,000 (DB-Wax, J&W Scientific) y b) 5 % fenil-
95 % dimetilpolisiloxano (DB-5, J&W Scientific), ambas de 60 m x 0,25 mm de diametro y

0,25 u de espesor de fase estacionaria.

La columna polar se conecté al detector FID (FID A) mientras que la columna no polar se
conecto al detector FID (FID B) y a un detector de masas cuadrupolar (70 eV), por medio de
un sistema de venteo (MSVent™). Esta configuraciéon permitié obtener tres datos a partir de

una unica inyeccién de las muestras:

1. orden de elucién en una columna polar;
2. orden de elucién en una columna no polar, y

3. espectros de masas de los compuestos separados por la columna no polar

2.6.1.- Condiciones analiticas:

Las condiciones analiticas empleadas para el analisis cuali-cuantitativo del aceite esencial
por CG-FID-MS fueron:

Flujo de gas de arrastre: helio a 1,87 mL/min.

Inyector tipo split/splitless (relacion de split: 1:100) conectado con un divisor de flujos a dos
columnas capilares de silice fundido (una polar y otra no polar)

Programacion de temperatura inicial: 90 °C, luego a 3 °C/min hasta los 225 °C (15 min).
Temperaturas de inyector y detectores FID: 255 °C y 275 °C, respectivamente.

Temperatura de la linea de transferencia: 180 °C.

Temperatura de la fuente de iones: 150 °C.

Tiempo total de corrida: 70 min

Rango de masas escaneado: 40-400 m/z
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2.7.- Marcha Fitoquimica

Se prepar6 un extracto acuoso de las hojas de la planta en estudio, se extrajeron alicuotas

que sirvieron para la identificacion de los metabolitos, tomando como referencia los métodos

49)

fitoquimicos de IPSS“?y del libro Investigacién Fitoquimica®® (ver figura 18).

Esteroides y Triterpenoides: Se mezclé una alicuota con cloroformo, se agité y se dejo

reposar, separandose la fase organica de la acuosa, se repitid el tratamiento por triplicado.
Las fases organicas reunidas se trataron con Na,SO, para secarlas. La solucién se filtré y se
traté con 1 mL AcOEt y 1 gota de H,SO, cc'". Para reconocer la presencia de esteroides,
debemos observar la coloracion verde amarillenta y luego de algunos minutos tonalidades

rojizas, que indicarian la presencia de triterpenoides

Quinonas: Se dejo reposar 20 mL de la alicuota, después se extrajo con 10 mL de benceno.
Se separo6 la fase organica la cual fue tratada con Na,SQ,, se filtrd y concentré parcialmente,
afiadiendo NaOH 5 %, se dejo reposar para apreciar variaciones de color que indiquen

liberacion de quinonas.

Alcaloides: Se tratd 20 mL de la alicuota con NH; cc y éter etilico: cloroformo (3:1 V/V), se
procedio a separar la fase organica, repitiéndo la extraccion por tres veces. La fase organica
se sec6 con Na,SO,, se filtrd, se evaporo a sequedad anadiéndole HCI 0,5 N, se dejé reposar
por una hora, luego se filtré y se extrajeron 2 alicuotas; la primera se traté con reactivo de
Mayer y la segunda con reactivo de Dragendorff, para observar una coloracion rojo vino y

naranja, indicativo de alcaloides.

Flavonoides y Taninos: Para comprobar la presencia de estos metabolitos se tratd una

alicuota de la solucién acuosa con NaOH al 10 % y se hizo reaccionar con FeCl; al 1 %,

hasta observar una coloracion verde oscuro indicando la presencia de estos metabolitos.

Leucoantocianidina: Una alicuota de la solucion acuosa con 1 mL HCI 2 N en 1-propanol, se

llevd a 46 °C en bafio maria, para comprobar la presencia de leucoantocianidinas, al

observarse un anillo de color rojo-carmesi.
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Hojas de Capparis ovalifolia

(30g)
Hidrodestilacion
(3 horas)
| |
Material vegetal en solucion Aceite esencial
acuosa
Eter
| |
Solucion 1 -
[ Marco } [ (80 mL) } [ Fase organica }

20 mL

4[ Esteroles vy triterpenoides }

20 mL ~ N

Alcaloides
& J
20 mL N
Quinonas y antraquinonas
(. J
5mL N
Flavonoides
J
3mL - ~
Taninos

\§ J
3mL

4[ Leucoantocianidinas }

3mL
4[ Saponinas }

Figura 18: Marcha fitoquimica de las hojas de Capparis ovalifolia
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2.8.- Procesos de extraccién con solventes

Se pes6 100 g de hojas secas y molidas de Capparis ovalifolia, las cuales se maceraron en
250 mL de hexano. Después de dos dias, se procedié a filtrar y concentrar, se obtuvo el

extracto 1. (Ver figura 19).

Hojas
C. ovalifolia
(1009)
Hexano
| 1
Extracto 1 Marco 1
Benceno
| |
Extracto 2 Marco 2

Acetato de etilo
| |

Extracto 3 Marco 3

Acetona:Agua
|

Extracto 4 Marco 4

Metanol:Agua |
| |

Extracto 5 Residuo

Figura 19: Proceso de extraccion de las hojas de Capparis ovalifolia
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El material vegetal del marco se dejo secar a temperatura ambiente por un dia, luego se
repitié el procedimiento anterior, pero esta vez con 250 mL de benceno (extracto 2), seguida
de 250 mL de acetato de etilo (extracto 3), 320 mL de acetona : agua 1:1 (extracto 4) y por

ultimo, 300 mL de metanol : agua 6:4 (extracto 5).

Cada uno de los extractos se concentraron a presion reducida, obteniendo los respectivos
solidos crudos, los cuales se analizaron por CCD sobre silica gel utilizando 7 sistemas

eluyentes y diferentes reveladores.

2.9.- Separacién Cromatografica

Se procedié a separar los metabolitos del extracto 3 empleando cromatografia de columna.
Se us6 como adsorbente silica gel 0,063 — 0,2 mm en hexano dentro de una columna de 30
cm de largo x 2,5 cm de diametro. Se colocé la muestra en la cabeza de la columna y se
procedié a eluir inicialmente con hexano y luego con diferentes mezclas de solventes de

polaridad creciente.

Se recibieron 117 alicuotas de aproximadamente 10 mL cada una, las que fueron analizadas
por CCD en diferentes sistemas de elucion, posteriormente las placas fueron observadas a la
luz UV-254 y UV-366 nm y reveladas con vapores de yodo.

Las alicuotas evaluadas por CCD se reunieron segun sus componentes. La reuniéon A que
agrupa las fracciones 82, 83, 84, 85 y 86 vy la reunion B que agrupa las fracciones 26, 27 y
28, se estudiaron inicialmente por CCD para definir el mejor sistema de elucién, reconociendo
tres metabolitos principales en la reunién B y cuatro en la reunién A. En base a estos
resultados se definid la metodologia de separacion de dichos metabolitos.

Se realizé la purificacion de las fracciones A y B empleando CCD-P y recristalizaciones

sucesivas.
Se elaboraron placas para CCD-P, mezclando silica-gel 60 GF 254 con agua, la mezcla libre

de burbujas se depositd en el dispensador del equipo laminador de placas cromatograficas

que disponia de placas de vidrio de 20 x 20 cm.
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Después de correr el aplicador sobre las placas, estas se secaron al ambiente y luego se
dejaron por una hora en estufa para activarlas.

Las muestras se colocaron en la linea base formando un depdsito parejo para lograr un
minimo de anchura, luego se secaron al ambiente. Se mantuvo, por unos minutos, la camara
saturada con el eluyente elegido, luego se introdujeron las placas para que el solvente
avance hasta 3 cm antes del extremo superior, considerando ese avance como linea de
fondo.

Las placas se retiraron de la camara, se secaron al ambiente para eliminar el solvente y luego
se analizaron en base a las manchas que se apreciaban, bajo las siguientes condiciones:

1. A simple vista

2. Bajo luz 254 nm

3. Bajo luz 366 nm

4. Frente a reveladores

En el segmento revelado se pudieron reconocer los diferentes compuestos separados sobre
la cromatoplaca. Se recogieron una a una las bandas de silica-gel que contienen los
metabolitos, recibiéndolas sobre solventes; la mezcla, en cada caso, se agitd y filtrd6 para
retirar la silica-gel. La solucién que contenia al metabolito se concentré a vacio para eliminar
el solvente.

En cada caso se confirmd la pureza del metabolito que debe dar una sola mancha en la
CCD, en algunos casos fue necesario purificar el metabolito mediante sucesivas

recristalizaciones.

2.10.- Elucidacién estructural

Los metabolitos aislados se sometieron a analisis espectroscopicos. Se prepard una solucion
de cada muestra en AcOEt y MeOH, segun fue el caso, se midié la absorbancia en el
espectrofotometro UV-VIS entre 190 y 700 nm. Los espectros infrarrojo (IR), se hicieron
mezclando KBr con las muestras y preparando con ellas pastillas de concentracion
aproximada al 1 %, que son medidas entre 4000 y 700 cm™. Los espectros de resonancia

magnética nuclear se obtuvieron disolviendo las muestras en CDCIl; o CD3;0D, segun fue el
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caso, logrando obtener espectros de carbono ('*C-RMN) e hidrégeno ('H- RMN) mono y

bidimensionales.

2.11 Bioactividad del aceite esencial

El aceite esencial fue sometido al método de bioautografia para probar su actividad contra
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas y
Salmonela choleraesuis.

La actividad antimicrobiana, sobre las especies antes mencionadas, se probo de la siguiente
manera, las muestras fueron aplicadas, en concentraciones de 1,5y 2,5 L, sobre placas de
silica gel Fys4, las placas fueron cubiertas con una fina placa del medio de cultivo, que en este
caso consistia de agar Mueller-Hinton, inoculando las bacterias a concentraciones de 1x108
UFC/ mL, para M. luteus, S. aureus, P. aeruginosa y E. coli, mientras que S. choleraesuis fue
inoculado a 2x10® UFC/ mL. Se mantuvo por 24 horas a 37 °C para esperar el proceso de
activacion respectiva, finalmente las placas recibieron una solucion de violeta de
p-yodonitrotetrazolium, para visualizar los halos de inhibicion. Los analisis se realizaron en la

Pontificia Universidad Catolica de Rio Grande du Sul, Brazil.
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I Resultados

La determinacion de humedad con el equipo Bidwell-Sterling, permitié recolectar 1,01 mL de
agua, correspondiendo a este dato un contenido de humedad en hojas de Capparis ovalifolia
de 6,67 %, indicando una baja humedad comparado con el contenido de humedad del
material vegetal en Lima, el cual oscila 8 - 12 % ya que la planta se sec6 primero al aire y

luego en estufa a 40 °C.

3.1.- Obtencion del aceite esencial

El proceso de hidrodestilacion de las hojas secas da un aceite levemente amarillento,
inicialmente opaco, pero después del reposo y secado, bastante transparente. Su rendimiento
fue de 0,15 %.

3.2.- Marcha fitoquimica

Los resultados de la marcha fitoquimica en base a reacciones de precipitacion y coloracion,

se resumen en la Tabla 2.

Entre los metabolitos detectados en la marcha fitoquimica destacan los esteroides y
triterpenoides que mostraron presencia muy significativa comparada con la de taninos y

flavonoides, ya que los ultimos dieron reacciones de color y precipitacion de baja intensidad.
A partir de esta observacion decidimos centrar nuestro interés en estudiar los extractos

medianamente polares para aislar triterpenos, sabiendo que se trata de compuestos con

valiosa actividad bioldgica.
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Tabla 2: Compuestos de las hojas de Capparis ovalifolia reconocidos por la marcha

fitoquimica
Tipo de compuesto Resultado
esteroides/ triterpenoides presencia
alcaloides ausencia
quinonas y antraquinonas ausencia
taninos y flavonoides presencia
leucoantocianidina ausencia
saponinas ausencia

3.3 Estudio del aceite esencial

3.3.1 Identificacién de compuestos

La identificacion de los componentes del aceite esencial se realizé por comparacién de sus
espectros de masa con los contenidos en las bases de datos®", estandares propios y por
comparacion de sus indices de retencion obtenidos en las dos columnas empleadas respecto
de una serie homéloga de alcanos (Cs-Cy4), con los obtenidos de estandares propios y con

los que figuran en la bibliografia.

3.3.2 Cuantificacion de los compuestos

La composicién porcentual de los diferentes metabolitos reconocidos y su cuantificacion fue
determinada por el método de porcentaje de areas, considerando que el factor de respuesta
para todos los componentes es igual a 1. Para cada componente fue tomada la menor
respuesta obtenida entre las correspondientes a cada columna utilizada.

El aceite esencial presentd una composicion quimica compleja con numerosos compuestos.
La presencia de un pico de ftalato se puede deber al contacto del aceite esencial con algun

material plastico. Los resultados se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3: Composicion quimica del aceite esencial

Columna Columnanno

Abundancia Polar polar

Compuesto . (IR DB-Wax) (IR DB-5)
(%) t(s) t(s)
mentol 51,7 1599 1170
acetato de mentilo 5,8 1574 1293
3 octenona 5,6 1298 975
viridiflorol 24 2105 1590
neo-mentol 2,0 1599 1163
piperitona 1,6 1697 1250
mentona 1,1 1461 1150
iso-mentol 1,0 1686 1180
hidrato de cis-sabineno 0,9 1556 1070
trans-p-damascenona 0,9 - 1382
octadecano 0,8 1802 1800
B-elemeno 0,6 1600 1387
neo iso-mentol 0,5 1622 1184
a-terpineol 0,5 1652 1187
-copaeno 0,5 1591 1430
t-muurolol 0,5 2209 1640
isomentona 0,4 1420 1160
benzoato de metilo 0,3 1628 1090
6xido de cariofileno 0,3 2008 1582
selin-11-en-4-a-ol 0,3 2273 1655
pulegona 0,2 1637 1235
carvacrol 0,2 2238 1297
acetato de isomentilo 0,2 - 1302
1,10-di-epicubenol 0,2 - 1620
cis-tuyona 0,1 - 1100
trans-tuyona 0,1 - 1111
cis-par-ment-2,8-dien-1-ol 0,1 1638 1138

totales 79,4 -

Se puede reconocer la presencia de mentol y acetato de mentilo, asi como, viridiflorol y
neomentol, mostrados en la figura 21, siendo el mentol el que se encuentra en mayor

proporcifon compradao a lo reportado en el aceite esencial de las flores de capparis spinosa
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(4,61%)°? se sabe que este compuesto es bioactivo, reconociéndole propiedades

CH,
@ [
- o CHs
HsC” ™ CH,

CHs

antimicrobianas®?.

CHs

."'I‘_r

OH

H.C CH,

Figura 20: Estructuras de los compuestos: mentol (sup. izq.), acetato de mentilo (sup. der.),

viridiflorol (inf. izg.) y neomentol (inf. der.)

Se han encontrado también, compuestos minoritarios, la mayoria monoterpenos de 10

carbonos con excepcion de estructuras de 18 carbonos (octadecanos) y 24 carbonos.

3.4 Separacién cromatogréafica de los extractos

Como se describio anteriormente, el someter la muestra a procesos de extraccién con
diferentes solventes permitid contar con extractos crudos en hexano, acetato de etilo,

acetona-agua y metanol-agua. El estudio por cromatografia de capa delgada de estos

extractos permite reconocer la complejidad de cada uno de ellos.
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Las condiciones de fase movil y reveladores a las que fueron sometidos los extractos de las

hojas secas de Capparis ovalifolia se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4: Condiciones de CCD del extracto en acetato de etilo

ELUYENTE FASE MOVIL REVELADOR
1 Hexano UV-VIS 254 UV-VIS 366
hexano : acetato de etilo
2 (10:1 V/V) UV-VIS 254 UV-VIS 366
3 hexano : acetato de etilo UV-VIS 254 UV-VIS 366
(7:3 VIV)
4 hexano : acetato de etilo UV-VIS 254 UV-VIS 366
(1:1 VIV) cloruro de aluminio 1 %
acetato de etilo : hexano
5 (73 VIV) UV-VIS 254 UV-VIS 366
6 acetato de etilo : hexano UV-VIS 254 UV-VIS 366
(10:1 VIV)
7 acetato de etilo UV-VIS 254 UV-VIS 366

El analisis por cromatografia de capa delgada de los 5 extractos permitié reconocer que el

tercero en acetato de etilo, posee una variada concentracion de componentes. Por su

polaridad, se dedujo que deberia contener metabolitos de interés, se de

cidié centrar el estudio en este extracto, el cual contendria compuestos de tipo esteroides y

triterpenos, productos interesantes por su actividad biolégica reportada en plantas del mismo

género.

El extracto de acetato de etilo fraccionado en CC, fue eluido con sistemas de solventes de

polaridad creciente, obteniendo 117 alicuotas, cuya distribucion se presenta en la Tabla 5.
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Tabla 5: Fracciones obtenidas en CC a partir del extracto acetato de etilo

FRACCIONES FASE MOVIL FRACCIONES FASE MOVIL
1 Hexano 82-83 acetatcz7d0e:3e0til\(/) N ?exano
2.5 hexano(s:3 Sf:f’g/t\(;)de etilo 84-88 acetat(z6d0e:4e(;til\(/) N ?exano
6-9 hexano(é $f:?:a$/t\c/>)de etilo 89-92 hexano ( ﬁi:e\’;:;\\t/c; de etilo
10-15 hexano(:9 gf:set\zjl/t\(;)de etilo 93-98 hexano ésa?ge\t/a}\\t/c; de etilo
16-28 hexano(é3 gf:?e’i';]/t\c/))de etilo 98-99 hexano (:zetge\t/e;\t/o) de etilo

29-52 Y 100-104 acetato de etilo
56-60 hexanczésa?;:gtslt/?/;je etilo 105-107 Acetato ((jge 1e’ii/I;)V:)metanol
61-66 hexan(z 8:463(1:?‘\3;/?/ ;ie etilo 10-109 Acetato ?1e 1e§i/I7V :)metanol
67-75 hexan(z éoe:ggtgtlc\; ;je etilo 110-112 Acetato ((1?? 7e’§i/l;)v:)metanol

76-81 hexa”‘z;;ggt@tl‘\’/;’e > 113-117 metanol

Estas fracciones fueron sometidas a cromatografia de capa delgada (CCD) y en base a esos
resultados, se lograron las reuniones A y B, las cuales fueron analizadas nuevamente por

CCD y eluidas con hexano/acetato de etilo 7:3.

La separacion de los metabolitos presentes en las reuniones A y B se hicieron por CCD-P
siguiendo la metodologia mostrada en el apartado 2.9. Se logré aislar los compuestos: 1 (39
mg), 2 (12 mg) y 3 (5 mg). Cada uno fue sometido a procesos de recristalizaciones sucesivas

para purificacion.

Las muestras purificadas se sometieron a analisis espectroscopicos empleando las técnicas
de UV — Vis, IR, "H-RMN y "*C-RMN mono y bidimensionales.
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3.5.- Elucidacion estructural.
3.5.1.- Compuesto 1

El compuesto 1 que pesd 39 mg, se aisld6 como un sélido cristalino en forma de agujas

incoloras, con punto de fusién de 210-212 °C. En una solucién de acetato de etilo (0,1% p/V)
se midié la rotacion éptica, se obtuvo [a]zDsoc = 27,3 en cloroformo, confirmando la presencia

de quiralidad en la molécula.

No presenta absorciones significativas en el UV-Vis sobre 210 nm, indicando con esto la
ausencia de cromoforos conjugados significativos. Las absorciones mas importantes en el
infrarrojo, ver figura 21, son las siguientes: 3357 cm™ (estiramiento OH); 1082 cm™ (C-O);
3067 cm™ (HC=); 1639 cm™ (C=C);y 881 cm™ (exometileno terminal).
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El espectro 'H-RMN del compuesto 1 en cloroformo deuterado (CDCls) (ver figura 22),
muestran varias sefales de alta intensidad entre 0,75 y 1,02 ppm asignadas a 18 H de 6
grupos metilo; a 1,67 ppm metilo sobre carbono sp?; a 3,18 (m, 1H) de H geminal a funcién
oxigenada; a 4,56 (sa, 1H) y 4,67 ppm (sa, 1H) sistema AB de metileno terminal ya

reconocido por IR. Entre 1 y 1,6 ppm multipletes para metilenos.

El espectro de "> C-RMN del compuesto 1, (ver figura 23) presenta sefiales para 30 carbonos.
Las sefiales que aparecen a 151,1 y 109,5 ppm corresponden a carbonos sp? de tipo
alquénico, debajo de 100 ppm se encuentran 28 carbonos saturados, el carbono de

desplazamiento 79,1 ppm, se asignara a un carbono geminal a un hidroxilo.
Los espectros *C RMN desacoplado, DEPT 135 y DEPT 90, se presentan en la figura 24. En

ellos se observan 9 sefales para CH,, 7 sefiales para CHgs, 5 sefales para CH y la presencia

de 5 carbono tipo cuaternarios.
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En base a la informacion presentada y por comparacion con datos bibliograficos, proponemos

la estructura del compuesto 1 como la del lupeol en la figura 25, un triterpeno presente en

plantas como Holarhena floribunda, entre otras®¥.

Figura 25: Estructura del lupeol

En el espectro de 'H-RMN se observa a 4,68 ppm un sa que corresponde a uno de los H-29,
el cual acopla con el otro H-29 del metileno terminal.

A 3,2 ppm se observa un doble doblete de H-3 con J = 4,8 y 11 Hz, la multiplicidad se

justifica por su acoplamiento con H-2a y H-2[3, respectivamente.

Centrado en 2,39 ppm encontramos un doble triplete de H-19 con J = 4 y 9,6 Hz que acopla
con H-21 y, H-18. A 1,90 ppm se observa un multiplete de H-21B el cual acopla con H-19,
H-21a, H-22a y H-22.

Finalmente, centrado en 0,70 ppm aparece un doblete ancho de H-5 entre los ciclos Ay B del

triterpeno, H-5 acopla con uno de los H-6. El acoplamiento entre H-5 y el otro H-6, no puede

reconocerse por ser muy pequeno, debido al angulo diedro formado entre ellos.
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La asignacion de estos hidrégenos es explicita al analizar el espectro COSY (ver figura 26),
observando correlacion entre la sefial a 3,2 (H-3) con la de 1,6-1,7ppm (H-2a y H-2B3); a 2,39
(H-19) con 1,9 ppm (H-21) y 1,3 ppm (H-18). A 1,9 ppm (H-21) con el otro H-21 (1,4 ppm) y a
1-1,5ppm (H-22a y H-2283.)

El espectro HSQC, (ver figura 27) permiti6 encontrar correlaciones de carbono e hidrogeno
confirmando las asignaciones atribuidas en el espectro COSY. Observando sefales a 109 y
151 ppm correspondiente a carbonos sp?, caracteristico de carbono alquénico. La sefial de
151 ppm, se le atruibuye al C-20 ya que no presenta correlacion con ningun hidrégeno.
Mientras que a 109 ppm tenemos al C-29 correlacionando a 4,60 con H-29a y 4,70 con H-

29b. Asi también tenemos al C-3 a 79,1 ppm que correlaciona a 3,2 ppm con el H-3.
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En base a la informacién analizada, ha sido posible asignar los desplazamientos de los 30

atomos de carbono del lupeol y de la mayoria de los hidrégenos de la misma molécula.

Siendo éste estudio un aporte a los pocos estudios preexistentes de esta molécula, segun la

literatura revisada. Estas asignaciones se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6: Desplazamientos de sefales de carbono e hidrogeno en RMN del Lupeol.

Posicién 5 'C,ppm & "H, ppm
1 38.7 n.a
2 27,4 1,78-1,58
3 711 3,2
4 38,9 -
5 55,3 0,71
6 18,3 n.a
7 34,3 n.a
8 40,8 -
9 50,4 n.a
10 37,2 -
1 20,9 n.a
12 25,1 1,82
13 38,0 1,92
14 42,8 -
15 27,4 1,64-1,04
16 35,6 n.a
17 43,0 -
18 48,3 1,35
19 48,0 2,38
20 151,0 -
21 29,8 2,00-1,32
22 40,0 n.a
23 28,0 0,98
24 15,4 0,77
25 16,1 0,84
26 16,0 1,01
27 14,9 0,96
28 18,0 n.a
29 109,3 4,58-4,67
30 19,3 1,66

n.a: no asignado
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El espectro NOESY, presentado en la figura 29 nos permitié diferenciar entre lupeol
y a- lupeol, los cuales son epimeros en la posicion 3. Al reconocerse acoplamiento entre el
H-5 y el H-3, se demuestra que la disposicion del H es del tipo a por quedar ambos grupos
del mismo lado. Se concluye que el metabolito aislado corresponde al lupeol. Con esto se
confirma que el grupo OH presenta posicién ecuatorial, disposicion B, lo cual concuerda con
la estructura natural. Las sefales mas importantes en este espectro se muestran en la Tabla
7.

Tabla 7: Correlaciones reconocidas en el espectro NOESY del lupeol

6 H ppm Acopla con
(Iiggb) H-29a, H-19, H-30,H-21
(?_’Eg) H-2, H-5, Me-23
(I?I’-::%) H-21, H-18, H-22, H-28
(r-|2-£10a) H-18, H-213
(|-|12312 B) =
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Los compuestos 2 y 3 fueron aislados en poca cantidad. Se reconocié que eran derivados
de acidos grasos, pero no se pudieron realizar todas las pruebas espectroscopicas
requeridas. Sin embargo la figura 29 muestra el 'H-RMN del compuesto 2, el cual
presenta ausencia de insaturacion, se observa una sefal muy intensa centrada a 1,4 ppm
caracteristica de metilenos en hidrocarburos de cadena larga, alrededor de 1 ppm
estarian los metilos terminales y por encima de 1,5 ppm, los hidrégenos afectados por la

funcién acido.

45

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




D daad i o

2 g
8 8
m =]
g &
Hog
g 3 r
| &
2 =
Oq L
<24
m%ém [ A
25 =
25ua
pvf(cnﬂ. =
g o
M#!
%
[ w
.
[ =
[ ed
HMMH. = [
o = -
a i L
= Pk L
\7F =
=L____. = L
.\ |M
: Z8L'0 .
ot W = .
1 i )
HH“HH = - ol
fm.n..__‘..ﬁ - w [
,.”_-...k._x = [ L
PET = F e
5091 [ ol
BES'1 i3 - b
PFST o
nmm..“_.ﬂ N |M r
BLH'T u
1oLt T [ =
C
[s]
= 5
[ w =
[T}
)
= ; it i
o
Ww = i [ 8
PRE ‘E —— - | S
© B3E'T 0001 [ R
B e LT - i ]
g BEeE—— _ ____,| & -4 ="¥00 [ o e
[« 1% FLE ‘T — " [ g a
O N - i [ e
> g wen— -1 =(Z00_| 3%
173 [ =
L = b .wm
= 6763 = |m !
M B =
1
un
= ’ -
3TH L =S

Figura 30: Espectro *H-RMN del lupeol
46



TESIS PUCP

PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

3.6 Actividad biologica del aceite esencial

El método de la bioautografia®?

permitid reconocer cualitativamente la inhibicion del halo

de diferentes bacterias por accion del aceite esencial de Capparis ovalifolia. El ensayo se

hizo a 2 concentraciones diferentes del aceite: a 1,5 yL y 2,5 yL. Los resultados se

muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Ensayo de bioactividad del aceite esencial

Aceite Esencial de Capparis

ovalifolia 1,5uL (AV) | 2,5uL (AV)
Micrococcus luteus = i
Escherichia coli + +
Staphylococcus aureus - +

Pseudomonas aeruginosa -

Salmonella choleraesuis -

[+] — ocurri6 inhibicion

[-] = no ocurrid inhibicion

En base a los resultados presentados se puede confirmar que el aceite esencial estudiado

actia como antimicrobiano frente a Escherichia coli. En el caso de Staphylococcus

aereus, la inhibicion es efectiva a la mas alta concentracién ensayada. En este caso se

logré una buena reduccion del halo, a la concentracion de 2,5 L.

Esto confirma los estudios previos realizados en Capparis spinosa que presentan

actividad atimicrobiana'’. Cabe resaltar que es el primer estudio reportado de esta

actividad en la especie C. ovalifolia.
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IV Conclusiones

1) Las hojas de Capparis ovalifolia contienen flavonoides, taninos, esteroides y
triterpenoides todos ellos confirmados por la marcha fitoquimica.

2) Por hidrodestilacién se obtuvo el aceite esencial de las hojas de Capparis ovalifolia
con un rendimiento de 0,15 %.

3) Entre los compuestos mayoritarios presentes en el aceite esencial se encontré mentol,
acetato de metilo, 3-octenona, viridiflorol, neo-mentol, piperitona, mentona e
isomentona. El contenido de mentol en el aceite esencial es de 51,7 %, por lo que se
puede considerar a esta planta como una fuente natural de mentol.

4) Se aislé el compuesto 1, del extracto de las hojas de Capparis ovalifolia, el cual es
soluble en acetato de etilo, cloroformo y etanol. Como resultado de su elucidacion
espectroscopica le corresponde la formula C3Hs00O cuya estructura es reconocida

como lupeol y es la siguiente:

Se asignaron las senales de RMN del lupeol en base a RMN mono- y bi- dimensionales

5) Se identificaron derivados de acidos grasos, del extracto de las hojas de Capparis

ovalifolia, mediante espectroscopia 'H-RMN.

6) Se presume actividad antioxidante de las hojas de Capparis ovalifolia en funcion al

contenido del lupeol, sustancia reconocida como un antioxidante natural, asi como
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compuesto activo con efectos antiuroliticos al cual también se le atribuyen otras

propiedades farmacoldgicas importantes como antiinflamatorio, hepatoprotector y

antilipidémico.“"

7) Se comprobo actividad antibacteriana del aceite esencial de Capparis ovalifolia frente
a E. coliy S. aureus, debido posiblemente a la presencia del mentol como compuesto

mayoritario del aceite esencial.

V Recomendaciones

e Se recomienda continuar con el estudio de las hojas de Capparis ovalifolia,
especialmente con el extracto polar, ya que se las usa tradicionalmente bajo esta
forma.

e Ampliar cuantitativamente los estudios de actividad antibacteriana al haberse
confirmado que si posee este tipo de actividad.

e Realizar ensayos bioldgicos para comprobar la actividad insecticida y antioxidante
de la planta.

¢ Investigar la posibilidad de aislamiento a mayor escala del lupeol o de un extracto

de la planta enriquecido con lupeol, para su uso como nutraceutico.
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