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RESUMEN

Melochia villosa (Mill.) Fawc. & Rendle es una de las especies pertenecientes a la familia
Sterculiaceae que fitoquimicamente ha sido muy poco estudiada. El objetivo de la investigacion
fue identificar metabolitos secundarios presentes en el tallo de M. villosa con propiedades de
aplicacion como posibles farmacos y contribuir con la quimiotaxonomia de la especie. Para la
elucidacion estructural se utilizaron técnicas como la espectroscopia infrarroja, resonancia
magnética nuclear, y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. En el
fraccionamiento cromatogréafico del extracto alcohdlico se obtuvieron nueve fracciones, de las
cuales se realizaron ensayos con las fracciones 3, 5, 8 y 9. Las fracciones 3 y 9 mostraron
actividad antifingica contra Fusarium vercillioides y F. poae. Las fracciones 5 y 8 produjeron
letalidad en nauplios de Artemia salina. Del fraccionamiento del extracto etéreo se obtuvieron
ocho fracciones, en su mayoria con presencia de esteroles insaturados, donde las fracciones
11, VII y VIII con actividad letal. Se evidencio la presencia del grupo carbonilo y el enlace
éster, asi como el éster diisoctilico del acido 1,2-bencenodicarboxilico. También se observé la
presencia del acido hexadecanoico, éster mono (2-etilhexilico) del acido 1,2-
bencenodicarboxilico, éster undecilico del acido undecanoico, asi como colestan-3-ona y la
spinasterona, ambos compuestos derivados de esteroles insaturados.

Palabras clave: acido hexadecanoico, colestan-3-ona, Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas, elucidacion estructural, Espectroscopia Infrarroja, éster undecilico
del &cido undecanoico, Resonancia Magnética nuclear, spinasterona

Chemical characterization and bioactivity of secondary metabolites of
the stem of Melochia villosa (Sterculiaceae)

ABSTRACT

Melochia villosa (Mill.) Fawc. & Rendle is one of the species belonging to the Sterculiaceae
family that has been little studied phytochemically. The objective of the research was to
perform phytochemical analysis and characterization of the alcoholic and ethereal extracts of
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the stem of this species, in order to identify secondary metabolites present in this botanical
part with properties of application as possible drugs, as well as contributing to the
chemotaxonomy of the species. For structural elucidation, techniques such as infrared
spectroscopy, nuclear magnetic resonance, and gas chromatography coupled to mass
spectrometry were used. In the chromatographic fractionation of the alcoholic extract, nine
fractions were obtained, of which only fractions 3, 5, 8 and 9 could be tested, with antifungal
activity against Fusarium vercillioides, and F. poae for fractions 3 and 9 respectively. Fractions
5 and 8 produced lethality on nauplios of Artemia salina. Eight fractions were obtained from
the fractionation of the ethereal extract, mostly with the presence of unsaturated sterols,
where fractions 11, VII and VIII lethal activity. The presence of the carbonyl group and the
ester bond was evidenced, as well as the diisoctylic ester of 1,2-benzenedicarboxylic acid.
The presence of hexadecanoic acid, mono-(2-ethylhexyl) ester of 1,2-benzenedicarboxylic
acid, undecyl ester of undecanoic acid, as well as cholestan-3-one and spinasterone, both
compounds derived from unsaturated sterols, were also observed.

Keywords: cholestan-3-one, Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry, hexadecanoic
acid, Infrared Spectroscopy, Nuclear Magnetic Resonance, spinasterone, structural elucidation,

undecyl ester of undecanoic acid
INTRODUCCION

En la literatura cientifica se han informado
varias investigaciones fitoquimicas que indican
que las plantas de la familia Sterculiaceae
son una fuente de posibles metabolitos
secundarios bioactivos. Por ejemplo, en una
investigacion realizada en Waltheria ovata
Cav. se ha demostrado que el extracto
etandlico de la raiz de esta especie presenta
efecto antioxidante que supera a trolox y
vitamina C (Herrera, 2016).

En relacion con el género Helicteres, se informo
la presencia de esteroles en los extractos de
las hojas, tallos y frutos de la especie
Helicteres baruensis Jacq; y polifenoles en
todos los extractos. Ademas, se identificé un
esterol a través de Espectroscopia Infrarroja
(IR) y Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), cuya posible
estructura es la del campesterol (Tarache,
2007). Recientemente, D’Armas et al. (2018)
refirieron la presencia de alcaloides, saponinas,
sesquiterpenlactonas, esteroles y terpenoides
y una fuerte actividad letal contra larvas de
Artemia salina Linnaeus 1978, en los extractos
metandlicos de las parte aéreas de Helicteres
guazumifolia Kunth.

Del género Melochia, las especies mas
investigadas han sido Melochia corchorifolia
L. y Melochia tomentosa L. Algunos flavonoides
y alcaloides ciclopeptidicos, como frangufolin,
franganin y adouetin-y~ fueron encontrados
en M. corchorifolia (Tschesche y Reutel,
1968). Sin embargo, para M. tomentosa se

detecto la posible presencia de flavonoides y
esteroles insaturados. Del fraccionamiento
cromatografico del extracto metandlico de las
hojas de la misma especie se lograron
identificar los acidos hexadecanoico y
octadecanoico con sus respectivos esteres
metilicos, y se aislé un derivado acetilado de
un esterol a partir del extracto metandlico
del tallo (Espinoza, 2010).

En la literatura cientifica consultada aparecen
pocos estudios de naturaleza fitoquimica y
biolégica referentes a la especie Melochia
villosa. En el analisis fitoquimico preliminar
realizado a los extractos crudos de las hojas,
tallo y flores de M. villosa se evidencio la
presencia de esteroles insaturados y
triterpenos pentaciclicos en todos los
extractos, exceptuando el extracto alcohdélico
de las hojas, flavonoides solo en los extractos
alcohdlicos y fenilpropanoides en los extractos
alcohodlicos de las hojas y tallo. El extracto
alcohdlico del tallo mostré actividad
antifungica leve contra Fusarium poae, y
actividad letal contra Artemia salina, con una
CL,, de 10.00 pg ml*, mientras que el extracto
etéreo del tallo fue letal con una CL,, 2.06 ug
ml. Por su parte, el extracto alcohdlico de
las hojas mostré actividad antibacteriana
contra cinco cepas bacterianas y actividad
letalidad con CL,, de 74.68 pg ml* (D’Armas
et al., 2013). Posteriormente, se informd la
caracterizacion estructural del extracto
alcohdlico de las hojas de esta especie, donde
se identific6 por Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM)
la presencia de varios acidos grasos y algunos
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de sus esteres, con la presencia dominante
del a4cido hexadecanoico que fue ademas
aislado e identificado en la subfracciéon B2 de
dicho extracto mediante RMN H! y C?3
(Rodriguez et al., 2015).

Teniendo en cuenta la evidencia previa de la
actividad biolégica mostrada especialmente
por los extractos crudos del tallo de la especie
(D’Armas et al., 2013), el objetivo de este
trabajo fue identificar metabolitos secundarios
presentes en el tallo de M. villosa con
propiedades de aplicacibn como posibles
farmacos y contribuir con la quimiotaxonomia
de la especie. Para ello se decidio realizar el
fraccionamiento cromatografico de los
extractos alcohdlico y etéreo del tallo de M.
villosa y profundizar en la caracterizacion
estructural y bioactividad de algunas
fracciones como posible fuente de metabolitos
secundarios bioactivos en esta importante
parte botanica de la especie.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Ejemplares adultos de M. villosa recolectados
en Puerto Ayacucho, Estado Amazonas,
Venezuela.

Obtencién de extractos

El material vegetal del tallo de M. villosa fue
separado de los otros 6rganos de la plantay
posteriormente molido en un molino eléctrico.
Seguidamente, los extractos fueron obtenidos
mediante extraccion simple. El material vegetal
se dejo en remojo durante 48 horas
primeramente en etér dietilico y luego en una
mezcla 1:1 metanol:etanol. Finalmente, el
liquido fue filtrado y el solvente evaporado a
presion reducida, segun la metodologia
aplicada por D’Armas et al. (2013).

Fraccionamiento cromatografico
Extracto alcohdlico del tallo (EALT)

El EALT fue fraccionado mediante
Cromatografia de columna (CC). Se utilizé una
columna cromatografica de 35 cm de altura,
con un didmetro de 2.4 cm, rellena con silica
gel de diametro 5-70 mesh (0.2-0.5 mm) como
fase estacionaria, en una relacién extracto-
silica de 1:60, y como fase moévil solventes
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como hexano, diclorometano, acetato de etilo,
metanol y las respectivas mezclas de estos
variando la polaridad en orden creciente.
Seguidamente, se empled la cromatografia en
capa fina (CCF) sobre placas de vidrio de 20
X 20 cm?, recubiertas con silica gel tipo GF
con un espesor de 0.5 mm, y placas de
aluminio recubiertas con silica gel e indicador
de fluoresceina. Se utiliz6 la luz ultravioleta
de onda corta (100-280 nm) y una soluciéon
acida de molibdato de amonio al 10% en H_SO,
al 5% como agentes reveladores.
Ocasionalmente, se utilizé la cromatografia
en capa fina preparativa (CCFP) sobre placas
de vidrio de 20 x 20 cm?, recubiertas con
silica gel tipo GF con un espesor de 0.1 mm,
para subfraccionar y lograr el aislamiento de
algun compuesto.

Extracto etéreo del tallo (EET)

El extracto en éter dietilico de M. villosa fue
separado mediante CC, en una columna de
25 cm de altura con un diametro de 0.8 cm, y
se fraccionaron 250 mg del extracto en una
relacion 1:30 extracto-silica (35-70 mesh),
utilizando eluyentes como éter de petréleo,
cloroformo, acetato de etilo y metanol, y la
subfraccion 111 (50 mg) se separd por CCFP,
en una placa de vidrio de 20 x 20 cm?,
recubierta con silica gel tipo GF con un
espesor de 1 mm, y como fase movil una
mezcla 1:1 éter de petréleo-cloroformo. Se
utilizé la luz ultravioleta de onda corta (100-
280 nm) y solucién acida al 10% en H,SO, al
5% en molibdato de amonio como agentes
reveladores.

Pruebas quimicas y bioldgicas

Deteccion de esteroles insaturados y/o
triterpenos pentaciclicos

Ante la evidencia existente de presencia de
esteroles insaturados y flavonoides en los
extractos crudos del tallo de M. villosa
(D’Armas et al., 2013), se aplicé prueba de
deteccidn de estas familias de metabolitos a
la mayoria de las fracciones provenientes del
EET segun la metodologia de Marcano y
Hasegawa (2002).

Actividad antifungica

En funcidn de la evidencia previa de actividad
antifangica del EALT de M. villosa contra
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Fusarium poae (D’Armas et al., 2013), se
ensayo la actividad antifingica contra cuatro
cepas distintas de hongos (Mucor racemosus
Fres., Tricoderma viride Pers ex S. F Gray.,
Fusarium poae (Peck) Wollenw., y Fusarium
verticillioides Sacc), proporcionados por el
laboratorio de Fitopatologia y Microbiologia del
Departamento de Biologia de la Universidad
de Oriente, Nucleo de Sucre, Venezuela. Para
ello se utilizé la metodologia de Madubunyi,
(1995).

Actividad letal contra Artemia salina

Tomando como evidencia previa la actividad
letal mostrada por los extractos crudos del
tallo de M. villosa que fueron observadas por
D’Armas et al. (2013) se evalu6 el nivel de
toxicidad de algunas fracciones provenientes
de los extractos alcohdlico y etéreo del tallo
de la especie fraccionados en este trabajo.
Se utiliz6 el crustaceo A. salina y se aplico la
metodologia propuesta por Meyer et al.
(1982). La concentracion letal media (CL,,)
se determind mediante un programa
estadistico (métodos Binomial, Probit y Logit)
propuesto por Stephan (1977).

Caracterizacién estructural

Para el analisis por IR, los compuestos
separados se disolvieron en cloroformo (CHCL,)
u otro solvente segun su polaridad, se
colocaron en celdas de cloruro de sodio (NaCl)
y se analizaron en un espectrofotémetro de
infrarrojo FTIR16PC (Perkin Elmer). Los
resultados fueron comparados con las
frecuencias de vibracién y estiramiento
caracteristicas de cada grupo funcional.

La CG/EM se realizo utilizando un cromatoégrafo
de gases (Hewlett- Packard HP, modelo 5890,
serie Il), acoplado a un espectrémetro de
masas de la misma marca (modelo 5971 A), y
la identificacion de los compuestos se realizé
mediante la comparaciéon con los espectros
de masa existentes en la base de datos y
biblioteca NIST 2008 del Laboratorio de
Quimica Ambiental de la Universidad Simoén
Bolivar, Caracas, Venezuela.

En el analisis RMN, las muestras fueron
disueltas en un solvente deuterado segun
su solubilidad y se colocaron en un tubo de
resonancia, posteriormente sometido a un
campo magnético dentro del equipo de RMN.
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Para tal fin, se utiliz6 un equipo de RMN
(Bruker AM 300) (frecuencia de resonancia
1H = 300 MHz) perteneciente al Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC). Los desplazamientos obtenidos (5, y
3.) se informaron en partes por millén (ppm),
en relacion con un estandar interno de
tetrametil silano (TMS), y el calculo teérico
del espectro RMN de la molécula se realiz6
utilizando el programa RMN Predictor para
1Hy 18C,

RESULTADOS Y DISCUSION
Fraccionamiento cromatografico
Extracto alcohdlico del tallo (EALT)

Del fraccionamiento cromatografico de 1.2 g
del EALT se obtuvieron nueve fracciones,
de las cuales se analiz6 la fraccion 3
mediante IR y CG/EM. Por su parte, la
fraccion 5 por haber sido obtenida en mayor
cantidad (73.3 mg), fue subfraccionada en
una columna cromatogréafica de 22 cm de
altura, con un diadmetro de 0.5 cm, en una
relacion fraccion-silica 1:30, y se obtuvieron
cinco subfracciones que posteriormente se
ensayaron con una CCF. En la subfracciéon
5.1 se constato la presencia de una mezcla
poco compleja de compuestos que no
lograron separarse, y otra mancha de un
presunto compuesto aislado con un R, de
0.80; por lo que se aplicé una CCFP en la
que se utilizo silica gel tipo GF en placas de
1.0 mm de espesor, y una mezcla
diclorometano-AcOEt 4:1 como fase movil,
y se logré aislar el compuesto (Tabla 1).
Finalmente se realiz6 una CG/EM a la
subfraccién 5.1.1 (banda que se fue con el
solvente), y un analisis de RMN de 'H y 3C
al compuesto aislado (subfraccion 5.1.2).

Extracto etéreo del tallo (EET)

Del fraccionamiento cromatografico de 250
mg EET se obtuvieron ocho fracciones, en
su mayoria con muy poco rendimiento. En
tal sentido, solo fue posible realizar el
subfraccionamiento de la fraccion 111 (50.3
mg) mediante una CCFP, en la que se
observo la separacion de dos franjas
diferentes con R de 0.14 y 0.58
respectivamente (subfracciones I11.1 y
111.2), las cuales no pudieron recuperarse
en cantidad suficiente para ser analizadas,
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Tabla 1. Subfracciones obtenidas del fraccionamiento cromatografico
de la subfracciéon 5.1 del EALT de Melochia villosa mediante Cromatografia

en capa fina preparativa (CCFP).

Subfraccién Rf Masa (mg)
51.1 0.99 4.0
5.1.2 0.83 4.3

Tabla 2. Actividad antifangica de fracciones provenientes del extracto
alcoholico (EALT) del tallo de Melochia villosa (Mill.) Fawc. & Rendle.
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Fracciones del EALT

Hongo 3 8 9
Mucor racemosus - - -
Fusarium verticillioides ++ - -
Trichoderma viride - - -
Fusarium poae - - 4+

(+) Actividad antifingica leve con halos de 11-14 mm de didmetro;
(++) actividad antifungica moderada con halos de 15-18 mm de
didametro; (+++) actividad antifungica fuerte con diametro de
halo superior a 18 mm; (-) ausencia de actividad. Se utilizaron

discos de 5 mm de diametro. EALT: extracto alcohdélico del tallo

mientras de la subfraccion 111.3 se obtuvieron
7 mg que posteriormente se analizaron
mediante IR y CG/EM para su elucidacion
estructural. El resto de las fracciones
provenientes de este extracto, fueron
ensayadas en su mayor parte mediante las
pruebas fitoquimicas para la deteccion de
metabolitos secundarios, asi como también
se logré ensayar la letalidad de las fracciones
11, VII y VIII con A. salina.

Pruebas quimicas y bioldgicas

Deteccion de esteroles insaturados y/o
triterpenos pentaciclicos

Segun las pruebas fitoquimicas aplicadas, se
detecto la presencia de esteroles insaturados
en todas las fracciones EET (1V, V, VI, VII,
VIII) que se lograron ensayar. Esto indico que
dicha familia de metabolitos probablemente
esta presente en buena proporcion en todas
las fracciones del extracto. Sin embargo, los
flavonoides estuvieron ausentes.

Actividad antifungica

La evaluacion de la actividad antifungica de
las fracciones 3 y 9 del EALT evidenciaron

actividad antimicrobiana moderada contra
las cepas de F. verticilliodes y F. poae,
respectivamente (Tabla 2). Esto indic6,
que probablemente los compuestos
presentes en las mencionadas fracciones
poseen algun efecto antifingico contra
estas especies de Fusarium. El aumento
en la actividad de estas fracciones con
respecto al extracto crudo del cual
provienen (D’Armas et al., 2013) pudiera
deberse a un efecto antagonico sufrido por
interaccion del compuesto activo con otros
metabolitos presentes en el mismo extracto,
o en su defecto, un efecto de
concentracién, es decir, la concentracion
del metabolito activo aumenta en la
totalidad de la muestra (fraccion) al ser
separado de otros.

Estudios previos han demostrado el efecto
antifangico de extractos polares y apolares
de otras especies pertenecientes a la familia
Sterculiaceae, como por ejemplo H.
guazumifolia (D’Armas et al., 2018) y
Helicteres isora L. (Pandey et al., 2015), al
inhibir el crecimiento de cepas de hongos
(Aspergillus oryzae (Ahlburg), Curvularia
lunata (Wakker), Mucor sp., Candida
albicans, entre otros).
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Actividad letal contra A. salina

Respecto a la letalidad de fracciones de los
extractos alcohdlico y etéreo del tallo de M.
villosa, la 5, 8 y 9 del EALT, asi como las
fracciones 11, VIl y VIII del EET, evidenciaron
actividad letal o toxica contra A. salina (CL,,
<1000.0 pg mit) a las 48 h de exposicion
(Tabla 3). Posiblemente estas fracciones
provenientes de ambos extractos del tallo de
dicha especie, sean una fuente de metabolitos
con propiedades promisorias para la inhibicion
del crecimiento de células cancerigenas. Se
conoce que este bioensayo tiene correlacion
con actividades citotéoxicas (Meyer et al.,
1982; McLaughlin et al., 1988). Por ello, este
resultado sugiere la presencia de algun agente
citotoxico potencial en M. villosa, como en
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otros extractos de la familia Sterculiaceae (Li
et al., 2016; Dayal et al., 2017).

Caracterizacién estructural
Metabolitos secundarios presentes en el EALT
Analisis de IR de la fraccion 3

El andlisis de IR de la fraccion 3 mostro6 las
bandas asignadas al streching caracteristico
de los enlaces C-H alifaticos en la region
comprendida entre 3019 y 2854 cm™?, la banda
del enlace carboniloC=0alos 1719 cm™, alos
1215 cm™la banda correspondiente del enlace
C-O del grupo éster, y una banda intensa
asignada a los estiramientos de los enlaces CH,
de una cadena alifatica a los 758 cm (Figura 1).

Tabla 3. Letalidad de las fracciones de extractos del tallo de Melochia
villosa (Mill.) Fawc. & Rendle sobre Artemia salina Linnaeus.

Fraccion Método Clso a las 48 horas
5 Binomial 2.48
8 Binomial 12.00
9 Logit 316.00
I Logit 3.50
Vil Probit 1.40
Vil Binomial 1.34
5,8 y 9: fracciones provenientes del extracto alcohdlico del tallo;
I, 11 'y Ill: fracciones provenientes del extracto etéreo del tallo
76.6
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Figura 1. Espectro IR de la fraccion 3 proveniente del extracto alcohélico del tallo
de Melochia villosa.
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La fraccion 3 se observé como un soélido color
naranja muy opaco, siendo esta una de las
fracciones mas limpias y poco contaminadas.
En el analisis posterior de CG/EM (Figura 2)
se encontrd la separacion de cuatro
compuestos, de los cuales el éster diisoctilico
del acido 1,2-bencenodicarboxilico fue el
componente mayoritario y los ésteres 2-
metilpropil-butilico y metilico butilico del mismo

Abundance
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acido fueron los componentes en menor
cantidad (Tabla 4). El espectro de masas del
éster diisoctilico del acido 1,2
bencenodicarboxilico produjo un ion molecular
a una relacion m/z de 390, poco observable
por lo que se asume que se trata de un ion
poco estable. Ademas, se lograron detectar
las sefiales correspondientes a m/z 279, 167,
149 y 57 (Figura 3).
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Figura 2. Cromatograma de la separacion de los componentes que integran la fraccion 3 del
extracto alcohdlico del tallo de Melochia villosa, obtenido mediante CG/EM.

Tabla 4. Composicion quimica de la fraccion 3 del extracto alcohdlico del tallo de

Melochia villosa.

Pico Identificacion RT %Area %P

1 Ester-2-metilpropil-butilico del acido 1,2 14.508 3.78 95
bencenodicarboxilico.

2 Ester metilico butilico del acido 1,2- 15.194 8.87 87
bencenodicarboxilico

3 Ester diisoctilico del acido 1,2- 19.559 87.33 91

bencenodicarboxilico

TR: tiempo de retencion, %P: porcentaje de probabilidad
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Figura 3. Espectro de masas del éster diisoctilico del acido 1,2-bencenodicarboxilico
identificado como compuesto mayoritario de la fraccion 3 del extracto alcohélico
del tallo de Melochia villosa a un tiempo de retencion 19.559.

Del fraccionamiento cromatografico del
extracto alcohdlico de las hojas de M. villosa,
en el analisis de CG/EM de la subfraccién C2
se identificaron varios ftalatos, entre los que
se encontraba el DBP como compuesto
mayoritario (Rodriguez et al., 2015), por lo
que se podria decir en forma general, que
este tipo de compuestos se encuentra
presente en las distintas partes botanicas de
dicha especie. A pesar de que los ftalatos
son petroquimicos utilizados como plastificantes
o disolventes en una variedad de productos
industriales (Namikoshi et al., 2006), han sido
informados en la literatura cientifica como
metabolitos secundarios aislados en forma
natural, y se ha encontrado su presencia en
distintas plantas como Aloe vera L., Euphorbia
cyparissias L. y Euphorbia seguieriana Neck.
(Rowshanul y Rezaul, 2009). Ademas, el
contenido de la abundancia natural de **C en
el dibutil ftalato (DBP) de Laminaria japonica
Aresh. y Undaria pinnatifida (Harv), dos algas
pardas, y Ulva sp., un alga verde, revelé que
este compuesto se produce en forma natural,
ademas de encontrarse que el contenido de
14C del di-(2-etilhexil) ftalato obtenidos de las
algas estaba entre 60-80% (Namikoshi et al.,
2006). Otro estudio refirio la presencia del DBP
como metabolito secundario aislado de
Mimusops elengi Linn (Ruikar et al., 2011). Por
otra parte, en la caracterizacion estructural de
Whalteria berteroi (Spreng.) J.G. Saunders

(Sterculiaceae) fueron encontrados el acido
1,2-bencenodicarboxilico y algunos de sus
ésteres como el éster di-(2-etilhexilico) y el
éster diisooctilico del mismo acido en su
extracto alcohdlico (Salazar, 2012).

Analisis de CG/EM de la subfraccion 5.1.1

De la subfraccion 5.1.1, se lograron identificar
mediante CG/EM cinco compuestos presentes
en distinta cantidad, de los cuales tres de
ellos se encontraron en mayor abundancia. Los
compuestos en menor proporcion identificados
en la subfraccion 5.1.1 fueron los ésteres
metilico y etilico del &cido hexadecanoico (Tabla
5, Figura 4).

Cabe destacar que los compuestos de mayor
abundancia identificados en este analisis,
fueron también encontrados en la fraccion
B1 del extracto alcohdlico de las hojas (EALH)
de M. villosa (Rodriguez et al., 2015), lo cual
sugiere que estan presentes en ambas partes
de la planta.

El espectro de masas del éster metilico del acido
hexadecanoico (Figura 5), mostré un pico a
m/z 270 correspondiente al ion molecular de
dicho éster, de férmula molecular C _H_,0O,, un
pico base am/z 74 y los picos correspondientes
a los fragmentos mas abundantes a m/z 227,

143, 87 y 55 respectivamente.
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Tabla 5. Composicion quimica de la subfraccion 5.1.1 del extracto alcohélico del

tallo de Melochia villosa.

Pico Identificacion TR %Area %P
6.10.14-trimetil-2-pentadecanona 14.190 9.07 99

2 Ester metilico del acido hexadecanoico 14.980 3.63 97
3 Acido hexadecanoico 15.398 50.72 78
4 Ester etilico del acido hexadecanoico 15.638 4.47 96
5 Ester mono (2-etilhexilico) del acido 1,2- 20.427 32.11 91

bencenodicarboxilico

TR: tiempo de retencion. %P: porcentaje de probabilidad
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Figura 4. Cromatograma del fraccionamiento de la subfraccion 5.1.1 del extracto alcohdlico

del tallo de Melochia villosa obtenido mediante CG/EM.
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Figura 5. Espectro de masas del éster metilico del acido hexadecanoico identificado
en el extracto alcohdlico del tallo de Melochia villosa y separado en el tiempo de

retenciéon de 14.980
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Por su parte, el espectro de masas del éster
etilico del acido hexadecanoico (Figura 6),
exhibié el pico propio del ion molecular
correspondiente a la férmula de dicho
compuesto (C,;H,.0,) a m/z 284; un pico base
am/z 88, y se observaron también los picos
correspondientes a los fragmentos mas
abundantes am/z 241, 157, 101, 73y 55.

Analisis de RMN de la subfraccion 5.1.2

El analisis de RMN *H de la subfraccion 5.1.2,
evidencioé cinco sefales correspondientes a
los distintos tipos de protones presentes en
el compuesto estudiado, asi como también
se observo la sefial correspondiente al
solvente. En la ampliacion del RMN 'H, a un
desplazamiento 5, 0.83 ppm se observo un
triplete correspondiente al acoplamiento de
los protones del grupo metilo -CH_ terminal
(H,, Y H,,), un multiplete muy intenso a un g,
de 1.27 ppm, asignado a los metilenos (—CH,-) |
de la zona alifatica (H,-H,, y H,,-H,,), a los
1.59 ppm un multiplete correspondiente al
proton metilénico —CH,-CH,-COO-
correspondiente al carbono 3 de la molécula
(H,), un triplete al §, 2.27 ppm, asignado al
proton metilénico —CH_-COO- adyacente al
grupo carbonilo (H,) y finalmente un triplete
correspondiente a un protén metilénico
adyacente a un oxigeno —COO-CH,-(H,,) a

Abundance
8o

25000 4

k.

200004
101
150004

100009 73

50004

50 80 100 120 140
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un desplazamiento quimico de 4.03 ppm
(Figura 7, Tabla 6).

El espectro de RMN de **C de este compuesto
(Figura 8), mostro una sefnal a un §_de 15
ppm correspondiente a los carbonos de los
grupos metilicos terminales de la molécula
(-CH,)) (C, yC,), una sefnal a los 23 ppm
asignada a los carbonos metilénicos
adyacentes a los metilos terminales (CH,-CH,-)
(C, Y c,).- Ademas, un pico muy intenso
correspondiente a los carbonos metilénicos
de la zona alifatica de la molécula a un
desplazamiento quimico 5_de 30 ppm, una sefial
a un 3_de 32 ppm asignada a los carbonos
metilénicos (-CH,-) C, y C,, del compuesto;
otra sefial a los 35 ppm, correspondiente al
carbono metilenico —CH,-COO- adyacente al
grupo carbonilo (C,); un desplazamiento
quimico a §_de 65 ppm asignado al carbono
metilénico COO-CH,- adyacente al oxigeno del
grupo éster (C,,); asi como también, se
evidencié6 a campo bajo la seiial
correspondiente al carbono carbonilico de la
molécula -COO-(C,) con desplazamiento
quimico 5_de 174 ppm. Dicha informacion se
confirmé con el experimento DEPT-135 de RMN
en dos dimensiones, el cual ademas dio indicios
de tratarse de una molécula simétrica con los
metilos terminales superpuestos y el grupo
éster en el centro (Figura 9, Tabla 7).

0

/\/\/\/\/\/\/\)ko/\

Estructura del éster etilico del acido hexadecanoico.

Ci1gH%02

150 180 200 220 249 260 280
mfz

Figura 6. Espectro de masas del éster etilico del acido hexadecanoico identificado en el
extracto alcohdlico del tallo de Melochia villosa y separado al tiempo de retencion de 15.398.
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Figura 7. Espectro RMN *H de la subfraccion 5.1.2. del extracto alcohdlico del tallo

de Melochia villosa.

Tabla 6. Desplazamientos quimicos §,del espectro RMN de 'H de la subfraccion
5.1.2. del del extracto alcohdlico del tallo de Melochia villosa.

Posicién Multiplicidad OH (ppm) Asignacion

Hai1, Ha2 Triplete (t) 0.83 -CHs

Ha-Hio y Hiz-H21 Multiplete (m) 1.27 (-CHz-)n

Hs Multiplete (m) 1.59 -CH2-CH2-COO-
H2 Triplete (t) 2.27 -CH2-COO-

Hiz Triplete (t) 4.03 -COO-CHz-

- Singlete (s) 7.30 CHCIs

En el andlisis de RMN para 'H y *C de la
subfraccion 5.1.2 del EALT de M. villosa se
confirmo que dicho espectro corresponde a un
éster alifatico de 22 atomos de carbono con
estas caracteristicas, identificado como éster
undecilico del &cido undecanoico (Figura 9).

En estudios realizados anteriormente a otras
plantas de la familia Sterculiaceae, se encontré
la presencia de algunos ésteres de acidos
grasos, tales como el éster metilico del acido
pentadecanoico, en el extracto metandlico de
Helicteres guazumifolia (Vasquez, 2010); los
ésteres metilicos de los acidos octadecanoico
e icosanoico en M. tomentosa (Espinoza,
2010), asi como también se identifico la
presencia del éster metilico del acido
hexadecanoico en ambas especies, y los
acidos dodecanoico, tetradecanoico,

hexadecanoico, heptadecanoico y
octadecanoico como compuestos principales de
la especie Whalteria berteroi (Salazar, 2012).
Por su parte, en el extracto alcohdlico de las
hojas de M. villosa fueron identificados varios
acidos grasos de los cuales el acido
hexadecanoico fue el mas abundante (Rodriguez
et al., 2015). Los ésteres etilicos de acidos
grasos se utilizan junto con cambios en el estilo
de vida (dieta, adelgazamiento y ejercicio) para
reducir la cantidad de triglicéridos (sustancias
grasas) en la sangre. Los ésteres etilicos de
acidos omega 3 pertenecen a una clase de
medicamentos denominados agentes
antilipémicos o reguladores de los lipidos,
puesto que es posible que dichas sustancias
actuen al reducir la cantidad de triglicéridos
y otras grasas que se producen en el higado
(Medline Plus, 2019).
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Figura 8. Espectro de RMN de **C incluyendo espectro bidimensional DEPT-135 de la
subfraccion 5.1.2 del extracto alcohdlico del tallo de Melochia villosa.

Tabla 7. Desplazamientos quimicos 5. del espectro RMN 13C de la
subfraccion 5.1.2 del estracto alcohdlico del tallo de Melochia villosa.

Posicién Oc (ppm) Tipo de carbono
Ci1, C22 15 -CHs
Cio, C21 23 CHs-CH2-
C3-Cgy C13-Cio 30 (-CH2-)10
Co,C20 32 CH3-CH2-CH2-
C2 35 -CH2-COO-
Ci2 65 -COO-CH2-
Ci1 174 -CH2-COO-CH2-
- 76-80 CDCls

O
11 9 7 5 3 12 14 16 18 20 22
10 8 6 4 2 0 13 15 17 19 21

Figura 9. Estructura del éster undecilico del acido undecanoico identificado de la subfraccion
5.1.2 del extracto alcohdlico del tallo de Melochia villosa mediante RMN H! y C*2,

En estudios previos realizados al extracto
alcohodlico (EALT) del tallo de M. villosa se
detecto la presencia de esteroles insaturados
y/o triterpenos pentaciclicos, ademas de
flavonoides y fenilpropanoides, con actividad
letal contra A. salinay una CL, de 10.00 g ml*a
las 48 horas, y una leve actividad antifingica

contra Fusarium poae (D’Armas et al., 2013).
Atendiendo a ello se presume que este tipo de
metabolitos pudo haber quedado en las
fracciones que no lograron ser analizadas mediante
las técnicas espectroscopicas utilizadas, y en
menor proporcion el extracto alcohdlico, tal vez
debido a su naturaleza poco polar.
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Metabolitos secundarios presentes en el
extracto etéreo del tallo (EET) de M. villosa

Andlisis IR de la subfracciéon 111.3

El espectro de IR de la sufraccion 111.3 mostro
las bandas asignadas a los estiramientos
propios de los enlaces CH alifaticos a los 3018
y 2851 cm™®; a los 1714 cm™, se observo
una banda correspondiente a las vibraciones
del grupo carbonilo C=0, los estiramientos
caracteristicos del enlace C-O del grupo éster
alos 1215.49 cm?, y finalmente una banda
bastante intensa a los 758 cm™ que

77.84
751

%T
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corresponde a los CH, de una cadena alifatica
(Figura 10).

Analisis de CG/EM de la subfraccion 111.3

El analisis de CG/EM de la subfraccion 111.3, revel6
la presencia de 6,10, 14-trimetil-2-pentadecanona,
4,8,12,16-tetrametilheptadecan- 4-olido y los
ésteres di-butilico y mono (2-etilhexilico) del
acido 1,2-bencenodicarboxilico. De igual forma,
fueron también separados e identificados, el
éster 2-hidroxi-1metilpropilico del acido
octadecanoico, colestan-3-onay spinasterona
(Figura 11, Tabla 8).

——— — _ LY

1500 1000 450

em-1

Figura 10. Espectro de IR de la subfraccion 111.3 proveniente del extracto etéreo del tallo

de Melochia villosa.
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Figura 11. Cromatogréfica de gases de los componentes de la subfraccion 111.3 del extracto

etéreo del tallo de Melochia villosa.
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Tabla 8. Composicion quimica de la subfraccion 111.3 del extracto etéreo del tallo de

Melochia villosa.

Pico Identificacion TR %Area %P
1 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona 13.271 3.84 99
2 Ester isobutil undecilico del acido 1,2- 13.557 2.17 99
bencenodicarboxilico
Ester dibutilico del acido 1,2-bencenodicarboxilico 14.497 8.58 95
Ester metilico butilico del acido 1,2- 15.199 13.87 91
bencenodicarboxilico
4,8,12,16-tetrametilheptadecan-4-olido 18.014 7.36 98
Ester 2-hidroxi-1-metilpropilico del acido 19.278 3.05 91
octadecanoico

7 Ester mono (2-etilhexilico) del acido 1,2- 19.548 2.54 o8
bencenodicarboxilico
Colestan-3-ona 25.760 2.54 98
Spinasterona 27.230 1.44 96

TR: tiempo de retencidon, %P: porcentaje de probabilidad, Gris: compuestos mas

abundantes

Prie

Colestan-3-ona

e

]')I]l asterona

Figura 12. Estructuras de: colestan-3-onay spinasterona, identificados en la subfraccion
111.3 del extracto etéreo del tallo de Melochia villosa.

Los compuestos colestan-3-ona vy
spinasterona, poseen como estructura nudcleo
el sistema policiclico del
ciclopentanoperhidrofenantreno, tipico de
compuestos pertenecientes al grupo de
esteroles insaturados (Figura 12), por lo que
ambas moléculas probablemente deriven de
su correspondiente esterol, lo cual confirma
la presencia de este tipo de metabolitos se-
cundarios en el tallo M. villosa, tal y como se
evidencio en las pruebas quimicas realizadas.
De acuerdo con lo observado en los estudios
fitoquimicos en otras plantas pertenecientes
a la familia Sterculiaceae, se presume que
esta familia de metabolitos secundarios es
caracteristica en las plantas de esta familia.

CONCLUSIONES

El tallo es uno de los principales 6rganos de
Melochia villosa que podria ser considerado
como una fuente prometedora de metabolitos
secundarios bioactivos para el desarrollo de
productos farmacoldgicos. Fracciones de
extracto alcohdlico del tallo poseen
propiedades antifungicas contra Fusarium
verticillioides y F. poae, ademas provocan
letalidad en Artemia salina. Los acidos
carboxilicos y ésteres de acidos que son los
compuestos con mayor abundancia en este
extracto podrian ser los responsables de dicha
actividad biolégica. Entre ellos se encuentra
el éster undecilico del acido undecanoico.
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Igualmente, fracciones del extracto etéreo
del tallo contienen esteroles insaturados como
colestan-3-onay spinasterona.
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