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RESUMEN

ABSTRACT

Se realizé el tamizaje fitoquimico de la corteza del tallo de Maytenus
urquiolae Mory, el cual mostré triterpenos y compuestos fenélicos
como las familias de metabolitos mas abundantes en el material
vegetal. Se aisl6 y caracteriz6 el polimero 1,4 trans poliisopreno,
marcador quimiotaxonémico de la familia Celestraceae, y finalmente
se realiz6 un estudio de la composiciéon quimica de la fraccién de
mas baja polaridad, la cual se caracterizdé por cromatografia gaseo-
sa acoplada a espectrometria de masa, en la que se identificaron 11
compuestos, seis pertenecientes a la familia de los sesquiterpenos.
El extracto en n-hexano:éter etilico (1:1) de la corteza del tallo mos-
tro efecto fungicida in vitro contra el patégeno Curvularia clavata B. L.
Jain.

Palabras claves: Celastraceae, Maytenus urquiolae, tamizaje
fitoquimico

A phytochemical screening of Maytenus urquiolae Mory steam barks
was done. This study showed that triterpenes and fenolic compounds
were the main metabolites families present in plant material. Polymer
1,4 trans polyisoprene was isolated and characterized as
chemiotaxonomic significance of Celestraceae family. Finally a
chemical composition study of the lower polarity fraction was carried
out by CG-MS, where 11 compounds were identified and six of them
belong to sesquiterpene family. The steam barks n-hexane: ethyl
ether (1:1) extract showed in vitro fungicide activity against the pathogen
Curvularia clavata B. L. Jain.

Keywords: Celastraceae, Maytenus urquiolae, phytochemistry
screening

INTRODUCCION

La familia Celastraceae es conocida cominmente como
familia agridulce (bittersweet) debido al sabor de sus
frutos. Incluye 98 géneros con aproximadamente 1264
especies [Diasetal., 2005].

Dentro de la familia Celastraceae, el género Maytenus
tiene una larga historia de empleo en la medicina popu-
lar de varios pueblos [Gonzélez et al., 1996]. Se conoce
que presentan una serie de familias de metabolitos se-
cundarios con amplia variedad de actividades biol6gi-
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cas [Santos-Oliveira et al., 2009]. Ejemplo de esto son
los alcaloides sesquiterpénicos piridinicos con activi-
dad antialimentaria e inmunosupresora [Alvarenga et
al., 2001], triterpenoquinonasy dimeros triterpénicos
con actividad antimicrobiana [Gonzélez et al., 1996] y
nortriterpen metilénquinonas con actividad anti-
microbiana e insecticida [Avilla et al., 2000; Spivey et
al., 2002]. Se conoce ademas que estas plantas contienen
metabolitos considerados marcadores taxondmicos
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como la gutapercha, agarofuranos, sesquiterpénicos
piridinicos, entre otros [Menezes de Olivera et al.,
2006].

El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio
fitoquimico preliminar de la corteza del tallo de la es-
pecie Maytenus urquiolae, asi como evaluar de manera
preliminar su actividad fungicida.

MATERIALES Y METODOS

La especie Maytenus urquiolae Mory, arbol endémico
de Cuba, fue descrita por vez primera en 1993 [Mory,
1993]. Se recolecto en el municipio de Mantua, provin-
ciade Pinar del Rio, en noviembre del 2007.

La corteza de tallo se seco a la sombra por espacio de
48 h y luego se completo el proceso en estufa a 35°C
durante 2 h. Posteriormente se procedio a su tritura-
cion por medio de un molino de cuchillas, con un tamiz
de 5 mm. Se maceraron 690 g del material vegetalen2 L
de una mezcla de n-hexano:éter etilico 1:1 durante 24 h;
seguidamente se calentd a reflujo en la misma mezcla
por espacio de 4 h. Se filtré por gravedad, y al dejar
enfriar el filtrado precipito 5,9 g de un sélido amorfo
de color blanco (A,), el cual se lavo con pequefios volu-
menes de metanol y gotas de acetona. El liquido
sobrenadante se concentro a presion reducida y se ob-
tuvieron 11 g de unsolido color naranja (A.).

Para detectar las principales familias de metabolitos
presentes en la corteza del tallo se procedi6 a realizar el
tamizaje fitoquimico segin el Minsap (1994).

El compuesto A, fue caracterizado por su punto de fu-
sién'y por espectroscopia IR-FT, *H-RMN y *C-RMN.

Se preparé una columna cromatogréfica por via seca
en la que se utiliz6 como adsorbente gel de silice 60 de
tamanio 0,063-0,200 mm de alta pureza, y se le afiadie-
ron5gde A, disueltos en 10 mL de n-hexano, la colum-
na se eluyd con n-hexano, n-hexano-cloroformo 1:1, clo-
roformo, acetato de etilo y metanol. La fraccion de
n-hexano se concentro al vacio hasta total sequedad, y
el residuo (R,) se analiz6 por CG-MS.

Con el objetivo de evaluar la actividad fungicida se se-
leccioné como hongo diana una cepa de Curvularia
clavata B. L. Jain, patdgeno en pastos, donado por el
cepario del Inisav, que se sembré en placas Petride 9 cm
de diametro con PDA, las que se incubaron a 28 + 2°C
durante siete dias. Para la produccion de conidios se
transfirieron de dos a tres porciones del micelio a hojas
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de yerba Don Carlos (Sorghum halepense L. Pers.) en
agar agua. Despues de 72 h'y observados los conidios al
estereoscopio, se tomaron las hojas que se transfirie-
ron a medio liquido papa dextrosa y se incubaron a
28 £ 2°C durante 72 h. El ensayo se llevd a cabo segun
el método descrito por Philip et al. (1984), modificado
con papa dextrosa como medio de cultivo. En placa del-
gada cromatografica de 25 x 25 cm, cubierta de gel de
silice (0,5 mm de espesor) se aplicaron 5, 10, 20, 40y
100 pL de unasolucion de A, de concentracion 5 mg/mL
en acetato de etilo. Despues de evaporado el solvente se
asperjaron 10 mL de suspension de esporas del hongo
fitopatdgeno C. clavata. La placa cromatografica se in-
cubd por espacio de cuatro dias a 32 + 2°C en camara
humeda (humedad > 95%) en la oscuridad. Como con-
trol positivo se utilizé tebuconazol a 50 pg/mL. Se eva-
lué cualitativamente la inhibicion de la germinacion de
conidios.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el tamizaje fitoquimico realizado el ensayo de
Liebermann-Buchard para la identificacion de
triterpenos dio positivo; se observo la formacion de una
coloracion roja con gran intensidad, hecho que indica
abundancia de este metabolito en la corteza de tallo.
En el ensayo de Baljet, para la identificacion de las
cumarinas, se noto su presencia en buenas cantidades.
Se identificd la presencia de fenoles o taninos en el en-
sayo del cloruro férrico. Por Gltimo, el ensayo de Molisch
confirma la presencia de glicésidos (Tabla 1).

El solido esponjoso de color blanco A, resulto soluble
en tetracloruro de carbono y diclorometano, e insolu-
ble en metanol y acetato de etilo. Su apariencia fisicay
solubilidad sugieren la posibilidad de estar en presen-
ciade 1,4 trans poliisopreno, polimero natural conoci-
do como gutapercha. El intervalo de la temperatura de
fusion fue de 68-70°C, valor superior al reportado para
el mismo polimero aislado de Maytenus acanthophylla
(52,5-56°C) [Menezes de Oliveiraet al., 2006]. La dife-
rencia en las temperaturas de fusion puede deberse a
diferencias en el grado de polimerizacion.

El espectro IR de A, muestra sefiales de carbonos con
hibridacion sp, (> 3000 cm™). El grupo CH, también se
detecta por sus bandas caracteristicas de 2915, 2890 y
1446 cm. La banda a 1664 cm™ caracteriza la frecuen-
ciade vibracion estiramiento de doble enlace carbono-
carbono (n._.), y a 796 cm™ aparece la banda de dobla-
je fueradel plano de alquenos v, .
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Tabla 1 Tamizaje fitoquimico de la corteza de tallo de Maytenus urquiolae

Metabolitos Ensayo Eter/n-hex
Alcaloides Wagner -
Triterpenos Liebermann-Buchard ++
Quinonas Borntrager -
Cumarinas Baljet ++
Saponinas Espuma -
Fenoles o taninos Cloruro férrico +
Aminas y aminoéacidos Ninhidrina -
Flavonoides Shinoda -
Glicosidos Molisch -

—: No detectable. +: Positivo.

La ausencia de sefiales correspondientes a grupos
carbonilo, amino, alcoholes u otros compuestos oxige-

1:%
1004
90
801
704
601
50

404

307

++: Abundante.

nados, son también elementos que confirman la pre-
sencia de la gutapercha (Fig. 1).
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Figura 1. Espectro de IR de la gutapercha aislada de

M. urquiolae.

Se verifico la estructura del polimero con los espectros de
'H-RMN y C-RMN. En el espectro de *H-RMN (Fig. 2)
aparecen dos sefiales caracteristicas del compuesto, una
perteneciente al proton olefinico (65,12 p.p.m. (1H,s)) y otra
del grupo CH, (51,60 ppm (3H,s)); aparece ademas la sefial
de los grupos metilenos (CH,) (62,01 p.p.m. (4H,d)).

El espectro de *C-RMN muestra cinco sefiales pertene-
cientes a la unidad estructural (Fig. 3). Las sefiales a
135 p.p.m. (=CH-) y 125 p.p.m. pertenecen a los carbonos
sp, del doble enlace; la sefial a 16 p.p.m. al grupo
CH,; vy las seiiales a 40 p.p.m. y 27 p.p.m. a los grupos
CH

o
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Figura 2. Estructuray espectro de *H-RMN de la gutapercha

aislada de M. urguiolae.

124.21

13488

3
—16.68

—15.89

Figura 3. Espectro de *C-RMN de la gutapercha aislada de M. urquiolae.

R, selogro del fraccionamientode A, y se hizoun CG-MS. La
Tabla2 resume los resultados del cromatogramade R, (Fig.4).
Se utilizd una columna SPB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
con una programacion de temperatura para el horno de 60°C
(2min), 4°C/min hasta 250°C (20 min).

El detector empleado fue de impacto electrdonico (70eV)
a230°C. La deteccion se realizo en el modo scan entre
35y 400 uma. Los componentes fueron identificados
por comparacion de sus espectros de masas con los com-
pilados en la base de datos NI1ST98.
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Fueron detectados 11 compuestos. Seis identificados
son sesquiterpenos, los cuales significan més del 50%
de lacomposicion de R,. Se destaca 6-muuroleno con el
21,2%. Es de notar que, segun la literatura, los
sesquiterpenos son sustancias comunes en las
Celastraceas, y se relacionan con la biosintesis de los
agarofuranos, metabolitos con marcada actividad in-
secticida [Céspedes et al., 2001]. Fueron detectados
ademas tres hidrocarburos saturados de 12, 14 y 18
atomos de carbono.
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Tabla 2. Resultados obtenidos del cromatograma de R

No. Tr (min) Compuesto Fglr(;gzlla Area (%)
1 2,5 4 hidroxi, 4 metil 2-pentanona CeH120, 7
2 |75 Dodecano Ci2 Hzs 4,8
3 111 0.-copaeno CisHa4 3,5
4 11,32 Tetradecano CusHzo 2,4
5 11,40 B-elemeno CisHos 7
6 12,55 a-himachaleno CisH24 4,7
7 12,64 a-cariofileno CisH24 2,4
8 12,97 y-muuroleno CisHos 21,2
9 13,44 cis-B-guaieno CisHaa 7
10 14,95 Octadecano CigHsg 4,7
11 | 31,58 Escualeno CaoHso 17,7
(x 100,000}
e
7,5
5,04
2,5+
0.0 fo i e L_ M A
2.5 50 75 T 125 150

Figura 4. Cromatograma de R,

Los resultados —primeros de caracter fitoquimico que
se le realizan a esta planta— dan elementos que confir-
man su clasificacion taxonomica, puesto que la guta-
percha es considerada un marcador quimiotaxondmico
de lafamilia Celeastraceae. Las familias de metabolitos
encontradas en el tamizaje fotoquimico como triter-
penos, cumarinas y compuestos fenolicos estan amplia-
mente descritas por sus actividades bioldgicas en el
control de plagas. Los triterpenos se caracterizan por
ser muy efectivos como insecticidas y fungicidas [Chen
etal., 2005; Connolly y Hill, 2002], de los compuestos
fendlicos en general, y las cumarinas en particular se
conoce su efecto insecticida, fungicida y rodenticida
[Duke, 1990; Baskar etal., 2010].

Finalmente, los sesquiterpenos identificados por
cromatografia gaseosa se caracterizan por provocar efec-
to antialimentario en insectos y alelopatico [Fraga,
2003; Silvaetal., 2009]. Todos estos elementos indican

a esta planta como promisoria fuente de metabolitos
activos en el control de plagas.

En la Tabla 3 se listan los valores de la inhibicién del
crecimiento miceliar de C. clavata respecto a la canti-
dad de extracto de A, aplicado.

Elextracto obtenido a partir de M. urquiolae (A,) comen-
z0 a evidenciar efecto antifungico a partir de los 20 pL,
equivalente a 100 pg del crudo. Los valores obtenidos
son interesantes, ya que se esta evaluando un extracto
gue contiene una mezcla de metabolitos y no a un com-
puesto puro. El o los metabolitos responsables de la
actividad bioldgica pueden estar en diferentes propor-
ciones en el extracto, desde ser mayoritario a solo en-
contrase a nivel de trazas. Este estudio merece una
profundizacion en el analisis de los metabolitos
involucrados en la actividad antifungica por la posible
utilizacion en el control de patégenos en la agricultura.
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Tabla 3. Inhibicion de la germinacion de conidios de C. clavata

por el extracto de A;

Volumen aplicado A Tebuconazol Acetato
(pL) (5 mg/mL) (0,050 mg/mL) de etilo

5 - + _

10 - + -

20 + + -

40 + + -

100 + + -

+: Inhibio. —: No inhibié.

CONCLUSIONES

 Elextracto en n-hexano/éter etilico (1:1) de la corte-
za del tallo de Maytenuz urquiolae Mory inhibio la
germinacion conidial de C. clavata.

« Eltamizaje fitoquimico realizado a la corteza del tallo
mostro la presencia de triterpenos, cumarinas, com-
puestos fendlicos y glicosidos.

 Seaisloy caracterizd un polimero natural (1,4 trans
poliisopreno) conocido como gutapercha, el cual es
un marcador quimiotaxonomico de la familia
Celastraceae.

+ Paralafraccion R, se identificaron 11 compuestos,
seis de ellos sesquiterpenos.
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