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Resumen:

Debido a la escasa informacion sobre los metabolitos secundarios presentes
en la especie, se propone el estudio fitoquimico del extracto de acetato de etilo (E
AcOEt) de las semillas de Billia rosea perteneciente a la familia Hippocastanaceae.
Del extracto de acetato de etilo (E AcOEt) se aislaron tres compuestos, un derivado
del acido cindmico, un triterpeno del tipo polihidroxioleonano glicosilado, y un
triterpeno del tipo polihidroxioleonano glicosidado sustituido con un acido

monoterpenico, este Ultimo nuevo en la familia Hippocastanaceae.

Loa estructuras elucidadas corresponden a metil 3-(4-fenil-3-hidroximetilen)
acrilato o 3-fenil- 3-hidroximetilen propeonato de metilo, un monosacarido de la
escina 21-(2-metilbutanoil)-22-angeloil-protoaescingenina 6 383, 16a, 2183, 22 a, 24,
28-hexahidroxyolean-12-eno y la saponina 30- a-arabinofuranosil (1— 4)-[ B-D-
glucopiranosil-(1—+2)]- B-D-glucoronopiranosil-16a, 22a, 24, 28-pentahidroxi, 21p3-

((E)-2-metil-6-hidroxi-6-metil-2,7-octadienoil)-olean-12-eno.
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1. Introduccion.

Las plantas representan unas de las fuentes mas antiguas de la medicina
natural y sus principios activos (medicinales), contenidos en hojas, raices, flores,
semillas y cortezas, han sido utilizados durante siglos en forma de infusiones,
extractos, capsulas o pécimas para curar o aliviar diversas dolencias en el

organismo.*

El uso de las plantas se ha difundido principalmente por medio de la tradicion
oral pues representan para muchos una alternativa de salud. La historia
etnobotanica es extensa y se han publicados diversos libros que compilan el
conocimiento en esta area entre los cuales se puede mencionar: El “Cddice
Badiano,” escrito por un indio Xocxhimilca y traducido al latin, el cual describe las
plantas medicinales mexicanas. El texto clasico “EL Arcano De la Quina y la Flora de
Santa Fe,” escrito en Colombia a finales del siglo XVIII y la obra de Henry Pittier,
“‘Manual de las Plantas Usuales en Venezuela,” que describe las plantas de acuerdo

a su uso Yy clasificacién botanica, escrito en el afio 1926.%2

En los dultimos tiempos ha aumentado el interés cientifico sobre los
componentes y efectos de las plantas que tradicionalmente han mostrado
actividades biolégicas interesantes, como por ejemplo propiedades antibacterianas,

antitumorales, antiespasmédicas e hipoglicemiantes.!3#>°

Existen numerosas especies vegetales con posible actividad hipoglicemiante,
orientadas al tratamiento etnomédico de la diabetes Mellitus. Muchas de éstas han
sido ampliamente estudiadas y aunque es necesario realizar un mayor namero de
ensayos clinicos controlados, los resultados de los trabajos realizados en los ultimos
afios son muy positivos debido a la eficacia que se desprende de ellos y por la
escasa toxicidad a las dosis recomendadas, por lo que podrian ser utilizados durante

largos periodos. °



La diabetes mellitus es un sindrome endocrino y un problema de salud publica
que afecta a una de cada veinte personas en el mundo lo que representa
aproximadamente 173 millones de personas. Alrededor de dos terceras partes de
estos pacientes viven en paises en via de desarrollo. De acuerdo al envejecimiento
de la poblacion y los malos héabitos de vida actual, los expertos suponen que para el
afio 2025 esa cifra puede llegar a 366 millones de personas.’®

Esta enfermedad tiene una prevalencia elevada y es una de las primeras
causas de mortalidad por sus complicaciones a mediano o largo plazo. El
tratamiento farmacolégico mas comun es con agentes hipoglicemiantes orales y/o
insulina logrando avances muy importantes en el tratamiento, sin embargo,
aproximadamente un tercio de los pacientes siguen empleando plantas como
tratamiento alternativo. El estudio de hipoglicemiantes naturales puede llevar al
desarrollo de farmacos con utilidad terapéutica potencial y con una baja incidencia

de efectos secundarios.”’

Entre las numerosas especies vegetales con posible actividad
hipoglicemiantes se encuentra las especies pertenecientes a la familia
Hippocastanaceae, compuesta por dos géneros, uno de ellos, Aesculus, con
Aesculus hippocastanum (“castafio de indias” o “Horse chestnut”), como la especie
MAs representativa, posee saponinas conocidas como escinas, con propiedades
antiinflamatorias, antiedematosas, capilaroprotectivas, y antidiabéticas. El otro
género, Billia rosea, ha sido poco estudiado y el conocimiento etnobotanico refiere

su uso para el control de la diabetes. %



1.1 Familia Hippocastanaceae

La familia Hippocastanaceae, estd conformada por dos géneros: Aesculus y
Billia. EI género Aesculus esta representado por trece especies distribuidas a través del
hemisferio norte. Doce de las trece especies se encuentran en Asia oriental y America
del Norte y una es nativa de Europa.’ El género Billia estd conformado por dos
especies, Billia hippocastanum, distribuida en centro America y Billia rosea distribuida,
en Sur America.>*? Estudios taxonémicos sugieren que ambos géneros tuvieron un
ancestro en comun similar a Billia, pero Aesculus, emigré solitariamente a Eurasia a

través del Estrecho de Bering. °

Son arboles con hojas opuestas, caducas (en Aesculus) o persistentes (en
Billia), palmeado-compuestas. Flores blancas, amarillas, rosadas o rojas, dispuestas en
paniculas terminales. Tienen el céliz de 5 sépalos, la corola con 4-5 pétalos y el
androceo de 6-8 estambres. El fruto en cdpsula coridcea con cubierta espinescente o
lisa, abriéndose en tres valvas y conteniendo semillas. En las inflorescencias las flores
superiores son funcionalmente masculinas, mientras que las inferiores actian como

hermafroditas.*®

Las plantas de esta familia se caracterizan principalmente por que producen
glucésidos y saponinas glucosidicas, flavonoides glicosilados, principios amargos,

aceites grasos, etc. ™

De esta pequeiia familia la especie mas estudiada es la Aesculus
hippocastanum L. conocida como castafio de indias (horse chestnut) o falso
castafio. Crece en parques, avenidas y en calles de grandes urbes como arbol de
sombra ornamental en lugares despejados y terrenos medianamente himedos y

fértiles.™



Las castafias no son aptas para el consumo humano, sin embargo, se utilizan
en la alimentacion animal. No obstante, las semillas tostadas, molidas y preparadas

en infusién se usan con fines medicinales.*®

Las partes mas estudiadas de Aesculus hippocastanum L son las semillas,
cortezas y hojas (en ese orden de importancia) y por lo general suelen recogerse del
suelo cuando caen tras la maduracion.’® Tradicionalmente, se ha utilizado como
analgésico, antiinflamatorio y para fortalecer los vasos sanguineos en el tratamiento

de venas inflamadas o dilatadas.®'’

Los compuestos activos son distintos para las semillas, la corteza o las hojas.
En las semillas se encuentran derivados flavonicos y saponinas triterpénicas donde
la escina es el principal principio activo. En las hojas y flores, se encuentran los
aceites esenciales y la corteza es rica en taninos y derivados cumarinicos presente

en forma de heterésidos. >3

La escina es un saponésido con propiedad antiinflamatoria, antiedematosa,
vasoconstrictora, protectora de la pared vascular y venotonica, por lo que ésta

basicamente se utiliza en trastornos de la circulacion venosa.*®

Debido a las propiedades vitaminicas P. (flavonoides glucosilados con
propiedades antioxidantes) se ha comenzado a utilizar las escinas al 1-3 % (en
forma de extracto glicélico), en preparados cosméticos emulsionados o lociones

antisolares de aplicacion local.™



Figura 1. Catafio de indias. Aesculus Hippocastanum L."



1.2 Descripcion Taxonomica de la Especie Billiarosea.

La especie Billia rosea presenta la siguiente clasificacién taxonémica.*

Reino: Plantae

Subreino: Tragueobionta

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Rosidae

Orden: Sapindales

Familia: Hippocastanaceae

Género: Billia

Especie: rosea, columbiana.®



1.3. Descripcion Botanica de la Especie Billia rosea.

Billia rosea, es un arbol que crece hasta aproximadamente 30 metros de
altura con un tronco de 1 metro de didmetro y savia amarillenta. Hojas opuestas,
trifoliadas de aproximadamente 25 cm de longitud, hojuelas membranaceas y
elipticas, inflorescencia en paniculas de color blanco o rosa convirtiéendose en rojo
con la edad, fruto subgloboso-periforme, capsular, verdoso que contiene 1 a 3
gruesas semilla de color café rojizo de sabor amargo con forma hemisférica o
polodonal de tamafio mediano, miden entre 2 y 4 cm. La corteza del arbol se
presenta en trozos de 1-2 mm. de espesor, acalanados, tubulares o en forma de
virutas. La superficie externa es de color gris pardusco. Se caracteriza por su olor
débil, y su sabor astringente y amargo ademas, por que florece y fructifica a partir de

los 15 afios.'6?122

Billia rosea es un arbol notablemente ornamental y contribuyen a ello su porte
erguido, su follaje compuesto por hojas grandes, brillantes y sus flores blancas. Una
caracteristica notable de Billia rosea son sus grandes frutos, como bolas de
superficie granulosa que cuando estdn maduras se abren y liberan unas pocas

semillas que son utilizadas con fines medicinales.?

En Venezuela es conocida por la poblacién local como cobalonga, los frutos
son vendidos por expendedores de hierbas y son utilizados para aliviar el dolor de
estomago y para disminuir el dolor durante la menstruacién.??* En cuanto a su uso

no medicinal, el tronco es de excelente calidad y es usado para la ebanisteria.?

B. rosea es nativo de las regiones tropicales y de los bosques humedos y

templados (entre 700 y 2400 m de altitud) y se puede localizar en Colombia, Costa

Rica, Ecuador, Panama y Venezuela (Barquisimeto, Estado Lara).?*?



Figura 2. Billia rosea: Hoja, Flor y Fruto.”

Figura 3. Billia rosea: Semillas Figura 4. Billia rosea: Hojas
Voucher 26389 Voucher 2638

Figuras 3 y 4 fueron tomadas en el Herbario Dr. Victor Manuel Ovalles (MYF), de la Facultad de

Farmacia, Universidad Central de Venezuela.



Figura 5. Distribucion de Billia rosea.?
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1.4. Antecedentes Fitoquimicos.

No existe hasta el momento ningun estudio fitoquimico o bioldgico sobre el
género o la especie. Se han realizado numerosos estudios fitoquimicos sobre
Aesculus, aislandose saponinas con nucleo terpénico tipo oleonano, y también
flavonoides glicosilados en algunas especies. El grupo hidroxilo en &atomos de
carbono C21 y C22 puede contener varios grupos poco comunes.?’

Figura 6. Esqueleto Oleonano.?®

X X \[/
| CHs (l
o O
Ang : angeloil Tig : tigloil Ac : acetil
CHj CHj
CHj
X CH, X\H/v
o) 0]
Mp: 2- metilpropanoil MB: 2-metilbutanoil

Figuera 7. Estructuras de los sustituyentes en el grupo hidroxilo de los atomos de C22 y C21 del

esqueleto oleanano.”’
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1.4.1. Antecedentes Fitoquimicos de otras especies.

Del género Aesculus se han aislado un gran numero de metabolitos

10,11

secundarios es por ello que solo se discutiran los trabajos mas relevantes segun

los objetivos propuestos.

1.4.1.1. Aesculus Hippocastanum L.

En 1998, Masayuki y colaboradores aislaron de las semillas de Aesculus
Hippocastanum L., cinco triterpenos oligoglicosidos acilados de tipo
polihidroxioleonanos, escinas la, Ib, lla, llb y llla que mostraron un efecto inhibidor
sobre la absorcion de etanol y actividad hipoglicemiante en la prueba oral de
tolerancia a la glucosa en ratas. De igual manera, aislaron otros siete triterpenos,
escinas llib, IV, Vy VI y las isoescinas la, Ib, y V y determinaron las estructuras

guimicas sobre la base de pruebas quimicas, fisico-quimicas y datos

espectroscopicos.?

OH | esdnala (1) Tig Ac CH,OH | o escinallla (6) Tig Ac
B @ exinalb(2) Ang Ac  CH,OH OH H desaclescnalll (7) H H
OH escinalla (3)  Tig Ac H OH
R escinallb (4) Ang  Ac H o 2
desadikscina I1(5) N H  CH,OH o
OH OH
@ Ac: Acetd
OH HO Ang: Angelod HO

H Tig: Tiglod

Figura 8. Escinas aisladas de Aesculus hippocastanum L. con actividad hipoglicemiante.29
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‘ o} escinalV
OH |_|| o escina Illb HO H
OH
OH
CH,OH
Dy :
OH OH

OH

I_D HO

H H

| o escnaV on>
OH H o escina VI
OH OH H
CH,OH OH
7o) CH ,OH
OH o
OH
OH
HO HO
OH
H H

Figura 9. Escinas, aisladas de Aesculus hippocastanum L2



isoescina Ta o ispescinaIb

Lo isoescina V
OH

CH-,0H
N
OH
OH
HO

H

Figura 10. Isoescinas aisladas de Aesculus hippocastanum L.

13
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En 2007, Kapusta y colaboradores aislaron a partir del extracto etanolico de las

semillas de Aesculus hippocastanum flavonoides glicosilados, por cromatografia en

columna de baja presion. Sus estructuras fueron determinadas por métodos

espectroscopicos y sus patrones de fragmentacion por LC-ES/MS/MS.*

R' R R°® R* R®

1 OH Glc H OH Xyl-Rha-Glc

2 OH Glc H OH Xyl-(1-2)Glc

3 OH OH H OH Xyl-(1-2)(Glc (1-3))Glc

4 OH OH H OH Xyl-(1-2)Glc

5 OH Glc-nicotinoil H OH Xyl-(1-2)Glc

6 OH Glc-indolin-2-on-3-hidroxi-3-aceti H OH Xyl-(1-2)Glc

7 H OH H OH Xyl-(1-2)(Glc (1-3))Glc

8 H OH H OH  Xyl-(1-2)Glc

9 OCH; OH H OH Xyl-(1-2)(Glc (1-3))Glc
10 OCH; Glc H OH Xyl-(1-2)(Glc (1-3))Glc
11 OH OH H OH Glc-Rha
12 OH Glc-indolin-2-on-3-acetil H OH Xyl-(1-2)Glc
13 H OH H OH Glc-Rha

Glc: B-D-glucopiranosil

Xyl: B-D-xilopyranosyl
Rha: L-ramnosa

Figuras 11. Flavonoides aislados de Aesculus hippocastanum. *°
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1.4.1.2. Aesculus pavia L.

En 2007, Zang y coloboradores aislaron de Aesculus pavia L., 13 saponinas
triterpenoidales pentaciclicas llamadas aesculiosidos, junto con 18 compuestos
conocidos. Los compuestos fueron evaluados in vitro sobre 59 lineas celulares
provenientes de 9 humanos. Estos investigadores encontraron que compuestos con
dos grupos acilos en C-21 Y C-22 mostraban poca 0 ninguna toxicidad para todas las
lineas celulares estudiadas, sugiriendo que la presencia del grupo acil en estas

posiciones es crucial para la actividad.>

OH
HO
oH OH | "
oR°
1 2 3 4 5 6 CH,0H CH,OH

R R R R R R HO | o
1 CH,OH OH Tig Ac H  Glep OH OH
2 CH; OH Tig Ac H Gal-p HO OH OH
3 CH; OH Ang Ac H Gal-p

. Gal-p Gkp

4 CH,OH H Tig Ac H Glc-p
5 CH,OH H Ang Ac H Glc-p
6 CH; H Tig Ac H Gal-p GlcA-p: B-D-acido glucoronicopiranosil
7 CH; H Ang Ac H Gal-p GAl-p: B-D-galactopiranosil
8 CH,OH H Ang H Ac Glc-p Glc-p: B-D-glucopiranaosil
9 CH,OH OH Ang Mp H Glc-p Ara-f: a-L-arabinofuranosil
10 CH; OH Tig Mp H Gal-p Ang: Angeloil
11 CH,OH OH Tig Tig H Glc-p Tig: Tigloll
12 CH,OH OH Tig Ang H Glc-p Mp: 2-metilpropanoil
13 CHs OH Tig Tig H Gal-p

Figura 12. Saponinas triterpenoidales pentaciclicas aisladas de Aesculus pavia L.**



HO

GlcA-p: B-D-acido glucoronicopiranosil

CH,OH CH,OH ' _
Ho | o GAl-p: 3-D-galactopiranosil
OH OH Glc-p: B-D-glucopiranosil
OH Ara-f: a-L-arabinofuranosil
HO OH Ang: Angeloil
Galp Glkp MB: 2-metilbutanoil
R R' R R R
14 Gal-p CH, OH H H
15 Glc-p CH,OH OH H H
16 Gal-p CH; H H H
17 Glc-p CH,OH H H H
18 H CH,OH H H H
19  Galp CH; OH Ang H
200 Glec-p CH,OH H Ang H
21 Galp  CH, H Ang H
22 H CHOH H Ang H
23 Galp CH; OH Ang MB
24 Glecp CH,OH H Ang  Ang
25 Gle-p CH,OH H Ang MB
26 Galp CHs H Ang  Ang
27  Galp CH, H Ang MB

Figura 13. Saponinas triterpenoidales pentaciclicas aisladas de Aesculus pavia L.*
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1.4.1.3. Aesculus turbinata.

En 2008, Yang y colaboradores aislaron del extracto etandlico de Aesculus
turbinata tres nuevas saponinas triterpenicas llamadas isoescinas e identificadas por

hidrélisis quimica y andlisis espectroscépico.*®

CHs
00
’ \
CH,OH  COOH 0
o) 0 :
on© o L,
| CH,R
HO o TH
OH OR;,
R' R R® GAl-p: B-D-galactopiranosil

1 Tig OH Galp Glc-p: B-D-glucopiranosil
2 MB OH Glcp Tig: Tigloil
3 Ang H Glc-p MB: 2-metilbutanoil

Ang: Angeloil

Figura 14. Saponinas triterpenicas aisladas de Aesculus turbinata.®®
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2. Motivacion.

En vista del interés quimico y biologico en el estudio de plantas
pertenecientes a la familia Hippocastanaceae y a la poca o ninguna informacion de
los metabolitos secundarios presentes en la especie Billia rosea, se propone el
estudio del extracto de acetato de etilo de Billia rosea (Hippocastanacea) con el fin
de aislar los compuestos mayoritarios presentes en dicho extracto, como parte de un
proyecto de investigacion mas extenso que pretende el estudio de los metabolitos

secundarios presentes en Billia rosea.
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3. Objetivos:
3.1. Objetivo General.
Realizar el estudio fitoquimico del extracto de acetato de etilo de la semilla de
Billia rosea (Hippocastanaceae).
3.2. Objetivos Especificos:
3.1.1. Aislar, separar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios
presentes en el extracto de acetato de etilo de Billia rosea mediante técnicas
cromatograficas.
3.1.2. Identificacién de los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en el

extracto de acetato de etilo de Billia rosea mediante técnicas espectroscopicas
de IR, RMN 1D Y 2D y masas.
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4. Metodologia Experimental:

4.1. Disefio experimental

El disefio experimental propuesto se baso en los antecedentes Fitoquimicos y
biolégicos encontrados para otras especies de la familia; asi como también, por
informacion etnobotanica obtenida sobre la especie Billia rosea (Hippocastanaceae)
en el Archivo Etnobotanico del Herbario “Dr. Victor Manuel Ovalles (MYF)”, Facultad

de Farmacia, de la Universidad Central de Venezuela.

El esquema de separacion propuesto forma parte de un estudio fitoquimico
mas extenso de la especie Billia rosea, financiado por el consejo de desarrollo

cientifico y humanistico (CDCH) de la Universidad Central de Venezuela.

4.2. Material vegetal

Las semillas secas de Billia rosea, fueron colectadas en la localidad de Rio
Claro Municipio Juarez, Estado Lara, en el mes de junio de 2008. Posteriormente,
fueron identificadas por el Dr. Stephen Tillett, de la Facultad de Farmacia, de la
Universidad Central de Venezuela, depositandose un espécimen bajo el nimero

26389 en el Herbario Dr. Victor Manuel Ovalles de la mencionada Facultad.



Esquema 1. Obtencién de los extractos metandlicos y acuosos de la semilla de Billia rosea.

Semillas secas y molidas
(679, 89 g.)

Percolacién con
MeOH frio

Extracto Metandlico Residuo
frio (MF)

Vegetal

115,03 9; 16,92 %

Extraccion con

MEOH caliente

Extracto Metandlico
caliente (MC)
12,72 9;1,87%

Residuo Vegetal

Extraccion

H,O caliente

con

Extracto Acuoso
Caliente (AC)
42,109;6,19%
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El extracto metandlico frio (MF), fue analizado por cromatografia en capa fina

observandose una serie de manchas de color azul y violeta, correspondientes a

derivados terpénicos con polaridades diversas.

Por lo mencionado anteriormente el extracto MF fue tratado de la siguiente

manera:
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Extracto metandlico

frio (MF)
43,16 g
1. H,0 (500 mL)
2. AcOEt (100 mL x 3)
Extracto de Acetato Extracto Acuoso

de Etilo (E AcOEt)
7,49 g; 17,35 %

n- BuOH
(100 mL x 3)

Extracto Butanolico
(E n- BuOH)
20,97 g; 48,59 %

1. MeOH (40 mL)
2. Et,0 (100 mL x 2)

Crudo de Saponinas
13,31 g; 30,84 %

Esquema 2. Obtencion de los extractos de Acetato de etilo, n-butanol y el crudo de saponinas de la

semilla de Billia rosea.
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4.3. Materiales y Equipos:
4.3.1. Métodos Cromatogréficos:
Cromatografia en capa fina (analitica) (CCF):
% Placas analiticas de silica gel 60A; 0,25 mm de espesor con indicador de
fluorescencia UV,s4. marca ALUGRAM®.
Cromatografia de columna (CC):
% Cromatografia en fase normal utilizando como fase estacionaria silica
gel 60 A; 0,06 — 0,2 mm (70-230 mesh ASTM), Marca Sharlau®.
% Cartucho Accu BOND” SPE de silica gel 60 con capacidad para 200 mg
y 3 mL. Marca Agilent Technologies.
Eluyentes:
% Hexano (CgHi4), Diclorometano (CH.Cl;), Metanol (CH3OH), Agua
(H20), Cloroformo (CHCI3), Acetato de Etilo (AcOEt), Acido Férmico
(HCOOH), Acido Acético (CH3COOH). En grado técnico y P.A.

Mezcla de eluyentes:

« Debido a la gran cantidad de mezclas de eluyentes utilizados, sus

proporciones seran indicadas durante la discusion de resultados.
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Agentes Reveladores:

R/
L X4

Reactivo de Anisaldehido-Acido Sulftrico (AS):

Se mezclan 0,5 mL de anisaldehido con 10 mL de &cido acético glacial,
seguido por 85 mL de metanol y 5 mL de &cido sulfurico concentrado en
ese orden, Se rocia la placa de CCF con el reactivo y se calienta a 100
°C / 5-10 minutos, la aparicion de manchas amarillas, moradas-afiil y
verdes es indicativo de flavonoides, terpenoides, triterpenos y azucares

respectivamente.

Reactivo de Komaroswky (KOM):

1ImL de Acido Sulfurico etandlico al 50 % con 10 mL de 4-
hidroxybenzaldehido metandlico al 2 % son mezclados antes de usar.
Se rocia la placa de CCF con el reactivo y se calienta a 100 °C y se
evalla en el visible, la aparicion de machas verdes, azules oscuras y

amarillas son indicativo de esteroides, triterpenos y/o flavonoides.

Reactivo de Sulfato Cérico en metanol (SC):

Se preparard una solucion saturada de Ce(SO4). en H;SO4
concentrado, 2ml de esta solucion son diluidos en metanol hasta llegar a
un volumen total de 10 ml, se rocia la placa de CCF con el reactivo, si
no se observa coloracién inmediata, se calienta a 100°C la aparicion de
manchas amarillas, moradas y marrones es indicativo de flavonoides,

terpenoides y taninos, respectivamente.

Reactivo de Vainillina / Acido Sulftrico (VS) :

Mezcla (1:1) de vainillina etandlica al 1% y acido sulfarico etanolico al 10
%, se rocia La placa de CCF primero con el acido sulfarico, luego con
la vainillina, y se calienta a 110 °C por 5-10 minutos, se evalta en el
visible y a 365 nm. La aparicibn de manchas amarillas, moradas y

marrones es indicativa de flavonoides, terpenoides respectivamente.



25

4.3.2. Equipos:

X/
°e

Ladmpara UV a dos longitudes de onda: 254 y 365 nm. Marca
MINERALIGHT®, modelo UVGL-25.

Balanza analitica: Denver Instrument Company AA — 200.

Fusiometro Sybron-Thermolyne; modelo MP-12615.

Thermo Nicolet. Nexus 470. FT-IR. ESP.

QTRAP™ C/MS/MS system from applied biosystems MDS sciex.
Resonancia Magnética Nuclear: Equipo Bruker 300 MHz y 500 MHz
Ultashield. Campo para *Hy C*
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4.4. Andlisis fitoquimico preliminar:

Se realizo un estudio fitoquimico preliminar del extracto de acetato de etilo (E
AcOEt) mediante cromatografia en capa fina (CCF), utilizandose diferentes sistemas
de solventes de acuerdo a los antecedentes encontrados, las placas desarrolladas
fueron evaluadas en el visible y a 365 nm, y/o con los agentes reveladores
correspondientes.

Hex : CH2Cl, Hex : CH.Cl, Hex : CH.Cl,
@2:8) (3:7) ®:2)

Figura 15. Placas de CCF del extracto de acetato de etilo (E AcOEt) en el visible y a 365 nm.

reveladas con vainillina / acido sulfurico (VS).

Las mejores CCF obtenidas fueron desarrolladas con los sistemas de
solventes Hexano - Diclorometano (2:8)/(3:7) y Diclorometano - Metanol (8:2)
presentando en el visible a diferentes factores de retencion numerosas manchas de
color azules, verdes, moradas y amarillas, a 365 nm presentaron manchas de color
azul fluorescentes indicando la posible presencia de compuestos tales como
terpenoides, saponinas y flavonoides en dicho extracto, la cual concuerda con los

antecedentes fitoquimico encontrados.?%:30:31:32.:33.34
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El estudio fitoquimico preliminar permitié escoger el mejor sistema de solvente
y el mejor soporte cromatografico para separar los metabolitos secundarios
presentes en el extracto de Acetato de Etilo.

4.5. Separacion y purificacion del extracto de Acetato de Etilo (E AcOEt) de
Billia rosea:

De acuerdo al estudio fitoquimico preliminar y a los antecedentes
encontrados, se procedi6 a realizar la separacioén de 5,6810 g del extracto de acetato
de etilo (esquema 3), mediante cromatografia en columna en fase normal, utilizando
como fase estacionaria 568,1283 g. de silica gel con una relacion muestra:soporte
1:100. Para esta columna cromatografica se utilizo como eluyentes, Hexano, mezcla
de Hexano — Diclorometano, mezcla de Diclorometano - Metanol y mezcla de
Metanol - Agua en polaridad creciente con el fin de separar los compuestos de

acuerdo a su polaridad.

De esta columna se obtuvieron numerosas fracciones las cuales fueron a
analizadas mediante cromatografia en capa fina y agentes reveladores. Una vez
analizadas las fracciones se realizaron las uniones correspondientes segun su

comportamiento y se obtuvieron 14 fracciones colectivas (Fa....Fn).
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Extracto acetato de etilo
E AcOEt (5,681049)

CC-silica ael 60

Hex : CH,Cl, Hex : CH,Cl, Hex : CH,Cl, CH:Cl,: MeOH CH,Cl,: MeOH MeOH: H,0
(7:3) (3:7) (0:1) (6:4) (3:7) (9:1)
Fe Fo Fr Fs FL Fu
0,0105 g. 0,0583 g. 0,0766 g. 1,1515 g. 0,1347 g. 0,4929 g.
0,18 % 1,03 % 1,35 % 20,27 % 2,37 % 8,68 %
Hex : CH,Cl, Hex : CH,Cl, Hex : CH,Cl, CH,CI,: MeOH CH,Cl,: MeOH
(1:0) (5:5) (2:8) (5:5) (0:1)
Fa Fc Fe Fx Fwm
0,0230 g. 0,0133g. 0,0976 g. 0,3353 g. 0,0421 g.
0,40 % 0,23 % 1,72 % CH.Cl,: MeOH 5,90 % 0,74 %
(7:3)
FG FH F|
0,2686 g. 02174 g. 1,8163 g.
4,73 % 3,83 % 2197 %

Esquema 3. Separacién y purificacién del extracto de acetato de etilo (E AcOEt) de Billia rosea

mediante cromatografia en columna con silica gel 60.

De las 14 fracciones colectivas se escogieron 2 fracciones (Fp y F))

respectivamente.

La fraccion Fp resulto ser un solido pastoso de color blanco con un peso de
58,3 mg. El analisis por CCF utilizando como agente revelador sulfato cérico en
metanol mostré un mancha de color amarillo en el visible y azul fluorescente a 365
nm con un factor de retencion de 0,65. Esta fraccion fue purificada con un cartucho
de silica gel obteniéndose 48,1 mg de un sélido blanco muy fino la cual fue sometida

a analisis espectroscoépicos para su identificacion.
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Hex : CH2C|2
(4:6)

Figura 16. Placas de CCF de la fraccidn Fp proveniente de la separacion y purificacion del extracto de
acetato de etilo (E AcOEt) de Billia rosea en el visible y a 365 nm. reveladas con sulfato cérico en

metanol.

La fraccion F, con un peso de 1,8163 g resulto ser una pasta marrén. El
andlisis por cromatografia en capa fina utilizando como agente revelador
anisaldehido-acido sulfarico mostro multiples manchas de color amarillo, azul y verde

en el visible por lo que fue escogida para su posterior separacion y purificacion.

CHCl,: MeOH: H,0
(70:30:3)

Figura 17. Placas de CCF de la fraccion F, proveniente de la separacion y purificacion del extracto de
acetato de etilo (E AcOEt) de Billia rosea en el visible y a 365 nm. reveladas con anisaldehido-acido

sulfdrico.



4.5.1. Separacion y purificacion de la fraccion F,.

silica gel en una relacion muestra:soporte 1:120, se empleo como eluyentes mezclas

de diclorometano - metanol - agua en diferentes proporciones.

agentes reveladores 8 fracciones colectivas (Fy; ....Fis) (Esquema 3.1).

Fi
1,8163 g.

CC-silica gel 60

CH.Cl;: MeOH: H,0O

La fraccion F, (1,8163 g.), fue sembrada en una columna cromatografica con

De esta columna cromatografica se obtuvieron luego del analisis por CCF y

(70:30:3)
Fis
0,5161 g.
28,41 %
CH2C|2: MeOH: Hzo
CHzClz: MeOH: H,O (65 :35: 5)
(80:20:2)
Fi7 Fis
Fi Fiz Fis 0,3477 g. 0,0975 g.
0,1045 g. 0,2829 g. 0,1708 g. 19.14 % 5,37 %
5,75 % = 15,58 % Fia 9,40 %
0,1296 g. 0,0396 g.
7,14 % 2,18 %

Esquema 3.1. Separacion vy purificacion de la fraccidon F, del extracto de acetato de etilo (E AcOEt) de

Billia rosea. mediante cromatografia en columna con silica gel 60.

La fraccién F;; resulto ser una pasta marrén con un peso de 347,7 mg; el

analisis por cromatografia en capa fina utilizando como revelador Komaroswky
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mostré 2 manchas de color azul-violeta en el visible, por lo que esta fraccion fue

escogida para su posterior separacion y purificacion.

AcOEt : HCOOH : CH3COOH : H,O
(100:11:11:26)

Figura 18. Placas de CCF de la fraccion F7 proveniente de la separacion y purificacion de la

fraccion F| en el visible y a 365 nm reveladas con Komarowky.

4.5.2. Separacién y purificacion de la fraccion F;.

302,5 g de la fraccion Fj; fueron sembrada en una columna con silica gel en
una relacibn muestra:soporte 1:100, empleandose como eluyente una mezcla de

acetato de etilo — acido formico — acido acético — agua (100 : 11 : 11 : 26) .

De esta columna cromatografica se obtuvieron, una vez analizadas las
fracciones por CCF y angentes reveladores 8 fracciones colectivas (Fi7a ....Fi7n)

(Esquema 3.1.1).
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0,3025 g.

CC-silica ael 60

ACOEt : HCOOH : CH3COOH : H,0
(100:11:11:26)

Fize Fio Fize Fi7H
0,0547 g. 0,0242 g. 0,0353 g. 0,0213 g.
18,08 % 8,00 % 11,67 % 7,04 %

Fiza Fi7c Fi7e Fi7e
0,0108 g. 0,0426 g. 0,0303 g. 0,0311 g.
3,57 % 14.08 % 10.02 % 10,28 %

Esquema 3.1.1. Separacion y purificacion de la fraccion F\; del extracto de acetato de etilo (E

AcOEt) de Billia rosea mediante cromatografia en columna con silica gel 60.

De estas 8 fracciones, la Fj;c y la Fpe resultaron ser sdlidos cristalinos
amarillentos con un peso de 42,6 mg y 30,3 mg respectivamente. El andlisis por CCF
mostro una mancha de color azul-violeta en el visible frente al reactivo Komaroswky
con un factor de retencion de 0,62 y 0,41 respectivamente; indicando la presencia de
posibles saponinas, dichas fracciones fueron sometidas a analisis espectroscopicos

para su identificacion.
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I:I7C F|7E
AcOEt : HCOOH : CH3COOH : H,O AcOEt : HCOOH : CH3COOH : H.O
(100:11:11:26) (100:11:11:26)

Figura 19. Placas de CCF de la fraccion Fi;c y la fraccion Fizg proveniente de la separacion y

purificacion de la fraccion F7 en el visible y a 365 nm. reveladas con Komarowky.
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5. Resultados y discusion:

5.1. Estudio Fitoquimico

El extracto de acetato de etilo proveniente de las semillas de Billia rosea y sus
subfracciones fueron separados mediante sucesivas cromatografias en columna
utilizando como soporte silica gel 60. Los compuestos aislados fueron identificados

mediante técnicas espectroscopicas de IR, RMN 1D y 2D y masas.

Luego de la separacion y purificacion del extracto de acetato de etilo, se
obtuvieron 3 compuestos, Fp, Fizc ¥ Fize. A continuacion se presenta el analisis

espectroscopico detallado de sus estructuras.

5.2. Compuesto Fp

El compuesto Fp se obtuvo como un sélido pastoso de color blanco, soluble
en MeOH, con una formula molecular de C;;H;003, deducida a partir de su ién
molecular [M + 2 H]" m/z 192,6. La fragmentacion del i6n molecular arroj6 los
siguientes picos 181,5; 149,6; 105,5y 91,5 caracteristicas de las fragmentaciones en

esteres aromaticos (espectro 1).

Los espectros de *H y *C en MeOD-d,, (tabla 1 y 2) mostraron sefales
caracteristicas de un anillo aromatico mono sustituido, un ester metilico y un metileno
perteneciente a un doble enlace. Es asi como se observaron sefiales en 110,0 (4,40
ppm, 1H, m), 128,82 (7,24ppm, 1H, m), 129,14 y 129,21 (7,44-7,47m, 2H)
correspondientes a metinos de un anillo aromatico. Asi mismo, se observaron
sefales en 52,81 (3,87ppm, 3H, s) y 168,14 ppm asignadas a un éster metilico y
una sefal en 72,20 ppm (5,14 ppm, 1H, s) asignada a un metileno unido a un

heteroatomo.



Tabla 1. Desplazamiento **C (ppm) para Fp en MeOD-d,

Ne C

© 00 N o 0o b~ W Pk

[
o

11
12

Tipode C & ppm (exp)®

CHs 52.81
C 168,14
CH 110,00
C 153,90
CH, 72,20
C 138,15
CH 128,82
CH 129,14°
CH, 129,21°
CH 129,76
CH 129,56

% Espectro tomado en CD;0D como solvente a 125 MHz.
® |ntercambiables

Tabla 2. Desplazamiento * H (ppm) para Fp en MeOD-d,

Protén d ppm (exp)®
1 3,87s
4 7,40 s
6 5,14 s
8 7,24 m
9 7,35-7,38 m
11 7,32-7,35m
12 7,44 - 7,47 m

# Espectro tomado en CD;0D como solvente a 125 MHz.

35
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Tabla 3. Desplazamiento de **C (ppm), * H (ppm), DEPT, HMBC y HMQC para Fp

en MeOD-d4

NeC  d%C (ppm)
52.81
168,14
110,00
153,90
72,20
138,15
128,82
129,14°
129.21°
129,76

12 129,56
® |ntercambiables.

© 00 N O 0o b W P

N
= O

5 'H (ppm)
3,87 s

7,40 s
5,14 s

7,24 m
7,44 -7,47 m
7,44 -7,47 m
7,35-7,38 m
7,32-7,35m

DEPT

CHs
C
CH
C
CHa

CH
CH
CH
CH
CH

HMBC HMQC
H-1
H-1, H-4
H-4
H-4, H-6
H-4 H-6
H-6, H-8, H-12
H-8
H-9
H-10
H-11
H-11 H-12

La posicion relativa de estos grupos fue clarificada por el espectro de HMBC

en MeOD-d, (espectro 19 al 22 y tabla 3). Se observo asi una correlacion a largo

alcance entre los siguientes protones y carbonos. Los protones H-1 (3,87 s) y H-4
(7,40 s) con el C-3, los protones H-4 (7,40 s) y H-6 (5,14 s) con el C-5, el protén H- 4
(7,40 s) con el C-6 y los protones H-6 (5,14 s), H-8 (7,24 m), H-11 (7,32 - 7,35 m) con

el C-7. El resto de las sefiales fueron asignadas por la data obtenida del espectro de

HMQC y por comparacién con lo reportado en la bibliografia.

Los datos espectroscépicos obtenidos para el compuesto Fp permiten proponer

un derivado de acido cinamico, el metil 3-(4-fenil-3-hidroximetilen) acrilato o 3-fenil-

3-hidroximetilen propeonato de metilo como posible estructura para Fp,
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Figura 20. Posible estructura para el compuesto Fp.

Desde el punto de vista biosintético, se puede considerar esta estructura como un
monoterpeno irregular derivado de la union 1-4 de una unidad isopentenil pirofosfato

y una de dimetilalilpirofosfato, a través de la via del &cido mevalonico.

5.3. Compuesto Fjc

El compuesto Fj;c se obtuvo como un sdélido muy fino de color amarillento,
soluble en mezclas de CH,Cl,-MeOH, MeOH vy piridina. El espectro de IR mostré
bandas en 1715 y 1578,9 correspondientes a funciones del tipo ester y olefina y una
banda ancha a 3389 cm™ correspondiente a grupos hidroxilos. Se observan también
dos bandas de intensidad media a 2921,3 y 2850,4 cm * correspondientes a metilos
y metilenos (espectro 23).

Los datos espectroscopicos obtenidos de los andlisis por RMN de H y *C
en MeOD-d; son caracteristicos de un triterpeno del tipo polihidroxioleonano
glicosilado (tablas 4 y 5). Es asi como se observan tres metinos unidos a
heterodtomos en 91,7 ppm (3,40 ppm ; m; 1H) asignado a C-3, 74,8 ppm (5,1 ppm;
m; 1H) asignado a C-21y 72,3 ppm (5,37 ppm, d; 11,0 Hz; 1H) correspondiente a C-
22. De igual forma se observo un metino de un doble enlace en 125,0 ppm (5,26
ppm, br s, 1 H) asignado al proton H-12 del esqueleto oleanano y 6 singlentes en
1,21, 0,88, 0,91, 1,43,1,08 y 1,11 ppm asignados a C-23, C-25, C-26, C-27, C-28, C-
29 y C-30, respectivamente.



Tabla 4. Desplazamiento *C (ppm) para Fi7c en MeOD-d,

N°C & ppm (exp)? (repgrfa%rg)bm) NeC & ppm (exp)? (repgrfa%rg)b(”)

1 39,9 38,3 16 70,5 68,0
2 24,9 26,3 17 Bajo solvente 48,1
3 91,7 91,2 18 40,9 40,0
4 44,7 43,5 19 47,9 47,0
5 57,4 55,7 20 37,40375 36,4
6 23,0 18,2 21 74,8 78,5
7 34,2 32,9 22 72,3 73,3
8 41,2° 40,2 23 22,9 22,1
9 47,2 46,6 24 ~ 61,6 63,0
10 37,40375 36,5 25 16,3 15,5
11 20,8 23,6 26 16,3 16,7
12 125,0 123,7 27 27,6 27,1
13 143,3 143.2 28 64,3 63,4
14 41,2° 41,7 29 29,7 29,3
15 34,9 34,5 30 19,4 19,9
GIcA-p

1 104,9 - 4 c -

2" 73,5 - 5 c -

3 72,32 : 6 170,4 -

C21 2-metilbutanoil C22 Angeloil

1" 176,6 176,0 1 172,72 167,9
2" 40,9 41,5 2™ ~128,5 129,7
3" 27,0 26,5 3™ 15,95 15,7
4 ~11,8 11,6 4 ~ 139 138,4
5 17,3 16,9 5 20,62 20,7

®Espectro tomado en CD;0D como solvente a 125 MHz. bEspectro tomado en CD;0OD como
solvente a 125 MHz. °No se observa. “Asignado por comparacién con la bibliografia.
°Intercambiables.
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Tabla 5. Desplazamiento *H (ppm) para Fi7c en MeOD-d,

S ppm (exp)®

164m;1,11m
1,81-1,85m
3,40 m
0,95 m

1,20m, 1,40 m
1,33m; 1,73 m
1,64 m
1,98m, 2,04 m
5,26 (br s)

1,26 m, 1,89 m
3,71 m
2,43 m

4,46 m
3,52-3-53m
3,51 m
2-metilbutanoil
2,44 m
1,28

0,91 m
11

O ppm

(reportado)©?

0,80, 1,43
1,92m, 2,40 m
3,44 m
0,88 m
153, 1,63

128, 1,53
1,75
1,74, 1,89
5,41 (brs)

1,70, 1,92

4,48 m
3,13 m

2,29 m
1,33, 1,74

0,84 m
1,12d, 7,2 Hz

Protén

19
21
22
23

24
25
26

27
28

29
30

C22

1\\\

& ppm (exp)* (repgr{)a%lrg)b(?’z)
1,05m; 2,57 m 1,43,3,11 m
51m 6,63 d
5,37,d, 11,0 Hz 6,286,68 d
1,21s 1,36 3s
3,336,68 d,
3,76-3,85m, 4,11 m 10,8 Hz, 4,33
0,88 s 0,66 s
0,91s 0,82 s
1,43 s 1,85s
320-323m, 400m 345357 d
1,08 1,11 s
1,05 1,34 s
c -
E -
¢
Angeloil
1,98 2,10, 7,2 Hz
6,12 6,10, 7,2 Hz
1,81-1,85 207 s

# Espectro tomado en CD;OD como solvente a 500 MHz. b Espectro tomado en CD;0OD como solvente a

600 MHz.

°No se observa.



40

Tabla 6. Desplazamiento de **C (ppm), ' H (ppm), HMBC, HMQC y COSY para Fyc

en MeOD-d,

N° C 513C (ppm)
1 39,9
2 24,9
3 91,7
4 44,7
5 57,4
6 23,0°
7 34,2
8 41,2°
9 47,2
10 37,40375
11 20,8
12 125,0
13 143,3
14 41,2°
15 34,9
16 70,5
17 Bajo solvente
18 40,9
19 47,9
20 37,40375
21 74,8
22 72,3
23 22,9
24 ~ 61,6
25 16,3
26 16,3
27 27,6

& *H (ppm)
1,64m, 1,11 m
1,81-1,85m
3,40 dd

0,95
1,20 m, 1,40 m
1,33m ;1,73 m

1,64 m

1,98m, 2,04 m
5,26 d

1,26 m, 1,89 m
3,71 m

2,43 m
1,05m ;257 m

51m
5,37,d, 11,0 Hz

1,21s01,20 s
3,76-3,85 m,
411 m

0,88 s
0,91 s
1,43 s

HMBC
H-25

H-24, H-1
H-23
H-23, H-25

H-26

H-26

H-26
H-1, H-25

H-27
H-27

H-15
H-16, H-28

H-29, H-30
H-29, H-30
5"-Ha
H-28

HMQC
H-1
H-2
H-3

H-5
H-6
H-7

H-11
H-12

H-15
H-16

H-18
H-19

H-21
H-22
H-23

H-24
H-25
H-26
H-27

CosY
H-2
H-1, H-3
H-2

H-6
H-5
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28 64,3 3’22,5932; " H-28

29 29,7 1,08 H-30 H-29

30 19,4 1,05 H-29 H-30
GlcA-p

r 104,9 4,46 m

2 73,5 3,52-3,53m

3 80,6 3,51 m

4 C C

5 C C

6 170,4
C21 2-metilbutanoil

1 176,64 57-Hs

2" 40,90 2,44 m

3" 27,01 1,28 47"-Hs, 5-Hs 37-H

4> ~11,8 0,91m 4 -H

5 17,30 1,1 5"-Hs
C22  Angeloil

1 172,72 37-H

2 ~ 128,5 37-H, 5 -H3

3 15,95 1,98 4- Hs 37-H 4 -Hj

4 ~ 139 6,12 37-H,57-H; 47-Hs 3 7-H

57 20,62 1,81-1,85 57- Hs

°No se observa. ° Asignado por comparacion con la bibliografia. *Intercambiables.

Adicionalmente, el espectro de **C en MeOD-d, mostro sefiales en ~ 61,60y
64,26 ppm indicando la posible oxidacion de dos metilos del esqueleto oleanano
asignados inicialmente a C-24 y C-28 por consideraciones biogénicas. El espectros
de HMBC permitié corroborar la asignacion inicial observandose las correlaciones a
largo alcance entre los protones de H-24 (3,76-3,85 m, 4,11 m) y el C-3 en 91,7 ppm
y los protones de H-28 (3,20-3,23 m, 4,09 m) con los carbonos C-17 y C-22 en 72,3

ppm.
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Los espectros de 'H y '*C en MeOD-d; mostraron también sefiales
correspondientes a un grupo MB (2-metilbutanoil) y un angeloil observandose as
siguiente sefiales 0,91 (3H, m, 4 - Hg), 1,1 (3H, s, 5~ H3), 1,28 (H, 3- H) y un
grupo carbonilo en 176,64 ppm correspondiente a C-1"" del grupo MB y 40,90 ppm
correspondiente a C-2°°, 6,12 (3H, 4 - H3), 1,81-1,85 (3H, s, 5 - H3), 1, 98 (H,
37- H), 128,5 ppm correspondiente a C-2 'y 172,72 ppm correspondiente al C-1""

del angeloil.

La posicién relativa de los grupos MB y angeloil en F7. fue clarificada por el
espectro de HMBC en MeOD-d, (espectro 42 al 45 y tabla 6). Se observo asi una
correlacion a largo alcance entre los siguientes protones y carbonos: El proton en H-
57 con C-21 en 74,8 ppm y las correlaciones del protébn 5 -Hz con el carbono
carbonilico 1" y los protones 4 "-Hz y 5 -Hz con C-3™ para el grupo MB, asignando
la posicion en 22 para el angeloil por consideraciones biosintéticas. Asi mismo fue
posible observar las correlaciones del grupo angeloil como la del proton 3" -H con
el C-1 , los protones 3" -H, 5 "-H3, con el C-2, el proton 4 "-Hz, con el C-3 y los
protones 3-H, 5°"*-Hs, con el C-4. Por (ltimo, se observé una sefial en **C a 70,50
ppm correspondiente a un metino que fue asignada a la posicién 16 al observar la
correlacién a largo alcance de los protones H-15 (1,25 m y 1,88 m, 2H) con el
carbono antes mencionado y la correlacion de los protones de H-16 (3,71, m) con el
carbono en C-17. EIl resto de las sefiales correspondientes a la aglicona fueron
asignadas de manera similar y corroboradas por HMBC, HMQC y COSY (tabla 6). La
figura 21 muestra las correlaciones HMBC y COSY para la aglicona de F7c.

Vale la pena destacar que se observaron sefiales correspondientes a un
sacarido que junto con el carbono carbonilico en 170, 4 pudiesen ser asignados a
una unidad glucopiranosil que por consideraciones biosintéticas se unio al oxigeno
del C-3.
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De esta manera la estructura de la aglicona se asigna a la escina 21-(2-
metilbutanoil)-22-angeloil-protoaescingenina 6 3B, 16a, 21B, 22 a, 24, 28-
hexahidroxyolean-12-eno unidad en C-3 a una unidad de monosacarido que pudiese
pertenecer a un acido glucuronico. La figura 21, muestra la posible estructura para la

saponina de fi7c.

Figura 21. Correlacion HMBC y COSY de 21(-2-metilbutanoil)-22-angeloil-protoaescingenina.

5.4. Compuesto Fie

El compuesto F;e se obtuvo como un sélido cristalino amarillento, con un
punto de descomposicion de 175,0 °C, soluble en CH,Cl,-MeOH, MeOH vy piridina.
El espectro de IR mostrd bandas en 1715 y 1588,6 correspondientes a funciones del
tipo ester y olefina y una banda ancha a 3415,5 cm™ correspondiente a grupos
hidroxilos. Se observan también dos bandas de intensidad media a 2958,5 y 2925,2

cm * correspondientes a metilos y metilenos (espectro 50).
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Los desplazamientos obtenidos en *H, **C y DEPT en MeOD-d, y piridina-ds
son caracteristicos de un triterpeno del tipo polihidroxioleanano glicosilado con tres
unidades de azucar (espectros 51 al 56, 57 al 64, 65 al 69 y tabla 7, 8). Vale la pena
destacar que debido a la complejidad de la estructura, las sefales correspondientes
a la aglicona se observan mas claramente en MeOD-d, mientras que las sefiales de
los sacéridos, posicion y relacién entre ellos pueden observarse en piridina-ds por lo

gue se utilizaron ambos para la elucidacion de Fizg.

Tabla 7. Desplazamiento *C (ppm) para Fi7e en MeOD-d,

N®C (-Jll-(lapg & ppm (exp)* (repgrfa%rg)b(%) N°C ;Ij'épg & ppm (exp)” (repgrtpa%rg)b(?’?’)
1 CH; 41,7 B 16 CH 69,9 69,7
2 CH> 24,76 - 17 C 43,0 -
3 CH 92,4 92,8 18 CH 43,4 40,8
4 C 44 .4 - 19 CH, 47,0 47,9
5 CH 57,4 - 20 C 37,1 -
6 CH> 19,4 - 21 CH 77,8 79,8
7 CH> 34,0 - 22 CH 75,9 74,3
8 C ¢ - 23 CHs 22,9 23,1
9 CH =~ 47(bajo el ste) - 24 CH> 64,2 64,4
10 C 37,10 37,5 - 25 CHs 15,9 16,3
11 CH» 28,33 - 26 CHs; 17,8 17,2
12 CH 124,5 125,2 27 CHs; 26,6 27,7
13 C 143,4 143,1 28 CH> 67,7 64,5
14 C ¢ - 29 CHs; 29,5 29,7
15 CH; 28,4 34,8 30 CHs 22,9 20,3

GlcA-p
1 CH 104,7 105,0 4 CH d 73,6
2" CH d 80,6 5 CH d 77,8

3 CH d 78,6 6 CH d -



C-21 Acido monoterpenico

1 C 169,40
27 C 128,3
37 CH 144,87
47 CH, 24,76
57 CH; 41,69

10

C 73,63
CH 145,80
CHa 112,53
CHs 12,38
CHs 27,73

45

® Espectro tomado en CD;0D como solvente a 125 MHz. b Espectro tomado en CD3;OD como solvente a
125 MHz. ©No se observa. “No asignado.

Protén

(o}

11
12

15

16
18
GIcA-p
1
o
3

Tabla 8. Desplazamiento ' H (ppm) para FI;E en MeOD-d,

S ppm (exp)®

0,98 m, 1,57 m
1,83 m, 2,15 m
3,36t
0,92m

0,91 m, 1,57 m
1,33m, 1,48 m
Bajo el solvente
1,88 m
5,30 s br

191m

3,82 m
3,09 m

4,48 d, 7,5 Hz.
d

d

O ppm
(reportado)°®®

541 m
1,39:1,71

401m
2,66 dm

4,53 d
3,34
3,58

C-21 Acido monoterpenico

3\\\\

6,7,dd, 7 Hz

Protén

19
21
22
23

24
25
26
27
28

29
30

S ppm (exp)®

1,33m,2,0m
4,98

5,34 d, 10,5 Hz
1,19s

3,20m, 3,83 m
0,86 s
0,78 s

1,18 s
3,91d,115Hz
408d, 11,5 Hz

0,84
1,11

5,05,d, 11,3 Hz
y5,21,d, 17,5

(repgr{)a%rg)b(?’?’)
1,22dm, 2,72 t
6,02 d (10)
5,61 d (10)
1,26 s
3,36d,410d
0,95s
0,95s
1,52s
2,98d, 3,29d
0,89 s
1,11s

3,50
3,89



1\\\\
5\\\\

7\\\\

156 my22m
1,63 m

5,88, dd

g
10

Hz

1,77, s
1,26, s
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® Espectro tomado en CD;0D como solvente a 500 MHz. b Espectro tomado en CD;OD como solvente
a 500 MHz. ¢ No se observa. ‘No asignado.

Tabla 9. Desplazamiento de **C (ppm), *H (ppm), DEPT, HMBC y HMQC para Fi7e

en MeOD-dj.

NeC  dC (ppm)
1 41,7
2 245 0 24,8
3 92,4
4 44,4
5 57,4
6 19,4
7 34,0
3 c
9 ~ 47 (bajo el ste)
10 37,10 37,5
11 245 o0 24,8
12 1245
13 143,4
14 ¢
15 28,4
16 69,9
17 43,0
18 43,4
19 47,0
20 37,1

& *H (ppm)
0,98 m, 1,57 m
1,83 m, 2,15 m

3,36 t

0,92m
0,91 m, 1,57 m
1,33m, 1,48 m
Bajo el solvente
1,83 m, 2,15 m

530s

1,91 m

3,82 m

3,09 m
1,33 m,2,0m

DEPT

CH;
CH;
CH

CH

CH;

CH>

CH

CH>

CH

CH;

CH

CH
CH;

HMBC
H-25

H-23, H-24, 1'-H
H-23
H-23, H-25

H-26

H-26

H-27

H-27
H-28
H-22

H-29
H-29

HMQC
H-1
H-2
H-3

H-5
H-6
H-7

H-11
H-12
H-13

H-15
H-16

H-18
H-19



21 77,8 4,98
22 75,9 5,34d, 10,5 Hz
23 22,9 1,19 (s)
24 64,2 3,20m, 3,83 m
25 15,9 0,86 s
26 17,8 0,78 s
27 26,6 1,18 s
267 ogqirin
29 29,5 0,84
30 22,9 1,11
GIcA-p
i 104,7 4,48 d, 7,5 Hz.
2 d d
3 d d
4 d d
5 d d
6 170,4
C-21 Acido monoterpenico
1 169,40
2 128,3
e 144,87 6,7,dd, 7 Hz
4 24,76 1,56my22m
5 41,69 1,63 m
6 73,63
5,88,dd, 18 y
7 145,80 12 Hz
5,05,d, 11,3 Hz
y5,21,d,17,5
112,53 Hz
9 12,38 1,77, s
10 27,73 1,26, s

°No se observa. ‘No asignado.

CH
CH
CHs
CH;
CHs
CHs
CHs
CH;

CHs
CHs

CH
CH
CH
CH
CH
C

CH
CH;
CH;

CH

CH;
CHs
CHs

H-22
H-23
H-1

\\\\\ g
"
a—
.
T
ey
37-H
77H
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H-21
H-22
H-23
H-24
H-25
H-26
H-27
H-28

H-29
H-30
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Los espectros de 'H y *C de F7 en MeOD-d, mostraron sefiales
caracteristicas de un esqueleto oleanano sustituido en los carbonos C-3, C-21 y C-
22, respectivamente. Es asi como se observan cuatro metinos unidos a heteroatomo:
un triplete en 3,36 ppm (92,4 ppm) asignado al metino C-3, un multiplete en 3,82
(69,87 ppm) correspondiente a C-16 y por ultimo, dos metinos en 4,98 ppm (77,8
ppm) vy 5,34 ppm (1H, d, 10,05 Hz, 75,9 ppm), correspondientes a C-21 y C-22,
respectivamente. En 5,30 ppm se observé un singlete ancho asignado al proton H-12
del esqueleto oleanano. Asi mismo, se observaron 6 singletes en (1,19, 0,86, 0,78 ,
1,18 , 0,84 y 1,11) ppm asignados a C-23, C-25, C-26, C-27, C-29 y C-30,

respectivamente.

El espectro de *C en MeOD-d, mostro sefiales cuyas multiplicidades fueron
deducidas a través del espectro DEPT observandose 2 metilenos en 64,2 y 67,7 ppm
aasignados inicialmente a las posiciones C-24 y C-28 del esqueleto oleanano por

consideraciones biosintéticas.

Adicionalmente, los espectros de *H y **C en MeOD-d; mostraron sefiales
correspondientes a un sustituyente del tipo acido monoterpénico: 1,77 (3H, s, 97 -
Hs), 1,26 (3H, s, 10" - H3), 6,7 (H, dd deformado, 7 Hz, 3> - H)y 1,56y 2,2 (2H,
m, 4>- Hs), 1,63 (2H, m, 5"~ Hg), 5,88 (H, dd, 6,5 Hz, 7"~ H), 5,05 y 5,21 (2H,
d, 11,3y 17,5 Hz) y un carbonilo en 169,4. La posicion del &cido monoterpenico en
Fi7e fue clarificada por los espectros de HMBC, en MeOD-d, (espectro 74 al 79) y por
los espectros HMBC, COSY y TOCSY piridina-ds (espectros 95 al 100, 101 al 104 y
105 al 111). Se observo en el HMBC una correlacion entre los protones 3" -H,
9 ""-H3 Y el carbono carbonilico 1", asi como la correlacion entre el metileno 8-
H, y el proton 777"-H (ver tabla 9, figura 22). Adicionalmente, la correlacion
observada entre el proton en 37" y el carbono carbonilico sugirieron que la
estereoquimica del doble enlace entre 2" y 377" era E. Las posiciones de los
grupos metilenos sobre C-24 y C-28 asignadas por consideraciones biosintéticas
fueron corroboradas a través de las siguientes correlaciones a largo enlace: el CHs-
23 (1,19 ppm) y el metileno en C-24 (64,2 ppm, 3,20 my 3,83 m) , el metilo CH3-24
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con el C-3 en 92,4 ppm y el metilo CH3-28 (3,91, d, 11,5 Hz; 4,08 d, 11,5 Hz) con el
C-16 (69,9 ppm). EIl resto de las sefales correspondientes a la aglicona fueron
asignadas de manera similar y corroboradas por HMBC y HMQC (tabla 9).La figura

22 muestra las correlacion HMBC para la aglicona de Fi7zg en MeOD-d,.

De esta manera la estructura de la aglicona corresponde a la aglicona 33,
16a, 22a, 24, 28-pentahidroxi, 21B-((E)-2-metil-6-hidroxi-6-metil-2,7-octadienoil)-

olean-12-eno.

Figura 22. Correlacion HMBC para la fraccion Fi;e en MeOD-d,
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Adicionalmente y como se menciono, se obtuvieron sefiales en los espectro
de 'H y *C a 104,7 ppm asignadas a al carbono anomérico C-1" por correlaciéon de
su protén con el C-3 y dos sefiales adicionales en 103,8 y 105,1 correspondientes a
los carbonos anoméricos de dos unidades glicosidicas adicionales. Asi mismo, se

observé una sefal en 170,4 ppm asignada al carbonilo de un acido glucuronico.

Los espectros de protones y carbono, asi como HMBC y HMQC de Fe en
piridina-ds mostraron sefiales similares a las observadas en metanol para la aglicona
de la escina corroborando la estructura de esta. Asi mismo, pudieron observarse con
mayor detalle los protones y carbonos correspondientes a las 3 unidades glicosidicas
(espectros 80 al 83 y 84 al 88). La asignacion de cada proton y carbono de las
unidades glucosidicas (un acido glucurénico y una unidad hexosa y una unidad
piranosa) asi como la unién entre estos se realizé a través de los espectros COSY y
TOCSY.

Tabla 10. Desplazamiento **C (ppm) para Fi7e en Piridina-ds

S ppm S ppm a 0 ppm
N°C exp)?  (reportado)®@d N°C  0pPM(EXP)"  (0n5itado)°E
1 38,4 38,4 16 72.1 67,8
2 242 26.4 17 52,5 481
3 91.0 91,2 18 423 40,2
4 43,7 43,6 19 46,5 472
5 56,2 55,8 20 36,5036,6 36,3
6 17.4 18,3 21 746 79.1
7 33,2 32,9 22 74.6 74.0
8 41,3 40,1 23 226 220
9 41,7 46,7 24 63,4 63,1
10 36,50 36,6 36,5 25 15.3 15.5
11 24.0 237 26 17,4 16,5

12 ¢ 123,6 27 26,3 27,2



o1

13 ~136 143,2 28 67,8 63,5

14 42,3 41,6 29 29,3 29,5

15 d 34,4 30 19,9 19,9
C-21 Acido monoterpénico

1 168,0 170,9 6 72,5 12,2
2 127,5 129,0 7 146,6 146,6
37 143,9 142.,4 8 111,7 111,7
4 24,0 23,4 9 12,6 12,8
57 41,6 41,8 10 28,5 28,5

? Espectro tomado en CD;0D como solvente a 125 MHz. b Espectro tomado en CD;0OD como
solvente a 150 MHz. “No se observa. * Asignado por comparacion con la bibliografia.

Tabla 11. Desplazamiento **C (ppm) para los azucares de Fi7e en Piridina-ds

N°C & ppm (exp)? (repc?rt%%@)b(%) N° C & ppm(exp)? (repgrtpa%rg)b(%)

GIcA-p
1 104,5 104,5 4 69,6 71,6
2 78,4 78,0 5 76,6 77,1
3 80,3 86,3 6 68,8 172,0
2 - Glc-p
1 104,3 103,6 4 69,8 69,5
2" 74,6 75,2 5 76,7 78,2
3" 75,8 78,1 6 61,6 61,2
4°- Ara-f
1 105,7 110,9 4 80,2 85,2
2 81,2 83,4 5% 61,7 62,3
3 78,4 85,2

 Espectro tomado en CD;0D como solvente a 125 MHz. I[’Espectro tomado en CD;0D como
solvente a 125 MHz.
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Tabla 12. Desplazamiento * H (ppm) para Fy7e en Piridina-ds

Proton & ppm (exp)®
1 0,79 m, 1,28 m
2 1,70m, 1,8 m
3 3,29 dd
5 0,79 m
6 1,52m, 1,56 m
7 1,15, 1,28

1,52
11 1,07 m
12 572s
15 d
16 4,47
18 3,6 m

O ppm

(reportado)°®

0,82, 1,32
2,28 (2H, m)
3,44 dd
0,84
1,51, 1,56

1,26, 1,53
1,72
1,72, 1,90
5,40 s

1,61, 1,87
4,46
3,07

C21 Acido monoterpénico

3 7,15m

47 244my25m

5 1,77 m
T 6,10 dd, 10,35
Hz.

7,20

2,44 252
1,77

6,10 dd, 10,6
Hz

Protén

19
21
22

23
24

25
26

27
28

29
30

8\\\\

g
10

S ppm (exp)®

1,43 m, 2,16 m
5,57/ m
6,0,d, 10,3 Hz
1,33s
3,29 m,y4,16 m

0,59

0,87

1,25s
3,76 m, 4,34 m

1,07
1,33

5,14 d, 10,35 Hz.

5,54d, 16,5 Hz
1,98 s
1,43

0 ppm
(reportado)®©®)
1,40, 3,08
6,59 d, 10,0 Hz
6,26 d, 10,0 Hz

1,35s
3,31d, 10,5 Hz,
4,25

0,65s
0,80s

1,83 s
3,39d, 3,65d
10,8 Hz

1,11s
1,34

5,15 d, 10,6 Hz
5,53 d, (17,2 Hz)

2,04
1,46

4 Espectro tomado en CD;OD como solvente a 500 MHz. b Espectro tomado en CDs;OD como solvente

a 600 MHz. “No asignado.
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Tabla 13. Desplazamiento * H (ppm) para los azucares de Fy7e en Piridina-ds

. o . 0
Proton & ppm (exp)® (reportpa%rg)b(%) Proton & ppm (exp)® (reporfa%rg)b(%)

GIcA-p
1" 4,73d,7,1Hz 4904d,7,6Hz 4 4,25 m 4,48
2 4,25m 4,26 5 4,25m 4,57
3 4,25m 4,27
2 - Glc-p
1 565d,7Hz 550d,76Hz 47 4,47 m 4,58
2" 4,11m 4,06 5" 3,77m 3,65
3" 4,11m 4,26 6° 450m,4,52m 4,29, 4,36
4°- Ara-f
1 5,11d, 7 Hz. 6,08 4 4,25m 4,87
2 4,90 4,99 57 4,30m,4,50m 4,17, 4,30
3 ¢ 4,79

4 Espectro tomado en CD;OD como solvente a 500 MHz. bEspectro tomado en CDs;OD como solvente
a 500 MHz. °No se observa.

Tabla 14. Desplazamiento de **C (ppm), *H (ppm), HMBC y HMQC para Fie en
Piridina-ds

N°C & c(ppm) 5 v (ppm) HMBC HMQC COSY TOCSY
1 38,4 0,79 m, 1,28 m H-2 H-1 H-2
2 24,2 1,70 m, 1,8 m H-2  H-1,H-3
3 91,0 3,29 dd H-1" H-3 H-2
4 43,7 H-23
5 56,2 0,79 m H-25 H-5
6 17,4 1,52 m, 1,56 m H-6
7 33,2 1,15, 1,28 H-7
8 41,3
9 47,7 152 H-25 H-9
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

36,50 36,6
24,0
c
~136
42,3
d
72,6
52,5
42,3
46,5
36,50 36,6
76,7
74,6
22,6
63,4
15,3
17,4
26,3
67,8
29,3
19,9

1,07 m
5,72s

d

4,47

3,6m
1,43 m, 2,16 m

5,57
6,0m, 10,3 Hz
1,33s
3,29 m,y 4,16 m
0,59
0,87
1,25s
3,76 m, 4,34 m
1,07
1,23

C21 Acido monoterpenico

0 N O gaa b W N -
’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

o
’
’
’

168,0
127,5
143,9

24,0
41,6

72,5
146,6
111,7

12,6

7,15 m

244 my25m
1,77 m

6,10 dd, 10,35 Hz.

5,14 d, 10,35 Hz.
5,54d, 16,5 Hz

1,98 s

H-25
H-11
c
c
c
H-18
H-29 H-19
H-29
H-29,H-30  H-21  H-22
H-22  H-21
H-23
H-23 H-24
H.25
H-26
H-27
H-28
H-30 H-29
H-29 H-30
H-21, 37-H,
5 1, g
9" -Hy
0" Hy g
5°"-H, H-4"" 57-H,
H-5""  47-H,
8"-H,,
107" -H,
g8, M7 g,
T ——
H-9™
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28,5

1,43

° No se observa. “No asignado.

Tabla 15. Desplazamiento de

azucares de F;7g en Piridina-ds

N°C 3 c(ppm)

GlcA-p
1

] BN B

6
2 - Glc-p
1

- B

6
4°- Ara-f

1
2
3o
4
5

104,5

78,4
80,3
69,6
76,6
68,8

104,3
74,6
75,8
69,8
76,7
61,6

105,7
81,2
78,4
80,2
61,7

© No se observa.

8 'n (ppm)

4,73 d, 7,1 Hz

4,25 m
4,25 m
4,25 m
4,25m

5,65d,7Hz
4,11 m
4,11 m
4,47 m
3,77 m

450m, 4,52 m

5,11d, 7 Hz.

4,90

c

4,25m

4,30 m, 4,50 m

HMBC HMQC

=

I T

7 H

H-1

H-2
H-3

H-5
H-6

H-1"
H-2"

H-4"
H-5"
H-6"

H-10"

COSsYy

2"-H, 2°-H
1H, 3"-H
27-H, 4-H
3"-H, 6™-H

27-H, 4"-H

1H, 3"-H

2°-H, 4"-H
3"-H

TOCSY

2™-H, 4™-H

1"H, 3"-H

2°-H, 4"-H
3"-H

55

3¢ (ppm), *H (ppm), HMBC y HMQC para los



56

Los espectros de *H y *C de Fye en piridina-ds confirmaron las sefiales del
esqueleto oleanano sustituido en los carbonos C-3, C-21 y C-22, respectivamente.
Es asi como se observaron los cuatro metinos unidos a heteroatomo: un dd en 3,29
ppm (91,0 ppm) asignado al metino C-3, un multiplete en 4,47 (72,1 ppm)
correspondiente a C-16 y por ultimo, dos metinos en 5,6 ppm (76,7 ppm) y 6,0 ppm
(1H, d, 10,3 Hz, 74,6 ppm), correspondientes a C-21 y C-22, respectivamente. En
5,42 ppm se observd un singlete ancho asignado al proton H-12 del esqueleto
oleanano. Asi mismo, se observaron 6 singletes en (1,33, 0,59, 0,87, 1,25, 1,07 y
1,33) ppm asignados a C-23, C-25, C-26, C-27, C-29 y C-30, respectivamente.

El espectro de '3C mostro sefiales que corroboraron lo obtenido en el
espectro realizado en MeOD-d, observandose 2 metilenos en 63,4 y 67,8 ppm

asignados a las posiciones C-24 y C-28 del esqueleto oleanano.

Las sefiales correspondientes al sustituyente en C-21, acido monterpénico
mostraron los siguientes desplazamientos: 1,98 (3H, s, 9" '- H3), 1,43 (3H, s, 10" -
Hs), 7,15 (H, m, 377-H)y 2,44y 251 (2H, m, 477- H3), 1,77 (2H, m, 577~ Hy),
6,10 (H, dd, 10,35 Hz, 7" - H), 5,14 y 5,54 (2H, d, 10,5y 16,5 Hz) y un carbonilo en
168,02.

La posicién del 4cido monoterpenico en F7e en piridina-ds fue corroborada
por la correlacion a largo alcance entre el proton en H-21 en 5,57 ppm ( 76,72 ppm) y
el carbono carbonilico 1" en 168,02 ppm. Asi mismo, fue posible observar la
correlacion entre los protones de los metilos CH3-29 y CH3-30 con el carbono C-21
Adicionalmente, se observaron las correlaciones entre los protones 3" -H, 9" -H3
con el carbono carbonilico 17, asi como la correlacion entre el metileno 8""-H, y
el proton 7°7""-H (ver tabla 14, figura 23). El resto de las sefiales correspondientes
a la aglicona fueron asignadas de manera similar y corroboradas por HMBC vy
HMQC, COSY y TOCSY (tabla 14).
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Se observaron igualmente las sefiales correspondientes a tres unidades de
sacaridos, uno de ellas perteneciente a un &cido glucurénico determinandose por
HMBC que el proton anomérico de este en 4,73 ppm ( d, 7,1 Hz, 1'-H)
correlacionaba con el C-3 de la aglicona (tabla 14). El espectro TOCSY mostro la
posicion y correlacion entre las dos unidades de sacaridos restantes permitiendo
asignar las posiciones de cada carbono con respecto al carbono anomérico de su
unidad y la union de estos a la unidad de &cido glucurénico. En algunos casos, la
asignacion fue corroborada con datos de la bibliografia. Es asi como se observa la
correlacion entre el protbn anomérico en 4,73 ppm (1°-H) y el proton en 4,25 m
(78,4 ppm) y la correlacion de este ultimo con el protdn anomérico en 5,65 (d, 7 Hz)
indicando la unién de esta unidad al C-2" del acido. La posicion de la tercera unidad
de sacérido fue determinada por la correlacion en TOCSY entre el protén 4"-H en
4,25 m y el carbono anomeérico en 5,11, d, 7 Hz, 1"""-H, indicando que la posicion de
la union de la tercera unidad era en C-4". Vale la pena acotar que todas las
asignaciones fueron corroboradas por HMBC, COSY y TOCSY (tablas 15).

De esta manera, la estructura de F7e corresponderia a 30- a-arabinofuranosil
(1— 4)- PB-D-glucopiranosil-(1—2)]- B-D-glucoronopiranosil-16a, 22a, 24, 28-
pentahidroxi, 21B-((E)-2-metil-6-hidroxi-6-metil-2,7-octadienoil)-olean-12-eno, aislado

por vez primera en la familia Hippocastanaceae.

La figura 23 muestra las correlaciones HMBC, COSY y TOCSY para Fi7e en
piridina-ds.
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“H
/" N\ HMBC
/N COoSsY
Y Tocsy

Figura 23. Correlacién HMBC para la fraccién F;z en piridina-ds
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6. conclusiones:

Se realiz6 el estudio fitoquimico del extracto de acetato de etilo (E AcOEt) de

las semillas de Billia rosea utilizando la técnica de cromatografia en columna sobre

silica gel 60 aislandose los siguientes compuestos:

Compuesto Fp: Metil 3-(4-fenil-3-hidroximetilen) acrilato o 3-fenil- 3-
hidroximetilen propeonato de metilo, un derivado del acido cinamico , aislado

como un soélido fino de color blanco, soluble en metanol.

Compuesto Fpc: un monosacarido de la escina 21-(2-metilbutanoil)-22-
angeloil-protoaescingenina 6 3, 16qa, 21pB, 22 a, 24, 28-hexahidroxyolean-12-
eno, aislado como un sélido cristalino muy fino de color amarillento, soluble en

metanol y piridina.

Compuesto F7e: La escina, 30- a-arabinofuranosil (1— 4)-[ 3-D-glucopiranosil-
(1—2)]- B-D-glucoronopiranosil-16a, 22a, 24, 28-pentahidroxi, 21B-((E)-2-metil-
6-hidroxi-6-metil-2,7-octadienoil)-olean-12-eno, un nuevo triterpeno del tipo
polihidroxioleonano glicosilado con un acido monoterpenico como sustituyente
en C-21, aislado como un solido cristalino muy fino de color amarillento,

soluble en metanol y piridina con un punto de descomposicién de 175,0 °C.

El compuesto Fi7e es un compuesto nuevo en la familia ya que no se tienen

reportes del aislamiento de este compuesto en ninguna especie del genero Billia, ni

en ninguna planta de la familia Hipocastanaceae.
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7. Recomendaciones:

Debido a la gran riqueza fitoquimica observada en las fracciones Fg, Fi, Fu,
y Fn (Ssaponinas triterpénicas polares), obtenidas luego de la separacion y
purificacion del extracto de acetato de etilo (E AcOEt), se recomienda
continuar el estudio fitoquimico de estas con el fin de aislar y purificar los

compuestos presentes.
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Espectro 2. RMN *H tomado en MeOD-d, para el compuesto Fo.
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Espectro 3. Ampliaciéon de RMN *H tomado en MeOD-d, para el compuesto Fp.
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Espectro 6. RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fp.
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Espectro 7. Ampliacién de RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fo.
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Espectro 9. Ampliacién del RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fp.
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Espectro 10. RMN DEPT tomado en MeOD-d, para el compuesto Fp.
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Espectro 11. Ampliacion del RMN **C-DEPT tomado en MeOD-d, para el
compuesto Fop.
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Espectro 12. Ampliacion del RMN **C-DEPT tomado en MeOD-d, para el
compuesto Fop.
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Espectro 13. Ampliaciéon del RMN **C -DEPT tomado en MeOD-d; para el
compuesto Fp.
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Espectro 15. RMN HMQC tomado en MeOD-d, para el compuesto Fp
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Espectro 19. RMN HMBC tomado en MeOD-d, para el compuesto Fp
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Espectro 20. Ampliacion de RMN HMBC tomado en MeOD-d,4 para el compuesto

Fo.
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Espectro 21. Ampliacion de RMN HMBC tomado en MeOD-d, para el compuesto
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Espectro 24. RMN **H tomado en MeOD-d, para el compuesto Fc.
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Espectro 25. Ampliacién de RMN **H tomado en MeOD-d, para el compuesto Fyrc.
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Espectro 26. Ampliacién de RMN **H tomado en MeOD-d, para el compuesto Fyrc.
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Espectro 27. Ampliacién de RMN **H tomado en MeOD-d, para el compuesto Fizc.
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Espectro 28. Ampliacién de RMN **H tomado en MeOD-d, para el compuesto Fizc.
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Espectro 29. RMN *3C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fc
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Espectro 30. Ampliacién de RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fyzc.
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Espectro 31. Ampliacién de RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fyzc.
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Espectro 32. Ampliacién de RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fyzc.
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Espectro 33. Ampliacion de RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fc,
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Espectro 34. Ampliaciéon de RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Frc.
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Espectro 35. RMN HMQC tomado en MeOD-d,4 para el compuesto F ¢
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Espectro 37. Ampliacion de RMN HMQC tomado en MeOD-d, para el compuesto
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Espectro 38. Ampliacion de RMN HMQC tomado en MeOD-d, para el compuesto
Fizc.
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Espectro 41. Ampliacibn de RMN HMQC tomado en MeOD-d, para el compuesto
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Espectro 42. RMN HMBC tomado en MeOD-d,4 para el compuesto F ¢



107

ppm

- 60
65
70
75
80
85
90
95
100
105
110
ppm

T
3.80

T
3.85

T T
4.00 3.90

MeOD / HMBC
T
4.10

T
4.20

T
4.25

T
4.30

Espectro 43. Ampliacion de RMN HMBC tomado en MeOD-d, para el compuesto
Fizc.
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Espectro 45. Ampliacion de RMN HMBC tomado en MeOD-d,4 para el compuesto
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Espectro 47. RMN COSY tomado en MeOD-d, para el compuesto F7¢c
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Espectro 48. Ampliacion de RMN COSY tomado en MeOD-d, para el compuesto
Fizc.
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Espectro 49. Ampliacion de RMN COSY tomado en MeOD-d, para el compuesto
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Espectro 51. RMN *H tomado en MeOD-d, para el compuesto Fye.

115

ppm

8

9

16 15 14 13 12 11 10



116

ppm

MeOD / Protones
j fgﬁﬁ%#%
AN|[HA|H|[N|O|M
—
85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

Espectro 52. Ampliacién de RMN *H tomado en MeOD-d, para el compuesto F.
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Espectro 53. Ampliacién de RMN *H tomado en MeOD-d, para el compuesto F.
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Espectro 54. Ampliacién de RMN *H tomado en MeOD-d, para el compuesto Fz.
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Espectro 55. Ampliacion de RMN *H tomado en MeOD-d, para el compuesto Fe,
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Espectro 57. RMN *3C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fe
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Espectro 58. Ampliacién de RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fyze.
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Espectro 59. Ampliacion de RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fe.
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Espectro 61. Ampliacién de RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fize.
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Espectro 62. Ampliacion de RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fe.
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Espectro 63. Ampliacién de RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fize.
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Espectro 64. Ampliaciéon de RMN **C tomado en MeOD-d, para el compuesto Fye.
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Espectro 65. RMN DEPT tomado en MeOD-d, para el compuesto F7e
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Espectro 66. Ampliacion de RMN '*C - DEPT tomado en MeOD-d, para el

compuesto Fie.
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Espectro 67. Ampliacién de RMN *C - DEPT tomado en MeOD-d, para el
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Espectro 68. Ampliacion de RMN **C - DEPT tomado en MeOD-d, para el
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Espectro 70. RMN HMQC tomado en MeOD-d, para el compuesto F7e
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Espectro 71. Ampliacion de RMN HMQC tomado en MeOD-d, para el compuesto
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Espectro 72. Ampliacion de RMN HMQC tomado en MeOD-d, para el compuesto

Fize.
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Espectro 73. Ampliacion de RMN HMQC tomado en MeOD-d, para el compuesto

Fize.
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Espectro 74. RMN HMBC tomado en MeOD-d,4 para el compuesto F 7
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Espectro 75. Ampliacion de RMN HMBC tomado en MeOD-d, para el compuesto
Fize.
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Espectro 76. Ampliacion de RMN HMBC tomado en MeOD-d, para el compuesto
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Espectro 77. Ampliacion de RMN HMBC tomado en MeOD-d, para el compuesto
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Espectro 79. Ampliacion de RMN HMBC tomado en MeOD-d, para el compuesto
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Espectro 80. RMN *H tomado en piridina-ds para el compuesto Fy.
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Espectro 83. Ampliacién de RMN *H tomado en piridina-ds para el compuesto Fyze.
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Espectro 84. RMN *3C tomado en piridina-ds para el compuesto F.
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Espectro 85. Ampliaciéon de RMN **C tomado en piridina-ds para el compuesto Fe.
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Espectro 86. Ampliaciéon de RMN **C tomado en piridina-ds para el compuesto Fe.
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Espectro 87. Ampliaciéon de RMN **C tomado en piridina-ds para el compuesto Fe.
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Espectro 88. Ampliaciéon de RMN **C tomado en piridina-ds para el compuesto Fe.
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Espectro 89. RMN HMQC tomado en piridina-ds para el compuesto F7e
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Espectro 91. Ampliacion de RMN HMQC tomado en piridina-ds para el compuesto
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Espectro 92. Ampliacion de RMN HMQC tomado en piridina-ds para el compuesto
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Espectro 93. Ampliacion de RMN HMQC tomado en piridina-ds para el compuesto
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Espectro 95. RMN HMBC tomado en piridina-ds para el compuesto F¢
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Espectro 96. Ampliacion de RMN HMBC tomado en piridina-ds para el compuesto
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Espectro 97. Ampliacion de RMN HMBC tomado en piridina-ds para el compuesto
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Espectro 98. Ampliacion de RMN HMBC tomado en piridina-ds para el compuesto
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Espectro 99. Ampliacion de RMN HMBC tomado en piridina-ds para el compuesto
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Espectro 101. RMN COSY tomado en piridina-ds para el compuesto F7¢
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Espectro 102. Ampliacion de RMN COSY tomado en piridina-ds para el compuesto
Fize.
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103. Ampliacion de RMN COSY tomado en piridina-ds para el compuesto
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Espectro 105. RMN TOCSY tomado en piridina-ds para el compuesto F .
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Espectro 106. Ampliacion de RMN TOCSY tomado en piridina-ds para el compuesto

Fize.
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Espectro 107. Ampliacion de RMN TOCSY tomado en piridina-ds para el compuesto
Fize.
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Espectro 108. Ampliacion de RMN TOCSY tomado en piridina-ds para el compuesto
Fize.
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Espectro 109. Ampliacion de RMN TOCSY tomado en piridina-ds para el compuesto
Fize.
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Espectro 110. Ampliacion de RMN TOCSY tomado en piridina-ds para el compuesto
Fize.
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Espectro 111. Ampliacion de RMN TOCSY tomado en piridina-ds para el compuesto
Fize.



176



