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RESUMEN

La Espeletia semiglobulata es una planta resinosa
caracteristica de los paramos andinos de Venezuela,
de la cual se han identificado algunos compuestos de
origen diterpénico que son activos bioldgicamente.
En este estudio se presenta el andlisis fitoquimico de
la fraccion 4cida y neutra de las hojas con la finalidad
de identificar los componentes mediante cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM). El acido kaurénico (52 %) fue identificado
como el componente mayoritario de la fraccion acida
mientras que en la fraccion neutra predominé el kaurenal
(61 %). Este reporte es importante ya que proporciona
un método facil y reproducible para aislar el acido
kaurénico en grandes cantidades, el cual puede ser
utilizado como material de partida para reacciones
de hemisintesis y posterior evaluacion de diferentes
propiedades bioldgicas.
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ABSTRACT

Espeletia semiglobulata is a resinous plant
characteristic of the Andean highlands of Venezuela
from where several active diterpene type components
have been identified. In this study a phytochemical
analysis of acid and neutral fractions from the leaves
is being explained with the purpose of identify these
components by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). Kaurenic acid (52 %) was

identified as the mayor compound from acid fraction
whereas kaurenal (61 %) dominated the neutral
fraction. This report is very important since facilitate
an easy and reproducible method to isolate high
amounts of kaurenic acid, that might be used as starting
material for further hemisinthesis and biological
evaluations.
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INTRODUCCION

Los miembros de la familia Espeletiinae
(Asteraceae) son plantas resinosas caracteristicas
de los paramos andinos de Venezuela, Colombia y
Ecuador que crecen por encima de los 2500 m.s.n.m.
y son conocidas bajo el nombre popular de frailejones
[1]. ElI género Espeletia es uno de los siete géneros
que originalmente describio Cuatrecasas para la
subtribu Espeletiinae [2]. Posteriormente Cuatrecasas
describid un género adicional, Paramifios [3]. Dentro
de esta subtribu se encuentra la especie Espeletia
semiglobulata, de la cual se han identificado algunos
compuestos de origen diterpénico que son activos
bioloégicamente. En este sentido, Usubillaga y Capra en
1988 [4] obtuvieron de la fraccion acida de esta planta
un 32,9 % de acido ent-kaur-16-en-19-6ico (acido
kaurénico) y 3,1 % de 4cido 15a-hidroxi-ent-kaur-16-
en-19-dico y de la fraccion neutra aislaron kaurenol
(7,1 %), kaurenal (5,4 %), 16a-hidroxikaurenal (0,8 %)
y n-nonacosano (45 %) y n-heptacosano (31 %) [4].

El acido ent-kaur-16-en-19-0ico, es una sustancia
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que posee diversas propiedades biologicas tales
como anti-inflamatoria, antipirética, antibacteriana,
citotéxica y antiparasitaria [5-8]. En la mayoria
de los frailejones estudiados hasta el momento, el
componente mas abundante de la fraccioén acida
es el acido ent-kaur-9(11)-16-dieno-19-6ico (2),
denominado 4cido grandiflorénico [9]. En 1997 en el
Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Los Andes (ULA) se desarrolld
un método para analizar los ésteres metilicos del acido
kaurénico y sus derivados mediante cromatografia
de gases (CQ), que posteriormente se adaptd para
analizar mezclas de kaurenos mediante CG acoplada
a espectrometria de masas (EM). Este método permitid
establecer que la mayoria de los frailejones contenian
una mezcla de acido grandiflorénico y kaurénico,
siendo casi siempre el acido grandiflorénico el
mas abundante [10,11]. Debido a la importancia
biolégica del acido kaurénico y considerando que
la E. semiglobulata es, hasta el momento, la tnica
especie que contiene muy poco acido grandiflorénico
lo que facilita su purificacion, el presente estudio se
realizd a fin de determinar la composicion relativa de
los diferentes derivados kauranicos presentes en la
fraccion acida y neutra de las hojas de esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Las hojas de E. semiglobulata
2,0 kg, fueron recolectadas en mayo del aiio 2010 en
el paramo de Piedras Blancas, a 13 Km del Pico de
El Aguila en la via de Pifiango, Estado Mérida a unos
3100 msnm. La planta fue identificada por el Ing.
Juan Carmona. Un voucher del espécimen (AU 30)
fue depositado en el herbario MERF de la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.

Obtencion de la fraccién acida y neutra. Las
hojas secas y molidas (640 g) se extrajeron con una
mezcla de hexano:éter dietilico (3:1, v/v) a temperatura
ambiente. Este extracto se agitd con una solucién 0,5
molar de hidroxido de sodio (NaOH) para formar las
sales sodicas de los acidos presentes. Se separd la fase
acuosa que se acidifico mediante adicion de acido
clorhidrico (HCI) hasta pH 3,0 y luego se extrajo con
n-hexano para recuperar los 4cidos libres. Se evapord
el hexano a presion reducida obteniéndose 18,0 g de
fraccion acida. Por otra parte, la fraccion neutra se
evapord y se obtuvo un residuo de 28,0 g.

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas. Una alicuota (5 mg) de la fraccion acida fue
sometida a metilacién con diazometano, generado in
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situ, en éter dietilico [12,13]. Las muestras fueron
analizadas por CG-EM utilizando un equipo Hewlett
Parchard (HP) modelo 5973. Se empled una columna
capilar HP5 MS (5 % fenil, 95 % metilpolisiloxano)
de 30 m de longitud y 0,25 mm de didmetro interno,
con un espesor de pelicula de 0,25 pm. Se inicid
a una temperatura de 250 °C, luego se aplico
un calentamiento a razén de 5 °C/min hasta una
temperatura final de 300 °C. La temperatura de la
interface cromatografo-espectrometro se mantuvo a
280 °C; la camara de ionizacion a 230 °C, y cuadrupolo
a 150 °C. Se utilizé helio como gas portador a una
velocidad de 34 m/s. El analisis se realizdé a 70 eV; en
un rango de masas de 40-500 uma, a una velocidad
de 3,9 espectros/segundo. Se inyectd 1,0 pL de la
solucién con reparto de 1:50 (v/v). Los compuestos se
identificaron mediante comparacion de los tiempos de
retencion y espectros de masas con patrones existentes
en el laboratorio.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis por CG-EM de la fraccion acida
metilada con diazometano, permitio la identificacion
y cuantificacion de nueve compuestos, siendo el
mayoritario el acido ent-kaur-16-en-19-6ico (acido
kaurénico) (1a) conun 52 %, los demas componentes
acidos oscilaron entre 0,59 % y 13,3 % (Figura 1,
Tabla 1).
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Fig. 1. Estructura molecular de ent-kaurenos e hidrocarburos
aislados de las hojas de E. semiglobulata Cuatrec.




TABLA1
Componentes identificados de la fraccion acida de
E. semiglobulata Cuatrec.

N° Tr %dearea Componentes
(Min)
1 3,39 20 Acido ent-kaur-9(11)-16-dien-19-6ico (acido grandifiorénico) (2)
2 3,68 30 Acido ent-kaur-15-en-19-oico. (acido isokaurénico) (3)

3 4,07 52,0  Acido ent-kaur-16-en-19-oico (acidokaurénico) (1a)

4 502 9,0  Acidokauranico(4a)

5 5,82 52  Acido 16a-hidroxi-entkauran-19-6ico (4b)

6 6,19 54 Acido 15a-hidroxi-entk: 16-en-19-6ico (5a)

7 748 06 Acido 15 toxi-ent-kaur-16-en-19-6ico (5b)

8 8,62 2,0 Acido 15a-i iroxi-ent-kaur-16-en-19-6ico (5¢)
9 997 133 Acido 15a-isovaleroxi-entkaur-16-en-19-Gico (5d)

Por otra parte, en la fracciéon neutra se logrd
la identificacion de 7 compuestos, siendo los mas
abundantes el kaurenal (1b, 61 %) y el kaurenol (lc,
30 %). Ademas se identifico el acetato de kaurenol
(1d, 0,1 %), compuesto que fue aislado de los tallos
de Espeleptiosis guacharaca por Bolhman y col. en
1980 [14] (Figura 1, Tabla 2).

TABLA 2
Componentes identificados de la fraccion neutra de
E. semiglobulata Cuatrec.

Ne Tr % de Componente
{min) area

10 338 4,0 Ruilopeziol (1e)

1" 3,67 3,0 16-hidroxikaurano (4¢)

12 3,77 61,0 Kaurenal (1b)

13 4,25 300 Kaurenol (1¢)

14 4,60 0,1 Acetato de kaurenol (1d)

15 6,20 0,5 Heptacosano (6a)

16 10,50 0,5 Nonacosano (6b)

Los patrones de acido kaurénico (1a), kaurenal
(1b), kaurenol (lc), y acido 15a-hidroxi-ent-kaur-
16-en-19-6ico (5a) coinciden con los obtenidos de la
misma E. semiglobulata de acuerdo a los resultados
reportados por Usubillaga y Capra en 1988 [4]. Por su
parte, el acido grandiflorénico se obtuvo de Coespeletia
timotensis [ 15] mientras que el acetato de kaurenol (1d)
se obtuvo mediante acetilacion del kaurenol [16] y
los &cidos ent-kauranico (4a) y 15a-acetoxi-ent-kaur-
16-en-19-6ico (5b) se obtuvieron de la Espeletiopsis
angustifolia [17]. Los acidos 15a-isobutiroxi-ent-
kaurénico (5¢) y 15a-isovaleroxi-ent-kaur-16-en-
19-6ico (5d) se obtuvieron de la Coespeletia spicata
y Ruilopezia flocossa, respectivamente [18]. El
ruilopeziol (1e) fue aislado de la Espeletia nana [19], el
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16a-hidroxikaurano (4¢) se obtuvo mediante reduccion
tipo Huang-Minlon del 16 a-hidroxikauran-19-al [20]
y el acido isokaurénico (3) se obtuvo de la Espeletia
tenore [21].

CONCLUSIONES

En el presente estudio se establece que el
acido kaurénico es el 4cido mas abundante en E.
semiglobulata, encontrandose en presencia de un bajo
porcentaje de acido grandiflorénico lo que facilita la
obtencion de acido kaurénico puro, sustancia valiosa
por sus propiedades bioldgicas, ademas se lograron
identificar otros siete dcidos kaurénicos. Por otra parte,
de la fraccion neutra se lograron identificar cinco
componentes de tipo ent-kaureno que representan el
98,1 %, y dos ceras de cadena larga.
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