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RESUMEN:

En este trabajo se propuso un método para obtener 4cido ursélico (AU) de manera ficil, ripiday econémica teniendo como materia
prima la planta medicinal Clinopodium revolutum endémica del Pert, conocida y comercializada con el nombre de flor de arena
o #é indio. La técnica de recristalizacion selectiva que se empled result6 ser eficiente debido a que se obtuvo cristales de AU sin la
necesidad de métodos cromatograficos de purificacién ni el uso de solventes toxicos. La pureza determinada por HPLC es mayor
295%. Asi, la flor de arena se convierte en una importante biofuente de este compuesto.

PALABRAS CLAVE: Lamiaceae, triterpeno, recristalizacién, purificacién, Pertl.

ABSTRACT:

A method to obtain ursolic acid (UA) in an easy, fast, and economical way was proposed, having as raw material the medicinal plant
Clinopodium revolutum from Peru. This plant is known and marketed as flor de arena or t¢ indio. The selective recrystallization
technique used was efficient due to UA crystals were obtained without the need for chromatographic purification methods neither
the use of toxic solvents. The purity determined by HPLC is greater than 95%. Thus, the flor de arena becomes an important
biosource of this compound.

KEYWORDS: Lamiaceae, triterpene, recrystallization, purification, Peru.

REsumo:

Este trabalho apresenta um método para a obtencio de 4cido ursélico (AU) de forma ficil, ripida e barata tendo como matéria
prima a planta medicinal Clinopodium revolutum endémica do Pert, conhecida e comercializada pelo nome de flor de arena ou
té indio. A técnica seletiva de recristalizagio resultou ser eficiente, devido os cristais da AU foram obtidos sem a necessidade de
métodos cromatograficos de purificagio nem a utilizagio de solventes téxicos. A pureza determinada pela HPLC ¢ superior a 95%.
Assim, a flor de arena torna-se uma biofonte importante deste composto.

PALAVRAS-CHAVE: Lamiaceae, triterpeno, recristalizacio, purificagio, Pert.

INTRODUCCION

La flor de arena es una planta del genero Clinopodium de la familia Lamiaceae, endémica de la region
andina norperuana ( /) y las herboristerfas del Pert la comercializan como un producto excelente para el
tratamiento del higado, célculos vesiculares, eliminacién de acido trico y problemas del rindén. Muchas de
estas propiedades son atribuidas a los metabolitos secundarios conocidos como triterpenos, ampliamente
distribuidos en las plantas de la familia Lamiaceae. El 4cido ursélico (AU) es el principal triterpeno en
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la flor de arena; esta molécula ha mostrado, entre otras, actividad antioxidante ( 2 ), anti-microbial ( 3 ),
gastroprotectora ( 4 ), anti-inflamatoria y analgésica ( S).

El AU (C30H4303), es un compuesto dpticamente activo y cuenta con una estructura considerablemente
complicada de diez centros quirales. Debido a estas caracteristicas, no ha podido ser sintetizado atin y solo se
ha obtenido por extraccién y purificacion a partir de productos naturales.

Asi mismo, el 4cido oleandlico (AO) es un isdmero estructural muy similar al AU (Figura 1) y, a menudo,
ambos estdn presentes simultdneamente en la misma planta como agliconas de saponinas o como é4cidos libres
(6).Lapurificacién de AU se ve interferida por este isémero debido a la similitud estructural y a sus estrechas
propiedades fisicoquimicas que complican la purificacidn; esto se refleja, por ejemplo, en el elevado costo del
AU.Por tanto, en un estudio a escala parala obtenciéon de AU y una produccién econdmicay accesible, se hace
necesario encontrar un método de separacién mds favorable al método cromatogrifico de contracorriente
propuesta por Frighetto ez al. ( 7) y al de cromatografia en columna propuesta por Amzad y Zhari ( 8).

oH :
A

Figura 1. Estructura del acido ursdlico (a) y acido oleandlico (b).

FIGURA 1
Estructura del 4cido ursélico (a) y 4cido oleandlico (b).

El objetivo de la presente investigacion fue obtener AU de una manera ficil, rdpida y econdmica a partir
de la especie Clinopodium revolutum conocida comercialmente como flor de arena y aprovechando la baja
proporcién de AU:AO (4,5:1) ( 9 ). Se utilizé la técnica de recristalizacién selectiva para enriquecer la
solucién con AU o para reducir la cantidad de AO.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales y productos quimicos

El material vegetal fue recolectado en el Departamento de Hudnuco-Pert en enero de 2016. Se depositd
un espécimen de comprobante en el Herbarium Truxillense (HUT-58329) identificado por el Botdnico
Eric Rodriguez - Universidad Nacional de Trujillo. Las hojas secas de flor de arena no se trituraron para la
extraccion sino que se trabajé con las hojas secas intactas, con dimensiones < 1mm. Los reactivos quimicos
utilizados etanol (Merck, Alemania) y acetonitrilo (Merck, Alemania) fueron de grado HPLC y hexano
(Merck, Alemania) junto con acetato de etilo (Merck, Alemania) fueron de grado analitico.

Instrumentos

La concentracién de los extractos se realizé con un rotaevaporador BUCHI R-215. El analisis por HPLC se
realiz6 con un equipo UltiMate 3000 (Thermo Fischer Scientific) con detector DAD, columna Lichrospher
RPC;s (Phenomenex) de 250 x 4,6 mm x 5 um. El espectro IR fue registrado (disco de KBr) en un equipo
Nicolet™ 380 FT- IR. El espectro de 'H y "°C fue registrado en un equipo BRUKER Ascend™ 500 MHz
con consola AVANCE III HD; se utiliz6 DMSO-d6 (Merck, Alemania) como solvente y TMS (Merck,

Alemania) como estdndar interno. Los desplazamientos quimicos (8) son reportados en ppm.

Proceso de purificacion de dcido ursélico

Los trabajos realizados por Fan ez al. ( 10, 11 ) sobre la solubilidad de AO y AU fueron imprescindibles a
la hora de la eleccién del solvente de recristalizacion. El proceso de purificacién se inicié con 15 g de hojas
secas de flor de arena. El diagrama de flujo de la Figura 2 muestra el proceso detallado de la purificacién de
AU. La pureza se determiné mediante HPLC, para lo cual se usé un método isocratico con una fase mévil
de acetonitrilo : agua (80:20) a una velocidad de flujo de 1 mL/min, la muestra eluida fue detectada a 209

nm (12).
15 o de Fl «Extracion con 150 mL de acetato de
d% afenaor etilo durante cinco minutos por tres
veces.

)

«Concentracion a sequedad del
extracto con rotaevaporador a 60 °C.

Extracto
obtenido

Vil

s | Extracto *Desgrase con 30 mL de
seco hexano por tres veces.

\ °9R§$is;)l6uocl;%1 con 65 mL EtOH
desgrasado ° :
g *Refrigerar 15 horas.
- e,

C ( Acido
ursolico
purificado

Figura 2. Proceso de purificacion de acido ursolico.

FIGURA 2
Proceso de purificaciéon de 4cido ursélico.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Obtencién de AU

La extraccion por inmersién en acetato de etilo fue reportado como un proceso efectivo debido a la selectiva
y rapida extraccién de triterpenos ( 13, 14, 15). El resultado del primer proceso de extraccién que se inicié
con 15,0000 gde hojas secas de flor de arena, se obtuvo 1,3604 g de extracto, luego se desengrasd y se redisolvid
en etanol de 96% a 60 °C, después de mantenerlo en refrigeracién se obtuvo 0,4398 g de precipitado, se
recristalizd y se obtuvieron 0,1113 gde cristales de dcido ursélico, en la Figura 3 se puede observar la fotografia
digital de los cristales.

Figura 3. Fotografia digital de los cristales de AU obtenido.

FIGURA 3
Fotografia digital de los cristales de AU obtenido.

La pureza estimada por HPLC resulté ser de 95,5000%. En la Figura 4 se muestra el cromatograma
realizado con un modo de elucién isocratico acetonitrilo : agua (80:20), volumen de inyeccién SuL, velocidad
de flujo I mL/min, deteccién 209 nm y a una temperatura de 30 °C.
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Figura 4. Cromatograma de los cristales de acido ursolico (t.r = 17,16 min) obtenido utilizando una
fase movil de acetonitrilo : agua (80:20), velocidad de flujo ImL/min y deteccion a 209 nm.

FIGURA 4
Cromatograma de los cristales de 4cido ursélico jt.r = 17916 minL obtenido utilizando una

fase movil de acetonitrilo : agua j80:20L9 velocidad de flujo ImL/min y deteccidon a 209 nm.

Con el objetivo de comprobar la reproducibilidad del método se realizé el trabajo de la misma manera por
triplicado. La Tabla 1 muestra el resumen de los resultados obtenidos en el proceso de purificacion del AU.

TABLA 1.
Resultados del proceso de purificacién de AU
% de
o,
Cantidad /o d? . pureza del
n rendimiento
® () e
(HFLC)
1 0,1113 0,7420 05,5000
2 0,1182 0,7880 05,4300
3 0,1154 0,7690 05,5700
media 0,1150 0,7663 05,5000
DE 0,0028 0,0189 0,0572

DE: Desviacién Estandar

Comparando los resultados con otros ya reportados ( 16, 17, 18 ), los obtenidos en este trabajo de
investigacién resultan ser mejores por el hecho de eliminar el uso de solventes téxicos y no requerir el uso de
columna cromatogréfica preparativa de silica gel. Si bien es cierto que el rendimiento es menor comparado
a los resultados obtenidos por Fan ez al. ( 19 ), también es cierto que el método propuesto es més ficil, no
requiere el uso de equipos de ultrasonido ni de pre tratamientos de la muestra. Ademds de ser un método
fécil es también rédpido: aproximadamente en dos dias se obtienen los cristales de AU.

Caracterizacion

El espectro IR obtenido (Figura 5) muestra las sefiales esperadas para los grupos funcionales del compuesto
AU. Asi, a 3442 cm! se tiene una seial que es caracteristica del grupo OH, a 1698 cm ladel C=C,a 1716

cm! la del C=0 del 4cido carboxilico, en el intervalo 1460-500 cm™ la huella dactilar y a 2870-2975 cm’!
los enlaces C-H.



MicHAEL AZAEL LUDENA HUAMAN. METODO PREPARATIVO PARA LA OBTENCION DE ACIDO URSOLICO A PARTIR DE CL...

%Transmittance
4..23..3..8..8..8..8..2...5..8..5..8..8

T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wasenurmber (cm-1)

Figura 5. Espectro IR del acido ursolico purificado a partir de hojas secas de flor de arena.

FIGURA 5
Espectro IR del 4cido ursélico purificado a partir de hojas secas de flor de arena.

Los espectros de RMN de 'H y ">C confirman la estructura del AU. En la Figura 6 se observa la estructura

y el espectro de "H-RMN. Como se esperaba, resulté un espectro complejo por la cantidad de protones que
se acoplan y multipletes solapados. Se pueden destacar algunas senales caracteristicas como las de COO-H

(s, # 11,93), O-H (d, # 4,28) y de los protones del carbono 6C (m, # 3,01) y 13C (¢, # 5,13).

P
8
P

Absolute Intensity
1.05 0,90

o
o
L
11.93

Chemical Shift (ppm)

Figura 6. Estructura y espectro *H- RMN (500 MHz, DMSO-d, TMS) de los cristales de acido
ursolico obtenido.

FIGURA 6
Estructura y espectro 1 H9 RMN b500 MHz4 DMSO9d6

TMS3 de los cristales de dcido ursélico obtenido.

En la Figura 7 se observa el espectro de >*C-RMN. Para identificar el tipo y la cantidad de carbonos
diferentes se utilizaron los espectros DEPT 45 (Figura 8), DEPT 90 (Figura 9) y DEPT 135 (Figura 10).
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Espectro de 13C9 RMN b500 MHz4 DMSO9d6 TMS3 de los cristales de 4cido ursélico obtenido.
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Figura 8. Espectro DEPT 45 (500 MHz, DMSO-d, TMS) de los cristales de cido urslico obtenido.

Espectro DEPT 45 b500 MHz4 DMSO9d6 TMS3 de los cristales de 4cido ursélico obtenido.
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Figura 7. Espectro de “C- RMN (500 MHz, DMSO-d, TMS) de los cristales de acido ursolico
obtenido.
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Figura 9. Espectro DEPT 90 (500 MHz, DMSO-d, TMS) de los cristales de acido ursolico obtenido.

FIGURA 9
Espectro DEPT 90 b500 MHz4 DMSO9d6 TMS3 de los cristales de 4cido ursélico obtenido.
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Figura 10. Espectro DEPT 135 (500 MHz, DMSO-d; TMS) de los cristales de acido ursolico
obtenido.
FIGURA 10
Espectro DEPT 135 b500 MHz4 DMSO9d6 TMS3 de los cristales de 4cido ursélico obtenido.

Comparando los espectros de la Figura 7 y 8, se observan las ausencias de siete senales (# 178,72; # 138,63;
#47,28; #42,1; # 39,57; # 38,84 y # 36,99) que corresponden a carbonos cuaternarios (C). En el espectro
DEPT 90 las sicte senales (# 125,04; # 77,30; # 55,27; # 52,84; # 47,50; # 38,97 y # 38,92) corresponden
a carbonos terciarios (CH). En el espectro DEPT 135 las sefiales positivas corresponden a los carbonos
primarios (CH3) y terciarios (CH); las sefiales negativas corresponden a los carbonos secundarios (CH,).

Se encontraron nueve senales (# 38,71; # 36,79; # 33,18; # 30,18; # 28,01; # 27,46; # 24,46; # 23,32y #
18,48) en la zona negativa, que corresponden a los carbonos secundarios. En la zona positiva se encontraron
14 senales, de las cuales siete corresponden a los carbonos terciarios que se identificaron en el espectro DEPT
90y las otras siete (# 28,73; #23,74; #21,55; # 17,48; # 17,37; # 16,54 y # 15,70) corresponden a los carbonos
primarios. En total se identificaron 30 carbonos, lo que concuerda con la estructura del AU.
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Se realiz6 una comparacién con las sefales del espectro de '*C obtenido y los reportados en la literatura

los datos se muestran en la Tabla 2.

TABLA 2

Valores obtenidos de 13C-RMN (ppm) y el reportado por Uddin et al. (20).

N® de
Carbono

[ B I = A R O P

=
Gl — Oh LA e L LD — O

(3] —
= =]

(]
—_—

Tipo

de

C
CH
CH,
C
CHy
CH
C
cH,
CH
CH,
C

C
CH
CH,
C
CHy
CH
CHy
CHy
CHy
CH
CH

CH;
CH;
CH;
CH;
CH;
C

CH;
CH;

Uddin
O
(130)
37,40
55,80
38.40
38.40
28,10
78,10
40,00
33.60
48,30
15,80
139,70
41,50
125,60
23,60
48,00
24,00
53,50
28,70
31,10
37,30
30,10
30,50
28,30
15,70
16,60
17,40
23.30
150,00
17,50
21.40

Obtenido
ooy
36,00
55,27
38,71
38,84
27.46
77.30
30,57
33,18
47,50
18,48
138,63
42,1
125,04
13,32
47,28
24.46
5,84
28,01
30,18
36,70
38,02
38,07
28,73
15,70
16,54
17,48
23,74
178.72
17,37
21,55

Con los valores de la Tabla 2 se graficé la correlacién "*C-RMN (ppm) de los desplazamientos quimicos

obtenidos y el reportado por Uddin (Figura 11)
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Figura 11. Correlacion grafica de los desplazamientos quimicos de “C de los cristales de acido
ursolico obtenido y el de la referencia reportada por Uddin et al. (20).

FIGURA 11
Correlacién gréfica de los desplazamientos quimicos de 13C de los cristales de
dcido ursdlico obtenido y el de la referencia reportada por Uddin et al. (20).

La Figura 11 muestra una perfecta correlacién grafica entre los datos obtenidos y los de la literatura. Esto
confirma que los cristales obtenidos son efectivamente AU.

CONCLUSION

Tras la ejecucién del proyecto se logré desarrollar un método de recristalizacién selectiva para obtener
cristales de 4cido ursélico de pureza mayor a 95% (HPLC) con un rendimiento de 0,742% (g/g) sin la
necesidad de métodos cromatogréficos preparativos con silica gel, ni uso de solventes téxicos. Lo anterior
convierte este método en uno facil, rapido, econdmico y verde. Adicionalmente, los resultados muestran que
la flor de arena es una biofuente para la obtencién de acido ursélico.
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