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Resumen

Vismia macrophylla Kunth es una planta amazonica, que contiene una resina coloreada propia de
la familia Hypericaceae secularmente utilizado por los nativos amazonicos para tratamiento de hon-
gos. El objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar los terpenoides de Vismia macrophylla. La
muestra fue recolectada en el caserio de Nina Rumi, cuenca media del rio Nanay, en la Amazonia
peruana. La extraccion de sus componentes terpenoidales se realizé usando como fluido supercri-
tico el CO, y su caracterizacion mediante cromatografia de gases acoplado a un espectrémetro de
masas. Se obtuvieron trece componentes, siendo los mas importantes por su abundancia porcentual
el terpen-4-ol (36,08 %), o-terpineol (21,46 %), a-eudesmol (16,89 %), a-copaeno (8,89 %) y
alcanfor (3,99%). La identificacion de estos compuestos terpenoidales servird para posteriormente
relacionarlos a alguna actividad bioldgica.

Palabras clave: Cromatografia de gases, Fluido sUper critico, Terpenoides.

Abstract

Vismia macrophylla Kunth is an amazonian tree that contains a colored resin typical of the Hyperica-
ceae family which is commonly used by the amazonian natives to treat fungi. The objective of this
work was to isolate and characterize the terpenoids of Vismia macrophylla. The sample was collec-
ted in the village of Nina Rumi located in the mid basin of the Nanay river, in the Peruvian Amazon.
The extraction of the terpenoid components was carried out using CO, as a supercritical fluid and
its characterization by gas chromatography coupled to a mass spectrometer. Thirteen components
were obtained, the most important being terpen-4-ol (36,08%), o-terpineol (21,46%), a-eudesmol
(16,89%), a-copaene (8,89%) and camphor (3,99%). The identification of these terpenoid com-
pounds will serve to later relate them to some biological activity.
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INTRODUCCION

Especies de la familia Hypericaceae son de gran
interés por presentar diversas actividades biold-
gicas; se le conoce tres tribus, siendo relevante
la tribu Hypericeae con 24 especies encontra-
das en la Amazonia y la tribu Vismieae donde
destaca el género Vismia con 75 especies ubica-
das en el neotropico, de las cuales 30 especies
habitan en la Amazonia (Poletto, 2021 y Hus-
sain et al,, 2012).

En una revision bibliografica se sefiala que las
especies del género Vismia contienen metabo-
litos secundarios principalmente derivados qui-
nonicos y terpénicos; también se encuentran
flavonoides, lignanos y coumarinas (Alvarez et
al, 2008). Este espectro amplio de metaboli-
tos secundarios ha convertido a este género
en fuente de medicina alternativa para tratar
afecciones bacterianas, fungicas, urinarias, en-
fermedades de la piel, alzhéimer, entre otras.

Respecto al género Vismia se ha realizado va-
rios estudios que evidencian la existencia de
numerosos componentes con propiedades me-
dicinales; convirtiendo a este género en fuente
alternativo de compuestos bioactivos, que pue-
den ser utilizados para tratar muchas afeccio-
nes y enfermedades que aquejan a la humani-
dad (Vizcaya et al., 2014).

De las bayas frescas de Vismia baccifera, V. fe-
rruginea y V. guianensis en Antioquia, Colom-
bia; se ha aislado antranoides prenilados ferru-
ginina A, y-hidroxiferruginina A y vismiaquinona
A; se considera que estos compuestos antioxi-
dantes tienen potencial aplicacion en la indus-
tria de los alimentos y la industria farmacéutica
(Alvarez et al,, 2008). Vizcaya et al. (2014), ob-
tuvo el aceite esencial de la corteza del tallo de
V. baccifera en Mérida, Venezuela, e identificd
13 componentes, los mas abundantes fueron:
oxido de cariofileno, B-cariofileno, a-zingibere-
no y a-humaleno. Del extracto acuoso de hojas
de V. baccifera encontraron (-) - mondmeros
dimeros y trimeros de icatequina, y quercetina
y el componente principal fue flavanol epicate-
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quina (Trepiana et al,, 2018). En dos muestras
de V. baccifera de diferente procedencia de la
zona de la sierra venezolana se encontraron: en
una de las muestras 10 componentes, siendo
los mas abundantes B-cariofileno, a-humuleno,
germacreno-D y en la otra muestra 16 compo-
nentes siendo mayoritarios trans-cariofileno,
B-elemeno, a-humuleno y eremofileno (Rojas et
al., 2020). Este resultado indicaria una diferen-
cia en la composicién de una misma especie,
dependiendo de su procedencia.

En Brasil se reportd la existencia de componen-
tes terpenoidales de Vismia guianensis (Silves-
tri, 2012; Vizcaya et al.,, 2012) y de las hojas y
corteza se reportd dos componentes O-gluco-
sil-flavonoides y 16 derivados de benzofenona
prenilados (Oliveira et al, 2017). De la raiz y
hojas de Vismia laurentii se aislaron cinco com-
ponentes 3-geranyloxyemodine, Vismiaquinone
B, 3-methoxyemodine, 2-isoprenyl-3-methox-
yemodine y Bivismiaquinone (Kemegne et al.,
2017). Del extracto hexanico de las hojas de
Vismia gracilis se ha aislado ocho compuestos,
4 benzofenonas: clusiafenona A, isovismiafeno-
na B, myrtiaphenone B y un derivado de clusia-
fenona, y 4 antraquinonas: crisofanol, physcion,
vismiaquinona y vismiaquinona D (Magalhaes
et al, 2021).

De la especie V. macrophylla de interés en el
presente estudio, de las hojas se ha reportado
24 componentes y de los frutos 31 componen-
tes; siendo los principales Germacreno D, d-ca-
dinedo, y-bisaboleno y B-bisabolol (Buitrago et
al., 2015) y la existencia de antronas, pequefias
cantidades de glicosidos, flavonas, dehidrofla-
vonas y flavonoles (Buitrago et al, 2016). En
un estudio reciente en Venezuela, Rojas et al.
(2020) encontraron en V. macrophylla 24 com-
ponentes, los principales fueron el y-bisaboleno
y B-bisabolol.

En cuanto a los componentes terpenoidales
existen muchos estudios cuyo interés ha estado
orientado a dilucidar la composicién de aceites
esenciales de plantas, (Juarez et al, 2010, An
et al,, 2018; Policegoudra et al.,, 2012), se ob-
serva que estos compuestos son de estructura
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aromatica y como tales estan orientados a los
propdsitos de industria perfumista y cosmética.
Hoy en dia, existe un gran interés por la bus-
queda de fuentes naturales para tratar enfer-
medades, por lo tanto, los resultados se consi-
deran como una contribucion a la investigacion
de productos naturales.

El objetivo de la presente investigacion fue ais-
lar componentes terpenoidales de naturaleza
bioactiva por fluido supercritico con CO, y ca-
racterizar por cromatografia de gas y espectro-
metria de masas de resina de V. macrophylla
del bosques de la localidad de Nina Rumi, San
Juan, Loreto, Peru.

MATERIALES Y METODO

Recoleccion de muestras y separacion
de impurezas del latex

Las muestras de resina de V. macrophyilla fue-
ron recolectadas en la cuenca media del rio
Nanay en el caserio de Nina Rumi, distrito San
Juan Bautista, Provincia Maynas, Region Lore-
to, Per(; cuyas coordenadas geograficas son:
30 50°29,98” S y 73° 22°00,23” O, con una
altitud aproximada de 97 msnm (Figura 1). La
identificacion taxondmica de la especie estudia-
da se llevd a cabo en el Herbario Amazonense
(AMAZ-CIRNA-UNAP, Peru, Iquitos). La muestra
permanente se registrd con el N° 039199.

Para recolectar la resina, se seleccionaron arbo-
les entre 15 cm a 20 cm de diametro del tallo
con alturas que fluctian entre 10 my 18 m, el
area donde se recolecté la muestra es bosque
secundario y arenoso. Las muestras se reco-
lectaron en el mes de octubre del ano 2019.
Se realiz6 incisiones en la corteza del tallo de
diez arboles, una vez realizada las incisiones se
dejaron aproximadamente tres o cuatro dias
para que el latex se acumule y se solidifique,
después del cual se recolectaron las muestras
en envases de plastico y almacenados a tem-
peratura ambiente. Para separar las impurezas
que estan adheridas al latex con la corteza de
la planta, las muestras se diluyeron en etanol
absoluto, luego se filtré con papel filtro What-
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man N° 41 con las que separo las impurezas, el
solvente se separd en rotavapor a presion re-
ducida de 25 mbar y 40 °C, posteriormente el
solvente remanente se separd en una estufa a
40 °C quedando la resina puro.

Preparacion de la muestra de resina
de V. macrophylla para la extraccion
Para la extraccion de componentes terpenoida-
les se utilizé CO, de 100 % de pureza (Di6xido
de carbono industrial CO2 UN 1013 ISO 14175
C1, MESSER). El etanol empleado como cosol-
vente fue de grado para cromatografia liquida
(HPLC) marca Merck. A la resina previamente
purificada se sometid al secado en frioa — 5 °C
en un congelador por 6 horas aproximadamen-
te, para que esté en condiciones para la molien-
da. Luego se procedié a moler el material en
mortero hasta conseguir un tamafio uniforme
de particula, posteriormente se tamiz6é con un
tamiz N© 70, y luego se colocd en la camara de
extraccion por fluido super critico.

Extraccion cualitativa de componen-
tes terpenoidales por fluido supercri-
tico con CO,

Las extracciones con fluido supercritico se rea-
lizaron en un equipo JASCO SFE, equipado
con un regulador automatico contrapresion BP
4340, una Bomba de Solvente PU 4086, una
bomba para el CO, PU 4386, y un horno de co-
lumna CO 4065. También se usd una camara de
extraccion con capacidad de 5, 10y 15 cm? y un
sistema de separacion y recoleccion de los ex-
tractos. Con la informacidn proporcionado por
Lack y Simandi (2001) y Uribe et al. (2011),
se hizo la programacién del equipo: Tiempo de
flujo del CO, una hora a través de la camara de
extraccion, presion en la camara de extraccién
3200 PSI (220 bar) y temperatura de la cama-
ra de extraccion 40°C. También se us6 como
cosolvente del CO, el etanol absoluto relacion
90:10 (V/V).

Caracterizacion de componentes ter-
penoidales

Se realizd6 mediante la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas. La identi-
ficacion de los metabolitos secundarios en el ex-
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Figura 2. Cromatograma de los componentes terpenoidales extraidos de la resina de
V. macrophylla procedente de Nina Rumi, Loreto, Peru.

tracto obtenido con fluido supercritico con CO,
se realizd en un cromatografo de gases marca
Thermo Scientific modelo Trace 1300 acoplado
a un espectrometro de masas de cuadrupolo
simple modelo ISQ QD marca Thermo Scienti-
fic con un sistema de computo y una columna
capilar TG-5MS (30 m x 0,25 mm de didmetro
interno y 0,25 pm de espesor de pelicula). En el
horno del cromatdgrafo, la temperatura inicial
fue de 45 °C por 5 minutos, la cual se aumentd
hasta 150 °C durante 2 minutos a razén de 6
°C/min y después desde 150 °C hasta 200 °C
a razén de 8 °C/min durante 2 min. El inyector
en modo split, (split flow 30 mL/min.; split ratio
60; purg flow 5 ml/min). El flujo del gas porta-
dor (He) fue 0,5 mL/min. La temperatura de la
linea de transferencia fue de 150 °Cy la camara
fuente de iones se mantuvo a 230 °C, los iones
fragmentados en los espectros de masa se ob-
tuvieron por impacto con electrones de energia
de ionizacion de 70 eV y se registraron en un
rango de masas (m/z) entre 45 y 450. Para el
proceso se inyectd 1 yL de muestra.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Extraccion por fluido supercritico de
componentes terpenoidales de resina
de V. macrophylla

A las condiciones de extraccidn establecidas se
logré aislar cualitativamente los componentes
terpenoidales de la resina de V. macrophylla. No
se determind el rendimiento porcentual por lo
que no podemos precisar este parametro; sin
embargo, Buitrago et al. (2015) extrajo aceite
esencial de hojas y frutos de V. macrophylla por
hidrodestilacion y determind un rendimiento de
1,3 % en hojas y en frutos 5,6 %.

Caracterizacion de componentes ter-
penoidales de la resina de Vismia ma-
crophylla

La Figura 2 muestra del extracto obtenido del
latex de V. macrophylla con CO, supercritico
un perfil cromatografico representativo de 13
componentes; siendo su abundancia de mayor
a menor: Terpinen-4-ol (36,08 %), a-Terpineol
(21,46 %), a-Eudesmol (16,89 %) y a-Copaene
(8,90 %) y Alcanfor (3,99%); el resto de los
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componentes se encuentran por debajo del 3 %
(Tabla 1). De los 13 componentes identificados
6 son monoterpenos, 6 sesquiterpenos y un hi-
drocarburo biciclico. Ademas, son de estructu-
ra monociclica, biciclico y triciclico, los tiempos
de retencion de los componentes identificados
fluctian desde 8,789 minutos para el a-Pineno
hasta 27,448 minutos para el a-eudesmol.

El estudio realizado por Silvestre (2012) de Vis-
mia guianensis recolectado en Cabo de Santo
Agostinho, Pernambuco (Brasil), utilizando el
método convencional de extraccion con me-
tanol, encontrd la presencia de terpenos; que
concuerdan con el estudio del latex de V. ma-
crophylla recolectada en la zona de Nina Rumi y
extraido con fluido supercritico. Martines et al.
(2014) de Salvia officinalis L., extrajo compo-
nentes volatiles y semivolatiles por fluidos su-
percritico, la presencia de terpenos es similar al
presente estudio, pero varia en cuanto a la com-
posicidon porcentual en cada especie estudiada,
esto podria estar influenciado por la variacion
del habitat y por corresponder a especies dis-
tintas. Vismia macrophylla tiene mayor cantidad
de a-pineno, B-pineno, alcanfor, a-cadineno que
Salvia officinalis L.

Componentes terpenoides y resina de Vismia macrophylla

En el presente trabajo encontramos terpenos
en el extracto del latex con CO, supercritico
de V. macrophylla, mientras que Buitrago et al.
(2016) no encontrd terpenos en las hojas de
esta misma especie en Tachira (Venezuela);
pero en las hojas y frutos si encontraron ses-
quiterpenos monociclicos, sesquiterpenos cicli-
cos, ciclicos oxigenados (Buitrago et al., 2015).
Estos resultados podrian sugerir que probable-
mente la presencia de los terpenos varia en los
organos de la misma especie; a la vez que po-
dria estar relacionado con la distribucién de la
especie, habitat, suelo, edad, genética etc.

Los resultados obtenidos para V. macrophylla
reportan trece compuestos quimicos, con una
alta cantidad de a-eudesmol (16,89 %), canti-
dad muy superior a la encontrada en Lepechi-
nia vulcanicola (Rosero, 2013); por lo que, seria
una fuente natural importante de o-eudesmol
para fines medicinales. De acuerdo a Juarez et
al. (2010), Citrus sinensis tiene tres componen-
tes quimicos, los cuales son limoneno, B-linalol,
decanal y 8(10)-pineno, (1s,5s)-(-)-, cantidad
ampliamente superada por V. macrophylla, a
excepcion del limoneno que se encuentra en
menor cantidad. Esta diferencia en la cantidad
puede ser explicado a que el limoneno es un

Tabla 1. Componentes terpenoidales del extracto de la Resina de Vismia macrophylla procedente

de Nina Rumi, Loreto, Perd.

No Componente Abundancia de cada componente (%)
1 a-Pineno 1,35
2 B-Pineno 1,65
3 Limoneno 1,39
4 Terpinoleno 1,16
5 Alcanfor 3,99
6 Terpinen-4-ol 36,08
7 a-Terpineol 21,46
8 a-Copaene 8,90
9 -Curcumeno 1,29
10 a-Curcumeno 2,22
11 0-cadinene 2,03
12 a-Acorenol 1,59
13 a-Eudesmol 16,89
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componente principal de los citricos que perte-
necen al género Citrus, mientras que, en plantas
pertenecientes a otros géneros y especie como
Vismia el limoneno no es componente principal.

Los monoterpenos y los sesquiterpenos son
componentes presentes en los aceites esencia-
les, se usa en varias lineas industriales: perfu-
meria, cosmética, alimentaria y farmacéutica. El
extracto de la resina de V. macrophyilla por flui-
do supercritico CO, por contener componentes
mayoritarios con propiedades farmacoldgicos
ya reportadas, tal es el caso de Terpinen-4-ol,
a-Terpineol, a-Eudesmol y o-Copaene como
antifingicas, antioxidantes, citotdxicos, antiin-
flamatorios y antibacterianas (An et al,, 2018),
por lo que la obtencion de estos compuestos
se orienta a un uso farmacoldgico. La segunda
parte de la presente investigacion estaria direc-
cionada a pruebas bioldgicas in vitro para de-
terminar la actividad antibacterial sobre cepas
de bacterias que causan dafios dermatoldgicos.

CONCLUSION

El método de extraccion por fluidos supercriti-
cos con CO, bajo condiciones establecidas de
extraccion de temperatura 40 °C, presion 3200
PSI, separd los componentes volatiles de la re-
sina de V. macrophylla que luego sometidos al
analisis cromatografico se identifico monoterpe-
nos y sesquiterpenos. Los componentes terpe-
nicos presentes le dan la caracteristica resinosa
al latex de V. macrophylia.

Se identificaron 13 componentes, los principales
son Terpinen-4-ol (36,08 %), a-Terpineol (21,46
%), a-Eudesmol (16,89 %) y o-Copaene (8,89
%). Dado el alto porcentaje de compuestos con
caracteristicas farmacoldgicas, V. macrophylla
puede ser una fuente natural de compuestos
bioactivos contra infecciones bacterianas en
especial contra enfermedades de la piel, con
potencial aplicacion en la industria farmacéuti-
ca. Quimiotaxondmicamente existe una notoria
variacién intraespecifica entre los componentes
quimicos existentes en V. macrophylla depen-
diendo de su habitat.
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