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Abstract Resumo

ã method to obtain ursolic acid @Uãp in an
easy: fast: and economical way was proposed:
having as raw material the medicinal plant
Clinopodium revolutum from Peruy This plant
is known and marketed as flor de arena or té
indioy The selective recrystallization technique
used was efficient since Uã crystals were
obtained without the need for
chromatographic purification methods or the
use of toxic solventsy The purity determined
by HPLD is greater than xw4y Thus: the flor
de arena becomes an important biosource of
this compoundy

/n este trabajo se propuso un método para
obtener ácido ursólico @ãUp de manera fácil:
rápida y económica teniendo como materia
prima la planta medicinal Clinopodium
revolutum endémica del Perú: conocida y
comercializada con el nombre de flor de
arena o té indioy La técnica de recristalización
selectiva que se empleó resultó ser eficiente
debido a que se obtuvieron cristales de ãU sin
la necesidad de métodos cromatográficos de
purificación ni el uso de solventes tóxicosy La
pureza determinada por HPLD es mayor a
xw4y ãsí: la flor de arena se convierte en una
importante biofuente de este compuestoy

/ste trabalho apresenta um método para a
obtenção de ácido ursólico @ãUp de forma
fácil: rápida e barata tendo como matéria
prima a planta medicinal Clinopodium
revolutum endêmica do Perú: conhecida e
comercializada pelo nome de flor de arena ou
té indioy ã técnica seletiva de recristalização
resultou ser eficiente: devido os cristais da ãU
foram obtidos sem a necessidade de métodos
cromatograficos de purificação nem a
utilização de solventes tóxicosy ã pureza
determinada pela HPLD é superior a xw4y
ãssim: a flor de arena tornaMse uma biofonte
importante deste compostoy
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Método preparativo para la obtención de ácido ursólico a partir de Clinopodium revolutum

Introducción

La flor de arena es una planta del genero Clinopodium de la familia
LamiaceaeH endémica de la región andina norperuana -1C8 Las
herboristerías del Perú la comercializan como un producto excelente
para el tratamiento del hígadoH cálculos vesicularesH eliminación de
ácido úrico y problemas del riñón8 Muchas de estas propiedades son
atribuidas a los metabolitos secundarios conocidos como triterpenosH
ampliamente distribuidos en las plantas de la familia Lamiaceae8 9l
ácido ursólico -™UC es el principal triterpeno en la flor de arenaR esta
molécula ha mostradoH entre otrasH actividad antioxidante -2CH anti4
microbial -3CH gastroprotectora -4CH anti4inflamatoria y analgésica -5C8

9l ™U -k1qHjSO1C es un compuesto ópticamente activo y cuenta
con una estructura considerablemente complicada de diez centros
quirales8 /ebido a estas característicasH no ha podido ser sintetizado
aún y solo se ha obtenido por extracción y purificación a partir de
productos naturales8

™sí mismoH el ácido oleanólico -™OC es un isómero estructural
muy similar al ™U -%igura DC yH a menudoH ambos están presentes
simultáneamente en la misma planta como agliconas de saponinas o
como ácidos libres -6C8La purificación de ™U se ve interferida por
este isómero debido a la similitud estructural y a sus estrechas
propiedades fisicoquímicas que complican la purificaciónR esto se
reflejaH por ejemploH en el elevado costo del ™U8 Por tantoH en un
estudio a escala para la obtención de ™U y una producción
económica y accesibleH se hace necesario encontrar un método de
separación más favorable al método cromatográfico de
contracorriente propuesta por %righetto et al. -7C y al de
cromatografía en columna propuesta por ™mzad y Zhari -8C8
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Materiales y productos químicos

9l objetivo de la presente investigación fue obtener ™U de una
manera fácilH rápida y económica a partir de la especie Clinopodium
revolutum conocida comercialmente como flor de arena y
aprovechando la baja proporción de ™UI™O -jHZIDC -9C8 Se utilizó la
técnica de recristalización selectiva para enriquecer la solución con
™U o para reducir la cantidad de ™O8

Materiales y métodos

La concentración de los extractos se realizó con un rotaevaporador
VUkHI R4FDZ8 9l análisis por HPLk se realizó con un equipo
UltiMate 1qqq -Thermo %ischer ScientificC con detector /™/H
columna Lichrospher RPkDS -PhenomenexC de FZq x jH5 mm x Z μm8
9l espectro IR fue registrado -disco de KVrC en un equipo Nicolet™
1Sq %T4 IR8 9l espectro de DH y D1k fue registrado en un equipo
VRUK9R ™scend™ Zqq MHz con consola ™V™Nk9 III H/R se
utilizó /MSO4d5 -MerckH ™lemaniaC como solvente y TMS -MerckH
™lemaniaC como estándar interno8 Los desplazamientos químicos -δC
son reportados en ppm8

Proceso de purificación de ácido ursólico

Los trabajos realizados por %an et al8 -10H11C sobre la solubilidad de
™O y ™U fueron imprescindibles a la hora de la elección del
solvente de recristalización8 9l proceso de purificación se inició con
DZ g de hojas secas de flor de arena8 9l diagrama de flujo de la
%igura F muestra el proceso detallado de la purificación de ™U8 La
pureza se determinó mediante HPLkH para lo cual se usó un método
isocrático con una fase móvil de acetonitrilo I agua -SqIFqC a una
velocidad de flujo de D mLOminH la muestra eluida fue detectada a
FqB nm -12C8

9l material vegetal fue recolectado en el /epartamento de Huánuco4
Perú en enero de FqD58 Se depositó un espécimen de comprobante en
el Herbarium Truxillense -HUT4ZS1FBC identificado por el Votánico
9ric Rodríguez 4 Universidad Nacional de Trujillo8 Las hojas secas
de flor de arena no se trituraron para la extracción sino que se trabajó
con las hojas secas intactasH con dimensiones ≤ Dmm8 Los reactivos
químicos utilizados etanol -MerckH ™lemaniaC y acetonitrilo -MerckH
™lemaniaC fueron de grado HPLk y hexano -MerckH ™lemaniaC junto
con acetato de etilo -MerckH ™lemaniaC fueron de grado analítico8

Instrumentos

Figura 1. Estructura del ácido ursólico (a) y ácido oleanólico (b).

Obtención de AU

Resultados y discusión

La extracción por inmersión en acetato de etilo fue reportado como
un proceso efectivo debido a la selectiva y rápida extracción de
triterpenos -13415C8 9l resultado del primer proceso de extracción
que se inició con DZHqqqq g de hojas secas de flor de arenaH se
obtuvo DH15qj g de extractoH luego se desengrasó y se redisolvió en
etanol de B5A a 5q °kH después de mantenerlo en refrigeración se
obtuvo qHj1BS g de precipitadoH se recristalizó y se obtuvieron
qHDDD1 g de cristales de ácido ursólicoH en la %igura 1 se puede
observar la fotografía digital de los cristales8
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La pureza estimada por HPLC resultó ser de 6q3qTTT8b En la
Figura x se muestra el cromatograma realizado con un modo de
elución isocrático acetonitrilo D agua y•TDUTf3 volumen de inyección
qμL3 velocidad de flujo A mLémin3 detección UT6 nm y a una
temperatura de hT °Cb

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

Figura 2. Proceso de purificación de ácido ursólico.

Con el objetivo de comprobar la reproducibilidad del método3 se
realizó el trabajo de la misma manera por triplicadob La Tabla A
muestra el resumen de los resultados obtenidos en el proceso de
purificación del 7Ub

Comparando los resultados con otros ya reportados y16°18f3 los
obtenidos en este trabajo de investigación resultan ser mejores por el
hecho de eliminar el uso de solventes tóxicos y no requerir el uso de
columna cromatográfica preparativa de silica gelb Si bien es cierto
que el rendimiento es menor comparado a los resultados obtenidos
por Fan et al. y19f3 también es cierto que el método propuesto es más
fácil3 no requiere el uso de equipos de ultrasonido ni de pre
tratamientos de la muestrab 7demás de ser un método fácil es
también rápidoD aproximadamente en dos días se obtienen los
cristales de 7Ub

Aq g de Flor
de arena

•Extración con AqT mL de acetato de
etilo durante cinco minutos por tres
vecesb

Extracto
obtenido

•Concentración a sequedad del
extracto con rotaevaporador a ST °Cb

Extracto
seco

•Desgrase con hT mL de
hexano por tres vecesb

Extracto
desgrasado

•Redisolución con Sq mL EtOH
6S8 a ST °Cb
•Refrigerar Aq horasb

Precipitado •Recristalización con
hq mL de EtOH 6S8b

Ácido
ursólico
purificado

Figura 4. Cromatograma de los cristales de ácido ursólico jt.r = 17916 minL obtenido utilizando una
fase móvil de acetonitrilo : agua j80:20L9 velocidad de flujo 1mL/min y detección a 209 nm.

n
Cantidad

(g)

% de
rendimiento

(g/g)

% de pureza
del AU
(HPLC)

1 T3AAAh T3íxUT 6q3qTTT

2 T3AA•U T3í••T 6q3xhTT

3 T3AAqx T3íS6T 6q3qíTT

media T3AAqT T3íSSh 6q3qTTT

DE T3TTU• T3TA•6 T3TqíU

DED Desviación Estándar

Tabla 1. Resultados del proceso de purificación de AU.

Caracterización

El espectro IR obtenido yFigura qf muestra las señales esperadas
para los grupos funcionales del compuesto 7Ub 7sí3 a hxxU cm°A se
tiene una señal que es característica del grupo OH3 a AS6• cm°A la del
CÁC3 a AíAS cm°A la del CÁO del ácido carboxílico3 en el intervalo
AxST°qTT cm°A la huella dactilar y a U•íT°U6íq cm°A los enlaces C°Hb
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Los espectros de RMN de 0H y 07C confirman la estructura del
AU4 En la Figura P se observa la estructura y el espectro de 0H)
RMN4 Como se esperaba9 resultó un espectro complejo por la
cantidad de protones que se acoplan y multipletes solapados4 Se
pueden destacar algunas señales características como las de COO-H
ñs9 δ 009 97í9 O-H ñd9 δ ;95zí y de los protones del carbono PC ñm9 δ
7980í y 07C ñt9 δ D907í4
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Comparando los espectros de la Figura T y z9 se observan las
ausencias de siete señales ñδ 0Tz9T5; δ 07z9P7; δ ;T95z; δ ;590; δ
799DT; δ 7z9z; y δ 7P999í que corresponden a carbonos cuaternarios
ñCí4 En el espectro DEPT 98 las siete señales ñδ 05D98;; δ TT978; δ
DD95T;δ D59z;; δ ;T9D8; δ 7z99T y δ 7z995í corresponden a carbonos
terciarios ñCHí4 En el espectro DEPT 07D las señales positivas
corresponden a los carbonos primarios ñCH7í y terciarios ñCHí; las
señales negativas corresponden a los carbonos secundarios ñCH5í4
Se encontraron nueve señales ñδ 7z9T0; δ 7P9T9; δ 7790z; δ 7890z;

δ 5z980; δ 5T9;P; δ 5;9;P; δ 57975 y δ 0z9;zí en la zona negativa9 que
corresponden a los carbonos secundarios4 En la zona positiva se
encontraron 0; señales9 de las cuales siete corresponden a los
carbonos terciarios que se identificaron en el espectro DEPT 98 y las
otras siete ñδ 5z9T7; δ 579T;; δ 509DD; δ 0T9;z; δ 0T97T; δ 0P9D; y δ
0D9T8í corresponden a los carbonos primarios4
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Figura 5. Espectro IR del ácido ursólico purificado a partir de hojas secas de flor de arena.

Figura 6. Estructura y espectro 1H9 RMN b500 MHz4 DMSO9d6TMS3 de los cristales de ácido
ursólico obtenido.

En la Figura T se observa el espectro de 07C)RMN4 Para identificar
el tipo y la cantidad de carbonos diferentes se utilizaron los espectros
DEPT ;D ñFigura zí9 DEPT 98 ñFigura 9í y DEPT 07D ñFigura 08í4

Figura 7. Espectro de 13C9 RMN b500 MHz4 DMSO9d6 TMS3 de los cristales de ácido ursólico
obtenido.
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Figura 8. Espectro DEPT 45 b500 MHz4 DMSO9d6 TMS3 de los cristales de ácido ursólico obtenido.
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Figura 9. Espectro DEPT 90 b500 MHz4 DMSO9d6 TMS3 de los cristales de ácido ursólico obtenido.
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Figura 10. Espectro DEPT 135 b500 MHz4 DMSO9d6 TMS3 de los cristales de ácido ursólico
obtenido.
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Tabla 2. Valores obtenidos de 13C-RMN (ppm) y el reportado por Uddin et al. (20).

6on los valores de la Tabla % se graficó la correlación 9H6ñRMN
.ppmL de los desplazamientos químicos obtenidos y el reportado por
Uddin .Vigura 99Lj

La Vigura 99 muestra una perfecta correlación grafica entre los
datos obtenidos y los de la literaturaj /sto confirma que los cristales
obtenidos son efectivamente KUj

Figura 11. Correlación gráfica de los desplazamientos químicos de 13C de los cristales de ácido
ursólico obtenido y el de la referencia reportada por Uddin et al. (20).

/n total se identificaron Há carbonosS lo que concuerda con la
estructura del KUj Se realizó una comparación con las señales del
espectro de 9H6 obtenido y los reportados en la literatura los datos se
muestran en la Tabla %j

N° de Carbono Tipo de C Uddin (13C)
Obtenido

(13C )

9 6 HxSPá H4SJJ

% 68 77SDá 77S%x

H 68% HDSPá HDSx9

P 6 HDSPá HDSDP

7 68% %DS9á %xSP4

4 68 xDS9á xxSHá

x 6 PáSáá HJS7x

D 68% HHS4á HHS9D

J 68 PDSHá PxS7á

9á 68% 9DSDá 9DSPD

99 6 9HJSxá 9HDS4H

9% 6 P%S7á P%S9

9H 68 9%7S4á 9%7SáP

9P 68% %HS4á %HSH%

97 6 PDSáá PxS%D

94 68% %PSJá %PSP4

9x 68 7HS7á 7%SDP

9D 68% %DSxá %DSá9

9J 68% H9S9á HáS9D

%á 68% HxSHá H4SxJ

%9 68 HJS9á HDSJ%

%% 68 HJS7á HDSJx

%P 68H %DSDá %DSxH

%7 68H 97Sxá 97Sxá

%4 68H 94S4á 94S7P

%x 68H 9xSPá 9xSPD

%D 68H %HSDá %HSxP

%J 6 9DáSáá 9xDSx%

H% 68H 9xS7á 9xSHx

HH 68H %9SPá %9S77

Conclusiones

Tras la ejecución del proyecto se logró desarrollar un método de
recristalización selectiva para obtener cristales de ácido ursólico de
pureza mayor a J7y .8PL6L con un rendimiento de áSxP%y .g/gL
sin la necesidad de métodos cromatográficos preparativos con silica
gelS ni uso de solventes tóxicosj Lo anterior convierte este método en
uno fácilS rápidoS económico y verdej KdicionalmenteS los resultados
muestran que la flor de arena es una biofuente para la obtención de
ácido ursólicoj
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