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RAPIDA PURIFICACION POR HPLC DEL EXTRACTO
ACUOSO FARI\/IACOLOGICAMENTE ACTIVO DE LAS
PARTES AEREAS DE BACCHARIS TRIMERA (LESS) DC

Mirtes Midori Tanae?, Ingrit Elida Collantes Diaz®, Antonio José Lapa®

RESUMEN

La Baccharis trimera es una planta de uso tradicional muy diseminado por todo el
continente Sudamericano y el modo de uso mas comun es por infusion, es por ello que se
aplico el mismo método para la obtencion del extracto acuoso de las partes aéreas de la
planta. El extracto acuoso fue liofilizado y sometido a analisis por HPLC analitico y
semipreparativo, éste ultimo con el objetivo de aislar e identificar la maxima cantidad de
componentes quimicos en 30 minutos. Fueron identificados un total de 13 compuestos en
9 fracciones (F2-F10) y la identificacion fue realizada por analisis de sus espectros de
RMN-'H, RMN-C y del espectro de masas por cromatografia liquida (CL) acoplado a
espectrometro de masas. Los metabolitos secundarios identificados en las fracciones
fueron &cido 5-O-cafeoilquinico (F2), la mezcla de &cido 4-O-cafeoilquinico (F3-1)
vicenina 2 (F3-2) e isocarlinosideo (F3-3), la mezcla de shaftosideo (F4-1) e
isoshaftosideo (F4-2), &cido 3,5-O-dicafeoilshikimico (F5), acido 1,5-O-dicafeoilquinico
(F6), acido 3,5-O-dicafeoilquinico (F7), la mezcla de guadichanolide B (F8-1) y el
epimero de guadichanolide B (F8-2), 7a-hidroxi-ent-cleroda-3-en-15,18-diacido-16,19-
dilactona (F9) y eupatorina (F10).
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RAPID HPLC PURIFICATION OF THE
PHARMACOLOGICALLY ACTIVE AQUEOUS
EXTRACT OF THE AERIAL PARTS OF
BACCHARIS TRIMERA (LESS) DC

ABSTRACT

Baccharis trimera is a plant traditionally used throughout the South America. The most
common use is by infusion, that is why the same method was applied to obtain the
aqueous extract from the aerial parts of the plant. The aqueous extract thus obtained was
freeze-dried and subjected to analytical and semi-preparative HPLC, the latter with the
purpose of isolating and identifying the maximum number of chemical components in 30
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minutes. A total of 13 compounds were identified in 9 fractions (F2-F10) and the
identification was performed by analysis of their NMR-H, NMR-13C spectra and the
mass spectrum by liquid chromatography coupled to mass spectrometer. The secondary
metabolites identified were: 5-O-caffeoylquinic acid (F2), the mixture of 4-O-
caffeoylquinic acid (F3-1), vicenin 2 (F3-2) and isocarlinoside (F3-3), the mixture of
shaftoside (F4-1) and isoshaftoside (F4-2), 3,5-O-dicaffeoylshikimic acid (F5), 1,5-O-
dicaffeoylquinic acid (F6), 3,5-O-dicaffeoylquinic acid (F7), the mixture of
guadichanolide B (F8-1), epimer of guadichanolide B (F8-2), 7a-hydroxy-ent-clerode-3-
en-15,18-diacid-16,19-dilactone (F9) and eupatorin (F10).

Key words: Baccharis trimera, chlorogenic acid, flavonoids, terpenes

INTRODUCCION

Baccharis trimera (Asteraceae) es una planta que ocurre en América del Sur, sus partes
aéreas son muy usadas en medicina tradicional y es conocida por el nombre de carqueja.
Una revision amplia de la bibliografia como la de Rabelo et al 2018 muestra que las partes
aéreas de B. trimera son usadas popularmente para el tratamiento de malestares
digestivos, infecciones genitourinarias, para adelgazar, para reducir el azlcar en sangre.
Los estudios farmacoldgicos reportados, fueron sobre su actividad antioxidante,
antiinflamatorio, protector gastrico, hepatoprotectivo, en la pérdida de peso,
tripanosomicida,  leishmanicida,  antihelmintica,  antifngica,  antibacterial,
antihemorragica, antiviral, antiproliferativa y repelente. Debido a su amplio uso popular,
los extractos acuosos, etanolico y tintura fueron sometidos a estudios sobre la toxicidad
de B. trimera, Rabelo et al 2018 reportaron que el uso a bajas concentraciones puede
considerarse seguro, pero no por ello se puede usar indiscriminadamente ya que en
algunos casos puede presentar toxicidad y mutagenicidad. La mayoria de los estudios
fitoquimicos fueron realizados con las partes aéreas, los cuales reportan la presencia de
flavonoides como agliconas y glicosilados (O-glicosilado y C-glicosilado), terpenos
como monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos y triterpenos, saponinas, acidos fendlicos
y 4cidos clorogénicos?.

En el presente trabajo, con la intension de identificar los metabolitos secundarios del
extracto acuoso responsables de inducir hipotension y el efecto gastrointestinal en
animales no anestesiados®*°, el extracto acuoso fue fraccionado por cromatdgrafo liquido
(HPLC) semipreparativo y fueron obtenido 9 fracciones. Para la identificacion, las
fracciones fueron analizadas por resonancia magnética nuclear de hidrégeno y carbono
13, y el extracto acuoso fue analizado por cromatografia liquida acoplado a espectrometro
de masas. Fueron detectados acido 5-O-cafeoilquinico (F2), la mezcla de acido 4-O-
cafeoilquinico (F3-1) vicenina 2 (F3-2) e isocarlinosideo (F3-3), la mezcla de shaftosideo
(F4-1) e isoshaftosideo (F4-2), acido 3,5-O-dicafeoilshikimico (F5), acido 1,5-O-
dicafeoilquinico (F6), acido 3,5-O-dicafeoilquinico (F7), la mezcla de guadichanolide B
(F8-1) epimero de guadichanolide B (F8-2), 7a-hidroxi-ent-cleroda-3-en-15,18-diacido-
16,19-dilactona (F9) y eupatorina (F10).
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PARTE EXPERIMENTAL

Los solventes para el andlisis por HPLC, &cido trifluoroacético (TFA) y acetonitrilo
(ACN) fueron de grado HPLC, Merck; el agua ultrapura fue obtenido por desionizador
Nanopure® y el liofilizador de la marca Edwards.

Preparacion del extracto bruto

La Baccharis trimera fue cultivada en CPQBA-UNICAMP (Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas — Universidade Estadual de Campinas,
Brasil). Tanto para los estudios farmacol6gicos como quimicos fueron utilizadas las
partes aéreas, secadas en una estufa a 40°C por 2 dias y enseguida fue molida hasta
obtener un tamafio de aproximadamente 1mm, el material seco y molido fue sometido a
extraccién con agua caliente (50 g/L, 72°C, 30 min), la infusion obtenida fue filtrada y el
filtrado fue enfriado y congelado para ser sometido a liofilizacion y asi obtener el extracto
acuoso (EA). El EA fue sometido a analisis en HPLC analitico con la intencion de tener
la mayor cantidad de picos bien separados, para posteriormente ser fraccionado por HPLC
semipreparativo.

Condicion cromatografica del HPLC Analitico

El EA fue diluido a la concentracion de 1 mg/mL del cual fue inyectado 20 pL. Fueron
usados como solventes A: agua &cida al 0,1% (TFA) y B: agua/acetonitrilo 75%, para la
separacion de los picos fue usado un gradiente de 5% B hasta 95% B en un periodo de
tiempo de 30 minutos a un flujo de 0.8 mL/min (Figura 1).

El HPLC analitico (Shimadzu® - Japan) consistio en 2 bombas LC-20AT, con detector
espectrofotométrico  UV-Vis (SPD-10A), mddulo de comunicacion (CBM-20A)
operando por el programa Lab solution, version 1,24 SP1. La separacion fue realizada en
una columna Shimpack ODS (5 pm x 250 x 4,6 mm).

Condicion cromatografica del HPLC semipreparativo

Aproximadamente 3 g de EA fue fraccionado en el HPLC preparativo, cada inyeccion
fue de 1 mL (100 mg/mL). Los solventes fueron A: agua &cida al 0,1% (TFA) y B:
agua/acetonitrilo 75%, para la obtencion de las facciones fue usado un gradiente de 5%
B hasta 95% B en un periodo de tiempo de 30 minutos a un flujo de 18 mL/min. Se obtuvo
10 fracciones y estas fueron sometidos a evaporacion del ACN por rotaevaporador, la
fase acuosa fue sometido a congelamiento para posteriormente ser sometidas a
liofilizacion para la sublimacién del agua.

El HPLC semipreparativo (Shimadzu® - Japan) consistié en 2 bombas (LC-8A), un
detector espectrofotométrico UV-Vis (SPD-6A) operado a 220 nm, un controlador SCL-
8A, un integrador CR-4A y un colector de fracciones FCV-100B. La separacion fue
realizada en una columna Shimpack-prep ODS (5 pm x 25 x 2 cm).

Los espectros de RMN-H y 3C fueron obtenidos en un espectrémetro Bruker DRX 500
operando a 500 MHz y 125 MHz respectivamente; los solventes fueron agua deuterada
(D20), dimetilsulfoxido (dmso-dg) y cloroformo deuterado (CDCIs) de la marca Merck.
Analisis por cromatografia liquida acoplada a espectrometro de masas (HPLC-MS/MS)
del extracto acuoso: El sistema de HPLC consiste de 2 bombas (LC-10AVP), un detector
espectrofotométrico UV-Vis (SPD-M10AVP) y controladora SCL-10AVP, las
condiciones de analisis fueron A: agua 4&cida al 0,1% (&cido fdérmico) y B:
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agua/acetonitrilo 75%, fue usado un gradiente de 5% B hasta 95% B en un periodo de 30
minutos a un flujo de ImL/min, acoplado a espectrometro de masas MAXis 3G - Bruker
Daltonics, eluyendo con gradiente de solventes A: H.O y B: H,O/ACN 75%, de 5 a 95%
de B en 30 min. Las condiciones del espectrometro acoplado fueron: flujo 100 puL/min a
200°C, 8,0 L/min de gas y nebulizador a 2 bar y capilar a 4000 V.

Analisis por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de masas (CL-MS/MS) de
la fraccion 4 (F4): El sistema de HPLC (Shimadzu® - Japan) consiste de una controladora
CBM-20A, 2 bombas (LC-20AD), un detector espectrofotométrico SPD-20A, horno
CTO-20A a 25°C, a las condiciones cromatografica de A: agua &cida al 0,1% (&cido
férmico) y B: agua/acetonitrilo 75%, fue usado un gradiente de 5% B hasta 60% B en 30
minutos a un flujo de 1 mL/min, columna Gemini C18 (5 um x 250 x 4,6 mm) acoplado
a espectrometro de masas Bruker Daltonics Esquire 3000 plus, flujo 100 pL/mina 300°C,
9,0 L/min de gas y nebulizador a 27 psi y capilar a 4000 V.

RESULTADOS Y DISCUSION

El extracto acuoso fue analizado en un HPLC analitico con la intencion de determinar las
condiciones cromatograficas para obtener la mejor separacion entre los picos
cromatograficos en poco tiempo (30 min) como se puede observar en la Figura 1.
Después de obtener las condiciones cromatogréaficas en el HPLC analitico, el método fue
aplicado en un cromatégrafo HPLC semipreparativo y se procedio a la separacion. Las
10 fracciones obtenidas por este cromatografo fueron sometidas a evaporaciéon del
acetonitrilo con rotaevaporador y el agua de la fraccion fue removida por liofilizacion.

mh
] 4
150+
100 i
] 1 2
A0 3 5
] 7 g 10
:M g
o
S B B o wa m  w S ms m  m  m m
oo 25 50 75 10.0 12.5 15.0 175 0.0 25 5.0 ITA min

Figura 1.- Cromatograma del extracto acuoso de Baccharis trimera (AE) en HPLC
(analitico).

A partir de la fraccion 2 hasta la 10, cada fraccion fueron sometidos a analisis por RMN-
'H y RMN-3C. El extracto acuoso fue analizado por cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de masas de alta resolucion. En la Figura 2 presentamos el cromatograma
del pico base obtenido mediante HPLC-MS/MS. En el cromatograma se puede observar
que las fracciones F2 y F3 estan coeluyendo, asi como también las fracciones F5y F6 y
eso se debe a que la columna utilizada para analizar el EA en el cromatdgrafo analitico
es diferente de la columna utilizada en el HPLC-MS/MS, ambas son de fase reversa, pero
de diferentes marcas.
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Figura 2.- Cromatograma de pico base obtenido por HPLC-MS/MS con la indicacion

de las fracciones obtenidas del fraccionamiento del extracto acuoso de B. trimera

Fraccion 2 (F2) fue analizada por RMN-'H y RMN-*C en D0, sus respectivos
desplazamientos quimicos estan en las tablas 1 y 3, la comparacion de estos con los
reportados por la literatura®’ confirmaron que se trataba del 4cido 5-O-cafeoilquinico,
también conocido con el nombre acido clorogénico.

Fraccion 3 (F3) fue analizada por RMN-'H y RMN-3C en D0, sus desplazamientos
quimicos estan en la tabla 1 y 3, la comparacion de estos con los reportados por literatura
confirmd que se trataba de una mezcla del acido 4-O-cafeoilquinico también llamado de
acido criptoclorogénico  (F3-1)%, también fueron identificados 6,8-Di-C-
glucosilapigenina conocida como vicenina 2 (F3-2)° y luteolina 6-C-a-arabinopiranosil-
8-C-B-glucopiranosideo también llamada de isocarlinosideo (F3-3)%.

En la Figura 2 se aprecia el cromatograma de pico base obtenido del EA por HPLC-
MS/MS en el que fue observado que las fracciones F2 y F3 coeluyen con tiempo de
retencion 11,9 min, a este tiempo se observé los iones moleculares con m/z 355,1034,
581,1528 y 595,1678 [M+H]" y sus fragmentos respectivos que son explicados como se
generan cada uno de ellos en la tabla 5. Los espectros de masas de flavonoides Di-C-
glicosilados presentan iones que son generados por las sucesivas perdidas de agua y
fragmentos producto de las quiebras intramoleculares de los azlcares, como las hexosas
que presentan [M+H-120]*, [M+H-90]", [M+H-134]"; las pentosas presentan [M+H-90]",
[M+H-60]", [M+H-104]", y otros fragmentos*!.

Fraccion 4 (F4): El andlisis del espectro de RMN-'H y RMN-3C en dmso-ds, conllevan
a que estamos tratando con una mezcla de flavonas C-glicosiladas y la comparacion de
sus desplazamientos quimicos con los reportados por la referencia bibliografical®,
confirmaron que la mezcla era de schaftosideo (F4-1) e isoschaftosideo (F4-2) también
Ilamados de apigenina 6-C-B-glucopiranosil-8-C-a-arabinopiranosideo y apigenina 6-C-
a-arabinopiranosil-8-C-B-glucopiranosideo respectivamente. El espectro de masas (Tabla
5) presenta un ion molecular m/z 565, 429 [M+H]" con tiempo de retencion 12,8 miny el
ion molecular m/z 565, 4391 [M+H]" con tiempo de retencion 13,4 min. La ausencia de
los fragmentos [M+H-162]", [M+H-146]" y [M+H-(162+146)]" en m/z 403, 419 y 257
sugiere que se trata de un flavonoide C-glicosilado como fue explicado en la F3.

Rev Soc Quim Per0 89(4) 2023

A 25.9min

15 20 25 m/Z a4 din



Mirtes Midori, Ingrit Collantes, Antonio Lapa 295

Tabla 1.- Desplazamiento quimico de los espectros de RMN-H (ppm, 500 MHz) de los
compuestos F2, F3-1, F3-2, F3-3, F4-1y F4-2

F2 F3-1 F3-2 F3-3 F4-1 F4-2
H H DMSO-ds H DMSO-ds
DO DL schaftosideo isoschaftosid
2a  21m 1,97-2,02 m 3 6,64 s 6,73 s 6,79s 3 6,78 s
26 21m 1,97-2,02 m 2> 791dJ=85 745s 8,02d J=7,95 2’ 797dJ=7,95
3 423dJ=4 424m 37 6,96dJ=8 6,91 d J=8,85 3°  6,91dJ=8,85
4 391m 54m 5 6,96dJ=8 6,86dJ=85 6,91dJ=8,85 5> 6,91dJ=885
5 5,25ddd J=9,8 4,24 m , 791dJ=85 746m 8,02dJ=7,95 , 1,97dJ=7,95
8,545 6 6
6a 2,1m 1,97-2,02 m 6-C-B-glu 6-C-a-ara 6-C-B-glu 6-C-a-ara
6e 21m 1,97-2,02 m 1 552dJ=8 5,24 d J=4 4,69 d J=95 1> 4,58dJ=95
2> 7,07s 717s 27  387m 392m 3,23-3,90 m 2”7 3,23-3,90m
5> 6,86dJ=8 6,82dJ=8 3 33lm 347m 3,23-3,90 m 37 3,23-3,90m
6’ 6,99dJ=8 7,08dJ=8 47 331lm 3,83m 3,23-3,90 m 4 3,23-3,90 m
7 749dJ=155 7,58dJ=16 57 33m 3,63m 3,23-3,90 m 57a  3,23-3,90m
8  6,23dJ=16 6,38dJ=16 67a 3,56m 3,86m 3,23-3,90 m 57¢  3,23-3,90m
67e 3,7m 3,23-3,90 m 8-C-B-glu

8-C-B-glu 8-C-B-glu 8-C-a-ara 1> 481dJ=95
1’ 4,65dJ=9 4,45 d J=8 4,77 d J=9,5 277 3,23-3,90 m

2 3,87m 3,96 m 3,23-3,90 m 3> 3,23-3,90 m
3> 3,38m 3,64 m 3,23-3,90 m 4 3,23-3,90 m
4 343m 3,39m 3,23-3,90 m 5 3,23-3,90 m
5 3,32m 3,32m 3,23-3,90 m 6’a 3,23-3,90m
6’’a 3,56m 3,56 m 6’e 3,23-3,90m
6’’e 3,76 m 3,8m

OH5 13,82's OH5 13,665

multipleto (m), doblete (d), duploduplodoblete (ddd), singlete (s), constante de acoplamiento en Hz (J), glucosa (glu),
arabinosa (ara)

Fraccién 5 (F5): Por anélisis de sus desplazamientos quimicos (tabla 2 y 4) de sus
espectros de RMN-H y RMN-13C en D20 se propone que la muestra F5 es el acido 3,5-
O-dicafeoilshikimico auxiliados por las referencias'?*?, la confirmacion de la estructura
fue por analisis de su espectro de masas que presento un ion molecular en m/z 499,1254
[M+H]" y sus fragmentos m/z 319,038 [M+H-180]" que viene a ser la perdida de la
molécula neutra del acido cafeico, m/z 283,1679 [M+H-180-2H,0]" este fragmento se
genera después de la perdida de la molécula neutra del acido cafeico, molécula sufre una
doble deshidratacion; el fragmento m/z 163,0404 [M+H-4cido cafeoilshikimico]®™ se
genero por la pérdida de la molécula neutra del acido cafeoilshikimico, después de la
pérdida anterior el fragmento sufre una deshidratacion generando m/z 145,0304 [M+H-
acido cafeoilshikimico-H.O]* y el fragmento en m/z 111,0455 [M+H-acido
cafeoilshikimico-H,0O-CO2]* es generado después de la perdida de la molécula neutra del
acido cafeoilshikimico, el fragmento sufre una descarboxilacion*1°,

Fraccion 6 (F6) fue analizada por RMN-tH y RMN-13C en DMSO, sus desplazamientos
quimicos estan en las tablas 2 y 4, la comparacion de estos con los reportados por la
referencia bibliografica®!® confirmaron que se trataba del acido 1,5-O-dicafeoilquinico,
también conocido con el nombre de cinarina. En el analisis del EA por HPLC-MS/MS
fue observado que las fracciones F5 y F6 coeluyen con tiempo de retencién 17,1 min, a
este tiempo se observé los iones moleculares con m/z 499,1254 y 517,136 [M+H]" y sus
fragmentos respectivos que son explicados como se generan cada uno de ellos en la tabla
5. Se sugiere que el ion molecular m/z 499,1254 [M+H]" le corresponde al &cido 3,5-O-
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dicafeoilshikimico (F5)!**° y el ion molecular m/z 517,136 [M+H]" le corresponde al
acido 1,5-O-dicafeoilquinico (F6)*"8,

Fraccion 7 (F7) fue analizada por RMN-tH y RMN-13C en dmso-dg, sus desplazamientos
quimicos estan en las tablas 2 y 4 respectivamente, la comparacion de estos con los
reportados por la literatura®® confirmaron que se trataba del acido 3,5-O-
dicafeoilquinico. Por el analisis del EA por HPLC-MS/MS fue observado que en el
cromatoiones totales (Figura 2) la fracciéon 7 eluye a 17,7 min, a este tiempo de retencion
se observé el ion molecular m/z 517,136 [M+H]" y sus fragmentos respectivos que son
explicados como se generan en la tabla 5. Se sugiere que el ion molecular que el ion
molecular m/z 517,136 [M+H]" le corresponde al acido 3,5-O-dicafeoilquinico (F7)*"8,

Tabla 2.- Desplazamiento quimico de los espectros de RMN-'H (ppm, 500 MHz) de los
compuestos F5, F6, F7, F9 y F10

F5 F6 F7 F9 F10
H D.O H DMSO-ds H CDCI3 H CDCl3
2 3.73m 2a 1,83-2,03 m 1,93-2,18 m 1 1,34m 3 6,59 s
3 464 m 2e 1,83-2,03 m 1,93-2,18 m 2a 231m 8 6,62 s
4 5,23 m 3 41m 5,35 m 2e 2,15m 2’ 7,40dJ=2,4
5 415m 4 3,72m 3,84m 3 6,72 d J=6,72 5 6,97 d J=9
6a 1,97m 5 54m 519m 6a 2,31m 6’ 7,46dJ=84
6e 2,1m 6a 1,83-2,03 m 1,93-2,18 m 6e 1,65m 6-OCHs  391s
2> 691s 6e 1,83-2,03 m 1,93-2,18 m 7 410m 7-OCHs 3,995
5> 6.69m 2’ 7,01s 7,05dJ=15 8 1,65m 4’-OCHs  3,97s
6’ 6,80dJ=75 5 6,76 d J=8 6,77 d J=8 10 1,65m
77 7,5dJ=16 6’ 6,92 m 6,98 m 11 1,34m
8  6,21m 7 7,44 d J=16 7,47 d J=16 12 1,34m
2”7 6,87s 8’ 6,22 d J=16 6,25d J=16 13 2,49 m
57 6.62m 2”7 7,02 7,04dJ=2 1l4a 2,67m
6 6,80dJ=75 5 6,13 d J=8 6,76 d J=8 14e 2,15m
77 7,39m 6’ 6,92 m 6,94 m 16 4,47 dd J=8,78 7,46
87 6,21m 7 7,43 d J=16 7,43 d J=16 17 1,04s
8”’ 6,19 d J=16 6,16 d J=16 18 0,86 s
19a 5,3dJ=7,46
19e 3,93 m
20 -

multipleto (m), doblete (<), duplodoblete (dd), singlete (s), constante de acoplamiento en Hz (J)

Fraccion 8 (F8) fue analizada por RMN-'3C en CDClIs, sus desplazamientos quimicos
estan en la tabla 4, la comparacion de estos con los reportados por literatura confirmé que
se trataba de una mezcla de diterpenos ent-clerodanos, gaudichanolida B (F8-1)° y su
epimero en C8 (F8-2)%L.

En el analisis del EA por HPLC-MS/MS (Tabla 5) fue observado que la fraccion 8 eluye
a 22,7 min, a este tiempo de retencion se observé los iones moleculares m/z 693,3665
[2M+H]" y 347,1867 [M+H]" y sus fragmentos respectivos que son explicados como se
originan en la tabla 5.
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Tabla 3.- Desplazamiento quimico de los espectros de RMN -13C (ppm, 125 MHz) de los
compuestos F2, F3-1, F3-2, F3-3, F4-1, F4-2 y F10

c P2 F3-1 C F3-2 F3-3 F4-1 F4-2 F10
D20 D20 DMSO-dg CDCls

1 74,76 75,89 2 164,5 163,8 163,71 163,79 164,38
2 36,37 39,75 3 101,18 102,23 102,27 102,49 103,25
3 71,34 66,40 4 182,31 182,31 182,08 182,15 182,52
4 70,53 74,51 5 159,52 159,55 160,39 160,39 153,08
5 6911 69,63 6 109,8 109 108,48 108,21 1319
6 36,48 34,97 7 162,5 164 161,8 161,19 158,59
7 176,85 177,79 8 104,6 104,6 103,98 104,6 90,63
1’ 126,71 128,66 9 156 1554 153,98 154,59 150,77
2> 11499 115,36 10 102,23 101,18 103,24 103,19 110,89
3’ 146,13 146,23 I 1215 119,8 121,25 121,35 123,22
4> 147,04 147,6 2’ 128,69 114,84 128,99 128,95 105,44
5 116,01 117,44 3 115,7 144,04 115,94 115,94 146,25
6’ 122,65 123,18 4 160,6 146,97 159,35 158,6 151,2
7 14414 147,39 5 115,7 115,12 115,94 115,94 112,48
8 11411 114,49 6’ 128,69 121,2 128,99 128,95 118,64
9 168,49 168,84 6-C-B-glu 6-C-a-ara 6-C-B-glu 6-C-a-ara

1 74,09 73,64 73,29 74,18

2”7 70,56 69,18 80,59 73,88

37 78,63 73,19 78,78 70,96

4> 69,74 69,74 70,02 69,53

5 80,66 70,9 81,2 68,46

6 60,56 60,73

6-Cf-glu 8-C-B-glu 8-C-a-ara 8-C-B-glu

1" 74,69 73,09 74,6 73,24

2 70,56 70,8 74,18 70,59

3 79 78,8 70,96 78,9

4> 71,44 71,44 68,85 70,56

5 81 81 68,46 81,86

6’ 60,74 6,74 61,22

6-OCHs 60,35

7-OCHs 55,88

4°-OCH3s 55,45

glucosa (glu), arabinosa (ara).

Fraccién 9 (F9) fue analizada por RMN-H y RMN-13C en CDCls, sus desplazamientos
quimicos estan en las tablas 2 y 4 respectivamente, la comparacion de estos con los
reportados por literatura confirmé que se trata de un diterpeno del tipo ent-clerodano?.
En el andlisis del EA por HPLC-MS/MS fue observado que por este analisis la fraccion
9 eluye a 22,7 min, a este tiempo de retencion se observo los iones moleculares m/z
697,3981 [2M+H]" y 349,2027 [M+H]" y sus fragmentos® respectivos que son
explicados como se generan en la tabla 5.

Fraccion 10 (F10) fue analizada por RMN-'3C en CDCls, sus desplazamientos quimicos
estan en la tabla 2, la comparacion de estos con los reportados por literatura confirmo que
se trataba del flavonoide eupatorina?.

En el analisis del EA por HPLC-MS/MS fue observado que por este analisis la fraccion
10 eluye a 25,9 min, a este tiempo de retencion se observo el ion molecular m/z 345,0986
[M+H]" y sus fragmentos®.
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Tabla 4.- Desplazamiento quimico de los espectros de RMN -13C (ppm, 125 MHz) de los
compuestos F35, F6, F7, F8-1, F8-2 y F9

F5 F6 F7 C F8-2 F8-1 F9
C D20 C DMSO CDCls
1 77,73 1 76,86 73,36 1 209 20,39 19,59
2 65,02 2 3561 35,68 2 27,62 27,36 27,31
3 72,73 3 6843 70,61 3 13512 1371 135,09
4 77,11 4 72,78 69,81 4 13497 136,14 137,92
5 70,53 5 708 71 5 4498 48,01 44,76
6 36,67 6 395 34,7 6 4894 50,54 40,26
7 182,22 7 17576 175,35 7 210,88 209,06 72
I 126,58 1’ 12549 125,77 8 52,39 51,39 40,26
2 114,75 2> 114,78 114,89 9 4053 43,6 38,18
3 145,98 3> 145,63 145,69 10 4579 47,75 48,9
4 146,45 4> 148,48 148,51 11 3548 35,73 36,61
5’ 115,86 57 11581 115,94 12 26,53 26,86 26,33
6’ 123,18 6> 12154 121,59 13 36,18 35,88 35,95
7 144,02 7 14537 14531 14 34,16 34,55 34,41
8 115,65 8 114,01 115,68 15 176,89 176,54 176,98
9 169,04 9’ 166,06 166,24 16 72,64 73,1 73,23
1”7 126,45 1”7 125,58 125,69 17 9,18 7,8 11,87
2 1139 2” 11471 114,79 18 169,83 167,94 169,34
37 145,98 3”7 145,63 145,69 19 727 71,09 72,67
4 146,15 4>’ 148,39 148,39 20 24,46 19,01 19,13
5 115,28 57 11581 115,88
6 1231 6 121,44 121,37
77 144,02 7 14519 144,94
8’  115.65 8’ 11432 114,21
9’ 168,61 9’ 16591 165,69
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Tabla 5.- Compuestos identificados por HPLC-MS/MS del extracto acuoso de las partes aéreas de Baccharis trimera

Frac.

T.R.
min

Sustancia Quimica

Formula

[M+H]"
m/z

MS? m/z

Referencias

F2

F3-1

F3-2

F3-3

11,9

acido 5-O-cafeoilquinico

acido 4-O-cafeoilquinico

C16H1809

355,1034

163,0401 [M+H-4cido quinico]*, 135,045 [M+H-4cido quinico-CO]*

Clifford et al
2003

Vicenina 2

C27H30015

595,1678

577,1787 [M+H-H.0]", 559,1472 [M+H-2H:0]", 541,1391 [M+H-3H.07",
523,1228 [M+H-4H,0]*, 499,1232 [M+H-60-2H,0]*, 457,1104 [M+H-120-
H,0]*, 439,1039 [M+H-120-2H,0]*, 409,0929 [M+H-150-2H,0]*, 391,0824
[M+H-150-3H,0]*, 379,0823 [M+H-120-60-2H,0]*, 355,0824 [M+H-120-
120", 337,0717 [M+H-120-120-H.0]*, 325,0727 [M+H-120-150]*, 307,0810
[M+H-120-150-H,0]*

Isocarlinosideo

C26H28015

581,1525

563,1322 [M+H-H.O]", 545,1285 [M+H-2H0], 509,1171 [M+H-4H.0T,
461,0047 [M+H-120]*, 4250877 [M+H-120-2H,0]*, 395,0777 [M+H-150-
2H,0]*, 329,0633 [M+H-90-162]*, 311,0577 [M+H-120-162-H0]", 285,2776
[M+H-90-162-CO;]*

F4-1

12,8

Schaftosideo

F4-2

13,4

Isoschaftosideo

C26H28014

565,4290

529,1359 [M+H-2H,0]*, 511,1254 [M+H-3H,0]", 493,1147 [M+H-4H,0]", 445
[M+H-120]", 427,1024 [M+H-120-H,0]*, 409,0932 [M+H-120-2H,0]",
391,0826 [M+H-120-3H20]*, 379,0833 [M+H-120-30-2H,0]", 355 [M+H-90-
120]*, 325,0721 [M+H-120-120]*

565,4391

547,1423 [M+H-H0]", 529,1347 [M+H-2H:O]", 511,1238 [M+H-3H:O]",
493,156 [M+H-4H0]*, 475 [M+H-90]*, 4450985 [M+H-120]*, 427,1026
[M+H-120-H,0]*, 409,0933 [M+H-120-2H,0]", 391,0828 [M+H-120-3H,0]",
379,0831 [M+H-120-30-2H,0]", 325,0723 [M+H-120-120]

Li et al 1994

F5

F6

171

Acido 3,5-O-dicafeoilshikimico

C25H22011

499,1254

319,038 [M+H-180]*, 283,1679 [M+H-180-2H.0]", 163,0404 [M+H-4cido
cafeoilshikimico]*, 145,0304 [M+H-4cido cafeoilshikimico-H.O]*, 111,0455
[M+H-4cido cafeoilshikimico-H20-CO>]*

Jaiswal et al
2010, 2011

Acido 1,5-O-dicafeoilquinico

C25H24012

517,136

163,0403 [M+H-&cido cafeoilquinico]*, 145,0303 [M+H-acido cafeoilquinico-
H20T*

F7

17,7

Acido 3,5-O-dicafeoilquinico

Ca25H24012

517,136

163,0403 [M+H-écido cafeoilquinico]*, 145,0303 [M+H-é4cido cafeoilquinico-
H.0]*

Clifford et al
2003, 2005

F8

22,7

Gaudichanolida B; epimero de Gaudi-
chanolida B

Ca0H260s

347,1867

301,1809 [M+H-H,0-COJ", 283,1703 [M+H-H20-CO-H0J*, 255,1611 [M+H-
H,0-CO-H,0-COJ*, 199,134 [M+H-H;0-CO-H,0-3COJ*, 1831192 [M+H-
H,0-CO-H0-3CO-CH4]*

F9

23,1

7a-hidroxi-ent-cleroda-3-en-15,18-
diacido-16,19-dilactona

Ca0H230s

349,2027

331,1927 [M+H-H0]", 313,1807 [M+H-2H,0]", 295,1715 [M+H-3H:07",
285,1843 [M+H-2H,0-COJ", 267,1683 [M+H-2H,0-CO-H.0]",

Herz et al 1977

F10

25,9

Eupatorina

C18H1607

345,0986

330,0748 [M+H-CHs]*, 312,0641 [M+H-CHs-H.0]*, 297,0412 [M+H-CHzs-
H20-CHa]*, 284,0691 [M+H-CH3-2H.0]*, 269,0456 [M+H-CH3s-2H,0-CHjs]*,
241,0515 [M+H-CHs-2H,0-CHs-H.0T*

Abu-Reidah et al
2019
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CONCLUSIONES

El método presentado en este articulo es recomendable porque siguiendo este método fue
posible la identificacion de 13 compuestos, de los cuales 6 fueron aislados (F2, FS5, F6,
F7,F9 y F10), 7 fueron identificados en mezclas (F3-1, F3-2 y F3-3, F4-1y F4-2, F8-1y
F8-2). La manera de obtener el extracto acuoso es el mismo método que se hace para el
uso tradicional, ahora se sabe cudles son los componentes quimicos que se estan injiriendo
en una tasa de infusion de Baccharis timera. En el presente trabajo se reporta por primera
vez la incidencia de acido 3,5-O-dicafeoilshikimico en B. trimera.
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