AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ALGUNOS
COMPUESTOS DEL ACEITE DEL PASTO
Melinis minutiflora

Este trabajo se hizo con el propédsito de conocer la
composicién quimica del aceite libre de ceras
obtenido del pasto Yaragui, Melinis minutifiora,
por extraccién con éter de petréleo.

En una Investigaclon anterior se demostré que el
aceite tiene accién larvicida y garrapaticida.(1). De
este mismo aceite libre de ceras y utllizando las
técnicas: cromatografia en columna, en capa
delgada, de gases y cromatografia liquida de alta
eficiencia, se alslaron e identificaron los &cidos
grasos: paimitico, araquidico, oléico, linolélico,
linolénico, esteéarico, behénico, laurico y miristico;
los esteroles: colestero, 8 -Sitosterol, estigmaterol
y campesterol; el triterpeno lupeol y el B -caroteno.
En menor proporcién se encontraron terpenos y
cumarinas.

Summary:

The objetive of the present work was the Isolation
and Identificatlon of the compounds present in the
wax free oll obtelned by extraction of the “YaragGa”
grass (Melinis minutiflora) with petroleum ether.

INTRODUCCION

Una de las enfermedades parasitarias que con
mayor frecuencia y en méas alto grado afecta al
ganado vacuno en nuestro pais, es la infestacién
por garrapatas. Se ha observado que los ganados
que pastan en potreros donde crece el Melinis
minutiflora, presentan niveles minimos de parasi-
tismo por garrapatas. En un estudio anterior se
demostré que el aceite extraido del pasto Yaragua,
tenia efecto repelente del 100% sobre las larvas de
la garrapata Boophilus microplus y efecto
acaricida sobre las garrapatas adultas de la misma
especie. (1).
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PARTE EXPERIMENTAL.

El pasto Yaragua se recolecté en la vereda
Bochica del municipio de Fusagasugd en el
Departamento de Cundinamarca, a una altura de
1.700 mts. sobre el nivel del mar y 18°C de
temperatura.

Se tomaron 12,5 Kg. de pasto fresco y se
extrajeron con éter de petrdleo (p.e. 40-60°C)
calentando al reflujo; se precipitaron las ceras del
extracto etéreo por tratamiento con metanol y se
filtré. El filtrado se concentr6, obteniéndose un
aceite que se guard6 bajo refrigeracién; el
rendimiento final fué del 0.89%.

Una parte del aceite se saponificé de la manera
usual resultando dos fracciones: la saponificable y
la insaponificable. Para aislar los compuestos
presentes en cada una de las fracciones, se
procedié de la siguiente manera: De la fracciéon
saponificable se tomaron 3,4 g. y se hizo
cromatografia en columna utilizando gel de silice
como absorbente y como eluyentes una mezcla de
benceno-acetato de etilo (80:20; 60:40) y
cloroformo. La cromatografia en columna se
controlé por cromatografia en capa delgada
usando el mismo sistema de solventes y como
reveladores, la sal sédica del 2,6-diclorofenolindo-
fenol y fluorescencia al 2% en etanol especificos
para visualizar estas sustancias en la cromato-
graffa. (2) se reunieron las fracciones que
resultaron iguales, se les agregé metanol y se filtré
en caliente. Se dej6 cristalizar a la temperatura
ambiente aislandose una mezcla de acidos grasos.
El anélisis de esta mezcla se hizo por cromatogra-
fia de gases con los ésteres metilicos, que se obtu-
vieron por tratamiento de los acidos grasos con
trifluoruro de boro en metanol; el proceso de
esterificacion se comprob6é mediante la espectros-
copia al infrarrojo. Los ésteres se purificaron por
cromatografia en capa fina preparativa.

Como patrones se usaron los écidos: céprico,
miristico, laurico, palmitico, estéarico, oléico,
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linoléico, linolénico, araquidico, behénico y
lignocérico, que se sometieron al mismo proceso de
esterificacion que las muestras problema. para la
cromatografia de gases se utiliz6 un cromatoégrafo
marca Carlo Erba Fractovap 2900 series, con
detector de ionizacion de llama programa de
temperatura y las fases liquidas no polares,
SE-30 y OV-101 y la fase polar DEGS. (3, 4, 5).

De la fraccién insaponificable se tomaron 1,4 g
se hizo cromatografia en columna utilizando gel de
silice como adsorbente y como eluyentes una
mezcla de éter de petréleo-éter etilico-acetato de
etilo (70:30:10; 70:30:20) y cloroformo. El control
de la cromatografia en columna se hizo por
cromatografia en capa delgada, usando el mismo
sistema de solventes y como revelador una mezcla
de acido acético-acido sulfurico-agua (80:4:16) y
vainilla al 1%.Las placas se calentaron a 110°C
durante diez minutos, hasta la aparicion de las
manchas. Las primeras fracciones que se
reunieron por ser iguales, dieron positiva la prueba
de Lieberman-Burchard para esteroles; estos no se
pudieron separar por cromatografia en capa
delgada, aun utilizando placas impregnadas con
nitrato de plata. Por esto se recurri6 a la
separacion e identificacion de estos compuestos
por cromatografia de gases, utilizando un
cromatégrafo marca Hewlett-Packard modelo
570A con detector de ionizacién de llama y una
columna con metilsilicona, como fase liquida; se
usaron patrones de colesterol, P -sitosterol y
estigmasterol. En los cromatogramas aparecié un
pico con un tiempo de retencién diferente al de los
patrones y se interpret6 como la presencia de otra
sustancia en la mezcla de los esteroles; para
confirmar lo anterior, se recurrié a la comatografia
liquida de alta eficiencia utilizando un cromaté-
grafo de gradiente liquido, marca Beckman
modelo 332, con una columna de fase reversa
(C g ) Ultrasphere-ODS.

Se continu6 la cromatografia en columna con la
fraccion insaponificable; se reunieron otras
fracciones que resultaron iguales y dieron pruebas
con el reactivo de Lieberman-Burchar para
triterpenos. Para analizar estos compuestos se
empled la cromatografia de gases, que se hizo en
un cromatografo marca Carlo Erba con una
columna empacada con la fase liquida no polar,
SE-30 y lupeol como sustancia patrén.

Para comparar las sustancias aisladas de las
fracciones saponificable e insaponificable, se hizo
la cromatografia en columna con el aceite libre de
ceras utilizando gel de silice como adsorbente y
como eluyentes éter de petrédleo, cloroformo-ace-
tato de etilo (70:30) y cloroformo. La cromatogra-
fia en columna se controlé por cromatografia en
capa delgada empleando como solventes una
mezcla de cloroformo-acetato de etilo (70:30) y
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como revelador una mezcla de acido acético-acido
sulfurico-agua (80:4:16) y vainillina al 1%. Las
placas se calentaron a 110°C durante diez
minutos, hasta la aparicién de las manchas. De las
primeras fracciones se aislé un compuesto que se
identific6 por cromatografia en capa delgada y
espectroscopia al visible, como caroteno (2).

RESULTADOS Y DISCUSION.

En la saponificacion del aceite, los rendimientos
de las fracciones saponificable e insaponificable
fueron de 68% y 29,2%, respectivamente. La
esterificacion de la mezcla de los acidos grasos se
comprobd por la espectroscopia al infrarrojo,
donde se observé que desaparecié la sefial del -OH

del grupo carboxilico en 3400 cm™! y aparecié una
seﬁteﬂ,entre 1740-1720 cm™" del carbonilo del éster
metilico.

Para la identificaciéon de los acidos grasos, se
usé la cromatografia de gases con excelentes
resultados. Se utilizaron tres tipos de columnas:
dos no polares, SE-30 y OV-101 y una polar,
DEGS, con las cuales se obtuvieron tiempos de
retencion reproducibles e iguales a los de los
acidos grasos utilizados como patrones. Se
identificaron los acidos palmitico, araquidico,
linoléico, linolénico, estearico, oléico, behénico y en
menor proporcion los acidos laurico y miristico.

Al reunir las primeras fracciones de la
cromatografia en columna del insaponificable se
aislé una sustancia cristalina, que por cromato-
grafia en capa fina se visualiz6 como una sola
mancha, cuando se revel6 con el reactivo de
Lieberman-Burchard. Para la identificaciéon se
recurri6 a la cromatografia de gases usando una
columna con metilsilicona, como fase liquida y
como patrones: colesterol  -sitosterol y estig-
masterol; se encontré6 que la sustancia estaba
formada por una mezcla de esteroles, con tiempos
de retencion iguales a los de los patrones
utilizados; en el cromatograma también aparecié
un pico con un tiempo de retencién diferente.
Cuando se analiz6 la muestra por cromatografia
liquida de alta eficiencia, se confirm¢ la presencia
de cuatro esteroles, para su identificacion se
tomaron los tiempos de retencién relativos al
colesterol, comprobandose que la mezcla estaba
formada por colesterol, estigmasterol, § -sitosterol
y campesterol.

Otras fracciones de la cromatografia en columna
del insaponificable dieron positiva la prueba para
triterpenos con el reactivo de Lieberman-Bur-
chard. Estos compuestos se analizaron por
cromatografia de gases usando la fase liquida no
polar, SE-30 y lupeol como sustancia patrén. En el
cromatograma se observaron tres picos definidos,
uno de ellos coincidié con el lupeol. Los otros



compuestos no se lograron identificar porque no se
contd con los patrones de referencia.

De la cromatografia en columna con el aceite
libre de ceras, se aislaron las mismas sustancias
encontradas en las fracciones saponificable e
insaponificable; ademas mediante el empleo de
solventes adecuados, se aisl6 e identificoé por
cromatografia en capa delgada y espectroscopia al
visible, el g -caroteno. En menor proporcién se
encontraron terpenos y cumarinas.

CONCLUSIONES.

Mediante la cromatografia en columna de la
fraccion saponificable del aceite libre de ceras, del
pasto Melinis minutiflora, se aislaron e identifi-
caron por cromatografia en capa delgada y de
gases, los siguientes acidos grasos: palmitico,
araquidico, linoléico, linolénico, estearico, oléico,
behénico, laurico y miristico.

De la fraccién insaponificable del mismo aceite,
utilizando las técnicas de cromatografia en
columna, en capa delgada, de gases y liquida de
alta eficiencia, se lograron aislar e identificar los
esteroles: colesterol estigmasterol, P -sitosterol y
campesterol y el triterpeno, lupeol.

La presencia de estos compustos se comprobd
mediante la cromatografia en columna del aceite
libre de ceras del mismo pasto. También se aislé e
identific6 por cromatografia en capa delgada y
espectroscopia al visible, el B -caroteno. En menor
proporcion se encontraron terpenos y cumarinas.

NOTA: Este trabajo forma parte del proyecto de
investigaciéon titulado: Actividad acaricida y
repelente del pasto Melinis minutiflora sobre las
garrapatas Boophilus microplus, bajo la direcciéon
del Dr. Libardo Hernandez y copatrocinado por el
CINDEC.
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