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; , RESUMEN _

' En la presente investigacién, efectuada a nivel laboratorio , se trabajé con Hojas y

u ,

�031 x Corteza de Guanébana (Anona muricala ) procedentes de Pachacamac �024

�031 ' Casablanca.

L �030 La pane experimental comprende 4 etapas :

t �024 Extraccién de los alcaloides .

�030 - Anélisis quimico Cualitativo de Alcaloides.

1

] , - Cuanti}401caciénde los Alcaloides .

l

I �030 - Actividad microbiolégica del extracto Alcaloidal .

1 .

i «y La extraccién de los alcaloides st: realiza con tres métodos diferentes para cada

i �030 _, una de las drogas vcgetales analizadas ( hojas , corleza) .

1 2 1. Exlraccién con solventcs no miscibles con el agua �024Dicloromctano.

.\ 2. Extraccién con solventes miscibles con el agua �024Metanol.

3 3. Extraccién con agua acidulada �024Soluci61.1'.HCI1% .

1 Los extractos alcaloidales }401btenidoscon cada uno de estos métodos son sometidos

\ a pruebas cualitativas con 3 reactivos de precipitacién de alcaloidcs (pragendorff,

Mayer ,Wagncr); los extractos del Método dc extraccién con solvcntes miscibles

�030 , con el Agua son los que presentan mayor precipitado, de los cualcs cl extracto

' alcaloidal de hojas tiene mayor precipitado que el de Corteza de guunébam .

1

1

x



Se realiza una cromatogra}401ade Capa Fina para cada uno de estos dqs extractos

alcaloidales seleccionados de manera de poder conocer cuantos alcaloides

contiene cada extracto, resultando que el extracto alcaloidal de Hojas contiene 6

alcaloides mientras que el extracto de Corteza contiene 5 alcaloides .

Posteriormente los dos extractos seleccionados son acondicionados para la

cuanti}401caciénvolumétrica de los alcaloides totales, de esla prueba se obtiene que

las Hojas contienen 0.394 % de alcaloides totales mienlras que las Cortezas

contienen 0.131 % .

El extracto alcaloidal de Hojas, el cual contiene mayor porcentaje dc alcaloide

total es somctido a ensayos microbiolégicos para poder detemiinar su actividad

microbiana frente a la bacteria Enterococcus , dando resultados positivos de

inhibicién dc la bacteria en una dosi}401caciénde 0.4 ml en 96 horas .

i



I.- INTRODUCCION .

El Peril es considerado mundialmente como el pals de mayor riqueza vegetal .

Las causas de esta riqueza son muchas, siendo el principal la especial posicién

geogré}401cade nuestro pais .

La planta dc Guanzibana (Anona muricara) es un érbol frutal de los muchos otros

existentes en nueslro pais y nativamente reconocido por sus poderes curativos .

Interés que nos ha motivado a realizar la presente investigacién para tratar el tema

desde el punto de vista cienti}401cocon la }402nalidadde veri}401carla accién

medicamentosa y establecer una serie de pautas que permitan el uso adecuado del

- denominado �034medicamentovegelal�035.

La informacién contenida en la presente investigacién ha sido extraida de

diversas fuentes y esta basada en resullzidos experimentales realizados en el

Laboratorio de Quimica del Centro Experimental Tecnolégico de nuestra

universidad . i .

La presente investigacién pretende concienciar que el tema de las plantas

medicinales es, y debe ser, multidisciplinario, involucrando a diversas éreas, solo

asi es posible obtener un conocimicnto integral del recurso vegetal y por ende su l

mejor aprovechamiento .



1.1.- Presentacién del Problema . _

El reino vegetal representa un enorme potencial de moléculas para ser

descubiertas , ya que se estima que més del 90% de las especies vegetales no han

sido aim exhaustivamente estudiadas, por olra pane constituyen un reservorio de

compuestos miles, ya que han desarrollado sustancias quimicas para protegerse

contra las condiciones adversas del medio ambiente .

En el Peni existen gran variedad de especies vegetales que contienen principios

activos (alcaloides) con diferentes actividades citotéxicas, antiparasitarias,

pesticidas, antiséptica , etc. ; estos alcaloides se encuentran generalmente en las

semillas , raices, cortezas y hojas de la planta .

La Guanébana cuyo nombre cienti}401coes Anana muricata Linn , es usado por

los nativos de la amazonia peruana en infusiones , usando asi las hojas para curar

I la gripe, diabetes y COIT10 un sedativo .

Sin embargo, lo més sorprendente de la Guanébana son los estudios realizados en

Colombia ~ E_spa}401asobre los alcaloides presentes en esta planta con alto poder

citotéxico ; poder antilumoral y su aplicacion en el campo agrario Como

pes1icida.7 �030 �030

N0 existiendo un método o}401cialpara la extraccién de las tilcaloidcs a partir de la

Guanzibana , por lo que es necesario determinar una metodologia imrtiendo de

los métodos tradicionales de extraccién de alcaloides . determinando asi los

parzimetros de extraccién de los alcaloides prescntes en la planta en mencion .

\



l.2.- Objetivos de la investigacién . _

Determinar una metodologia para extraer alcaloides a partir de la coneza y

hojas de la Guanébana .

Objetivos especi}401cos.

- Seleccionar la etapa vegetativa mas favorable de la planta de Guanébana para

obtener la mayor cantidad dc alcaloides .

- Determinar las operaciones previas para acondicionar el material de manera

de obtener mayor rendimiento en la extraccién de los alcaloides .

- Determinar el tipo de solvente mas apropiado para la extraccién de alcaloides.

- Determinar el % de Alcaloides en el extracto obtenido .

- Determinar la actividad microbiolégica del extracto obtenido .

l.3.- Enunciado del Problema .

[, Cémo se lograra extraer alcaloides a partir de la cortcza y hojas de la

Guanébana?. I _ _ 'f

l.4.�024Justi}401cacién. �030

1. La tesis serviré como antecedente en el Pen�031;para extraer selectivamente

Acelogeninas de un extracto de alcaloides obtenido de la grranébana , ya

que estos son muy estudiados en otros paises por su poder antitumoral , y

otros con poder pesticida . I



2. Aportarzi una metodologia para extraer alcaloides de las pz1rtes�030nousadas

de la Guanébana (hojas , coxteza) , de manera que se aproveche la planta

N en su totalidad .

3. La industria fannacéutica busca constantemente fuentes naturales que

1 posean principios activos con alg}401nefecto biolégico, de manera de no

i recurrir a la sintesis en el laboratorio , por esta razén es necesario

i �030 establecer técnicas de extraccién de estas sustancias de particular irtterés

' en la industria .

l

5 I 1.5.-Antecedentes .

I �030 Los conocimientos Etnobotzinicos de la Medicina Tradicional describen que desde

l V i hace varios a}401os,diversos grupos étnicos de nuestra amazonia usan infusiones de

i corteza, hojas y raiz de la Guanébana para curar diferentes enfermedades ; lo cual

�030 ' permitié iniciar la b}401squedade investigaciones referents a la extraccifm de los

1�030 metabolites secundarios ( Alcaloides) que se encuentren en dicha planta. En esta

b}401squedase encontraron los siguientes res}402rrienesvirtuales 2

- Invesligacién rcalizada en la Facultad de Ciencias Biolégicas de la

�030 Uuiversidad Nacional�030de Tmjillo , titulada �034Efecto bioinsecticida del

extracto etanélico de las semillas de la Anona cherima/ia miller (Chirimoya)

\ y (Amma muricata Iinn. (Guanébana) sobre larvas del IV Estadio de

1 Anophes Sp.�035

: �024 Technical Data Report for Graviola (Ammo muricata Iim1.), sobre estudio

fotoquimico de la planta . i



- Studies on Annonaceaus Tetrahydrofuranic Acetogenins fronn Annomr

squamosa L. , sobre sintesis de acetogeninas y determinacién de estructuras

quimicas .

Se encontraron también publicaciones de las siguientes revistas:

Journal of Natural Products sobre :

- Murisolin : A new Cytotoxic Mono�024Tetrahydrofuran y�024Lactone�024from

ANNONA MURICATA.

- y-Lactone Funtionalized Antitumoral Acetogenins are the Most Potent Inhibitors

of Mitochondrial Complex 1.

�024 New Method for the Determination of the Absolute Stereochemistry in

Anttumoral Acetogenins .

Revista Qu1'mica(Ponti}401ciaUniversidad Catélica del Peru) sobre:

�024Quimica y Farmacologia de Anona muricata Linn.(�034Graviola�035).

:Y una tesis de la India : The alkaloids of Annona muricata .

Debido a que en el Peru existen muy poca informacién sobre la extraccion de

alcaloides a partir de la Guanébana , la tesis propuesta resulta novedosa en el

tema . I i i

l.6.�024Formulacién de la Hipétesis .

Se lograra extraer alcaloides a partir de la corteza y hojas de la I Guanébana

mediante la Extraccién Sélido-liquido en Soxhlet con solventes miscibles con el

agua.

7



II.~ MARCO TEORICO . .

2.1.-La Guanzibana.

La guanébana es un frutal originario del trépico sudamericano , de donde se

expandié por el resto de América tropical y por zimbitos vecinos como las

.
Antxllas.

Los Europeos llegados al continents americano , desde }401nesdel Siglo XV se

encargaron dc llcvar a la guanébana , junto con otras especies de plantas valiosas a

las zireas tropicales de los otros continentes . De este modo , el guanébano llego a

Asia , Australia y Africa . Ya desde el siglo XIX . en los paises tropicales del

mundo , el cultivo de la guanébana ha tenido una gran expansién con niveles

tecni}401cados, esto como respuesta a la gran aceptacién del produclo en los

mercados intcrnacionales .

bEl cultivo de la guanébana en el Peni , en gran parte aun sigue procedimientos

tradicionales , en huertos relativamente peque}401os.

2.1.1.-Descripcién . _

La guanzibana es un arbol dc fO�03421J6compacto , formando un cono y alcanzando

en su crecimiento alturas entre 4 2'1 12 m . '

Corteza .�024E1 tronco es recto y cilindrico ; la corteza es oscura y tiene manchas

verdes �024griséceos. Las ramitas lerminales son pubescentes La corteza suele

desprendersc en tiras largas al romperse las ramzas . 7

031 x



Hojas.- Las hojas son simples y altemas , tienen cl envés blanco-gris2'1ceos,

pubescentes y de textura aterciopelada al tacto . Las hojas son de forma oblongo �024

lanceolada , con épice agudo , bordes enteros y base redondeada . E1 peciolo es

cono y grueso , ligeramente acanalado arriba .

Flores.- Constan de tres sépalos , de tres a seis pétalos y numerosos estambres

.Tiene varios pistilos y un solo évulo , cl fruto es compuesto ( unién de varios

ovarios que contienen una semilla cada uno ) , sincarpio ( se forma por la fusién

. . , . .

de plstllos y receptaculos ). Las semrllas son negras , bnllantes y se encuentran

discminadas en la pulpa . Las }402oresson solitarias y nacen en cualquier sitio del

érbol ( tronco , ramas o ramitas ), tienen un pedimculo corto y forma acorazonada

, poseen tres pétalos de color amarillo verdoso y tres pétalos interiores de color

amarillo pélido , las }402orcstambién son hermafroditas aunque protéginas , esto es

. . . .
cl esngma prerde su receptwxdad antes de que el polen sea derramado . Esto

implica la necesidad de polinizacién cruzada aunque sea dentro del mismo zirbol .

Normalmeme esta labor (polinizacién) la realizan los abejones y otros insectos .

Raices.�024Su sistema reticular ex'tensivo le pemlite soportar periodos relativamente

largos de sequia , ya que explora y cubreluna amplia franja de terreno . En suelos

sin ning}401nobstziculo , las raices llegan a penetrar mas de un metro dc profundidad

, por lo que al seleccionar un sitio para establecer una plantacién comerclal , se

debe buscar suelos con esa profundidad minima efectiva . V

FruIo.�024Es un sincarpio�024ovoide, a menudo asimétrico (encorvado) debido a

de}402cienciaen la polinizacién de los carpelos en el lado céncavo .

9
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Los frutos se obtienen casi a los dos a}401osde la planta , estos son grandes y en

algunas ocasiones pesan hasta 2 Kg. , su super}401ciees verdosa . La pulpa es

blanca lechosa , ligeramente écida y de un sabor caracteristico y agradable , de

olor a trementina , }401brosay dentro de esta se encuentra pepitas de color marrén

claro . Se determina la madurez del fruto cuando se ponen negras las

protuberancias .

2.1.2.- Clasificacién Botzinica .

En la clasi}401caciénboténica , la guanébana se encuentra dentro :

Orden : Ranales .

Suborden : Magnolineas.

Familia : Anonéceas.

1 Genero : Anona .

Especie : Anona Muricata .

Nombre vulgar : Guanébana .

E1 genero anona comprend¢ alrededor de 800 especies , gran parte de ellas nativas

de las éreas tropicales de América . _

Dentro de los géneros de Anona Y Rollinia , ademés del guanzibano se tiene un

buen numero de especies cultivadas por sus frutos, tales como : A. I

Reticulata(anon) ; A. Diversifolia ( llamzi) ; A. Purpurea ( Soricaya) ; Rollinia

jimenezii (Anonillo) ; y A.Chin'm0la ( Chirimoyo) . _

i
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2.1.3.- Caracteristicas �024Propiedades . ~

Las caracteristicas mas destacables del arbol de la Guanzibana son sus propiedades

antibacterianas, antiparasitarias, astringente, citotéxica, hipotenso, insecticida,

sedativo, estomacal, vasodilatador.

Todas las partes del arbol se usan en la medicina natural indigena : corteza, hojas,

raices, semillas y fruto .

La planta de Guanabana ticne una historia }401cay larga de uso en la medicina

herbaria. En el Ande Peruano, las infusiones de hojas se usan para el catarro y las

semillas molidas son usadas para matar los parasites ; en la Amazonia las ralces ,

corteza y hojas son usadas para la diabetes y como sedante.

En la Amazonia _Brasile}401ase utilizan infusiones de hojas para los problemas del

higado , y el aceite de la fruta aun Verde es mezclado con aceite de oliva y usado

_,extemamente para la neuralgia , reumatismo y el dolor de artritis .

�031

En Jamaica , Haiti , Oeste de la India , el zumo de la fruta es utilizada para la

}401ebre, los parasites , diarrea y para aumentar la produccién de leche matema , la

corteza y las hpjas se utilizan Como antibacteriano , sedativo y calmante nervioso ,

etc . .

Muchos compuestos y }401toquimicosactives lse han encorrtrado en la guanébana,

pues los cienti}401coshan estudiado sus caracteristicas desde 1940 .

Estos demostraron que la corteza asi como las hojas tienen efectoihipotensivo,

antimicrobiano, relajante muscular y actividades cardigdepresivos en animales .Se

veri}401caronlas propiedades hipotensivas de las hojas en ratas en 1991 , varios

1:
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estudios han demostrado que los extractos de hoja , coneza , raiz y sernillas de la

Guanzibana tienen poder insecticida .

En 1976 un programa de seleccién de la planta realizado por el Instituto Nacional

de Céncer en Brasil , demostrt�031)que las hojas y el tallo tienen actividad citotéxica

contra las células de céncer .

2.1.4.�024Produccién de la Guanébana en el Perl�031:.

30 La Guanzibana en el Pen�031:es conocida desde la antigijedad y se encuentra

representada en muchos ceramios exhumados de tumbas pre�024colombianasen

nuestra Costa .

En el Pen�031:se encuentra en la costa , sierra y selva , seg}401nel cuadro N° 1 .

Seg}401nel Instituto de Investigacién Agraria (INIA)'8 las condiciones necesarias

4' para un buen cultivo de la planta dc guanébana son :

Clima.- En el territorio peruano el guanébano crece y produce en variadas

condiciones cllimélicas : _en Selva Alta ,~c�030cr-r1niveles altitudinales de entre 450 y

1400 m.s.n.m. y con precipjtaciones pluviales dc trépico hflmedo ; en Selva Baja ,

con niveles altitudinales de entre 250 a 450 m.s.n.m.. y con precipitaciones

pluviales de trépico h}401medoy muy h}401medo; y , en la Costa Norte y Centro , con

niveles altitudinales hasta cercanas al correspondiente a la super}401ciedel mar y

con climas propios de trépico seco , dependientes del agua de riego .

> .



Altitudes de entre 500 y 1250 m.s.n.m. concentran la mayor producciérl , ofrecen

la fruta de mejor calidad y se obtienen dos cosechas al a}401o.

Las temperaturas apropiadas para el crecimiento estzin dentro del rango de 24°C a

30°C . Esta planta no prospera satisfactoriamente en climas con estaciones con

temperaturas por debajo de los 12°C . En este ultimo caso ocurren perdidas dc

follaje , deterioro de la }402oraciény fructi}401cacién, asf como la muerte de los épices

de crecimiento .

Las zonas de produccién de guanzibanas , en condiciones de selva , tienen una

precipitacién pluvial de entre 1,000 y 2,500 mm , con una distribucién lo mas

uniforme durante el a}401o. En {areas con lluvias anuales por debajo de los 800 mm,

ocurre en la Costa , deben complementarse con el riego , con mayores

requerimientos durante la primavera y el verano .

La humedad relativa de entre 60 y 80% es apropiadas para esta especie frutal .

fLugares con humedad relaliva por encima del 85% , resultan adversos por

aumentar la incidencia dc enfermedades fungosas y otros agentes .

Cuando mas se expongan a la luz las plantas de guanzibano , tendrém mas estimulo

a la formacién oe flores y con ellas una mayor productividad .

Suelo.�024Para una plantacién dc guanébanos son preferiblesysuelos profundos y de

buen drenaje . Descartar aquellos suelos con capas endurecidas o que tengan

niveles de agua freética a la proximidad de la super}401ciedel suelo . Debe haber un

per}401lcon una profundidad no menor de 1,20 m libre de estas limitantes . Utilizar

M



preferentemente suelos de textura media , franco 0 limo arcilloso arergosos , con

los que se Iogra un adecuado desarrollo de la planta en su conj unto .

La reaccién de los suelos debe estar entre ph 5,5 y 7,5 .Este ultimo es el que

caracteriza a los suelos de la costa .

La guanzibana es un frutal sensible al exceso de sales , por lo que los suelos con

valores superiores a 2,5 mm mhos/cm a 25°C dc conductividad eléctrica , deben

separarse por ser no aptos para este frutal .

En cuanto a la topogra}401a, se deben seleccionar aquellos suelos planos ,

ligeramente inclinados hasta con un 30% de pendientes ; cuidando . en todo caso ,

un buen drenaje .

5

Terreno.- Un aspecto importante es la profundidad de la capa agricola ; de por lo

menos 1,2 m y libre de éreas endurecidas . asimismo , debe haber ausencia dc

_niveles de agua freética alta que inter}402erancon el desarrollo de las raices .

De disponerse de un suclo de topogra}402aplana o ligeramente inclinada , de textura

franca , profunda y con drenaje de materia orgénica , previa a la perforacién de los

hoyos de plantada sc procederé a la limpiczii de toda la vegetacién , dejzindose el

terreno a completa exposici<_')n .

En terrenos dc ladera , cl manejo del terreno se haré con labranza minima para
2

evitar da}401ospor erosién . en estos casos , cabe la posibilidad de utilizar terrazas

continuas 0 individuales . -

En uno y otro caso se sugiere la aplicacién de una dosis de materia orgzinica

descompucsta y de un fertilizante que contenga fésforo , que puede ser fosbayovzlr
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. Incorporar estos compuestos al hoyo , en mezcla uniforme con 12} tierra de

reposicién .

Pr0pagaci6n.- Tradicionalmente la propagacién del guanébano se hacia por

semilla . en los irltimos tiempos , las plantas dc semilla de anona y guanébano ,

especialmente de este ultimo , se utilizan como porta injerto para obtener plantas

bicompuestas de guanébano , de clones seleccionados por su productividad y

calidad de }401�030uta.

Plagas.- Entre las plagas del guanébano de mayor significacién econémica estén

los comedores y minadores dc hojas , insectos chupadores , écaros , queresas ,

perforadores del fruto , entre otros .

Para el control de queresas se Ilene el uso de controladores biolégicos entre otros .

':En el uso de comedores y minadores de hojas , se recomienda una labor de

limpleza , recoger y quemar las hojas infestadas . En donde se detectan focos dc

estas plagas aplicar compueslos quimicos co_mo Gusathion all 0.2 "/o .

En las plagas do follaje y las ramas estén zl}401dos0 pulgones , queresas , zlcaros

y minador de la hoja entre qtros .

Entre otras plagas , al tallo del guanzibano le afectan las hormigas y comejenes .

La larva de lepidéptero denominada polilla perforadora , el chinche hediondo y la

abeja negra taladradora Trigona sp., le ocasionan al fruto perdidas de signi}401cacién

econémica . l

Io



El control integrado de estas y otras plagas del guanzibano contempla ,. en primer

lugar , visitas de observacién minuciosa de la plantacién con la mayor frecuencia

posible . Esto permitiré no solo poblaciones de insectos dafiinos , sino también de

insectos bené}401cos.

Segfm La Comisién para la promocién de exportadores (PROMPEX) se

registraron exportaciones de algunas partes del érbol de guanébana .En el cuadro

N°2 podemos observar una estadistica hasta el a}401o2004 de dichas exportaciones .
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TABLA N�0341

PRODUCCION DE GUANABANA EN EL PERU LAPSO

COMPRENDIDO 1970-1994.

W

ZZ�024
E

�024i1cAYAL1�034:2I.i-667

E

Fuenlc: '

(I 8) O}401cinnde Infonnacién Agraria , OIA, Ministerio de Agricultura . '
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TABLA N�0342

EXPORTACIONES DE GUANABANA Y sus DERIVADOS SEGUN TIPO

PRESENTACION I999 - MAYO 2004

I 1999  2001 2002 2003 Ene-May 2004

i

presentacién Valor Valor Valor Valor Valor Valor

J Kgs Kgs Kgs Kgs Kgs Kgs

�030 FOB FOB FOB FOB FOB FOB

i Bruno Bruto Bruto Bruto Bruto Bruto

USS US$ US$ US$ US$ USS

�030 Embarque :

, 3,958

. mixto

\

Fucnte: SUPERINTENDENCIA NACIONAL DE ADMINISTRACION TRIBUTARIA

Elaboraciénz BIOCOMERCIO PERU / PROMPEX

�030 Nombre cientl}401co:Annona Muricala.

�030 Otros nombres: Gmviola}401uanébana. .

Para el afio 2003 se realizaron embarques mixtos de Hojas de Guanaba totalizandoz U_S$ 233; el

cual no estzi incluido en el "TOTAL". El produclo se exporlé con Maracuyzi, Cola dc cabal|o_

Chancapiedra, Hinojo, Mu}401ay Achiote. .
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2.2.- Alcaloides . .

Las plantas verdes son esenciales en la Vida del hombre , debido a que convierten

la energia solar en compuestos de carbono que a su vez producen otros alimentos

importantes ; a partir de moléculas de agua , dioxido de carbono y energia solar ,

elaboran carbohidratos , grasas y proteinas , considerados como metabolitos

primarios . Las plantas no nada mas dan estas sustancias , también producen otros

miles de compuestos a los que se les llama metabolites secundarios , muchos de

los cuales los utiliza el hombre para diversos propésitos .

Los metabolites secundarios que producen las plantas se conocen Como

constituyentes quimicos , y a los metabolitos responsables de efectos terapéuticos

se conocen como constituyentes activos , que son diferentes a los constituyentes

inertes que también se encuentran en las plantas .

Los constituyentes farmacologicamente activos son aquellos a los que se les �031

atribuye la actividad terapéutica de la droga ; pueden ser una sustancia aislada o

una mezcla de principios . .7

Los constituyentes aislados pueden ser al-caloides, glicosidos, enzimas, hormonas,

vitaminas, etc, y las mczclas incluyen aceites }401jos,grasas, ceras, aceites volétiles ,

resinas, oleorresinas, gomorresinas, bélsamos, etc . i�031

Estas mezclas no solo tienen uso terapéutico, también son importantes porque se

usan en la industria farmacéutica, de cosméticos, en perfumeria y Como

lubricantes .
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Importancia de los constituyentes secundarios como drogas .�024Lasdrogas que

se obtienen de fuentcs naturales provienen de una serie de individuos que viven

bajo diferentes condiciones , por lo que no es sorprendente que presenten

variaciones en su contenido; por lo tanto , las drogas se deben obtener controlando

las condiciones de produccion , con lo que se tendrzi ciena homogeneidad .

Las variaciones en contenido de las drogas , se pueden deber a dos causas bésicas:

1. Intrinsecas 0 endégenas ; intervienen factores inherentes a la genética del

organismo vegetal .

2. Extrinsecas 0 exégenos ; factores inherentes a las condiciones del medio

ambiente en que la planta crece .en algunos casos se presentan factores

intrinsecos que realmente son respuestas al medio ambiente externo .

De acuerdo con lo anterior , se considera que la alta calidad de una droga

dependeré de la presencia del constituyente deseado en cantidad mayor que las

suslancias no deseadas . Sin embargo , so deben tomar en cuenla otras variables

comerciales , como la pureza de la semilla , el cultivo , la cosecha . el

almacenamienlo , etcétera , sobre todo �030cuandola droga se cultiva con }401nes

comerciales . _ V

Una droga vegetal esta constituida por material }401siologicamenteactivo e inactivo

; este ultimo incluye compuestos y estructuras cclulares . En el caso mas simple ,

las plantas contienen un solo components activo , lo que casi no se presenta , lo

mas frecuente es que contenga una serie de compuestos }401eestructuras parecidas y

con propiedades fannacolégicas similares . Tmnoién pueden estar presentes

. 7'�034
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compuestos sinergéticos 0 antagénicos , 0 sustancias que presentes oyros efectos

farmacolégicos .

Hay compuestos puros que se han aislado de plantas que tienen menor valor

terapéutico que cuando formaban parte del extracto total . Los compuestos

aislados que son inactivos también son importantes , ya que pueden interferir , 0

bien , ser precmsores de los principios activos .

Los compuestos inactivos pueden afectar la actividad de la droga por razones

}402sicas; asi , los écidos grasos presentes en muchos extractos alcohélicos act}401an

como codisolventes de los principios activos .

Las drogas crudas vegetales son productos naturales que }401nicamentehan pasado

por los procesos dc recoleccién y secado . El termino productos naturales se

re}401erea aquellos productos que se encuentran en la naturaleza , y comprenden

tame a las plantas superiores como inferiores , sus extractos y otros constituyentes

que no han tcnido cambios en su estructura molecular .

2.2.1.-De}401nicidn. .

Desde tiempos remotos el hombre ha utilizado alcaloides como pécimas mégicas ,

medicamentos y venenos . Solo recientemente se han obtenido conocimientos

precisos acerca de las estructuras qufmicas de muchos de estos interesantes

compuestos .

El termino alcaloide ( de alcalino) fue propuesto por el fannacéutico W. Meissner

en 1819 y se aplica com}401nmentea los compuestos de origen vegetal que tienen
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�024 

propiedades alcalinas (Bésicas ) ; son sustancias bzisicas que contienen~uno 0 mas

étomos de nitrégeno como parte de un sistema ciclico , que mani}401estan

signi}401canteactividad farmacolégica y han sido biosintetizados de aminozicidos

como precursores ; compuestos que llenan estas caracteristicas , se dice que son

verdaderos alcaloides , para diferenciarlos de los protoalcaloides 0 aminas

biolégicas , como las alquilaminas , biosintetizadas también de aminoécidos , y de

los pseudoalcaloides , aquellos que también poseen nitrégeno en un ciclo , pero no

son originados por aminoécidos , por ejemplo : los derivados de purina y los

esteroalcaloides .

2.2.2.-Estado Natural Y Distribucién .

Los alcaloides pocas veces se encuentran en las plantas en el estado de bases

fibres , es mas com}401nencontrarlos en forma de sales tanto solubles como

insolubles . Los zicidos orgénicos con los generalmcnle se encuentran combinados

, son el mélico , oxélico , succinico , citrico , tamirico , t2'mico y los écidos

I . . .

especiales, acouitico, mecénico, quimico y cafeico . Los alcaloides del opio se �030

�030

encuentran en forma de meconatos, los de la quinine} , unidos al écido quinico , ,=

e(c..Ademzis , se han encontrado en las plantas sales de �030alcaloidesde élcidos

I�030

inorgénicos , la mor}401nase cncuentra en el opio también en forma de sulfate . j

Algunas veces los alcaloides estzin unidos a moléculas de azucares formando �030I

5

glicoalcaloides como la solanidina, que se encuenlra en Solanum tuberosum

- . 5,3

(papa) en forma dc glicésido solanina , y la tomatidina que se obtiéne dc

3!
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Licopersium seulentum ( tomate) . Otros alcaloidcs estén en formavde amidas

como la piperina , y también pueden estar en forma de esteres como la cocaina y

la atropina , 0 bien , en forma de éxidos de nitrégeno .

For 10 general , los alcaloides pueden estar en todas las partes de la planta , pero

son mas frecuentes en los érganos que estén en una etapa dc intenso desarrollo ,

como las yemas o los brotes de las ramas , las hojas y las raices , y 2: veces en

cortezas , tallos , semillas , etc . .

Lox a/caloides aparecen en muy diversas familias de plantas , unos 256 en los

hongos , algas y otros vegetales inferiores .De las gimnaspermas se han aislado

zmos ciento quince alcaloides, dentro de los angiospermas, las monacatiledéneas

han aportado 488 alcaloides . En tanlo de las dicoriledéneas se han obtenido

unas 3600 . Se han encontrado rambién zmos 50 alcaloides en érganos animales

.En los cuadros 3 y 4 aparecen las familias de monocotiledéneas y dicotiledéneas

}401nehan contribuido a1 aislamiento de alcaloides .

La camidad de alcalaides que se em,-uenlra en las drferenles partes de una planta

puede variar , es comzin encontrar cantidaflgc dislintas en una misma especie ,'

eslo se debe allas corzdicianes que hay en el media en que crecen dichas especies

, ya que intervienen el clim_a, Ia altitud , la composicién del suelo , Ia estacién del

a}401o, Ia etapa de crecimienlo de la planla , etc., asi, ye ha�031observado zm mayor

\ conlenido de alcaloides en el Iabaco , té y café hasta Ia}402oraciénde l67s1)lanta.s' ,

�030 después , el contenido disminuye . H
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TABLA N�0353

DISTRIBUCION DE LOS ALCALOIDES EN FAMILIAS DE

MONOCOTILEDONEAS.

0 i

9

.

 0

\ Fuentc :

(1 1) Kuklinski , Fannacégnosia -2000.

0
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TABLA N�0354 _

DISTRIBUCION DE ALCALOIDES EN FAMILIAS DE

DICOTILEDONEAS.

familia alcaloides alcaloides conocidos conocidas

f

�024
T

T

T

�034°°°
6

�030�034�034�030�035�030�034�030i°°f�030&
33 T

i

T
�0305°°

�030 Fuentc : (11) Kuklinski , Fannacégnosia -2000.
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2.2.3.�024Funcién de los Alcaloides en las Plantas . .

Son variados los escritos sobre las funciones que desempe}401anlos alcaloides en las

plantas , pero aim hay dudas acerca de esto . Existen varias teorias que se

mencionan a continuacién :

1. Son los productos finales del metabolismo vegetal y no tienen funcién

alguna en la vida de la planta . Esta teoria se basa en que los alcaloides son

mas abundantes en la corteza de los tallos 0 las raices , las semillas y otras

panes en las que se han depositado después de producirse , y por lo tanto ,

se considera que tales érganos no son mas que los receptéculos para los

productos de desecho ( Guareschi , Ein}401ihrung, Berlin , l896).Este punto

de vista se apoya en el trabajo dc Ante en India , sobre la forrnacién de los

alcaloides en el opio .

I 2. Los alcaloides son reguladores del crecimiento de las plantas .

3. Los alcaloides sirven como repclentes 0 atrayentes de los insectos .

4. Es la fomxa en que la planta almacena nitrégeno y sustancia dc reserva

capacea de suministrar nitrégeno otros elementos necesarios para la

�030 economia de la planta ( esta teon'a es aceptada por muchos autores ).

�030 Los alcaloides son agentes venenosos que sirven de proteccién contra los animales

\ herbivoros , ya que debido a su sabor amargo , los animales no se atreven a comer

i la planta .

v

V
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2.2.4.- Clasi}401caciénde los Alcaloides .

Debido a su complejidad estructural que presentan los alcaloides , su

nomenclatura no ha sido sistematizada . Los alcaloides suelen ser designados

segtln el genero de la planta que los contiene y de la cual fueron aislados

inicialmente . Son clasi}401cadosatendiendo a la similitud de las estructuras

moleculares mas simples y comunes .

Por ejemplo , ciertos alcaloides son denominados de tipo indélico porque

contienen en su molécula un grupo indol 0 una modi}401caciéndel mismo , los

alcaloides pirrolidinicos son as1' clasi}401cadospor contener un anillo pirrolidfnico y

10 propio se hace en varios otros casos como lo revelan las }401gurassiguientes :

S.-ULLO Ir-~------. B/R1"?

K
Me " ' '

2- . < �030�030�030#1u_�031

�030 :"i�0317:""a aramina

�035"�031°="�030"°�035�030-�030i"iC°�031(tino .Lnd51ir:o)

Me-D""""'Z

V1 5 0 -�030-II -- - - - -.
I9-0 ;______ ___: __ 2 E

A 0 .3;
0 : E�034§�030�035'

�030 o�024Me ;__.___; Me

,,,,:,,w.,,:_m (tip!) :_soc!u'Lno�030.inLv:r>lnicotina (:1�030pop;:1:Inico�024

�030' ,urmud1n1co)

N15�030 -

 Me

HO

hordenina

Figura N" 4 . Denominacién de alcaloides por la presencia en sus rcspectivas

moléculas de ciertas agrupaciones funcionales .

Fucnte : (7) Introduccién a los Productos Natura]es�0241985.

�030 20�030 .



A muchos alcaloides importantes se les aplica directamente el nombre de la planta

de la que fueron aislados por primera vez . Asi , nicotina de la Nicotiana tabacum ,

hordenina dc Hordeum vulgare , berberina de Berbetis vulgaris , y muchos otros .

A continuacién se presentan ejemplos de los alcaloides mas comunes en cada uno

de los grupos siguientes :

�024 Alcaloides pirrolidinicos .

�024 Alcaloides piridiinicos y piperidinicos .

- Alcaloides isoquinolinicos.

�024 Alcaloides mor}401nicos.

- Alcaloides quinolinicos . '

- Alcaloides indélicos .

; Alcaloides imidazélicos .

- Alcaloides quinazélinicos .

�024 Alcaloides quinolizidinicos . ,.

- Alcaloidesv pirrolizidinicos . .

- Alcaloides de la erythripa .

- Alcaloides amaryllidacea . �030

- Alcaloides de lycopodio . '

�024 Alcaloides esteroidales .

�024 Alcaloides diterpenicos .

�030 30



Seg}401nMeyer ,TM (1941 ) , la corteza y hojas de la guanébana contienen

alcaloides Isoquinolinicos . a continuacién describiremos a este grupo de

alcaloides .

a.-Alcaloides Isoquinolinicos .

La estructura de la isoquinolina se representa en un numero considerable de

alcaloides que existen en familias de plantas muy diferentes .

Aunque los alcaloides mas comunes son cl opio (mor}401na,codeina, tebaina) tienen

un micleo fenanntrénico , la mayoria de ellos poseen la estructura del anillo

isoquinolinico .

Me-O

5 0 =4 2
. Me -O , 5

/\ 0--Me

O

0- Me

papa-.'erina (tipo .*.';'oa_ui.:1o�030.in1�030.co)

Figura N�0345 . Estructura dc la lsoquinolina .

Fuente : (7) Irgtroduccién a los Productos Naturalcs �0241985.

En el Apéndice- }401gura6 , se muestran las clases mas imponantes de alcaloides y

pueden apreciar la gran divetsidad estructural de estos productos naturales .
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2.2.5.-Alcaloides presentes en la Guamibana .

La guanébana presenta alcaloides en las raices , corteza y hojas , tales como :

reticulina , coclairina , aterospermina , anomurina y anomuricina ,tiramina .24

Reticulina , tiene efecto analgésico y antibacteriano ; también estimula el

sistema nervioso central , otro alcaloide encontrado es el muricina, muricinina

estos son considerados idénticos a la reticulina .

Muricina , C.9H2.O4N (possibly des-N-methylisocorydine or des-N

methylcorydinc) ;

Muricinina , C.3Hp;O4N(possibly des�024N-methylcorytuberine).

r H30 Tl�030

".-. -'-"-._:::'-J�031�024�030_"-___�030

H0.___ 1�024�024�030�024�030::�030�024"�024:->:____.--�034-�024.____V_.-CH5: �031

H;,0..._ ,....---�024«�030:=.-:;_-_-..

Figura N°7. Estructura quimica dc la Retiéulina .

Fuente: (25) Comparative Toxicogenomics Database-2005.

Reticuline hydrochloride,(+,-)�024isomer

reticuline perchlorate

reticuline, (+,-)�024isomer

reticuline, (R)~isomer

reticuline, 14C-1abe[ed,(+,�024)-isomer

,; 32
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Aterospermina , tiene efecto sedante , anestésico , anti�024convulsivoy antifungico .

CH5:
I �030

____.H

-CH,
"J "'

0

. O ,. ..______.. �024.,_;:�030

Ii

.

Figura N�0348.Estructura quimica de la Atcrosperminn.

Fucnte: (25) Comparative Toxicogenomics Database�0242005.

I-Phenanthreneethanamine, 3,4�024dimethoxy�024N,N�024dimethyl-

atherospermine hydrochloride

atherosperminine

Anonaine ,

0-"-«i.
I -.

,0

H H y

Figura N°9. Estructura quimica de la Anonainc .

Fuente: (25) Comparative Toxicogenomics Database-2005.

anonaine hydrochloride 7

anonaine, (S)-isomer

_S_s



4 ,» Tiramina .

\ .-"I"-. �030-�034'

J �031

: % H I
* H0""'

V

�030 Figura N°10. Estructura quimica dc la Tiramina .

�030 Fuente: (25) Comparative Toxicogenomics Database-2005.

Tyramine , phenol, 4-(2-aminoethyl)-

J, Coclaurina

3 1 I.-"... .l"'._

M » HN 3'.-�024-.

..3�030�024�024"3.. 73"�0300.
H 0 _;:LM _ A�030«,.';-,2�030?"�030CH_:l

OH

E Figura N°l1. Estructura quimica de la Cocla}401rina.

\ Fucnte: (25) Comparative Toxicogenomics Dalabase�0242005. V �030

I,2,3,4�024tetrahydro-I -(p-hydroxybenzyl)-6�024meth0xy�0247-isoquinolinol

coclaurine, (+-)-isomer

�030 coclaurine, (R)-isomer
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Asimilobina �030

CH2 OH

I

H

Figura N"l2. Estructura quimica de la Asimilobina .

Fuente: (25) Comparative Toxicogenomics Database�0242005.

asimilobine hydrochloride, (R�024isomer)

asimilobine perchlorate, (R)�024is0mcr

.

A continuacién presentamos una recopilacién de los principales alcaloides

encontrados en las diferentes partes del érbol dc guanzibana :

.
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TABLA N"5

PRINCIPALES ALCALOIDES DE LA GUANABANA.

Quimica la lanta de:

Annonaine Alcaloide Fruta Surinam No estimada

�034--
Anomuricinc Alcaloide Raiz Guyana No estimada

Hojas:
isoquinolinico Corteza

Hojas

isouinolinico

iso c uinolinico

isouinolinico Corteza

Coclaurinc,(+): Alcaloide

isoquinolinico Corteza

Hojas

isouinolinico

isoquinolinico Corteza

Hojas

Coreximine,(-): Alcaloide

�024isouindlinico

isoquinolinico Corteza

Hojas .

Reticu[ine,(+) Alcaloide

Fuente : (24) RAIN TREE -2005.
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También debemos mencionar que investigaciones publlcadas en la'Joumal of

Natural Products lo , se re}401erencon gran importancia a un metabolito sccundario

llamado Acetogeninas ; estas provienen de la condensacién dc varias unidades de

acetato , forman compuestos de cadena de cadena abierta .Desde el punto de vista

bioquimico , la unidad acetato es en realidad un �034écido acético activado �0340 rice

l en energia , CH3Co~ScoA ( acetil�024coenzima A) , es decir , el resto acetilo se

encuentra unido a la enzima formando un tioéster .

Tiene actividades citotéxicas , son miembros de una clase de derivado del

poliketido caracterizados por la presencia de uno 0 dos tetrahidrofuranicos (THF)

�030 y los anillos en el centre de la cadena larga de alkyl con un terminal Y-Lactone .

�030 Las acetogeninas clésicas pueden ser divididas en tres grupos :

�030 Mono �024tetrahidrofuranicos(THF).

' Adyacentes bis �024THF

No adyacentes Bis ~ THF .

l A continuacién comentaremos el mecanismo dc accién como antitumoral de las

acetogeninas como principio activo aislado .dé�030lasanonéceas .

Mccanismo de Accién de las Acetogeninas.- Uno de los mayores obsléculos a la l

aplicacién de quimioterapié en algunos tipos de tumores es lg resistencia de estos

a los fénnacos antineoplasticos utilizados , que puede ser intrinscca 0 adquirirse �030I

l durante el tratamiento . Uno de los mecanismos mediante el cual se llega a esta

resistencia es el de la �034multirresistenciaa férmacos�035(MDR 0 �034multidrug

u resistanse) . Una de las principales caracterislicas de la MDR es que , en algunos

casos , las células seleccionadas en funcién de su resistencia a un agente

4
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citostatico son también resistentes a otros agentes que no poseen ningim tipo de

analogia funcional 0 estructural , pues unos act}401ancomo inhibidores de la sintesis

de DNA 0 RNA , otros intervienen en la formacién de la tubulina , otros en el

potencial de membrana . Lo }401nicoque tienen en com}401nestos compuestos es que

son an}401paticosy que poseen anillos planos hidrofébicos . Algunos ejemplos de

este tipo de compuestos son los alcaloides de la vinca , las antraciclinas 0

podo}401lotoxinas. Otra caracteristica de la MDR es la superproduccién ya sea por

ampli}401caciéngenélica y / 0 aumento de la expresién dc una glicoproteina de

membrana de 170 Kda que se denomina glicoproteina P 0 Pgp ( de p-

glycoprotein). Esta proteina parece ser la responsable de una disminucién en los

niveles de férmaco en el interior de las células tumorales mediante un mecanismo

de transports dependiente de ATP ( de ahi proviene el nombre de glicoproteina P

porque esta directamente implicada en la permeabilidad celular ) y es el motivo de

que algunos canceres no respondan al tratamiento con fzirmacos antitumorales . La

comprensién de los mecanismos mediante los cuales se adquiere este tipo de

resistencia podria llevar al dise}401ode una estrategia para revertirla que podria

utilizarse en elb tratamiento de los enfcnnos de czincer .

Aunque en otras especies pueden encontrarse hasta seis genes pertenecientes a la

familia mdr , en humanos solo aparecen dos : el mdr '1 que parece ser 61

responsable del fenotipo MDR , y el mdr 2 que ha sido implicado en el transports

de fosfatidil colina . La Pgp csta formada por 1.280 aminozicidos con dos

dominios de union 2: ATP citoplasméticos y dos dominios hidrofébicos , formados

cada uno de cllos por seis fragmentos transmembranales que dcterminan la

.
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especi}401cidaddc sustrato , al formar la via por la que este atraviesa la rnembrana .

Esta estructura se asemeja a la de la s}401perfamilia de proteinas transportadora tipo

ABC ( dc ATP binding cassette) que cuenta con mas de cuarenta miembros en

bacterias y en eucariotas .

Un modelo poslulado para el mecanismo de accién de esta proteina , es el de

�034aspiradorhidrofébico�035segllln el cual el férmaco no solo es bombeado fuera de la

célula tumoral sino que también se disminuye su entrada en esta . Los compuestos

entran por difusién pasiva y son detectados nada mas al entrar en la membrana y

expulsados al exterior de modo que no puedan alcanzar la concentracién necesaria

para ejercer su efecto citotéxico . Baséndose en este mecanismo se ha desarrollado

una estrategia en donde cl agente antitumoral es suministrado mediante liposomas 3

, facilitando asi su entrada al citoplasma sin ser �034aspirado�035por la

GLICOPROTEINA p . Se ha detectado RNAm de glicoproteina P en muchos j

tcjidos y tipos celulares , lo que sugiere que la proteina es constituyente normal de �030

la célula . Su expresién suele localizarse en células de la corteza adrenal , en la

super}401cielaminal de las células de tubulo proximal renal y en el pancreas , lo que

_ .

lleva 21 pensar que el papel }401siologico�030normal de esta proteina es el de

desintoxicante en dichas células . Hay que lener esto en cuenta a la hora de utilizar

estratcgizls dc bloqueo de esta proteina demasiado drésticas . por los posibles

efectos secundarios que puedan provocar . V

Existcn varias estrategias para abordar el problema de la MDR , por ejemplo

disminuyendo la expresién del gen mdrL , pero el que aqui se proponc es el uso do

inhibidores de la glicoproteina �024P. Si la accién de esta proteina pudiera ser
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modulada , se podria llegar a una concentracién intracelular de férmacq su}401ciente

para ejercer su efecto . Existen unos compuestos capaces de revertir la

multirresistencia a férmacos en células MDR y que se denominan

quimiosensibilizadores . N0 son téxicos por si mismos y , en general , compiten

con los férmacos antitumorales por la unién a la Pgp bloqueando asi su actividad

transportadora y gumentando la concentracién intracelular dc férmaco que ahora

si alcanza niveles toxico . A veces , es necesario utilizar mezclas dc

quimiosensibilizadores para evitar la aparicién de efectos secundarios . De este

modo sc han utilizado conjuntamente verapamil y quinina , o verapamil y

ciclosporina A , con resultados positivos . Las acetogeninas de Anonéceas son

agentes antitumorales y pesticidas , nuevos prometedores . Quimicamente , son

derivados de los écidos grasos dc cadena larga . Ellos exhiben sus bioactivos

potentes para el vaciamiento de niveles de ATP , inhiben el compuesto 1 del

mitocondrias , inhibiendo asi la oxidacién de NADH de membranas de plasma de

células tumorigenas , asi , ellos frustran los mecanismos de defensa y rcsistcncia

ATP . .�024

.

_
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III.-METODOLOGIA A EMPLEAR . _

3.1.-Descripcién de la metodologia empleada para la Extraccién

de Alcaloides .

La extraccién de alcaloides en la presente investigacién se inicia con la

recolcccién y una serie de operaciones de acondicionamiento de la droga vegetal

m como 2 lavado ,sccado , mollenda ; luego se procede a la obtencién del extracto

bruto alcaloidal mediante tres diferentes procesos de cxtraccién :

- Extraccién con solventes no miscibles con el agua .

- Extraccién con solventes miscibles con el agua .

- Extraccién con agua acidulada .

a.- Recoleccién y acondicionamicnto de la Droga vegctal .

Toda planta medicinal tiene un memento iidecuado para realizar su recolcccién

.La detemuinacién de los principios activos permite establecer con exactitud el

Iiempo y la etapa vegetativa correcta de recoleccién . Sin embargo para las plantas

cuyos principios activos todavia no se conoccn puedcn aplicarsc algunas reglas
.

gcnerales "�031.

Las cortezas deben -ser tecogidas en la primavera , en cl inicio del verano 0 en el

oto}401o. La atm<')sfera_h1'1meda facilita la separaci<'>n de la corteza .Las _cortezas

deben ser rctiradas cuidadosamenlc y dcbcn scr cortadas en segmenlos verticales ,
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tener cuidado de no hacer Cortes horizontales en la corteza alrededor rial tronco ,

ya que este procedimiento impide la circulacién de la savia y produce la muene de

la planta .

Los érganos subterréneos; las raices, los tubérculos deben ser recogidos durante

el inviemo, en el periodo dc reposo vegetative, cuando el principio vegetativo

alcanza su grado méximo en estos érganos .

Las plantas hcrbéceos y las hojas deben recolectarse cuando se inicia la }402oracién.

Algunas plantas permilen mas de un cone. A veces, cuando hay periodos secos y

lluviosos muy de}401nidos,la recoleccién de hojas se hace durante el periodo seco,

lo que permits que la planta se regenere durante el periodo de lluvia . Los

periodos de sequia y de lluvia in}402uyenen el contenido de los principios activos .

1.�024Etapa vegetativa de recoleccién de la muestra vegctal.

La concentracién y la composicién del 03 principios activos varian de acuerdo con

la edad y el nivel de desarrollo de la planta . _,

Para determinlar la etapa vegetaliva mas arlrsrnlada de recoleccién de la muestra

vcgctal de la planta dc Guarnébana se precede dc la siguiente manera :

Medianle el anzilisis cualitativo con reactivos de precipitacién de alcaloides (

Dragendorrff, Mayer , Wagner) , se eval}401ael contenido dc alcaloides en hojas y

conezas dc la Annona muricata en dos ticmpos vcgetativos de la planta .
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Plantajoven (antes de la primera }402oracién). .

Planta madura ( después de varias }402oraciones).

La muestra vegetal antes de la primera }402oraciénes recolectada de una planta de

, V aproximadamente la}401oy medio de edad, aun sin presencia de }402orecimiento

siendo la planta joven , ya que el zirbol de Guanébana comienza su produccién a

�030 partir de los dos a}401oscultivados (planta nativa no injeno) , siendo el tiempo dc

�030 }402oraciénde tres meses aprox . ( INIA-Per}4011998).

La muestra vegetal después de varias }402oracioneses recolectada de una planta de

; aprox . 3 a}401osde edad después de dos }402oraciones.

Las hojas y cortezas fueron lavadas , secadas a estufa y molidas , luego se

N V procedié a obtener el extracto vegetal mediante Soxhlet con metanol de 20 gr iv�030!

de muestra ( hojas y cortezas por separado ) ; estos extractos fueron secados en

estufa y luego son disueltos en una solucién de HCI al 5 % , obteniéndose asi una

solucién de clorhidrato alcaloidal por cada muestra en los dos diferentes tiempos

vegetalivos . .

En un tubo dc ensayo se vierte 10 ml de'la solucién de clorhidrato alcaloidal

obtenido respectivamente de cada muestra a analizar ; posteriormente se agrcga 4

�030 gotas dc los reactivos de precipitacién , observéndose la formacién de precipitado {

, en cada uno de los tubos , dc esta manem so puede seleccionar la muestra que

: presenta mayor cantidad de precipitado , siendo esta la que conliene mayor

�030 cantidad de alcaloides .
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Z Estos precipitados formados son complejos metzilicos alcaloidales los~cuales son

centrifugados , }401ltradosy posteriormente secados en estufa; de esta manera se

, puede dar una cuanti}401caciénpreliminar mediante gravimetria sobre la cantidad

§ de alcaloides en forma de complejo metélico .

Estos resultados nos permitirzin determinar el tiempo de recoleccién de la muestra

�030 vegetal de la planta de Guanébana que se usara en adelante para los diferentes

; �030 anzilisis presentados en la investigacién .

2.- Acondicionamiento de la muestra vegetal.

i Una vez realizada la recoleccién de la droga vegetal en nuestro caso corteza y

�030 hojas dc Guanébana se continua con el procesamiento pos-cosecha el cual tiene

V : como objetivo la conservacién de las caracteristicas }401sicas,quimicas,

�030 organolépticas y farmacolégicas de la droga vegetal .

I El procesamiento pos- cosecha adecuado consta de una limpieza y lavado e

inmediato secado , un inadecuado procesamiento post�024cosechada como resultado

I una droga vegetal de baja calidad , con perdid_a de principios activos, asi como un

b aumento de la }401argamicrobiana y una pésir}401z;presentacién comercial.

Q Las perdidas de los principips aclivos involucran :

' �024 Degradacién por proccsos melabélicos . '

. y - Hidr(')lisis de los compuestos . ~

�030�030 �024 Dcscomposici(m por la luz ,

�030 f �024 Descomposicién cnzimética.

5 « Degradacién de las sustancias tcmlolébiles debido al calor . '

A E

�030 1.

44

.



- Volatilizacién de los aceites esenciales y

- Contaminacién por hongos y bacterias .

La limpieza consta de la separacién manual de las panes deterioradas, manchadas

y con se}401alesde ataque por insectos y/o hongos.

E1 lavado de la droga vegetal consta de un enjuague con agua potable y un

posterior enjuague con solucién de hipoclorito dc sodio a1 0.5%. B1 lavado con

hipoclorito reduce la carga bacteriana ; sin embargo no se recomienda dejar

mucho tiempo en contacto con la droga vegetal , ya que el poder oxidante del

hipoclorito de sodio puede oxidar a los principios activos de la droga vegetal .

La etapa mas importante es el secado , el cual permite Ia conservacién de la droga

vegetal por tiempos prolongados .El contenido de humedad en las plantas frescas

varia de 60% a 80% :El secado reduce este contenido a 0.5%-12%. Seg}401nel

érgano de la planta, las perdidas de peso durante el secado son :

Hojas 20% a 75%

Corteza 40% a 65%

E1 secado intexrumpe los procesos de degradaciéxl causados por enzimas 0

fermentos, impide el desarrollo de microo1"g�030at-1ismosy las reacciones de oxidacién

y de 11idr<3Iisis. Sin embargo. con1o este proceso involucra calor, pueden

presentarsc pcrdidas de algunas sustancias volzitiles que pueda contener la droga

vegetal . El secado puede ser realizado al sol 0 a la sombra , extendiendo la droga

vegetal en capas }401nas,en una super}401cielimpia, pero este método no permite un

control exacto de 121 temperatura de secado y debiéndosc iniermmpirsc cuando

empieza a anochecer ,es por ello que en la presents investigacién se opta por el
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secado en estufa con aire caliente a una temperatura de 60 °C por un tiqmpo de 48

horas .

Una vez obtenida la droga vegetal seca se procede a la molienda la cual tiene

como objetivo la disminucién del tama}401ode las particulas de la droga vegetal para

adecuarla a etapa siguiente zextraccién .

L21 extraccién de una droga entera o dividida en fragmentos gruesos seria

incompleta, debido a la pobre penetracién del solvente en el tejido vegetal, y seria

igualmenle muy lenta, ya que las membranas celulares act}401ancomo verdaderas

barreras que di}401cultanel proceso de extraccién . En el caso especi}401code la droga

previamente dividida, tales membranas se encuentran parcialmente destruidas, Io

que facilila la disolucién de los constituyentes celulares en el liquido extemo .

En la presente investigacién, las hojas de guanébana son molidas en un molino de

cuchillos y las cortezas por su dureza son molidas en un molino de martillo y

luego pasados a un molino de cuchillas .

Tanto hojas como corteza dc guanébana son molidas por separado hasta obtener

una clasi}401caciénde polvo semi�024}401nopasando en su totalidad por un tamiz de

aberlura nomihal de 495 um. I

b.- Extraccién dc alcaloides . '

Una vez teniendo su}401cientemuestra vegetal seca y molida ( hojas; corleza dc

Guanzibana ), se proccde a la de cxlraccién de los alcaloides en cada una de las

partes de la planta en estudio .
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Es necesario saber que antes de empezar un proceso extractivo se debe de}401nircl

solvente a ser usado en el proceso seg}401naspectos rclacionados con la selectividad

de los constituyentes quimicos de interés , en nucstro caso alcaloides , la fécil

manipulacién , precio y los riesgos en cuanto una posible contaminacién

ambiental .

El solvente penetrarzi en la célula vegetal y cxpelc cl aire contenido en el

citoplasma, déndose inicio al proceso extractive".

Durante el proceso de extraccién ocurren dos fenémcnos paralelos : la lixiviacién

.

dc las sustancias solubles de células rotas y la disolucién y difusién de las

sustancias solubles de células intactas. Mxentras la lixiviacién de las células rotas

es demasiado rzipida , la difusién de las sustancias 21 través de la membrana de

células intactas es lenta y requiere etapas de humedecimiento y ablandamiento

para aumentar la permeabilidad de la membrana. Eslc proceso comprende tres

etapas : Ia penetracién del solvente en la célula , la disolucién de las sustancias

extraibles y la difusién de la solucién fuera de la célula vcgetal .

Las variables que inter}401erenen el proceso ex-tractivo ya scan de alcaloides u otros

componentes quimicos vegetales son : cl estado de division de la droga vegetal , la

z1s1itz1ci('>n, la (cm eratura. :21 II, la naluraleza dcl solvente cl ticm 0 dc- n y P

- ¢

cxtraccmn .

La e}401cienciadel proceso exlraclivo seria mayor cuzmto menor sea cl tama}401ode

las particulas, ya que asi se obtienc una mayor érea de contacto con cl solvente.

For otro lado la cnetracién dc] solvente en fra mcntos ma ores de la dro Ia es, P Y E
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lenla y la salida de las sustancias extraibles es dificil , por estn razén, Se

recomienda la utilizacién de polvos moderadamente }401nos.

La e}401cienciadel proceso extractive también es funcién del equilibrio de

saturacién del solvcntc. La agitacién hace que nuevas cantidades de solvente,

pobre en sustancias extraibles, entren en contacto con el sélido y un nuevo punto

de equilibrio de saturacién sea alcanzado, es por ello necesario la recirculacién

del solvente para desplazar el equilibrio en el sentido de la saturacién del solvente

, aumentando la e}401cienciadel proceso .

Teéricamente un aumento de lcmperatura facilita la disolucién de las sustancias

extmibles, pero muchos principios activos son tennoabiles y pueden ser

destruidos es por ello que trabajar con temperaturas bajas es lo mas recomendable

.

El pH in}402uyeen la solubilidad de los compuestos ya que permite la posibilidad

de formacién de sales, estc es el caso de los alcaloides .

Dependiendo de la }401nalidaddeseada , cl solvente a utilizar extrae sclectivamente

o no, cicna clase de compuestos de interés . _

Y por ultimo el tiempo de extraccién el enal es resultante de todos los factores

mencionados . ~

En la presents investigacién se manticnc constants estas variables del proceso de

cxtraccién ya que sc lrabajam con varios métodos dc extraccién-, pcro es

recomendablc futums investigaciones lomando en cuenta estas variables.

También es necesario saber la importancia que representa cl proceso dc

cxtraccién propiamentc dicho , estos se pucdcn dividir en dos grupos :
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- Procesos que dan como resultado un equilibrio de la concentracién entre cl

soluto y el residuo .

- Procesos que agotan completamente la droga vegetal .

Los procesos que dan como resultado un equilibrio de la concentracién son la

maceracién y los procesos que agotan completamente la droga vegetal son 2 la

precolacién y la extraccién continua .

A continuacién describiremos brevemente cada uno de estos procesos :

Maceracién.

El proceso de maceracién consiste en poner en contacto la droga y el solvente,

durante varios dias .Se trata de un proceso que da como resultado un equilibrio de

concentracién entre la droga y el solvente y depende de factores que estén unidos

a la droga vegetal como su tama}401ode particula, su contenido de humedad y

factorcs que estén rclacionados con el solvents, como la selectividad y la cantidad.

Percolacién.

La precolacién consiste en hacer pasar el solvente a través de la droga, hasta su

extraccién exhaustiva completa . _

Se tram dc uni proceso de paso, si bien hay nna maceracién prcvia el disolvente se

renucva dc modo continuq y debido 21 e110 mzmtiene el gradients de conccntraci(�031>n

lo mas alto posible, cl disolvcnte corrc de arriba a abajo a través de la capa do

droga, cl disolventc puro desplaza al que contiene la sustancia extraida sin ser

ncccsario aplicar presién.
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La calidad del extracto depende al igual que la maceracién del grado de fmura de
.

la droga, la velocidad de difusién de las sustancias activas desde la droga al

disolvente y en la velocidad de pasaje del disolvente.

Extraccién continua.

En este proceso el solvente }402uyeconstantemente en contacto con la droga ,

solamente el solvente esta en movimiento , mientras que la droga vegetal

permanece estética .El equipo usado para este tipo de extraccién es el SOXI-[LET . '

En la presente investigacién solo se usara el SOXHLET como equipo de

extraccién .En el anexo N�034(1) se presenta la descripcién del funcionamiento de ,'
.

los equipos SOXHLET y Rotavapor los cuales serén mencionados �030

posteriormenle .

La extraccién dc alcaloides (extracto bruto alcaloidal) abarca :

�024 La obtencién del extracto vegetal el cual contiene ademzis de la totalidad de �030

los alcaloides presentes en la droga vegctal , impurezas, entre las cuales

podemos citar : grasas, ceras vegetales, rqsinas, colorantes, colorantes, taninos

y otros; séguido por : ' 4 I

�024 La puri}401caciéndel egitracto vegetal con el uso de solventes orgénicos y

variacién de PH , obteniendo asi el extracto bruto alcaloidal .

En la prcscntc investigacién se plantea trcs métodos dc extraccién : ,

I.- Exlmccién con solventes no miscibles con el agua . �030

2.- Extraccién con solventes miscibles con el agua.

3.- Extraccién con ngua acidulada . ~ �030
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l.- Extraccién con solventes no miscibles con el agua . _

En este proceso se pueden emplear solventes de baja polaridad ( no polares)

como : toluene, diclorometano , cloroformo, etc. En la presente investigacién se

selecciona el diclorometano como solvente en este proceso; baszindose la

seleccién en la baja polaridad que presenta este solvente y el bajo punto de

ebullicién , tabla N° 6 (Apéndicc).

Los solventes no miscibles con el agua disuelven a los alcaloides en su forma de

bases libres , pero no disuelven las respectivas sales . Como los alcaloides estzin

presentes en la droga vegetal , lanto en su forma libre como en su forma de sales,

junto con écidos orgénicos de la propia planta, Ia droga vegetal debe ser sometida

a un pretratamiento con soluciones alcalinas para liberar los alcaloides de sus

sales .

La muestra seca y molida debe ser humedecida con una solucién de carbonate de

sodio al 5 % , teniendo la precaucién de no dejarla completamente empapada .

Esta mezcla debe realizarse por un periodo de 30 minutos , este tiempo cs

su}401cientepars liberar los alcaloides de sus sales . La muestra humedecida en la

solucién acuosa se hinchzg y aumcnta su volumen causando su compactacién y

fonnando falsas vias durzmtc el proceso dc extraccién, , es por ello que debe

secarse a estufa para recién iniciar la extraccién . -

La extmccién se realiza en un equipo SOXHLET con una relacién muestra seca y

molida / solvente de 1:5 , el solvente circula por un periodo de 120 horas aprox.

Hasta observar agotamiemo en los camxchos .
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El extracto obtenido es }401ltradoa vacio para eliminar algunas impurezas_ , Iuego es

concentrado en un Rolavapor , recuperando asi las 3/: partes del solvente usado .

El cartucho conteniendo Ia droga vegetal una vez agotado es eliminado .

�030 A1 extracto vegetal concentrado ( �030/4) se le adiciona una solucién de HCI al 5% ,

esta operacién de extraccién liquido-liquido es efectuada en una pera de bromo

para facilitar la separacién de las fases . La agitacién debe ser lenta y en forma de

�030 circulos para evitar la formacién de emulsiones inestables las cuales pueden

obstaculizar la separacién de las fases .

Una vez separado las fases se trabajaré con la fase acuosa écida , la cual debe ser �030

�030 alcalinizada utilizando hidréxido de amonio hasta un PH de 9.5 , luego se procede

1 a la extraccién liquido �0241iquidoempleando cloroformo .Se utilizara el mismo

\ equipo de separacién de fases de la etapa anterior .La fase orgénica obtenida en la

\ separacién (cloroformo) es denominada extracto bruto alcaloidal .

Este extracto bruto alcaloidal obtenido debe ser posteriormente analizado para

veri}401carla presencia de alcaloides , esta se realizara mediante las prucbas

cualitativas posteriormente mencionadas . .: �030

A continuacién sc prescnta un diagrams. que ryermitiré el mejor entendimiento del �030

método expuesto : �030

A ' I
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DIAGRAMA N° 1 .

EXTRACCION DE ALCALOIDES CON SOLVENTES NO MISCIBLES

CON EL AGUA .

v mulido

1.-Humedecer con solucién de carbonate de sodio

al 5%.

2.�024Secadoen estufa a 50°C.

3.-Extraer con Diclorometano en SOXHLET .

Maceracién , ebullicién : 120 horas .

4.- Filtracién a vacié .

.Reslduo

1.-Concentrar en Rotavapor a 30°C ,

recuperando 3/: de solvente.

2.-Adicionar HCI al 5% al extracto

vegetal (I/4).

3.-Agitar lcntamente y separar en pera

de bromo .

. Fase orglmica - �030.�030Faseacuosa écida

1.-Alcalinizar con

Hidréxido de amonio

�030 hasta PH:9.5.

2.�024Extraercon

cldroformo.

3.�024Agitarlentamcnte y

separar en pera de

Fase cuosa.

Fase 0rg2'1nica(clo1joforn1o)

Extracto Bruto Alcaloidal

Fuentc : (19) Fundamentos dc Tecnolc-gin do Productos Fitoterapéuticos �02420()0.
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1 2.- Extraccién con solventes miscibles con el agua . �030

En este proceso se emplean como solventes el metanol y etanol . Estos solventes

: son de alta polaridad y permiten extraer los alcaloides presentes en la droga

{L vegetal , tanto en la forma libre como en la fonna de sus sales . Por este motivo

�030�030 no es necesario el tratamiento previo con una solucién alcalina .
4

�030 En la prescntc invcstigacién se selecciona el Metanol como solvente en este

proceso; basémdose la seleccién en la alta polaridad que presenta este solvente y el

bajo punto de ebullicién , tabla N�0346.

xi �030 Con este proceso se agota répidamente Ia muestra vegetal seca y molida ,
4

�030N exlrayendo ademés de los alcaloides, otras sustancias de naturaleza bzisica , écida

�030 y neutra, asi como pigmentos, taninos y otras impurezas .

La extraccién se realiza en un equipo SOXHLET con una relacién muestra

vegetal seca y molida / solvente de 115 , el solvente circula por un periodo de 120 �031

: horas aprox. Hasta obscrvar agotamiento en los canuchos . I

�030 E1 extracto obtenido es }401ltradoa vacio para eliminar algunas impurezas , luego es

concentrado env un Rolavapor , recupcrando rla mayor parle del solvente usado .

�030 El cxtracto vegetal luego cs�030secadoen cstufa a 30 °C hasta haberse evaporado todo

' el solvente residual .

\ Al extracto vcgetal seco se le adiciona una solucién dc HCI al 5% , se agita para

I poder }401jarlos ulcnloidcs en la fase acuosa, en la forma de sales . Luego se

precede a }401ltra:para eliminar impurczas olcosas y otros .
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La fase acuosa écida debe ser alcalinizada con hidréxido de amonio hgsta un PH

de 9.5 , luego se procede a la extraccién liquido �024liquidoempleando cloroformo

utilizando una pera dc bromo para la separacién dc fascs . La fase orgénica

obtenida en la separacién (cloroformo) es denominada extracto bruto alcaloidal .

Este extracto bruto alcaloidal obtenido debe ser posteriormente analizado para

veri}401carla presencia dc alcaloides , esta se realizara mediante las pruebas

cualitativas posteriormente mencionadas .

A continuacién se presenta un diagrama que permitiré el mejor entendimiento del

método expuesto :



S , DIAGRAMA N�0352 .

I EXTRACCION DE ALCALOIDES CON SOLVENTES MISCIBLES CON �030

�030 EL AGUA .

Mueslra vcgclal scco

v molidoé -
�030 1.-Extraer con Metzmol en SOXI-ILET r

�030 Maceracién , ebullicién : 120 horas .

2.- Filtracién a vacié .

I.�024Concentraren Rotavapor a 40°C ,

�030 recuperando la mayor parte del i

; �030 solvente. �031

, , 2.- Secar en estufa el extracto vegetal. ;

, �030 3.�024AdicionarHCI al 5% al extracto E

vegetal seco.

4.-Agitar lentamente para }401jarlos

�030 alcaloides .

�030 5.�024Filtrarpara eliminar impurezas .

1:-Ilklcalinizar con Hidréxido de

�030 amonio hasta PH=9.5.

2.�024Extraercon cloroformo.

_ 3.�024Agitarlentamente y separar en

pera de bromo .
, .

| 1:35�030;Acuosa Fase organica(cl0r0form0)

Extracto Bruto Alcaloidal

Fuente : (19) Fundamenlos dc Tecnologia de Productos Fitotcrapéulicos -2000. '



3.- Extraccién con agua acidulada .

En este proceso se usan como solventes soluciones acuosas de écidos inorgénicos

, tales como el sulf}401rico,el fosférico , clorhidrico .

Al emplear soluciones acuosas de écidos inorgénicos en la extraccién , estas

extraen de la planta todas las sustancias solubles en agua , tales como : almidén,

saponinas y proteinas.

En la presente investigacién se selecciona la solucién de écido clorhldrico 211 l%

como solvente en este proceso , debido a que este écido es mas accesible de

adquirir que los otros écidos mencionados .

La muestra vegetal seca y molida es macerada en la solucién acuosa écida y

posteriormente llevada a ebullicién por corto tiempo , luego se proccde a }402ltrar

usando un }401ltrolento obteniéndose as!�031el extracto vegetal .

Este cxtracto vcgetal obtenido es luego alcalinizado con hidréxido de amonio

hasta un Pl~I de 9.5 , luego sc procedc a la extraccién liquido �024liquidoempleando

clorofonno utilizando una pera de bromo para la separacién de fases . La fase

orgénica obtenlda en la separacic'>11 (clorolormo) es denominada extracto bruto

alcaloidal . \

Este extracto bruto alcaloidal obtenido debe ser posteriormente analizado para

vcri}401carla prescncia dc alcaloidcs , csta so reulizara mediantc las prucbas

cualitativas poslcriormente mencionadas .

A continuacién se presenta un diagrama que permitirzi el mejor cntendimiento del

rnétodo cxpuesto : '
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DIAGRAMA N�0353 .
.

EXTRACCION DE ALCALOIDES CON AGUA ACIDULADA .

v molido

1.-Extraer con solucién de écido clorhidrico al 1% .

Maceracién 72 horas , ebullicién por 1 horas .

2.- Filtrar con un }401ltrolento .

l.-Alcalinizar con Hidréxido de

amonio hasta PH=9.5.

2.-Extraer con cloroformo.

3.-Agitar lentamente y separar en

pera de bromo .

Fase ACu'0Sa_ Fase org2'mica(cloroformo)

Extracto Brnto Alcaloidal

Fueutc : (I9) Fundamentos dc Tccnologia dc Produclos Fitotcrapéulicos #2000.
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5 I 3.2.-Descripcién de la metodologia empleada para los_ amilisis

quimicos cualitativos .

L �030 Mediante los anélisis quimicos cualitativos es posible la deteccién de los

diferentes constituyentes quimicos en el extracto vegetal de la planta en estudio .

�030 Los alcaloides producen precipitados con un gran numero de reactivos,

; cspccialmente con los que contienen metales pesados . Los tres precipitantes de

mayor uso los cuales fueron usados en esta investigacién son : reactivo de

: Wagner, Mayer y Dragendorff , su preparacién se presenta en el anexo (2).

I�030 Los reactivos de precipitacién debe agregarse a soluciones de alcaloides un poco

aciduladas con /\cido Clorhidrico, sulf}401rico.

�030 Cada extracto bruto alcaloidal obtenido por los tres diferentes métodos de

cxtraccién, fue conccntrado y posteriormente se elimino el solvente residual y el

exlracto bruto alcaloidal scco ( base libre de alcaloides) fue tratado con una

solucién de /\cido clorhidrico al 1 % obteniendo de esta manera clorhidratos

alcaloidales, a esta solucién acuosa écida se.l§:':realiza el analisis cualitativo para

1 la deteccién dc alcaloides de esta manera se pudo seleccionar el método de

extraccién dc alcaloides mas adecuado para nuestra droga vegetal en cstudio.

�030 1

Cuanto mas alcaloide prescnte una mucstra mayor seré la cantidad de precipitado

: �030 que so obtenga con estos reaclivos dc precipitacién . '

�030 En la presente investigacién los anz}402isiscualitativos de}401nenel mejor método dc

. : extraccién dc alcaloides 21 partir de hojas , corteza dc guanabana.

5»;
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Los resultados se indican dc acuerdo a la siguiente convencién :

(+) si se produce solo una ligera turbidez. .

(H) si se obscrva una turbidcz de}401nida.

(+4-F) si se observa la formacién de precipitado .

( - ) no se observa ningfm cambio .

En la presente investigacién se pretende también conocer los constituyentes

quimicos que pucdan contener las hojas y corteza de la Guanébana a pane de los

alcaloides, csto se puede realiza: mediante anélisis cualitativos llamadas marchas

}401toquimicas.

a.-MARCHA FlTOQUiM[CA.

La marcha }401toquimicaconsiste en la extraccién de la planta con solventes

adecuados y la aplicacién de reacciones de precipitacién . Debe permitir la

evaluacién rzipida, con reacciones sensibles.

Seg}401nlos métodos descritos de extraccién, _se obtienen los exlractos vegetalesz

extracto vcgcial con solvente no miscible �030cbhel agua ( diclorometano ) pero sin

tratar el material previanicnte con Carbonalo dc Sodio , extracto vegetal con

solvente miscible con el agua ( metanol) y también es neccsario contar con un

extracto acuoso ( infusién) . V

Estos extraclos son sometidos a una serie dc reacciones de identi}401caciénlas

cuales pcnnitirzin la dcteccién dc difcrcntes compucstos tales como :

Quinonas , Hidroxilos fenélicas en general , Flavonoidcs , Saponinas . _
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, A continuacién se presenta una tabla indicando los compuestos que_se pueden

analizar en cada uno de los extractos obtenidos .

i

i TABLA N�0347

I PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE COMPUESTOS ORGANICOS EN

EXTRACTOS VEGETALES .

"'�034�030*"�034""�034�030�034"�034"'°�034°�034"�034
�030 �030 Diclorometano Quinonas . Borntrager

�030 ( no olar)
I Metanol(p0lar) Hidroxilos fenélicos , Cloruro férrico , Shinoda ,

�030 5 flavonoides . respectivamente .

§ �030 Acuoso Hidroxilos fenélicos , Cloruro férrico , Shinoda ,

}402avonoides, saponinas. Espuma , respectivamente .

�031 Elaboracién propia.



Reacciones de coloracién y precipitacién .

1. Prueba de la espuma : poner 1 ml del extracto en el tubo de ensayo y lleve 21

5 ml con agua deslilada . Agite vigorosamente por 30 segundos, espere 15

minutos : la persistencia de la espuma nos indica la presencia de saponinas .

2. Cloruro Férrico : Tome 0.5 ml de extracto y a}401adal gota de solucion férrica

al 5%.Sc debe observar una coloracién azul 0 Verde , que nos indica la

presencia dc OH fenélicos.

3. Shinoda : Tome 0.5 ml de extracto , agregue unos trocitos de magnesio

metélicos y

dos gotas de zicido clorhidrico concentrado .

La coloracion rojiza nos indica la presencia de flavonoides .

4. Borntragcr : Tome 0.5 ml de exlracto y llevar a sequedad en estufa ; agregar

1 ml de tolueno y 1 ml de N21OH al 5%.

La aparicion de una colpracion roja en la fase acuosa , nos indica la presencia

de antraquinonas y na}401oquinonas. '

Una vez temxina los ensayos de identi}401cacionse proccde a realizar un cuadro de

resultados , para el cual se usa la convencion antes descrita .
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Otro anélisis cualitativo de importancia es la cromatografia de capa fma con la

cual es posible determinar cuantos alcaloides pueden estar presentes en el

extracto bruto alcaloidal . A continuacién describircmos el Anzilisis de

cromatogra}401aen Capa fma y su metodologia :

b.�024Cromatografiade Capa Fina .

Los principios de la cromatogra}401adc capa }401na(CCF) tuvieron aplicacién

universal a par1ir de 1958, a}401oen que Egon Stall generalize el procedimiento ,

consideréndola como un método dc ana'lisis dc la Cromatogra}401ade absorcién .

La cromatogra}401ade papel también puede ser utilizada para anzilisis cualitativo ,

siendo la CCF mas ventajosa que esta por las siguientes razones :

- Requiere dc menor tiempo para efectuar la separacion, generalmente de 30 �024

60 minutos . b

- El consumo de solventes es menor .

- La separacién es mas precisa . �030_-

Este anélisis oualitativo consta dc una fase estacionaria (adsorbente) que se

encuentra depositada forrnando una capa }401nade espesor uniforms, sobre una

placa de vidrio ,0 una lamina metiilica. La mezcla a analiiar se deposita a una

peque}401adistancia del bordc inferior de la placa y se introduce en una Cubeta que

contiene Ia fase movil (cluyente), la cual asciende 21 lo largo de la placa por

capilaridad, desplazando a los componentes de la mezcla a diferentes velocidades,

lo que provoca su separacién . Cuando el disolvente se encuentra proximo al



extremo superior de la placa , ésta se saca de la cubeta, se deja secar yse procedc

a la visualizacién de las manchas .

La cromatogra}402ade capa }401naes cualitativo y cuantitativo si se cuenta con

patrones de los compuestos a identi}401car, dc no contar con estos patrones como es

nuestro caso , solo servira para determinar el numero de componentes que

contienc el exlracto bruto alcaloidal .

A continuacién se describe cada paso a seguir :

a.- Prcparacién de las placas (Adsorbcntes).

Se utiliza una cantidad adecuada de polvo seco (silica gel) agregandose agua

destilada lentameme y con agitacién, hasta que se obtenga una crema espesa , en

una proporcién de 25 gr. dc Silica Gel con 50 ml de agua destilada, aunque hay

casos que en vez de agua se emplean écidos, bases, tampones o reactivos

acomplcjantes y en lugar de silica gel , se puede utilizar aluminio 0 celulosa .

Luego de efectuar la mczcla, homogenizar bien la papilla para eliminar cualquier

grumo. ' I

Posteriormenle se extiende la mezcla sobre placas de vidrio. Este extendido se

puede realizar por varios métodos 2 aplicacién directa. mediante la ayuda de una

bagela, de un extensor comercial , etc . -

Para cvilar la molestia dc preparar placas exislen dos posibilidades : placas

preparadas (Merck) y los cromatofolios .

En la presente invcsligacién se usaron las placas prcparadas dc Merck . �031



b.- Aplicacién de las muestras sobre las placas . ~

Para efectuar una adecuada cromatogra}401ade capa }401nase debe proceder a efectuar

la activacién de las placas, que consiste en secar las placas ya preparadas,

calentandolas en una estufa a una temperatura de 100 a 105 °C durante 30 minutes

a 1 hora.

Luego , con la ayuda de un capilar , microgeringa 0 micropiteta, se aplica la

muestra sobre la linea base y entre cada aplicacién se deja evaporar el disolvente,

y como generalmente la evaporacién es tan rapido, no necesita la ayuda de un

secador de cabello u otro aparato similar .

c.�024Desarrollo de las placas .

El desarrollo se lleva acabo en cubetas de vidrio, que se cierran herméticamente.

Si se desea dcsarrollar mas de una placa a la vez, se introducen en una cubeta

mayor, con gradilla especial . ..

En el interior �030dela cubeta, se coloca un parxzl filtro empapado del disolvente

( eluyente) , que cubra las parcdes interiores de las mismas , para conseguir que 121

atmésfera este saturada de vapor de disolvente . �034

El fondo de la cubela se cubrc con disolvente hasta una altura de-0.5-1 cm y

después de un periodo de tiempo apropiado, se introduce la placa . La elcccién del

disolvente dcpenderé de la naluraleza dcl compucsto que se va a separar y del
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material en que la separaci6n�030vaa llevarse 21 efecto , la comparacién de la

polaridad del mismo y la de la sustancia que se desea separar .

Los eluyentes utilizados para la identi}401caciénde alcaloides por cromatogra}402a

son los siguientes :

- nButanol �024Acido Acélico �024Agua(4:1:1)

- nButanol �024Acido Acético �024Agua(41221)

- Acetato de Etilo �024�024Metanol �024NI-I3 (ac) 25 % (45:35:20)

�024 Cloroformo �024Metanol �024NH3 10 % (88:20:15)

- Cloroformo �024Metanol�024NH3(gotas) (80:20) Segfm DININCRI.

En la presente investigacién se trabajo con el quinto sistema de eluyente por ser

los reactivos mas comunes .

Durante cl desarrollo, no se puede mover la cubeta Per 10 general cuando se esta

desarrollando una placa, se deja que ascienda el disolvente unos 10 cm . por

encima del origen y se saca la placa. El frente del disolvente se marca

cuidadosamente con un lzipiz y se deja evaporar el mismo, operacién que dura

unos pocos minutos . 4 I -

Si sc desea se puede visualizar los alcaloides, después de haber sacado las placa

de la Cuba libre de todo olor . Si es neccsario se calienta la palca antes de Ilevarla

a una lampara con luz UV. .
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d.- Revelado de la placa .

La mayoria de alcaloides presentan }402uorescenciatipica y pucden ser observadas a

la luz UV (365 nm).

La presencia de un compuesto activo en el ultravioleta evita que el indicador

absorba la luz en la zona en la que se encuentra el producto, y el resultado se

traduce en la visualizacién de una mancha en la placa que indica la presencia de

un compuesto .

Otra forma de visualizar los componentes separados es mediante un agente

revelador , estc tienc que reaccionar con los productos absorbidos proporcionando

compuestos colorados .

En el caso de los alcaloides el revelador usado es el reactive dc Dragendorff el

cual fue aplicado en esta investigacién por medio de una asperizacién a toda la

placa , después es secado al ambiente 0 a la cstufa y se observa las manchas de

color naranja .

Esta placa se puedc fotogra}402ar0 dibujar la_posicién de las manchas después del V

revelado . �030 �031 - >

Una vez revelado el crqmatograma se puede detenninar los Rf para cada

componente separado en el cromatéfolio , este valor Rf( 0 factor de Retencién )

constituye Ia proporcién dc la distancia de la linen de partida y dcl_ccntro de In

mancha (Du) y la altura de la zona h}401medade la linea de partida (Dz).
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Donde :

Da : Distancia de la linea dc partida ( punto dc siembra ) at! centre de la

mancha .

Dz : Distancia de la linea de partida al frente del solvente .

El Rf es un valor caracteristico y constante para cada sustancia , reproducible bajo

las mismas c0ndiciones( sistema de solvente , temperatura , etc ) .

------�024-------�024�024---�024�024�024----�024�024------�024�024�024�024�024�024--------�024�024-�024�024--------�024�024Finalrecorrido

del solvente .

O 0

O 3

D2

Da |:

 �031*:�030":�024�024-�024�024�024�024~---�024�024Lineabase

1 2 (Partida)

.

Figura 13 . Cromatograma Unidimcnsional .

Fucntc: Elaboracién Propia .



3.3.�024Descripci6nde la metodologia empleada para los anélisis

�030
quimicos cuantitativos .

Para poder realizar una correcta determinacién del contenido alcaloidal , se debe

tener cuidado en la extraccién tanto en el proceso mismo, como de los faclores

que pudieran producir anefactos .

A continuacién se describen los principales métodos de determinacién de

alcaloides segfm farmacopea Espa}401ola(MGA 0051).

a.- Gravimetn'a.- Los ensayos gravimétricos, son generalmenle utilizados para el

anzilisis dc compuestos esencialmente neutros 0 sales de bases que son demasiado

débiles para ser titulados en sistemas acuosos . Los principales procedimientos de

este tipo son 2 peso directo de la base aislada y precipitacién cuantitativa de

compuestos insolubles .

b.- Volumetria .�024 Si los alcaloides van a ser analizados por volumctria , el

extracto bruto alcaloidal debe ser acondicienado segfm la clase de Iitulacién

écido-base que se utilice . Antes de titular se a}401adirziuna cantidad exactamente

medida de écido .EI exceso dc écido que va a reaccionar con los alcaloides va a

ser determinada por la tilulacién con un zilcali de normalidad conocida .

Como rcgla se puede dccir que la delerminacién cuantitativa per métodos

volumétricos es mas exacta que los gravimétricos , ya que en estos métodos

existen muchas impurezas que no pueden ser removidas y que cstén presentcs en

el residuo alcaloidal y que son computados como alcaloides al pesar cl residue .
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En cambio , en métodos volumétricos , estas impurezas no afectan el resultado , a

menos que se Irate de impurezas acidas o bésicas .

En esta invcstigacion , primero se selecciona el método de extraccion que haya

dado mejores resultados en el anélisis cualitativo de identi}401caciénde alcaloides ,

luego este método es cuanti}401cadopor lo antes descrito .

El extracto bruto alcaloidal (solucién cloroférmica ) también puede ser titulado

directamente , pero los reactivos para este tipo de titulacién son poco comerciales.

Para la determinacion cuantitativa dc alcaloides de las hojas y cortezas de

Guanébana se siguio la metodologia planteada para la cuanti}401caciéndc alcaloides

por volumetria en medio acuosos , del Centro de Control dc Productos Biolégicos

y Medicamcnlos del Instituto Nacional de Salud�024PerL'1.

Por refcrencia esta metodologia fue empleada para la determinacién de Lupanina

y esparteina , para el cual contaron con esténdares los cuales permitian cuanti}401car �030

un alcaloidc especi}401copor comparacién en el gasto de élcali ; pero en nuestro

caso no se cuenta con estzindares por lo cual la detcrrninacién solo es de alcaloides

totales . _,

A conlinuacién se describe la metodologialpla-ra la cuanti}401caciénde alcaloides por

volumetria del Centro deg Control de Productos Biolégicos y Medicamentos del

lnstituto Nacional de Salud-Peril. '
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,
a.-Método de Titulacién Acido �024base en media acuoso. .

1. Sccar el extracto bruto alcaloidal , agregar un volumen de}401nidode

cloroformo, pesar y calcular la densidad del cxtracto bruto alcaloidal .

2. Agregar 5 ml de HCI 0.01 N (exactamente medidos).

3. Calenlar hasta evaporar el cloroformo .

4. A}401adir20 ml dc agua destilada .

5. Adicionar 4-5 gotas de indicador rojo de metilo .

6. Titular con Hidréxido de sodio 0.01 N con la ayuda de una bureta .

7. El punto }401nalde la titulacién esta dado por el viraje dc color rojo a amarillo .

b.-Método dc Titulacién .z'\cido �024base en medio no acuoso.

1. Secar cl extracto bruto alcaloidal . agregar un volumen de}401nidodc

cloroformo, pesar y calcular la densidad dej_extracto bruto alcaloidal .

2. Adicionur 4-5 gutas de indicador Tetra t'>r�030o-mofenol}402aléinester.

3. Titular con /\cido Paratpluensulfénico 0.01 N (disuelto en cloroformo) .

4. El punto }401nalde la tilulacién cs cl viraje dc violela a amarillo .

A conlinuaCi()n SC prescntan los czilculos para la cllzlnli}401caciénde los alcaloidcs :
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Titulaci}401nAcido �024base en medio acuosa. '

% Alcaloides Totales = §�024"�024�031�024�030�024�031�024r55¢�024'�024�030A�0315�0304~T�024B�024"�024["v9»'�024"~�031-9x0.24836
grdemueslra en] ml

Donde :

A = ml de écido clorhidrico 0.01 n utilizado .

B = ml de hidréxido de sodio 0.01 N gastado.

Factor A : factor de correccién del zicido .

Factor B : factor de correccién del élcali .

Titulacién Acido �024�024base en medio no acuoso.

% Alcaloides Totales = .- z5�031�024�031z�030f5'9�031.�030�024�0315'/AxO.24836
gr dc mueslra en 1 ml

Donde : _ .

A = ml dc zicido pamtoluensulfonico 0.01 n utilizado .

Factor A : factor de c0rrecc.i(')n del zicido .

0.24836 = factor utilizado para soluciones 0.01 N .

En el anexo (�034)sc presenta una descripcién de la preparacion de los inrlicadores y

las soluciones usadas .
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3.4.-Descripcién de la metodologia empleada para los_ anélisis

microbiolégicos .

La actividad microbiolégica de un principio activo vegetal sc detennina

encontrando Ia dosis a la cual inhibe el crecimiento de un microorganismo

adecuado .

Una reduccién en la actividad microbiana puede revelar cambios no demostrables

por métodos quimicos .

Para determinar la actividad microbiolégica de los principios actives se emplean

dos métodos generales :

El cilindro 0 dc �034placa�035y el turbidimétrico 0 de �034tubo�035.El primero se basa en la

difusién del extracto con el principio activo contenido en un cilindro vegetal o

disco de papel }401ltro,21 través de una capa dc agar solidificado en una caja Petri 0

placa , en una extensién tal , que el crecimiento del microorganismo agregado se

detenga en un zirea circular 0 �034zona�035alrededor del cilindro que contiene el

extracto con el principio activo . . «

El método turbidimétrico o dilucién en tubo es aquel en el cual se utilizan una

serie de tubos que contienén un medio de cultivo estéril y varias concentraciones

del extracto bruto alcaloidal . A todos los tubos se inocula el microorganismo que

va a ser ensayado y se incuban 21 la temperalura éptima dc crccimiento del

microorganismo.

Posteriomlente se examinan los tubos para determinar en cuzilcs dc cllos so ha

inhibido el crecimicnto del microorganismo. Tumbién se calcula la conccntracién

-* 7;:



minima inhibitoria (CMI) que es la concentracién mzis baja capaz de prevenir 621

creclmiento del microorganismo.

El microorganismo que se usaré en la presente investigacién serzi los Enterococcus

Faecalis . .

Los enterococcus son cocos Gram + que se agrupan en pares o cadenas cortas, son

anaerobios facultativos, capaces de desarrollar en condiciones extremas tales

_

como NaCl 6.5%, pH 9.6 y a temperaturas que oscilan entre l0�0244S°C.Pueden

sobrevivir 30 min a 60°C y desarrollan en presencia de 40% de sales biliares, la

resistencia de los enterococcus a m}401ltiplesagentes antimicrobianos le permite

sobrevivir y proliferar en pacientes que reciben tratamiento zmtimicrobiano . Esto

da cuenta de la habilidad de los enterococcus para sobre infectar pacientes que

estén recibiendo anlimicrobianos de amplio espectro. Los emerococcus pueden

adherirsc a las vélvulas cardlacas y a las células epiteliales renales, propiedades

que sin duda contribuyen a su habilidad para causar endocarditis e infecciones del

traclo urinario. V

Por formar pane de la flora intestinal los enterococcus son capaces de producir

infecciones en pacientes ambulatorios 11 hospital�030Debido a peligrosidad de este

microorganismo para producir infecciones es seleccionado para poder analizar su

inhibicién con cl cxlracto en cstudio de la presente investigucién y ya que los

anlccedentcs remurcan :1 I05 alcaloides dc esta planta (Am)/In nmricula) como

anlimicrobianos .
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Segfm los resultados que se obtengan de los anzilisis cuantitativos , �030seelige cl

extracto bruto alcaloidal que contenga mayor cantidad dc alcaloides y este seré.

sometido al anzilisis microbiolégico .

En la presente investigacién se utilizara el Método Turbidimétrico para el anélisis

microbiolégico , debido a que este método proporciona un resultado cuantitativo

de la concentracién de agente antimicrobiano necesaria para inhjbir el desarrollo

de un microorganismo dado.

Método Turbidimétrico .

Segfm Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos ~1988 , MGA 0100-

Potcncia Microbiolégica de Antibiéticos .

El extracto bruto alcaloidal (cloroférmico), de debe transformar a extracto acuoso

de Clorhidrato alcaloidal , esto se logra :

Secando el extracto bruto alcaloidal (clorpférmico) en la estufa a 30°C y

agregando l0.ml de HCl 0.0] N agitaricie y }401ltrandopara eliminar alguna

impureza . �030

El extracto acuoso dc Clorhidrato Alcaloidal es analizadomediante el mélodo

Turbidimétrico . -
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Paso # 1 �030

En 6 tubos dc ensayo previamente esterilizados se procede a la preparacién de las

diluciones del extracto acuoso de Clorhidrato Alcaloidal .

En el 1°�031tubo se agrega 8 ml de extracto acuoso de Clorhidrato Alcaloidal + 2 ml

de Agua destilada (8/10 ) y se agita , de este tubo se saca 5 ml de solucién y se

vierte en el 2"�034tube al cual se le agrega 5 ml de Agua destilada obteniendo asi la

dilucién (4/10); este procedimienlo se repite hasta el 61° tubo obteniéndose la

dilucién ( 0.25/10), de este ultimo tubo se desecha 1 ml para mantener volixmenes

i guales en los tubos .

Paso # 2

Se prepara el caldo nutritivo : 0.8gr Caldo (polvo) en 100 ml de Agua .

El microorganismo en este caso Enterococcus se alsla a un tubo con caldo

nutritivo y se agita , a esto se le llamaré en adelante �034Cepa�035.

Se preparan 7 fubos de ensayo con 9 ml de ozlldo nutritivo c/u al cual se le agrega

1 ml dc dilucién de extrapto de los tubos del paso #1 respectivamente ,el 7�035�034

tubo se dcja solo con el caldo nutritivo . �030

A los 7 tubos se le adiciona 0.1 ml dc Cepa , el 7"�034�031tube el cual contiene solo

caldo y Cepa seré llamado �034Control�035.

Estos tubos son llevados a encubar por 24 horas a 37 �034C.

I 3 7.�031;



Paso # 3 �031

Se preparan 2 juegos de 7 tubos de ensayo con 9 ml de Agar Nutritivo c/u.

Inmediatamente después de inoculado la Cepa se toma una alicuota de 1 ml dc

cada uno de los tubos anteriores y se vierte cada uno respectivamente en el 1°�031

juego de tubos que contiene 9 ml de Agar nutritivo , de estos tubos se saca 1 ml

y se agrega al 2d° juego de tubos respectivamente ,de estos tubos se desecha 1

ml para mantener vol}401menesiguales en todos los tubos .

Solo cl 2d"juego de tubos es plaqueado en placa petri e incubado por 24 horas a

37 �034C, luego se realiza el conteo de placa para conocer el numero de

microorganismos al comienzo de la prueba .

Resultados a las 24 horas 2

Se compara el grado de turbidez de los 6 tubos de conccntracion decreciente con

rcspcclo al who control .

Se plaquea la dilucion como lo vimos anteriormente para poder proceder el

contco dc cada conccntracién decreciente . _

Asi se obtienen resultados cada 24 horas A.

Luego se procede :1 realiiar tablas del conteo de colonias de los microorganismos

en 01 tiempo por cada concentracién amllizada y 621 control . .

Con estos datos se procede a hallar cl porcentaje de e}401cienciacon la siguiente

formula:
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}402

�030 C �024F
�030 % = �024(~~�024~-2x100

�030 (C - 1)

I Donde :

; Llamemos �034C�035a] }401ltimonumero del crecimiento del control .

' Llamemos �034I�035al n}401meroinicial de las bacterias .

�030 Llamemos �034F�035al }401ltimonumero de crecimiento de la méxima concentracién . "

1 ' La CMI existe si el conteo en el tiempo alcanza el 0.1 % del conteo inicial . �030(~

" Con los datos de la tabla se procede a determinar los log (UFC)/ml y se gra}401ca

�030 Vs. El tiempo . �030g�031

}
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IV.-PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL . ,

4.l.�024Equipos y materiales .

A continuacién presentaremos los equipos , materiales , reactivos y solventes

usados en la investigacién .

Reactivos y Solventes .

- Diclorometano G. R. .

- Metanol G�030R..

- Cloroformo . �030

- Acetona.

�024 Toluene.

�024 Hipoclorito de sodio al 5 %

- Carbonatode Sodio al 5% , . �030~

- Hidréxido de sodio en perlas .

- Acido clorhidrico cone.�030

- Hidréxido de Amonio .

- Amoniaco. I

- Nitrato Bésico de Bismuto .

- Acids Tartérico.

�024 Yoduro dc Potasio.
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�024 Cloruro de Mercurio II. _

�024 Yodo Bisublimado .

- Cloruro Férrico al 5%.

- Rojo de Metilo .

Materialcs .

- Pipetas .

- Mechero Bunsen.

�024 Aza dc siembra .

�024 Placas petri .

�024 Gradillas.

- Tubo de ensayo.

- Balones de 250 ml .

�024 Pera de separacién .

- Matrnccs . _.

�024 Vaso Beacker . . I

- Bagetas. �030

�024 Bureta .

- Viales de 20 ml. »

- Frascos zlmbar de 100 ml .

�024 Embudo dc vidrio .

�024 Soporle universal . '

�031 80
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- Microgeringa de 25 pL ( 0.025 ml). .

- Papel }401ltro#42 (125 mm 0 ).

- Papel indicado dc PH.

Equipos.

- Balanza analilica .

- Molino de martillo.

- Calentador tipo plancha dc Laboratorio .

Marca : ESZTERCOM
Tipo : UE 801

- Campana extractora eléctrica.

- Mu}402aeléctrica.

~ Desecador de Silica

- Autoclave .

- Incubadora eléctrica .

- Estufa eléctrica .

Marca '.Karl Kolb , -17

Tipo : U 50

D- 6072 Dreieich �024West Germany .

- Molino de cuchillas . �030

Tipo : DC FH 48

�024 Rop�024Tap�024Mz1nual. l

�030
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- Equipo Soxhlet de 250 ml de capacidad .

2 _. �030 -�030�030}402y..-?*�030>'z3.�0312}
�030T _g , ""19"?-*5""'

*.-"~�034.»: �030S__ - " r~-.�0314»

'. »»*
NF \�030~;

�030Au�031 L7 - _r :;_r__, . �034I,�031�030.

v �034I:J '.*.1'.,.= :\1_a,~[ t�030-:�030J=='j.'-,�030,.j=;.j;1
- 57�035"x 5-«W - :1-«"

:e;m.�024: : v.-~ 35*

�030 '7�031[5}401"'r�030(1 �030IV �030�030 '

I,�030, *4 " �034gin;

(_ :--_::' :_�024�030.;:/1;-.«:Vr1..�030V.V. �030

Figura N°l4 . Equipo SOXHLET

Fuente : Centro Experimental Tecnoogico ,UNAC -2005

- Rotavapor

Marca : Flavil /SCHWEIZ

Laboratoriums �024Tecknik

Tipo : RE�024120

-3 ,. ? . .. .

' �030»�030�030;i�030'7:'IiM;-�030-'{T?2°»a."�030�030''~�030»�030.« . . " .-uZ�030.~-¢�024.�030» 4"?
 �030m_._ _ (_.�030._�030-_,_?_;:/ kg.

3 3' �030 .�024f-- �030~�024~'-»- �031:1: _ . In ' - '2�034:5;�030.

' �030I' . �030-r.«�024-_ -�030~-

-.: g.'f_ �030 3 "Y.

V /I �030- ,-._.�030«,mm»un.a:~a?;-:='..:�031

Figura N°l5 .R0tavap0r.

Fucnte : Cenlro Experimental Tecnoogico ,UNAC »2005. .
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�024 Bomba de vacio. �030

Marca : Newberger

78 Freiburg

Tipo : MW63/4

- Cuba dc vidrio para cromatogra}401a.

- Equipo de vidrio dc aspersién (100ml).

�024 Lémpara ultravioleta �024Infrarroj0(365 nm )

Marca : l-Ieraeus Germany

Tipo : 5340

.
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4.2.- Preparacién de la muestra . _

I 4.2.1.- Etapa vegetativa de recolcccién de la muestra vegetal .

, Se presenta a continuacién los resultados obtenidos en el anélisis cualitativo

;

1 / realizado para las mueslras ( hojas y corteza ) en las dos diferentes etapas

/

: ' vegetativas de la Guanébana (Anona muricata) y la cuanti}401caciéndel complejo

\ '
: alcaloidal formado por los reactivos de identi}401cacién.

TABLA 8.
�030

1 ANALISIS CUALITATIVOS EN DQS ETAPAS VEGETATIVAS DE LA

, GUANABANA .

1 >
V �030

* REACTIVO DE

\ IDENTI FICACION PLANTA JOVEN PLANTA MADURA

�024HOJAS CORTEZA HOJAS CORTEZA

V �030 ++ : forrnacién de precipitado .

' » + : Turbidez de}401nida, . E�030

�024 : no st�030:obsewzx cambios

EH
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k \, TABLA 9. _ M

4 : CUANTIFICACION DE LOS COMPLEJOS METALICOS �030

ALCALOIDALES EN DOS ETAPAS VEGETATIVAS DE LA

GUANABANA.

7 �031 �030
�030 Rcactivo dc Corrida j

,4 I

1 T j E
7 T�034E

�030 E -T
E in El}

�030 W' Z
\ i T

C1, C2: corridas experimentales .

A De los resultados presentados se detemuina qulejla en la etapa vegetative: antes de

la primem }402oraciénSe presenta mayor cantidad dc alcaloidcs; por lo tanto todos

los anélisis presentados en -la tesis se rcferirzin a una muestra recolectada antes dc

i la primera }402oracién( I I/2 dc edad aprox. de la planta ).



_

La hojas , corteza dc Guanabana fueron recolectadas el 15 de Febrero del 2005 :1,

las 2 de la tarde de un }401rbolde aprox. 1 �030/2de edad sin presencia de }402orecimiento

en Pachacamac �024Casablanca , zona de plantacién dc Guanébana .

Una mueslra fue llevada para su reconocimiento al Museo de I-listoria Nacional

de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos .

Se recolectaron aprox. 3 Kilos de hojas , 2 Kilos de coneza dc Guanébana .

Se debe tener presente que antes de empezar cualquier operacién se debe tener

completamente limpio cualquier utensilio, equipo a usar .

4.2.2.- Limpieza .

Las hojas fueron separadas de sus ramas manualmente , se eliminaron las hojas

deterioradas 0 manchadas con se}401alesde ataque de insectos .

Luego se dio un enjuague con agua potable , posteriormente un enjuague con

solucién de Hipoclorito de sodio al 0.5 % y por ultimo un enjuague con agua

destilada . Posteriormente fueron llevadas a url_ambicnte abierto pero no expuesto

al sol hasta qué plerda un poco su humedad ','ll1ego son sccadas en estufa .

La corteza fue separada del tallo de la planta en fomia vertical , inmediatameme

fueron lavadas con la solucién de l-lipoclorito de sodio 211 0.5% y posteriormente

un enjuague con agua destilada y son llevadas a un ambiente abierto pero no

expuesto al sol hasta que pierda un poco su humedad , luego son sccadas en

estufa .

l .�030§<'i
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; El lavado de la coneza debe ser muy répido para evitar la oxidacién de la parte �030

interna . �030

' W hojas frescas = 2.6 KG. J
, I

W corteza fresca = 1.7 KG.

/ 4.2.3.- Secado .

I

1 ' Las hojas fueron colocadas en la estufa completamente esparcidas en planchas con

J
ori}401ciosabiertos esto es para evitar la acumulacién de agua , son llevadas a 60 °C :

por un tiempo de 48 horas hasta observar que estén completamente secas y con

fécil trituracién manual.

I Las cortezas fueron colocadas en la estufa en las mismas condiciones que las

hojas pero permanecen en ella por un tiempo de 72 horas ya que estas son mas

duras , necesitan mayor tiempo para su secado . ' _

. Una vez secas fucron guardadas en bolsas dc polietileno completameme selladas '

hasta pasar a molienda . A

' W hojas secas = 702 gr. '

\ W corteza seca = 850 gr. ,
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4.2.4.- Molienda . �030

Las hojas secas fueron trituradas manualmente para reducir su tama}401oantes de

entrar al molino de cuchillas , se recogié en un envase completamente seco de

acero y tapado para evitzu demasiada perdida de polvo al ambiente .

Las cortezas secas pasaron por un molino de martillo y fueron recogidos en bolsa

de polielilcno , como no son reducidos completamente , se pasaron posteriomwnte

por un molino dc cuchillas y recogido en un cnvase completamente seco de acero

y tapado para evitar dcmasiada perdida de polvo al ambiente .

Una vez terminada la molienda tanto en hojas como corteza , se procedié al

tamizaje hasta obtener polvo semi �024}402noque pase completamente la malla # 32

de abenura nominal segfm Serie Tyler 495 pm , el Rop-Tap es encendido por un

tiempo de 15-20 min.

Una vez termina la molicnda fueron pesados y vaciados a un envase de vidrio

completumcnte sellado para evitar quc coja lqhumedad del ambieme .

W hojas secas molidas = 480 gr.

malla # 32

W corteza seca molida = 620 gr.

malla # 32

8�030)
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Figura N�03418. Droga Vegctal seca y molida (Anana muricata)

Fucntc : Elaboracién Propia.

4.3.- Amilisis Fisico �024Quimicos de la muestra .

Las ruebas realizadas a la muestra 110'as , corleza de uanébana , se }401nla

P

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos -1988 , MGA 0301 �024Pruebaspara

dro as ve etales fueron:

�024 % de Humedad .

�024 Cenizas Totales.

�024 Cenizas insolubles en /Xcido . .
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.

a.- % de Humcdad .

5

Aprovechando los datos obtenidos de secado y teniendo los valores iniciales de

hojas y corteza frescos se procedié a calcular el % dc humedad en cada una de

ellos con la siguiente fommla:

W W
% flumedad = nmcxlm vcgL'IuII}4011'.tczI_ mm-.vIm \'t'p:1'IuIsecu xl

Wmumlra rrgulal frurm

Aplicando esta formula y con los datos anterior expuestos se obtuvo la siguiente

.

tabla: �030

Muestra vcgetal % Humcdad

�034°j�034�035°�034�035�034"�030�034�031�034�034�035
Corleza dc Guanébana _, 50

- . '

.

.

b.- Cemzas Totalcs .

.

El proceso consiste en detem}401narla canlidad de residuo no volétil después de In

' calcinacién de la mucslra vegctal .

�030 I
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Procedimiento .

1. Pesa 10 gr. de muestra vegetal seca y molida , ponerlo en un crisol de

porcelana previamente pesado.

2. Llevar a la mu}402aa una temperatura constants de 600 °C por 24 horas . Sacar

y llevar a un desecador hasta que se enfrié .

3. Pesar y descontar cl peso del crisol .

0 . . Wmidun calcinmlu
Ax Cemzas = �024�024�024~�024-A~�024�024�024~x1O0

"I111: nuw.\�030Im

En el siguicnte cuadro se presenta los resultados obtenidos :

Muestra W de muestm W crisol W rcsiduo % Cenizas

vcgetal (gr.) (gr.) calcinado(gr.) Totalcs

analizada

T

Esta prueba se hace por du}401licado(anexo A-5 ) para poder tener material para las

siguiemcs pruebas .

�030
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c.�024Cenizas insolubles en Acido . �030

Las cenizas insolubles en écido estén, constituidas por el residuo obtenido

después de hervir el residuo calcinado en la detenninacién de cenizas totales con

écido clorhidrico diluido .

Este procedimiemo permile determinar el contenido de silica , principalmente la

arena y la tierra silicea presente en la muestra vegetal .

Procedimiento .

l . Al residuo obtenido en la prueba de Cenizas Totales adicionar 25 ml de

solucién de Acido clorhidrico 3 N .

2. Calentar a ebullicién por 5 minutos , }401ltrarsobre papel de }401ltrolento

previamente pcsado y lavar el residuo con agua destilada caliente .

3. Secar a 80 °C.

4. Pesar y descontar el peso del papel }401ltro. _

. . , . Wdm-.\-..I.m
% Cemzus insolubles en actdu : V �024 » �024 .\�030l00

W nvuctlruxlrrcmlnu L�030nIu'mnIn

En el siguiente cuadro se presenta los resultados obtenidos :

Esta prueba se hace por duplicado (anexo A-5 ).

~')f§



y

.

�031

A
�030

�030 I

.

�030 1 Muestra W muestra W papel W residuo % Cenizas

7 ' vegetal residuo filtro (gr.) (gr.) insolubles en

�030s . analizada calcinado r. :icido.

 

�030;
�030

5 4.4.�024Métodos de extraccién de alcaloides .

1 V

M

V Scgtin la metodologia descrita se procedié a realizar los tres métodos de

1 \ extraccién :

' .
4 1. Extraccnén con solventes no miscibles con el agua .

2. Extraccién con solvcnlcs miscibles con el agua .

3. Extraccién con agua acidulada .

�030 A continuacién se prescnla .�031 ' A >

�030

1. Extraccién con solventes no miscibles con el agua .

~ .
�030 .

�031 Muestra vegctal seca y mollda : Hojas dc Guanzibana (Anona muricnta )

�030 Cortcz/3 de Guanzibana (Anmm muricntu )

�030 Peso de muestra vegctal : 50 gr.

seca y molida b

()4



�030 �024
El procedimiento fue realizado por separado tanto para Hojas como Coneza, dc

manera que se puedan comparar resultados .

' En envases de vidrio se humedecié la muestra con 30 ml de solucién de

Carbonato de Sodio al 5% se agité con una bageta hasta obtener una pasta , se

dejé 30 minutos y se llevo a estufa a 40 �034Cpor 4 horas aprox . Luego sc procedié

a la extmccién .

Solvente de extraccién : Diclorometano

Volumen de solvente : 250 ml .

Temperatura de extraccién : 35 �02440°C

Tiempo de extraccién : 120 horas .

Equipo de extraccién : SOXHLET

Una vez obtenido el extracto vegetal se }401ltré.a vacié 21 4 600 mbar para evitar Ia

evapomcién dcrl solvente y eliminar truzas d.e impureza, luego se concentré :

.

Temperatura de concentracién : T. Ambiente

Equipo de concentracién : Rotavapor '

Presién : - 600 mbar .

Presentamos e1 % de extracto vegctal seco oblenido por el método SOXHLET .

.1

w :i ()5



Para los célculos del cuadro presentado a continuacién , se traté de concentmr el

extracto vegetal lo mayor posible en el Rotavapor y se llevé el extracto vegetal

concentrado a una estufa a 30 °C para tenninar de eliminar completamente el

solvente de manera de obtener el extracto vegetal seco .

Muestra vegetal W (gr.) de W (gr.) extracto % extracto

seca mo}401domuestm vegctal scco . vcgetal extraido .

Corteza 50 0.92 1.84

En el presente método se trabajé con �030/4del extracto vegetal como sc describié en

(3.1-b -1), a este se le agregé 20 ml de HCI al 5% en una pera de bromo de 100

ml , agitacién Ienta , reposo hasta separacién total de las dos fases .

V HCI recuperado : 18 ml

Se agregé gotas de NH4 (OH) hasta Ph =9,5 con cl papel dc indicador Panpeha

(0-14);

Se observa 2 ' .-

Muestra Vegetal Aspecto en Ph

Seco molido 9,5

Solucién amarillenta

 

Se extrajé Hojas y corteza respectivamente con 50 ml de Cloroformo en una pera

dc bromo dc 100ml .

W:



2. Extraccién con solventes miscibles con cl agua .

Muestra vegetal seca y molida : Hojas de Guanébana (Anomt muricata )

Coneza de Guanébana (Anona nmricata )

Peso de muestra vegetal : 50 gr.

seca y molida

El procedimiento se realizé por separado tanto para Hojas como Corteza, de

manera que se puedan comparar resultados .

La muestra vegetal seca y molida se colocé en cartuchos de }401ltrolento y luego en

el equipo SOXHLET y se procedié a la extraccién .

Solvente dc extmccién : Metanol .

Volumen de solvente : 250 ml .

Temperatura de extraccién : 60�02465°C

Tiempo dc extracciéh : 120 horas .

Equipo de extraccién : SOXHLET __

Una vez obtenido el extracglo vcgetal se procedié a la }401ltraciéna vacié a �024600

mbar para evitar la evaporacién del solvents y eliminax trazas de impureza, luego

se c0ncentr() : .

Temperatura de concentracién : 40 °C

Equipo de concentracién ; Rot-avapor

Presién : �024600 mbar . ~

<.>7



Como en este método se requiere trabajar con el extracto vegetal sgco; en el

Rotavapor se traté de concentrar lo mayor posible y se llevé el extracto vegetal

concentrado a una estufa 21 30 °C para terminar de eliminar completamente el

solvente dc manera de obtener el extracto vegetal seco .

Presentamos cl % dc extracto vegetal extraido obtenido por el método SOXHLET.

gem molido muestra vegetal seco . vcgetal extraido .

En este método se trabajé con el extracto vegetal seco como se describié en (3.1-

b �0242),a este se le agregé 20 ml de I-[Cl al 5%, agitacién lenta , se }401ltrépara

climinar trazas oleosas .

HCI recuperado : 16 ml

Se agregé gotas ck; NI-I4 (OH) hasta Ph :95 con el papal de indicador Pzmpeha

(0-14);

Se observa :

Seco molido 9,5 .

royza

Se extrajé Hojas y corteza respeclivamente con 50 ml de Cloroformo en una pera

do bromo dc 100 ml .



�031 V

, 3.- Extraccién con Agua acidulada .

�030 ' Muestra vegetal seca y molida : Hojas de Guanébana (Anomz muricata )

�030 1 Corteza de Guanébana (Amma muricara )

. ._, Peso de muestra vegetal : 50 gr.

b seca y molida �030

1 El procedimiento se realizé por separado tanto para Hojas como Corteza, de

\ ' manera que se puedan comparar resultados .
�030 ,

; ; La muestra vegetal seca y molida se maceré en el solvente de extmccién y luego

1

~ 21 ebullicién , se mantuvo cerrado el recipients de trabajo para evitar perdida y

l " teniendo en cuenta que la droga vegetal tiende a hincharsc :1 medida que aumenta

�030 * la temperatura .

Solvente de extraccién : Solucién de écido clorhidrico al 1% .

Volumen de solvents : 250 ml .

�030 Temperatura dc extraccién : 90-100 °C _

Tlempo de extrnccién : l hora .

�030 Muestra vegetal V extracto vegetal (ml)

Seco molido

V

l

V

l 99

l



Se }401ltréen un }401ltrolento , cl extracto vegetal obtenido se alcalinizé cpn gotas de

NH4(OH) hasta un Pb 9.5 , luego se extrajo con 50 ml de Cloroforrno en una pera

de bromo de 100 ml .

4.5.-Anélisis quimico cualitativo de alcaloides .

Cada extracto bruto alcaloidal (cloroférmico) obtenido por los tres diferentes

métodos de extraccién, se concentraron en el Rotavapor y el extracto vegetal

concentrado fue vaciado a tubos de ensayo y luego llevado a la estufa a 30 °C para

la eliminacién total del solvente (cloroformo) .

E1 extracto bruto alcaloidal seco ( base libre de alcaloides) fue tratado con 10 ml

de una solucién de /\cid0 clorhidrico al 1 % , obteniendo de esta manera

clorhidratos alcaloidales , a esta solucién de clorhidratos alcaloidales se le realizé

el anzilisis cualitati\'/0 para la deteccién dc alcaloides.

En el siguiente cuadro presentamos los resultado obtenidos del anzilisis cualitativo

para la dcteccién dc alcaloidesz . ,

.

�030 H10



, ,

r I

V ,

J

I

1 J �031

�030 » Reactivos de precipitacién

7 , Método de Muestra
\ u r

r , extracclon Vegetal
�030 I Sew y Dragendorff Mayer Wagner

, I molido

J >

3 ' Exlraccién con Hojas (+) (+) (+)

�031 solventes no

: -, miscibles con el agua

�030I I
�030 , Corteza (+) (+) (+)

:1 �030

P

)

I » Hojas (+++) (+++) (+4+)

j , Fxtrnccién con

solventes miscibles

* �030 con el agua

,1 �030 Corteza (***) (++) (H)
1 ; V

1 .

, H0188 (+) (+) (+)

Extraccién con agua

�030 acidulada ,

Cort}401la (+) (+) (+)

�030 TABLA N" 10. Resultados del anzilisis cualitativo para la deteccién dc

alcaloides.

J- Dragendorff 2 precipitado naranja .

- Mayer : precipitado blanco. .

I Wagner : precipitado marrén .

HH



�030, :

T , De lo expuesto se selecciona el Método de extraccién con solventes miscibles con

I�031 el agua para su continuacién en los siguientes anélisis .

C �031

I,�030 ,
V

�030 ; También es interés de esta investigacién conocer los otros constituyentes

�030 V

. quimicos contenidos en las drogas vegetales de la Gtlanébana (/{norm muricalu) .
�030 I

�031 En el siguientc cuadro presentamos los resultados obtenidos de las marchas

\] I

V , }401toquimicasrealizadas .

1 %
i v .
l )

1 ; Extracto vegetal _

; 5 V

�030 Pruebas

)

�030 Hojas Corteza Hojas Corteza Hojas Corteza
F

I (-)

) �030

- M

y  

}402

, Bomtrager (-) (-) (-) (+) ""-

J

\ TABLA N" 11. Resultados de la Marcha Fitoquimica de Hojas ,Corteza do

Guamibana.
I

1 W2



�030V7

I A continuacién se presentan los resultados del anélisis de Cromatogra}401ade Capa

�030 Fina realizado al extracto bruto alcaloidal del Método dc extraccién con solventes

i ' miscibles con el agua .

i I
, �030 Placa cromatogra}401cas : Cromatofolios de Silica Gel 60 -MERCK

' Espesor de placa : 0.2 mm

1 Dimensiones de placa : (5 x 10 )cm

J Activacién dc Placa : 100 °C x 1 hora

l �030 Volumen de muestra : 15 pml

; aplicada

Eluyente : Cloroformo �024Metanol�024Nl-I3(gotas) (80:20 )

I V Volumen de Eluyenle : 30 ml '

~ Dimensiones de la Cuba : (15 x 10x 5) cm

Revelado : Luz UV (365 nm).

Reactive de Dragcndorff

Secado : Estufa ~40 �034Cx l5 minutos .

\ En el revelado de las placzis ante la luz UV :1 365 nm. , muestra }402uorescencia,

presenlando marcadamente 5 manchas en forma vertical del arrastre para la

�030v corteza y 6 manchas para las hojas de Guanéxbana , con la aspersién del reactive

i de Dragendorff se puede visualizar mejor las manchas ya que obtienen una

' coloracién rojiza . _

J [03



La prueba fue realizado por duplicado obteniéndose el mismo numero de manchas

en el segundo cromatégrama , se procedié a deterrninar los Rf para cada uno de

los cromatogramas , en la siguiente tabla prescntamos los resultados obtenidos .

Final recorrido del sol ente >

2' ' E.
3- 1. "

5 _ A _ 0' 1 . .

" �030 ' a _,. =

<3 f D C .' D .

A ,« C�030 �030 S�030;�030, C '

�030 J5 .7 �030I - I

A A b v < J3 ,.

�030 A �030

Linea Base (Pa tida)

. ' V

J
�024

.

Figura N" 19. Revelado dc la Cromatografia dc Capa Fina dc Hojas y

Corteza de Guanébana (Anomz muricata). _

V I04
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I�030

J» �031r
1

�030 I

}

1 I

a : Cromatégrama Cromatégrama

l J analizado Reveladas N01 N02

» �031 if
5 7 1

V? 5
9�034 ° if
�030 �031
�030I at
I J1

�034 Tj
3!
�030 Dz =7cm�030Constante cn ambas cromatogra}401as.

3 TABLA N"l2 . Valorcs dc Rfobtenidos en la prueba dc Cromatografia .

/ g _

' I 4.6.�024Anélisisquimico cuantitativo de alcaloides .

1 .

C La cuanti}401caciénde los alcaloides totales solo se realizé en el extracto bruto

�030 alcaloidal seleccionado segfm los anzilisis cualitativos ya descritos . debido a que

. 1 la cantidad de los alcaloides en los métodos no seleccionados CS muy minimo .

j El extracto bruto alcaloidal ( cloroférmico) del método de extraccién con

' 5 solventes miscibles con el aguu( Mctanol) , }401lesacado en cstufa a 30 " C .

�030 ms



' iii?
A �031E�031:

)

1

I Para la cuanti}401caciénsc usé el Método de Titulacién Acido ~ base en medio

I

4 ) acuoso debido a la facilidad del método y la fécil adquisicién de los reactivos

�031 usados .

= u

r V Cloroformo usado : 5 ml

�030 �031 �030

i K Titulante : Hidroxido de Sodio 0.01 N. .

1 �031 Factor dc correcccion : 0.999

\

1 Valoranle : Acido clorhidrico 0.01 N. �030

\�030 Factor de correccion : 0.999 1

* 1

b �030 Volumen dc valorante : 5 ml 3
1 ; 2 j

I , Indicador : Rojo de Metilo . II
�030 >

I �030 Equipo : Bureta graduada de 25 ml . �030K

�030 \ �030:I~�030
. .:�030;�030.l

E En la siguiente tabla se presentan los resultados del presente anélisis 2 7

4

Muestra vegetal seca y molido de la �030

Guanébana �030 �031

A V  :

\ Densidad del extracto 1.7 1.7

bruto alcaloidal �030 �030

�030 (gr./ml) ' �034�030

» Volumen gastado de 2.3 4.1 - I

, Na(OH) (ml) �030

�030 E

% Alcaloides Totales 0.394 0.131

T TABLA N"l3. Resultados dc la Cuanti}401cnciénde Alcaloides de Hojas y. é �030
Corteza de Guamibana (Amma muricata).

�030�030 [Uh
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D

I Se realizé esta prueba de cuanti}401caciénpor duplicado , obteniéndose vol}401menes

�031 parecidos de Hidréxido de sodio gastado y de la densidad del extracto bruto

)

�030, alcaloidal .

i

�030I 4.7.-Anélisis microbiolégico del extracto alcaloidal .

x

V�030 Para este anélisis se seleccioné el extracto bruto alcaloidal dc Hojas de

Guamibana (Anona muricata ) , por contener tanto cualitativa como V

: cuantitativamentc mayor cantidad de alcaloides , pero también presentarernos un ti

anélisis con el extracto bruto alcaloidal de Corteza de Guanébana (Ananu '

�030 muricata ).

�030 El microorganismo usado es el Entcrococcus Faecalis . Se debe recalcar que

todas las pruebas microbiolégicas deben realizarse en extrema esterilidad de I03 I

instrumentos a usar , asi como el manipuleo de�030e_stos ,

�030 El extracto bruto alcaloidal (clorofénnico) de Hojas de Guanébana fue �030

Y transformado a extracto acuoso dc Clorhidrato Alcaloidal seg}401nlo que describe �030

Ia metodologia presentada . '

« Este extracto acuoso }401Jediluido haciendo uso de pipetas esterilizadas de 2 ml , el �030

W transports: de cstos se realizé en presencia de un mechero encendido para evitar

l()"/



H r

) T-�024j

\ E

1

7

�031 contaminacién alguna . Se siguieron todos los pasos descrilos en la metodologia

D

7 t dI , presen a a.
.

�030 J . , . . . . , .
1 A contxnuacnén se presentan los pasos reallzados en el anahsls mlcroblologlco y
�030 i

J
' tamblén los resultados obtemdos en dlcho anéllsls .

�030 I

�030 n
F
�030 \

1
�030 ,

�030 /

V

I
1

i ,

3 .

1
�030 ,

J u

i �030.

�030 I .

V ) 3

1, �030

\

.

.

V

�030 ms:
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1�030 '

E1 1 r 11W !.

�031 1J ,

1

I

. ) _

I �030�031 mlSol

1 �030 jji
"7 : 2,48.105 163.105 164.105 151.105

1 ,
�030 ' 0.25 5 5 5 S

1 1 05 248105 87105 54105 5

1 I %0 2,48.105 82.105 47.105

)

I1 2 2 5 2.105 . 5 5, �030 /0 ,48.l0 7 4510 34.10

I 1'

1 , 248.105 34.105 31.105 29.105

1 ' 1 8 243105 13105 20105 15105. *4 A) , . . . .

J�030 ' TABLA N°l4. Conteo del crecimicnto dc Enterococcus en accién del extracto

1 1 alcaloidal de Hojas de Guanébana (Anomz muricata).

l

5 1
" ,1 C=151.105

1 .

5 E 1 = 2.48.105, .
1

, { F=15.10�031

W C�024F 151.105�02415.105
K�030 7%)x100=�024�024�024�024-�024�024�024(5 2 x100=91-57%
1; 0 (C-1) (151.10 �0242.48.10)

: 1 Ahora para gra}401carpasamos los conteosa 10g(UFC)/ml como muestra la siguiente

�030 tabla:

�030 111



1 r

1

' Concentracién (ml de extracto / ml de solucidn) .

1

} Horas control 0.200 0.400 0.800

I

1 5.390 5.390 5.390 5.390 5.390 5.390 5.390

_ ' 7.230 7.100 6.940 a 6.860 6.530 6.110

�030 log(UFC)/ml

I 7.210 6.610 6.730 6.670 6.650 6.490 6.300

1 a 7.180 6.720 6.650 6.640 6.530 6.460 6.180

1

0 �030 Con el mismo procedimiento usado para el anélisis microbiolégico del extracto

W i acuoso dc Clorhidrato Alcaloidal de Hojas dc Guanébana se realizé también un anzilisis

il al extracto acuoso de Clorhidrato Alcaloidal de Corteza de Guanzibana con un

: microorganismo diferente llamado Por}401romonasGingivalis.

Estc microorganismo es muy parccido a los Enterococcus por producir infccciones en

pacientes ambulatorios u hospital pero su accién _.microbiana reside en cl ambiente

' bucal, son microorganismos periodonlopéticos .

. A conti11uaci()n se presentan resuliados obtenidos en este zmélisis .

" 1

! 1?



Gra}401coN°l. >

�030 " Efecto de las Hojas de Guanébana sobre el I

. crecimiento de Enterococcus.

T. 7.500
5 i 7.400 T T TT T T T 3 T

\ , , , , ,, , , , §�024pa-�024Con!ro|

7 7.200 T g �030
, 7.100 § M

i N :~m�024:}401r2:crt:/rride sol;

T. , 6.900 L._L."."'~\..�030 T ;
V I " \\\ \�030 .. {._n._,Q05n-1 '1

�030 T �030 _ ' _.l' �031 I�030 e;<tractolml de sol; T 1

.» . g 6.600 TT - T �030W/�034TTTT g .

I 0' | G N 7 V V 7 7 5~r-�0240.1m|exlractolml5

5 6.400 T T T T T i desol 2

5 6.300 T T T TT T T TT .

�030 .3 V 7 ~ 0.2 ml exlraclo/ni �030T .

. 6.100 / T dew

. 6.000 T /4 T T i

�030 ' V�030 3-9�024�0240.4rnlextracto/ml.

5800 ' de sol

5.700 T 3 �031

} . �024-tr-�0240.8ml extraclo/rnlf

\ 7 7 H de sol

5.400 T �030 .

, 5.300 »

1 1 0.000 24.000 48.000 96.000 1

\ V Tiempo en horas .
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EXTRACTO ACUOSO DE CLORHIDRATO ALCALOIDAL DE

CORTEZA '

, UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA I ml UFC/ml

�030 HORAS CONTROL 0.025 ml 0.05 ml

'

TABLA N"l5. Conteo del crecimicnto de Por}401romonasen accién del extracto

alcaloidal (lc Corteza de Guamibana (Anona muricam).

%
I Gra}401coN°2.

. { TT T T T T _ 1
g ' Efecto de la corteza de guanabana sobre el creclmiento de

I Porfiromonas 1'

l i V

V I 9m A A
�030I:E 8 _ 7 �024 V

I //�024
; E 7 T T ~ i >-T / ~ +CONTROLl

1 2
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V.-ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS .

Los resultados obtenidos en la presente investigacién marcan su importancia desde la

recoleccién de la planta analizada ya que se determino cualitativamente que la ctapa

vegelativa en la que se presenta mayor cantidad de alcaloides es antes dc la primera

floracién dc una planta joven (aprox. 1 �030/2dc edad ) ; las primeras operaciones de

preparacién de la muestra , siendo la temperatura de secado apropiado para evitar

perdidas dc alguno de los componentes quimicos analizados y el tama}401odc pzu}401culade

la mucstra para tcncr mayor érea de contacto en la extraccién sélido-liquido ; de variar

alguno de estos procedimientos usados se obtendrzin resultados diferentes , es por ello

que se trata de mantener constantes en lo mayor posible algunos parémetros de}401nidos

en la investigacién .

En el proceso dc extraccién se mantuvo constantc algunos parzimetros :

- Muestra de droga vegetal seca y molida.

�024 Tiempo dc extraccién .

- Volumen de solvente .

- Proceso de extraccién (Extraccién continua ). V

Los resultados obtenidos en los (res diferentes métodos dc extraccién y en los anélisis

cualitativos dc identi}401caciénmuestran : �030

I I 5
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d; / Identi}401cacién

, Método dc % dc extracto de los

} I Muestra Extraccién vegetal alcaloidcs con

�030 b Vegetal seca y extraido reactivos de

' molido identificacién .

i �035 Extraccién con 5.94 (+)

Dicloromelano

) Exlraccién con 30.6 (+++)

�030 , Metanol

{ / Extraccién con (+)

I : Agua acidulada

;
3 Extraccién con 1.84 (+)

�030 ; Diclorometano

' �030 Extraccién con 26.8 (++)

, Cortezq
�030 ' �030 Metanol

; ' Extraccién con (+)

Agua acidulada

En la extraccién dc alcaloidcs con solventes miscibles con el agua (Mctanol) , se

obtiene mayor cantidad dc extracto vegetal , esto 59 debe a que estc tipo de solvents

extrae de la droga vegetal los alcaloides tanto en la forma libre como en la forma de sus

sales , asi como también otras sustancias de naturaleza bésica , écida y neutm, es por

' esta razén que tanto en las Hojas como Corteza de guanébana se obtienen mayores

x valores de % de extracto . .

Ademés de obtener mayores canlidades de extracto vegctal seco lo cual nos asegura un

�030 completo agotamiemo dc la droga vegetal , en este proceso sc obvia el prertratamiento

_ de la droga vcgetal con zilcali , de esta manera se evitau posibles alteraciones en el

proceso de cxlracci<')n .

x 3 I .~.



024

�030 ' El % de extracto vegetal seco no de}401neuna mayor extraccién de alcaloides ya que

�030N : todavia este necesita ser puri}401cadopara poder recién obtener datos especi}401cosde la

; presencia de los alcaloides .

r Con los extractos brutos alcaloidales ( clorofénnicos ) previamente transformados para

�031 f los anélisis cualitativos , se realiza los ensayos con los tres reactivos de identi}401caciény

�031 para obtener datos certeros la prueba debe dar positivo con los tres reactivos esto

I

�030 » cerciora independiente de la canlidad hallada la presencia 0 no de los alcaloides .

�030I j En la presente investigacién el extracto bruto alcaloidal obtenido de la extraccién de

1 ) alcaloides a partir de hojas con solventes miscibles con el agua mostré mayor cantidad

�030 : de precipitado con los tres reactivos lo cual permitié que seleccionemos este método de

3 extraccién como el mas aconsejable para la obtencién de alealoides a partir de la Anona _

' muricata . '

Con el mismo método de extraccién las Cortezas también muestran la presencia de

) alcaloidcs .

Una vez de}401nidoel método de extraccién se procedié a los analisis cuantitativos , los

�030 cuales cuanti}401canlos resullados anteriormente presenlfados .

En la cuanti}401caciénac alcaloides por el método volumétrico :

I�030 Muestra vegctal seco y molido de la _

�030 Guanébana

r
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i t Estos resultados confirman que las prucbas cualitativas no solo predicen la. presencia

» sino también la cantidad de alcaloide en la droga vegetal .

�030 En la cromatografia de capa }401nase observa que el revelado de las hojas de Guanébana

= presenta 6 manchas coloreadas mientras que el revclado de las cortezas de guanébana

presentan 5 manchas coloreadas , el diémetro de las manchas de las hojas es mayor al de

�031 la co}401ezalo cual también nos predice que en las hojas hay mayor cantidad de alcaloides

:�030 que en las cortezas .

I De contar con alg}401nalcaloide esténdar de las Hojas de Guanébana se puede comparar

�030 �030J la forma y érea de las manchas asi como también cl Rf , caracterizando de esta manera

J! los alcaloides presentes en nuestro extracto bruto alcaloidal .

�030 Otra manera dc caractedzarlos seria mediante un espectro IR y espectro de masa ,estos

* espectros caractexizan cualquier compueslo desconocido. _

: Como en la presente investigacién no se cuenta con algfm alcaloide estzindar queda en

�031 incertidumbre la identi}401caciénestructural de cada alcaloide revelado en la

y cromatogra}401ade capa }401na, para mermar esta incertidumbre se presenta en el Anexo (3)

los espectros IR de los Extractos Alcaloidales dc Hojas y Corteza de Guanébana ,en

estos cspectros se relgistra la longilud de onda 0 f1:ec11encias de los grupos funcionales

presentes en los extractos mlajizados , la presencia de un grupos funcionales

�030 nitrogenados , anillos arométicos pueden avalar instrumentalmerite la presencia de

�030 alcaloides en los cxtractos analizados . �030

�030 Estos datos scrim indispensables para las investigaciones futuras dc caracten'zaci<�031)ndc

�030 los alcaloides que se aislen de los extractos alcaloidalcs .

: 1 Is



N �030 El extracto acuoso de Clorhidrato Alcaloidal de las Hojas de guanzibana fueron

�030 2 ensayadas microbiolégicamente para poder conocer la accién que pueda tener frente a

: un microorganismo , en esta investigacién Enterococcus ; los valores obtenidos en el

�030 conteo dc bacterias Enterococcus en el tiempo, en las diferentes diluciones presentan

�030 : una descendencia exccpto en la concemracién 0.25/10 que a un tiempo de 96 horas

1

}402 aumenté el conteo dc bacteria, esto se puede deber a la minima concentracién del

1

3 �031 cxtracto que inhibe por un lapso necesitando una nueva dosi}401caciénde extracto para

J mantener la descendencia ,a si mismo en la concentracién 8/10 se observa que a un

V J tiempo de 48 horas el conteo de bacterias aumenta y a 96 horas disminuye mostrando

> inestabilidad de la bacteria ; no se obtuvo un CMI debido a que no se llega a] 99.99 % ,

> debido a esto se halla un % de e}401cienciaresultando este valor 91,57 10 cual indica que

�031 el extracto analizado a su méxima concentracién inhibe e] crecimiento de las bacterias

r con respecto al control en un 91,57% .

�030 Si se quisiera dar aplicacién en base a estos resultados se usarian concentraciones que

' presenten una inhibicién estable , del gra}401cola concentracién que presenta estabilidad e

inhibicion es 4/10 .

Los resultados obteniblos en el extracto bruto alcaloidal (clorofénnico) de las Coneza de

5 guanébana no muestran la presencia de actividad microbiolégica frame a las

I Por}401romonas, esto se debe también a la minima cantidad de alcaloides presentes en

�030 esta droga vegetal . �030

En el anexo (4) se presenta algunos analisis microbiolégicos realizados al extracto

�034 �030 vegetal de Hojas de Guanébana. -

r�030 I I0
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A�031 VI.�024CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES. .

�031 6.1.-Conclusiones .

�024 I

. - Se determiné que la metodologia para la extraccién de alcaloides a partir de Hojas y

�030 �031 Corteza de Guanzibana (Anona muricam ) es : La extraccién con solventes

, ' miscibles con el agua , seleccionando el Metanol como el mejor solvente de

\ r

i ; extraccién debido a su alta polaridad y bajo punto de ebullicién .

�030 - La etapa vegetativa para la recoleccién de la droga vegetal es de 1 �030/2aprox. de

._ edad de la planta dc guanzibana , antes de la primera }402oracién.

- Las operaciones prcvias de acondicionamiento de la droga vegetal para obtencr

mayor rendirniento en la extraccién de los alcaloides son 61 secado a 60 "C y la

molienda hasta un polvo semi�024fmo . . .

�034 �024 Las Hojas de Guanzibana presentan 0.394 % de alcaloides totales siendo este mayor

a la Corteza que presenta 0.131% de alcaloides totales .

�024 La Cromatogra}401adc Capa Fina mueslra que las Hojas de Guanébana contienen 6

' alcaloides y las cortezas contienen 5 alcaloides .

I20



El extracto acuoso de Clorhidrato Alcaloidal de las Hojas de guanébana dc

guanébana presentan inhibicién frente a los Enterococcus en una concentracién de

0.4 .

Las Cortezas de Guanébana no presentan actividad microbiolégica frente a las

Por}401romonas.

-'
. *

.

.
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I�030 �030.

J

1

�030

.

, 6.2.- Recomendaciones . _

�030I J

1

I J

' A - Continuar en 10 future con los anélisis instrumentales ( espectros UV, Masa, etc)

�030 I que permitan obtener infotmacién estructural de cada uno de los alcaloides

1 ) presentes en los extractos analizados en la investigacién , ya que de esta manera se

i > podria identi}402carel alcaloide activo que da lugar a la accién microbiolégica

J J encontrada en el extracto alcaloidal de las Hojas dc Guanébana .

\

�030 1

, - Ademés de las pruebas de actividad microbiolégica es necesario realizar estudios

I farmacolégicos o screening , ( DL50 , DE50) ; pruebas realizadas en ratones , con

�030 lo cual se podré determinar los diferentes efectos biolégicos atribuidos a esta

L planta (antidepresivo , antiparasita}401as,astringente, citotéxica, hipotcnso, insecticida

) ,etc.), cuyos resultados serén probabilidades de la accién que pueda tener el extracto

�030 en un ser humano .

' �024 Con los datos zyobtenidos de la extracciér; seleccionada en la investigacién

(extraccién con solventes miscibles con el agua ) , se recomienda realizar ensayos a

: nivel piloto para hacer posible un estudio de Pre�024factibilidadpara la instalacién de

�030 una planta de Extractos Vegetales en el Pen] . �030

122



- Siendo los resultados de los anélisis microbiolégicos del Extracto Alcalqidal de las

Hojas de Guanébana positivos a la accién antimicrobiana , se recomienda

desarrollar productos }401toterapéuticoscuya formulacién contcnga el extracto

mencionado en la dosis determinada tanto por anélisis microbiolégicos y

biolégicos.

" I - -

.
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; [ Tabla N°6

, DISOLVENTES ORGANICOS Y ALGUNAS CONSTANTES Fis1cAs MAS

f > �030 CARACTERiSTICAS.
/ .

.

�030 }

A 7
�030 4

�031
�031

% I I

J 7�031 5 T
j ; E j

i

�030 T
; J

E
i T

% V

5

�030
L 3

I

�030 : p.e. (punto de ebullicién)

�030 �030 e (constante dieléctrica)
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�030 �030|'écnicasA\'unI:u|:I~' cn()uin1ic:1 (�030nun-3::-.\vnl»i.-nr II-.-~.. rlu-»-J "HUI H9

�031 v Descripcién del equipo SOXHLET.

l

; i La extraccién Soxhlet ha sido (y en muchos casos, continua siendo) el método estandar

l C . de extraccién de muestras sélidas mas utilizado desde su dise}401oen el siglo pasado, y

; actualmente, es el principal método de referencia con el que se comparan otros métodos

�030r de extraccion. Ademas de muchos métodos de la EPA (U.S. Environmental Protection

�030 �031 Agency) y de la FDA (Food and Drugs Administration) utilizan esta técnica clésica

A como método o}401cialpara la extraccién continua de sélidos.

; En este procedimiento la muestra sélida }401namentepulverizada se coloca en un cartucho

dc material poroso que se sitfra en la camara del extractor soxhlet (ver }401gura).

Se calienta el disolvente extractante, situado en el matraz , se condensarr sus vapores

.�030 que caen, gota a gota, sobre el cartucho que contiene la muestra, extrayendo los analitos

solubles. Cuando el nivel del disolvente condensado en la cémara alcanza la parte

, superior del sifén lateral, el disolvente, con los analitos disueltos, asciende por el sifon y

retoma al matraz de ebullicion. Este proceso se repite hasta que se completa la

A extraccién de los analitos de la muestra y se concentran en el disolvente.

�030 La extraccién con Soxhlet presenta las siguientes véritajas:

- La muestra esta en contacto repetidas veces con porciones frescas de

�031 disolvente.

V ' La extraccién se realiza con el disolvente caliente, asi se favorece la

solubilidad de los analitos. �030

r - No es necesaria la }401ltraciéndespués de la extraccién.

�030 - La metodologia empleada es muy simple .

- Es un método que no depende de la matriz. b

~ Se obtienen excelentes recuperaciones, cxistiendo gran variedad de métodos

o}401cialescuya etapa de preparacién de muestra se basa en la extrzxccién con

Soxhlet.



1 l�030écI1ic'.\.s/\\nn7:1du< cn Quixniczu ('1';nci;1\ \In|\i-,~muIc~._ cuxw 1!)!!! H5

�030 s

§ �031 Por otra parte, las dcsventajas mas signi}401cativasde este método de extraccién

; son:

\ ~ El tiempo requerido para la extraccién nonnalmente esté entre 6-24 horas.

_ �030 - La cantidad de disolvente orgzinico (50�02430()ml)

i ) - La descomposicibn térmica de los analitos tetmolébiles, ya que la temperatura

�030 3 del disolvente orgénico esta�031:préxima a su punto de ebullicién.

�030 - No es posible la agitacién del sistema, la cual podn�031aacelerar el proceso de _

�030= extraccién. <�030

- Es necesaxia una etapa }401nalde evaporacién del disolvente para la

�031 concentraciém de los analitos.

0 Esta técnica no es fzicilmente automatizable. _

_ ___ Fluid uguu

1 f �030L Dedul con muestra K

�030�024�024*E�030.

4�030___ _,. .Solvente

_ '1

�030 Manta dc calcntamicnu

Disposi}401vode exfr cvdén sox'h�030ef
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Preparacién de Reactivos de precipitacién de alcaloides.

-Reactivo de Dragendorff modi}401cadopor Munier . (Normas DININCRI-PERU) �030

a.- Disolver 1.7 gr. de Nitrato bésico de Bismuto y 20 gr. de Acido Tanéxico, en 80 ml

de agua .

b.- Disolver 16 gr. de Yoduro de Potasio en 40 ml de agua .

Mezclar vol}401menesiguales de las soluciones a y b = Solucién de reserva .

Disolver 10 gr. de Acido Tamirico en 50 ml de agua y agregar 5 ml dc solucion de

reserva .

Usar gotas del reactivo y observar un precipitado rojo .a naranja , lo cual indicaré la

presencia de alcaloides .

�024Reactivode Mayer .

a.- Disolver 1.36 gr. de Cloruro dc mercurio 11 en 60 ml de agua .

b.- Disolver 5 gr. de Yoduro de Potasio en 10 ml de agua .

Mezclar a y b y diluir con agua hasta un Volumen de 100 ml .

Usar gotas del reactlvo y observar un precipitado. bllanco, lo cual indicarzi la presencia de

alcaloides .

.

�024Reactivode Wagner .

Disolver 1 gr. dc Yodo y 10 gr. de Yoduro de Potasio en 50 ml de agua . I

Acidi}401carcon 2 ml de zicido acético glacial , diluir con agua hasta un Volumen de 100

ml .

Usar gotas del reactivo y observar un precipitado manén , lo cual indicaré la presencia

de alcaloidcs .
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Espectros IR de los Extractos Alcaloidales de Hojas y Corteza de

Guanzibana. '

Los extractos alcaloidales cloroférmicos de Hojas y Corteza de Guanébana fueron

analizados en la Unidad de Servicios de Anélisis Quimicos (USAQ) de la U.N.M.S.M.

, las especi}402cacionesdel equipo usado son las siguientes :

-Equipo empleado : Espectrofotometro Infrarrojo con Transformada de Fourier FT-IR.

-Marca : Nicolet

-Modelo : Impact 410

-Accesorio : Transmitancia Total ( Celda de KBr )

�024Rangode lectura : 4000 -400 cm"

Las muestras enviad:/as fueron identi}401cadasde la siguiente manera :

Muestra M1 2 Extracto Alcaloidzil cloroformico de Hojas dc Guanébana .

Muestra M2 : Extracto Alcaloidal cloroférmico de Corteza de Guanébana . A

El informe que a continuacién se presenta solo interpreta a los grupos }401mcionalesmas

comunes ,con ayuda de tablas de correlacién dc numero de onda para los diforentes

grupos funcionales se puede interpretar aun mas los picos de los espectros IR para las

muestras analizadas .



I

; PARA LA MUESTRA Ml .

1 I ' �030

�030 �030 GRUPO FUNCIONAL PICOS CARACTERISTICOS

I .

7 (cm'�030) .

�030 1 N-H(An1inas , amidas) La muestra presenta picos a : 3376.82

�031 La muestra presenta picos a : 1220.91 ,

1

1 C-N 1272.82
1

�030 (:) -NH-R , C) -NH; La muestra presenta picos a : 1596.73 1

1 ,1658.62 , 1715.06 , 2854.51 , 2923,73

1 J PARA LA MUESTRA M2 .

i .
1

�031 GRUPO FUNCIONAL PICOS CARACTERISTICOS

P

. (cm")

1 J N-H(Aminas , amidas) La muestra presenta picos a : 3388.27

La muestra presenta picos a : 1240.72 ,

�030 C-N 1280.95

�030 C) -NH-R , C) -NH; La muestra presenta picos a : 1653.13 ,

1732.18 , 2855.21 , 2923.14

1 Se puede observar que los espectgos de ambas muestras ( M1, M2) presentan picos muy

�030 similares de 10 cual se deduce que en ambos extractos sc encuentran 10s mismos grupos

, funcionales , esto puede deberse a que los alcaloides presentes en las Hojas scan los

1 mismos que los de la Corteza de Guanébana .

1 Debido a los resultados obtenidos es recomendable en 10 future aislar cada alcaloides y

, realizar nuevos ensayos dc espectro IR y Masas .
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I =�034 I , I ' �030�030�030�030�031�030�030"=�030~'�030'�030
, g �030! UNIDAD DE SERVICIOS DE A.\'ALISIS QUIMICOS e \ ;
J  'i �034"~�030*~-* ' W 4+�030�034V�035~ "�024�024-�024-V V V V �024 �024V �024 �024 �024 -»'�024~£�024�024~v-~�024�024~�024»~'A'1

I INFORME DE ENSAYO ,

N" 0I5�02406

' Atcncién : Srlu. Vcrénicla Rivas C.

�030V f Rcfercncia USAQ :_ 0l3«0l/02

' Cotizacién : 0l6�024'_�031006/USAQ

' : Mucstras : EX'l'R1\("l'()S ('I.()R()|�0310RMlC()S

' Fccha dc Rcccpcifm : I7/0|/06

�030 * Fccha dc Ilmisién : 20/0|/06

}

Y

_ RESULT/\|)() DE MUESTRA DE: EXTRACTOS CLOROFORMICOS

J

\ PARA LA MUESTRA 013-0| (M I)

J GRUPO FUNCIONAL PICOS CARACTEIUSTICOS

_ t}401)

.L�030]|�030 |.u IIIlIt.�030\lr:|III]-(H prmcnlu pimx 1|:

' ___i _ Z')Zl7_1, 2X5~I.5l_ H5X.|l_\ |}(>1.()I.

�030 �024�030C|l3 lu In\Ic<Im prc:<cnl:| picm n: 2X5J.5l.

W A�034__ ## _I_-J5-�030LI3\�03077I.Z1.

r�030CH Lu um-:_.s,Ir:I prcxmun pic:-s LII 2354.51 )

�030 _ I �030(!.3.l).3_.~_j______j___

�030 ' ()_H In vmnsslru prcscnlu picu,< :1: ,lI7(u.RZ.

: C_() I :I mIIc.\�030lr:|prusvcnlu [1icn>�030.:1: I I |(\.7X.

1 C04)�035 l.:|-llIllC.\l|�031KIpr\:\Cl\l;I picos u: |7|5.0(v.

1 /�030\cidu(�030arhoxiliu\_7W___7L�030-"�030-'3-'V�0303'�035'~137'?�034-�030'z3_�030_�031'_�035_''_7__

1 , ,\R()MA'|'|(�030() |:I III|I\.�030\�030lT:lprc\�031cnl-.1pica: :1: I(»534_(»}402

\ |5�030)l».71,I|l(x_7X_ |(I2�030),)3.X2(u.}W _\

_W , _7]L3j.-_. __ 47%-,

Mm:\'Im prnpurcimuulzl par cl L-Iicnlu

Hi-(�030I5�024()(L(l�031;igin:1I (I-3 J)
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U1\I\ ER.)lD:\D I\!\UON.-�030\l.;\l.»\\ OR DI. SAN :�031\l.�031\RL.OS= ' ' �030
�030 A ' W5 =

H , . ff�030-�030'i;;j' ; ~ 4 . . . ; -_= 1:�030 . �034 g Ha I. r.»\v DI-. Ql l.\l!(A 1-. l.\(:f;.\lL!\�031l.-\QLl.\HL.=\ , (§;~Lg,�024,e
N 5.» . _ r / >3. .43 M , , , ,~ V

V11 » { UMDAD DE SERVICIOS DE ANALISIS QUIMICOS , .
. 1 1

' r�024�024�024�024�024�024�024�024;-~�024�024~7 ~ �024_....~# __,..,,,.A , -. , _,__,_.-,V_,__, ___ _#__A7L___ __ J

.1. i

J , .
2; ' PARA LA MUESTRA 013-02 (M 2)

\

1 ' GRUPO FUNCIONAL PICOS CARACTFIRiSTlC()S

�030J ' (cm"

�030 ) .C|-|V._ l.u mucslru prcscnlu picos u: 2l)23_|.L

I D �030 285i.2l. |-838.32 Y lJ74.7�030).

: �031 |.u Inucslm prcscluu picos :1: 2�030)23,l-L

I , ZXSSJI. H58.X2 Y 757.90.

R �031 :-(�030H l.'.\ mux:slr:I prcxvnla picns u: 2855.2| _\�031

J I37-L79.

I ; l.:I mucslm prcscnlu picos :1: 3388.27

I

J (�030.0 La nmcslru prcscntn picos -.1: I l3l).(l7

I

�030J 1 (�030()_()]| La nlucstran prcscnln picux u: |7J2.|X.

�030 , Acid�035Carboxilic�030, HSILXZ. I37-L79. 1280.95 _\ |3~|ll.72

I ) AR()M/\T|C() Lu mucslru prcscnlu picos :1: l(I53.|3.

�030 , |S92.77. lIJO.l)7. |039.5-S. 757.90 _\'

7(l().«|(I

\

fvluculral pmpart:inn;xd:I pur cl clicnlc

D

' Método: USAQ-ME-l0.Dclcrminaci6n dc compucstos por FT-IR.

7

1

�030« ' '.,�030x

) E:?L:§{�254:( Z '* t ,

�034 -�034-.-i-- : -3 V

h. z'??=:rjr"*�034':':r'�030
�030 - g; Mfg/&\n cln:-.1 Rodriguez Best

* �030"�030�034'D} ctora do In l|SAQ

\ �034_ (�030QP:597 .
:'~1=-_:-.~.x:�030�031''

»

' Nola:

�030 lil prcscnlc Inlbrmc sulumcnlc cs nilidu en su csludu urigiuul _\ sc rclicrn: (Inicul1\cI1lc :1 In niuc}402ruunallimdzl cuulquicr

curreccién. 0 cnnlicndu cn cl mismo In amulu anulnlnixlicumcnlc.

�030 ()bscrv.:

Lil mucslra pndrzi scr dc\uulI-.1 dcnlm dcl plum do .10 alias callcnduriox dc rcccpciunudu. Sin L-nuhnrgo. cunlquicr consullu dc

rcsulladns podrfx ser uhwclla dcnlru dc Im 15 dius czllcmlurim dc cmilidn cl lnlivrmc dc l~II1:<::_\o. dado cl (icmpu indicudo nu sc

�030 zlccplurun rL�030L'|unu\<.

J

Hi-I) I 5-U!-.(|�031z'|gin:I3 dc 3)

/ - ~ v -- ~. ....._.......,.. n1-.--...n A m�024..,11,1:/«vr:1.1\.1rr:,_~.71:,
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�031 llltcrmlo dt

.7 , Enluce Tipu dc cumpugsu) fr;-cuenci:I.»'. cm" lnlen.\'id'.u| �030

�034 _ ' C-H r\lL'.lnu\ 3.351%] �030)7() F-uenc V

] } [.3-H)-l -57!) Fuene

; �031 , ,u
' C�024H Alquenns (>c=c(\ ) 3_om.3.o95 Media

�030 675-�030W5 Fug-rte

J I _ C- H .»\Iq-.nn-v~' I -~C-�030(�030~~H�030: 330 Fucrlc

1 W C�024H Anillos :1mm:ilicos _:.u1o._nun ,u.~.1;..

�030 W b9U«�030)0() Fugjflc

W 0-H .»\|mho|es�030y fcnnlcs lmunumcn.-<1 3.590-1.65!) \":1n;1hlc

1 �031, Alcohules _v fcnnlcs |unido< por pucmei 3.300-3.6f�030:0 V.1ri;1hI¢_ ;. \eccs :|nch.1

:5 dc hidrdgcno)

J �031 ricxdos carboxzlicos tznonmm-.�024us') 3.500-3.050 .\lcdiu V

' .-iculos cnrbmfiicos Lumdui por pucnxcs 2.500-l.7(J() ,�024\nchu

I ' 1 dc hidrd-_.'cnuy

j '2 .\'�024H Aminns. anlidas 5.300.:-.5uo Mm. ,

J » F c=c Alqucnos |.6l0-l.63l) Variable
V

' / [ c=c Anillus aronnilicos L500-[.600 v-maul:

�030 ) czc Alqulnos 2.u>o.2.:5o Varinblc

' C-N Aminas. amidms l.l80<l.360 Fucne

�030 F C�031:�030.\' Nixrilos 2_:|o.z.2sn Fucrlc

�031 C-O I\lC()h()|!2I\'. élcrzi. jcidus c:1rbuI}402icus. |.05l)�024|.3U0 Fueru: '

éilcrcs

, C:-0 Aldchidos. cclnnas. dcnlos c:1rbo\}402|c0s. l.69l)-I761) Fucnc

éstcrcs .-

NO; Nilrqd¢rivados ' �030�030|.5!)}402~l.570 Fuenc

�030 �030 l n::x).:.37o Fucnc
 :T�024:�024

1

, ;

i

�030 Tabla Abreviada de las frecuencias de grupos funcionales orgénicos .

I

�030 Fuente : Principio de anélisis Instrumental , Holler Nieman �024QuintaEdicién .
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a V
2 .

L Anélisis microbiolégicos al extracto vegetal de Hojas de Guanébana en

, Hexano.
/ .

H En la presente investigacién se realizo también un anélisis microbiolégico al extracto

I vegetal hexanico de Hojas de Guanébana , este analisis se considera dentro de los

anexos por no haber dado positivo en las pruebas de identi}401caciénde alcaloides , pero

J se obtuvo buenos resultados frente a la bacteria Candida .

' Habiendo analizado el extracto vegetal es muy di}401cildeterminar que componente

vegetal es el precursor de la actividad microbiolégica presentada , dejando esta

, incégnita para investigaciones futuras .

r A continuacién se presentan los resultados 2
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_ Extracto vegetal de Hojas de Guanabana en

Hexano
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i \ 4 �030X �0244�0240mg

, /
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1 Horas ,

�030 Del gra}401cose intesfpreta un C.M.I. a una ddsi}401caciénde 0.4 mg , este valor es la

_ - Concentracién rninima inhibitoria , la curva debajo de esta es la curva bactericida que se

�030 da a una concentracién de 0.8 r}401g., en la tabla se puede observar que la muerte de las

\
a g bacteria se producen en un tiempo totalmente reducido de 15 horas , estos resultados

�030 �030 son muy buenos e incentivan a seguir experimentando no solo con Alcaloides sino con

�030 otros tipos principios activos presentes en esta planta .
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