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RESUMEN

La presente investigacidon tiene por objeto identificar los
metabolitos secundarios que se encuentran en la planta cucharilla
(Oreocallis grandiflora) nativa del departamento de Cajamarca, utilizada
por sus propiedades curativas. Se realizaron dos etapas a las flores,

hojas y ramas.

En la primera etapa se realizé6 una marcha fitoquimica en el que

las reacciones de coloracion y/o precipitacién fueron el punto de analisis.

En la segunda etapa se realiz6 el anélisis fitoquimico, con la
maceracion estatica, filtracion, evaporacién del solvente, cromatografia de
capa fina. En la identificacién de los componentes activos se utilizé
reactivos, luz UV, siendo la coloracién formada el punto de analisis.
Comprobando de esta manera que los metabolitos secundarios
identificados cualitativamente en la planta nativa cucharilla son:
alcaloides, compuestos fenélicos como catequinas, taninos, flavonoides,

quinonas, triterpenos y esteroides como glicdsidos cardiotonicos.

Palabras claves: Oreocallis grandiflora, marcha fitoquimica, metabolitos
secundarios, andlisis fitoquimico, maceracién estatica, cromatografia de

capa fina.



ABSTRACT

This research aims to identify the secondary metabolites found in
the plant cucharilla (Oreocallis grandiflora) native Cajamarca department,
used for its healing properties such. There were two stages to flowers,

leaves and branches.

In the first stage was performed preliminary test in which the

reactions of color and / or precipitation were analysis point.

In the second stage was performed phytochemical analysis, with
the static maceration, filtration, solvent evaporation, thin layer
chromatography. For the identification of the active components was used
reagents, UV light , in which the color were analysis point. Was checked
that the secondary metabolites qualitatively identified in the cucharilla
nati.ve plant are alkaloids, phenolic compounds as catechins, tannins,
flavonoids, quinones, ftriterpenoids and steroidns as. cardiotonic

glycosides.
Keywords: Oreocallis grandiflora, phytochemical screening, secondary

metabolites, phytochemical analysis, static maceration, thin layer

chromatography.
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INTRODUCCION

El uso de las plantas medicinales se sustenta en las experiencias
vividas por campesinos, ya que ellos a través del tiempo han probado y
manifestado que los recursos botanicos pueden resolver problemas
fitosanitarios, representando de esta manera casi las tres cuartas partes
de los medicamentos de origen vegetal que son empleados. Pese a la
diversidad de la flora que hay en el pais, es escaso el conocimiento

cientifico de sus propiedades para el control de enfermedades.

Las plantas producen una variedad de compuestos organicos que no
participan directamente en su desarrollo y crecimiento, estas sustancias
son los denominados “metabolitos secundarios”, a diferencia de los
metabolitos primarios que si participan. Ahora se sabe que muchas de
estas sustancias (metabolitos secundarios) juegan roles importantes en
procesos de defensa, necesarios para la supervivencia de la planta,
contra herbivoros y microorganismos patégenos, ademas de ello y lo mas
importante que se puede rescatar de estos productos secundarios es ser
una fuente importante de principios activos de medicamentos y de otros
productos quimicos valiosos como esencias, colorantes, insecticidas o

aditivos nutritivos.
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En el PerG el conocimiento de la cucharilla es completamente
empirico y los estudios de esta planta son escasos y limitados. A la planta
nativa cucharilla se le atribuyen propiedades terapéuticas que son
aprovechadas en medicina natural por un cierto sector de pobladores de
algunas provincias del Perl, cuyo uso de éstas carece de pruebas
cientificas que la certifique como un suplemento para la salud.
Precisamente la Fitoquimica nos determind los metabolitos secundarios
presentes en la planta nativa cucharilla, con estos datos y posteriores
investigaciones se lograra saber cuales son los efectos de los principios

activos en la persona.

Esté insipiente conocimiento o falta de impulso a la investigacién en
estudiantes universitarios enmarca una verdadera distancia con la
biodiversidad de la flora peruana, de esta manera trataremos de aportar

conocimientos previos para las futuras investigaciones.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION
1.1 Situacion problematica

A través del tiempo se ha adquirido conocimientos de parte de
nuestros ancestros en el uso de plantas medicinales para el
consumo humano, gracias a sus experiencias vividas, a las
necesidades de aquellas épocas, lo que les abrié paso a usar lo que
tenian al alcance de las manos, descubriendo asi nuevas formas de
lucha contra sus enfermedades, esa carencia de estudio cientifico es
el motor que nos impulsa a la investigacién tomando en cuenta que
las plantas medicinales abarcan hoy en dia gran parte de la
medicina tradicional por parte de varios paises, lo que conlleva a
buscar nuevas formas de sintetizar antidotos a partir de principios
activos de los metabolitos secundarios presentes en las plantas que

tengan propiedades curativas.

Se esta en constante busqueda por nuevos medicamentos que
curen las dolencias y/o enfermedades; y que mejor que nuestro pais
que es rico en biodiversidad como su flora, para aplicar aqui esa

blsqueda y seguir con la investigacion.
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Pero si nos ponemos a pensar ¢ja qué se deben estas
propiedades curativas?, llegariamos a la conclusién que estamos en
la necesidad de conocer: ;,Qué conlleva a que la planta realice
funciones especificas?, segun fuentes orales, existen diversas
plantas medicinales, en tanto nos enfocaremos en una de ellas de
manera particular, buscando ¢Qué sustancias contenidas en la
planta cumplen estos roles?, la idea fundamental es la presencia de
principios activos la cual radica en los productos naturales o
metabolitos secundarios el que sera nuestro punto de investigacién,
siendo este el motivo mas importantes para desarrollar esta tesis,
dando de esta manera el primer paso para que en un futuro se
puedan elaborar nuevos medicamentos a partir de la sintesis de

estos componentes.

Por lo tanto existe la necesidad de identificar los
metabolitos secundarios presentes en la planta nativa
cucharilla (Oreocallis grandifiora).

1.2 Formulacion del problema
Problema general:

¢, Cudles son los Metabolitos Secundarios presentes en la planta

nativa cucharilla (Oreocallis grandifiora)?

14



Sub problemas:

a)

b)

¢,Como se realiza la identificacién preliminar de los metabolitos
secundarios presentes en la planta nativa cucharilla (Oreocallis

grandiflora)?

;,Como se realiza la determinacién cualitativa de los
metabolitos secundarios presentes en la planta nativa

cucharilla (Oreocallis grandiflora)?

1.3 Objetivos de la investigacion

Objetivo general:

Identificar los metabolitos secundarios presentes en la planta

nativa cucharilla (Oreocallis grandiflora).

Objetivos especificos:

a)

b)

Realizar la identificacion preliminar de los metabolitos
secundarios presentes en la planta nativa cucharilla (Oreocallis

grandifiora).
Realizar la determinacion cualitativa de los metabolitos

secundarios presentes en la planta nativa cucharilla (Oreocallis

grandiflora).

15



1.4 Justificacion

Las razones que justifican la investigacién propuesta son las

siguientes:

b)

d)

Segun fuentes orales la planta nativa cucharilla (Oreocallis
grandiflora) es usada para alivio de afecciéon de vias urinarias,
regulacién del flujo menstrual, desinflamacién del higado y

rinones, fiebre, tos y resfrio.

La tesis concluida permitirda dar paso a la investigacién para
sintetizar nuevos farmacos a partir de los metabolitos
secundarios, es decir extraer los principios activos presentes

en la planta nativa cucharilla (Oreocallis grandiflora).

En el PerG el conocimiento de la cucharilla (Oreocallis
grandiflora) es completamente empirico y los estudios de esta

planta son escasos.

Hoy en dia las plantas medicinales son utilizadas por la
medicina natural como fuentes de drogas, ya que sus principios
activos tienen actividad farmacoldgica para su uso directo o

para la elaboracion de medicamentos.
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A partir de fuentes orales se establece que esta planta nativa
presente diferentes propiedades curativas, las que conilevan a

la busqueda de informacion.

El desarrollo de la tesis orientara al estudio de plantas
medicinales para la posterior investigaciéon de principios activos

presentes en ella.

17



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del estudio:

En la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad
Nacional del Callao, hasta la actualidad no se han reportado tesis
que hagan estudio de plantas medicinales con el fin de hacer
estudios de los principios activos que estos presentan, y de esta

manera poder sintetizar quimicamente estos componentes.

»  Lugar de basqueda : Internet

>  Publicaciones : Tesis

a) Tesis previa a la obtenciéon del Titulo de Ingeniera Quimica.
Universidad Técnica Particular de Loja (Escuela de Ingenieria

Quimica) - Ecuador

Autora: Zayda Lorena Burneo Palacios

Titulo: “DETERMINACION DEL CONTENIDO DE COMPUESTOS
FENOLICOS TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS
EXTRACTOS TOTALES DE DOCE ESPECIES VEGETALES

NATIVAS DEL SUR DEL ECUADOR: Adiantum poiretti (Culantrillo),

18



Neonelsonia acuminata (Zanahoria blanca), Siparuna eggersii
(Monte de 0s0), llex guayusa (Guayusa), Verbena litoralis (Verbena),
Justicia colorata (Insulina), Oreocallis grandiflora (Cucharilla),
Baccharis genistelloides (Tres filos), Artocarpus aitilis (Fruto del
pan), Costus comosus (Cafia agria), Piper crassinervium
(Guabiduca) y Croton wagneri (Mosquera)”.

Aiio: 2009

Breve resumen: En este trabajo evaluaron el contenido de fenoles
totales y la actividad antioxidante de los extractos metandlicos de 12
plantas usadas en la medicina tradicional del pais de Ecuador, con
ensayos de descoloramiento del radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrihidracilo) y ABTS (2,2-azinobis
(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)); y el contenido de fenoles totales
mediante el método de Folin Ciocalteu. Realizaron una comparacion
con los estdndares respectivos DPPH (a-Tocoferol); ABTS
(TROLOX) y para fenoles totales (acido galico), con el fin de buscar
cual de todas estas especies silvestres presentan mayor actividad

antioxidante, siendo una de estas la cucharilla.
b) Tesis previa a la obtenéién del Titulo de Bioquimico

Farmacéutico. Universidad Técnica Particular de Loja (Escuela

de Bioquimica y Farmacia) Ecuador.
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Autora: Verénica Alexandra Sarango Lozano

Titulo: “DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIDIABETICA DE
LOS EXTRACTOS TOTALES DE NUEVE ESPECIES VEGETALES
NATIVAS DEL SUR DEL ECUADOR: Piper crassinervium
(Guabiduca), Baccharis genistelloides (Tres filos), Neonelsonia
acuminata (Zanahoria blanca), Siparuna eggersii (Monte de 0so0),
llex guayusa (Guayusa), Croton wagneri (Mosquera), Costus
comosus (Cana agria), Verbena litoralis (Verbena) y Oreocallis
grandiflora (Cucharilla) mediante ensayos de inhibicidn de alfa
amilasa y alfa glucosidasa”

Ano: 2008

Breve resumen: Este estudio se bas6é en evaluar la actividad
inhibitoria, sobre a-amilasa y a-glucosidasa, de los extractos totales
de nueve especies vegetales del Sur del Ecuador, empleando los
métodos espectrofotométricos para a-amilasa y a-glucosidasa, con

el fin de determinar la actividad antidiabética.

2.2 Referencial tedérico conceptual

2.2.1 Descripcion general de la planta nativa cucharilla

(Oreocallis grandiflora)

La cucharilla incIUye 77 géneros aproximadamente 1600

especies distribuidas en los trépicos y subtropicos, principalmente en

20



el hemisferio sur (sobre todo en Australia y Sur Africa) (Vasquez y
Otros, 2010:1229).En el Per( se registran 5 generos y 19 especies,
la especie mas conocida es Oreocallis Grabdiflora(Lam.) R.Br.,

“cucharilla’(Vasquez y Otros, 2010:1230).

. Nombre Comunes:

Segun fuentes orales del Per(, a la cucharilla se le conoce con

otros nombres vulgares como:

- Atash - Mastimpanrani
- Catas - MastinParini
- Cocaniro - Paco-Paco
- Cocaniro - Picahua

- Chakpa - Picahuai

- Chappa - Salta Perico
- Cucharilla - Tacpa

- Llamas - Tsacpa

- Llama-Llama - Zacpa

- MachinParani - Zacpa

- MachinParrani " - Ganal

Fuente: Pretell y Otros, 1985:37. (Mejorado por los autores de tesis).
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2.2.2 Clasificacion taxonémica

Se puede observar la clasificaciéon taxonémica de la planta
nativa (véase la tabla N° 2.1), se observa la planta nativa (véase la
figura N° 2.1A, en la pagina 23) y se observa la flor de la cucharilla
(véase la figura N° 2.1B, en la pagina 24), cada una de estas en su

habitat natural.

TABLA N° 2.1
CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA PLANTA NATIVA CUCHARILLA

CLASIFICACION TAXONOMICA
Reino
Division Magnoliophytav
Clase
Sub clase Rosidae
Orden
Familia Proteaceae
- Género
Especie ‘Grandiﬂora
Nombre Cientifico

Fuente: MUSEQO DE HISTORIA NATURAL: Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. Determinada por: Blgo. Severo Baldedn Malpartida. 10-07-12.

En el anexo 2 se encuentra la CONSTANCIA N° 187-USM-2012, la
misma que acredita la clasificacion taxondémica de la planta

cucharilla.
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FIGURA N° 2.1A
PLANTA NATIVA CUCHARILLA

Fuente: Elaboracién propia (Cajamarca).
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FIGURA N° 2.1B
FLOR DE LA PLANTA NATIVA CUCHARILLA

Fuente: Elaboracion propia (Cajamarca).
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2.2.3 Descripcion fisica de la planta

Es un arbusto no muy coposo de flores amariliento-
blanquecino, hasta tonalidades rosadas, muy llamativas. El tronco
llega a medir hasta 6m de longitud, con un didmetro maximo de

20cm.

v Arbol:
Arbusto a arbol de densos racimos terminales de 3 hasta 6 m.
de altura, y 20 cm de diametro, con numerosas flores (Pretell y

Otros, 1985:37).

v"  Corteza:
La corteza externa es agrietada, de color grisaceo. La corteza

interna es de color blanquecino (Reynel y Otros, 2009:124).

v Hojas:

Simples, coriaceas, elipticas, de 8-9 cm. de largo y 4 cm. de
ancho en su parte media. “Color verde opaco. Tiene el apice obtuso
a redondo, el borde entero y la base aguda” (Pretell y Otros.
1985:37). Los peciolos son largos, de 1 cm a 2 cm de longitud. Los
nervios secundarios son de 10 a 15 pares, robustos y amarillentos

por el revés de la hoja.
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v Flores:

‘Agrupadas en cimas. Vistosas, de color que varia de
amarillento-blanquecino hasta rosados. De tamano grande, reflejado
en el nombre de la especie (Grandiflora)’ (Pretell y Otros.1985:37).
‘Los pétalos estan unidos formando un tubo estrecho y largo”.

(Reynel y Otros. 2009:125).

v Frutos:

Vaina con cascara lisa, de color verde-amarillento a verde-
rojizo, que se torna gris cuando madura y marrén cuando se seca.
Son persistentes, es decir se formaran en todo el afo (Pretell y

Otros, 1985:37).

v Semillas:
Achatadas, elipticas. Se tiene un promedio de 38,000 semillas
por kilo. Por lo general se consigue semilla (en el arbol) durante todo

el afio (Pretell y Otros, 1985:37).
2.2.4 Distribucion natural
El género Oreocallis grandiflora crece desde los andes

peruanos hasta el centro del Ecuador, encontrandose también en

Australia.
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“En el Peru se encuentra distribuido desde el departamento de
Cuzco hasta Cajamarca incluyendo los departamentos de Ancash,
Amazonas, Apurimac, Ayacucho, Huanuco, Junin, La Libertad,
Piura, San Martin” (Pretell y Otros. 1985:37). Tambien crece en
valles interandinos con buen nivel de humedad ambiental y sin

heladas.

2.2.5 Caracteristicas botanicas dadas en el Peru

v" Es endémica (no crece en otro lugar) y silvestre.

v"  El crecimiento de la planta se da sin necesidad de sembrio, ya
que crece espontaneamente a las condiciones dadas.

v El rango Altitudinal es desde los 1000 hasta los 4000
m.s.n.m.(Reynel y Otros. 2009:126).

v “Al suelo normalmente se le encuentra prosperando en suelos
muy delgados (por ejemplo A5 cm.), casi sobre roca” (Pretell y
Otros. 1985:37), (véase la figura N° 2.2, en la pagina 28), es
decir, en suelos aun en formacién de granito y cuarzo, por lo
tanto tiene un pH acido.

v' Variedades: existen dos especies (Flor blanquecina-amarillenta
y flor violeta-rosada). - |

v' Rebrota con vigor, lo que es importante desde el punto de vista

econémico (Pretell y Otros, 1985:37).
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Fuente:

FIGURA N° 2.2
SUELO DE LA PLANTA NATIVA CUCHARILLA

N

Elaboracion propia {Cajamarca).
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v En muchas zonas accesibles de la Sierra, es una especie en
vias de extincion, por su aprovechamiento irracional
(elaboraciéon de canastas o cestos) y casi nulo impulso a su
propagacion (Pretell y Otros, 1985:37).

v"  Debido a la pobre capacidad de enraizamiento de las estacas
de Oreocallis grandiflora, la mejor forma de propagario es a

partir de semilla (Pretell y Otros, 1985:37).

2.2.6 Caracteristicas resaltantes para la siembra (si se

desea hacer rebrotes)

“El mejor sustrato encontrado para la siembra es dos partes de
tierra agricola, una parte de tierra de Oreocallis grandiflora, una de
arena y una de turba, lo que permite tener una buena textura,

drenaje y aeracién” (Pretell y Otros, 1985:37).

2.2.7 Propiedades curativas

Segun fuentes orales, las hojas en coccion se utilizan como
astringente, para la afeccion de vias urinarias y para desinflamar el
higado y los rifiones, enfermedades del corazédn, resfrid, cuya dosis
no se encuentra especificada, no existiendo contraindicaciones en

SuU consumao.
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2.2.8 Registro de campo (ubicacién geografica)

El lugar que se selecciond para el trabajo de tesis fue el

departamento de Cajamarca (véase la tabla N° 2.2)

TABLA N° 2.2
UBICACION GEOGRAFICA

DATOS GEOGRAFICOS

Departamento

Provincia Cajabamba

Distrito

Altitud 3650 m.s.n.m.

Fuente: Elaboracién propia.

2.2.9 Fitoquimica

La ﬁtdquimica estudia cada grupo de la planta, desde su
estructura quimica molecular, hasta las propiedades bioldgicas de
los vegetales. Realiza relevamientos y analisis de los componentes
quimicos de las plantas, como los principios activos, los olores,

pigmentos, entre otros.

La Fitoquimica es una especialidad que deriva de Ia
Farmacognosia y se dedica al estudio quimico de las plantas

medicinales.
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2.2.10 Principios activos

“Son sustancias quimicas puras aislada de la droga, que son
responsable de la actividad farmacolégica y del uso terapéutico que
se le atribuye a una droga” (Claudia Kuklinski 2000:4), siendo la
droga todo material de origen natural, ya sea en bruto, por ejemplo,
las hojas, la corteza, la flor de una especie vegetal u obtenida por
sencillas operaciones por ejemplo los extractos para la elaboracién

de medicamentos.

2.2.11 Metabolismo vegetal:

Para la investigacion se requiere de la extraccion y purificacion
de los compuestos quimicos presentes en la planta ya sea que se
encuentre en la raiz, tallo, flor y hojas. El metabolismo en los
vegetales puede clasificarse en dos clases (véase la figura N° 2.3,
en la pagina 32):

a. Metabolismo primario:
Algunos autores lo- han descrito como compuestos del

Bioquimico.
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FIGURA N° 2.3
TIPOS DE METABOLISMO VEGETAL

Trata de las reacciones Fisico-Quimicas que se
producen en la planta.

- Naturales para
wioladefensay

o Principios activos
-Fotosmtegus usados en:

- ResplraClon -Industria
-Smt<?3|s dela farmacéutica
protei na -Industria

- tholr_sus , alimentaria
-Slptesfls_ de % -Industria
aminoacidos Jcosmética

Fuente: Fitoquimica Organica (Marcano, 2002), consultada el 17-05-12.
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Este tiene que ver con la produccién de constituyentes que son
esenciales para la vida de las plantas ya que intervienen en forma

directa en la supervivencia, crecimiento y reproduccion de estas.
b. Metabolismo secundario:

Algunos autores lo han descrito como compuestos del Quimico.
Son aquellos compuestos relativamente complejos que
aparentemente no tienen una funcién conocida en la planta ya que
no intervienen en el metabolismo primario de las plantas pero debido
a los avances de la quimica se estan descubriendo ciertas funciones
no necesariamente para las células que lo producen, pero si para la
planta como ser vivo en su totalidad pues intervienen en las
interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente, estos son
originados por los metabolitos primarios mediante la biosintesis, esta
autodefensa de la planta a generado una gama de usos y
aplicaciones en la medicina, la agricultura, como aditivos

alimentarios, colorantes, biocidas, etc.

Se puede observar la relacion que existe entre el metabolismo
primario y el metabolismo secundario (véase la figura N° 2.4, en la
pagina 35), ademas se aprecia que estos dos tipos de metabolismo

no son independientes si no que estan interrelacionados, el
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metabolismo secundario es practicamente una extensién del
metabolismo primario, se observa que el Acetil Coenzima A es el
precursor para las acetogeninas, terpenos y esteroides, estos son

compuestos ceténicos y estos compuestos tienen funcién hormonal.

También se puede apreciar los bloques constituyentes vy
productos como fenil-propanol, flavonoides, y alcaloides, ademas
aminoacidos, estos productos pertenecen a la ruta del acido
shikimico, se puede deducir que los compuestos del metabolismo
secundario son el producto de reacciones que tienen como

precursores algunos constituyentes del metabolismo primario.
2.2.12 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son también llamados Productos
Naturales, comprende aquellos procesos quimicos que son Unicos
para una planta dada y no son universales. Es la quimica que
conduce a la formacién de un producto natural, esta quimica son
comunes para un nimero de plantas diferentes o familias de plantas,
pero actualmente la quimica de productos naturales es usuaimente
diferente de una planta a otra ya que precursores quimicos comunes

pueden conducir a resultados diferentes.
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FIGURAN° 24
RELACION ENTRE METABOLISMO PRIMARIO Y SECUNDARIO

Fotosintesis Glucosa

44—

A

il Fenil-propanoides |§
" Flavonoides |

g Lipidos

=

| Acetogenesis
Acetil CoA | §| Terpenoides
§ Esteroides

Alcaloides

P

v

Ciclo acido
citrico

Fuente: relacién entre metabolismo primario y secundario, disponible en:

http:/Awww. ugr.es/~quiored/pnatu/secundario.htm, pagina web, consultada el 21-
05-12.
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Segun el tipo de sustrato a partir del cual son sintetizados y de
sus vias de sintesis, se distinguen distintas clases de metabolitos

secundarios.

»  Caracteristicas:

—  No tienen funciones metabdlicas directas aparentes.

—  Son importantes para la supervivencia e interaccién con el
entorno.

—  Presentan diferente distribucién en el reino vegetal.

— No son clasificados como secundarios basandose en su
estructura, ruta biogenética o tipo de distribucion.

—  La biosintesis de los metabolitos secundarios es catalizada por

enzimas que solo se sintetizan:

. En estados especificos del desarrollo del organismo y de
células especializadas.

. Por deficiencia de nutrientes.

o Como respuestas a estados de estrés provocado por

ataque de microorganismos, insectos, etc.

—  El metabolismo secundario utiliza siempre como sustratos a los

productos del metabolismo primario.
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Se dara una clasificacién segun las vias o rutas de la formacion
de productos, para el estudio de los metabolitos secundarios (véase

la figura N° 2.5).

FIGURA N° 2.5
DEFINICION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Son sintetizados a partir de la biosintesis de los metabolitos primarios.

> NlonOt?FPenOS » Flavonoides
> Sfesqwterpenos > Cumarinas
» Diterpenos » Cromenos

> Se.sterpenos » Benzofuranos
> Triterpenos » Xantosas

» Tetraterpenos » Quinonas

» Politerpenos.

Fuente: Fitoquimica Organica (Marcano, 2002), consultada el 26-05-12.
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2.2.13 Tipos de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundaros de acuerdo a sus grupos
funcionales se clasifican en tres partes, los cuales son: terpenoides y

esteroides, compuestos fendlicos y alcaloides.
a. Terpenoides y esteroides

Los terpenos estan distribuidos en el reino vegetal, su
frecuencia y abundancia estan intimamente ligadas a factores

genéticos y climaticos. (Marcano y Otros, 2002:237).

Al hablar de Terpenoides se refiere a un grupo de sustancias
que poseen un origen biosintético comun (Lock, 1994:23). La unidad
fundamental que define estos esqueletos contiene cinco atomos de
carbono y se la conoce como isopreno (Marcano y Otros, 2002:238)

(véase la figura N° 2.6, en la pagina 39)

Los terpenos pueden encontrarse en la fuente vegetal solos o
formando glicésidos. Se puede observar los tipos de terpenos que
hay, donde “n” es el nimero de unidades de isopreno (véase la tabla

N° 2.3, en la pagina 3).
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FIGURA N° 2.6

UNIDAD BASICA DEL LOS TERPENOIDES (ISOPRENO)

Fuente: Investigacion Fitoquimica. (Olga Lock, 1994).

CH,

HC_C/
27T

CH=CH,

TABLA N° 2.3

TIPOS DE TERPENOS

TERPENOS (UNIDAD ISOPRENOQ)
Unidades de
Isopreno
1 5 Homoterpeno Isopreno
2
Cadenas Iateralés dela
3 15 Sesquiterpeno clorofila, Vitamina E,
Acido Gibberellin

4 :

. F itosteroides,
6 30 Triterpeno Brasinoesteroides
8

. Ublq u‘{no’né‘, “CaUc'ho,

Mayor a 8 >40 Politerpeno Dolicol

Fuente: Fitoquimica Organica. (Marcano, 2002).

a.1 Triterpenos

Son terpenos compuestos de 30 carbonos, generalmente son

generados por union cabeza-cabeza por dos cadenas de 15
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cadenas, cada una de estas formado por unidades de isopreno
unidas cabeza-cola, en total formado por 6 unidades de isopreno. Su
estructura es generalmente tetraciclicos y pentaciclicos, estas

pueden contener grupos cetédnicos, hidroxilo y acido carboxilico.

Los componentes de esta familia son muy numerosos, pero a
pesar del mayor numero de atomos de carbono del esqueleto
basico, las modificaciones esqueletales son menores que, por
ejemplo, en el caso de los Sesquiterpenos (Marcano y Otros,

2002:317).

Esta gran clase de moléculas incluye a los brasinoesteroides,
componentes de la membrana que son fitoesteroles, algunas
fitoalexinas, varias toxinas y "feeding deterrents”, y componentes de
las ceras de la superficie de las plantas, como el acido oleandlico de

las uvas.

Los triterpenos han sido estudiados rigurosamente debido en
parte, a su relacion con los esteroides, los cuales han llamado
poderosamente la atencidn desde hace tres cuartos de siglo. Los
triterpenos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza

tanto en el reino vegetal como en el reino animal.
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a.2 Esteroides

Los  esteroides | son derivados del nucleo del
ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano, (véase la figura N° 2.7)
que se compone de carbono e hidrégeno formando cuatro anillos
fusionados, tres hexagonales y uno pentagonal; posee 17 atomos de

carbono. Se describe los tipos de esteroides (véase la tabla N° 2.4).

FIGURA N° 2.7
UNIDAD BASICA DE LOS ESTEROIDES

Fuente: Plant Drug Analisys. (Wagner, 2001).

TABLA N° 2.4
TIPOS DE ESTEROIDES
Gonano
Estrano
Androstano
CH; CH- CH>CH- Pregnano

Fuente: Piant Drug Analisys. (Wagner, 2001).
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a.2.1 Glicésidos cardiotonicos

Los agentes cardiotonicos y sus principios activos son
glicésidos esteroidales. Estos se clasifican en dos categorias,
dependiendo del anillo lacténico en sus agliconas: cardendlidos
(lactona de cinco miembros) y bufandlidos (lactona de seis
miembros). Los primeros se encuentran siempre en plantas como
glicésidos pero los segundos se presentan tanto en animales (sapos)

como en vegetales.

Se observa la unidad basica de los glicésidos cardiotdnicos
(véase la figura N° 2.8). Se describen los tipos de glicosidos

cardioténicos (véase la tabla N° 2.5, en la pagina 43)

FIGURA N° 2.8
UNIDAD BASICA DE LOS GLICOSIDOS CARDIOTONICOS

Fuente: Plant Drug Analisys. (Wagner, 2001).
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TABLA N° 2.5
TIPOS DE GLICOSIDOS CARDIOTONICOS

R1

R2

R3

R4

Digitoxigenina

H H CHs OH Digoxigenina
Gitoxigenina
OH H CHO H Strofantidina

Adonitoxigenina

CH,OH

Adonitoxigenol

Strofadogenina

Fuente: Plant Drug Analisys. (Wagner, 2001).

Las drogas que contienen glicosidos esteroidales afectan

especificamente al dinamismo y ritmo de la insuficiencia cardiaca.

b.

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se

refieren a un grupo de

substancias que poseen en comdn un anillo aromatico con uno o

mas substituyentes hidroxilo y que ocurren frecuentemente como

glicésidos, combinados con unidades de azlcar (Lock, 1994:111).

43




Son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua,
pueden ser detectados por el intenso color verde, purpura, azul o
negro, que producen cuando se les agrega una solucién acuosa o
alcohdlica al1% de cloruro férrico. Su naturaleza aromatica les
permite que tengan una intensa absorcién en la regién UV del

espectro siendo este método muy importante para su identificacion.

Algunos tipos de compuestos fendlicos son flavonoides,
cumarinas, cromenos Yy benzofuranos, xantonas, y quinonas.

Algunas caracteristicas de los compuestos fendlicos son:

e Algunos compuestos fendlicos podrian no contener el OH
fendlico libre.

o Varios grupos de materiales poliméricos de las plantas como
las ligninas son polifendlicos.

e A veces se encuentran unidades fendlicos en las proteinas,

alcaloides y terpenoides.
b.1  Flavonoides
Los flavonoides sin ser metabolitos primarios, se encuentran
casi en cualquier vegetal superior, hay mas de 8000 compuestos

conocidos de plantas vasculares mientras que en los vegetales
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inferiores: algas, hongos, bacterias, los compuestos fendlicos

principales son quinonas y xantonas y a éstos deben su color.

La funcién de los flavonoides en las plantas son varias. Asi, se
consideran como antioxidantes y secuestradores de radicales libres,
agentes antimicrobiales y antinutricionales, fotoreceptores vy
protectores contra la luz UV, agentes quelantes de metales,
atractores visuales para los insectos, entre otros, ademas de su

accién farmacolégica (véase la tabla N° 2.6, en la pagina 46)

La estructura general de los flavonoides comprende un anillo A
derivado de la cadena del policétido (sigue el patrén de oxigenacién
del floroglucinol o del resorcinol: patron meta), un anillo B, derivado
del acido shikimico, con sustitucién en orto, como en los acidos
cumarico, cafeico y galico, y tres atomos de carbono que unen los
anillos Ay B, cbrrespondientes a la parte alquilica del fenilpropano,
estan unidos por una unidad de tres carbonos que puedan o no
formar un tercer anillo, que en caso de existir es llamado anillo C, es
por ello que se les conoce como unidades C45:C6-C3-Cs y el
esqueleto recibe el nombre de ntcleo de flavano (véase la figura N°

2.9, en la pagina 46). -
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TABLA N° 2.6
ACCION FARMACOLOGICA DE FLAVONOIDES

ACTIVIDAD TIPO

Fragilidad capilar

Dilatadores de coronarias - Proantocianidinas.

Espasmolitica

Antihepatotoxica - Silimarina de silybum.

Actividad antimicrobiana

Accidn fungitéxica - Isoflavonas.

Fuente: Investigacién Fitoquimica, Métodos en el estudio de productos naturales.
(Olga Lock, 1924). Consultada el 03-06-12.

Los flavonoides son pigmentos vegetales que poseen un
esqueleto carbonado que contienen 15 atomos de carbono en su
nucleo basico, como se encuentra en la flavonona, aurona,
chalcona, flavona, flavanonol, flavonol, leucoantocianidina,
antocianidina, catequina, isoflavona y neoflavona (Dominguez,

1973:81).

FIGURA N° 2.9
UNIDAD BASICA DE UN FLAVONOIDE “FLAVANO”

o
B |
O N
C
O

Fuente: Investigacion Fitoguimica. (Olga Lock, 1994).
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“Cada una de las clases de flavonoides, suele encontrarse bajo
la forma de glicésidos con una o tres unidades de azlcar, siendo los
azucares mas comunes la glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y
arabinosa” (Lock, 1994: 115), es frecuente que diferentes azucares
se hallen unidos a una misma aglicona y en diferentes posiciones, lo

que hace mayor el numero de glicésidos conocidos.

También se emplearon durante mucho tiempo como colorantes
de lana, actualmente se usan en la conservacion de grasas o jugos
de frutas, debido a las propiedades antioxidantes de algunas
polihidroxiflavonas, de edulcorante por los glucosidos de

dihidrochalconas, de insecticida por la rotenona (Lock, 1994:117).
» Tipos de flavonoides:

Varios son los tipos de flavonoides siendo los representantes
mas abundantes de los flavonoides naturales los flavonoles y las
flavonas. Se han aislado tanto libres como formando glicosidos y
estan distribuidos en todos los 6rganos de las plantas de una gran
variedad de géneros y familias. Las agliconas, especialmente
cuando son altamente oxigenadas, se localizan en la parte mas

externa de vegetal.
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b.1.1 Antocianinas

Constituyen los pigmentos principales de las flores y de las
hojas de otofio, sus colores van desde el rojo hasta el azul (véase la
figura N° 2.10). Son glicésidos polihidroxiflavilio en los cuales la
unién glicosidica esta principalmente en C-3 (véase la tabla N° 2.7,

en la pagina 49).

FIGURA N° 2.10
ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS ANTOCIANINAS

Fuente: Antocianinas, disponible en http://es.wikipedia.org/wiki/Anticianinas,
articulo web.

Las antocianinas representan un factor importante en la
industria alimenticia debido a las restricciones sanitarias hacia el uso

de colorantes sintéticos.

Las antocianinas no son estables bajo ciertas condiciones de
almacenamiento, el cambio de color afecta la calidad del producto

almacenado que las contiene. La sensibilidad del color se debe
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fundamentalmente a

los cambios de pH, productos de

la

fermentacién, que inducen transformaciones estructurales de estos

colorantes.

TABLA N° 2.7
TIPOS DE ANTOCIANINAS

ANTOCIANIDINA

Apigenidina

Aurantinidina

Rs

Ry

Rs

Rs

R7

Capensinidina

Cianidina

Delfinidina

Europinidina

OCH; |

OH

Hirsutidina

OCHs

OH

Luteolinidina

Pelargonidina

Malvidina OCH; | OH | OCH; { OH OH H OH
Peonidina
Petunidina OH OH { OCH; | OH OH H OH
Rosinidina
Fuente: Antocianinas, disponible en hitp://es.wikipedia.org/wiki/Anticianinas,

articulo web. Consultada ef 21-05-12.
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b.1.2 Flavonoides poliméricas: Taninos

Las plantas vasculares presentan una mezcla compleja de
compuestos fendlicos y entre ellos los flavonoides poliméricos de
alto peso molecular y estructuras mal definidas que por hidrélisis
producen antocianidinas y flavonoles. Este grupo de sustancias se
conoce como proantocianidinas y forma parte de los llamados

taninos condensados.
Los taninos se los clasifica en:

- Hidrolizables, (galotaninos y elagitaninos) aquellos que por
tratamiento con &cido o por enzimas, se separan en la aglicona

(acidos galico y elagico, o sus derivados) y los azlcares.

- Condensados, aquellos que por tratamiento con acido no se
degradan, polimerizan aun mas, convirtiéndose en masas
amorfas insolubles conocidas como flobafenos; estos son

polimeros derivados de 3-hidroxi-y 3,4.dihidroxi-flavanos.
b.2 Quinonas

Entre los productos naturales, Ias quinonas estan ampliamente

representadas, bien sea como nicleo principal de una estructura o
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formando parte de moléculas complejas aroméaticas - alifaticas y a
veces diméricas, (véase la figura N° 2.11). Las quinonas constituyen

un grupo importante de pigmentos vegetales y animales.

FIGURA N° 2.11
ESTRUCTURA QUIMICA DE UNA QUINONA

OH o

|

O
Fuente: Investigacién Fitoquimica. (Olga Lock, 1994).

OH
=
P

R

Su coloracién es desde amarillo palido, generalmente lo
hallamos en la corteza de las plantas hasta casi negro. Pero
contribuyen muy poco en el color de la planta y generalmente se

encuentran en estado libre (Lock, 1994:182).

Las quinonas por el sistema aromatico que dan al reducirse se
pueden clasificar en benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas

(las mas numerosas) y las fenantraquinonas (la menos numerosa).

Las quinonas son dicetonas ciclicas insaturadas que por
reduccién se convierten en polifenoles siendo reversible esta
reaccién. Las quinonas derivan su nombre del miembro mas simple

de la serie p-benzoquinona.
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Aun pudiendo agrupar estos compuestos dentro de una
estructura comun, su origen biogenético esta distribuido entre los
metabolitos fundamentales principales: acido acético, shikimico y

mevaldnico.

¢c. Alcaloides

Son compuestos fisiolégicamente activos, son muy
heterogéneos, su caracteristica principal es que posee nitrégeno,
ademas de ello los alcaloides provienen de los aminoacidos, por
ejemplo la Efedrina cuyo precursor es la Lisina, la Nicotina cuyo
precursor es la Ornitina, Bencil Iso Quinoleina cuyo precursor es la
Pirosina, de aqui se deduce que hay varias rutas que nos llevan a
los alcaloides es por ello que los alcaloides son estudiados por

grupos.

Los alcaloides desde el punto de vista elemental se dividen en

ternarios y cuaternarios (véase la tabla N° 2.8, en la pagina 53).

“Los alcaloides constituyen el grupo mas grande de metabolitos
secundarios de plantas. Se encuentiran en las semillas, raices,
cortezas y hojas; al estado libre o como glicdsidos o formando sales

con acidos organicos” (Lock, 1994:211).
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TABLA N° 2.8
DIVISION DE LOS ALCALOIDES

TIPO DESCRIPCION
Ternarios
C-H-N
- Son sélidos, cristalizables, insolubles.
Cuaternarios
C-H-O-N - Fijos, es decir no arrastrables por el vapor de agua.

- La mayoria de los alcaloides son oxigenados.

Fuente: Fitoquimica, Quimica Agricola (Paiva, 1964). Consultada el 21-08-12.

(Mejorado por ios autores de tesis).

La clasificacion segun tipos de alcaloides se observa en el

siguiente cuadro (véase la tabla N° 2.9).

TABLAN° 2.9
TIPOS DE ALCALOIDES

TIPO

NOMBRE ESTRUCTURA

Feniletilaminicos

Meo

Mec}@w{:Ha-CHg‘NH

MeO

Efedrina
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Pirrolidinicos,
Piperidinico, del Atropina
Tropano
Harmalina o N2
Inddlicos

Pirrolizidinicos

Emetina

I1zoquinolinicos
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Imidazolicos Pilocarpina

Piridinicos Ricinina

Morfinicos Morfina

HO,

Quinolinicos

Fuente: Investigaciéon Fitoquimica, Métodos en el estudio de productos naturales.
(Olga Lock ,1994), Consultada el 03-06-12. (Mejorado por los autores de tesis).

Los alcaloides presentan diferentes acciones farmacologicas

(véase la tabla N° 2.10, en la pagina 56).
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TABLA N° 2.10
ACCION FARMACOLOGICA DE LOS ALCALOIDES

ALCALOIDES ACCION FISIOLOGICA
Atropina
Cocaina Estimulante, analgésico local, sedante.
Codeina
Emetina Emeético, expectorante, antipirético, amebicida.

Escopolamina

Esparteina Estimulante cardiaco, diurético.

Hiosciamina

Morfina

Quinina

Efedrina Vasoconstrictor, asma, insuficiencia circulatoria.

Papaverina

Lobelina Expectorante, emético, estimulante respiratorio.

e

Reserpina

Tubocurarina Relajante muscular.

Fuente: Investigacion Fitoquimica, Métodos en el estudio de productos naturaies.
(Olga Lock, 1994), Consultada el 03-06-12. (Mejorado por los autores de tesis).
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2.2.14 Marcha fitoquimica preliminar
FIGURA N° 2.12
MARCHA FITOQUIMICA PRELIMINAR

- Y l + 50 mL MeOH, macerar 20horas a temperatura |
' Separar , <—— | ambiente, reflujar 4 horas, filtrar en caliente, :
2wl i lavar con MeOH y Hevar a 50 mL !

A

El resto llevar a sequedad/rotavapor, extraer con
15 mL HCI 1% a 50°C, filtrar sobre celita

" Lavar con H,0, secar, agregar 5 mL CHC13, 1 : Filtrar, enfriar, alcalinizar con
) calentar, filtrar, secar (Na,SO,), llevar a 5 mL ! : NH3;, extraer en CHCI3 (2 x 25 mL)
Y

y Lavar con HO secar :
1 (Na,SO,), filtrar; a 50 mL
| CHClL |

A\

Saturar con Na,SO, A
(0.1 g de sal anhidra

«—— :

4—: por mL de solucion)
i
i
1

extraer con CHCl;:
EtOH (3:2).(2x25mL)

| I

e -
1" Evaporar a

H
TR X , sequedad + b
i Evaporar }| 2£nL HCI '
f 02 mL ot 1\1A)fﬂﬂ'ar
. CHCl | IEEEEEEE

i Lavar con sol. NaZSOf'
4—} (10 mL). Secar Na,SO,. ;
t Filtrar. Llevar a50 mL !

Fuente: Investigacion Fitoquimica, Métodoé en el estudio de productos naturaies.
(Olga Lock ,1994), Consultada el 03-06-12. ‘
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“Se han desarrollado una serie de métodos para la deteccién
preliminar de los diferentes constituyentes quimicos en las plantas,
basados en la extracciéon de estos con solventes apropiados y en la
aplicacion de pruebas de coloracion” (Lock, 1994:3) (véase la figura

N° 2.12, en la pagina 57).

2.2.15 Analisis fitoquimico

El analisis fitoquimico permite identificar plantas con importante
actividad bioldgica, como en el caso de plantas medicinales, consta

de cuatro etapas (véase la figura N° 2.13).

FIGURA N° 2.13
ANALISIS FITOQUIMICO

ETAPAS DE UN ANALISIS FITOQUIMICO

1.
. ‘Recoleccion y- |
A

Fuente: Investigacion Fitoquimica, Métodos en el estudio de productos naturales.
(Olga Lock ,1994). Consultada el 15-06-12. (Mejorado por los autores de tesis).
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2.2.16 Técnicas generales a aplicar en un analisis

fitoquimico (véase la tabla N° 2.11)

TABLA N° 2.11
TECNICAS EN UN ANALISIS FITOQUIMICO

PASOS OPERACION %’ METODO
10
La recolecciobn se hace teniendo
2° Recoleccion de la planta | nociones generales de anatomia
vegetal.
30
o . La preparaciéon depende de la forma
4 Preparacion de la muestra de extraccién que se le va a dar.
50
0 Separacion y purificacion o .
6 de los componentes Uso de técnicas de cromatografia.
70
| ReallzaCIana de dlferentes
g° Utilizacion de la planta | formulaciones segun los componentes
para fines adecuados i activos (metabolitos secundarios)
| encontrados.

Fuente: Recursos Boténicos con Potencial Biocida: Conceptos Basicos y Métodos
de Analisis. (Reinhart Hoss, 1999). Consultada el 15-06-12. (Mejorado por los

autores de tesis).
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Preparacion de la muestra:
- Molienda:
La Farmacopea Brasilefia clasifica los polvos en 5 tipos (véase

la tabla N° 2.12)

TABLA N° 2.12
CLASIFICACION DE LOS POLVOS (FARMACOPEA BRASILENA)

NUMERO DE TAMIZ (SERIE TYLER)

TIPO DE POLVO

Grueso

Moderadamente grueso
Semi-Fino
Fino

Finisimo 120

Fuente: Fundamentos de Tecnologia de Productos Fitoterapéuticos (Nikolai
Sharapin ,2000), Consultada el 19-07-12. (Mejorado por los Autores de Tesis).

En cuanto a la molienda, los molinos de cuchillas son los mas
indicados para la mayoria de las drogas vegetales como hojas,
ramas, cortezas y raices, la otra opcion es el molino de discos

(Sharapin, 2000:31).

2.2.17 Técnicas g¢generales de obtencién de extractos

vegetales

Un extracto vegetal es una mezcla compleja de principios
activos. Pueden ser liquido, semisélido o en polvo y se puede

obtener por procesos fisicos, quimicos y/o microbioldgicos, a partir
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de una fuente vegetal y utilizable en cualquier campo de la
tecnologia. Se realiza el proceso extractivo con el fin de aislar los
principios activos directamente a partir de la droga (Kuklinski,

2003:32) (véase la figura N° 2.14).

FIGURA N° 2.14
TECNICAS GENERALES EXTRACTIVAS DE PLANTAS

Fuente: Farmacognosia, Estudio de las Drogas y Sustancias Medicamentosas de
Origen Natural. (Claudia Kuklinski, 2003), Consultada el 16-06-12. (Mejorado por

los autores de tesis).

a. Extraccién con disolventes:
Consiste en poner en contacto la droga con un disolvente

capas de solubilizar los principios activos. Los principios activos

deben pasar la droga al disolvente de manera que se obtenga un
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extracto liquido. Posteriormente dicho extracto se puede concentrar

eliminando mayor o menor cantidad de disolvente.

“La extraccion con disolventes es uno de los metodos que se
emplea con mas frecuencia para la obtencién de principios activos”

(Kuklinski, 2003:33).

Normalmente se usa un solvente de naturaleza general, de alta
polaridad como el alcohol etilico o el metanol, o se emplea un
solvente selectivo de menor polaridad como el hexano, que solo
extrae de las plantas grasas vegetales y otros componentes

apolares (Sharapin, 2000:35).

La materia prima vegetal en la industria de fitofarmacos esta
representada en la mayoria de las ocasiones, por la droga seca, de
esta manera cuando la droga se pone en contacto con el solvente,
se inicia un proceso opuesto al proceso de secado que tiende a
reconstruir el estado original de la célula. Inicialmente el solvente
penetra en la célula vegetal y desprende el aire contenido en el
citoplasma, dandose inicio de esta forma al proceso extractivo. La
penetraciéon del solvente en la célula induce un momento dipolar en
las moléculas de los compuestos que van a ser extraidos. Es de esta

manera como las sustancias extraibles se adhieren a las moléculas
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del solvente. La capacidad de asociacidén puede expresarse en
términos de la constante dieléctrica (¢). Cuanto mas polar sea un
solvente, mayor sera su respectiva constante dieléctrica.
Compuestos ionizables y/o altamente polares se disuelven en
solventes de elevada constante dieléctrica. En el anexo 3 se
encuentran diversos solventes y sus respectivas constantes

dieléctricas.

La capacidad de una mezclé de solventes de inducir un
momento dipolar puede ser caiculada. La constante dieléctrica del
sistema depende de la constante de cada uno de ellos y su
respectivo porcentaje en la mezcla. Siendo asi, se puede calcular la

constante dieléctrica (¢) del sistema a través de la formula:

¢A X %A + ¢B X %B + -+ ¢n X %n
100
Donde A, B, C..., n; son los componentes del sistema.

(¢) del sistema =

Entre los solventes generales, los mas utilizados son los
alcoholes alifaticos de hasta 3 carbonos o0 mezclas de estos con el
agua. Debido a su poder extractivo, estos solventes son los
indicados para los casos en que los constituyentes activos de las
plantas no son bien conocidos, siendo necesario agotar

completamente la droga. “El alcohol etilico y sus mezclas con agua
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es el solvente por excelencia para la obtencién de extractos”.

(Sharapin, 2000:40).

Se establece la relacién solvente agua, para el caso que no

existan estudios especificos (véase la tabla N° 2.13).

TABLA N° 2.13
PROPORCION ETANOL-AGUA PARA EXTRACCION

RELACION
PLANTA SIN ESTUDIO ESPECIFICO ETANOL/AGUA

Partes lefiosas de las plantas, raices y
semillas

Hojas o partes aéreas verdes 11

Fuente: Fundamentos de Tecnologia de Productos Fitoterapéuticos. (Nikolai
Sharapin, 2000), consultado el 24-07-12. (Mejorado por los autores de tesis).

a.1 Extraccion discontinua o simultanea:

A la operacién en virtud de la cual se disuelve un cuerpo en un
liquido cualquiera, se le dan diferentes nombres segun la
temperatura en la que ha sido hecha. Se le llama maceracién
cuando se hizo en frio, digestidn cuando la temperatura es mas
elevada que la atmosfera y menos que la ebullicion del liquido,
infusién cuando se echa el liquido hirviendo sobre la substancia que
se sujeta a su accién y.decoccién cuando hierve la sustancia en el

liquido (Nysten, 1818: 475).
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a.1.1 Maceracion:

“Los protocolos de extraccion a través de la maceracion varian
de acuerdo al material vegetal, los compuestos a analizar y los

solventes a usar” (Hoss, 1999: 41).

Los elementos comunes son los siguientes: la maceracion se
lleva a cabo en un recipiente cerrado a temperatura ambiente, con
material vegetal previamente secado; el tiempo de reposo es de tres
a diez dias los solventes usados son agua (destilada), alcoholes o
mezclas hidroalcohdlicas; la relacion cuantitativa entre la muestra y
el solvente varia entre 0.05g y 100g Muestra/L. Siendo los solventes
mas usados en las industrias de productos fitoterapéuticos el agua,

el alcohol etilico, y mezclas de estos.

La gran desventaja del proceso de maceracién es la lentitud y
el hecho de no ser posible alcanzar la extraccion completa de Ia
droga. “Para disminuir pérdidas del extracto en el residuo, se debe
repetir el proceso 2 0 3 veces después de haber escurrido el

solvente de la extraccion anterior” (Sharapin, 2000:42).
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2.2.18 Técnicas generales de separacion de componentes

activos:

a. Cromatografia:

Esta consiste en la separacion de una mezcla de dos o mas
compuestos por distribucion entre dos fases, siendo una estacionaria
y la otra una fase mévil. Es un conjunto de técnicas basadas en el
principio de retencién selectiva, cuyo objetivo es separar los distintos
componentes de una mezcla, permitiendo identificar y determinar las
cantidades de dichos componentes. A continuacion se detallan cada

uno de los tres componentes del proceso cromatografico:

a.1 Fase estacionaria:

De acuerdo a las caracteristicas de las interacciones entre las
dos fases y los analitos a separar, se puede definir cuatro categorias
de la cromatografia: filtracion de geles en relacién al tamafio
molecular, intercambio i6nico en relacibn a la carga
positiva/negativa, afinidad especifica entre la superficie solida y el

analito y cromatografia de adsorcion.
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En el caso del presente estudio la mayoria de las sustancias
naturales poseen varios grupos funcionales especificos, por lo que

las técnicas de cromatografia de adsorcidn son las mas usadas.

La polaridad de las dos fases es el criterio fundamental para la
definicidbn de los diferentes tipos de la cromatografia: la de fase
normal (NP), y la de fase reversa (RP). La cromatografia NP se
caracteriza por una fase estacionaria de naturaleza fuertemente
polar, usando silicagel como material; la fase mobvil esta
caracterizada por eluyentes apolares, por tanto analitos polares
quedan retenidos mas tiempo que los menos polares. La
cromatografia RP usa silicagel modificado (hidrocarburos largos C-
18, C-8), para establecer condiciones lipofilicas en la fase solida y
eluir con solventes relativamente polares, analitos menos polares

seran mas retenidos.
a.2 Fase movil:
La composicion de la fase mbvil, determina las condiciones
cromatograficas del sistema de separacion, de acuerdo a la

polaridad de los eluyentes se ha establecido la siguiente relacién de

solventes (véase la tabla N° 2.14, en la pagina 68).
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TABLA N° 2.14
POLARIDAD DE SOLVENTES

POLARIDAD DE SOLVENTES

Metanol

RP

Acetonitrilo

NP

Cloroformo

Benzeno

FASE REVERSA

FASE NORMAL

Eter de petréleo |

Fuente: Recursos Botanicos con Potencial Biocida: Concepto Basicos y Métodos
de Analisis, (Reinhart Hoss, 1999), consultada el 24-08-12. (Mejorado por los

autores de tesis).

a. Los analitos:

Estos interactlian con las fases estacionarias y moviles de
acuerdo a sus caracteristicas se retienen en menor o mayor grado
en una de las dos fases. Refiriéndose a la cromatografia NP, la
presencia y ubicacion de los diferentes grupos funcionales determina
el caracter polar de las sustancias naturales en la siguiente relacion

(véase la tabla N° 2.15, en la pagina 69).
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TABLA N° 2.15
CARACTER POLAR EN LA CROMATOGRAFIA NP

CARACTER POLAR EN LA CROMATOGRAFIA NP

ustancias aromaticas y
halogenizadas

Compuestos nitrogenados

o
<
-
o]
o
o
2

Alcoholes y aminas

Acidos organicos

Fuente: Recursos Botanicos con Potencial Biocida: Concepto Basicos y Métodos
de Analisis, (Reinhart Hoss, 1999), consultada el 24-08-12. (Mejorado por los

autores de tesis).

2.2.19 Cromatografia en capa fina o delgada(CCD)

“Consiste en la separacion de los componentes de una mezcia
a través de la migracion diferencial sobre una capa fina de
adsorbente, retenida sobre una superficie plana” (Sharapin,

2000:161).
Permite desarrollar el fraccionamiento en un periodo de tiempo

mucho menor que la cromatografia sobre papel. “Una razén de esto

es el tamafo tan fino de las particulas que constituyen los medios
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empleados, por los que se consiguen mejores resoluciones y
manchas mas compactas” (Abbott y Otros., 1970:49). Para fines de
estudio la CCD, tiene amplia aplicaciéon por su capacidad de detectar
sustancias bioldégicamente activas directamente en el sistema

cromatografico (Hoss, 1999:20).

El factor que describe cuantitativamente la relacién entre el
desplazamiento de los analitos y el avance del solvente es la
retencién (Rf) (véase la figura N° 2.15).

Figura N° 2.15
Factor Rf

Fuente: Recursos Botanicos con Potencial Biocida (Hoss, 1999)

Donde:
a = distancia entre la zona de aplicacidn y la zona de acumulacién.
b = distancia entre la zona de aplicacidn y el frente del solvente.
Rf = a/b
El valor Rf que oscila entre 0.0 (sustancia no se mueve de la

zona de aplicacién) hasta 1.0 (sustancia corre hasta el frente del
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solvente) es especifico para cada sustancia bajo condiciones
cromatograficas definidas, y permite la comparaciébn de
cromatogramas de diferentes tamafios desarrollados en el mismo

ambiente cromatografico (fase estacionaria y moévil).

2.2.20 Técnicas generales de identificacién de

componentes activos:

Entre las técnicas para identificar los componentes activos,

encontramos la espectrometria, rayos X y reacciones de coloracion.
»  Reacciones de coloracion:

Las reacciones de coloraciéon se dara por medio de agentes
cromogénicos con el cual se podra identificar los metabolitos
secundarios presentes en la muestra, cada tipo de muestra estara
acondicionada segun el agente cromogénico a utilizar.

2.2.21 Definicion de términos basicos
1.  Acetil coenzima A: Es un compuesto intermediario clave en el

metabolismo, que consta de un grupo acetilo, de dos carbonos,

unido de manera covalente a la coenzima A.
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Acido mevalénico: Es un precursor en la ruta biosintética
conocida como la via mevalonate que produce terpenos vy

esteroides

Acido shikimico: Intermediario bioquimico importante en
plantas y microorganismos, para ia biosintesis de metabolitos
secundarios. Su nombre deriva de la flor de shikimi japonés
(Micium anisatum), fuente natural del cual fue extraido por

primera vez.

Adsorbente: Accién de adsorber mediante un proceso por el

cual atomos, iones 0 moléculas son atrapadas o retenidas.

Andlisis Fitoquimico: Es el aislamiento de principios activos

responsables'de una determinada actividad.

Antibacterial: Es un compuesto o sustancia que mata o se

ralentiza el crecimiento de bacterias.

Antibioticos: Es una sustancia quimica producida por un ser
vivo o0 derivada sintética de ella que mata o impide el
crecimiento de ciertas clases de microorganismos sensibles,

generalmente bacterias.
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10.

11.

12.

13.

Biosintético: Que requiere de un organismo vivo para

producirio.

Cromatografia: Es un método fisico o de separacion para ia

caracterizacién de mezclas complejas.

Droga: Es todo material de origen natural ya sea en bruto (por
ejemplo, las hojas, la corteza) u obtenido por sencillas
operaciones (por ejemplo, los extractos) que contiene los
principios activos con actividad farmacolégica para su uso

directo o para la elaboracién de medicamentos.

Farmacognosia: Es la ciencia que se ocupa del estudio de las
drogas y las sustancias medicamentosas de origen naturat:

vegetal, microbiano (hongo, bacterias) y animal.

Glicélisis: Es la via metabdlica encargada de oxidar la glucosa

con la finalidad de obtener energia para la célula.
Papel Whatman: Es un papel de filtro que se aplica a analisis

quimicos en muestras que requieren una alta calidad de

filtracion.
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14. Principios activos: Sustancia o grupo de sustancias
guimicamente caracterizadas, cuya accién farmacoldgica es
conocida, siendo la responsable total o parciaimente de los

efectos terapéuticos de los productos fitoterapéuticos.

15. Silicagel: El gel de silice o acido silicico es uno de los mas
utilizados en cromatografia, es débilmente acido, su pH oscila
entre 4-5. Con lo cual no se debera utilizar con sustancias que

se corrompan con los acidos.
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CAPITULO Ill

DISENO METODOLOGICO
3.1 Tipoy diseiio de la investigacion
311 Tipo de investigacion

La investigacién fue del tipo aplicada (La Investigacion aplicada
es la utilizacién de los conocimientos en la practica, para aplicarlos,
en la mayoria de los casos, en provecho de la sociedad. Un ejemplo

son los protocolos de investigacion clinica).

3.1.2 Diserio de la investigacion

a) El disefio de la investigacion que se realizé fue de tipo
experimental, es decir no se Ilimitdé a observar los

acontecimientos sino a intervenir en los mismos.

b) El disefio que se considerd para la investigacién mostré tres

momentos (véase la figura N° 3.1, en la pagina 76).

Este disefio estuvo comprendido por las variables de

investigacién con sus respectivos métodos.
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FIGURA 3.1
DISENO DE LA INVESTIGACION

PrAimera'etaQ_a»d_e‘ S Seqgunda etapa de la
| | investigacien:

la investigacién: . -

Fuente: Elaboracién propia.

Relacién de variables:  X=f (Y, Z)

X: Metabolitos secundarios presentes en la planta nativa Cucharilla

(Oreocallis grandiflora).

Y: lIdentificacidn preliminar de los metabolitos secundarios
presentes en la planta nativa Cucharilla (Oreocallis grandiflora).

Z: Determinacién cualitativa de los metabolitos secundarios

presentes en la planta nativa Cucharilla (Oreocallis grandifiora).
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3.2 Unidad de analisis

El objeto de la investigacién fue identificar cualitativamente los
metabolitos secundarios presentes en la planta nativa cucharilla,

éste se logré mediante:

- Marcha Fitoquimica Preliminar: se dio una identificacién previa
de los tipos de metabolitos secundarios presentes en la planta
cucharilla donde las reacciones de coloracion y/o de

precipitacién fueron el punto de analisis.

- Analisis Fitoquimico: se realizd la maceracion estatica,
filtracion, evaporaciéon del solvente, separacion de metabolitos
secundarios con el uso de la cromatografia de capa fina y la
identificacion de componentes activos, donde el punto de

analisis fueron las reacciones de coloracion.

La segunda etapa dependid de la primera ya que el analisis
fitoquimico se realizé para aquellos resultados que arrojaron positivo
en la marcha fitoquimica preliminar de esta manera se logrd
determinar los tipos de metabolitos secundarios presentes en la

planta cucharilla.
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3.3 Escenario o sede del estudio

El analisis fitoquimico que se realizé fue llevado a cabo en la
Universidad Nacional del Callao (Facultad de Ingenieria Quimica),

ubicado en Av. Juan Pabilo Il 306, Bellavista Callao

3.3.1 Laboratorio Quimica General

Acondicionamiento (secado) y Preparacién (molienda).
3.3.2 Laboratorio de Operaciones y Procesos Unitarios
Preparacion (tamizado).

3.3.3 Laboratorio Quimica Organica

Marcha fitoquimica preliminar, extraccidn (maceraciéon vy
filtracion), separacién (cromatografia) e identificacién (reactivos de

coloracion).
3.3.4 Centro Experimental Tecnoldgico

Parte de la extraccion (evaporacién del solvente).
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Participantes o sujetos de estudio

3.4.1 Aspectos Generales

Ni{mero de ramas colectadas
NUmero de flores colectadas
Fecha

Hora de recoleccion

3.4.2 lLocalidad

Pais
Departamento
Provincia
Distrito
Cooperativa
Altitud

Latitud

Longitud

15
23
9 de junio del 2012

7:00 — 8:00 de la mafnana

Peru

Cajamarca

Cajabamba

Cachachi

Sunchubamba

3650 m.s.n.m.

Entre los paralelos

7° 30’y 7°45’ de latitud sur.
Entre los meridianos
78°16'01.1de longitud

Oeste de Greenwich.
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3.4.3 Aspectos Ecolégicos

- Abundancia

- Habitat

3.4.4 Datos sobre la planta

- Forma de vida

- Altura de la planta

- Diametro del tallo

- Color de las flores

- Observaciones adicionales

3.4.5 Otros:

- Nombre vulgar

Escaso, con facilidad de
rebrote.
Suelo rocoso entre los

1000 y 4000 m.s.n.m.

5-10cm

Inflorescencia blanco —
amarillo, con algunas
manchas violetas.

Olor suave caracteristico.
tallo y rama relativamente

dura.

Cucharilla (méas conocido)
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- Aplicacién medicinal : Se usa para ftratar
afeccién de vias urinarias,
regulacion del flujo
menstrual, desinflamacion
del higado y rifiones, fiebre,
tos y resfrié entre otros.

- Oftros usos comunes : Para hacer cestas,yla
semilla lo usan  para
cucharitas de madera,
gracias a la dureza que

esta presenta.

3.4.6 Dimensiones de la flor y hoja:

- Dimensién aproximada de la flor de la cucharilla: 10-18cm (véése

la figura N° 3.2)

FIGURA N° 3.2
DIMENSION DE LA FLOR

Fuente: Elaboracion propia.
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» Dimensiéon aproximada de la hoja de la cucharilla: 10-20cm
(véase la figura N° 3.3)

FIGURA N° 3.3
ANALISIS FITOQUIMICO

Fuente: Elaboracion propia.

3.5 Técnicas e instrumentos para la recoleccion de Ila

informacion

3.5.1 Técnicas:

Tanto en la primera como en la segunda etapa de la
investigacion se hizo uso de referenciales y consultas para tener la

informacion necesaria.

3.5.2 Instrumentos:

Para el caso de las consultas, se utilizé preguntas relacionados
al temas, con esto se analizd y se concluyo la toma de decisiones

del trabajo de tesis.
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3.6

3.5.3 Recoleccion de datos:

- Los datos que se extraigan de la teoria fueron
guardados y almacenados en un dispositivo (USB),
mientras que las consultas fueron transcritas y anexadas

para la realizacion de los analisis.

Plan de trabajo de campo

3.6.1 Materiales, equipos y reactivos

Materiales y equipos

Balanza

Bafio maria

Camara cromatografica

Estufa eléctrica

Lampara de luz ultra violeta (onda corta y onda larga)
Matraz de 250mL

Papel de filtro

Placas de cromatografia de capa fina

Rotavapor

Tamices #20 - #80
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Termo-higrémetro

Reactivos

Acetato de etilo
Acetato de plomo basico
Acetona

Acido acético glacial
Acido clorhidrico
Acido férmico

Acido sulfdrico
Agua destilada
Alcohol amilico
Amoniaco
Carbonato de sodio
Cloroformo

Cloruro de aluminio
Dietitamina

Etanol 96%
Hidréxido de sodio
Magnesio metalico
Metanol

n-butanol
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- Ninhidrina

- Piridina

- Tolueno

- Vainillina

- Reactivo Baljet

- Reactivo Borntrager

- Reactivo Cloruro férrico
- Reactivo Dragendorff
- Reactivo Kedde

- Reactivo Liberman-Buchard
- Reactivo Mayer

- Reactivo Shinoda

- Reactivo Sudan Ili

- Reactivo Wagner

3.6.2 Metodo:

Se resumen las etapas generales para la identificacion de
metabolitos secundarios de la planta nativa cucharilla realizados
para las flores, hojas y ramas (véase la figura N° 3.4 en la pagina

85).
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FIGURA N° 3.4
ANALISIS FITOQUIMICO

Fuente: Elaboracién propia.

a. Recoleccion
La cucharilla (Oreocallis grandiflora) fue recolectada en

Cajabamba, provincia de Cajamarca. Para la recoleccion de la planta

se tuvieron en cuenta algunas recomendaciones.
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Se evitd recoger en dias de lluvia, nevado, o cuando el medio
ambiente estuvo humedo. El mejor momento para Ila
recoleccién fueron las primeras horas de la mariana, de 5§ a 8

am.

La edad de los vegetales influye de una manera particular en la
composicién de su contenido en complejos bioldgicos activos

por ello se cosechd:
- Las hojas al inicio de la floracién (véase la figura N° 3.5).
- Las flores al momento de su maxima maduracion (véase la

figura N° 3.6, en la pagina 88).

La temperatura y la humedad relativa fueron medidas con un

THERMO-HYGROMETER, modelo 303C.

FIGURA N° 3.5
HOJAS Y RAMAS RECOLECTADAS

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 3.6
FLORES RECOLECTADAS

Fuente: Elaboracion propia.

La materia prima vegetal recolectada se pesé en una Balanza
mecanica (CAVORY, modelo Kitchen Scale), luego de esto se revisé
y se separd aquellas que estaban danadas, después se clasificd

entre ramas con hojas y flores.

Al recolectar la muestra, esta no fue lavada y se llevo
directamente al proceso de secado; ya que “si el lavado con agua
retira de la droga la tierra y la arena adherida puede retirar también
parte de los principios activos y, aumenta el tiempo para ser

secado’(Sharapin, 2000: 24).

“El lavado con hipoclorito reduce la carga microbiano sin

embargo como el hipoclorito es oxidante, existe el riesgo de oxidar

los principios activos” (Sharapin, 2000: 24).
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b. Acondicionamiento

Para el acondicionamiento de la planta se tuvo en cuenta el
secado, conservaciéon y almacenamiento. Estas técnicas se detallan

a continuacion:

» Secado: Se procedid con dos tipos de secado

- Primera etapa del secado:

Las muestras fueron secadas en su habitat natural (véase la
figura N° 3.5 A-B, en la pagina 90) por 4 dias, al aire libre, bajo
sombra y lejos de contaminantes que pueden ocasionar dafios
irreversibles en las mismas, en este proceso se perdié un 30% de

humedad.

FIGURA N° 3.7A
SECADO DE HOJAS-HABITAT NATURAL

Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA N° 3.7B
SECADO DE FLORES-HABITAT NATURAL

Fuente: Elaboracién propia.

| Luego fueron secadas en una incubadora cacera (véase la
figura N° 3.8), en el que se alcanzo una HR=23%(THERMO
HIGROMETER, modelo 303C), con una temperatura de 45°C, de

esta manera se trato de conservar la muestra, evitando su deterioro.

FIGURA N° 3.8
SECADO DE HOJAS-INCUBADORA CASERA

Fuente: Elaboracién propia.

- Segunda etapa del secado:

Para el secado de las muestras se utilizé la estufa eléctrica

(véase la figura N° 3.7 A-B-C, en la pagina 91).
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FIGURA N° 3.9A
SECADO DE FLORES-ESTUFA ELECTRICA

T

=gy

Fuente: Elaboracion propia.

FIGURA N° 3.9B
SECADO DE HOJAS-ESTUFA ELECTRICA

Fuente: Elaboracion propia.

FIGURA N° 3.9C
SECADO DE RAMAS-ESTUFA ELECTRICA

P

E

oy

Fuente: Elaboracién propia.
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»  Almacenamiento y Conservacion:

Luego del secado, la muestra fue almacenada en bolsas de
sobre manila y en papel craf, de esta manera se evitd la accion de
polvo, calor, humedad, microbios y roedores. E! objetivo de la
conservacidon fue el de mantener las caracteristicas fisicas,

quimicas, organolépticas y farmacoldgicas de la droga vegetal.

¢. Preparacion de la muestra

Antes de proceder a extraer las sustancias investigadas, se
separé manualmente los nervios centrales y los peciolos (como se
observa en la figura N° 3.10) para quedar con los tejidos de alto

contenido en sustancias secundarias.

FIGURA N° 3.10
SEPARACION DE NERVIOS CENTRALES Y PECIOLOS-HOJAS

Fuente: Elaboracién propia.
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»  Molienda:

Para nuestro caso se utilizd el molino de discos por ser mas
comercial y estar al alcance (véase la figura N° 3.11). Las muestras
fueron molidas hasta conseguir un polvo clasificado como

moderadamente grueso o0 semi-fino.

FIGURA N° 3.11
MOLINO DE DISCOS

Fuente: Elaboracion propia.

Las muestras molidas fueron almacenadas en frascos de vidrio
debidamente cerrados, para el posterior tamizaje (véase la figura N°

3.12).

FIGURA N° 3.12
ALMACENAJE DE MUESTRAS MOLIDAS

Fuente: Elaboracion propia.
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»  Tamizado:

Luego las muestras molidas se tamizaron en un juego de
tamices comprendidos entre tamices nimero 10 y 100 (véase la

figura N° 3.13); con base para el desperdicio.

FIGURA N° 3.13
JUEGO DE TAMICES (#10 - #100)

Fuente: Elaboracion propia.

Luego del armado de la bateria de tamices de la serie Tyler, en

este caso de 10-100 mas el ciego (vease la figura N° 3.14)

FIGURA N° 3.14
PARTES DEL PROCESO DE TAMIZADO

Fuente: Elaboracién propia.
Donde: A: Alimentacién R: Rechazo T. Tamizado
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Solo se utilizé el rechazo de las mallas comprendidas entre los
numeros 18 y 100, porque en este rango estan comprendidos los

polvos de naturaleza moderadamente grueso a semi-fino.
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Antes de realizar la extraccién completa de la muestra a ser
analizada, se llevaron a cabo pruebas preliminares que ayudaron a
detectar cualitativamente la presencia de determinados grupos de

compuestos. En esto radicé la primera etapa del procedimiento.

d. Marcha fitoquimica preliminar

Esto se logré mediante las técnicas del “screening” (tamizaje),
que se ayudan de la microquimica para evidenciar estos grupos de
constituyentes mediante formaciéon de precipitados y coloraciones
con el uso de reactivos especificos. La identificacidon preliminar fue
realizada para la flor, hoja y ramas, los métodos se basaron en los

modelos propuestos por Migdalia Miranda y Olga Lock.

Las muestras tamizadas fueron sometidas a tres extracciones
sucesivas (flor, hoja y rama de manera separada) seglin lo que
indica la marcha fitoquimica preliminar (véase la figura N° 3.15, en la
pagina 98), cada extracto obtenido se midi6 el volumen y su
concentracion (gramos de sustancia extraida por mililitro de
extracto). Los ensayos que se realizaron con cada tipo de extracto
tanto etéreo, alcohdlico y acuoso (véanse las figuras N° 3.14 - 3.15 -

3.16, en las paginas 99, 100, 101).
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FIGURA N° 3.15
MARCHA FITOQUIMICA PRELIMINAR

Extracto etéreo
(Medir volumen y calcular
concentracion)

Extracto alcohdlico
(Medir volumen y calcular
concentracion)

e em - e

Extracto acuoso '
(Medir volumen y calcular - :
concentracion) - 1

Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA N° 3.14
ENSAYOS EN EL EXTRACTO ETER ETILICO

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 3.15
ENSAYOS EN EL EXTRACTO ETANOLICO

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 3.16
ENSAYOS EN EL EXTRACTO ACUOSO

Fuente: Elaboracién propia.
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Procedimiento de la marcha fitoquimica preliminar

De la muestra de ensayo previamente pulverizada y tamizada,
se pesaron exactamente 50g y se transfirieron a un matraz
erlenmeyer de 250mL, anadiéndose 150 mL de éter etilico
(véase la figura N° 3.19), este fue envuelto con papel metalico
para evitar alguna reaccién con la luz solar (véase la figura N°
3.18, en la pagina 103) y fue dejado en maceracién por 48

horas a temperatura ambiente.

FIGURA N° 3.19
MUESTRA MACERADA

Fuente: Elaboracién propia.

2.

Posteriormente se procedié a filtrar con papel de filtro rapido,
luego se midié el volumen, se calculé la concentracién del

extracto éter etilico el residuo se secd y pesé.
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3. Este residuo fue sometido a extraccion con un volumen de
alcohol etilico al 96% equivalente a tres veces el peso del

residuo, el que fue dejado en maceraciéon durante 48 horas.

4. Luego procedimos a filtrar con papel de filtro rapido, se midi6 el
volumen y se calculd la concentracion del extracto etandlico al

96% v el residuo se secd y pesbd.

5. Seguidamente se realizd la extraccion acuosa de este residuo
con un volumen de agua equivalente a tres veces su peso, el
cual se dejé en maceracion durante 48horas.

FIGURA N° 3.20
MUESTRA MACERADA ENVUELTA EN PAPEL METALICO

Fuente: Elaboracion propia.

6. Finalmente se filtrd con papel de filiro rapido, se midié el

volumen y calcul6 la concentracion del extracto.
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10.

El extracto éter etilico, se dividi® en fracciones para Ila
realizacién de los ensayos de Sudan Ill, Draggendorff, Mayer,

Wagner, Baljet y Liebermann- Burchard.

El extracto alcohdlico al 96%, se dividid en fracciones para la
realizacion de los ensayos de catequinas, resinas, Baljet,
Lieberman-Buchard, espuma, cloruro feérrico, kedde,
Borntrager, shinoda, antocianina, Dragendorff, Mayer, Wagner

y ninhidrina.

El extracto acuoso, se dividi6é en fracciones para la realizacién
de los ensayos de Dragendorff, Mayer, Wagner, Cloruro

Férrico, Shinoda, mucilagos y Espuma.

Este procedimiento se aplicé a las muestras de flores, hojas y

ramas como se indico anteriormente, cada una se trabajo

independientemente.
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El andlisis de las reacciones tanto de coloraciébn como
precipitacion llevadas en la marcha fitoquimica preliminar, fue en
cada prueba y para aquellos que dieron resultado positivo, se siguié

con el analisis fitoquimico correspondiente.

e. Extraccion de las sustancias en estudio

e Maceracion

Se realizo el proceso extractivo con el fin de aislar los principios

activos directamente a partir de la droga.

. Variables a controlar:

i. Relacion Sélido-Liquido:

En este caso se hizo varias consultas bibliograficas, y la

mayoria toma la relacién de 100g muestra/1 Litro de solvente es

decir en relacién de 1/10 (véase la figura N° 3.24, en la pagina 107)

y teniendo en cuenta que el rendimiento del extracto disminuye

cuando la relacién droga/solvente aumenta.
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FIGURA N° 3.21
ADICION DE MUESTRA A LOS MATRACES

Fuente; Eiaboracion propia.
ii. Solvente:

El solvente seleccionado fue el etanol al 96%, debido a su bajo
costo, facilidad de manipulacion y bajo grado de toxicidad. El
solvente se utilizd en diferentes concentraciones; para las flores y
hojas 0; 48 y 96%; mientras que para la rama al 48; 72 y 96%.

(Véase la figura N° 3.22)

FIGURA N° 3.22
ADICION DE SOLVENTE AL MATRAZ

Fuente: Elaboracion propia.
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ii. Tiempo para la maceracion:

El tiempo de maceracién necesario fue de 11 dias.

Con estas variables a controlar, se pudo determinar el disefio

experimental (véase las tablas N° 3.1 y 3.2, en la pagina 108).

TABLA N° 3.1

DISENO EXPERIMENTAL 3 X 1 X 1 (FLORES Y HOJAS)

VARIABLES DE
PROCESO

CONCENTRACION
DEL SOLVENTE

VARIABLES
DE
PROCESO

Al 48%

TIEMPO DE
MACERACION

| mL solvente)
E e e . °

RELACION
(g muestra /

11 dias

1710

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla N° 3.2

Diserio Experimental 3 x 1 x 1 (ramas)

VARIABLES DE
PROCESO

CONCENTRACION
DEL SOLVENTE

VARIABLES
DE
PROCESO

TIEMPO DE
MACERACION

solvente)

RELACION
(g muestra /

Al 72%

11 dias

1/10

Fuente: Elaboracién propia.
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-  Proceso de extraccion

El método usado para la extraccion fue maceracién estatica, en
el que la muestra y el solvente se mantienen dentro de erlenmeyers

de 250mL a temperatura ambiente.

e.2 Filtracion

Con el fin de separar el extracto de las muestras sdlidas, se
utilizé un embudo con papel de filtro rapido (véase la figura N° 3.23),
con el extracto obtenido se hallé el volumen y la concentraciéon en

g/mL.

FIGURA N° 3.23
FILTRACION DE LAS MUESTRAS MACERADAS

Fuente: Elaboracion propia.
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e.3 Evaporacion del solvente

Con el fin de disminuir el contenido etandlico del extracto hasta
un grado en el que ya no posea poder antiséptico y no interfiera en
el analisis, se evaporé el solvente de los extractos en el rotavapor.
Esta técnica se utilizd para evaporar a presion reducida el disolvente
de una disolucién aislando el compuesto de la extraccién que nos
interesa por ello esta .conectado a una bomba de vacio (véase la

figura N° 3.24).

FIGURA N° 3.24
EQUIPO ROTAVAPOR

Fuente: Elaboracion propia.

f. Separacién de metabolitos secundarios
Los analitos obtenidos poseen varios componentes, estos
fueron identificados con el uso de la cromatografia de capa fina,

utiizando solventes adecuados para cada tipo de metabolito

secundario.
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- Cromatografia de capa fina

Se aisldé y purificd los compuestos naturales. La sustancia
inicial se caracteriz6 por un extracto formado por diferentes
componentes, las cuales se aprovecharon para su separaciéon entre
ellas. Las sustancias estuvieron disueltas en un soivente organico.
La preparacion de las placas cromatograficas se muestran en el

anexo 5.

o Desarrollo cromatografico:

- Se adiciond suficiente liquido eluyente (véase la tabla N° 3.3,
en la pagina 112) en el recipiente de desarrollo cromatografico
para que entre en contacto con el extremo inferior del

portaobjetos, pero sin llegar a tocar la muestra sembrada.

- Se tapo y dejoé unos minutos para crear una atmosfera saturada

de fase movil.

- Se coloco los portaobjetos en la cubeta y se tapd rapidamente

(véase la figura N° 3.25, en la pagina 112).

- Cuando el frente del disolvente avanzé hasta aproximadamente

la sefal marcada, se sacO de la cubeta y se rasgd
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cuidadosamente la superficie del portaobjetos para indicar la
posicién del frente del disolvente. A continuacion se dejo secar
al aire durante unos minutos para evaporar el disolvente

organico.

FIGURA N° 3.25
PLACAS CROMATOGRAFICAS INTRODUCIDAS EN LA CUBA

Fuente: Elaboracién propia.

TABLA N° 3.3
REVELADO DEL CROMATOGRAMA

METABOLITO FASE FASE MOVIL
SECUNDARIO ESTACIONARIA
Tolueno i‘ 7
Silicagel o :
ALCALOIDES 50 G

Dietilamina 1

AN

Acido acético

ANTOCIANINAS

Acido acético
lacial
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Silicagel ,MCIBEELT&, . 8,8

CATEQUINAS 60 G

s SN s

ACIdO fér}nico 1

i s Eo

GLICOSIDOS Metanol

CARDIOTONICOS

| VA’-éététo de. étilo | 16 |

Silicagel

60 G

FLAVONOIDES

Silicagel

60 G

QUINONAS

TRITERPENOS — Silicagel

ESTEROIDES 60 G

Fuente: Elaboracién propia.

g. Identificacidén de los componentes activos

Los componentes activos fueron identificados mediante la
coloraciéon que presentaron, estos fueron comparados con datos
bibliograficos (Lock, Wagner, y datos complementarios segun

Marcano, Sharapin, entre otros).
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» ldentificacion con el revelado del cromatograma:

Las manchas de color son visibles, las de bajo color o las
incoloras se pueden revelar mediante luz UV onda corta u onda
larga y/o pulverizando el portaobjetos con la disolucion

correspondiente.

Un indicativo de la presencia de metabolitos secundarios es la
reaccién que se da al entrar en contacto con diversos agentes como

los que se muestran a continuacién:

g.1 Alcaloides:

e Luz UV-254nm: oscurecimientos pronunciados de algunos
tipos de alcaloides como indoles, quinolinas, isoquinolinas,
purinas, oscurecimientos suaves para alcaloides del tipo
tropina.

e Luz UV-366nm: para algunos alcaloides fluorescencia azul,
verde-azulado o violeta y fluorescencia amarilla para
alcaloides del tipo colchicina, entre otros.

¢ Reactivo Wagner: pulverizar y observar en la luz visible la

formacidon de manchas marrones.
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g.2 Antocianinas:

¢ Sin tratamiento quimico: las antocianinas muestran color rojo

o azul-violeta a la luz visible.
g.3 Catequinas:
¢ Reactivo vainillina - acido clorhidrico: pulverizar y observar
en la luz visible la aparicion de manchas rojas identifica la
presencia de catequinas, si es necesario calentar en la
mufla.

g.4 Flavonoides:

e Cloruro de aluminio: pulverizar y observar la aparicion de
fluorescencia amarilla a la luz UV-366nm.
¢ Vapores de amoniaco

g.5 Glucdsidos cardioténicos:

o Luz UV 254nm: débil fluorescencia para todos.

o Luz UV 366nm: no hay fluorescencia para todos.

115



¢ Reactivo acido sulflrico en etanol: pulverizar las placas

luego calentarlas a 100°C por 3-5 minutos, se observara
zonas de fluorescencia azul, marrén, verde y amarillento que
son vistas en el UV-366nm, hay posibilidad que las mismas

zonas aparezcan marrén o azul a la luz visible.

g.6 Quinonas:

Reactivo Borntrager: pulverizar y evaluar a la luz UV-366nm.
Todas las antraquinonas muestran fluorescencia rojo,
antronas fluorescencia amarila y las cumarinas

fluorescencia azul.

g.7 Triterpenos — esteroides:

Reactivo vainillina - acido sulfurico: pulverizar, luego calentar
de 5-10 minutos a 110°C, evaluar la placa en el visible, se
observara coloraciones violeta, azul, rojo, gris o verde, .0

que indica la presencia de esteroides.

Reactivo Libermann-Burchard: pulverizar y calentar 10

minutos a 110°C, la presencia de manchas fluorescentes a

la luz UV-366nm es indicativo de glicdsidos triterpenicos.
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3.7 Anadlisis e interpretacion de la informacion

Segun la informacién recopilada y teniendo en cuenta nuestro
propio criterio el orden que se siguié en el proceso de investigacion

fue el siguiente:

- Seleccién y recoleccion: se tuvo en cuenta nociones basicas de
anatomia vegetal ya que la edad de los vegetales influye bastante

en la cantidad de componentes activos encontrados.
- Acondicionamiento: resaltando aqui la conservacién ya que se tuvo
gue mantener las caracteristicas quimicas, fisicas, organolépticas y

farmacolégicas de la droga vegetal.

- Extraccién: la maceracion fue el punto critico pues de este

dependié la cantidad de componentes activos extraidos.

- Separacién de componentes activos: este se dio con el uso de

cromatografia de capa fina.

- Determinacién de componentes activos: se procedié con el uso de

reactivos de coloracion.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Recoleccion:
TABLA N° 4.1
DATOS DE CAMPO
INICIO DE FIN DE
TIEMPO RECOLECCION | RECOLECCION
Hora o
Humedad relativa
Temperatura
Fecha de recoleccién 9 de junio del 2012

Fuente: Elaboracién propia.

TABLA N° 4.2
PESO MUESTRA RECOLECTADA

TIPO DE MUESTRA PESO DE MUESTRA FRESCA (G)
Flores

Ramas y hojas 1050

Fuente: Elaboracion propia.

4.2 Molienda:

TABLA N° 4.3
PESOS MUESTRA (ENSAYO MOLIENDA)

§ PESO DE MUESTRA
MUESTRA MOLIENDA
(MINUTOS)
Flores 178 146 10
Hojas 14
Ramas 219 202 21

Fuente: Elaboracion propia.
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4.3 Tamizado:

TABLA N° 4.4A

TAMIZAJE MUESTRA SECA - FLORES

@ NOMINAL A Xa | R | Xa | T o Xr
MALLA | | f
(ASTM) @ | (%) (@ | (B (@ | (%
2mm
1 mm 18 | 141.6 | 30.06 | 52.6 :38.03 88.8 | 26.74
710 pm
500 um 35 | 49.0 (1040 | 21.7 11569 | 27.2 | 8.19
| ,

300 um
212 um 70 1 12.8 } 272 | 53 | 3.83 i 75 | 2.26
150 um |

Ciego

TOTAL

Fuente: Elaboracion propia.

Peso inicial

(alimentacién)

Peso perdido (polvo)

Peso sin utilizar (malla #10, ciego) |

Peso utilizado

144.1g

0.96g

7.0g

136.14g
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TABLA N° 4.4B
TAMIZAJE MUESTRA SECA - HOJAS

@ NOMINAL VMALLA A Xa f R Xr T Xt
(ASTM) @ | (%) i @ | (%) | @ | (%
2mm
1 mm 18 ¥238.8 22.57 1 45.7 §21.61 192.9 | 22.82

!

710 um i
500 um 35 154.3 1459 38.9 18.39 ‘1ﬂ15.1 13.62
300 pm
212 ym 70 70.1 6.63 { 259 11225 440 | 521
150 um

Ciego - - 28.8 - - -

TOTAL

Fuente: Elaboracién propia.

Peso inicial (alimentacidn)

Peso perdido (polvo)

Peso sin utilizar (malla #10, ciego)

Peso utilizado

32.69

207.7g

120



TABLA N° 4.4C
TAMIZAJE MUESTRA SECA — RAMAS

@ NOMINAL
(ASTM)

2 mm

1
1mm 18 168.1 1 25.44 | 56.1 {28.94 | 111.6 | 24.04

710 ym

500 um 35 947 11433 | 36.5 ;18.82| 57.9 | 12.48

300 um

212 ym 70 215 {325 {124 ;1 639 | 83 | 1.78

150 ym

Ciego

TOTAL

Fuente: Elaboracién propia.

Peso inicial (alimentacion) = 198.99g
Peso perdido (polvo) = 3.0g
Peso sin utilizar (malla #10 y ciego) = 32.4g
Peso utilizado = 163.5g
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RESULTADOS
10
ETAPA

|ldentificacion preliminar de los
metabolitos secundarios presentes
en la planta nativa cucharilla

(Oreocallis grandiflora).
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4.4 Resultados de la etapa preliminar

4.4.1 Parametros calculados para cada extraccién

TABLA N° 4.5A
PRIMER EXTRACTO - ETER ETILICO

PARAMETROS CALCULADOS

FLOR

HOJA

RAMA

Volumen inicial éter etilico (mL)

Volumen del extracto (mL)

128

129

131

Densidad del extracto (g/mL)

Peso torta seca (g)

471

449

48.5

Volumen del alcohol etilico afiadido (mL)

Rendimiento de filtracion 85.3% | 86% | 87.3%
Fuente: Elaboracion propia.
Densidad del éter etilico = 0.66 g/mL
TABLA N° 4.5B
SEGUNDO EXTRACTO ~ ALCOHOL ETiLICO
PARAMETROS CALCULADOS FLOR | HOJA | RAMA

Volumen inicial alcohol etilico (mL)

Volumen del extracto (mL)

124

119

132

Densidad del extracto (g/mL)

Peso torta seca (g)

44

40.2

46.3

Volumen del agua afadido (mL)

Rendimiento de filtracion

87.3%

88.14%

90.4%

Fuente: Elaboracién propia.

Densidad del alcohol etilico = 0.81 g/mL
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TABLA N° 4.5C
TERCER EXTRACTO - AGUA

PARAMETROS CALCULADOS FLOR | HOJA | RAMA

Volumen inicial agua (mL)

Volumen del extracto (mL) 116 101 121

Densidad del extracto (g/mL)

Rendimiento de filtracion 87.8% | 83.4% | 87.1%

Fuente; Elaboracion propia.

Densidad del agua = 0.995 g/mL
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4.4.2 Resultados de las pruebas preliminares

TABLA N° 4.6
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS PRELIMINARES

METABOLITOS SECUNDARIOS
IDENTIFICACION PRUEBA
ACEITES Y GRASAS | ENSAYO SUDAN | - - - X K X X A X
DIEE(??IISODREFF ++ | ++ + |t | | - - -
ENSAYO DE
ALCALOIDES MAYER ++ | ++ + || | - - -
ENSAYO DE
WAGNER ++ | |+ | R R - - -
; ENSAYO DE p . : \ v
AMINOACIDOS NINHIDRINA X X X ++ - - X A A
ENSAYO DE \ v . .
ANTOCIANINA ANTOCIANINA X X 7 + + + X X A
ENSAYO DE o Ny 1 .
CATEQUINAS CATEQUINAS A X A ++ 4+ A A A
FENOLES Y ENSAYO DE ; s
TANINOS ClsFe X X Ko+ | +++ | ++ - - -
ENSAYODE | ., | ,
FLAVONOIDES SHINODA X X Ko+ | 4+ | 44| ++ | ++ | ++
GLICOSIDOS ENSAYO DE . v v v». v
CARDIOTONICOS KEDDE X A A +++ | +++ | ++ X A A
LACTONASY ENSAYO DE 1 i _ T Tx 1 x
COUMARINAS BALJET ) ’ : o
: ENSAYO DE \ ; . :
MUCILAGOS MUCILAGOS A A X X X K - - -
ENSAYO DE - N N . . v
QUINONAS BORNTRAGER X X X o144+ ++ | +++ | X X X
ENSAYO DE v
RESINAS RESINAS A X - - - X A A
ENSAYO v "
SAPONINAS ESPUMA 4 )4 X - - - - - -
ENSAYO DE
ngfgggggg - LIEBERMAN — | ++ | ++ | ++ | +++ | +++ | +++ ]| X X X
BUCHARD
Fuente: Elaboracion propia.
¢ Leyenda:
Reaccién negativa ) Flor (F)
Reaccién positiva moderada (+) Hoja (H)
Reaccién positiva intensa (++) Rama (R)
Reaccién positiva muy intensa(+++) X (Sin Prueba)
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RESULTADOS
2°
ETAPA

Determinacién cualitativa de los
metabolitos secundarios presentes
en la planta nativa cucharilla

(Oreocallis grandiflora)
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4.5 Los parametros calculados en el proceso de maceracién

fueron los siguientes:

TABLA N° 4.7A
PROCESO DE MACERACION — FLOR

2%, | ensavo
1 11 10/100
3 0 11 10/100
4
5 10/100
6

Fuente: Elaboracion propia.

TABLA N°4.7B
PROCESO DE MACERACION - HOJA

. VARIABLES DE CONTROL
PRUEBA M RE

1 96 11 10/100
2 |

3 0 11 10/100
4

5 10/100
- _

Fuente: Elaboracién propia.
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TABLA N°4.7C
PROCESO DE MACERACION — RAMA

VARIABLES DE CONTROL
N° DE

PRUEBA | ENSAYO
1 96 11 10/100
2 |
3 48 11 10/100
4
5 10/100
6

Fuente: Elaboracién propia.

4.6 Los parametros calculados en el rotavapor fueron los

siguientes:

TABLA N° 4.8
PARAMETROS EXPERIMENTALES DEL ROTAVAPOR (FLOR-HOJA)

MUESTRA

PRESION T° TIEMPO
SO | DE  |npy| BANO |  NECESARIO
(%) VACIO MARIA PARALA
° (mbar) (°C) | CONCENTRACION

Fiores
Parte 2 48 1100 96 40 16'11”

Hojas F
Parte 2 48 1100 96 40 10714"

Ramas —— ——
Parte 2 72 1100 96 40 823"

Fuente: Elaboracién propia.
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4.6.1 Pesos de los extractos obtenidos

TABLA N° 4.9A

PESO DEL EXTRACTO - PARTE |

MUESTRA

CONCEN.
ALCOHOL
(%)

VOLUMEN
(mL)

PESO
EXTRACTO

(9)

PESO
SOLVENTE

(9)

PESO
COMPONENTE
EXTRAIDO (g)

10

9.3804

9.1861

10

8.1254

8.0394

0.0860

Flor 48
96
Hoja
72
Ramas

10

8.8332

8.6552

0.1780

0

Fuente: Elaboracion propia.
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TABLA N° 4.9B

PESO DEL EXTRACTO — PARTE Il

MUESTRA

CONCENT.
VOLUMEN
ALCOHOL (mL)

(%)

ARG

PESO
EXTRACTO

(9)

PESO
SOLVENTE

(9)

PESO
COMPONENTE
EXTRAIDO (g)

Flor 48 10 9.3810 0.1871 0.1939
96 10 8.1251 8.0389 0.0862
Hoja
0 - - - -
72 10 8.8299 8.6560 0.1739
Ramas

0 -

Fuente: Elaboracién propia.

De las dos tablas anteriormente mostradas se observa que

para flor y hojas la mejor extraccion se logro con un porcentaje de

concentracion de solvente del 48%, mientras que para las ramas con
una concentracion de solvente del 72%, lo que verifica lo planteado

por la bibliografia. (Sharapin, 2000:40).
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4.7 ldentificacion de metabolitos secundarios en las placas
cromatograficas:
TABLA N° 4.10A
REVELADO DEL CROMATOGRAMA — FLOR
REFERENCIA
METABOCLITO A — } COLOR VALOR
SECUNDARIO | DETECCION oL EXPERIMENTAL |  Rf
AT
Fluorescencia
azul, verde- .
H. Wagner o Amarillo

Luz UV-365 (pag. 6) 32&?3?;:3?: fluorescente 0.9669

ALCALOIDES amarilia

ANTOCIANINAS

Pulverizado :
vainillina-acido | Lock de
clorhidrico Ugaz Manchas rojas Amarillo -
(visible-placa | (pag. 263)
sin calentar).
CATEQUINAS SiveiTad
Marrén,
H. Wagner | fluorescencia
Luz UV-366nm (pag. 100) | azul, verde, rescent
amarillento. Marrén 0.4583
GLICOSIDOS nie
CARDIOTONICOS

Verde fluorescente

0.5166

Verde fluorescente

0.3666
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Pulverizado

Fluorescencia

FLAV.O,N.OIDES con cloruro de Lock de Fluorescencia amarilla
(Glicésidos) o Ugaz : ;
aluminio (luz (pég. 261) amarilla C
UV-366) Pag- arilla
Lock de Sin cambios
Vapores de Ugaz respecto a la Fluorescencia
amoniaco, (luz . : .
UV-366) (pag. 123- placa_sm amarilla
124) pulverizar
Fluorescencia
naranja
Pulverizado Lock dé '
FLAVONOIDES con cloruro de Ugaz Fluorescencia Fluorescencia
(Agliconas) aluminio (luz (pégg 261) amairilla amarilla
UV-366) '
elest
Fluorescencia
naranja
H. Wagner Fluorescencia | Fluorescencia
Luz UV-366nm " roja, amarilla o .
(pag. 64) azul amarilla
QUINONAS . ’ orescet
#Iﬂéfeéééhma
amarilla
TRITERPENOS Y
ESTEROIDES

Reactivo
Liebermann-
Burchard ( luz

UV-366)

Lock de
Ugaz
(pag. 259)

Fluorescencia
amarilla o
naranja.

Fluorescencia

amarilla

Fuente:; Elaboracién pfopia.
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TABLA N° 4.10B
REVELADO DEL CROMATOGRAMA — HOJA

METABOLITO DETECCION == REFERENC'A ‘ COLOR VALOR
SECUNDARIO , EG,_ EXPERIMENTAL Rf
AUTOR) ON
Fluorescencia
azul, verde- .
LuzUv-366 | Wagg)e’ azulado, violeta | ’ggzglfte 0.9842
(pag. y fluorescencia u n
ALCALOIDES amarilla.

Marrén claro

ANTOCIANINAS

Pulverizado

va;r:;lilgr;a- Lock de
o Ugaz Manchas rojas Rojo 0.4166
clorhidrico (pag. 263)
(visible-placa | ‘P89
CATEQUINAS ~ |--Sncaertan)
Marrén, Amanll‘b 0.8474 :"
Luz UV- H. Wagner | fluorescencia fluorescente )
366nm (pag. 100) azul, verde,
amarillento. o
Amarillo
GLICOSIDOS . 0.9677
CARDIOTONICOs | Pulterzado Marron, fluorescente
sulftrico- H. Wagner flucrescencia
stanol (luz | (pag. 366) | 22 ¥erde,
Uv-366nm) :
Lock de Verde, FdlyleorescenCIa
3 Ugaz fluorescencia naranja
LuzUV-366 | (149 123- |  amarilla, |
FLAVONOIDES 124) naranja, celeste
(Glicésidos) Pulverizado Lock de
con cloruro de Ugaz Fluorescencia Fluorescencia 0.2033
aluminio (luz | o 9261 ) amarilla amarilla '
UV-366) pag.
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Fluorescencia
marilla

Fluorescencia

amarilla

Verde oscuro

FLAVONOIDES
(Agliconas)
Fluorescencia 0.95
celeste
Vapores de Lock de Sin cambios
amoniaco, Ugaz respecto a la 1aril
(uz Uv-366) | P49:-123- 1 placassin Fluorescencia | 02666
124) pulverizar. naranja
Fluorescencia
Luz UV- H. Wagner roja, amarilla y Amarillo oscuro -
366nm (pag. 64) azul.
QUINONAS
Fluorescencia
amarilla
re
; Verde 0.9237
\Z?;ﬁ:::’:_ Lock de Violeta, _azul,
acido sulfurico ©® é&i; ga2260) TOJSé%ﬂeS °
TIEI;‘EER;’(E:B%SS Y (visible) ' Verde oscuro 0.2288

Fuente: Elaboracién propia.

Fiuorescencia
naranja
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TABLA N° 4.10C

REVELADO DEL CROMATOGRAMA — RAMA

REFERENCIA

METABOLITO P
SECUNDARIO | DETECCION
H. Wagner
Luz UV-366 (pag. 6)
ALCALOIDES

ANTOCIANINAS

Fluorescencia
azul, verde-
azulado,
violeta y
fluorescencia
amarilla

COLOR VALOR
EXPERIMENTAL Rf
Amarillo 0.9754
fluorescente

Marrén claro

Rojo o azul —
violeta

Naranja

CATEQUINAS Pulverizado
vainillina-
acido
clorhidrico
(visible-placa
calentada)
GLICOSIDOS
CARDIOTONICOS
FLAVONOIDES Luz UV-
(Glicésidos) 366nm

Lock de
Ugaz
(pag. 263)

Mancha rojas

Purpura

Amarillo
fluorescente

s A

Lock de
Ugaz
(pag. 123-
124)

fluorescencia
amarilla,
naranja,
celeste

naranja
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Pulverizado
con cloruro de
aluminio (luz

i

Lock de
Ugaz
(pag. 261)

Fluorescencia
amarilla

Fiuorescencia
amarilla

Fluorescencia
naranja

Pulverizado
FLAVONOIDES | con cloruro de
(Agliconas) aluminio (luz
&
b
% Luz UV-
‘ 366nm
QUINONAS
TRITERPENOS Y
ESTEROIDES

Reactivo
Libermann-
Burchard ( luz
UV-366nm)

Lock de

? H. Wagner

{ (pag. 64)

|

rFluorescencia

]
Fluorescencia !
amarilla

Fluorescencia
amarilla

naranja
d,

roja, amarilla y
azul

Fluorescencia roja

Lock de
Ugaz
(pag. 259)

Fluorescencia
amarilla

Fluorescencia
amarilla

Fluorescencia
amarillay
naranja.

Fluorescencia
amarilla

Fuente: Elaboracién propia.
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CAPITULO YV

DISCUSION DE RESULTADOS

El proceso de secado realizado a la planta cucharilla
(Oreocallis grandiflora), se dio en tres partes llegando hasta

una humedad relativa de 14%.

Se realizd el proceso de molienda y tamizaje a la planta
cucharilla (Oreocallis grandifiora) y solo se utilizb los rechazos
entre las mallas 18 y 100 que es para polvo moderadamente

grueso a semi-fino.

Al realizar la prueba de aminoacidos en la etapa preliminar se
afirmé la presencia del mismo solo en la flor, mas no en las
hojas ni ramas. Lo cual es significativo para asegurar las

pruebas de alcaloides, en las etapas subsiguientes.

El tiempo de maceracion en etanol de la planta cucharilla
(Oreocallis grandifiora) fue de 11 dias obteniéndose la mejor
extraccion para flores y hojas al 48% en etanol, mientras que
para las ramas fue del 72%, procediendo luego a la

cromatografia de capa fina.
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La etapa preliminar arrojé6 un resultado positivo para las
pruebas de antocianinas mas no en la cromatografia lo que
indica que el solvente mévil no era el adecuado para el tipo de

antocianina a extraer.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

En la identificacidén preliminar de metabolitos secundarios en la
planta nativa cucharilla (Oreocallis grandiflora) se encontré la
presencia de alcaloides, compuestos fendlicos como
antocianinas, catequinas, taninos, flavonoides, quinonas,

triterpenos y esteroides como glicésidos cardioténicos.

Los metabolitos secundarios encontrados en la determinacion
cualitativa de la planta nativa cucharilla (Oreocallis grandifiora)
fueron alcaloides, compuestos fendlicos como catequinas,
flavonoides, quinonas, triterpenos y esteroides como glicésidos

cardiotonicos.

De acuerdo con las condiciones probadas en este estudio y
teniendo en cuenta la compatibilidad entre las pruebas
preliminares y la cromatografia de capa fina los metabolitos
secundarios identificados en la planta nativa cucharilla
(Oreocallis grandiflora) son: alcaloides, compuestos fendlicos
como catequinas, taninos, flavonoides, quinonas, triterpenos y

esteroides como glicésidos cardiotdnicos.
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Con la caracterizacion fitoquimica se confirmé que los
principales metabolitos secundarios presentes en la flor son:
flavonoides, glicésidos cardiotdnicos, quinonas, triterpenos y

esteroides.

Con la caracterizaciéon fitoquimica se confirmé que los
principales metabolitos secundarios presentes en la hoja son:

alcaloides, catequinas, glicésidos cardiotonicos, flavonoides.

Con la caracterizacion fitoquimica se confirmé que los
principales metabolitos secundarios presentes en la rama son:
alcaloides, catequinas, flavonoides, triterpenos y esteroides,

glicésidos cardioténicos.

140



CAPITULO ViI

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar extracciones con diferentes
concentraciones de etanol y ademas probar con otros tipos de
solventes, con la finalidad de lograr la maxima extraccion de los

componentes activos.

Se recomienda realizar un analisis cuantitativo de los
metabolitos secundarios presentes en la planta nativa
cucharilla (Oreocallis grandiflora) con el fin de precisar la
cantidad de cada tipo de metabolitos secundarios, haciendo
uso del IR, Espectrometria UV, cromatografia de gases,

Resonancia magnética nuclear, entre otros.

Si los resultados arrojan negativo, seguir realizando pruebas ya
que se deben considerar varios parametros como la seleccién
errénea del solvente, la presencia de sustancia extrafias que
interfieran, la existencia de componentes activos pero solos en
trazas, ocultando de esta manera la existencia de los

componentes activos buscados.

Se recomienda realizar. un estudio en el que se analice los

subtipos de metabolitos secundarios ya que este estudio solo
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se limita a identificar la presencia del mismo pero en forma
general mas no los subtipos que cada metabolito secundario

contiene.

Se recomienda realizar estudios cientificos del extracto con
fines farmacolégicos que aseguren las propiedades curativas
que la planta nativa cucharilla (Oreocallis grandiflora) presenta,
y asi hallar la dosis efectiva, con el propésito de establecer el

posible uso para el consumo humano.
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CAPITULO IX - ANEXOS

Anexo 1: Matriz de consistencia

¢Cudles son los
metabolitos secundarios
presentes en la planta
nativa Cucharilla
(Oreocallis grandifiora)?

Identificar los metabolitos
secundarios presentes en
la planta nativa Cucharilla.

Los Metabolitos Secundarios
presentes en la planta nativa
Cucharilla son Terpenoides,
Esteroides, Compuestos
Fendlicos y Alcaloides.

- Relacionando Y y Z con
la teorfa de Andlisis
Fitoquimico.

X =
secundarios
en la planta
Cucharilla.

Metabolitos
presentes
nativa

- Triterpenos y
Esteroides

- Compuestos

fendlicos
- Alcaloides.

-Compatibilidad de
resultados
obtenidos.

:VARIABLE.

a) ¢(Coémo se realiza la
identificacion preliminar
de los metabolitos
secundarios presentes

en la planta nativa
Cucharilla  (Oreocallis
grandiflora)?

a) Realizar la
identificacién preliminar de
los metabolitos

secundarios presentes en
la planta nativa Cucharilla
(Oreocallis grandiflora).

a) La identificaciéon preliminar
de los metabelitos secundarios
presentes en la planta nativa
Cucharilla (Oreocallis
grandiflora) es mediante Ia
marcha fitoquimica preliminar.

Marcha fitoquimica
preliminar; se dara Ila
identificacion con el uso
de reactivos especificos
para cada tipo de muestra.

~INDEPENDIE
Y = Identificacion
preliminar de los

metabolitos secundarios
presentes en la planta
nativa Cucharilla
(Oreocallis grandiflora).

- Reaccién Lieberman
- Reaccién Shinoda

Dragendorff
- Reaccion Kedde

Reaccién

- Reaccion Borntrager
- Reaccion Catequinas

- Reactivos de
coloracién.

b) {Cémo se realiza la
determinacion

cualitativa de los
metabolitos secundarios
presentes en la planta
nativa Cucharilla
(Oreocallis grandiflora)?

b) Realizar la
determinacion  cualitativa
de los metabolitos

secundarios presentes en
la planta nativa Cucharilla
(Oreocallis grandiflora).

b) La determinacién cualitativa
de los metabolitos secundarios
presentes en la planta nativa
Cucharilla (Oreocallis
grandifiora) es mediante
reacciones de coloracion (ag.
cromogeénicos).

Cromatograffa en capa
fina: se dara la
identificacion con el uso
de agentes cromogénicos.

Z = Determinacion
cualitativa de los
metabolitos secundarios
presentes en la planta
nativa Cucharilla
(Oreocallis grandifiora).

-Reacciones
cromogénicas que
modifican las
sustancias naturales
ubicados en la
superficie
cromatografica.

~Cromatofolios.
-Reactivos de
coloracion.

-Luz UV

Fuente: Elaboraciéon propia.

Relacién de variables:X=f (Y, 2Z)
X: Metabolitos secundarios presentes en la planta nativa Cucharilla (Oreocallis grandiflora).

Y: Identificacién preliminar de los metabolitos secundarios presentes en la planta nativa Cucharilla (Oreocallis grandiflora).

Z: Determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en la planta nativa Cucharilla {Oreocallis grandifiora).
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Anexo 2. Clasificacion taxonémica de la planta cucharilla

"UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA ~

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

"Ajio de la Integracién Nacional y el r ’cimiento de Nuestra Biodiversidad

CONSTANCTA N°187-USM-2012
LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEQ DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:
La muestra vegetal (rama con hojas y flores), recibida de Cindy Susan MEDINA
GAMBOA y Christian Anthony CASTILLO OSORIOQ, estudiantes de la Facuftad. de
Ingenieria Quimica de (a Universidad Nacional del Callao, ha sido estudiada y
clasificada como: Oreacallis grandiflora (Lam.) R. Brown y tiene la siguiente
posicién taxondmica, segin el Sistema de Clasificacién de Cronquist {(1988):
DIVISEON: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ROSIDAE
ORDEN: PROTEALES
FAMILIA: PROTEACEAE.
GENERO: Oreocallis

ESPECIE: Oreocallis grandiflora (Lam.) R. Brown

wis

Nombre vuigar:
Determinada por: Blgo. Severo Balde6n Malpartida

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de

estudios.
Fecha, 10 de Julio de 2012
. r-\m.
e

ra. deé%n‘toya ros )

EL HERBARIO.SAN MARCOS-(USM)
AvAtenales 1250, Jebis Marfa Telfs. SHATI0L17T, 470-4471 e-maik piuscobn@unmsm.edinpe
Apdi. 14-0434, Lima 4, Perdr 470-7018, 6167000 anexn 5703 batpe/ fmuseohinunmsm.edape

Fuente: Museo de historia natural (Universidad Nacional Mayor de San Marcos).
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Anexo 3: Constante dieléctrica de algunos solventes

CONSTANTE
SOLVENTES DIELECTRICA (¢) A 25°C
Hexano
Ciclohexano
1,4-d ioxano

Tetracloruro de carbono

Benceno

Tolueno

Acetonitrilo

Eter etilico

Cloroformo

Acetato de etilo

Acido acético

Tetrahidrofurano

Diclorometano

Piridina

2-Butanol

1-Butanol

2-Propanol

1-Propanol

Acetona

Etanol

Metanol

Glicerina

Agua

Fuente: Fundamentos de Tecnologia de Productos Fitoterapéuticos, (Nikolai
Sharapin, 2000) consultada el 19-07-12.
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Anexo 4: Cuadro de Indicadores de colores

INTENSIDADES

++

+4++

Amarillo

Verde
limon

Verde
oscuro

Anaranjado

Rojo

Celeste

Morado

Marron

Negro

Donde:

Reaccion positiva moderada  (+)

Reaccidn positiva intensa

(++)

Reaccién positiva muy intensa(+++)
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Anexo 5: Preparacion de placas cromatograficas silica gel 60G

- Se limpié los portaobjetos de dimensiones 25x75mm con
disolucién jabonosa, se enjuagé minuciosamente con agua

destilada y se seco.

- Se preparé una pasta formada por gel de silice/agua en una
proporcion de 1/2, luego se procedié a mezclar bien obteniendo
finalmente una pasta homogénea (véase la figura N° 9.1).

FIGURA N° 9.1
PREPARACION DE LA PASTA PARA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Fuente: Elaboracion propia.

- Se cogidé por los extremos dos portaobjetos, juntos por sus
caras mas extensas y se sumergié en la pasta separandolos a
continuacion. Debe quedar una capa fina y homogénea sobre
cada portaobjeto.

- Se dejo secar al aire.

- Una vez seco el gel al aire, se colocé los portaobjetos en una
estufa a 100°C durante una hora.
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Anexo 6: Fotos de ensayos preliminares

FIGURA N°9.2
PRUEBAS PRELIMINARES DEL EXTRACTO ETEREO

Fuente: Elaboracion propia.
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Fuente: Elaboracion propia.
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FIGURA N° 9.3
PRUEBAS PRELIMINARES DEL EXTRACTO ALCOHOLICO

INIET
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&

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 9.4
PRUEBAS PRELIMINARES DEL EXTRACTO ACUOSO

Fuente: Elaboracién propia.
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Anexo 7: Reacciones quimicas de la marcha preliminar

7.1 Alcaloides:

a) Ensayo de Dragendorff:

R,—N + HO ——= |R,—nH"|Cr

R Ry
Alcaloide Acida Sal
R1 R1
' + - + N I + o -
Rz—lilH o + KB, ] —= RQ—TH [&il, ]
R3 R3
Sal formada Reactivo Precipitado
Dragendorff formado

b) Ensayo de Mayer:

Ry Ry

Rz—i‘i! + HCl —— Rz—l'sllH+ cr

R R
Alcaloide Acido Sal
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Ry Ry
I +] A + -2 I + 2
Rg*f‘ilH Cl 4+ Ky |Hgly | ——= Rz——f\’lH Hylg

Rs Rs
Sal formada Reactivo Precipitado
Mayer formado

c) Ensayo de Wagner:

Ry Ry
Alcaloide Acido Sal
! j
E’Q—I\I!H+ cr + [Klg'] — Fez—rx!sH“ [___KIS'z:I 1
R Rs
Sal formada Reactivo Precipitado
Wagner formado

7.2 Ensayo de antocianinas:

~
R1 R'l
& IOH OH
HO 0.,
4008 -
e .
Z ™ on + HCl —— Cl
OH -
Antocianidina Acido Sal formadsa
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Ry
OH
ol
HO oL
= ‘ ) S R,
2 > on o + H,0 + CgHyOH
- OH - Alcohol
Sal formada amilico
Ry
OH
&
HO O ~
= = = R,
2 P o ¢+ 2H0
I
L OH CsHo” e
Complejo formado, color rojo
7.3 Ensayo de catequinas:
OH
HO //,»\l /O \,\/ ‘\ oH
‘\" \OH + NEQCOS —
OH
Catequina Carbonato
de sodio
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OH

O i\:”ior / _\
Na

Co!or verde carmelita
alalyz UV

7.4 Ensayo de Shinoda:

+  NaHCO,

Bicarbonato
de sodio

Mg® + HCl —= MgCl, + Hﬁ

OH i oH |
P OH - l OH
I HO o N
+ MgCl, —~ [ OH
" OH  OMyCl i
Flavonoide Complejo formado
color rojo
7.5 Ensayo de Borntrager:
oH 0 OH i o OH
N N
¢ g + NaOH —» & Na~ + Hy0
0 B .
Quinona Complejo formado

color rojo
{sal de sodio)
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7.6 Ensayo de Kedde:

. Reaccioén de la 1° solucion:

COOH COOCH
ﬁ _
,7]\ + CHgOH —» = +  HO
O,N NO, O, NO,
Acido 3,5 - dinitrobenzoico Metanol

. Reaccion de la 2° solucion:

KOH + H,0 — & oH

Acuosa
® Al mezclar ambas soluciones:
e Oen, Oxe O
!\K q
+ KOH — + CH,OH
0N N o, 0N g,
Acido 35 - dinitrobenzoato Metanol
de potasio
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. La reacciéon que se produce con el glicdsido cardiotdnico

presente:

R
| >
+ —_—
T
O,N NO 5
R4 )
Glicosido cardiotonico Acido 3 5 - dinitrobenzoato
' de potasio
O"\“‘C .««*O-
l SN
o
o, NO,
L i
Coloracidn violaceo {complejo fanmado)
7.7 Ensayo de la ninhidrina:
0 0
f H
a OH | f.r‘o = OH F
| + H—C—C  —— | + H—C—C 4+ HO
I OH AN . H oy
NH, OH \\ MH OH
0] o
Ninhidrina Aminoacido Ninhidrina reducida
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0

43 i
H—C—C 4+ H0 —= H—C_ + NH; + cO,

H
MH OH H
!O 0 O 0O
= | ot HO l/ = = | _ =
8] 0 0 0
Ninhidrina Ninhidrina reducida Color violeta
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Anexo 8

FIGURA N° 9.5
FOTOS DE CROMATOGRAFIA
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Fuente: Elaboracién propia.
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Fuente: Elaboracién propia.
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Fuente: Elaboracién propia.
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Fuente: Elaboracién propia.
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Fuente: Elaboracion propia.
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Fuente: Elaboracién propia.
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