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PREPARACION DE REACTIVOS

Lieberman-Bouchard

e Se mezclan 5 ml de anhidrido acético.

5 ml de cloroformo.

Enfriar a 0°C.

Agregar 1 a 2 gotas de acido sulfurico.

El reactivo es estable durante 1 dia (28, 29).

Reactivo de Mayer

Disolver 1.36 g de HgCl, en 60 ml de agua.

Disolver 5 g de Kl en 20 ml de agua.

Mezclar las dos soluciones.

Aforar a 100 ml.

El reactivo solo debe afadirse a soluciones previamente aciduladas con HCI 0 H,SO4
diluidos.

La solucion no debe de contener acido acético o etanol porque disuelven el precipitado.
e Solo debe de agregarse unas cuantas gotas de reactivo porque algunos alcaloides son
solubles en exceso de reactivo (28, 29).

Reactivo de Carr-Price

e Solucion saturada de tricloruro de antimonio en cloroformo (28, 29).

Reactivo de Fehling

e Solucion A
Disolver 6.93 g de sulfato clprico en agua y completar a volumen con
250 ml de agua (28, 29).

e Solucion B
Disolver 34.6 g de bitartrato de sodio y potasio y 62.5 g de KOH en agua
y completar el volumen a 250 con agua.

e Mezclar volumenes iguales al momento de utilizar (28, 29).

Reactivo de Bouchar

e 2gdeyodo
e 4 g de yoduro de potasio
e Aforar a 100 ml (28, 29).
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Reactivo de Dradendoff

e Solucion A
0.85 g de nitrato basico de bismuto, diluido en 10 ml de acido acético
glacial.
e Solucion B
8g de Kl en agua
e Mezclar 25 ml de solucién A'y 25 ml de solucion B en 100 ml de cido acético glacial,
aforar a 500 ml con agua, es estable en un recipiente oscuro y refrigerado durante 6
meses (28, 29).

Reactivo de Kedde

e 5ml de solucion etandlica de acido 3,5-dinitrobemzoico al 3% preparado recientemente.
e 5ml de NaOH 2 M.
e Mezclar al momento de utilizar (28, 29).

Reactivo de Komarowsky

e 1ml de acido sulfarico etanolico al 50%.
e 10 ml de 4-hidroxibenzaldehido en metanol al 2%
e Mezclar antes de usar (28, 29).

Reactivo Séller-Killiani

e 0.3 ml de FeCls al 10%
e 50 ml de &cido acético glacial
e Mezclar antes de usar (28, 29).

Reactivo de KOH

Solucién etandlica de KOH del 5-10% (28, 29).

Reactivo sangre/Agar sangre

10 ml de agar/agar disuelto segun especificaciones de fabricante

1 ml de sangre de carnero/o Hb comercial en relacion especificada por el fabricante
Mezclar cuando el agar se encuentre a 37°C

Se puede usar agar sangre comercial (28, 29).

Reactivo de Productos naturales

e Asperjar la cromatoplaca primero con difenil-boril-oxietilamina al 1% en metanol y
luego con polietilenglicol-4000 al 5% en etanol.
El polietilenglicol incrementa la sensibilidad desde 10 hasta 2.5 microgramos (28, 29).



CUADRO 2. Reqguerimientos de materiales y equipo para elaborar la determinacion de metabolitos

secundarios en una extraccion con hexano

CRISTALERIA SOLVENTES OTROS
No Material Vol. Solvente Cant. Material
2 | Beacker de 250 ml 50 ml Etanol 1 Gradilla
3 | Beacker de 100 ml 60 ml Eter 1 Equipo de arrastre de vapor
3 | Beacker de 50 ml 35 ml Hexano 1 Plancha de calentamiento
1 | Beacker de 10 mi 7 mi Cloroformo 1 Vortex
2 | Beacker de 5 ml 5mi Metanol 1 Bafio de Maria
2 | Tubos de ensayo de 20 ml 70 ml Tolueno
12 | Tubos de ensayo de 10 mi 10 ml n-butanol
5 | Pipetas de 1 ml REACTIVOS 1 Par de pinzas para tubos de ensayo
5 | Pipetas de 2 ml Cant. Reactivo 1 Par de pinzas para crisol
5 | Pipetas de 3 ml 10 ml HCI 2% 1 Macropipéteador
5 | Pipetas de 5 ml 5mi HCI concentrado 1 Cronometro
5 | Pipetas de 10 ml 12 mi KOH 0.5 M 1 Pizeta con agua destilada 300 ml
1 | Contenedor de cromatoplacas 1ml NH40H 25% 1 Bote de capilares
3 | Ampollas de decantacion 100 ml | 1 gotero | Reactivo de Carr-Price 1 Mechero
1 gotero | Reactivo Liebermann- Papel filtro, papel pH
Bouchard
Estandares 1 gotero | Reactivo de Wagner 1 Cromatoplaca para CCF Silicagel 60
F 254
Atropina Raspas Magnesio metalico 1 Lampara UV 366 nm
Papaverina 1 gotero | Reactivo de Mayer Papel parafilm
25 ml Acido acetico Masking Tape o crayon graso
10 ml Dietilamina
1 gotero | Reactivo dragendorff

Precaucion, Utilice equipo de proteccion adecuado, guantes, lentes y bata de manga larga.
Tenga un extinguidor cerca.




CUADRO 3. Requerimientos de materiales y equipo para elaborar la determinacion de metabolitos
secundarios en una extraccion con metanol

CRISTALERIA SOLVENTES OTROS
No Material Vol. Solvente Cant. Material
1 | Beacker de 250 ml 50 ml Eter 1 Gradilla
2 | Beacker de 100 ml 5mi Metanol 50 % NaSO,, desecador
1 | Beacker de 150 ml 94 ml Tolueno 1 Plancha de calentamiento
5 | Beacker de 20 ml 100 ml Eter 1 Vortex
2 | Beacker de 5 ml 10 mi Cloroformo 1 Bafio de Maria
25 ml Eter de petréleo
10 ml Benceno
2 | Tubos de ensayo de 20 ml REACTIVOS 1 Par de pinzas para tubos de ensayo
12 | Tubos de ensayo de 10 ml Cant. Reactivo 1 Par de pinzas para crisol
5 | Pipetas de 1 ml 3ml HCI 2% 1 Macropipéteador
5 | Pipetas de 2 ml 20 ml HCI 20% 1 Cronometro
5 | Pipetas de 3 ml 30 ml HCI 10 % 1 Pizeta con agua destilada 300 ml
5 | Pipetas de 5 ml 30 mi NH40H 25% 1 Bote de capilares
5 | Pipetas de 10 ml 2 mi KOH05M 1 Mechero
2 | Ampollas de decantacién 100 ml | 1 gotero | Reactivo Mayer Papel filtro, papel pH
1 gotero | Reactivo de Wagner Papel parafilm
Estandares 1 gotero | Reactivo de Dragendorff 1 Cromatoplaca Silicagel 60F 254
Flavonoides al 0.05% en metanol | Raspas Magnesio metalico 1 Lampara UV 366 nm
Coumarinas al 1% en metanol 1 gotero | Reactivo de Fehling Masking Tape o crayon graso
Colesterol en cloroformo 0.1% | gotero | FeCI3 1%
Digitalis Purpurea en MeOH 1 gotero | Solucion gelatina a 1% (p/V)
Antraquinonas al 0.1% en | 1gotero | Solucion gelatina-sal
MeOH
207 ml Acetato de etilo
11 mi Acido férmico
11 ml Acido Acetico
1 gotero | Reactivo de productos
naturales (NP/PEG)
1 gotero | Solucién KOH etanolica al
5%
1 gotero | Reactivo de Liebermann-
Bouchard
25 ml Acido sulfurico concentrado
1 gotero | Reactivo de kedde
1 gotero | Reactivo de Séller-Killiani
1 gotero | Test de amonio

Precaucion, Utilice equipo de proteccion adecuado, guantes, lentes y bata de manga larga.

Tenga un extinguidor cerca.




CUADRO 4. Requerimientos de materiales y equipo para elaborar la determinacion de metabolitos
secundarios en una extraccion con agua

CRISTALERIA SOLVENTES OTROS
No Material Vol. Solvente Cant. Material
1 | Beacker de 250 ml 20 ml Acetona 1 Gradilla
1 | Beacker de 100 ml 150ml Eter 1
2 | Beacker de 50 mi 10 mi Metanol 50 % 1 Plancha de calentamiento
1 | Beacker de 10 ml 64 ml Cloroformo 1 Vortex
1 | Beacker de 5 ml 50 ml Metanol 1 Bafo de Maria
50 ml n-butanol
10 ml Acido acético
2 | Tubos de ensayo de 20 ml REACTIVOS 1 Par de pinzas para tubos de ensayo
7 | Tubos de ensayo de 10 ml Cant. Reactivo 1 Par de pinzas para crisol
5 | Pipetas de 1 ml 12 ml HCI 10% 1 Macropipéteador
5 | Pipetas de 2 ml 10 mi H2S04 concentrado 1 Cronometro
5 | Pipetas de 3 ml 5 mi KOH 0.5 M 1 Pizeta con agua destilada 300 ml
5 | Pipetas de 5 ml 10 ml NH40H 25% 1 Bote de capilares
5 | Pipetas de 10 ml 1 gotero | Lugdl 1 Mechero
1 | Quitazato 1 gotero | Reactivo Liebermann- Papel filtro, papel pH
Bouchard
1 | Ampollas de decantacion 100 ml | 1 gotero | Reactivo de Wagner Papel parafilm
1 gotero | Reactivo de Dragendorff
1 | Embudo Raspas Magnesio metalico 1 Lampara UV 366 nm
1 gotero | Reactivo de Meyer 1 Manguera para vacio
Estandares 1 gotero | Hematoxilina Bomba de vacio
Solucion saponinas 0.1 % en | I gotero | Timol Masking Tape 0 crayo graso
metanol
1 gotero | Reactivo de sangre
1 gotero | Reactivo de Komarowsky
Vainillina
anisaldehido
Precaucion, Utilice equipo de proteccion adecuado, guantes, lentes y bata de manga larga.
Tenga un extinguidor cerca.




CUADRO 5. Requerimientos de materiales y equipo para elaborar la
determinacion de metabolitos secundarios en extractos de hexano,

metanol y agua

CRISTALERIA SOLVENTES OTROS
No Material Vol. Solvente Cant. Material
4 Beacker de 250 ml 50 ml Etanol 1 Gradilla
6 Beacker de 100 ml 260ml Eter 1 Equipo de arrastre de vapor
1 Beacker de 150 ml 35 ml Hexano 1 Plancha de calentamiento
2 Beacker de 50 ml 15 ml Metanol 50 % Pepel parafilm
2 Beacker de 10 ml 7ml Cloroformo 1 Vortex
5 Beacker de 20 ml 20 ml Acetona Bomba de vacio
5 Beacker de 5 ml 2ml Metanol 1 Bafio de Maria
70 ml Tolueno
10 ml n-butanol
6 Tubos de ensayo de 20 ml REACTIVOS 1 Par de pinzas para tubos de
ensayo
29 Tubos de ensayo de 10 ml Cant. Reactivo 1 Par de pinzas para crisol
15 Pipetas de 1 ml 25 ml HCI 2% 1 Macropipéteador
15 Pipetas de 2 ml 5ml HCI concentrado 1 Cronometro
15 Pipetas de 3 ml 42 ml HCI 20 % 1 Pizeta con agua destilada 300 ml
15 Pipetas de 5 ml 20 ml HCI 10 % 1 Bote de capilares
15 Pipetas de 10 ml 20 ml KOH0.5M 1 Mechero
1 Contenedor de cromatoplacas 41 ml NH,OH 25% Papel filtro
6 Ampollas de decantacién 100 ml 1 gotero Lugol 1 Cromatoplaca para TLC
1 Embudo 1 gotero Reactivo de Fehling 1 Lampara UV 366 nm
1 gotero FeCl; 1 % Masking Tape o crayon graso
Estandares 1 gotero FeCl; 10%
Atropina 1 gotero Reactivo de Carr-Price Papel pH
Papaverina 1 gotero Reactivo Liebermann-Bouchard
1 gotero Ac Silico Tungstico
Raspas Magnesio metalico
1 gotero Reactivo de Mayer
1 gotero Hematoxilina
1 gotero Timol
1 gotero Reactivo  de  anisaldehido-acido
sulfarico
1 gotero Reactivo Dragendorff
1 gotero Reactivo de Kedde
1 gotero Reactivo de Séller-Killiani
1 gotero Reactivo KOH
1 gotero Reactivo de Wagner
1 gotero Reactivo de Komarowsky
1 gotero Reactivo de productos Naturales
1 gotero Reactivo de sangre
1 gotero Picrato de sodio
1 gotero Test de Amonio
1 gotero Vainillina-acido sulfarico
1 gotero Solucion gelatina/gelatina-sal

Precaucion, Utilice equipo de proteccion adecuado, guantes, lentes y bata de manga larga.
Tenga un extinguidor cerca.
















Tabla 3. Familias de metabolitos secundarios presentes en extractos de diferente naturaleza polar
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Extracto hexano

Aceites esenciales
Triterpenos

Esteroles
Carotenoides

Acidos grasos
Alcaloides

Agliconas flavonoides
Cumarinas

Emoides
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Extracto alcohdlico

Taninos galicos
Taninos catéquicos
Taninos Rojos
Compuestos reductores
Alcaloides

Aminas cuaternarias
Antocianinas
Leucoantocianinas
Cumarinas
Antracenoides
Flavonoides
Chalconas
Esteroides
Triterpenos
Cardenolicos y bufadienolicos

e Esteroles Insaturados

e |_actonas insaturadas

o Azucares 2-desoxigenadas

&
&

Antraquinonas

Principios amargos

L

Extracto acuoso

# Polisacaridos

# Amidas

# Saponinas

# Mucilagos

# Taninos galicos

# Taninos catéquicos
% Compuestos reductores
# Alcaloides

# Glucdsidos cianogénicos




Procedimiento 1

EXITRACIO HEXANO (200 ml)

Extraccion de familias de metabolitos secundarios con hexano en extractor Soxleth, y lixiviacién

20 ML, FRACCION H1

Evaporar a sequedad
Disolver el residuo en 50 ml de etanol

180 ML, FRACCION H2

Alicuota de 180 — concentrar hasta 50 ml

10 ml Evaporar. Disolver el residuo en 3 ml de HCI 2%, Dividir en 3
porciones a) Comparacion / blanco; b) Reactivo de Mayer; c) Reactivo de
wagner d) Reactivo de dragendoff .Precipitado en b) , ¢) y d) (+) Alcaloides

10 ml
Evaporar a sequedad
Destilar con arrastre a vapor
Extraer destilado con éter
(2 x20 ml)
Hacer CCF Hexano/éter 8:2
manchas coloreadas
(+) Aceites esenciales

40 ml

10mKOHO0.5M
Reflujo durante dos horas
Agregar 20 ml de agua
Evaporar el etanol
Extraer 3 x 10 ml éter

Prueba CCF para Alcaloides

5 ml concentrar a 100, aplicar 100ul en cromatoplaca silicagel 60F 54
Estandar: soluciones al 1% de atropina y papaverina en metanol (10pl)

Fases moviles: Tolueno-acido acetico-dietilamina (70:20:10), n-butanol-
acido acetico-agua (4:1:1), Dteccion: R de Dragendoff a 254 VIS

FASE ETEREA

Fase acuosa
Acidificar (pH 3-4)
Extraer 2 x 10 ml de éter
Evaporar hasta secar
Formacion de residuos
con cristales

(+) Acidos arasos

Reactivo de Liebermann-
Bouchard
(+) Triterpenos/esteroides

Reactivo de Carr-price
(+) carotenoides

O M Evaporar. Adicionar CHCI; y agregar en gotas el Reactivo de Carr-
Price  (+) Carotenoides

O MI Evaporar. Disolver el residuo en 2 ml de MeOH caliente, Adicionar
limaduras de Mg + 1 ml de HCI concentrado. Dejar reposar 10 minutos,
Coloracidn rubia rojiza (+) Agliconas flavonoides

© MI Evaporar. Disolver el residuo en 1 ml de agua hirviendo, Aplicar con
microcapilar 2 manchas en papel filtro, aplicar en una de las dos manchas 1
gota de KOH 0.5 M. Observar fluorescencia a longitud de onda de 366 nm.
(+) Cumarinas

9 M Evaporar. Disolver residuo en 1 ml de CHCIz. Adicionar Reactivo de
Liebermann-Bouchard. Anillo verde. Interfase marron
(+) Triterpenos/esteroles

oml Evaporar. Disolver residuo en 1 ml de NH4sOH 25 %, Coloracion
bermeja
(+) Emoides




Procedimiento 3

EXTRACTO ALCOHOLICO (300 ml)

Extraccion de familias de metabolitos secundarios con metanol en extractor Soxleth y lixiviacion

DIVIDIR EN TRES ALICUOTAS DE 100 ML CADA UNA

Fraccion Al
Concentrar hasta 40 mli

v

O MI + 2 ml de agua caliente, enfriar
dividir en 4 tubos
a) tubo 1 agregar 4-5 gotas de

solucion de gelatina al 1 %
(p/V)
b) tubo 2 agregar 4-5 gotas de
solucion gelatina-sal
c) tubo 3 agregar 5 gotas de Fe
C|3 al1%
d) blanco
observar precipitados y cambios de
color
Color azul (+) taninos galicos
Color verde (+) Taninos catéquicos

oml + 2ml de agua + 5 ml de reactivo de Fehling
Reflujo de 30 minutos

Precipitado color ladrillo

(+) Compuestos reductores

10 ml separado de la solucion acidulada.

Calentar por 10 minutos

Coloracion roja inmediata

(+) chalconas

Formacion de polimeros insolubles de color café-rojizo
(+) flavofenos

30 Ml evaporar.

Disolver el residuo en 20 ml de HCl al 10 %

Retirar 3 ml para el test de alcaloides (precipitado)
Efectuar el test de alcaloides

Retirar 10 ml para el testa de flovafenos oTaninos Rojos.
Alcalinizar el restante de la fraccion (7 ml) a pH 9.
Extraer 3 x 10 ml de éter

Evaporar la fraccion etérea

Disolver el residuo en 3 ml de HCl al 10 %

Precipitado (+) Aminas cuaternarias




Procedimiento 3a.

EXTRACTO ALCOHOLICO (300 ml)

DIVIDIR EN TRES ALICUOTAS DE 100 ML CADA UNA

Fraccion A2
Concentrar hasta 50 mli

50 ml de extracto + 20 ml HCI 20% Reflujo por 30
minutos, Adicionar 20 ml de agua, Evaporar hasta 30

Fase etérea

ml. Extraer 3 x 20 ml de éter. Separar la fase etérea de
la fase acuosa.

El volumen que se obtenga, concentrar hasta 30 m|

F:lse acuosa oMl evaporar

Dividir en dos partes NH,;OH al 25 %

a) Elevar el pH de la solucion a 9-10

Disolver residuo en 3 ml de

Color rojo (+) Antracenoides

10 Ml evaporar

Disolver residuo en metanol al 50%

Adicionar raspas de Mg a 1 ml de HCI y esperar 10 min.
Coloracién roja (+) Flavonoides.

Color verde-castafno o azul
(+) Antocianinas

b) Agregar 0.5 ml HCI conc
calentar 5 minutos
precipitado

(+) Leucoantocianinas

Agregar

0 gris

10 Ml evaporar

reactivo de
Liebermann-Bouchard
Coloracioén, azul, verde, rosa

(+) Esteroles/triterpenos

Prueba CCF Flavonoides

Aplicar 25-30pul en cromatoplaca de silicagel 60F s,
Estandares : Soluciones de flavonoides al 0.05% en metanol
(10ul)

Fases moviles: acetato de etilo-acido férmico-acido acetico
(100:11:11:27)

Deteccion: Reactivo de productos naturales (NP/PEG)
Fluorescencia intensiva en UV-365 nm.

© MI concentrar hasta 1 ml

Aplicar dos manchas en papel filtro
Sobre una de las manchas aplicar KOH
Observar con luz UV a 366 nm,
fluorescencia

(+) Cumarinas

Prueba CCF-cumarinas
0 ml concentrar a 1 ml
Aplicar 20 pl en cromatoplaca de silicagel 60F 54
Estandar: Solucion de cumarinas al 1% en metanol (10ul)
Fases maviles: Tolueno-Acetato de etilo (93:7)
Tolueno eter (1:1, saturado con acido acetico al 10%)
Deteccidn: Solucidn etanolica de KOH al 5%, UV-365 nm. fluorescencia azul o verde




Procedimiento 3b

EXTRACTO ALCOHOLICO (300 ml)

DIVIDIR EN TRES ALICUOTAS DE 100 ML CADA UNA

Fraccion A3

30ml , evaporar
remover pigmentos con éter hasta que el éter salga incoloro
Agregar 10 ml de benceno y agitar durante unos minutos
Evaporar
Agregar 10 ml de cloroformo, filtrar con Na,SQy, filtrar y dividir
el filtrado en tres tubos:
a) tumo 1 Agregar 3 gotas de Reactivo Liebermann-
Bouchard
b) tubo 2 Ensayo de anillo: agregar acido sulfirico
concentrado (prueba de Salkowski)
Test de anillo: en presencia de esteroles insaturados, formacion
de un anillo rojo cereza en la interfase.
c) tubo 3: blanco
Usar como estandar una solucion de colesterol en cloroformo
(0.1%)
Observar los cambios de colores inmediatos y/o graduales ( rojo,
rosado, violeta para esteroles insaturados ) durante un periodo de
una hora.
(+) Esteroles insaturados

10 ml, concentrar a2 ml

Aplicar 40 pl a cromatoplaca silicagel 60F s,

Estandar: Solucion de sustancia de referencia ( pe. Artemisina) al 1% en metanol (
20pl)

Fases mdviles: Acetato de etilo-metanol-agua ( 77:15:8), cloroformo-metanol (95:5)
Deteccion: Vainillina-acido sulfarico, anisaldehido-acido sulfdrico

Zonas rojas-violetas, café-rojas, azules-verdes

Reactivo de Liebermann-Buchard: UV-365 nm, gris, café; VIS: café oscuro, gris
(+) Principios amargos

Prueba CCF para Antraguinonas

5ml calentar 5 minutos a 60°C, filtrar y agregar 10ul a cromatoplaca
de silicagel 60F2s4.

Estandar: Solucion de antraquinonas al 0.1% en metanol (10 ul)

Fases -~ moviles: Acetato - de etilo-metanol-agua (- 100:17:13),
(100:13.5:10)

Deteccion: Solucion etanolica de KOH al 5 0 10%

Zonas rojas en visible y fluorescencia roja en UV 365nmn

(+) Antraguinonas

Zonas Amarillas en visible y fluorescencia amarilla en UV-365 nm

(+) Antronas y Antranolas

30U M, concentrar hasta 5 ml

Colocar 3 manchas (0.1, 0.2, 0.3 ml) sobe un papel filtro
Secar y agregar unas gotas de reactivo de Kedde.

Secar papel filtro y observar cambio de color

Usar como estandar Digitalis purpdrea en MeOH 80%
('mancha o anillo purpura)

(+) Lactonas Insaturadas

10 Ml evaporar

Eliminar los pigmentos coloreados con éter de petréleo.

Secar el residuo y agregar 3 ml de reactivo Séller-Killiani.

Pasar a un tubo, mezclar y resbalar 1-2 ml &cido sulfarico concentrado
en la pared del tubo.

Formacion de anillo purpura en la interfase.

(+) Azlcares 2-desoxioenadas.

10 Ml concentrar a 2 ml ( Test de Borntrager)

Disolver el residuo en 30 ml de agua destilada, filtrar y extraer con 10 ml de
benceno.

A la fase bencénica afiadir 5 ml de solucion de Test de amonio y agitar.
Observar cambio de color en la fase alcalina (rojo, rosado)

(+) Antraquinonas

( Test de Borntrager modificado)

0.3 g de material vegetal pulverizado con 10 ml de KOH alcoholico 0.5N y 1 ml de
H,0, al 3% durante 10 minutos en bafio de maria a 60°C

Agregar 10 ml de benceno, agregar a la fase bencénica 2-5 ml de solucion de test de
amonio y agitar.

Cambio de color fase alcalina ( rojo, rosado)

(+) Antraquinonas




Procedimiento 2

O MI + 3 ml de agua
Agregar 2 gotas de lugdl
coloracion azul

(+) Amidas

o MI + 10 ml de acetona
Agregar 2 gotas de Hematoxilina
Agitar y filtrar

Precipitado violeta

(+) Mucilagos

o Ml + 1 ml de Solucién Fehling
Dejar en reflujo 30 min
Precipitado color ladrillo

(+) Compuestos reductores

o Ml evaporar

Adicionar 5 gotas de H,SO, concentrado
Agregar 3 a 4 gotas de timol

Coloracion rojiza

(+) Polisacaridos

— 100 ml Fraccion AC1

EXxtracto acuoso (200 mi)
Extraccion de familias de metabolitos secundarios con agua en extractor Soxleth, y lixiviacion

|
100 ml Fraccion AC 2

Prueba CCF saponinas

10 ml , concentrar a. 5 ml y aplicar
25-40 ul en  cromatoplaca - de
silicagel 60F 254

Estandar: Solucion de saponinas al
0.1 % en metanol (10 ul)

Fases moviles: Cloroformo-
metanol-agua (64:50:10), n-
butanol-acido acético-agua
(50:10:40)

Deteccion: Reactivo de sangre.
Zonas hemoliticas blancas en fondo
rojo

Reactivo de Liebermann-Bouchard:
UV 365 nm o VIS zonas azules y
verdes de saponinas  esteroidales,
rojas y violetas de triterpenoides
Reactivo de Komarowsky: Zonas
azules, amarillas y rojas
Vainillina-acido sulfarico y
anisaldehido-acido sulfurico: zonas
azules, violetas, amarillas

(+) - Saponinas.; ver - pruebas
caracterizadoras para saponinas

3 Ml + 2 ml de agua

Adicionar 3 0 4 gotas de FeCls
Coloracién azul (+) Taninos galicos
coloracion verde (+) Taninos Catéquicos

o Ml Alcalinizar con NH;OH hasta pH 9

Extraer 3 X 30 ml de éter, luego evaporar hasta secar

Disolver residuo en 10 ml HCI a 10%
Ensayar con reactivos de alcaloides
Precipitado

(+) Alcaloides

o MI + 45 ml de agua calentar a 60°C Y2 hora
Agitar durante 10 min,
Si se mantiene la espuma 30 min mayor a 3 cm

(+) Saponinas

Adicionar 20 ml de HCI y dejar en
reflujo durante 30 min.

Agregar 20 ml de agua

Evaporar la mezcla hasta 30 ml y
extraer 3 x 20 ml de éter.

o |
Fase acuosa Fase Eterea

60 ml concentrar a 30 ml

Elevar el pH de la solucion a 9-10
Coloracion verde-castano o azul
(+) Antocianinas

5 ml evaporar

Coloracion roja
(+) Antracenoides

Disolver residuo en 3 ml de NH,OH al 25 %

5 ml concentrar a 1 ml
Aplicar dos manchas en papel filtro
Sobre una de las manchas aplicar KOH

(+) Cumarinas.

Observar con luz UV a 366 nm, fluorescencia

10 ml evaporar
Disolver residuo en metanol al 50 %

esperar 10 min.
Coloracion roja

(+) Flavonoides.

Adicionar raspas de Mg a 1 ml de HCl y

10 ml evaporar
Agregar reactivo de Liebermann-Bouchard
Coloracion azul, verde, rosa o grisaceo
(+) Esteroles/Triterpenos




Procedimiento 5

Glucosidos cianogenicos ( prueba de Guinard)

Aceites volatiles

Pesar 2-5 g de material vegetal pulverizado en un erlenmeyer de
125 ml, humedecerlo con agua y agregar 1 ml de cloroformo.
Introducir un tira de papel filtro Whatman No 1. en picrato de
sodio recién preparado, y secar

Insertar la tira en el erlenmeyer conteniendo el material vegetal
evitando que toque las paredes y dejar el papel a una distancia de
1 cm de la muestra.

Doblar el papel y tapar el recipiente con un corcho

Calentar en bafio de maria (37°C) durante 3 horas 0 mas.

Observar cualquier cambio de color en el papel ( de color amarillo
a rojo o rojo-café).

(+) Glucidos cianogenicos

Metodos cromatograficos CCF

Método A

Extraer 1 g de material vegetal pulverizado con 10 ml de diclorometano
agitando por 15 minutos.

Filtrar y evaporar en bafio de maria ( 60°C a sequedad.

Disolver en 1 ml de tolueno y aplicar 20-50 ul en cromatoplaca de

silicagel 60F 54

Método B

Pesar 10-50 g ( dependiendo del tipo de droga9 de material vegetal y
destilar con arrastre de vapor por 1 hora.

Recolectar el aceite esencial en xileno.

Diluir la solucion de aceite en xileno con tolueno 1:5 o si es un
concentrado 1:10 y aplicar 5 ul (1:10) en cromatoplaca de silicagel 60F
254

Estandar: Solucion en tolueno 1:3

0 de mentol ( alcohol), timol(fenol), anisaldehido (aldehido), acetol (
fenilpropano), 1,8-cineol(oxido) (3ul)

Fase mavil: tolueno-acetato de etilo (93:7)

Deteccidn: anisaldehido-acido sulfarico, vanillina-acido sulfurico

Zonas azules verdes, rojas y cafés en visible

(+) Aceites volatiles.




Procedimiento 4

DIFERENCIACION DE SUSTANCIAS POLICICLICAS PRESENTES EN SAPONINAS Y AUSENCIA DE ELLAS.

Test de hemolisis

Test de espuma

Lieberman-Buchard

Sustancias presentes

+

+

+ azul o verde

Saponinas probablemente esteroidales

+

+

+ rojo, rosado-purpura o violeta

Saponinas probablemente triterpenoides

- amarillo pélido

Saponinas posiblemente heterdsidos de

esteroles  saturados o  triterpenos

saturados

+/-

+ rosado, parpura o violeta

Saponinas ausentes, triterpenos libres,
diterpenos, esteroles 0 sustancias

policiclicas relacionados presentes

- amarillo palido

Saponinas, triterpenos 'y esteroles
insaturados ausentes. Puede haber
presencia de esteroles o triterpenos

saturados

+/-

Saponinas ausentes, probablemente

acidos diterpenicos libres






































































111 ANTECEDENTES
A. Descripcion

El Arrayan (Myrica cerifera), es un arbusto imperecedero que llega a medir 2.5 m.,
crece en latitudes entre 1000 a 2500 m., cubierto con una corteza gris, lisa; presenta
ramificaciones lanceoladas alternas, hojas lanceoladas, oblongas, la superficie inferior de la
hoja es de textura suave, presenta amentos masculinos alargados, y amentos femeninos
globosos, las flores amarillas crecen en los amentos escamosos, el fruto es grisiceo-

blanquecino redondo, con una cubierta cerosa (1).

En la region templada-fria en la que crece el Arrayan, la cosecha del fruto se da en los
meses de octubre a enero, los nativos de dichos lugares, lo cocinan para extraer la cera que
posteriormente venden. El extracto que queda posterior a la extraccion de cera se utiliza
artesanalmente en la medicina alternativa que practican los nativos de la region, se utiliza
como estimulante astringente local, estimulante circulatorio, diaforético suave; se prescribe

para diarrea, colicos, dolor de garganta, leucorrea y ulceras indolentes (2).
B. Determinacion de familias de compuestos quimicos
1. Quimiotaxonomia

Ciencia que usa las caracteristicas quimicas, en particular de los llamados
metabolitos secundarios (alcaloides, triterpenos, etc.) de un conjunto de organismos

para determinar su posicion en una clase jerarquizada evolutiva de los seres vivos (2).
2. Definicion de los fitonutrientes

a) Principios activos - La importancia terapéutica de las plantas radica en la
presencia de familias de compuestos quimicos que poseen propiedades
farmacoldgicas variadas. La lista de estas familias de compuestos es amplia y
variada, por lo que en esta oportunidad se presentan las familias de compuestos de

mayor importancia, y que son consideradas como importantes por la industria



farmacéutica, el orden de presentacion es por el orden en que los metabolitos son

determinados en el proceso de tamizaje. (3).
C. Caracteristicas representativas de cada familia de compuestos
1. Triterpenos

a) Caracteristicas generales - Los triterpenos son productos naturales que se
encuentran en las plantas, son unidades de isopreno.  Los triterpenos tienen 6
unidades isoprénicas (30 atomos de carbono). Estos compuestos existen en varie-

dad de tipos estructurales (3).

Constituyen los llamados aceites esenciales, que son compuestos de varias
substancias organicas volatiles o aromaticas, que pueden estar constituidos por
alcoholes, acetonas, cetonas, éteres aldehidos, y que se producen y almacenan en los
canales secretores de las plantas. Se les extrae, preferentemente, por arrastre de
vapor o por solventes organicos. Las plantas con aceites esenciales se ubican
principalmente en las familias de las Labiadas y las Umbeliferas.  Las propiedades
curativas son variadas y abundantes. Por lo general, poseen propiedades
sedantes, antiespasmodicas y desinfectantes.Dado que son compuestos volatiles, son
eliminados por las vias respiratorias y actian como expectorantes. Algunas plantas
poseen aceites esenciales que aumentan la diuresis (Caléndula) y otras poseen
efectos anti-histaminicos (Manzanilla). Utiles en perfumeria, farmacia y en
preparacion de determinados alimentos. Previenen las caries y actian como agentes
anti-ulcerativos. Se unen al estrogeno e inhiben los procesos inflamatorios por

supresion de la actividad de ciertas enzimas (3-5).
2. Aceites esenciales

a) Caracteristicas generales - Son fracciones llamadas poliinsaturadas, contenidos
en ciertos aceites vegetales. Son llamados "esenciales" ya que por un lado son
virtualmente esenciales al organismo humano debido a que no pueden ser
sintetizados en el cuerpo a partir de otros elementos y por otro lado nos son

"esenciales" ya que nuestro organismo no los requiere si o si para poder funcionar



correctamente. Lo que se entiende normalmente bajo esta definicion, deberia de ser
llamado en realidad aceites etéreos o aceites volatiles pero debido a una mala

costumbre idiomatica se generalizé esa mala definicion de "aceite esencial” (3,6).

Son aceites muy livianos, contenidos en diferentes partes de las asi llamadas
plantas aromadticas, algunas de las cudles contienen la esencia principalmente en sus
semillas (anis, eneldo, coriandro), otras en las cascaras de su fruto (limon,
bergamota, naranja), otras en las hojas (menta, eucalipto, té), otras en la madera
(canela, sandalo, cedro), otras en las flores (jazmin, lavanda, ylang-ylang) otras en
sus raices (vetiver, jengibre, angélica) y otras finalmente en su resina (incienso,

benjui, mirra) (3,4,6).

Estos aceites son, debido a su estructura molecular especifica, tan livianos, que
algunas de sus fracciones se evaporan a temperatura ambiente, hecho que es
determinante para su uso en perfumes. Los "aceites esenciales" generalmente no
dejan manchas, tal como sus parientes mas pesados que son los aceites vegetales
normales (girasol, sésamo, soja, etc.), los que a su vez tampoco dejarian manchas
(por lo menos no de grasa), si se "evaporan" en su punto de evaporacion, valga la
redundancia, el cudl, a presion atmosférica, esta arriba de 700 grados Celsius.  Se
obtienen a partir de diferentes plantas mediante destilacion, prensado o extraccion
por agentes. Usados preferentemente para fabricar fragancias, también tienen
aplicacién como sustancia beneficiosa en la aromaterapia y son muy apreciados para

perfumar ambientes o como productos de bafo (3-6).
Desempefian un papel clave en la bioquimica de las plantas, ya que actiian como:
e Reguladores y mensajeros
¢ Protegen a la planta de parasitos y enfermedades
e Son muy importantes para la fertilizacion

¢ Llevan informacion inter-celular y se relacionan con la respuesta hormonal de

la planta



¢ Controlan la multiplicacion y renovacion de las células.

La composicion quimica de los aceites esenciales es muy variada, rica y
compleja por lo que son de alto valor terapéutico. Son Ilamados “El Alma de las

Plantas” ya que representan su “Energia Vital” (3-7).

b) Naturaleza quimica - Los aceites esenciales generalmente son mezclas
complejas de hasta mas de 100 componentes que pueden tener la siguiente

naturaleza quimica:

e Compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos,

cetonas, ésteres y acidos)
e Monoterpenos,
e Sesquiterpenos,
e Fenilpropanos.

En su gran mayoria son de olor agradable, aunque existen algunos de olor
relativamente desagradable como por ejemplo los componentes que forman parte de
la fraccion aromdtica del ajo y la cebolla, los cuales contienen compuestos
azufrados. Los aceites pueden estar asociados formando mezclas con otros
productos naturales como es el caso de las resinas y productos relacionados (3-4,6-

8).

i. Clasificacion de los aceites esenciales - Los aceites esenciales se clasifican
con base en diferentes criterios: consistencia, origen y naturaleza quimica de los

componentes mayoritarios.

De acuerdo con su consistencia los aceites esenciales se clasifican en
esencias fluidas, balsamos y oleorresinas. Las esencias fluidas son liquidos
volatiles a temperatura ambiente. Los balsamos son de consistencia mas espesa,
son poco volatiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacion, son

ejemplos el balsamo de copaiba, el balsamo del Pert, Benjui, balsamo de Tolq,



Estoraque, etc. Las oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma
concentrada y son tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias semisélidas
(caucho, gutapercha, chicle, oleorresina de péprika, de pimienta negra, de

clavero, etc.) (3-6,9).

De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como naturales,
artificiales y sintéticos. Los naturales se obtienen directamente de la planta y no
sufren modificaciones fisicas ni quimicas posteriores, debido a su rendimiento
tan bajo son muy costosos.  Los artificiales se obtienen a través de procesos de
enriquecimiento de la misma esencia con uno o varios de sus componentes, por
ejemplo, la mezcla de esencia de rosa, geranio y jazmin enriquecida con linalol, o
la esencia de anis enriquecida con anetol. Los aceites esenciales sintéticos
como su nombre lo indica son los producidos por la combinacién de sus
componentes los cuales son la mayoria de las veces producidos por sintesis
quimica. Estos son mas econdmicos y por lo tanto son mucho mas utilizados
como aromatizantes y saborizantes (esencias de vainilla, limén, frutilla, etc.) (3-

6,9).

Desde el punto de vista quimico y a pesar de su composicion compleja los
aceites esenciales se pueden clasificar de acuerdo con los componentes
mayoritarios.  Segin esto los aceites esenciales ricos en monoterpenos se
denominan aceites esenciales monoterpénicos (por Ej. hierbabuena, albahaca,
salvia, etc.). Los ricos en sesquiterpenos son los aceites esenciales
sesquiterpénicos (por €j. copaiba, pino, junipero, etc.). Los ricos en
fenilpropanos son los aceites esenciales fenilpropanoides (por ej. clavo, canela,
anis, etc.).  Aunque esta clasificacion es muy general resulta util para estudiar
algunos aspectos fitoquimicos de los monoterpenos, los sesquiterpenos y los
fenilpropanos, sin embargo existen clasificaciones mas complejas que tienen en

cuenta otros aspectos quimicos (3-6,9).

ii. Distribucion y estado natural - Los aceites esenciales se encuentran
ampliamente distribuidos en plantas que incluyen las Compuestas, Labiadas,

Lauraceas, Mirtaceas, Pinaceas, Rosaceas, Rutaceas, Umbeliferas, etc. Se les
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puede encontrar en diferentes partes de la planta: en las hojas (ajenjo, albahaca,
eucalipto, hierbabuena, mejorana, menta, pachuli, romero, salvia, etc.), en las
raices (angélica, circuma, jengibre, sdndalo, sasafras, valeriana, vetiver, etc.), en
el pericarpio del fruto (citricos como limoén, mandarina, naranja, etc.), en las
semillas (anis, cardamomo, hinojo, comino, etc.), en el tallo (canela, etc.), en las
flores (lavanda, manzanilla, piretro, tomillo, rosa, etc.) y en los frutos (nuez

moscada, perejil, pimienta, etc.) (3, 7, 10).

Aunque en los aceites esenciales tanto los monoterpenos, los sesquiterpenos
y los fenilpropanos se les encuentra en forma libre, mas recientemente se han
investigado los que estan ligados a carbohidratos, ya que se considera que son los

precursores inmediatos del aceite como tal (3,7, 11).

c) Actividad farmacoldgica - Los aromas contenidos en los aceites esenciales son
los productos mas elaborados del reino vegetal, cada planta o arbol guarda en si el
conocimiento acumulado durante millones de afios, adaptandose a los cambios que

ha sufrido el planeta.

La composicion quimica de los aceites esenciales es muy rica, variada y
compleja, por lo que son potentes antisépticos, bactericidas y analgésicos entre otras
propiedades terapéuticas los aceites esenciales representan la energia vital de las
plantas, es el pulso de su mundo y quizé la sustancia de la vida, este pulso fue creado
para entregar a cada célula del organismo humano la energia y los nutrientes para

reforzar la habilidad de regeneracion, fuerza y proteccion (3-7, 9-12).

La eficiencia de los tratamientos aromaterapéuticos depende de la pureza y

calidad de los aceites esenciales y de la manera de usarlos.

i. Por inhalacion - Mediante la aspiracion directa de los aromas, a través del
sentido del olfato llegando al cerebro.  La region olfativa es el unico lugar de
nuestro cuerpo donde el sistema nervioso central esta relacionado estrechamente
con el mundo exterior, en esta forma, los estimulos olfativos llegan directamente

a las centrales de conexion internas, las neuronas de la region olfatoria son
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neuronas sensitivas primarias y forman parte de las neuronas cerebrales, los
mensajes olfatorios atraviesan la corteza cerebral por medio de fibras nerviosas

que llegan a las neuronas centrales de control superior del cerebro (3-7, 9-12).

Nuestro bienestar general depende mucho mas de nuestro olfato de lo que se
suponia. El olfato no solo controla funciones corporales que no estan sometidas
a nuestra voluntad consiente, sino que influyen en nuestro mundo emotivo, esto
se explica analizando las funciones de varias estructuras cerebrales como el
sistema limbico, el hipotdlamo y el tdlamo que se ocupan tanto de procesos
emocionales como fisicos y estan relacionados con el sentido del olfato (3-7, 9-

12).

ii. Por uso topico a traves de la piel (percutaneo) - Por la composicion
organica de las moléculas de los aceites esenciales, estas son absorbidas por la
piel de donde acceden por medio de los capilares del torrente sanguineo, para
llevar sus efectos a todo el organismo, al mismo tiempo estimulan la
regeneracion celular de los tejidos, y la salud de la piel matando bacterias nocivas

(3-7,9-12).

Cuando el cuerpo recibe masaje con aceites esenciales los efectos tanto
fisiologicos como psicologicos son asombrosos, el masaje actua en las
terminaciones nerviosas del cuerpo, al mismo tiempo produce calma y estimula
el flujo energético que alivia la tension, elimina toxinas y a la vez crea tejidos

sanos, disminuyendo el proceso de envejecimiento (3-7, 9-12).

iii. Por ingestion - Este uso esta dirigido a tomar (ingerir) directamente los
aceites esenciales, es el método menos comun ya que sus efectos son menos
rapidos y las dosificaciones deben de ser muy precisas, controladas y prescritas
por un medico aromaterapeuta. La manera tradicional es la de tomar infusiones
de hierbas aromaticas y la de incluirlas en la preparacion de alimentos (3-7, 9-

12).
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3. Esteroles

a) Caracteristicas generales - En la naturaleza se encuentran una gran cantidad y
diversidad de sustancias con el nucleo esteroide, las cuales incluyen a los esteroles
(o 3-hidroxiesteroides), los esteroides con grupos carbonilo (también denominados
oxa- o cetoesteroides ), los esteroides con grupos amino en el nucleo o la cadena
lateral (alcaloides esteroidales) y los cardendlidos (o cardiotdnicos) entre otros.

Estos a su vez se les encuentra en forma libre, esterificados con 4cidos grasos o
glicésidados. A continuacidon se describen algunos aspectos generales de los
esteroides mas distribuidos, haciendo un énfasis especial en su elucidacion

estructural (3-6, 9).

Los esteroles se encuentran ampliamente distribuidos en los reinos animal y
vegetal; y se les encuentra en forma libre (también llamados agliconas
esteroides), como ésteres o como glicdsidos. Todos contienen un nucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno y presentan un grupo hidroxilo en el carbono 3.

La mayoria de esteroles naturales o esteroles insaturados poseen una cadena
lateral de 8 a 10 atomos de carbono y un enlace doble en el C-5 como se

muestra en la figura 1 (3, 7, 10).

Figura 1 Enumeracion de los atomos de carbono en la molécula de colesterol, se

observan cadenas laterales de 8 carbonos y un doble en lace en el C-5 (3).
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En los animales superiores (incluido el hombre) se encuentra principalmente
el colesterol, el cual es un constituyente importante de membranas y precursor de
sustancias fisiolégicamente importantes (Hormonas, Acidos biliares, Vitamina D,
etc.). En las plantas superiores se encuentran principalmente los denominados
fitosteroles: B-Sitosterol, Ampesterol y Estigmasterol. Un esterol menos comun
es el Fucosterol, el cual es el esteroide principal de muchas algas pardas y también

se le ha detectado en el coco (Cocus nucifera L) (3, 7, 10).

=
i

HO
Colesterol (E=H) HO
Campesterol (BE=Me) _
Sttosterol (R=Et) Ergosterol {ms at. C-220
Estigmastersl (B=Et, insat. C-22) Fucosters] (insat. 24-28)
i,
HOCH, HO I
HO HO

Figura 2 Mezclas complejas de estructuras de esteroles (9).
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En los hongos y levaduras se encuentra principalmente el Ergosterol, en cambio,
los animales inferiores (principalmente invertebrados marinos tales como esponjas,
estrellas, corales, etc.) y ciertas plantas filogenéticamente poco evolucionadas (P.e;j.
algunas Orchidaceae) contienen mezclas complejas de esteroles con modificaciones
estructurales variadas tales como ntcleos sin el carbono 4 (A-nor-esteroles), sin el
carbono 19 (19-Nor-esteroles), con varias insaturaciones; cadenas laterales con mas
de 10 carbonos, con anillos ciclopropano, con enlaces alénicos, etc. En la figura 2
se presentan algunos ejemplos.  Con base en la diversidad estructural observada
para los esteroles terrestres y marinos identificados hasta 1988, y trabajando sobre
consideraciones biosintéticas, es interesante resaltar que a través de un programa de
computador denominado REACT se logro predecir la existencia de 1778 esteroles

naturales (3, 7, 11).

La gran mayoria de esteroles conocidos son solidos cristalinos incoloros, solubles
en solventes organicos relativamente apolares (Cloroformo, Benceno, etc.), menos
solubles en alcoholes de bajo peso molecular, y que funden sin descomponerse (en
forma libre o esterificada). Presentan ademas actividad optica debido a los carbonos
asimétricos que poseen.  Los esteroles se pueden recristalizar en metanol caliente
o en la mezcla metanol-tetrahidrofurano 10:1, formando cristales en forma de agujas
brillantes incoloras. Los que presentan dobles enlaces conjugados son de color
amarillento y tienden a descomponerse por accion de la luz como por ejemplo los
esteroles con insaturaciones en C-5 y C-7, los cuales son susceptibles a la reaccion

de oxidacion fotoquimica y se presenta en la figura 3. (3-6, 9).

Los esteroles se derivan biogenéticamente de la AcetilCoA (Ruta del Acetato)
via mevalonato y escualeno. Los esteroles vegetales tienen como precursor
inmediato al cicloartenol, mientras que los animales tienen al lanosterol que se
muestra en la figura 4.  De una forma analoga se originan los triterpenoides.  En
la biogénesis de los esteroles también estdn implicados procesos tales como
hidrogenaciones y deshidrogenaciones C-C, metilaciones (via S-adenosilmetionina),

hidroxilaciones, etc. (3-6, 9).
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hv e
HO HO DfD

Figura 3. Descomposicion de esteroles por la presencia de luz solar (6).

Un hecho estructural notable es que la gran mayoria de esteroles naturales tienen
sustituyentes alquilicos sobre los carbonos 4 y 24 fundamentalmente, y este hecho es
justificado por la misma biogénesis. El conocimiento de la biosintesis de
esteroides ha contribuido al desarrollo de la quimiotaxonomia vegetal,
particularmente en el caso de las algas, y ha servido para correlacionar la estructura

de estas sustancias con aspectos evolutivos (3-6, 9).

b) Naturaleza quimica - Los esteroles naturales conocidos presentan las siguientes

caracteristicas estructurales:

e Los enlaces dobles en el nucleo se presentan principalmente en C-5, C-7, C-8

y C-9.

e Los enlaces dobles en la cadena lateral se presentan especialmente en C-22, y

con menor frecuencia en C-24 y C-25.

e Ademas de los grupos metilos 18, 19, 21, 26 y 27, es frecuente encontrar

grupos metilo en C-24, menos frecuente en el C-4.

e La cadena lateral presenta grupos alquilo (metilo, etilo, isopropilo, propilo,

etc.) principalmente en C-24.
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o
&

HO

Esteroles
vegetales

HO
Cicloartenol
Figura 4. Los esteroles vegetales tienen como precursor inmediato al

cicloarteronol, adiferencia de los esteroles animales, en los cuales el precursor

inmediato es el lanosterol (3).
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e Algunos organismos poco evolucionados (invertebrados marinos, orquideas,
etc.) presentan esteroles con modificaciones en la cadena lateral (anillos
ciclopropano, dobles enlaces alénicos, metilaciones en C-26 y C-27,
ausencia del C-25, etc.), y con nucleos modificados como se muestra en la

figura 2. (3-8, 11- 13).
4. Carotenoides

a) Caracteristicas generales - Los carotenoides estan presentes en muchas de los
alimentos que se consumen a diario, particularmente frutas y ensaladas.

Los carotenoides o tetraterpenoides son una clase de pigmentos terpenoides con
40 atomos de carbono derivados biosintéticamente a partir de dos unidades de
geranil-geranil-pirofosfato, en su mayoria son solubles en solventes apolares y de
coloraciones que oscilan entre el amarillo (por ejemplo el B-caroteno) y el rojo (por
ejemplo el licopeno). La figura 5 muestra algunos ejemplos de los carotenoides

mas distribuidos en la naturaleza y la tabla 1 el valor de sus Rf. (3-6, 9).

PIGMENTO Rf en eluente

1 2 3 4 5 6

oc-Caroteno 66 80 88 - - -

B-Caroteno 49 74 84 - - _

Licopeno 01 13 15 - - -
Luteina - - - 10 35 56
Zeaxantina - - - 05 24 55
Violaxantina - - - 05 21 84
Criptoxantina - - - 54 75 07

Capsantina - - - 06 16 -
Neoxantina - - - - - 93

Tabla 1. Rf. de carotenoides en diferentes fases moviles y estacionarias. Fases

estacionarias y eluentes: 1. MgO activado, éter de petréleo (90-110 grados Celsius)-Benceno (1:1), 2. MgO
activado, éter de petroleo (90-110 grados Celsius)-Benceno (1:9), 3. Silica gel-Hidréxido de calcio (1:6), éter

de petroleo-benceno (49:1), 4. Fosfato de magnesio, éter de petrdleo (40-60 grados celsius)-benceno (9:1), 5.

Silica gel, Diclorometano-Acetato de etilo (4:1) (3-6, 9).
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Los carotenoides son hidrocarburos liposolubles altamente insaturados derivados
del poliisopreno. ~ Se sabe que en las grasas animales y vegetales estdn presentes
mas de 75 carotenoides diferentes. Los mas frecuentes son los carotenos o, By v,
la licopina, la luteina y las xantofilas. Los carotenoides y sus derivados son
normalmente los que dan el color amarillo a rojo intenso a las frutas, hortalizas,
cereales y aceite de palma bruto, los que se muestran en la figura 6. Los
carotenoides son los precursores de la vitamina A, presentando el a-caroteno la

mayor actividad de provitamina A (3, 7, 10).

En la figura 6. se presenta el espectro visible del B caroteno utilizando hexano,

observandose que el pico de absorcion méxima es a 451 manometros.

Lo wagriitniall le awlla e

Figura 6. Espectro visible del 3-caroteno en n-hexano (7).

b) Distribucion y estado natural - Los carotenoides se encuentran ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, en bacterias, y muy pocos se han reportado en
animales (por ejemplo los colores rojizos de las plumas del flamingo son debidos a
la cantaxantina, un carotenoide), y particularmente invertebrados marinos como las
esponjas, estrellas de mar, pepinos de mar, erizos de mar, y otros.  En los animales
superiores el B-caroteno es un requerimiento dietario esencial pues es precursor de la
vitamina A. A los carotenoides se les encuentra en forma libre, como ésteres de
acidos grasos o como glicésidos. Sin embargo los glicdsidos carotenoides son muy
raros, un ejemplo de estos ultimos es la crocina que se presenta en la figura 5. Los

carotenoides se encuentran principalmente en partes aéreas de las plantas,
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especialmente en hojas, tallos y flores, en frutos (por ejemplo tomate, pimenton,

etc.), y en menor proporcidn en raices (por ejemplo la zanahoria) (3-6, 11-14).

c) Biosintesis - Los carotenoides son tetraterpenoides (terpenoides con 40 atomos
de carbono) que derivan biosintéticamente del acido mevalonico a través de dos

unidades C20 de geranil-geranil-pirofosfato (GGPP) (15).

d) Actividad bioldgica - El B-caroteno suplementado en la dieta ha mostrado
alguna evidencia de accion antitumoral en ratas. Las bastadinas aisladas de esponjas
marinas presentan accion antitumoral, contra el cancer de la piel y en leucoplasias

orales (3).
Acidos grasos

a) Caracteristicas generales - Las grasas comestibles incluyen todos los lipidos de
los tejidos vegetales y animales que se ingieren como alimentos. Las grasas (solidas)
o aceites (liquidos) mas frecuentes son una mezcla de triacilglicéridos (triglicéridos)
con cantidades menores de otros lipidos.  Los acidos grasos presentes en varias

moléculas de lipidos constituyen la parte con mayor interés nutritivo (3, 5).

b) Naturaleza quimica - Los acidos grasos mas abundantes presentan cadenas
lineales con un niumero par de atomos de carbono. Existe un amplio espectro de
longitudes de cadena, que varian entre un acido graso de la leche con cuatro 4&tomos
de carbono, y los &cidos grasos de algunos aceites de pescado, con 30 atomos de
carbono. Son frecuentes los acidos grasos con 18 atomos de carbono. Los
dobles enlaces situados en la cadena de carbonos o los sustituyentes de la misma se
designan quimicamente asignando al carbono del grupo carboxilo la posicion 1. Asi,
los dobles enlaces del 4acido lindleico le proporcionan el nombre quimico sistematico
de acido 9,12-octadecadienoico. Una abreviatura taquigrafica para designar el
acido lindleico seria 18:2 (18 atomos de carbono: dos dobles enlaces). Su ultimo
doble enlace se encuentra a seis atomos de carbono del metilo terminal, una
caracteristica importante para algunas enzimas. Este acido se considera un &cido

graso n-6 (3, 8, 16).
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En el Cuadro 1 se presenta el nombre comun (vulgar), el nombre quimico
sistemdtico y la abreviatura de varios acidos grasos de la dieta. Los dobles enlaces
de los acidos grasos estan en configuracion Cis. El primer miembro de la serie n-6 de
los acidos grasos es el acido lindleico, y el primer miembro de la serie n-3 es el
acido a -linolénico (acido 9, 12, 15-octadecatrienoico). Los dacidos grasos poli-
insaturados n-6 y n-3 presentan dobles enlaces en Cis separados por grupos metileno.
Un doble enlace puede cambiar de configuracion cis a trans (isomerizacion
geométrica), o bien puede desplazarse a otra posicion de la cadena de carbonos
(isomerizacion posicional), segun se ilustra en la figura 7.  El perfil de un 4cido
graso en trans es similar al de un 4cido graso saturado. Como resultado de esto, los
acidos grasos en trans presentan puntos de fusion mas elevados que sus isomeros en
cis.  El isomero en trans puede considerarse como un intermedio entre el acido
graso insaturado en CiS original, y un acido graso completamente saturado (3, 10,

15).

H H H
Cc=c_ —C= c\—\;
CiIs THANS

Figura 7. - Estructura en cis y en trans de los dobles enlaces (8)

i. Acilglicéridos - El tipo de acido graso y la posicion en la cual se esterifica a
glicerol determinan las caracteristicas de los acilglicéridos. Ademas de los
glicéridos que presentan tres acidos grasos esterificados, los diacilglicéridos
(diglicéridos) y los monoacilglicéridos (monoglicéridos) también estan presentes
en los alimentos crudos o en los ingredientes de los alimentos. Se observan
caracteristicas especificas en cuanto a la posicion que ocupan los acidos grasos.

Las grasas de reserva de origen animal tienden a presentar un acido graso
saturado en la posicion 1 y un acido graso insaturado en la posicion 2.

Los acidos grasos de la posicion 3 parecen presentar una distribucion fortuita,

aunque con frecuencia aqui se acumulan 4cidos grasos poliinsaturados (6).
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ii. Fosfolipidos - Los fosfolipidos son componentes de la membrana que estan

presentes en los alimentos y aceites obtenidos por extraccion. La estructura

general de los fosfoglicéridos se muestra en la figura 8.

Nombre Nombre sistematico Abreviatura Familia de
comun acido graso
Caprico Decanoico 10:0
Laurico Dodecanoico 12:0
Miristico Tetradecanoico 14:0
Palmitico Hexadecanoico 16:0
Estearico Octadecanoico 18:0
Araquidico Eicosanoico 20:0
Behénico Docosanoico 22:0
Lignocérico Tetracosanoico 24:0
Palmitoleico 9-hexadecenoico 16:1 n-7
Oleico 9-octadecenoico 18:1 n-9
Gadoleico 11-eicosaenoico 20:1 n-9
Cetoleico 11-docasaenoico 22:1 n-11
Erucico 13-docasaenoico 22:1 n-9
Nervonico 15-tetracosaenoico 24:1 n-9
Linoleico 9,12-octadecadienoico 18:2 n-6
a -linolénico 9,12,15-octadecatrienoico 18:3 n-3
B-linolénico 6,9,12-octadecatrienoico 18:3 n-6
Dihomo-y - 8,11,14-eicosatrienoico 20:3 n-6
5,8,11-eicosatrienoico 20:3 n-9
Araquidonico 5,8,11,14-eicosatetraenoico 20:4 n-6
AEP 5,8,11,14,17-eicosapentaenoico 20:5 n-3
Adrénico 7,10,13,16-docosatetraenoico 22:4 n-6
7,10,13,16,19-docosapentaenoico 22:5 n-3
ADP 4,7,10,13,16-docosapentaenoico 22:5 n-6
ADH 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico 22:6 n-3

Cuadro 1. Algunos nombre comunes de acidos grasos encontrados en

los alimentos (15).

Normalmente, en la posicién 1 se esterifica un 4cido graso saturado, y en la

posicion 2 un acido graso poliinsaturado.  Los grupos polares que contienen

fosforo y una base organica proporcionan a la molécula lipidica una region

hidrofilica. Ademas de los fosfoglicéridos, los fosfolipidos incluyen

esfingomielinas y cerebrésido, que se basan en la esfingosina en lugar del
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glicerol. Aunque los fosfolipidos constituyen s6lo una pequefia fraccion de la
grasa total de la dieta, pueden constituir una fuente importante de acidos grasos

esenciales (3, 9, 15).

CH,0+CO+R

R+ CO * OCH

i

CH,0 « P - OX
OH

Fosfolipldos, donde X representa la colina, etanclamina, serina, inositol, gliceral

Figura 8. Estructura de fosfolipidos (9).

6. Cumarinas.
a) Caracteristicas generales

Compuestos ampliamente repartidos en el reino vegetal, siendo mas abundante
cuando se secan.  Presentan una estructura basica de 2H-1-benzopiran-2-ona. Se
originan por lactonizacion del acido cis-O-hidroxicindmico o 4acido cumarinico
(figura 9).  Se encuentran en hojas, frutos, semilla y raices, mayormente en las
Gramineas y Umbiliferas. Da un olor agradable en el espliego, la aspenilla olorosa,
el tabaco, etc.  Tipo de lactona, se prohibe su uso como saborizante por ser toxico,

tienen propiedades anticoagulante y aromatizante (14,16).

T T
COOH
= ~on ~ o o

Lactwnizacion del acido curnanco

Figura 9. - Lactonizacion del acido cumarico (14).



24

b) Clasificacion
e Hidroxi o metoxi cumarinas
e Cumarinas isoprenilicas
e Piranocumarinas
e Uranocumarinas

c) Actividad farmacolégica - Venotonicas, protectoras vasculares, antibidtica,
espasmoliticas y vasodilatadores, fotosensibilizantes utilizados en el tratamiento de

la psoriasis (10,13).

. Taninos

a) Caracteristicas generales - Los taninos son polifenoles hidrosolubles, que se
utilizan desde la antigliedad por sus propiedades curtientes y antisépticas, ya que

estos presentan la propiedad de precipitar las macromoléculas como las proteinas

(16).
b) Distribucion en la naturaleza
¢ Hidrolizables
* Monocotiledoneas
* Dicotiledoneas
¢ No hidrolizables

=  Mas frecuentes en dicotiledoneas
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c) Clasificacion

Clasicamente se clasifican en dos grandes grupos:
¢ Hidrolizables Galicos
e Elagicos Condensados ( catéquicos) (3,5)

d) Actividad farmacoldgica - Astringentes tanto por via tdpica, como interna,
antidiarreicos, antioxidantes naturales, antisépticos y vasoconstrictores (para el

tratamiento de hemorroides) (9,12).
8. Taninos Rojos

Suelen aparecer en las familias de las Faner6gamas (robles, encinas) y en algunas
Criptogamas. Son solubles en agua, acetona y alcohol. En medicina se emplean para
combatir la tos, la bronquitis, las quemaduras, heridas (coagulantes), hemorroides,

diarreas, excesiva sudoracion. Industrialmente se usan para curtir cuero.

Los taninos catéquicos son sustancias que los acidos no hidrolizan; los 4cidos fuertes
con calor o los agentes de oxidacion, los convierten en rojos u oscuros. Tienen
propiedades astringentes de uso externo y antidiarreico. Los taninos gélicos son
¢ésteres de acido galico y acido digalico con dos osas, generalmente la glucosa y la

hemamelosa (derivado de la ribosa) (3, 7, 9, 16).
9. Compuestos reductores

Compuestos que poseen una o varias funciones alcohdlicas y una funciéon pseudo
aldehidica (aldosa) o cetonica (cetosas). Son importantes en la alimentacion, la glucosa
y la fructosa, que son directamente asimilables. La glucosa es producida en la escala
industrial por hidrdlisis 4dcida de almidon.  Se utiliza para preparar el suero glucoésado

en medicina y liquidos fisiologicos (13).
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10. Alcaloides

a) Caracteristicas generales- Son sustancias orgéanicas de origen vegetal con
una actividad fisioldégica muy intensa en dosis pequenas. Contienen nitrégeno en su
molécula y con frecuencia se presentan combinados con acidos organicos o taninos.
Representan entre el 0,1-3% del peso seco de la planta. En 1803, Derosne aisl6 por
primera vez un alcaloide: la morfina. Su gran actividad exige una gran precaucion en
su empleo por causar intoxicaciones en muchas ocasiones mortales. Actualmente se
conocen mas de 4000 alcaloides, aunque su presencia probablemente quede reducida
a menos del 10% de las especies botanicas. Algunas familias botanicas destacan por
su riqueza en alcaloides: Buxacaceas, Amarilidadceas, Euforbiadceas, leguminosas,
Lilidceas, Papaveraceas, Ranunculdceas, Solandceas y Asterdceas entre otras (3,

17).

b) Naturaleza quimica - Los alcaloides son sustancias mas o menos toxicas que
actuan primariamente sobre el sistema nervioso central, tienen un caracter basico,
contienen nitrogeno heterociclico y son sintetizados en plantas partiendo de

aminoacidos y derivados inmediatos (3).

Los alcaloides se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal aunque

se ha demostrado que ciertos grupos estan caracteristicamente exentos de ellos (5).

Pueden ser solidos, solubles en alcohol o insolubles en el agua. Se extraen
mediante el agua, alcohol, con alcalis y con disolventes organicos apolares. Su

funcioén es reguladora y protege a la planta contra los insectos y parasitos (6).

Los alcaloides son solubles en agua, se manejan procedimientos donde el agua
acidulada puede conducir a un extracto que pueda ser testificado directamente con

uno o mas reactivos estandar precipitadotes de alcaloides (6).

c) Actividad farmacoldgica - En medicina, farmacologia y fitoterapia se emplean
en estado puro o por quimiosintesis como drogas vegetales (quinina, morfina),
Aproximadamente 30 de los alcaloides conocidos se usan en medicina. Por ejemplo,

la atropina, que se obtiene de la belladona, dilata las pupilas; la morfina es un
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calmante; la quinina es un remedio especifico para la malaria; la nicotina es un
insecticida potente y la reserpina un tranquilizador. También para infusiones se
utilizan (cafeina, t€) y en bebidas refrescantes (colas). Existen innumerables plantas
que tienen alcaloides: opio, cafeto, té, comezuelo del centeno, ruda, cicuta,

belladona, eléboro, etc. (13).
11. Flavonoides y derivados
a) Caracteristicas generales

i. Propiedades fisicas - Las propiedades fisicas dependen de la clase de
flavonoide considerado y su forma (libre, glicésido 6 sulfato). Por ejemplo las
flavonas, flavonoles y auronas, debido al sistema conjugado son so6lidos con
colores que comprenden desde el amarillo muy tenue hasta el rojo.

Las antocianidinas son de colores rojo intenso, morado, violeta y azul.

Las flavanonas y flavanonoles debido al carbono quiral C-2 presentan rotacion
optica. Los glicosidos son en general sélidos amorfos, mientras que las

agliconas y los altamente metoxilados son cristalinos (3, 13, 17).

b) Naturaleza quimica - La solubilidad depende de la forma en que se encuentren
y el nimero y clase de sustituyentes presentes. Los glicdsidos, las antocianidinas y
los sulfatos son solubles en agua y alcohol. Las agliconas flavonoides altamente
hidroxiladas son solubles en alcohol (etanol, metanol y n-butanol), mientras que las

poco hidroxiladas lo son en solventes como éter etilico, acetato de etilo y acetona.

Las agliconas flavonoides altamente metoxiladas son solubles en solventes

menos polares como el éter de petroleo y el cloroformo (3, 15, 16).

Los flavonoides con hidroxilos fenolicos son solubles en soluciones alcalinas,
pero algunos altamente hidroxilados se descomponen por accidn de las bases fuertes,
un hecho que permite reconocerlos y diferenciarlos de otros, y que hace afios se

utilizé para su elucidacion estructural (13).
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Los glicosidos flavonoides son sélidos amorfos que se funden con

descomposicidon, mientras que las correspondientes agliconas son solidos cristalinos

(13).

i. Distribucion y estado natural - Los flavonoides se encuentran ampliamente
distribuidos en plantas verdes (especialmente angiospermas), y solo algunos
pocos se han detectado en hongos y algas. Se han encontrado en las diferentes
partes de las plantas, especialmente en las partes aéreas; y se les encuentra en
forma libre (también llamados agliconas flavonoides), como glicésidos, como
sulfatos y algunas veces como dimeros y polimeros. Los glicosidos pueden ser
de dos clases: con los carbohidratos ligados a través de atomos de oxigeno
(enlace hemiacetal) es decir como O-glicosidos; o con los carbohidratos ligados a
través de enlaces C-C, es decir como C-glicésidos. De todas estas formas
naturales, los O-glicosidos son los mas comunes de encontrar. Las antocianinas
por su parte se encuentran como sales principalmente en flores, frutos y tejidos
con coloraciones que van del rojo hasta el violeta y el azul. Muy pocas veces se
encuentran varias clases de flavonoides en un mismo tejido vegetal, sin embargo
de las raices de Lonchocarpus subglauscescens (Leguminosae) se aislaron varias
flavonas, flavonoles, isoflavonas, rotenoides, leucoantocianinas, charconas,

uronas y flavanoles (5, 13, 19).

¢) Clasificacion - Segun la estructura quimica de la cadena intermedia como

se muestra en la figura 10.

¢ Flavonas

¢ Flavanonas

¢ Flavonoles

¢ Flavandioles (leucoantocianos)
e Antocianos

e Chalconas

e Uronas (19).
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Figura 10. Clasificacion de los flavonoides (19).
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d) Actividad farmacoldgica

i. Actividad biologica de los flavonoides - Los flavonoides se han aislado de
muchas drogas vegetales debido a que son productos naturales muy comunes.

Su presencia en una droga vegetal no necesariamente explica sus propiedades
farmacologicas. Se les ha atribuido una cantidad de propiedades farmacoldgicas,
incluyendo actividades inhibidoras de enzimas (hidrolasas, ciclooxigenasas,
fosfatasa alcalina, cAMP fosfodiesterasas, ATP-asas, liasas, hidroxilasas,
transferasas, oxidoreductasas y kinasas), antiinflamatoria, anticancerigena,
antibacterial y antiviral.  La crisina se encuentra en el alamo (Populus sp.) y en
la cereza salvaje (Prunus sp.), la apigenina en el perejil, el kaemferol en el sen, y
la liquiritigenina en el regaliz. La rutina presente en la cdscara de los citricos fue

alguna vez considerada como la vitamina P, pero actualmente no se le reconoce

como tal (13, 16, 20).

El uso de la rutina para el tratamiento de la fragilidad capilar es motivo de
controversia, pero sin embargo es utilizada para el tratamiento de la hipertension
y en geriatria. Las flores de sauco (Sambucus niger), usadas para el
tratamiento de resfriados, influenza y reumatismo, contiene varios glicosidos

flavonoides (3, 20).

Una cantidad de isoflavonas (derivados de la 3-fenil--cromona) posee
actividad estrogénica y produce esterilidad en las ovejas que consumen trébol. La
silibina y la silimarina son flavolignanos constituyentes del cardosanto (Silybum
marianum) el cual se utiliza ampliamente en Alemania para la proteccion del
higado. Algunos dimeros flavonoides (biflavonoides) como el diinsininol

tienen accion antiinflamatoria (16, 20).
La quercetina y la rutina tienen efectos anticancerigenos potenciales (16).

También existen algunas evidencias que los consumidores de vinos rojos y
vino tinto presentan baja mortalidad por enfermedad coronaria, y que ello se debe

a los compuestos fendlicos presentes, entre los cuales estan los flavonoides
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catequina, epicatequina y quercetina. Las procianidinas presentes en las uvas

tienen uso potencial en isquemias cardiacas (3, 12, 16, 17, 20).

También se han reportado flavonoides que inhiben la agregacion plaquetaria,
con accion vasodilatadora (naringenina, eriodictyol y luteolina), con accidon
antiarritmica, chalconas con accién antimicOtica y antibacteriana, la 3-
ramnosilquercetina presenta actividad antidiarréica, isoflavanquinonas con
potente actividad antiinflamatoria y antialérgica, flavonoles con actividad
antiespasmolitica, isoflavonas y flavanonas antimicdéticas, isoflavanos
antimicrobianos y flavanos con actividad leishmanicida. Las antocianinas por
sus caracteristicas se han sugerido como colorantes de alimentos. = Ademas se

ha informado el uso potencial de ciertos flavonoides en cosméticos (3, 13, 20).

ii. Funcion Bioldgica - Aunque todavia no se conoce exactamente el papel que
desempefian los flavonoides en los vegetales, se tienen algunas evidencias
experimentales que sugieren que cumplen una o varias de las siguientes

funciones:

e Su capacidad de absorber ciertas radiaciones ultravioleta, los convierte en
filtros solares para proteger los tejidos vegetales de radiaciones dafiinas, y

ademas se ha sugerido que participan en el proceso de la fotosintesis.

e Sus variados colores y su presencia en tejidos como los de las flores, sugieren
que participan en procesos como la reproduccion favoreciendo la atraccion de

insectos polinizadores.

e Las diferentes actividades biologicas halladas para algunos de los flavonoides
(antimicrobiana, antimicdtica, etc.) y las evidencias experimentales de que
algunos aumentan la resistencia de ciertas plantas contra diferentes infecciones
y enfermedades vegetales (es decir que actian como fitoalexinas), sugieren que

estas sustancias también son un mecanismo quimico de defensa vegetal.
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e La capacidad inhibidora de ciertas hormonas vegetales presentada por
algunos flavonoides sugiere que actian como reguladores del crecimiento

vegetal (19).
12. Antraquinonas y antracenoides

a) Caracteristicas generales - Las antraquinonas son una clase de metabolitos
secundarios vegetales con una funcionalidad p-quinoide en un nucleo antracénico,

cuyos carbonos se enumeran tal como se muestra en la figura 11 (21).

D
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Figura 11. Enumeracion de los carbonos en el nacleo de las antraquinonas (21).

b) Clasificacion - Los compuestos antracénicos vegetales pueden clasificarse

seglin su estado de oxidacion en siete grupos estructurales:

e Antraquinonas

e Antronas

¢ Diantronas

e Antranoles

e Oxantronas

¢ Naftodiantronas

¢ Antrahidroquinonas

e Emoides

La figura 12 muestra las estructuras basicas de estas siete clases de compuestos
antracénicos. Puede observarse en el caso de las diantronas (dimeros de las

antronas), que el enlace que une las dos unidades bésicas, es decir el enlace entre los
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carbonos 10 y 10', genera la posibilidad de isomeros CIS y TRANS a través del
mismo. Ademds, si las dos unidades bdasicas son idénticas, se dice que son
homodiantronas (por ejemplo las senidinas A y B), mientras que si son diferentes,
se las llama heterodiantronas (por ejemplo las senidinas C y D), los emoides son
derivados de acido de la antraquinona, relacionado con pigmentos en plantas,

hongos, liquenes e insectos (3, 21).
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Figura 12. Nucleos béasicos de compuestos antracénicos (21).

c) Biogénesis - Las antraquinonas y demas compuestos antracénicos citados, son
biosintetizados por la ruta de la malonil-Coenzima A en el caso de los hongos,
liquenes y plantas superiores de las familias Ramnaceas, Poligonaceas vy

Leguminosas; mientras que en las Rubiaceas, las Gesneriaceas, las Escrofulariaceas,
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las Verbendceas y las Bignonidceas, se biosintetizan a partir de acido shikimico y

acido mevalonico (14, 16, 19, 21).

i. Biogénesis via MalonilCoA - En este proceso, una molécula de AcetilCoA
se condensa sucesivamente con 7 moléculas de MalonilCoA para producir una
cadena policetidica de 16 carbonos u octacétido. Luego, el octacétido se pliega de
la manera mostrada en la figura 13, y se cicliza por condensaciones entre los
grupos metilenos y sus vecinos carbonilos para dar el triciclo cetdnico. Este
intermedio enoliza para generar el nlcleo de las antronas. El nucleo de las
antronas puede dimerizarse enzimaticamente para producir diantronas, o puede

oxidarse para dar antranoles y/o antraquinonas (21-23).

ii. Biogénesis via &cido shikimico + acido mevalonico - La figura 14
esquematiza el proceso de biogénesis de antraquinonas por combinacion de las
rutas del acido shikimico y la AcetilCoA (a través de su derivado acido
mevalonico). Inicialmente, una molécula de 4cido shikimico se condensa con una
molécula de acido -cetoglutarico (proveniente del ciclo de los é4cidos citricos).
Posteriormente, el anillo del acido shikimico es deshidratado y aromatizado.
Luego, ocurre una condensacion intramolecular entre el carbonilo proveniente
del acido shikimico y el metileno al grupo carbonilo proveniente del acido -
cetoglutarico, para formar el biciclo. Después, al biciclo se une una cadena de 5
carbonos denominada isopentenilo (proveniente de AcetilCoA via dacido
mevalonico). Esta cadena se cicliza al anterior anillo formado, y luego de

procesos de oxidacioén y aromatizacion se llega a las antraquinonas (21-23).
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Figura 13. Biogénesis de compuestos antracénicos via MalonilCoA (23).
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d) Distribucion y estado natural - Las antraquinonas estan ampliamente

distribuidas en microorganismos, plantas, equinodermos e insectos (23).

Las familias vegetales mas ricas en compuestos antracénicos son las rubiaceas,
las ramnéceas y las polygondceas; y en una menor proporcion las lilidceas,

leguminosas, bignonidceas, melastomataceas, droseraceas, vismidceas, etc. (3, 23).

En las plantas inferiores como los liquenes se conoce una gran variedad de
antraquinonas, incluyendo antraquinonas halogenadas como por ejemplo la 7-
cloroemodina. Estas sustancias pueden encontrarse en diferentes partes de la

planta como hojas, tallos, madera y frutos (13).

Se las encuentra principalmente en forma de glicosidos (por ejemplo las
senidinas y la barbaloina), y en menor proporcion en forma libre o agliconas (por
ejemplo alizarina y crisofanol). También se han reportado compuestos antracénicos
sulfatados. Sin embargo, existen todavia dudas acerca del verdadero estado natural
de estas sustancias, pues existen evidencias experimentales de ciertas plantas, las
cuales demuestran que las antraquinonas no se encuentran como tales en ellas, sino
que son productos de degradacion enzimatica de las correspondientes formas

reducidas (es decir, las antronas y los antranoles) (4, 24).

Segun esto, las antraquinonas aisladas corresponden a productos de oxidacion o
dimerizacion de antronas o antranoles. Por lo anterior, antes de realizarse reportes de

antraquinonas vegetales debe considerarse esta posibilidad (24).
e) Naturaleza quimica

i. Hechos estructurales - Las antraquinonas naturales generalmente presentan

las siguientes caracteristicas estructurales:
e Tienen grupos OH en C-1y C-8.
e Tienen un grupo Metilo, hidroximetileno o carboxilo sobre el carbono 3.

e Tienen un grupo OH u OMe en el C-6.
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e Los carbohidratos ligados son principalmente glucosa, ramnosa y rutinosa.
e Los O-glicosidos tienen los carbohidratos ligados a través de C-6 o C-8.
e Los C-glicosidos tienen los carbohidratos ligados a través de C-10 (29).

f) Propiedades farmacologicas - Las drogas vegetales que contienen
antraquinonas poseen segun la dosis acciones variables como colagogos, laxantes o

purgantes (4, 29).

Las 1,8-dihidroxiantraquinonas son los principios activos de drogas laxantes

como el sen, el ruibarbo, la cascara sagrada y la penca zabila (13).

Los compuestos antracénicos mas activos son los O-glicésidos de diantronas y
antraquinonas, y los C-glicésidos de antronas con el grupo metileno C-10 libre. Para
la accidn catartica se requiere que la antraquinona posea dos grupos hidroxilos en C-
1 y C-8, un grupo metilo, hidroximetileno o carboxilo en C-3, y un grupo hidroxilo o

metoxilo en C-6 (3, 5, 9).

Las geninas antracénicas se absorben en el intestino grueso a nivel del colon con
efectos irritantes e indeseables, mientras que los glicdsidos por ser mas polares se
absorben menos. Una vez que traspasan la pared intestinal estas sustancias excitan
las terminaciones nerviosas locales del sistema nervioso autonomo, induciendo una

accion neuroperistaltica (5, 16-19).

Las antraquinonas también se encuentran presentes en Alkanna tinctoria, la cual
es usada como antidiarréico en lugar de laxante, posiblemente debido a la presencia

de taninos (18).

13. Polisacéaridos y carbohidratos

a) Caracteristicas generales — Los polisacaridos son sustancias que resultan de la
condensacion de un numero mayor de 10 osas. Poseen un elevado peso molecular.
Parcial o totalmente insolubles en agua. No tienen sabor dulce. Precipitan con

alcohol absoluto y sales de calcio y bario
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Hidratos de carbono, grupo de compuestos, también llamados glicidos, o osas
que contienen hidréogeno y oxigeno, en la misma proporcidon que el agua, y carbono.
La formula de la mayoria de estos compuestos se puede expresar como Cm(H,O)n.
Sin embargo, estructuralmente estos compuestos no pueden considerarse como

carbono hidratado, como la formula parece indicar.

Los hidratos de carbono son los compuestos organicos mas abundantes en la
naturaleza. Las plantas verdes y las bacterias los producen en el proceso conocido
como fotosintesis, durante el cual absorben el didoxido de carbono del aire y por
accion de la energia solar producen hidratos de carbono y otros productos quimicos

necesarios para que los organismos sobrevivan y crezcan.

Entre los hidratos de carbono se encuentran el aztcar, el almidon, la dextrina, la
celulosa y el glucdgeno, sustancias que constituyen una parte importante de la dieta
de los humanos y de muchos animales. Los mas sencillos son los azlcares simples o
monosacaridos, que contienen un grupo aldehido o cetona; el mas importante es la
glucosa. Dos moléculas de monosacaridos unidas por un atomo de oxigeno, con la
eliminacion de una molécula de agua, producen un disacarido, siendo los mas
importantes la sacarosa, la lactosa y la maltosa. Los polisacaridos son enormes
moléculas formadas por uno o varios tipos de unidades de monosacaridos unas 10 en

el glucogeno, 25 en el almidon y de 100 a 200 en la celulosa.

En los organismos vivos, los hidratos de carbono sirven tanto para las funciones
estructurales esenciales como para almacenar energia. En las plantas, la celulosa y la
hemicelulosa son los principales elementos estructurales. En los animales
invertebrados, el polisacarido quitina es el principal componente del
dermatoesqueleto de los artropodos. En los animales vertebrados, las capas celulares
de los tejidos conectivos contienen hidratos de carbono. Para almacenar la energia,
las plantas usan almidon y los animales glucogeno; cuando se necesita la energia, las

enzimas descomponen los hidratos de carbono.
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Los hidratos de carbono se utilizan para fabricar tejidos, peliculas fotograficas,
plasticos y otros productos. La celulosa se puede convertir en rayon de viscosa y
productos de papel. El nitrato de celulosa (nitrocelulosa) se utiliza en peliculas de
cine, cemento, pélvora de algodoén, celuloide y tipos similares de plasticos. El
almidon y la pectina, un agente cuajante, se usan en la preparacion de alimentos para
el hombre y el ganado. La goma ardbiga se usa en medicamentos demulcentes. El
agar, un componente de algunos laxantes, se utiliza como agente espesador en los
alimentos y como medio para el cultivo bacteriano; también en la preparacion de
materiales adhesivos, de encolado y emulsiones. La hemicelulosa se emplea para
modificar el papel durante su fabricacion. Los dextranos son polisacaridos utilizados
en medicina como expansores de volumen del plasma sanguineo para contrarrestar
las conmociones agudas. Otro hidrato de carbono, el sulfato de heparina, es un

anticoagulante de la sangre (10-13).

14. Amidas

a) Caracteristicas generales - Cada uno de los compuestos organicos que se
pueden considerar derivados de un acido carboxilico por sustitucion del grupo —OH
del acido por un grupo —NHp, —NHR o —NRR¢ (siendo R y R¢ radicales
organicos). Formalmente también se pueden considerar derivados del amoniaco, de
una amina primaria o de una amina secundaria por sustituciéon de un hidréogeno por
un radical &cido, dando lugar a una amida primaria, secundaria o terciaria,

respectivamente (3-6, 9-16).

Todas las amidas, excepto la primera de la serie, son so6lidas a temperatura
ambiente y sus puntos de ebullicion son elevados, mas altos que los de los acidos
correspondientes. Presentan excelentes propiedades disolventes y son bases muy
débiles. Uno de los principales métodos de obtencion de estos compuestos consiste
en hacer reaccionar el amoniaco (o aminas primarias o secundarias) con ésteres (4-6,

9-12).

Las amidas son comunes en la naturaleza, y una de las mas conocidas es la urea,

una diamida que no contiene hidrocarburos. Las proteinas y los péptidos estan
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formados por amidas. Un ejemplo de poliamida de cadena larga es el nailon. Las

amidas también se utilizan mucho en la industria farmacéutica (3, 5, 11, 13, 16).
15. Saponinas

a) Caracteristicas generales - Las saponinas son glicosidos esteroides con un
nucleo espirostano (figura 15) que tienen la propiedad de hemolizar los globulos

rojos y forman espuma abundante y estable al agitar sus soluciones acuosas (12).
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Figura 15. Estructura bésica de las saponinas esteroides y enumeracion de los

carbonos en los anillos E y F (12).

i. Hidrolisis - Como O-glicosidos, las saponinas esteroides se hidrolizan
facilmente en medio &cido o enzimaticamente. Ambos procesos liberan una o
varias unidades de carbohidratos ligados, y la denominada sapogenina esteroide

(6,7, 18).

ii. Nomenclatura - Muy comUnmente, a las saponinas esteroides se las
denomina con nombres vulgares con terminacion ina. La TUPAC establece el
nombre de estas a partir del nucleo basico espirostrano.  La figura 16 muestra

las estructuras de varias saponinas esteroides conocidas (8-13).



42

Figura 16. Estructuras de algunas sapogeninas y saponinas esteroides naturales (13).

Para el caso de la sapogenina de la dioscina, la cual se conoce con el nombre
vulgar de diosgenina, su nombre IUPAC es (24R)-Espirost-5-én-33-ol. Por otro
lado, para la hecogenina (la sapogenina de la heconina) su nombre IUPAC es:

(24R)-11-oxa-espirostan-3-ol (3, 22).
16. Mucilagos o gomas

a) Caracteristicas generales - Sustancia gelatinosa exudada por ciertas plantas. Las
gomas estan compuestas por acidos organicos complejos, llamados &cidos de la
goma, o por sus sales. Cuando se hidrolizan, estos acidos, como la arabina o 4cido
arabico, dan azucares (arabinosa, galactosa, xilosa) y acidos simples. Las gomas
tienen consistencia similar a la cola cuando se mojan, pero son duras si estan secas.
Son incoloras e inodoras y no se disuelven en disolventes orgdnicos, aunque son
muy solubles en agua. Sirven de base para elaborar mucilagos, se usan en el apresto
de tejidos, el estampado de géneros de algodon y como emulgentes y calmantes en

medicamentos (3-9, 17-23).

La goma ardbiga, un exudado de distintas especies de acacia, es un ejemplo

caracteristico de las gomas que contienen arabina. La de mejor calidad se obtiene de
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las especies Acacia senegal y Acacia arabica, que crecen en ¢l oeste y el norte de
Africa. La goma forma en agua una solucion espesa y limpida; si a esta solucion se
afiade alcohol etilico ligeramente acidificado con 4acido clorhidrico, se obtiene
arabina. De parecidas caracteristicas es la goma ceresina, exudada por la corteza de

varias especies de Prunus, como el cerezo y el ciruelo (5, 7, 12, 17-23).

El tragacanto, que se obtiene de varias especies de Astragalus nativas de Turquia
e Iran, en particular Astragalus gummifer, es representativo de las gomas que
contienen basorina. La gelatina, semejante al tragacanto, absorbe hasta 50 veces su
peso en agua y forma un mucilago viscoso. El tragacanto es un tipo de sangre de

dragén (13-18, 20, 22, 23).

Muchas gomorresinas y otros exudados vegetales reciben a menudo el nombre
de gomas. Las gomorresinas son sustancias que contienen goma y resina, por lo cual
son solo solubles en mezclas de agua y alcohol. Las principales gomorresinas son las
llamadas gomas de amoniaco, asafétida, benzoina, galbano, gutagamba, mirra y
sandaraca. El latex, del cual proceden el chicle, el caucho y la gutapercha, es una

mezcla de gomorresinas, ceras y grasas (18-24).
17. Glucésidos cianogénicos

a) Caracteristicas generales - Los glicosidos cianogénicos son sustancias
constituidas de una porcion esteroide, una porcion glicosidica y un anillo de -lactona
,B-insaturada o -lactona-,B-insaturada, que actian sobre el musculo cardiaco y por
tanto se utilizan como medicamentos contra la insuficiencia cardiaca. Se conocen
entonces segun el anillo lactonico dos grandes clases de cardiotonicos: Los
cardenolidos, con anillo de -lactona, y los bufanolidos o escilanolidos, con anillo
de -lactona.  La figura 17 muestra la estructura estereoquimica general de ambas

clases de sustancias (4-9, 18, 20).

Dentro de las recetas o pocimas que utilizaban las brujas para curar enfermedades

estaba como ingrediente la piel de sapo, muchos afios después se comprobd la
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presencia de sustancias bioactivas: Los bufanolidos, presentes en ranas del género

Bufus (13, 14, 18).
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Figura 17. Estructura general de cardioténicos (R=H, aglicona ; R=Gli, Glicésido) (20).

b) Distribucion natural - Los cardiotonicos se encuentran principalmente en las

hojas de plantas de las familias Scrofulariaceae, Apocynaceae,

Liliaceae,

Ranunculaceae y Moraceae. Los bufanolidos se han encontrado también en ranas

del género Bufus, y en las alas de mariposas monarca, han sido considerados de

interés por su potencial anticancerigeno (6-10).

i. Hidrdlisis - Los glicésidos cardiotonicos se hidrolizan facilmente en

soluciones acidas liberando la sapogenina y los carbohidratos ligados.

En medio

alcalino, ademas de liberarse la sapogenina ocurre epimerizacion sobre el

carbono 17 y apertura del anillo lacténico (5-9, 13, 14).

c) Naturaleza quimica - Los cardiotonicos naturales en su gran mayoria, poseen:

e -un anillo lacténico ,B-insaturado en posicion 176

¢ -un grupo hidroxilo o glicosilo en posicion 3B
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e -un grupo hidroxilo en posicion 148

e -configuracion cis entre los anillos A/B y C/D

e -otros grupos hidroxilo en 1, 5, 12, 16, etc.

e -¢l grupo metilo 19 algunas veces oxidado hasta alcohol o aldehido
e -1 a 4 unidades de carbohidrato ligadas al oxigeno del carbono 3

e -los carbohidratos ligados son principalmente glucosa y

e desoxiazucares como digitoxosa, cimarosa, etc.

Los desoxiazucares son una caracteristica importante de los glicésidos cardiotonicos,
ya que esta clase de carbohidratos se encuentra practicamente restringida a estas

sustancias naturales (5-9, 12, 16, 18, 20, 23).

La figura 18 muestra algunos ejemplos de cardiotonicos naturales y desoxiazlicares

mas comunes (9, 12-14, 23).

d) Actividad farmacoldgica - Los cardiotonicos tienen accion inotropica positiva,
es decir, incrementan las fuerzas de contraccion del musculo cardiaco. Por otro lado,
las hojas de digital tienen un efecto diurético. Por estas razones se les utiliza en

tratamientos de nefritis, edemas y algunas enfermedades infecciosas (5-7, 13).

Se ha establecido que para que los cardiotonicos manifiesten su actividad

requieren ademads del ciclo lactonico ,B-insaturado, que:
e -la configuracion sea 146,306,178
e —configuracion A/B cis

En cuanto a los carbohidratos ligados, entre menos unidades contenga la
molécula, mas posibilidad existe de epimerizacion del hidroxilo 3, lo que se traduce

en un aumento de su toxicidad y disminucion de la accion cardiotdnica debido al
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cambio de polaridad. Ademas, se ha observado que la presencia de azlcares ligados

y el nimero de hidroxilos tienen capacidad en aumentar la actividad farmacologica

(7-12, 20-22).
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Figura 18. Algunos ejemplos de cardioténicos y desoxiazUcares naturales (23).
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X. CONCLUSIONES

A. Los métodos y técnicas utilizadas en la identificacion de familias de metabolitos
secundarios de la planta Myrica cerifera son realizables bajo las condiciones que

refiere el método de extraccion, materiales y equipo disponible en nuestro medio.

B. Al aplicar calor a la unidad de extraccién, en los procesos de determinacion de
metabolitos secundarios del fruto de Myrica cerifera se causa, volatilizaciéon de los
aceites esenciales de la planta, degrada los esteroles, triterpenos, esteroles
insaturados, lactonas insaturadas, taninos galicos, los compuestos reductores y

antracenoides.

C. La mejor técnica de extraccion es la que utiliza la lixiviacion, en frio, ya que en los
extractos obtenidos por esta técnica se identificaron la mayor cantidad de familias

de metabolitos secundarios en el fruto de la planta Myrica cerifera.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Las técnicas utilizadas son las referidas por Sharapin. N. (29), Tally. W. (30) y
Santa Cruz L.(28)  La técnica de Sharapin. N. fue validad con materiales y recursos
existentes en nuestro medio, e integrada recomendadas por Tally. W. y Santa Cruz L.
resultando una técnica cualitativa libre de procedimientos instrumentales, con un espectro
mas amplio de identificacion de metabolitos secundarios de plantas. Se utilizo
cromatografia de capa fina como una técnica confirmatoria opcional para saponinas,

flavonoides, cumarinas, antraquinonas y aceites volatiles.

La técnica se implementd utilizando el fruto del palo de cera o Arrayan (Myrica

cerifera) determinando las familias de metabolitos secundarios que esta posee.

La determinacién de los metabolitos secundarios del Arrayan se realizé en tres
extractos proveidos por el Ingeniero Cesar Garcia, que encabeza un grupo de investigadores
dentro del Centro de Investigaciones de Ingenieria y que se realiz6 bajo el proyecto 50-00
financiado por CONCYT.

El proceso de la extraccion se realizé por medio de dos técnicas diferentes, una
aplicando calor con reflujo en extractores Soxleth y otra por medio de agitacion a
temperatura ambiente (frio), denominada lixiviacion. El objetivo principal de estas
extracciones fue el determinar cual era la mejor técnica para recuperar compuestos activos
de la planta, siendo esta, la técnica de lixiviacion, debido a que con esta la cantidad de

compuestos que se degradan es minima.

El criterio que se utilizo para determinar la presencio o ausencia de un metabolito en
el fruto de la planta Myrica cerifera es que si el mismo extracto comparado en frio y
caliente, el extracto frio arroja un resultado (+) y el extracto caliente arroja un resultado (-)

se concluye que la técnica tiene restricciones por la temperatura.

Corroborandose la hipotesis de que la temperatura tiene un efecto directo sobre los
metabolitos secundarios presentes en el Arrayan, puesto que al aplicar calor, se volatilizan
los aceites esenciales a temperaturas menores o iguales a los 40 grados Celsius, se degradan
los esteroles, triterpenos, esteroles insaturados, lactonas insaturadas a temperaturas menores

0 iguales a los 60 grados Celsius, taninos galicos, los compuestos reductores y
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antracenoides son degradados a temperaturas superiores a los 60 grados Celsius, lo que
indica que todas aquellas familias de compuestos labiles al calor seran degradados al
someternos a la técnica de extraccion Soxleth.  Esto se evidencia utilizando los métodos y
las técnicas propuestas para identificar cada metabolito secundario.

Los compuestos que no son afectados por la temperatura en el proceso de extraccion
con hexano son: carotenoides, acidos grasos y cumarinas, en el extracto alcohdlico: taninos
catéquicos, taninos rojos, taninos galicos, antocianinas, leucoantocianinas, cumarinas,
antracenoides, chalconas y uronas, principios amargos y azlcares 2-desoxigenadas, en el
proceso de extraccion con agua: polisacaridos, saponinas, taninos catéquicos, antocianinas,

cumarinas, chalconas y uronas y esteroles triterpenos.

Cuando los triterpenos se evidencian en el extracto polar prético (alcohdlico) y no
en el extracto no polar (hexanico) esta familia de metabolitos evidencia composicion

oxigenada (triterpenos con funcién alcohol y/o carbonilo).

No fue posible evidenciar en este estudio la presencia de metabolitos secundarios
tales como: en el extracto hexanico: triterpenos, esteroles, alcaloides, agliconas flavonoides
y emoides; en el extracto alcohodlico: taninos gélicos, alcaloides, aminas cuaternarias,
flavonoides y antraquinonas; en el extracto acuoso: amidas, mucilagos, alcaloides,

flavonoides y glucésidos cianogeénicos.

La técnica quimica cualitativa que se implemento es capaz de determinar en el
extracto hexanico la presencia de: aceites esenciales, triterpenos, esteroles, carotenoides,
acidos grasos, alcaloides, agliconas flavonoides, cumarinas, catequinas, emoides; en el
extracto acuoso: polisacaridos, amidas, saponinas, mucilagos, taninos galicos, taninos
catéquicos, compuestos reductores, alcaloides, antocianinas, antracenoides, cumarinas,
flavonoides y glucésido cianogeénicos; utilizando para su confirmacion las diversas técnicas
y procedimientos quimicos ya descritos, en el extracto alcoholico: taninos galicos, taninos
catéquicos, taninos rojos, compuestos reductores, alcaloides, aminas cuaternarias,
antocianinas, leucoantocianinas, cumarinas, antracenoides, flavonoides, antraquinonas
chalconas, esteroles, uronas, triterpenos, cardendlicos y bufadiendlicos como esteroles

insaturados, lactonas insaturadas y azlcares 2-desoxigenadas, lo que demuestra que una



77

amplia gama de familias de compuestos quimicos presentes en plantas Arrayan, es posible

identificarlos con técnicas quimicas no instrumentales.

Se concluye que la técnica implementada es capaz de determinar una amplia gama
de familias de metabolitos secundarios por lo tanto tiene una alta especificidad cualitativa,

utilizando material y equipo disponible en nuestro medio.
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IV. JUSTIFICACION

Las plantas han jugado un papel importante y fundamental en el desarrollo de la
humanidad, tanto en la utilizacion artesanal de las mismas, como en su posterior estudio

como fuente de materia prima para las industrias farmacéuticas, alimenticias, etc.

Guatemala es un pais que se caracteriza por la diversidad de sus zonas
agroecoldgicas, sus riquezas naturales y que posee una gran variedad de plantas nativas,
algunas de las cuales son usadas artesanalmente como medicina o alimento, en nuestro pais,
el recurso natural como recurso de investigacion es muy poco utilizado a pesar que se
cuenta con una gran biodiversidad de flora, donde muchas de las especies son candidatos

potenciales para la obtencién de materia prima de importancia médica.

El estudio de una gran cantidad de especies vegetales de uso industrial, hacen
necesario disponer de métodos confiables y sencillos, ajustados a la realidad del pais, que
permitan la identificacion de las familias de metabolitos secundarios en plantas, de una

manera sistematica.

La implementacién y fusion de metodologias utilizadas por investigadores de
fitoquimica del pais y del exterior, permiten unificar las técnicas para obtener un
procedimiento enriquecido que amplia el margen de identificacion de metabolitos
secundarios, logrando una mayor cobertura de todas aquellas familias quimicas de
importancia industrial; por las caracteristicas de los métodos incluidos en esta
investigacion, éstos podran ser utilizados en estudio de tamizaje de familias quimicas en las

plantas de uso medico artesanal cominmente utilizadas en Guatemala.
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V. OBJETIVOS

. General
Identificacion de familias de metabolitos secundarios en Myrica cerifera.

. Especificos

1. Implementar la metodologia para tamizaje fitoquimico, empleando técnicas que

sean quimicas y no instrumentales.

2. Implementar la metodologia para el tamizaje fitoquimico, mediante la

determinacion de familias quimicas de metabolitos secundarios en Myrica cerifera.

3. Optimizar la metodologia tomando en consideracion la técnica de extraccion

comparando frio con caliente.
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VI. HIPOTESIS

La temperatura a la cual se realiza la extraccién tiene un efecto directo sobre las
familias quimicas de metabolitos secundarios presentes en la planta Myrica cerifera

extraidos con hexano, metanol y agua.

No se encontraran en los extractos sometidos a calor, aquellas familias de metabolitos

secundarios de la planta Myrica cerifera que sean labiles al calor.

Es posible determinar la presencia de una amplia gama de familias quimicas de

metabolitos secundarios con métodos y técnicas no instrumentales.



Il INTRODUCCION

Las plantas han jugado un papel importante y fundamental en el desarrollo de la
humanidad, tanto en la utilizacion artesanal de las mismas como en su posterior estudio

como fuente de materia prima para industria farmacéutica, alimenticia, etc.

El recurso natural de Guatemala ha sido y sigue siendo utilizado por los habitantes
de cultura indigena para el tratamiento de diversas afecciones del hombre e incluso de
animales, y dicho conocimiento ha sido transmitido de generacidn en generacion como un
conocimiento empirico de las propiedades curativas de un cierto tipo de plantas que pueden

ser estacionarias 0 perennes.

De esta manera la medicina tradicional o como se le ha dado el nuevo calificativo de
medicina alternativa, ocupa en la actualidad un sitio preponderante en la cultura

Guatemalteca.

Sin embargo, la cultura curativa indigena, no coincide con los sistemas de terapia
médica convencional, que son apoyados oficialmente por las autoridades del Ministerio de
Salud Publica y Asistencia Social y que en la actualidad no existen indicios de una fusion o
integracion del sistema de curacion maya o indigena, con el sistema de curacion

convencional.

La investigacion de plantas utilizadas por los curanderos, ha influenciado la manera
en que se realizan las formulaciones de nuevas drogas, permitiendo la recopilacion del
amplio conocimiento de la variada gama de plantas utilizadas en el pais, surgiendo asi los
estudios de tamizajes fitoquimicos, para determinar la presencia de principios activos de

familias quimicas conocidas, que daran posteriores formulaciones farmacologicas.

El tamizaje fitoquimico preliminar de plantas se hace en muchos paises que tienen
una amplia biodiversidad y una cultura de técnicas curativas por productos naturales, para
un posterior aislamiento del compuesto responsable de la curacion o alivio de alguna

patologia.



En el presente estudio se realizd la determinacion de la presencia de familias de
compuestos quimicos de importancia farmacoldgica en la planta conocida como Arrayan
(Myrica cerifera), utilizando tres extractos realizados por un grupo de investigadores del
centro de investigaciones de ingenieria de la universidad de San Carlos de Guatemala, los
extractos fueron obtenidos por dos técnicas diferentes y en tres solventes de distinta

naturaleza polar.

Las técnicas utilizadas en las extracciones fueron: por medio de extractores Soxleth
, donde se utiliza calor como condicion fisica de la extracciéon y por lixiviacion, donde se
utiliza agitacion como medio fisico de extraccion, posteriormente se comparé la presencia
de los compuestos en ambas extracciones, con lo cual al realizar la determinacion de
compuestos quimicos se determiné que el factor temperatura altera la presencia de una o

algunas de las familias quimicas de compuestos que posea el Arrayan.

El disefio del proceso se oriento de tal manera que la determinacion de las familias
de compuestos presentes en la planta sea lo mas amplia posible, con un método sencillo no

instrumental y rapido de implementar.

Los métodos de tamizaje que se utilizaron son pruebas quimicas, especificas para la
determinacion de las familias quimicas de compuestos presentes, ello permitié determinar

su presencia o ausencia en los diferentes extractos obtenidos de la planta.

En el extracto hexanico fue posible determinar la presencia de: aceites esenciales,
triterpenos, esteroles, carotenoides, acidos grasos, alcaloides, agliconas flavonoides,
cumarinas, catequinas, emoides; en el extracto acuoso: polisacaridos, amidas, saponinas,
mucilagos, taninos galicos, taninos catéquicos, compuestos reductores, alcaloides,
antocianinas, antracenoides, cumarinas, flavonoides y glucdsido cianogénicos; en el
extracto alcohodlico: taninos galicos, taninos catéquicos, taninos rojos, compuestos
reductores, alcaloides, aminas cuaternarias, antocianinas, leucoantocianinas, cumarinas,
antracenoides, flavonoides, antraquinonas chalconas, esteroles, uronas, triterpenos,
cardenolicos y bufadienolicos como esteroles insaturados, lactonas insaturadas y azlcares

2-desoxigenadas.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo
Metodologia para determinar la presencia de familias de metabolitos secundarios en

plantas de uso tradicional.

B. Muestra

Tres extractos diferentes, cedidos por el Ing. César Garcia del Centro de
Investigaciones de Ingenieria de la Universidad de San Carlos de Guatemala; en solventes
de distinta naturaleza; polar, apolar y semipolar (hexano, agua, metanol respectivamente),
extraidos por lixiviacion y proceso de extraccién Soxleth del fruto de la planta Myrica
cerifera obtenida de campesinos recolectores del municipio de Morazan departamento del

Progreso. .

C. Recursos
1. Recursos Humanos
a) lvo Mahelly Santizo Rodas (tesista)
b) Lic. Alba Marina Valdés de Garcia (asesor)

c) Ing. César Garcia G. (asesor)

2. Institucionales

a) Laboratorio de quimica del Centro de Investigaciones de Ingenieria, edificio T5
Ciudad universitaria, Universidad de San Carlos de Guatemala.
b) Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,

edificio T12, Ciudad Universitaria, Universidad de San Carlos de Guatemala.

3. Equipo
Bafio de Maria (60 grados Celsius +/-1).
Crondmetro.

Equipo de destilacion por arrastre de vapor.



Equipo de filtracion al vacio.

Plancha de calentamiento.

Materiales ver cuadros 2-5 anexo Il

Beacker de 10 ml.

Beacker de 100 ml.

Beacker de 250 ml.

Beacker de 5 ml.

Beacker de 50 ml.

Capilares.

Contenedor de cromatoplacas (cromatocamara).

Cromatoplacas Silicagel 60Fs4.

Extracto hexanico de Myrica cerifera obtenido por técnica de lixiviacion.
Extracto metandlico de Myrica cerifera obtenido por técnica de lixiviacion.
Extracto acuoso de Myrica cerifera obtenido por técnica de lixiviacion.
Extracto hexanico de Myrica cerifera obtenido por técnica Soxleth.
Extracto metandlico de Myrica cerifera obtenido por técnica Soxleth.
Extracto acuoso de Myrica cerifera obtenido por técnica Soxleth .
Gradilla.

Lampara UV 366 nm.

Macropipeteador.

Maskin Type o Crayon Graso.

Mechero.

Papel filtro Wathman 1.

Papel parafilm.

Pinzas para crisol.

Pinzas para tubo de ensayo.

Pipetas de 1 ml.

Pipetas de 10 ml.

Pipetas de 2 ml.

Pipetas de 3 ml.

Pipetas de 5 ml.
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Pizeta de 300 ml.

Tubo de ensayo de 20 ml.
Tubos de ensayo de 10 ml.
Cajas de Petri con agar sangre

. Reactivos Ver preparacion de reactivos en anexo Il
Acetato de etilo

Acido acético

Acido férmico

Acido sulfarico concentrado
Anisaldehido

Dietilamina

FeCl; 1%

HCI 10 %

HCI 2%

HCI 20%

HCI concentrado
Hematoxilina

KOHO0.5M

Lugdl

Magnesio metélico

NH40H 25%

Reactivo de Carr-Price
Reactivo de Fehling

Reactivo de kedde

Reactivo de Komarowsky
Reactivo de Mayer

Reactivo de productos naturales (NP/PEG)
Reactivo de sangre/agar sangre
Reactivo de Séller-Killiani

Reactivo de Wagner
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Reactivo dragendorff
Reactivo Liebermann-Bouchard
Solucion gelatina a 1% (p/V)
Solucion gelatina-sal
Solucion KOH etandlica al 5%
Prueba de amonio
Timol
Vainillina

5. Estandares
Antraquinonas al 0.1% en MeOH
Colesterol en cloroformo 0.1%
Cumarinas al 1% en metanol
Digitalis purpurea en MeOH

Flavonoides al 0.05% en metanol

. Métodos analiticos para la determinacion de metabolitos secundarios en extractos
de Myrica cerifera.

El material que se utiliz6 como muestra fueron los extractos ya filtrados, pero por la
importancia de conocer las condiciones preanaliticas de las muestras se describe a
continuacion el proceso de extraccion y todas las variables que intervienen en dichos

procesos.
1. Etapa de recoleccién de muestra para el tamizaje

La primera etapa del tamizaje fitoquimico consiste en realizar la colecta de el fruto
de arrayan Myrica cerifera que fue el que posteriormente se tamiz0, en este caso la
colecta y extraccion fue realizado por un grupo de investigadores del Centro de
Investigaciones de Ingenieria encabezados por el ingeniero César Garcia en particular,
el fruto fue obtenido de agricultores de la region del municipio de Morazan,
departamento del Progreso, que recolectan el fruto a una altitud de 1500 m en época
estacional, que comprende de octubre a enero; el fruto se colectdé en la etapa de
desarrollo y maduracion, en la cual los pobladores de la region usualmente lo colectan

para su uso; un total de 15 libras de fruto fue transportado en bolsas negras,
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posteriormente fue secado en un espacio no expuesto a luz solar directa y ventilado
naturalmente.
Al fruto se le efectud un proceso de limpieza, para eliminar trozos de planta que no

fueran de interés en el estudio (25).

Se tomaron 70 gr. del fruto seco y limpio para preparar los extractos.

2. Preparacion de los extractos vegetales de Myrica cerifera.

La primera etapa del tamizaje consistié en realizar 6 extracciones con tres solventes
distintos y dos tipos diferentes de técnicas extractivas; esta etapa la realizaron
investigadores del Centro de Investigaciones de Ingenieria en el edificio T5 de la ciudad
universitaria, Universidad San Carlos de Guatemala, el grupo fue encabezado por el
Ingeniero César Garcia, quien cedid los extractos para su posterior tamizaje; 60 gr. del
fruto fueron colocados en tres erlenmeyer con una capacidad de 250 ml y se agregaron
200 ml del solvente extractor, en este caso cada erlenmeyer tendra un solvente
diferente; se mantuvo en agitacion en frio con un magneto mecanico (lixiviacion)
durante 72 horas cada uno de los erlenmeyer utilizados, remplazando el volumen del
solvente cada 24 horas.

En ambos procedimientos, en caliente y en frio, se filtré utilizando equipo de
filtrado al vacio y papel filtr6 Wathman 1.

Para la preparacion del extracto en caliente se pesaron 10 gr. de la muestra y fueron
divididas en tres porciones.

Cada una de las porciones se colocd en un dedal de extractor Soxleth, previamente
seco Yy tarado.

Al sistema Soxleth armado se le agregaron 100 ml de solvente, usando hexano,
metanol y agua, cada uno por separado.

A cada sistema se le aplico 40, 60, 100°C respectivamente durante 24 horas

continuas en reflujo.

Posterior a las extracciones se obtuvieron los extractos hexanicos Hi y Hc , el
primero relaciona el extracto obtenido a temperatura ambiente y el segundo relaciona al

extracto obtenido en caliente o por extraccion en Soxleth. De la misma manera se
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obtuvieron extractos As y Ac, relacionados a los extractos metanolicos y AC; y AC,

relacionados al extracto de agua o0 acuoso a temperatura ambiente y en caliente (25).

4. Determinacion de condiciones de extraccion

Las variables que interfieren en el proceso de extraccion, independientemente de la
escala de produccion o del tipo de producto final son: naturaleza del solvente, el estado
de divisidn de la planta, la agitacion, la temperatura, el pH y el tiempo de extraccion
(25-27).

a) Solventes - Respecto a los solventes utilizados, la polaridad se encuentra muy
relacionada con la solubilidad, es por ello que un compuesto que forma enlaces de
hidrdégeno con el agua tiende a ser mas soluble en ella que uno que no los forma.
Por tanto, se puede decir que el agua es un excelente disolvente de compuestos
ionicos.  Asi también, el metanol forma puentes de hidrégeno y puede disolver
compuestos i6nicos, pero en menos proporcion; mientras que el hexano no puede

disolver compuestos i6nicos.

Dependiendo de la finalidad deseada, el solvente utilizado extrae,

selectivamente o no, ciertas clases de compuestos.

Entre los solventes generales, los mas utilizados son los alcoholes alifaticos
de hasta 3 carbonos o mezclas de estos con agua, hexano y agua. Estos solventes

logran extraer la gran mayoria de las sustancias naturales de interés.

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 planta (25-27).

b) Estado de divisién de la planta - La eficiencia del proceso extractivo seria
mayor cuando menor sea el tamafio de la particula ya que, asi, se obtiene una
mayor area de contacto con el solvente.  En la préctica, la presencia de particulas
muy finas dificulta el proceso de extraccidn, pues presentan compactacién y los
procesos de maceracion, en donde las particulas pasan al extracto, hacen necesaria

la realizacion de la etapa adicional de filtracion, la cual no siempre es de facil
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ejecucion. La penetracion del solvente en fragmentos mayores de la planta es
lenta y la salida de las sustancias extraibles es dificil. ~ Por esta razén, se
recomienda la utilizacion de tamafios de particula semejante a polvos

moderadamente gruesos en el proceso extractivo (25-27).

c) Agitacion - La eficiencia del proceso extractivo es funcion del equipo de
saturacion del solvente. La agitacion hace que nuevas cantidades de solvente, pobre
en las sustancias extraibles, entre en contacto con el solido y un nuevo punto de
equilibrio de saturacién es alcanzado. EI movimiento del liquido, con ayuda de
bombas para la recirculacion del solvente o agitadores magnéticos, desplaza el
equilibrio en el sentido de la saturacion del solvente, aumentando la eficacia del
proceso (25-27).

d) Temperatura — La disolucion de las sustancias extraibles es facilitada por
el aumento de la temperatura; de la misma manera que la agitacion, la temperatura
contribuye al desplazamiento de la constante de equilibrio de saturacion y aumenta
la eficiencia del proceso. Sin embargo, muchos principios activos son termolabiles
y pueden ser degradados, total o parcialmente, a temperaturas elevadas. El
aumento de la temperatura también puede causar la pérdida de sustancias volatiles
(25-27).

e) pH - El pH influye en la solubilidad de diversos compuestos ya que permite la
posibilidad de formacion de sales. La obtencion de alcaloides constituye un
ejemplo cléasico de la influencia del pH en el proceso de extraccion.

La extraccion de alcaloides con solventes organicos de baja polaridad exige un
pretratamiento con soluciones alcalinas, buscando con esto liberar los alcaloides de
sus sales y, asi, volverlos solubles en el solvente organico. En el caso de extraccion
de alcaloides con soluciones acuosas es necesario un pH acido, buscando con esto la

conversion de los alcaloides en sus respectivas sales, solubles en agua (25-27).

f) Tiempo de extraccion - EI tiempo de extraccion se determina,
experimentalmente, en funcion del solvente y el equipo seleccionado.

Esta variante es resultante de todos los factores mencionados previamente.
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El tiempo de extraccion debe ser suficiente para permitir la separacion de los
compuestos de interés, aunque se debe prestar cuidado para que no sea excesivo.
Prolongar el tiempo de extraccién mas alla del estrictamente necesario, no influye
en el proceso negativamente, pero, si influye en los costos del consumo de energia 'y
de mano de obra no necesaria, 1o que acarrea encarecimiento del proceso industrial
(25-27).

g) Lixiviacion - La maceracion consiste en dejar la planta en contacto con el
solvente durante varios dias, con agitacion constante. Se trata de un proceso que da
como resultado un equilibrio de concentracion de metabolitos entre la planta y el
solvente, y, depende de factores que estan relacionados con la planta, por ejemplo:
su naturaleza, el tamafio de particula, su contenido de humedad y cantidad,
asimismo factores que estan relacionados con el solvente, por ejemplo: la
selectividad y la cantidad.  EI rendimiento del extracto disminuye cuando la
relacion planta/solvente aumenta.  El  hinchamiento de la planta es factor
importante, porque aumenta la permeabilidad de la pared celular y la difusion del
solvente (25-27).

Determinacion de las familias de metabolitos secundarios presentes en los
extractos de hexano, metanol y agua de Myrica cerifera.
Tanto en los extractos obtenidos en frio y en caliente se realizaron la totalidad

de las pruebas descritas a continuacion:

a) Extracto hexanico - Se inici6 con un volumen de 200 ml del extracto, se
prepararon dos alicuotas una de 20 ml y una de 180 ml, ver procedimiento 1, anexo
I (28-30).

i. De la alicuota de 20 ml, fraccion H1 - Se evaporo a sequedad en bafio de
maria a 60 grados Celsius, (cuando se haga referencia a la evaporacion o
concentracion se asume que se realizo a 60 grados Celsius en bafio de maria), y

se disolvio el residuo en 50 ml de etanol (28-30).
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e Determinacion de la presencia de aceites esenciales

Se tomaron 10 ml de la alicuota disuelta en etanol y se destilaron con
arrastre a vapor, al destilado, se le efectuaron extracciones con éter (2 x 20
ml), con la porcion etérea obtenida se realizaron CCF hexano/éter 8:2,
manchas coloreadas de color amarillo en la cromatoplaca representaron

la presencia de aceites esenciales (28-30).

e Fase preparatoria

A la alicuota etanolica restante de 40 ml, se le agregaron 10 ml de KOH 0.5
M, se le aplicé reflujo durante 2 horas, posteriormente se agregaron 20 ml de
agua, se evaporé el etanol de la fase acuosa y se efectud extraccion con éter
(3 x 10 ml), se separd las fases acuosa y fase etérea (28-30).

e [Fase acuosa, determinacion de presencia de acidos grasos
Se acidifico hasta pH 3-4, se efectud extraccion etérea (2 x 10 ml), con la
fase etérea obtenida, se evapor6 hasta sequedad, la formacion de residuos

cristalinos representaron la presencia de acidos grados (28-30).

e [ase acuosa, determinacion de triterpenos/esteroles, carotenos
Se dividio en dos alicuotas, a una de las alicuotas se le agregd reactivo de
Liebermann — Bouchard, reaccion coloreada, representaron la presencia

de triterpenos/esteroles (28-30).

e [Fase acuosa, determinacion de la presencia de carotenos

A la alicuota separada de la fase acuosa se le agreg6 reactivo de Carr-Price,
la reaccion de precipitacion de este reactivo, represento la presencia de
carotenos (28-30).

. De la alicuota de 180 ml, fraccion H2 - Se evaporo la fraccion hasta un

volumen de 50 ml, este volumen se dividié en 5 alicuotas de 5 ml y 1 de
10 ml (28-30).
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e Determinacion de la presencia de alcaloides
Se tomd la alicuota de 10 ml, se evaporé a sequedad en bafio de maria, el
residuo que se obtuvo se disolvio en 3 ml de HCI al 2%, esta suspension se
dividid en 3 alicuotas de 1 ml cada una, a cada una de esas alicuotas se les
agregd Reactivo de Meyer, Reactivo de Wagner y Reactivo de Dradendoff,
reacciones de precipitacion representaron la presencia de alcaloides.
Este mismo procedimiento se utiliz6 en los extractos acuoso y
metandlico, por lo que en la descripcion del procedimiento en estos
extractos, no se cito esta prueba nuevamente (28-30).

e Prueba CCF para determinar la presencia de uno o més alcaloides
Esta prueba se realizaron si y solo si la prueba quimica arroja resultados
positivos.

De la alicuota de 180 ml se tomaron 5 ml, y se concentraron a 100ul en bafio
de maria, se realizaron una aplicacién de la muestra de un volumen de 100ul
en la cromatoplaca de silicagel 60Fs,.

Se utilizaron como estandar: soluciones al 1% de atropina y papaverina en
metanol (10ul) y como fases maviles: Tolueno-acido acético-di etilamina
(70:20:10), n-butanol-acido acético-agua (4:1:1), Deteccion: Reactivo de
Dradendoff a 254 VIS (28-30).

e Determinacioén de la presencia de carotenos
Se tomo una alicuota de 5 ml, se evaporo, se adiciond 3 gotas de CHCI3 y
agregd en gotas el reactivo de Carr-Price como maximo 0.5 ml, reaccion de

precipitacion represent6 la presencia de carotenos (28-30).

e Determinacion de la presencia de agliconas flavonoides
Se tomo una alicuota de 5 ml se evapord, el residuo se disolvio en 2 ml de

MeOH caliente, se adiciond limaduras de Mg + 1 ml de HCI concentrado.
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Se dejo reposar 10 minutos, una coloracion rubia rojiza represento la

presencia de agliconas flavonoides (28-30).

e Determinacion de la presencia de cumarinas

Se tomo una alicuota de 5 ml, se evaporo, el residuo se disolvié en 1 ml de
agua hirviendo, se aplic6 con microcapilar 2 manchas en papel filtro, se
aplico en una de las dos manchas 1 gota de KOH 0.5 M, fluorescencia a
longitud de onda de 366 nm., represent0 la presencia de cumarinas (28-
30).

e Determinacion de triterpenos/esteroles

Se tomo una alicuota de 5ml y se evapord, el residuo se disolvio en 1 ml de
CHClIs;, se adicion6 Reactivo de Liebermann-Bouchard. Anillo verde,
Interfase marron representd la presencia de triterpenos/esteroles (28-
30).

e Determinacion de la presencia de emoides

Se tomo una alicuota de 5ml y se evaporo, el residuo se disolvié en 1 ml de
NH4OH 25 %, Coloracion bermeja, represento la presencia de emoides
(28-30).

b) Extracto acuoso - Se inici6 con un volumen de 200 ml del extracto, se

prepararon dos alicuotas de 100 ml cada una, ver procedimiento 2, anexo | (28-

30).

i. De la alicuota de 100 ml, fraccion AC1 - Se prepararon 6 alicuotas de 5ml y
1de3ml
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e Determinacion de la presencia de amidas

Se tomd una alicuota de 5 ml y se le agreg6é 3ml de agua, a esta dilucion se le
agregaron 2 gotas de lugol, una coloracién azul, represento la presencia de
amidas (28-30).

e Determinacion de la presencia de mucilagos
Se tomd una alicuota de 5ml y se le agregd 10 ml de acetona, a esta mezcla
se le agregd 2 gotas de hematoxilina, se agito y se filtrd, un precipitado

violeta, represento la presencia de mucilagos (28-30).

e Determinacion de compuestos reductores
Se tomd una alicuota de 5 ml y se le agregd 1 ml de Reactivo de Fehling, se
dej6 en reflujo 30 min., un precipitado color ladrillo, represent6 la
presencia de compuestos reductores (28-30).

e Determinacion de polisacaridos

Se tomd una alicuota de 5ml y se le agregd 5 gotas de H,SO,4 concentrado, a
esta mezcla se le agregaron 3 a 4 gotas de timol, una coloracion rojiza,
representd la presencia de polisacaridos (28-30).

e Determinacién de taninos galicos y catéquicos

Se tomo¢ la alicuota de 3 ml y se le agregaron 2 ml de agua, se le agregaron 3
a 4 gotas de FeCls una coloracion azul, representé la presencia de taninos
galicos, y una coloracién verde, representd la presencia de taninos

catéquicos (28-30).

e Determinacién de la presencia de saponinas

Se tomé una alicuota de 5ml, se le agregé 45 ml de agua, se calento la
mezcla a 60 grados Celsius durante media hora, se agité durante 10 min., si
se mantiene la espuma 30 min. a mas de 3 cm. de altura, represento la

presencia de saponinas (28-30).
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e Prueba de caracterizacion de saponinas Ver procedimiento 4 anexo |
Estos se realizaron por medio de un test de hemdlisis utilizando cajas de
agar sangre para el mismo, un test de espuma y una prueba quimica con el
reactivo de Lieberman-Bouchard, con lo que se puede determinar el tipo de
saponina a la que pertenece el compuesto, de la siguiente forma:

Positivo para todos los test, y en el reactivo de Lieberman-Bouchard azul o
verde, fueron saponinas esteroidales.

Positivo para todos los test, y en el reactivo de Lieberman-Bouchard
rojo, purpura o violeta, fueron saponinas triterpenoides.

Positivo para todos los test, y en el reactivo de Lieberman-Bouchard
negativo, amarillo palido, fueron saponinas de heterosidos de esteroles
saturados o triterpenos saturados.

Positivo 0 negativo para test de hemdlisis, negativo el test de espuma y
positivo para test de Lieberman-Bouchard, saponinas ausentes, triterpenos

libres, diterpenos, esteroles o sustratos policiclicos relacionados. (28-30)

e Prueba CCF para determinar la presencia de una o mas saponinas
Esta prueba se realizaron si y solo si las prueba quimicas arrojaron
resultados positivos.

Se tomd una alicuota de 10 ml de extracto original, se concentro hasta 5 ml y
se aplico 25-40 ul en cromatoplaca de silicagel 60F 54

Se utilizaron como estandar: Solucion de saponinas al 0.1 % en metanol (10
ul) y como fases maviles: Cloroformo-metanol-agua (64:50:10), n-butanol-
acido acético-agua (50:10:40), la deteccion: Reactivo de sangre.

Zonas hemoliticas blancas en fondo rojo, Reactivo de Liebermann-
Bouchard: UV 365 nm o VIS zonas azules y verdes de saponinas
esteroidales, rojas y violetas de triterpenoides

Reactivo de Komarowsky: Zonas azules, amarillas y rojas

Vainillina-acido sulfdrico y anisaldehido-4cido sulfurico: zonas azules,

violetas, amarillas, representaron la presencia de saponinas (28-30).
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ii. De la alicuota de 100 ml, fraccion AC2 - Al volumen total de la alicuota se
le agregé 20 ml de HCI y se dejo en reflujo durante 30 minutos, luego se le
agregd 20 ml de agua, se dejo concentrar hasta 30 ml y se efectué una
extraccion etérea (3 x 20 ml), de la cual se obtuvo una fase acuosa y una fase
etérea (28-30).

e Fase acuosa, determinacion de antocianinas
Se elevo el pH de la solucion a 9-10, coloracion verde, castafio o azul,
representd la presencia de antocianinas (28-30).

o Fase etérea
Los 60 ml obtenidos de la fase etérea se concentraron hasta 30 ml y se

dividieron en 4 alicuotas 2 de 10 mly 2 de 5 ml.

e Determinacion de antracenoides
Se tomd una alicuota de 5 ml y se evapor0, el residuo se disolvid en
NH,OH 25 9%, una coloracion roja, representd la presencia de

antracenoides (28-30).

e Determinacién de cumarinas

Se repitid el proceso efectuado en el extracto hexanico.

e Determinacion de flavonoides

Se tom6 una alicuota de 10 ml, se evapor6 y los residuos se disolvion en
metanol al 50 % , se le adicion0 raspas de Mg y 1 ml de HCI , se espero
durante 10 minutos, coloracion roja, representd la presencia de
flavonoides (28-30).

e Determinacion de triterpenos/esteroles

Se repiti6 el proceso efectuado en el extracto hexanico.
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c) Extracto alcoholico- Se inicié con un volumen de 300 ml del extracto, se

prepararon tres alicuotas de 100 ml cada una, procedimiento 3, anexo I.

i. De la alicuota de 100 ml, fraccion Al - Se tomo la alicuota y se
concentrdé hasta 40 ml, de el concentrado de 40 ml se dividié en 4 alicuotas
dos alicuotas de 5 ml y una de 30 ml (28-30).

e Determinacion de la presencia de taninos géalico y catéquicos

Se tomo una alicuota de 5 ml, se le agregd 2 ml de agua caliente, se dejo
enfriar y se separo en 4 tubos de ensayo (a, b, c, d).

Al tubo a con la porcion de alicuota, se le agrego6 4-5 gotas de gelatina al
1% (p/v).

Al tubo b con la porcion de alicuota, se le agregd 4-5 gotas de solucién
gelatina sal.

Al tubo ¢ con la porcién de la alicuota se le agregd 5 gotas de FeCls al
1%.

El tubo d se conservo como blanco

Precipitados y cambios de color, representaron la presencia de taninos
galicos si el color es azul y de taninos catequices si el color es verde
(28-30).

e Determinacion de la presencia de compuestos reductores
Se tomo una alicuota de 5ml y se le agregaron 5 ml de reactivo de Fehling,
se dejo en reflujo durante 30 min., un precipitado de color ladrillo,

representd la presencia de compuestos reductores (28-30).

e Determinacion de la presencia de aminas cuaternarias
Se tom¢ la alicuota de 30 ml y se evaporo, el residuo se disuelve en 20 ml
de HCI al 10%, de esta suspensién, se retiraron 3 ml para el test de

alcaloides, y 10 ml para el test de flavofenos o taninos rojos.
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La porcion restante de 7 ml se alcalinizé a pH 9, con esta alicuota se
efectuaron extracciones etéreas (3 x 10 ml), se evaporo la fraccion etérea,
se disolvié el residuo en 3 ml de HCI al 3%, la formacion de un
precipitado represento la presencia de Aminas cuaternarias (28-30).

e Determinacion de la presencia de chalconas y flavofenos

Los 10 ml separados de la porcion acidulada de la determinacion de
animas cuaternarias, se calentaron 10 minutos, una coloracion roja
inmediata representd la presencia de chalconas y la formacién de
polimetros insolubles de color café-rojizo, representaron la presencia
de flavofenos (28-30).

ii. Alicuota de 100 ml fraccion A2 - De la alicuota de 100 ml separada del
volumen inicial (300 ml), se concentr6 hasta 50 ml, a esta porcion
concentrada, se le agregaron 20 ml de &cido al 20% y se sometio a reflujo
durante 30 minutos, posteriormente se le agregaron 20 ml de agua, esta mezcla
se evaporO hasta 30 ml, con esta porcion se efectuaron extracciones etéreas

(3 x 20 ml), se separd la fase etérea de la acuosa (28-30).

e Fase acuosa

e Determinacion de la presencia de leucoantocianinas

La alicuota resultante se dividié en dos porcionesay b .

La porcion a se elevo el pH de la solucion hasta 9-10, un color verde —
castafio o azul, represento la presencia de antocianinas.

La porcion b se le agregd 0.5 ml de HCI concentrado, calentar por 5
minutos, un precipitado resultante, representd la presencia de

leucoantocianinas (28-30).
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e Fase etérea

El volumen que se obtuvo de la extraccion etérea, se concentro hasta 30
ml, este volumen se alicuot6 en 5 porciones 3 de 10 ml y 2 de 5 ml (28-
30).

e Determinacion de la presencia de flavonoides

Se tomo una de las alicuotas de 10 ml y se evapord, el residuo se disolvid
en metanol al 50%, seguidamente se le agregaron raspas de Mgy 1 ml de
HCI concentrado y se esperd 10 minutos la reaccién, una coloracion roja

representd la presencia de flavonoides (28-30).

e Prueba CCF para determinar la presencia de uno o mas flavonoides
en extracto alcoholico

De la solucion original se aplicd 25-30ul en cromatoplaca de silicagel
60F 254, Como estandares se utilizaron: Soluciones de flavonoides al 0.05%
en metanol (10ul), como fases moviles: acetato de etilo-acido férmico -
acido acético (100:11:11:27) y para la deteccion: Reactivo de productos
naturales (NP/PEG) y se le aplicé fluorescencia en UV a 365 nm,
fluorescencias varias, representaron la presencia de flavonoides (28-
30).

e Determinacion de la presencia de antracenoides
Se tomo una alicuota de 5 ml y se evaporo, el residuo se disolvié en 3 ml
de NH4OH al 25%, una coloracion roja representd la presencia de

antracenoides (28-30).

e Determinacion de la presencia de triterpenos/esteroles
Se tomd una alicuota de 10 ml y se evaporo, al residuo se le agrego el
reactivo de Liebermann-Bouchard, color azul, verde, rosa o gris

representd la presencia de triterpenos/esteroles (28-30).
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e Determinacion de la presencia de cumarinas

Se tomé una alicuota de 5 ml., se evapord, el residuo se disolvié en 1 ml
de agua hirviendo, se aplicé con microcapilar 2 manchas en papel filtro,
se aplicd en una de las dos manchas 1 gota de KOH 0.5 M, fluorescencia
a longitud de onda de 366 nm, representd la presencia de cumarinas
(28-30).

e Prueba CCF para determinar la presencia de uno o més cumarinas
en el extracto alcoholico

Una alicuota de 10 ml se concentrd hasta 1ml, se aplicé con microcapilar
20 ul en una cromatoplaca de silicagel 60F,s4.

Se utilizé como estandar solucién de cumarinas al 1% en metanol (10ul),
como fases moviles: Tolueno-Acetato de etilo (93:7), Tolueno éter (1:1,
saturado con &cido acético al 10%) y para la determinacion: Solucién
etanolica de KOH al 5%, UV-365 nm fluorescencia azul o verde (28-
30).

i. De la alicuota de 100 ml, fraccién A3 — Se alicuoto la fraccion en 6
fracciones, 2de 30 mly 3de 10 mly 1 de 5 ml.

e Determinacion de la presencia de esteroles insaturados

Se tomo una alicuota de 30ml y se evaporo, con el residuo se trato con
éter, hasta que se eliminaron todos los pigmentos (el éter salga incoloro),
se el agreg6 10 ml de benceno y se agitdé durante unos minutos, se
evapor0, a el residuo se le agregd 10 ml de cloroformo, se filtr6 con
NaSO, y el filtrado se dividio en tres alicuotas:

Tubo 1 se le agregaron 3 gotas de reactivo de Liebermann-Bouchard,
cambio de color denota la presencia de esteroles

Tubo 2 se efectud el ensayo del anillo (test de Salkowski), se agreg6 acido
sulfurico concentrado, resbalado por las paredes del tubo. En la presencia

de esteroles insaturados, la formaciéon de un anillo rojo cereza en la
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interfase indica la presencia, se deben de observar lo cambios de color
inmediatos o graduales durante el periodo de una hora.

Tubo 3 se utilizd6 como blanco, se utilizd un estandar se colesterol en
cloroformo (0.1%) (28-30).

e Determinacion de la presencia de lactonas insaturadas

De una alicuota de 30 ml y se concentré hasta 5 ml., se colocaron 3
manchas de (0.1, 0.2, 0.3 ml) sobre un papel filtro, se dejé secar, se les
agregaron a cada mancha unas gotas de reactivo de Kedde, se dejé secar el
papel filtrd y se observaron los cambios de color en un anillo o mancha
purpura, lo que indica la presencia de lactonas insaturadas, se utilizo

un estandar de Digitalis purpurea en metanol al 80% (28-30).

e Determinacion de la presencia de azUcares 2-desoxigenadas

Se tom0O una alicuota de 10 ml y se evapord, se le eliminaron los
pigmentos con éter, se dejé secar y se le agreg6 al residuo 3 ml del
reactivo de Séller-Killiani, se mezclo y se resbalo por las paredes H,SO,
concentrado, la formacion de un anillo parpura en la interfase,

representd la presencia de azUcares 2-desoxigenadas (28-30).

e Determinacion de la presencia de principios amargos
Se tomé una alicuota de 10 ml y se concentrd hasta 2 ml., se aplicd 40 pl
en una cromatoplaca silicagel 60F s,

Se utiliz6 como estandar: Solucion de sustancia de referencia pe.
Artemisina al 1% en metanol (20ul) y como fases maviles: Acetato de
etilo-metanol-agua ( 77:15:8), cloroformo-metanol (95:5)y para la
deteccion: Vainillina-&cido sulfarico, anisaldehido-acido sulfurico.

Zonas rojas-violetas, café-rojas, azules-verdes, Reactivo de Liebermann-
Buchard: UV-365 nm, gris, café; VIS: café oscuro, gris, denotan la

presencia de principios amargos (28-30).
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e Determinacion de la presencia de antraquinonas

Se tomo una alicuota de 10 ml y se concentrd hasta 2 ml, se utilizé el test
de Bontrager para la determinacion, el residuo se disolvio en 30 ml de
agua, se filtro y se realizaron una extraccion con 10 ml de benceno. A la
fase bencénica se le afiadieron 5 ml de la solucién de test de amonio y se
agitd, cambio de color rojo o rosado en la fase alcalina denota la
presencia de antraquinonas.

Test de Bontrager modificado : Se utiliza 0.3 gr. del material vegetal
pulverizado con 10 ml de KOH alcohélico 0.5 N y 1 ml de H,0, al 3%
durante 10 min. en bafio de maria a 60 grados Celsius, se agrega 10 ml de
benceno, a la fase bencenica se le agrega 2-5 ml de test de amonio y se
agita, cambio de color rojo rosado en fase alcalina , denota la presencia

de antraquinonas (28-30).

e Prueba CCF para determinar la presencia de una 0 mas
antraquinonas y diferenciar con la presencia de antronas y
antranolas

Se tomd una alicuota de 5 ml y se calentaré 5 minutos a 60 grados Celsius,

se filtro y se le aplicd 10ul del filtrado en una cromatoplaca de silicagel

60F54. Se uso como estandar: Solucién de antraquinonas al 0.1% en
metanol (10 ul) y como fases mdviles: Acetato de etilo-metanol-agua

(100:17:13), (100:13.5:10), para la deteccion: Solucion etandlica de KOH

al 5 0 10%.

Zonas rojas en visible y fluorescencia roja en UV 365nmn,

representaron la presencia de antraquinonas.

Zonas Amarillas en visible y fluorescencia amarilla en UV-365 nm,

denota la presencia de antronas y antranolas (28-30).

d) Determinacion de la presencia de Glucdsidos cianogénicos (Prueba de
Guinard) — Se pesaron 2-5 g de material vegetal pulverizado en un erlenmeyer de
125 ml, se humedeci6 con agua y se le agregd 1 ml de cloroformo.  Se introdujo
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una tira de papel filtro Whatman No 1. impregnada con picrato de sodio recien

preparado,

Se Insertd la tira en el erlenmeyer conteniendo el material vegetal

evitando que tocd las paredes y se dejé el papel a una distancia de 1 cm. de la

muestra. Se tap0 el recipiente con un tapon de hule o corcho, se calenté en bafio de

maria (37 grados Celsius) durante 3  horas 0 méas. Cualquier cambio de color en el

papel (de color amarillo a rojo o rojo -café), denota la presencia de glucésidos

cianogénicos, ver procedimiento 5 anexo | (28-30).

e) Determinacion de la presencia de aceites volatiles

Meétodos cromatograficos CCF

e Método A

Se extrajo 1 g de material vegetal pulverizado con 10 ml de diclorometano
agitando por 15 minutos. Se filtr6 y evapor6 en bafio de maria a
sequedad.

Se disolvid en 1 ml de tolueno y se aplicé 20-50 ul en cromatoplaca de

silicagel 60F,z4

e Método B

Se pesaron 10-50 g de material vegetal y se destilé con arrastre de vapor
por 1 hora. Se recolectar el aceite esencial en xileno. Se diluyd la
solucion de aceite en xileno con tolueno 1:5 o si es un concentrado 1:10 y
se aplicd 5 ul (1:10) en cromatoplaca de silicagel 60F 254,

Se utiliz6 como estandar: Solucion en tolueno 1:30 de mentol (alcohol),
timol (fenol), anisaldehido (aldehido), acetol ( fenilpropano), 1,8-cineol
(oxido) (3ul), como fase movil: tolueno-acetato de etilo (93:7) y para la
deteccion: anisaldehido-acido sulfarico, vainillina-acido sulfirico

Zonas azules verdes, rojas y cafés en visible, representaron la

presencia de aceites volatiles ver procedimiento 5 anexo | (28-30).
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E. Disefio experimental - Los datos que se obtuvieron de la fase experimental fueron
presentados en una tabla de presencia y ausencia, como se muestra a continuacion,
marcando con un signo + la presencia y un signo — la ausencia, analizando esta tabla

por medio de estadistica descriptiva al discutir los resultados.
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Tabla de presencia ausencia de familias de metabolitos secundarios en la planta
Myrica cerifera

Extraccion con soxlet Extraccion en frio
EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
METABOLITOS PRESENTES HEXANICO ALCOHOLICO ACUOSO HEXANICO ALCOHOLICO ACUOSO

Aceites esenciales

Triterpenos

Esteroles

Carotenoides

Acidos grasos

Alcaloides

Agliconas flavonoides

Cumarinas

Emoides

Taninos gélicos

Taninos catéquicos

Taninos rojos

Compuestos reductores

Alcaloides

Aminas cuaternarias

Antocianinas

Leucoantocianinas

Cumarinas

Antracenoides

Flavonoides

Chalconas y uronas

Esteroles

Triterpenos

Antraguinonas

Principios amargos

Esteroles Insaturados

Lactonas insaturadas

Azucares 2-desoxigenadas

Polisacaridos

Amidas

Saponinas

Mucilagos

Taninos galicos

Taninos catéquicos

Compuestos reductores

Alcaloides

Antocianinas

Antracenoides

Cumarinas

Flavonoides

Chalconas y uronas

Esteroles/triterpenos

Glucoésidos cianogénicos
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XI. RECOMENDACIONES

. Es posible aplicar los métodos y técnicas descritas en esta investigacion, en otras

plantas nativas que sean utilizadas artesanalmente.

Realizar otras evaluaciones de familias de metabolitos secundarios en plantas que

sean utilizadas para medicina y consumo popular, asi como agroindustrial.

Divulgar la informaciéon obtenida de este estudio para contribuir a promover la

evaluacion preliminar de metabolitos secundario en plantas.

. Esta investigacion puede ser utilizada como una guia préactica para la realizacion de
otros tamizajes fitoquimicos, en vista que se organizo6 la informacion en aspectos

secuenciales de ejecucion, materiales y equipo requerido.
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VIll. RESULTADOS

Se logro la implementacion de las metodologias para la identificacion de familias de
metabolitos secundarios en Myrica cerifera por medio de técnicas de andlisis quimico

cualitativo no instrumental.

Se presentan los procedimientos para el analisis cualitativo de las diferentes familias de

metabolitos en los procedimientos del 1 al 5

El estudio permitié establecer la presencia de las siguientes familias de metabolitos
secundarios en la planta Myrica cerifera, de naturaleza apolar en frio: aceites esenciales,
carotenoides, acidos grasos, cumarinas; de naturaleza apolar a 40 grados Celsius:
carotenoides, acidos grasos, cumarina; de naturaleza semipolar en frio: taninos catéquicos,
taninos rojos, compuestos reductores, antocianinas, leucoantocianinas, cumarinas,
antracenoides, chalconas y uronas, esteroles, triterpenos, esteroles insaturados, lactonas
insaturadas, azucares 2 desoxigenadas y principios amargos; de naturaleza semipolar a 60
grados Celsius: taninos catéquicos, taninos rojos, compuestos reductores, antocianinas,
leucoantocianinas, cumarinas, antracenoides, chalconas y uronas, azlcares 2 desoxigenadas
y principios amargos; de naturaleza polar en frio: polisacaridos, saponinas, taninos galicos,
taninos catéquicos, compuestos reductores, antocianinas, antracenoides, cumarinas,
chalconas y uronas, esteroles triterpenos; de naturaleza polar a 100 grados Celsius:
polisacéridos, saponinas, taninos catéquicos, antocianinas, cumarinas, chalconas y uronas,

esteroles triterpenos.

Con los resultados obtenidos se observd que los métodos y técnicas utilizadas en la
identificacion de familias de metabolitos secundarios de la planta Myrica cerifera son
realizables con las condiciones, materiales y equipo disponible en nuestro medio; que la
técnica de lixiviacion es la mejor para obtener los extractos y que realizar la extraccion de

los metabolitos secundarios de la Myrica cerifera.

En este estudio se evidencia que no hay presencia de metabolitos secundarios de las
familias de: en el extracto hexanico: triterpenos, esteroles, alcaloides, agliconas flavonoides

y emoides; en el extracto alcohdlico: taninos gélicos, alcaloides, aminas cuaternarias,



73
flavonoides y antraquinonas; en el extracto acuoso: amidas, mucilagos, alcaloides,

flavonoides y glucésidos cianogénicos.

Los extractos obtenidos por la técnica de Soxleth a la cual se aplica calor, muestran que
se volatilizan los aceites esenciales de la planta, se degradan los esteroles, triterpenos,
esteroles insaturados, lactonas insaturadas, taninos galicos; los compuestos reductores y

antracenoides son degradados a temperaturas superiores a los 60 grados Celsius.

Los resultados se muestran con mayor claridad en la tabla 2.



74

Tabla 2. Presencia o ausencia de familias de metabolitos secundarios en el fruto de

la planta Myrica cerifera

Extraccion con Soxleth

Extraccion en frio

METABOLITOS PRESENTES

EXTRACTO
HEXANICO

EXTRACTO
ALCOHOLICO

EXTRACTO

ACUOSO

EXTRACTO
HEXANICO

EXTRACTO
ALCOHOLICO

EXTRACTO
ACUOSO

Aceites esenciales

+

Triterpenos

Esteroles

Carotenoides

Acidos grasos

+ |+

+ |+

Alcaloides

Agliconas flavonoides

Cumarinas

Emoides

Taninos galicos

Taninos catéquicos

Taninos rojos

Compuestos reductores

+ |+ |+

Alcaloides

Aminas cuaternarias

Antocianinas

Leucoantocianinas

Cumarinas

Antracenoides

+ [+ |+ |+

Flavonoides

Chalconas y uronas

Esteroles

Triterpenos

+ |+ |+

Antraguinonas

Principios amargos

Esteroles Insaturados

Lactonas insaturadas

Azlcares 2-desoxigenadas

+ |+ [+ [+

Polisacaridos

Amidas

Saponinas

+

Mucilagos

Taninos galicos

Taninos catéquicos

Compuestos reductores

+ |+ |+

Alcaloides

Antocianinas

Antracenoides

Cumarinas

+

+ [+ [+

Flavonoides

Chalconas y uronas

Esteroles/triterpenos

+ |+

+ |+

Glucésidos cianogénicos

Fuente: datos experimentales
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I. RESUMEN

El presente trabajo se realizd con el objetivo de implementar metodologias para
determinar la presencia de familias de metabolitos secundarios; que sean viables y factibles
en nuestro medio, tomando en consideracion la técnica de extraccion utilizada para obtener
los extractos, comparando los extractos obtenidos por lixiviacion (agitacion en frio) y los
extractos obtenidos por extraccion Soxleth (en caliente). Para tal fin se realizo6 la determi-
naciéon de metabolitos secundarios en la planta Myrica cerifera, utilizando técnicas
quimicas cualitativas en tres extractos utilizando solventes diferentes, que fueron obtenidos
por un grupo de investigadores en el Centro de Investigaciones de Ingenieria de la
Universidad de San Carlos de Guatemala; la primera etapa del tamizaje consistio en realizar

6 extracciones con tres solventes distintos y dos tipos diferentes de técnicas extractivas.

Para la técnica de lixiviacion, 60 gr. del fruto del Arrayan (Myrica cerifera) fueron
colocados en tres erlenmeyer con una capacidad de 250 ml y se agregaron 200 ml del
solvente extractor (hexano, metanol y agua) en este caso cada erlenmeyer tenia un solvente
diferente; se mantuvo en agitacion en frio con un magneto mecénico (lixiviacion) durante
72 horas, remplazando el volumen del solvente cada 24 horas, el solvente remplazado era
colectado. Para la preparacion del extracto en caliente se pesaron 10 gr. del fruto y
fueron divididas en tres porciones; cada una de las porciones se colocé en un dedal de
extractor Soxleth, previamente seco y tarado; al sistema Soxleth armado se le agregaron
100 ml de solvente, usando hexano, metanol y agua, cada uno por separado. A cada
sistema se le aplico 40, 60, 100°C respectivamente durante 24 horas continuas en reflujo,

colectando el extracto al final de este periodo.

Los extractos obtenidos en ambos procedimientos, en caliente y en frio, se filtraron,
para eliminar ceras y fueron guardados en frio (4°C) hasta el momento de su utilizacién
para el tamizaje. Los extractos se catalogaron de la siguiente forma: hexanicos Hr y Hc,
el primero relaciona el extracto obtenido a temperatura ambiente (frio) y el segundo
relaciona al extracto obtenido en caliente o por extraccion en Soxleth. De la misma
manera se marcaron extractos As y A, relacionados a los extractos metandlicos y ACs y

AC,, relacionados al extracto de agua 0 acuoso a temperatura ambiente y en caliente.



Posterior a la obtencion de los extractos, se realizaron las técnicas quimicas
cualitativas correspondientes a cada una de las familias de metabolitos secundarios, estas
técnicas fueron obtenidas de ensayos hechos por Sharapin. N. y Tally. W., asi como
técnicas utilizadas por Santa Cruz L.; el resultado es la fusion de estas tres técnicas, que

resultdé en una técnica de un mayor espectro de identificacion.

El estudio permitié establecer la presencia de las siguientes familias de metabolitos
secundarios en la planta Myrica cerifera, de naturaleza apolar en frio: aceites esenciales,
carotenoides, &cidos grasos, cumarinas; de naturaleza apolar a 40 grados Celsius:
carotenoides, acidos grasos, cumarinas; de naturaleza semipolar en frio: taninos catéquicos,
taninos rojos, compuestos reductores, antocianinas, leucoantocianinas, cumarinas,
antracenoides, chalconas, uronas, esteroles, triterpenos, esteroles insaturados, lactonas
insaturadas, azucares 2 desoxigenadas y principios amargos; de naturaleza semipolar a 60
grados Celsius: taninos catéquicos, taninos rojos, compuestos reductores, antocianinas,
leucoantocianinas, cumarinas, antracenoides, chalconas, uronas, azucares 2 desoxigenadas
y principios amargos; de naturaleza polar en frio: polisacaridos, saponinas, taninos galicos,
taninos catéquicos, compuestos reductores, antocianinas, antracenoides, cumarinas,
chalconas, uronas, esteroles triterpenos; de naturaleza polar a 100°C: polisacaridos,
saponinas, taninos catéquicos, antocianinas, cumarinas, chalconas ,uronas y esteroles

triterpenos.

Con los resultados obtenidos se logré concluir que los métodos y técnicas utilizadas
en la identificacion de familias de metabolitos secundarios de la planta Myrica cerifera son:
a) realizables bajo las condiciones utilizando materiales y equipo que refiere el método de
extraccion, disponible en nuestro medio b) que la técnica de lixiviacion es la mejor para
obtener los extractos, y al realizar la extraccion de los metabolitos secundarios de la Myrica
cerifera aplicando calor, se volatilizan los aceites esenciales de la planta, degradandose los
esteroles, triterpenos, esteroles insaturados, lactonas insaturadas, taninos galicos, ademas
los compuestos reductores y antracenoides son degradados a temperaturas superiores a los

60 grados Celsius.






Tabla de resultados, tamizaje fitoquimico de Arrayan (Myrica cerifera L)

Extraccion con soxlet Extraccion en frio

EXTRACTO ETEREO
DICLOROMETANOLI

ALCOHOLICO
CO

EXTRACTO
ALCOHOLICO
EXTRACTO
ACUOSO
EXTRACTO
EXTRACTO
ACUOSO
EXTRACTO

IMETABOLITOS PRESENTES
Aceites esenciales
Triterpenos

Esteroides -
Carotenoides
Acidos grasos
Alcaloides - -
Agliconas flavonoides - -
Cumarinas
Catequinas
Emoides

+ |EXTRACTO ETEREO

#®

+

+|+
+

+ |+
+ |+

LI AR AR AR AR AR JE 2K J

Taninos gélicos - -
Taninos catéquicos
Taninos rojos
Compuestos reductores
Alcaloides - -
Aminas cuaternarias - -
Antocianinas
Leucoantocianinas
Cumarinas
Antracenoides
Flavonoides -
Chalconas y uronas
Esteroles -
Triterpenos -

+[+|+
+[+|+

++|+]+
++|+]+

+

LR R IR AR AR IR IR IR AR IR AR IR IR

+[+|+

# Cardenolicos y bufadienolicos

e Esteroles Insaturados -

e Lactonas insaturadas -

+[+|+

e Azucares 2-desoxigenadas +

#  Antraquinonas - -
# Principios amargos + +

Polisacaridos + +

Amidas - -

+

Saponinas +

Mucilagos - -
Taninos galicos -
Taninos catéquicos +

+|+|+

Compuestos reductores -
Alcaloides -

Antocianinas +

Antracenoides -

+|+|+

Coumarinas +

Flavonoides
Chalconas y uronas

+|+
+|+

Esteroles/triterpenos
Glucoidos cianogenicos - -

||| |2|2

#®

Aceites volatiles +
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