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1. RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd con el fin de determinar si existen
diferencias cualitativas en la composicion quimica de los rizomas de Phlebodium
pseudoaureum provenientes de cinco regiones diferentes del pais, generando de esta
manera informacion fitoquimica de la especie que permita caracterizar y seleccionar mejor
cultivo, con el fin de brindar materia prima que pueda constituir una alternativa para el
mejoramiento de la salud y desarrollar un mercado tanto nacional como internacional,

contribuyendo de esta manera al desarrollo econdémico y social de Guatemala.

En esta investigacion se analiz6 el rizoma y las escamas de P. pseudoaureum de
regiones de El Quiché, Guatemala, Jalapa, Baja Verapaz y Huehuetenango. Se realizaron
ensayos fitoquimicos para la determinacion de alcaloides tanto macro como por
cromatografia en capa fina, presentando tanto para el rizoma y las escamas un resultado
positivo para esta prueba. Se analiz6 la presencia de taninos en las cinco muestras en
forma macro, presentando estas un resultado positivo para la misma. Se analiz6 la presencia
de flavonoides, saponinas y sesquiterpenlactonas por medio de cromatografia en capa fina
confirmdndose la presencia de estos metabolitos secundarios en cada una de las muestras

seleccionadas.

De estudio se concluye lo siguiente: Se corrobord la presencia de los cinco
metabolitos estudiados, segun lo reportado por la literatura y se llega a la conclusion que
no existe diferencia en la composicion quimica de P. pseudoaureum de las cinco regiones

analizadas, al igual que entre las variedades guatemaltecas y las variedades extranjeras.



2. INTRODUCCION

Guatemala es un pais con tierra fértil y clima apropiado para una gran variedad de
plantas. La variabilidad del pais en diferentes pisos altitudinales conduce a la variabilidad
de climas, fisiografia y suelos, los cuales constituyen factores importantes en la diversidad
de ambiente y ecosistemas y por ello en el tipo y variacion de vegetacion. Entre este tipo
de vegetacion se puede encontrar las plantas epifitas, las cuales crecen en lugares
himedos y sombreados, tales como los bosques con los que cuenta Guatemala, de las
cuales se deriva el género Polypodiaceae y la especie Phlebodium pseudoaureum a la cual

se le atribuyen varias actividades terapéuticas.

En Guatemala P. pseudoaureum se encuentra distribuido en los departamentos de
Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chimaltenango, Escuintla, Guatemala, Huehuetenango,
Jalapa, Quetzaltenango, Suchitepéquez y Zacapa, por lo que es de vital importancia la
formacion de un perfil cromagrafico de la especie, proveniente de diferentes regiones para
establecer si existen diferencias en la composicion quimica. Los lugares de los que se
extraeran las muestras son El Quiché, Jalapa, Huehuetenango, Baja Verapaz y Guatemala y
los metabolitos a evaluar son alcaloides, taninos, sesquiterpenlactonas, flavonoides y

polipodina (ecdisonas).



3. ANTECEDENTES

3.1 Generalidades Ecoldgicas

Guatemala es una repiblica relativamente pequeiia, de solamente unos 108,889 km®
de extension territorial, una condicion de mucha importancia desde el punto de vista
ambiental y ademas de gran trascendencia ecoldgica. El pais estd ubicado entre dos
océanos, el Pacifico y el Atlantico, lo cual influye decisivamente en los regimenes de
vientos y en la produccion de humedad, en cierta forma controla los patrones

o r. 50
meteorologicos del pais.

El pais es también duefio de una extraordinaria diversidad ecoldgica, la cual solo
es posible explicarse como consecuencia de una serie de factores unicos, tales como la
composicidon que ocupa en el planeta, la singular configuracion montafiosa del territorio y el
escenario historico que ha representando desde su origen. Sus condiciones dificilmente
tienen comparacion con las de paises de dimensiones equivalentes, y todo ello se refleja
plenamente en el hecho de que Guatemala posee cuatro de las 79 provincias biogeograficas
que los sabios describen en América (24 norteamericanas o ‘‘neparticas” y 55
sudamericanas o “neotropicales”). La condicion de alta representatividad biogeografica no

se repite en ninguna otra parte del istmo centroamericano.™

La variabilidad del pais en diferentes pisos altitudinales conduce a la variabilidad de
climas, fisiografia y suelos, los cuales constituyen factores importantes en la diversidad de
ambiente y ecosistemas y por ello en el tipo y variacion de vegetacion. Guatemala posee
una de las floras més ricas del mundo en términos de diversidad y variacidn, si se le

compara con la superficie del pais.>’

3.2 Generalidades sobre los helechos:

Los helechos crecen en lugares sombreados y himedos, aunque algunas especies
prosperan en habitats expuestos y secos. El nimero mayor de individuos y de especies se
encuentran en las regiones humedas de los tropicos, donde los helechos arboreos alcanzan
alturas de 10 a 12 m. Algunos estan limitados a una gama definida de acidez y alcalinidad

del suelo."



3.3 Descripcién botanica de P. pseudoaureum

En Mesoamérica a P. pseudoaureum (fig.1 anexos) se le ha llamado P. aureum. Sin
embargo, segun Moran (1995) la primera es solo conocida en Florida, Sudamérica, las
Bahamas, Puerto Rico y las Antillas Menores. P. decumanum y P. pseudoaureum, ambas
diploides, han hibridizado dando origen a P. aureum, una tetraploide. La evidencia
morfoldgica que sustenta este parentesco es que P. aureum tiene un niimero intermedio de
series de soros (2-3) entre el de P. pseudoaureum (1) y el de P. decumanum (3-7). También
se seflala que P. decumanum y P. pseudoaureum (tratada como P. aureum) se ha
entrecruzado en Honduras produciendo un hibrido (posiblemente P. dictyocallis) con 74

~ 2
cromosomas no apareados, 37 de los cuales son grandes y 37 pequefios *°.

El rizoma es de 0.7-1.5 cm de ancho, generalmente farinoso, escamas 5-8§ mm
subenteras a moderadamente denticuladas, la farina blanca, las escamas concoloras,
generalmente anaranjadas, no clatradas; hojas monomorfas, pinnatisectas, a menudo
glaucas en el envés articuladas al rizoma; con apice atenuado, agudo o acuminado; pinnas
de 10-33 x 1-3 cm, glabras en el envés, los margenes engrosados y cartilaginosos, enteros o
casi enteros; nervaduras areoladas, las aréolas con o sin nérvulos incluidos; soros
redondeados, sin parafisos, dispuestos en el apice fusionado de 2 nérvulos incluidos, en 1-7

series entre la costa y el margen; esporas hialinas; x = 37.4 especies *°.

3.4 Habitat

P. pseudoaureum crece silvestre en troncos de palmas, arboles de encino y roca
caliza desintegrada, en lugares de gran humedad a la sombra. Se encuentran desde México
y Centro hasta Sur América en alturas de 1200 —2,200 msmn *"**. En Guatemala se han
descrito en Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chimaltenango, Escuintla, Guatemala,

Huehuetenango, Jalapa, Quetzaltenango, Suchitepéquez y Zacapa.>*



3.5 Propiedades medicinales atribuidas
En Mesoamérica se usa P. pseudoaureum ampliamente por sus multiples virtudes
medicinales atribuidas, en Guatemala se usan indistintamente otras especies medicinales (P

attenuatum HBK" y P. dessimile®).

La infusion y decoccion del rizoma de P. pseudoaureum se usa oralmente para tratar

. . . . , ~e . .. 4.2
afecciones gastrointestinales ( diarreas, dolor de estomago, estrefiimiento y gastritis) **%°’

13,43

respiratorias (asma, tos, tos ferina) y cardiacas™>' dolor de huesos, reumatismo,

diabetes, gota, hipertension, purificar la sangre, parasitos, enfermedades venéreas, sifilis y

: . : £\ 2630,41
afecciones renales( calculos, hidropesia) ="

Topicamente se usa la infusion del rizoma de P. pseudoaureum en emplasto y

12

22,2331
7% quebraduras -,

cataplasma para el tratamiento de contusiones, reumatismo, ulceras

19, 26

, . . . 30 ., .
cancer , cierto tipo de tumores psoriasis y eczema . La decoccion de las hojas se usa

: 1
para detener las hemorragias

Se le atribuye a P. pseudoaureum propiedad analgésica, antihemorragica, depurativa,
diurética, desinflamente, emenagoga, espasmolitica, expectorante, febrifuga, laxante,

’ 13 20,23,25,28,31
pectoral, purgante, sudorifica y tranquilizante 222>

3.6 Farmacologia de P. pseudoaureum

La materia médica son los rizomas verdosos en su estado fresco y café dorados cuando
secos. Son cilindricos, tortuosos, con escamas moreno ferruginosas, sin un olor especial 23;
Deben reunir las mismas caracteristicas fisicoquimicas y sanitarias de las otras materias

primas usadas para la elaboracion de productos fitofarmacéuticos™

Si bien P. pseudoaureum es una planta que empieza a usarse en Europa, su uso atin no
es oficial, por lo que no se encuentra en las farmacopeas. Existen productos
fitofarmacéuticos del extracto crudo y purificado en forma de rizoma seco, polvo,

comprimidos, tintura, extracto fluido, extracto seco y capsulas’.



Entre las indicaciones terapéuticas se encuentra su actividad antiinflamatoria,
inmunomoduladora y depurativa. Esta indicado su uso en el tratamiento de psoriais,

eczemas, dermatosis, vitiligo y estados de disfuncion inmune™.

Estudios antimicrobianos muestran que el extracto acuoso tiene alguna
actividad antibacteriana, aunque en otros estudios los extractos acuosos y etanolicos fueron
inactivos contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus®. El extracto de hojas es
activo contra bacterias fitopatogenas (Xanthomonas campestris)'®. La calahualina es una

saponina aislada del rizoma que tienen actividad antitumoral”.

Los resultados iniciales sobre su actividad farmacolédgica fueron contradictorios, por lo

. . . . 31 . . ,

que fue considerada sin ninguna propiedad . Sin embargo, posteriormente se encontrd
que la decoccién del rizoma produce moderada actividad diurética en ratas’. En tejido
tumoral, una de sus saponinas (anapsos) reduce la incorporaciéon de nucleoproteinas y

. . ., . , . 4
precursores por un mecanismo anabolizante opuesto a la accion de citostaticos® .

La administracion oral del extracto acuoso tiene accion inmonomoduladora
medida por proliferacion del bazo de raton con Con A'*(concanavalina A). La
administracion de una fraccion del extracto acuoso en ratas produce hipoactividad cerebral
dosis-dependiente posiblemente por variacion en los niveles de IL-1f hipotalamica®. El
extracto acuoso prolonga la sobrevivencia de aloinjertos cutaneos en ratones, sugiriendo

.. . 45
una actividad inmunosupresora ™ .

Ensayos clinicos desde principios de siglo le atribuyen eficacia en el
tratamiento de calculos renales e hidropesia®™. En pacientes con neoplasias avanzadas se
demostrd que la calagualina produce un ligero aumento de la sobreviviencia sin producir

. 21
efectos indeseados “".

En un estudio doble ciego con control con placebo se encontrd que el extracto crudo
mejora el curso clinico de la psoriasis, comparado con el tratamiento convencional’. En
voluntarios sanos, la administracion de extracto por via oral disminuye la respuesta

linfoblastica a la estimulacion con mitégenos, los niveles de inmunoglobulinas séricas y la
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proporcion de linfocitos T OKT8+*. Este efecto que es observado en pacientes psoridticos

tratados con extractos acuosos de P. leucotomos 2*3°

, podria explicar la mejoria clinica que
se presenta®. La administracion oral y topica de un producto que contiene extracto de la

planta (Difur®) induce repigmentacién en pacientes con vitiligo™.

Entre otros estudios estan:

O Modulacién del anticuerpo responsable contra el parasito nematodo Trichinella
spiralis por anapsos'’.

0 El efecto del extracto de P. leucotomos en el anticuerpo especifico producido en
ratones inmunizados pro el antigeno del tercer estadio de la larva de Anisakis
simplex’

0 Propiedades fotoprospectiva de un extracto hidrofilico de P. leucotomos en células

humanas.'

0 Actividad antiinflamatoria In vitro de P. decumanun Modulaciéon del factor de

tumor necrotico, receptores soluble TNF.?’

3.7 Composicion Quimica

Se han realizado ya algunos estudios sobre la composiciéon quimica de
diferentes especies del género Phlebodium. El rizoma de P. pseudoaureum contiene azucar,
aceite esencial, mucilago, almidén, nitrato de potasio y colorante rojo>" , ademas contiene
calagualina, polipodina, aceites grasos y taninos °, asi como esteroides (ecdisterona y dos

. . . 1
ecdisonas como la polipodaureina)®~*>

. Ecdisona: Secretado por el tejido ecdysial y luego
es transformado en un compuesto mdas activo que es la 20-hidroxiecdisona, con peso
molecular de 480.63, es inestable en solucion alcalina, uv maxima de 243 nm, punto de
fusion 240-242°C °. Adenosina: Es un nucledsido distribuido en la naturaleza en formas de
cristales con punto de fusion entre 234-235°C se observa a 260 nm UV, practicamente

insoluble en alcohol y en terapéutica es utilizado como antiarritmico.’

Las especies usadas medicinalmente en EI Salvador contienen alcaloides,

sesquiterpenlactonas y taninos™".
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Los metabolitos a estudiar son aquellos que se han descrito para la especie, tal es el
caso de alcaloides, taninos, sesquiterpenlactonas, flavonoides y polipodina (ecdisonas)® la

polipodina sera evaluada por el método de saponinas.

3.8 Cromatografia en capa fina (CCF.)

Desde el punto de vista histérico la cromatografia en papel fue la que se utilizo en
primer término para realizar separaciones a mediados del siglo pasado. Esta fue
desarrollada hacia el final del decenio de los cincuentas y se ha transformado en el mas

importante de los métodos de cromatografia plana *'.

Los métodos de cromatografia plana incluyen la cromatografia en capa fina (CCF),
cromatografia en papel (PC), y la electrocromatografia (EC). En todos los casos se emplea
una capa horizontal y relativamente delgada de un material que es a la vez soporte, o que
se coloca sobre una superficie de vidrio, plastico o metalica. La fase movil se mueve a
través de la fase estacionaria por capilaridad, a veces ayudada por gravedad o con un
potencial eléctrico. La cromatografia plana en algunas ocasiones se denomina
cromatografia bidimensional, aunque esta descripcién no es estrictamente correcta puesto
que la fase estacionaria tiene un grosor definido. La cromatografia plana se basa en la
técnica de la capa fina, que es rapida, tiene una mejor resolucion y es mas sensible que su
alternativa en papel. Es util en la industria de las drogas para los importantes controles de
pureza del producto, util en los laboratorios clinicos y es la piedra angular de muchos

estudios bioquimicos y bioldgicos *%.

Sobre una placa de vidrio de 5 x 20 cm o de 20 x 20 cm se extiende una pasta del
adsorbente juntamente con un soporte de almidon o de yeso, formando una capa de espesor
uniforme (de 0.15 a 2.0 mm, seglin los casos), se deja secar esta pasta durante 30 minutos o
mas para que quede adherida. La capa formada se activa por calentamiento, normalmente

en posicion vertical a 100-110°C durante diversos periodos de tiempo; las placas se
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conservan en un desecador hasta el momento en que se vayan a utilizar. La muestra
aplicada en la capa es adsorbida en la superficie del material por la accion de fuerzas
electrostaticas. Luego, cuando la capa es expuesta a un flujo por accion capilar, se inicia
una competencia de enlaces entre los sitios activos del adsorbente y la sustancia con el

disolvente*
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4. JUSTIFICACION

Guatemala es un pais reconocido ampliamente por su riqueza natural y un clima
apropiado para una gran variedad de plantas. Entre este tipo de vegetacion se puede
encontrar las plantas epifitas, las cuales crecen en lugares himedos y sombreados, tales
como los bosques. Phlebodium pseudoaureum, es un helecho que crece en diferentes
regiones del pais, se utiliza de manera indistinta con otros helechos para el tratamiento de
diversas afecciones y tiene una aplicacion industrial inclusive para el mercado de
exportacion, por lo que es importante establecer el perfil fitoquimico de algunos individuos
provenientes de por lo menos cinco diferentes regiones silvestres del pais (EI Quiché,
Jalapa, Huehuetenango, Baja Verapaz y Guatemala) para establecer si existen diferencias
en la composicion quimica de éstas e identificar un marcador que permita establecer un
control de calidad de la misma. Se espera que la informaciéon generada contribuya al
conocimiento de la especie, mejorar su control de calidad, brindar una alternativa para el
mejoramiento de la salud y desarrollar un mercado tanto nacional como internacional al
cultivar esta especie en una forma reproducible y generar un mayor desarrollo econdmico

para Guatemala.
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5. OBJETIVOS
5.1 General

5.1.1 Caracterizar fitoquimicamente los extractos etandlicos de los rizomas de P.
pseudoaureum

5.2 Especificos

5.2.1 Colectar y elaborar extractos etanodlicos de rizoma de P. pseudoaureum de cinco
regiones del pais.

5.2.2  Demostrar mediante un perfil cromatografico en capa fina la presencia de los
grupos fitoquimicos de P. pseudoaureum provenientes de cinco diferentes regiones del

pais.

5.2.3 Comparar la composicién quimica entre las cinco muestras en estudio.
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6. HIPOTESIS

Existen diferencias cualitativas demostrables en la composicion quimica de los

rizomas de P. pseudoaureum de cinco regiones diferentes del pais.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Poblacion:
Se seleccionaran los rizomas de P. pseudoaureum de las cinco diferentes regiones del
pais, los cuales seran recolectados de poblaciones silvestres reconocidas, y bajo manejo e

identificadas por un boténico especialista de FAUSAC (Ing. Vicente Martinez).

7.2 Muestra:

Extractos etanolicos de los rizomas de P. pseudoaureum (calahuala).

7.3 Recursos:

7.3.1 Humanos:
Investigadora Ericka Elvia Ivonne Zuleta Rodas
Asesora Licda. Sully Cruz
Co-asesor Lic. Armando Caceres

7.3.2 Institucionales:
Universidad de San Carlos de Guatemala (USAC), Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia
Facultad de Agronomia
LIPRONAT
Laboratorio de productos farmacéuticos FARMAYA
CEDOBF

7.3.3 Apoyo financiero
Fondo de Desarrollo de Ciencia y Tecnologia (FODECYT)
OEA Proyecto Desarrollo de tecnologia de cultivo de plantas medicinales y

desarrollo de Fitoterapicos

7.4 Materiales y Equipo:
7.4.1 Equipo:
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Molino

Extractor Soxhlet

Evaporador rotatorio BUCHI

Una bomba de vacion BUCHI

Un baldn para evaporador rotatorio de 500 mL

Una balanza analitica digital DENVER

Una Balanza semianalitica digital DENVER

Una campana para extraccion de gases marca LABCONCO
Desecadora

Campana de gases

Una lampara de luz ultravioleta de ondas corta y larga.
Una camara cromatografica

Cromatofolios de silicagel 60 Fjs4

Micropipetas de SuL

Atomizadores para cromatografia en capa fina

Una refrigeradora

Papel Filtro Whatman No. 1

Cristaleria y material de laboratorio en general.

7.4.2 Reactivos:
Reactivos cromdgenos diversos
Estandares de cromatografia

Disolventes para extracciones y cromatografia en capa fina.

7.5. PROCEDIMIENTO

7.5.1 Colecta: Seleccionar y cosechar material sano del rizoma de P.

pseudoaureum. El rizoma de colecta después de las tltimas lluvias .

7.5.2 Secado y Almacenamiento: Colocar la planta en bandejas con papel Kraft,

ponerlas en un lugar ventilado en donde los rayos del sol no sean directos,
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remover la planta cada cierto tiempo, la humedad de almacenamiento no
debe estar mayor de 10 por ciento. Los rizomas se cortan segtin la necesidad
para facilitar el manejo, guardar en bolsa pléstica. Identificar las bolsas

adecuadamente.*’

7.5.3 Molienda: Colocar en el molino el tamiz niimero 44 para un polvo semi-
fino, agregar la planta poco a poco, colectar el material en una bolsa

plastica, sellar la bolsa e identificar con una etiqueta. ***

7.5.4 Percolacion: En percolador previamente preparado con algodén y papel
filtro colocar la planta molida, agregar el solvente extractor, en este caso
alcohol, dejar por encima de la planta, dejar reposar por el tiempo

necesario. *°

7.5.5 Preparacion de extracto: Se concentrard en rotavapor hasta obtencion del

extracto seco.

7.6 Tamizaje fitoquimico a través de ensayos macro y simimicro

Se realizan ensayos macro y semimicro en los que se evalua la formacion de
precipitado y complejos coloreados. Se utilizan técnicas de cromatografia en capa fina
(CCF) convencionales para la caracterizacion fitoquimica y se haran tres repeticiones de

esta técnica para confirmar la hipdtesis.

7.6.1. Investigacion de alcaloides:

Ensayos macro y semimicro: pesar 1 g de material vegetal. Agregar 2 gotas de solucion
de hidroxido de amonio al 10 por ciento (p/v), luego afiadir 25 mL de metanol a 60°C.
Filtrar con papel filtro Whatman 1 y acidificar el filtrado con acido clorhidrico 2 N. La

solucion resultante dividirla en 4 tubos y evaluar de la siguiente manera:
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Tubo 1: agregar 5 gotas de reactivo de Mayers.
Tubo 2: agregar 5 gotas de reactivo de Dragendoff.
Tubo 3: agregar 5 gotas de reactivo de Wagner.

Tubo 4: Testigo.

Usar como estandar soluciones al 1 por ciento de atropina y papaverina. Observar
durante 2 horas la existencia de precipitados, turbidez o precipitacion de complejos en los

tubos.

Procedimiento para cromatografia en capa fina: pesar 1 g de material vegetal seco y
molido, agregar 1 mL de hidréxido de amonio al 10 por ciento (p/v) y extraer con 5 mL de
metanol. Colocar en bafio maria a 60°C durante 5 minutos. Filtrar y concentrar. Aplicar en
una placa de silica gel 60 F,s4, utilizando como estandar una solucion de atropina y

papaverina al 1 por ciento en metanol (10uL).

Fase movil: acetato de etilo metanol agua (100:13.5:10), tolueno-acetato de etilo-

dietilamina (70:20:10), n-butanol-acido acetico —agua (4:1:1).

7.6.2 Investigacion de Taninos:

Ensayos macro y semimicro: Extraer 10 g de material vegetal pulverizado con 30 mL
de etanol o metanol al 80 por ciento, filtrar y evaporar a sequedad. Afadir 25 ml de agua
caliente al residuo y agitar con varilla y dejar enfriar. Agregar 1 mL de solucion de cloruro
de sodio al 10 por ciento y filtrar. Adicionar 3 mL del filtrado a 4 tubos de ensayo:

Tubo 1: Testigo

Tubo 2: agregar 4 a 5 gotas de gelatina al 1 por ciento (p/v).

Tubo 3: agregar 4-5 gotas de gelatina —sal (1 % de gelatina y cloruro de
sodio al 10 %).

Tubo 4: agregar 3 a 4 gotas de solucion de cloruro férrico al 10 por ciento

(p/v).
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Observar la formacion de precipitado y/o cambio de coloracion.

Cloruro férrico: grisaceo-negro: cateco; negro-azulado: pirogalol.

7.6.3 Determinacion de Flavonoides:

Extraer 1 g de droga en polvo con 10 mL de etanol por cinco minutos en bafio de
agua a una temperatura cerca de 60°C. Filtrar la solucion, el filtrado es usado para
cromatografia. Este método rapido es utilizado para ambos extractos lipofilicos e
hidrofilicos.

CCF: Solucion estandar: Los compuestos estandar son preparados como una solucion
0.05 por ciento en metanol y cerca de 10 pL son utilizados para cromatografia. El limite de
deteccion para flavonoides es de 5 a 10 pg.

Fase movil: n-butanol: 4cido acético glacial: agua (40:10:50 6 20:5:25)
Fase Estacionaria: Silica gel cromatofolios de aluminio de 60 Fyg4

Deteccion: Spray revelador: Reactivo de productos naturales. Un tipico color
fluorescente intenso en UV-365 nm es producido inmediatamente al agregar el revelador, o
después de 15 minutos. La adicion de propilenglicol disminuye el limite de deteccion de

10 ug a 0.5 ug.30

7.6.4 Determinacion de Saponinas:

Test de espuma:

Tubo 1: 100 mg de material vegetal pulverizado y seco.
Tubo 2: 2 ml de control de saponinas (0.50%).
Tubo 3: 2 ml de agua.

A cada tubo se le adiciona 10 mL de agua destilada. Calentar en bafio Maria a 60°C
durante 30 minutos. Enfriar, tapar los tubos, agitar vigorosamente 30-40 segundos. Dejar
reposar los tubos durante 30 minutos. Observar la formacion de capa de espuma. Si una
capa de espuma mayor de 3 cm. persistente en la superficie liquida después de 30 minutos

se presume la presencia de saponinas

Se utilizara el método de saponinas para evaluar la presencia de esteroides o ecdisonas.

Preparacion de Extractos de drogas para CCF: 2 g del polvo de la droga es extraido por
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calentamiento durante 10 min bajo reflujo con 10mL de etanol al 70 por ciento. El filtrado

es evaporado a SmL; 25 - 40uL de esta solucion es aplicada para cromatografia.
Cromatografia en capa fina: Solucién de Referencia: Cada componente de pruebas es

preparado como una solucién al 0.1 por ciento en metanol. 10uL son aplicados para

cromatografia

Adsorbente: Silica gel cromatofolios de alumio de 60F 4.

Muestra: Extractos de droga 25 - 40uL, Solucion de prueba 10uL.

Disolventes Cromatograficos: SP-1 cloroformo-metanol-agua (64:50:10)

SP-1 es conveniente para la separacion de toda la mezcla de saponinas de las drogas. La
mezcla debe ser preparada exactamente: debe usarse cloroformo grado analitico y la
cromatografia debe ser ejecutada a 20°C después de 30 min de saturacion de la camara. A

temperaturas elevadas los rangos de Rf son movidos en el cromatograma.

Deteccion: Spray reactivo Reactivo de sangre: las saponinas hemoliticas son detectadas
como zonas blancas sobre un plato rojo, la hemdlisis puede ocurrir inmediatamente o

después de secar los platos en un aire caliente.

Acido sulftrico, vainillina, con este reactivo las saponinas forman principalmente azul

o azul violeta y a veces zonas amarillo suaves.
Anisaldehido, acido sulfurico, los colores son similares al reactivo anterior. Cloruro de
antimonio III, el color rojo violeta es visible, azul y verde fluorescente, en UV a 365

1
l’lIl’l.33

7.6.5 Determinacion de Sesquiterpenlactonas

Extraer 1 g de material vegetal pulverizado con 5 mL de metanol, sobre bafio maria 15
minutos. Filtrar. Aplicar entre 20 a 100 pL de el filtrado es aplicado sobre la cromatoplaca.
Preparacion del disolvente: Acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10)
Reactivo para deteccion Vainillina-acido sulfurico.
Solucidn I: Acido sulfurico al 5 por ciento en etanol. Solucién II: Vainillina al 1 por ciento
en etanol. Asperjar la placa con 10 mL de la solucion I, seguido inmediatamente por 5- 10

mL de la solucion II.
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e S L . . 27,51
Dara positivo una coloracion rojo-café 6 amarillo-café >

7.7  DISENO DEL ESTUDIO

7.7.1 Muestra: Las muestras a trabajar son rizomas de P. pseudoaureum de cinco
regiones del pais (El Quiché, Jalapa, Huehuetenango, Baja Verapaz y Guatemala),
recolectadas en regiones silvestres reconocidas e identificadas por un botanico

especialista de FAUSAC.

7.7.2 Disefio del Muestreo: Se escogeran las muestras de P. pseudoaureum
de las cinco regiones del pais (El Quiché, Jalapa, Huehuetenango, Baja

Verapaz y Guatemala), se hard al azar.

7.7.3 Andlisis de Resultados: El analisis de los datos se hara de forma descriptiva-

comparativa, con la toma de fotos de las diferentes placas realizadas.



22

8. RESULTADOS

Se analizaron cinco muestras de P. pseudoaureum separando la escama del rizoma y
obteniéndose nueve muestras a excepcion de la muestra proveniente de Huehuetenango la

cual no se separd la escama del rizoma. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado,

8.1 Recoleccion:

Se recolectaron en los meses de septiembre a noviembre de 2002, obteniéndose
entre 2.5 kg a 5.00 kg de cada muestra de P. pseudoaureum seleccionando el mejor material
presente en los cinco lugares de estudio. Se decidi6 realizar el estudio por separado de las
escamas de los rizomas ya que esta se desprendia facilmente después del secado realizado a

las muestras, lo que podria influir en la composicion de la droga vegetal.

8.2 Obtencion de extractos:

La obtencién de los extractos se realizd por el método de percolacion utilizando
alcohol al 50 por ciento y se obtuvieron menstruos que se concentraron en un rotavapor,
consiguiéndose extractos a punto de miel de color café, olor dulce caracteristico y de

consistencia blanda.

8.3 Extractos:

El porcentaje de rendimiento de los extractos alcohdlicos de los rizomas de P.
pseudoaureum estuvieron en un rango de 35.57 por ciento como minimo (rizoma del
depto. Guatemala) y un maximo de 51.36 por ciento (rizoma de Huehuetenango). De las
escamas de P. pseudoaureum se obtuvo un porcentaje de rendimiento de 8.95 por ciento
para la escama de Jalapa y un 16.18 por ciento para la escama de Guatemala. La tabla 1
presenta los porcentajes de rendimiento de cada muestra analizada, asi como también la

sumatoria de los rendimientos de rizoma y escama, considerdndolos una sola muestra.



Tabla 1. Rendimiento de los extractos de P. Pseudoaureum.
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Rendi- Rendi- Rendi-
Rendi- J mento Rendi- J mento Rendi- J miento

Peso Materia | miento § del Peso Materia | miento § del Peso Materia | miento § del

materia seca extracto [ extracto j materia Jseca extracto [ extracto j materia Jseca extracto [ extracto

seca @ (%) @ (%) seca (Igz % Q (%) seca (Igz % Q (%)
Quiché 301.49 88.97 139.62 46.31 37.37 11.03 3.38 9.05 338.86 100.00 143.00 55.36
Guatemala 299.90 85.22 97.68 32.57 52.01 14.78 8.42 16.19 35191 100.00 106.10 48.76
Jalapa 265.33 91.67 118.10 44.52 24.10 8.33 2.16 8.96 289.43 100.00 120.26 53.48
Baja Verapaz 300.37 82.67 113.96 37.94 62.97 17.33 7.48 11.87 363.34 100.00 121.44 49.81
Huehuetenango 298.40 100.00 153.28 51.37




8.4 Tamizaje fitoquimico:
8.4.1 Alcaloides:
8.4.1.1 Ensayo semimicro
En la prueba de alcaloides se form6 un precipitado en los nueve extractos

analizados muestras que dieron positivo para esta prueba, (Tabla 2 ).

Muestra Mayers |Dragendoff| Wagner | Testigo
Rizoma de El Quiché ++ ++ ++ -
Escama de El Quiché ++ ++ ++ -
Rizoma de Guatemala ++ ++ ++ -
Escama de Guatemala ++ ++ ++ -
Rizoma de Jalapa ++ ++ ++ -
Escama de Jalapa ++ ++ ++ -
Rizoma de Baja Verapaz ++ ++ ++ -
Escama de Baja Verapaz ++ ++ ++ -
Rizoma y Escama de Huehuetenango ++ ++ ++ -
Atropina +++ +++ +++ -

Tabla 2. Prueba de alcaloides en muestras de P. pseudoaureum
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8.4.1.2 Cromatografia en capa fina:
Para la prueba de cromatografia en capa fina se utilizaron los estdndares de atropina
que presentd Rf’s de 0.35, papaverina con Rf’s de 0.55, y reserpina con Rf’s de 0.52, las

nueve muestras presentaron bandas con Rf en 0.35 (Tabla 3, fig 1 y 2 anexos).

Tabla 3. Alcaloides de P. pseudoaureum por cromatografia en capa fina:.
Fase movil: acetato de etilo, tolueno, dietilamina (4:12:2)

Deteccion: Dragendorff

Muestra RF Coloracion
Rizoma de Quiché 0.35 Naranja
Escama de Quiché 0.35 Naranja
Rizoma de Guatemala 0..35 Naranja
Escama de Guatemala 0.35 Naranja
Rizoma de Jalapa 0.35 Naranja
Escama de Jalapa 0.35 Naranja
Rizoma de Baja Verapaz 0.35 Naranja
Escama de Baja Verapaz 0.35 Naranja
Rizoma y Escama de Huehuetenango |0.35 Naranja
Estandar Atropina 0.35 Naranja
Estandar Papaverina 0.55 Naranja
Estandar Reserpina 0.52 Naranja
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8.4.2 Taninos
8.4.2.1 Prueba semimicro de identificacion de taninos:
Para la investigacion de taninos las nueve muestras estudiadas de P.

pseudoaureum dieron positivo con intensidades similares para los tres ensayos

realizados, ( Tabla 4).

Tabla 4.Taninos de P. pseudoaureum por tres métodos.

Muestra Testigo Gelatina | Gelatina-sal | Cloruro férrico al
Acido tanico | al 1% | (1%, 10 %) 10 %
Rizoma de El Quiché -+ + ++ ot
Escama de El Quiché -+ + ++ ot
Rizoma de Guatemala +++ + ++ +++
Escama de Guatemala -+ + ++ ot
Rizoma de Jalapa -+ + ++ 1+
Escama de Jalapa +++ + ++ +++
Rizoma de Baja Verapaz 4+ + ++ -+
Escama de Baja Verapaz +++ + ++ ot
Rizoma y Escama de Huehuetenango +++ + ++ -+

(-): No presenta precipitado
(+): Ligero precipitado
(++): Formacion de floculo

(+++): Formacion abundante de precipitado

8.4.3 Flavonoides:
8.4.3.1 Identificacion de flavonoides por cromatografia en capa fina:
Para la identificacion de flavonoides por cromatografia en capa fina se utilizaron los

estandares de rutina con una mancha de Rf 0.41 y quercetina que presentd un Rf de 0.99.
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Las muestras que presentaron bandas con Rf similares a rutina fueron los rizomas de El
Quiché, Jalapa y Huehuetenango. En cuanto a las escamas provenientes de El Quiché
(Tabla 5, esquema 4 anexos) todas las bandas presentaron coloracion similar a rutina.

Las escamas provenientes de El Quiché, Jalapa y Baja Verapaz presentaron bandas con
Rf similar a quercetina (Tabla 5, fig. 4 anexos). Todas las bandas presentaron coloracion

similar a quercetina.

Tabla 5. Flavonoides de P. pseudoaureum por cromatografia en capa fina.
Fase movil: n-butanol, &cido acético glacial, agua ( 40:10:50)

Deteccion: reactivo de productos naturales.

Muestra RF Coloracion
Rizoma de El Quiché 0.45, Naranja
0.64
Escama de El Quiché 0.39 Naranja
1.00 Naranja fluorescente
Rizoma de Guatemala 0.88 Verde claro
Escama de Guatemala 0.00 | No presento ninguna coloracién
Rizoma de Jalapa 0.41, Naranja
0.57, Verde claro
091, Verde claro
0.95 Verde claro
Escama de Jalapa 1.00 Naranja fluorescente
Rizoma de Baja Verapaz 0.56 Verde claro
Escama de Baja Verapaz 1.00 Naranja fluorescente
Rizoma y Escama de Huehuetenango 0.44, Naranja
0.56, Verde claro
0.88, Verde claro
0.92 Verde claro
Rutina 0.41 Naranja
Quercetina 0.99 Naranja fluorescente
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8.4.4 Saponinas:
8.4.4.1 Prueba de espuma:
La identificacién semimicro de saponinas, los extractos de las nueve muestras de
P. pseudoaureum presentaron abundante espuma que permanecio por lo menos

después de 2 horas, (Tabla 6).

Tabla 6. Saponinas de P. pseudoaureum por la prueba de espuma.

Muestra Espuma después
de 2 horas

Rizoma de El Quiché +++
Escama de El Quiché +++
Rizoma de Guatemala +++
Escama de Guatemala 4+
Rizoma de Jalapa -+
Escama de Jalapa +++
Rizoma de Baja Verapaz +++
Escama de Baja Verapaz +++
Rizoma y Escama de Huehuetenango +++
Estandar de saponinas +++

8.4.4.2 Identificacion de saponinas por cromatografia en capa fina:

Se utiliz6 como referencia el estandar de saponinas, el cual presenté un Rf de 0.75 y
una coloracion violeta. Las muestras que presentaron bandas con Rf de 0.75 fueron las
escamas de El Quiché, Guatemala y Jalapa; los rizomas de Baja Verapaz, El Quiché y
Guatemala presentaron bandas con Rf de 0.76; y los rizomas de Jalapa y Huehuetenango y
la escama de Baja Verapaz presentaron bandas con Rf de 0.72. Todas las muestras

presentaron bandas de color violeta en la region visible (Tabla 7, fig. 5 y 6 anexos).
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Tabla 7. Saponinas de P. pseudoaureum por cromatografia en capa fina.
Fase movil: cloroformo metanol (95:5)

Deteccion: acido sulfurico, vainillina.

Muestra RF Coloracion
Rizoma de El Quiché 0.76 Violeta
Escama de El Quiché 0.75 Violeta
Rizoma de San Jos¢é Pinula 0.76 Violeta
Escama de San José Pinula 0.75 Violeta
Rizoma de Jalapa 0.72 Violeta
Escama de Jalapa 0.75 Violeta
Rizoma de Baja Verapaz 0.75 Violeta
Escama de Baja Verapaz 0.72 Violeta
Rizoma y Escama de Huehuetenango 0.72 Violeta
Estandar de saponinas 0.75 Violeta

8.4.5 Sesquiterpenlactonas
8.4.5.1 Identificacion por cromatografia en capa fina :

Para la identificacion de sesquiterpenlactonas se utilizé el estandar de Neurolaena
lobata el cual presentdé Rf’s de 0.4, 0.56, 0.70, 0.74, 0.80 y 0.90. La muestra de el rizoma
de El Quiché presento6 los Rf's de 0.30, 0.50 y 0.90, la mancha de la escama de El Quiché
presentd cuatro RF’s los cuales fueron 0.30, 0.50 ,0.70, 0.74 y 0.90, la muestra de el
rizoma de Guatemala presento los siguientes Rf's 0.30, 0.5 y 0.90 la muestra de la escama
de Guatemala presentdé manchas con los siguientes Rf’s 0.22, 0.30, 0.52, 0.70, 0.74 y 0.90,
la muestra de el rizoma de Jalapa presenté manchas con Rf’s de 0.30 y 0.90 la muestra de
escama de Jalapa presentd los siguientes Rf’s 0.30, 0.52 ,0.70, 0.74 y 0.90, la muestra de el
rizoma proveniente de Baja Verapaz presentd los siguientes Rf’s 0.30, 0.50 y 0.90, la
escama de Baja Verapaz presentd bandas con Rf’s de 0.30, 0.52, 0.74, 0.90, 0.92, la

muestra de Huehuetenango present6 las siguientes bandas con Rf’s de 0.30, 0.52, 0.90,
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0.92 en todas las muestras presentaron manchas de color café lo que demuestra la

presencia de estos metabolitos secundarios (Tabla 8, fig 7 y 8 anexos).

Tabla 8. Sesquiterpenlactonas de P. pseudoaureum por cromatografia en capa fina .
Fase movil: cloroformo, éter (4:1)

Deteccion: acido sulfurico, vainillina

Muestra RF Coloracion

Rizoma de El Quiché 0.30 Café
0.50 «“
0.90 “

Escama de El Quiché 0.30 Café
0.50 «
0.70 “
0.74 «“
0.90 “

Rizoma de Guatemala 0.30 Café
0.50 «
0.90 «

Escama de Guatemala 0.22 Café
0.30 «
0.52 «
0.70 «
0.74 «
0.90 «

Rizoma de Jalapa 0.30 Caf¢
0.90 “

Escama de Jalapa 0.30 Café
0.52 «“
0.70 «“
0.74 «“
0.90 “

Rizoma de Baja Verapaz 0.30 Caf¢
0.50 “
0.90 “

Escama de Baja Verapaz 0.30 Café
0.52 “
0.74 “
0.90 “
0.92 “

Rizoma y Escama de Huehuetenango 0.30 Café
0.52 «
0.90 «“
0.92 “
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Neurolaena lobata 0.40 Café
0.56 “
0.70 “
0.74 “«
0.80 «
0.90 “

9. DISCUSION DE RESULTADOS

Los porcentajes de rendimiento de los extractos de los rizomas de las cinco regiones
analizadas fueron bastante altos, hasta de un 51.37 por ciento para las muestras
provenientes de Huehuetenango, aunque este valor pudo haber sido elevado ya que fue la
primera muestra a analizar y no se separ6 la escama del rizoma. De los rizomas
provenientes de El Quiché y Jalapa se obtuvieron porcentajes similares, los cuales fueron
de 46.31 y 44.51 por ciento respectivamente; los rizomas de Guatemala y Baja Verapaz
fueron similares pero de menor rendimiento los cuales fueron de 35.57 y 37.90 por ciento,

como lo muestra la Tabla 1.

Se observd que el extracto de la escama de Guatemala fue el que tuvo mayor
rendimiento con un 16.18 por ciento, al cual le siguid6 Baja Verapaz y luego de forma
similar los extractos de las pelusas de El Quiché y Jalapa. Como se puede observar en la
Tabla 1 los rendimientos de los extractos de las escamas se comportaron de manera

inversamente proporcional a los rendimientos de los rizomas.

Al hacer la suma de los extractos correspondientes a los rizomas y las escamas de
las cinco muestras se puede observar que hay mayor semejanza entre los rendimientos de
los mismos obteniéndose una diferencia entre el mayor y el menor de un 5.55 por ciento
unicamente, lo que muestra que no existe mayores diferencias en cuanto al porcentaje de

rendimiento de los extractos de metabolitos secundarios en las cinco muestras analizadas.

La diferencia entre los rendimientos de rizoma y escama demuestra que se obtiene
mayor cantidad de metabolitos secundarios del rizoma ya que este tiene mayor volumen y

densidad para el almacenamiento de los mismos que las escamas.
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Como se reporta en la literatura la prueba de alcaloides tanto preliminar como por

cromatografia en capa fina evidenci6 la presencia de estos metabolitos, todas las muestras

presentaron un Rf parecido al de la atropina por lo que se puede considerar la

posibilidad de que estas muestras contengan alcaloides de este tipo.

Por la formacién de precipitado en la prueba de identificacion de taninos se puede
confirmar la presencia de los mismos en las nueve muestras analizadas, lo cual se esperaba

ya que esta reportado por la literatura.

Como se puede observar en la Tabla 5, la escama y el rizoma del El Quiché
presentan flavonoides similares a la rutina que pertenecen al grupo de los flavonoles , pero
el rizoma presenta otra banda que mostré un Rf de 0.64 que es otro tipo de flavonoide, la
diferencia entre el rizoma y la escama de El Quich¢ es que la escama presenta flavonoides

del tipo de quercetina el cual pertenece al grupo de los flavonoles y el rizoma no.

En cuanto al rizoma de Guatemala solo present6 una banda que no pertenece a
ninguno de los estandares utilizados y la escama no presento ningun tipo de flavonoide .
En el caso de la muestra proveniente de Jalapa, el rizoma presenta la banda que pertenece
al estandar de rutina mads tres bandas pertenecientes a otro tipo de flavonoide, la escama
presenta unicamente la banda que pertenece al estaindar de quercetina, lo que demuestra que
hay diferencias entre el rizoma y escama de Jalapa en el almacenamiento de estos

metabolitos secundarios.

Con respecto al rizoma de Baja Verapaz esta presenta solo una banda de
flavonoide no identificado y la escama presenta unicamente la banda perteneciente a
quercetina, por lo que se evidencia que la muestra proveniente de Baja Verapaz solo

contiene 1 de los 2 tipos de flavonoides estudiados.
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En cuanto a la muestra de Huehuetenango esta presenta rutina, quercetina y tres
bandas de un flavonoide no identificados. Las cinco muestras presentaron flavonoides
como se esperaba ya que esta reportado en la literatura la existencia de estos metabolitos

en P. pseudoaureum .

En la identificacion de saponinas todas las muestras presentaron Rf similares a los
del estandar por lo que se puede afirmar que tanto rizomas como escamas contiene y

almacenan saponinas.

Para la prueba de sesquiterpenlactonas se utiliz6 como estandar el extracto de
Neurolaena lobata la cual si presenta principios amargos. Todas las muestras de P.
pseudoaureum presentaron sesquiterpenlactonas, las cuales se identificaron por las manchas
color café que indican positivo para estos metabolitos, pero ninguno coincidié con los Rf’s
de Neurolaena lobata. Las escamas de las muestras estudiadas presentaron todas cinco Rf’s
iguales a diferencia que los rizomas solo presentaron tres Rf’s muy parecidos por lo que
se puede decir que las escamas contienen dos tipos de sesquiterpenalctonas que el rizoma
no contiene. La presencia de estos metabolitos en P. pseudoaureum esta confirmado por

la literatura

Como los rizomas y escamas contienen diferentes metabolitos secundarios segin los
estudios realizados, €stos deben ser utilizados como materia médica sin distincién ya que

se complementan con la presencia de los mismos.

Con el presente trabajo se confirma que P. pseudoaureum de las cinco regiones
analizadas contienen los cinco metabolitos estudiados, los cuales estan reportados en la
literatura para las especies extranjeras, por lo que esta planta puede ser utilizada y

exportada sin distincion.
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10. CONCLUSIONES

Se identifico la presencia de alcaloides, taninos, saponinas, flavonoides y

sesquiterpenlactonas en las cinco muestras de P. pseudoaureum.

No existen diferencias en la composicién quimica entre las muestras de P.

pseudoaureum de las cinco regiones estudiadas.

No existe diferencia entre la especie de P. pseudoaureum guatemalteca y las
especies extranjeras, ya que se confirmo lo reportado por la literatura sobre la

presencia de los cinco metabolitos analizados en su composicion.
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11. RECOMENDACIONES

Realizar el tamizaje fitoquimico de P. pseudoaureum proveniente de las regiones

que no se analizaron en el presente trabajo.

Identificar las estructuras de los metabolitos estudiados en los extractos de P.

pseudoaureum de las diferentes regiones del pais.

Realizar la evaluacion farmacologica de los extractos de P. pseudoaureum con el
propdsito de validar las propiedades medicinales que se le atribuyen

popularmente.
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13. ANEXOS



CALAHUALA
Phlebodium pseudoaureum (Cav.) Lellinger
(Polypodiaceac)
Polipodio

ALCALOIDES

FIGURA 1: CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
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FIGURA 2: ESQUEMA DE CROMATOGRAMA DE ALCALOIDES
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FIGURA 3: CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
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FIGURA 4: ESQUEMA DE CROMATOGRAMA DE FLAVONOIDES
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FIGURA 5: CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
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FIGURA 6: ESQUEMA DE PLACA DE SAPONINAS
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FIGURA 7: CROMATOGRAFIA EN CAPA

FINA
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3 Rizoma de Guatemala
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5 Rizoma de Jalapa
6 Escama de Jalapa
7 Rizoma de Baja Verapaz
8 Escama de Baja Verapaz
9 Rizoma y Escama de Huehuetenango

NL Neurolaena lobata

FIGURA 8: ESQUEMA PLACA DE
SESQUITERPENLACTONAS
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