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1. RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé con el objetive de delerminar si existen
diferencias cualitativas en la composicidn fitoquimica y diferencias cuantitativas en el
contenido de flavonoides totales y saponinas esteroidales totales en fronda y nzoma de
la especie vegetal Phlebodium pseudoaureum (Calahuala). Ya que por medio de la
investigacion se ha descubierto que muchos de los beneficios medicinales que se le han
atribuido a una gran vanedad de especies vegelales, se deben principalmente a los
melabolitos secundarios conocidos como saponinas y flavonoides; debido a que

presentan propiedades medicinales muy interesantes.

El tamizaje (screening) fitoquimico fue la etapa inicial de la investigacion. Se realizaron
ensayos macro y semi micro de coloracion y precipitacion para la determinacion de los
metabolitos: Alcaloides, flavonoides, saponinas, cumarinas, taninos, anlraguinonas,
sesquiterpenlactonas, esteroles insaturados y esteroides y triterpenoides. En los casos
donde se obtuvieron resultados positivos, que fue en los ensayos de: Alcaloides,
flavonoides, saponinas, cumarinas y taninos; fue necesario realizar la respectiva
cromatografia en capa fina para confitnar la presencia de dichos melabolitos

secundarios,

Segan el tamizaje fitoguimico, en la fronda de P. pseudoaureum se determind presencia
de flavonoides, saponinas, cumannas y taninos, y en el rizoma de la misma especie

vegetal Unicamente se determind presencia de saponinas y cumarinas.

Al realizar la cuantificacion de flavonoides totales, se determiné que la fronda de P.
pseudoaureum posee un 0.23% de flavonoides totales {con desviacion estandar de
0.0030) dentro de su composicion, a diferencia del rizoma que reportd Unicamente un

0.04% de flavonoides totales (con desviacién estandar de 0.0323).

En la cuantificacion de sapogeninas esteroidales segin el método de Baccou, se
prepard una curva a 4 concentraciones distintas {2, 4, 6 y 8 microgramos por mililitro) a
parfir del estandar diosgenina. La curva se leyd a 430 nm. En base a [a curva se

calcularon los mg/ml y el porcentaje de sapogeninas esieroidales totales por muestra.

De acuerdo a los resultados en la fronda de P. pseudoaureum se obtuvo un porcentaje

de 0.15% de sapogeninas esteroidales (con desviacion estandar de 0.0050) y en el
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rizoma se obtuvo un porcentaje de 0.10% de sapogeninas estercidales (con desviacion
estandar de 0.0100).

Se concluye que, si existen diferencias cualitativas en la composicion fitoquimica v
diferencias cuantitativas en el contenide de flavonoides totales y sapogeninas
esteroidales en fronda y rizoma de la especie vegetal Phiebodium pseudoaureum.



2. INTRODUCCION

En Guatemala los problemas de salud son de los aspectos mas importantes y criticos
que afectan a la poblacién, siendo la falta de recursos una de las razones principales.
Es por esto, que en la aclualidad tanto en las empresas farmacéulicas transnacionales
como en los pequenos laboratorios de produccidon y de investigacidon ha surgido la
necesidad de identificar y cuantificar los metabolitos responsables de una actividad
farmacoldgica tradicionalmente atribuida a una planta regional de facil acceso a la
mayoria de la poblacion, como lo es Phiebodium pseudoaureum {(Calahuala). Dicha

especie presenta dentro de su composicion flavonoides y saponinas. (1)

Los flavonoides parecen tener un papel muy importante en beneficio de la salud, dado
que presentan propiedades medicinales muy interesantes, de las cuales se pueden
mencionar: antioxidantes, anticancerosos, cardiotonicos, utilizados para la fragilidad
capilar, anlitrombéticas, para disminuir el colesterol, para proteger el higado vy

estémago, como antiinflamatorios y analgésicos y como antimicrobianos. (2,3)

Las saponinas, utilizadas como tales desde hace mucho tiempo, disminuyen Ia
capacidad de absorcion de los alimentos en el tubo digestivo, por lo que se han utilizado
en regimenes de adelgazamiento y para eliminar las mucosidades bronquiales. (4)

Considerando la creciente participacién de [as plantas medicinales y de los
medicamenlos de origen vegetal en el arsenal terapéutico, hace que cada vez mas sea
necesario efectuar el control de calidad a través de eficientes técnicas modernas, ya
que las plantas poseen vanaciones en el contenido de sus principios activos y pueden
sufrir deterioro y contaminaciones. En caso de presentar un contenido de componentes
activos por debajo de lo prescrito, indica baja calidad de la materia prima vegetal. Por
lo tanto, es importante determinar la concentracion de flavonoides y saponinas en
Phlebodium pseuduaureum (calahuala) para eslablecer su calidad, aplicacion y posible

actividad terapéutica. (5)
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3. ANTECEDENTES

3.1 Los Helechos (Generalidades)

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

alcalinidad del suelo (8).

3.2 Descripcidn botanica de Phlebodium pseudoaureum

Es una especie perteneciente a la familia de ias Polypodiaceae y comunmente llamada
Calahuala; es reconocida también por sus sindnimos: Goniophlebium areofatum,
Phlebodium aureum; Polypodium aureum; Polypodium areoiatu y Polypodium areolatum
{7). (Ver Fig. 1 Anexos)

En Mesoamérica a Phlebodium pseudoaureum se le ha llamado P. aureum, sin
embargo la primera es s6lo conocida en Florida, Sudamérica, las Bahamas, Puerto Rico
y las Anlillas Menores. P. decumanum y P. pseudoaureum, ambas diploides, se han
hibridizado dando origen a P. aureum, una tetraploide. También se sefiala que P.
decumanum y P. pseudoaureum (tratada como P. aureum} se ha entrecruzado en
Honduras produciendo un hibrido {posiblemente P. dictyocallis) con 74 cromosomas no

apareados, 37 de los cuales son grandes y 37 pequefios (7).

El rizoma es de 0.7-1.5 cm de ancho, generalmente farinoso, con escamas de 5-8 mm
subenteras a moderadamente denticuladas, la farina blanca, las escamas generalmente
anaranjadas, no clatradas; hojas monomorfas, pinnatisectas, a menudo glaucas en el
envés articuladas al izoma; con apice alenuado, agudo o acuminado; pinnas de 10-33 x
1-3 cm, glabras en el envés, los margenes engrosados vy cartilaginosos, enteros o casi
enteros; nervaduras areoladas, las aréolas con © 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 (7).

3.3 Habitat

Crece silvesire en troncos de palmas, arboles de encino y roca caliza desintegrada, en
lugares de gran humedad, a la sombra. Se encuentra desde México y Centro hasta Sur
America en alturas de 1,200-2,200 msnm. {8,9). En Guatemala se ha descrito en Alta
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Verapaz, Baja Verapaz, Chimaltenango, Escuintla, Guatemala, Huehuetenango, Jalapa,

Quetzaltenanago, Suchitepéquez y Zacapa (3,10).

Se caracteriza por un habito epifito distribuida en un rango de altura de 4 a 12 m sobre

el dosel de los arboles y estar acompanada de ofras especies vegetales.

3.4 Condiciones Climaticas

Las condiciones climaticas bajo las cuales se encuentra la calahuala (P. pseudoatruem)
se caracternizan por un clima templado, por época lluviosa no bien definida, alla
nubosidad que favorece la precipitacion horizontal a partir de una altitud de 800 hasta
los 1200 msnm, estableciéndose las condiciones tipicas de un bosque nuboso donde la
preciptacion horizontal es mas frecuente en época seca, esta ultima condicion se da en

la posicion noreste de las montanas (11).

La humedad relativa promedio requerida por la calahuala es de al menos el 80%, esta
condiciéﬁ ambiental es la que presenta menor varnacidon a lo largo del tiempo, esta
caracteristica de variacién se relaciona con el habito y las condiciones de bosque
nuboso. La nubosidad almosférica predominante liene mayor influencia en la
distribucion himeda ambiental come precipitacién horizontal y no como condicionante
de la luminosidad, ya que la calahuala requiere de condiciones particulares de cobertura
de dosel para su establecimiento, crecimiento y desamollo. La presencia de calahuala
inicia a la altitud de 800 msnm y a parir de los 1000 msnm hasla los 1225 msnm, la
presencia ¥ abundancia de calahuala aumenta considerablemente en relacion a los

otros estralos altitudinales {11).

3.5 Propiedades Medicinales Atribuidas

La infusion y decoccién del rizoma se han utilizado oralmente para tratar afecciones
gastrointestinales (diarreas, dolor de estdmago, estrenimiento, gastritis), respiratorias
(asma, tos, tos ferina) y cardiacas, dolor de huesos, reumantismo diabetes, gola,
hipertension, purificar la sangre, parasitos, enfermedades venéreas, sifilis y afecciones
renales (calculos, hidropesia) (12, 13, 8§, 14).

Tapicamente se usa la infusion en emplasto y cataplasma para el tratamiento de
contusiones, reumatismo, Ulceras, Quebraduras, cancer, cierlo tipo de tumores, psoriasis
y eczema. La decoccion de las hojas se usa para detener las hemorragias. Se le

atribuye propiedad analgésica, antihemorragica, depurativa, diurética, desinflamante,
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emenagoga, espasmolitica, expectorante, febrifuga, laxante, pecloral, purgante,

sudorifica y tranquilizante. {12, 13, 8, 14}

3.6 Farmacclogia de P. pseudoaureum

La materia medica son los rizomas verdosos en su estado fresco y café dorados cuando
secos. Son cilindricos, totuosos, con escamas moreno ferruginosas, sin un olor especial
(15). Deben reunir las mismas caracteristicas fisicoquimicas y sanitarias de las ofras

rmalenas primas usadas para la elaboracion de productos fitofarmacéuticos (15).

Si bien P. pseudoareum es una planla que empieza a usarse en Europa, su uso adn 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, poivo,

comprimidos, tintura, extracto fluido, extracto seco y capsulas (16).

Entre la indicaciones terapéuticas se encuentra su aclividad antiinflamatoria,
inmunomoduladora y depurativa. Esta indicado su uso en el tratamiento de psoriasis,

eczemas, dermatosis, vitiligo y estados de disfuncion inmune (17).

Estudios antimicrobianos muestran que el extracto acuoso fiene alguna actividad
antibacteriana, aunque en otros estudios los extractos acuosos y etandlicos fueron
inactivos contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus (18). El extracto de hojas es
activo contra bacterias filopatogenas {(Xanthomonas campestris) (19). La calagualina es
una saponina aislada del izoma que tiene aclividad antitumoral.

Los resultados iniciales sobre su actividad fammacoclogica fueron contradictorios, por lo
gue fue considerada sin ninguna propiedad (8). Sin embargo, posleriomente se
encontréd que la decoccion del rizoma produce moderada actividad diurética en ratas
(20). En tejido tumoral, una de sus saponinas (anapsos) reduce la incorporacion de
nucleoproteinas y precursores por un mecanismo anabolizante opuesto a la accidén de

citostaticos (20).

La administracion oral def extracto acuoso tiene accion inmunormoduladora medida por
proliferacidon del bazo de ratdn con concanavalina A. La administracidn de una fraccion
del extracto acuosc en ratas produce hipoactividad cerebral dosis-dependiente
posiblernente por variacion en los niveles de IL-1B hipotalamica {4). El extracto acuoso
prolonga la sobrevivencia de alcinjertos culaneos en ratones, sugiriendo una actividad

inmunosupresora {21).



Ensayos clinicos desde principios de siglo le atribuyen eficacia en el tratamiento de
calculos renales e hidropesia {22). En pacientes con neoplesias avanzadas se
demostrd que la calahualina produce un ligero aumento de la sobreviviencia sin producir

efectos indeseados (23).

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 administracidn de extracto por via oral disminuye la respuesta
linfoblastica a la estimulacién con mitdgenaos, los niveles de inmunoglobulinas séricas y
la proporcion de linfocitos T OKT8+ (24).

Entre otros estudios estan;

« Modulacion del anticuerpo responsable contra el parasito nematede Trichinella
spiralis por anapsos {25).

» El efecto del extracto de P. leucolomos en el anticuerpo especifico producido en
ratones inmunizados por el antigenc del fercer estadio de la larva de Anisakis
simplex (286).

= Propiedades fotoprospectivas de un extracto hidrofilico de P. leucolomos en células
humanas (27}.

« Actividad anliinflamatoria In Vitro de P. decumanun Modulacion del factor de tumor

necrotico, receptores soluble TNF (28).

3.7 Composicion Quimica

Los estudios de cornposicion quimica se han realizado en algunas de las especies del
género Phiebodium, pero aun es incompleto. El rizorna de P. pseudoaureum contiene
azlcar, aceile esencial, mucilago, almidén, nilrato de potasio y colorante rojo, ademas
contiene calagualina (helerdsido compuesto por glucosa, fructosa y una aglicona
triterpénica), polipodina, aceites grases y taninos, asi como esteroides (ecdisterona y

dos ecdisonas como la polipodaureina) (29, 8).

Las especies del género Phieboidum usadas medicinalmenle en El Salvador contienen

solo alcaloides, sesquiterpenlactonas y taninos (18).

Sin embargo en el ano 2005, en Guatermala se realizé un trabajo de tesis donde se
concluyd que los extractos fluidos, blandos, secos vy linturas de fronda de P.

pseudoaureum contiene mayor presencia de flavonoides que saponinas. En cambio, el
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rizoma de esta misma especie contiene mayor presencia de saponinas que flavonoides

(1).

3.8 Flavonoides

Los pigmentos flavonoides, uno de los grupos mas numerosos y ampliemente
distribuidos de constituyentes naturales, conocidos algunas veces como antotaxinas,
aparecen frecuentemente revisados bajo diferentes aspectos en la literatura cientifica,

especialmente en los ultimos 30 arios (30).

Son los pigmentos universales de las plantas, solubles en agua y responsables del color
de las flores, frutos y en algunos casos de las hojas. Por ejemplo los flavonoides
amarillos {chalconas, auronas, y flavonoles amarillos) y los rojos, azules y morados
como antocianinas. Cuando Ies flavonoides no son directamente visibles, ellos
contribuyen al color actuando como copigmenios: por ejemplo las flavonas y flavonoles
gue no tienen coloracidén pero son copigmentos que protegen a las antocianinas. Incluso
en algunos casos, estas moléculas absorben radiacion cercana al UV, este “color” es
unicamente percibido por insectos, que son eficientemente atraidos y guiados hacia el
néctar, y de alli estos se encargan de asegurar el fransporte del polen, condicién

necesaria para la sobrevivencia de las especies de plantas (31)

Se conoce como diez clases de flavonoides, todos conlienen quince atomos de carbono
en su nicleo basico {Ver Fig. 2 en Anexos) y estan arreglados bajo un sistema C8-C3-
C6, en el cual dos anillos aromaticos llamados A y B estan unidos por una unidad de
tres carbonos que pueden o no formar un tercer anillo, que en caso de existir es llamado
anillo C (30).

Cada una de las clases de flavonoides, suele encontrarse bajo la forma de glicdsidos
con una o tres unidades de azucar, generalmente en los carbonos 3 y/o 7, siendo los
azicares mas comunes la glucosa, galaclosa, ramnosa, xilosa y arabinosa; es frecuente
que diferentes azicares se hallen unidos a una misma aglicona y en diferentes

posiciones lo que hace mayor el namero de glicosidos conocidos {30).

Los flavonoides se encuentran generalmente en mezclas como agliconas y/o glicosidos,
aun de las diferentes clases siendo esto dltimo mas comun; en muchos casos, debido a
la complejidad de la mezcla es mas frecuente el estudio de estos compuestos en forma
de agliconas en extractos de plantas previamente hidrolizados. Se hallan presente en
todas las partes de las plantas, algunas clases se encuentran mas ampliamente
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distribuidas que otras, siendc mas comunes las flavonas y flavonoles, y mas restringidas
en su ocurrencia las isoflavonas, las chalconas y auronas. Al ano 1990 se conocen
alrededor de 3000 flavoncides, entre ellos 450 flavonoles, 300 flavonas, 150

isoflavonas, 60 chalconas, 20 auronas, ete. (30).

Como caracteristicas generales de estos compuestos se debe sefalar su solubilidad en
agua y etanol, su caracter fendlico y su intensa absorcion en la regidn ullravioleta y
visible del especiro debido a la presencia de sistemas aromaticos y conjugados. Una
clasificacion preliminar del tipo de flavonoide en un extracto de planta, puede hacerse
basado inicialmente en un estudio de sus propiedades de solubilidad y de
comportamiento ante reacciones de color; esto, seguido por un examen cromatografico
directamentiemente del extracto y/o del extracto hidrolizado. La separacién puede
hacerse por procedimientos cromatograficos, y la idenlificacion de los componentes
individuales por comparaciones cromalograficas y espectroscdpicas con compuestos

estandar o con la literatura (30).

Los flavonoides se forman biogenéticamente a través de la ruta del shikimato y del
acetalo malecnato, siendo la chalcona el flavonoides inicialmente formado, v a partir de
la cual se derivan las ofras clases por posteriores modificaciones que ocurren en varias
efapas. Asi mismo, cada una de estas clases puede sufrir posteriores metilaciones,
isoprenilaciones o glicosidaciones de los grupos hidroxifos, metilenaciones de grupos o-

hidroxilos, dimenzaciones, elc. (30). (Ver Fig. 3 en Anexos)

Propiedades: Los flavonoides se emplearon durante mucho tiempo como colorantes de
lana, y actualmente se usan en la conservacion de grasas o jugos de frutas debido a las
propiedades antioxidantes de algunas polihidroxiflavonas. Entre otras aplicaciones,
estan la de los glicésidos de dihidrochalconas como edulcorantes, de rotenona como

insecticida, etc. (30).

Accion Farmacolégica: Es extensa y vanada, son bien conocidas sus actividades
contra la. fragilidad capilar y acttia sobre las venas como Ia “vitamina P” (bioflavonoides
del género Cifrus: rutina y derivados), ditatadores de las coronarias (proantocianinas de
Crataegus, Arnica y Gingko), espasmolitica (glicésidos de apigenina), antihepatotdxica
(silimarina de Silybum), colerélica, estrégena y diurética. Destaca asimismo la actividad
antimicrobiana de flavonoides prenilados y otros fenoles y la accion fungitéxica de

isoflavonas, como las de algunas especies de Lupinus (30, 31).
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Los flavonoides poseen generalmente aclividad antiinflamatoria, por su interaccién con
el metabolismo del acido aragquidénico {por ejemplo: apigenina, crisina, taxifolina), y
pueden ser antialérgicos, hepatoprotectores, anliespasmodicos. Pueden disminuir el
coleslerof de Ia sangre, con aclividad diurética, antibacteriana, antiviral y pocos pueden

ser cilostaticos in vitro (31, 32).

También los flavoncides son inhibidores enzimaticos (elastina descarboxilasa, elastasa,

hialuronidasa, cAMP fosfodiesterasa, aldosa reductasa) (31).

3.9 Saponinas

Las saponinas son un grupo complejo de principios naturales {no nitrogenados),
comunmente coloides y glicdsidos de ambos, friterpenos y esteroles, dan soluciones
jabonosas, y algunos extraclos crudos de plantas han encontrade uso como
detergentes, y para la produccion de espumas eslables (30, 32). Estan ampliamente

distribuidos en las plantas (32).

Ellos causan hemdlisis de la sangre adin en soluciones muy diluidas, una propiedad que
ha sido utilizada para su defeccion en extractos de plantas, adernas, son téxicos para
animales de sangre fria, especialmente en pescados. Estas propiedades no son
comunes en todas las saponinas, por lo que no pueden ulllizarse para definir a este

grupo, es mejor, ulilizar una definicién en base a su estructura {31).

Las saponinas no son faciles de aislar por ello muchas veces se prefiere hidrolizar el
extraclo crudo de la planta y aislar la sapogenina libre de azucar. Con pocas
excepciones el azlicar esta unida a la aglicona a través del grupo —OH en C-3 (30). (Ver

Figura No. 4 en Anexos}

Las saponinas del grupo triterpeno se encuentran exiensamente distribuidas, y
constituyen la mayoria de las saponinas encontradas en la naturaleza; una gran
variedad de ellas difieren dnicamente en el ndmero y tipo de unidades de azucar unidas
a las sapogeninas; generalmente pertenecen al grupo de la f-amirina, otras pocas son

derivadas de la a-amirina, del lupeol y del grupo de lriterpenos tetraciclicos (30).

Fuentes ricas de saponinas triterpenocidales y sus geninas son el gingseng, la alfalfa, la

avena, la quinua y la soya, entre otras (30).
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Las saponinas esteroidales son materia inicial para la preparacion de varios productos
muy potentes y ampliamente usados como productos famacéuticos, entre ellos:
cortisona, anticonceptivos, estrdgenos, testosterona, etc. Fuentes ricas de saponinas
esteroidales son especies de las familias Dioscoreaceae, Liliaceae y Escrofularaceae
{30).

Estrucluralmente, las saponinas se pueden clasificar en dos grupos basados en la

naturaleza de su aglicona:

Saponinas Esteroidales: Estan casi exclusivamente presentes en las angiospermas

monocoetiledéneas (31).

Saponinas Trterpenoides: Son las mas comunes, principalmente presentes en la

angiospermas dicotiledéneas(31).

3.10 Triterpenocides y Esteroides

Los tiferpenoides son compuestos con un esqueleto carbonado basado en seis
unidades de isopreno que derivan biogenéticamente del escualeno, hidrocarburo
aciclico de 30 carbonos. Son de estructura relativamente compleja generalmente
tetraciclicos o pentaciclicos, y pueden contener grupos hidroxilo, cetona o aldehido y
acido carboxilico. Muchos se encuenlran come glicosidos formando las llamadas

saponinas triterpenoides (30).

Los esteroides, biogenélicamente muy relacionados a los triterpencides, y con un
esqueleto ciclico base a igual que los triterpenoides tetraciclicos, pueden ser
clasificados como esteroles {Co; 0 mas), saponinas esteroidales (o sus agliconas
sapogeninas), glicosidos cardiacos, esteroalcaloides y las llamadas hormonas
esteroidales, las que hasta la década del 60 eran consideradas exclusivamenle de
origen animal, pero que a partir de 1966 se han aislado de tejidos de plantas aunque en
concentraciones muy pequenas, y en algunos casos como lrazas. Por poseer estos
ultimos el grupo hidroxilo en el carbono-3 son considerados por algunos autores dentro
del grupo de esteroles y mas especificamente como zooesteroles para diferenciarlos de
los fitoesteroles, aquellos que desde sus inicios son considerados de origen vegetal
{30).
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3.11 Tamizaje Fitoquimico

El lamizaje (screening) fitoquimico es una de las etapas iniciales de la investigacion
fitoguimica, que permite determinar cualitativamente los principales grupos de
constituyentes quimicos presentes en una planta y a pariir de alli, orientar la extraccion
yfo fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés.
Consiste en la extraccién de la planta con disolventes apropiados vy la aplicacién de
reacciones de coloracion y analisis por cromatografia en capa fina. Debe pemitir la

evaluacion rapida, con reacciones sensible, reproducibles y de bajo costo (33).

3.12 Cromatografia en Capa Fina (CCF)

La cromatografia en capa fina consiste en |la separacion de los componentes de una
mezcla a través de la migracion diferencial sobre una capa fina de adsorbente, relenida
sobre una superficie plana. Una solucion de la muestra gue va a ser analizada se aplica
por medio de un capilar sobre [a superficie de un adscrbente inerle (silica, alimina, etc)
dislribuido sobre una placa de vidric o aluminic. La placa se coloca verlicalmente dentro
de una camara previamente saturada con el vapor del eluente adecuado, de tal forna
gue la parle inferior de la placa que contiene la muestra enlre en contacto con la fase
movil. El eluente migra por capilaridad en la placa cromatografica, separando por
migracién diferencial los diversos componentes de la mezcla. Después gue ha ocunido,
se evapora el eluente vy la placa se analiza utilizando luz UV o luz Visible, 0 aplicando
reaclivos que dan como resultado reacciones de coloracion con las sustancias

contenidas en la mezcla analizada (33).

El Rf: Factor de retencion, es la medida de la migracion de una sustancia determinada

en un disolvente dado.

Ri: Distancia recorrida por la sustancia

Distancia recomida por el disolvente

3.43 Métodos Espectroscopicos de Analisis

Los métodos de analisis que se basan en la medicion de la luz y otras formas de
radiacion electromagnética son los que mas se utilizan en la quimica analitica. La
especloscopia es una ciencia que estudia las interacciones que suceden entre la
radiacion y la materia. Los métodos espectroscopicos de analisis miden la canlidad de
radiacion producida o absorbida por las especies atémicas o moleculares que se
analizan. Estos métodos también se clasifican de acuerdo con la region del espectro

electromagnético que se uliliza para hacer la medicidn. Estas regiones incluyen los
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rayos ¥, X, ultravioleta (UV), visible, inframojo (IR), las microondas y radiofrecuencias
(RF} (14).

3.14 Absorcién de la Luz

Cada especie molecular tiene la capacidad de absorber su propia frecuencia
caracteristica de la radiacion electromagnética. Este proceso transfiere energia a la
molécula y provoca una disminucion en la intensidad de la radiacién electromagnética
incidente. Por consiguiente, la absorcién de la radiacién atenlia el rayo incidente de

acuerdo con la Ley de Lambert y Beer (14).

3.15 LalLey de la Absorcion

La ley de la absorcion, también conocida como Ley de Lambent y Beer, o simplemente
Ley de Beer, da informacion cuantitativa de cdmo es que la atenuacidn de la radiacién
depende de la concentracion de las moléculas que la absorben y de la distancia que
recormre el rayo en el medic absorbente. Cuando la luz atraviesa una solucién de analito,
la infensidad de la radiacion disminuye como consecuencia de [a excitacion del analito.
Cuante mayor sea la trayectoria del rayo en la solucién de analito de una concentracién

dada, habra mas especies que absorban la radiacién y la atenuacion sera mayor (14).

La transmitancia T de la solucion, es la fraccion de radiacion incidente que transmite la
solucién y la absorbancia A de una solucion esta relacionada con la transmitancia en
forma logaritmica, pues el aumento de la absorbancia de una solucién se acompana de
una disminucion en la transmitancia. Los primeros inslrumentos venian equipados con
escalas lineales de lransmitancia; los instrumentos modernos traen escalas lineales de
absorbancia y algunos tienen una compuladora que calcula la absorbancia a partir de

mediciones (14).

3.16 Componentes de los Instrumentos
La mayoria de los instrumentos espectroscopicos de las regiones UV-visible incluyen
cince componentes principales {14):
{1) Una fuente estable de energia radiante
(2) Un seleclor de longilud de onda que alsla un regién limitada del espectro para hacer la
medicién
(3) Uno o mas recipientes para la muestra
(4} Un detector de radiacién, que convierte ia energia radiante en una sefial eléctrica que
puede medirse
{5) Un sistema que procesa Y lee la sefal que consla, aclualmente, de una compuladora.
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4. JUSTIFICACION

En Guatemala la salud constituye una de las causas de mayor preocupacién, siendo
uno de los aspectos criticos la falta de acceso a medicamentos. En la actualidad
muchos guatemaliecos no cuentan con el ingreso econdmico minimo necesario para
cubrir sus gastos basicos de salud, razén por la que muchos de ellos han recurrido a la

medicina natural en busca de la cura a sus afecciones.

Phlebodium pseudoaureum, conocida como Calahuala, es un helecho popularmente
conocido por su capacidad de tratar afecciones gastrointeslinales ( como diarreas, dolor
de estémago, estrefiimiento, gastritis), respiratorias (asma, tos, tos fenna) y cardiacas,
dolor de huesos, reumatismo, diabetes, gota, hipertension, purificar la sangre, parasitos,

enfermedades venéreas, sifilis y afecciones renales {calculos, hidropesia), entre otros.

Por medio de la investigacion se ha descubierto que muchos de los beneficios
medicinales que se le han atribuido a una gran variedad de especies vegetales, se
deben principalmente a los metabolitos secundarios conocidos como saponinas y

flavonoides, pues presentan propiedades medicinales muy interesantes.

Por lo tanto, es importante determinar la concentraciéon de flavonoides y saponinas en
rizomas y frondas de Phlebodium pseuduaureum (Calahuala) para asi confirmar sus
alributos medicinales, especificando qué parte de la planta contiene mayor canlidad de

estos metabolitos.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

5.1.1 Caracterizar fitoquimicamente al extracto etanélico de rizoma y fronda de

Phlebodium pseudoaureum.

5.1.2 Cuantificar los flavonoides y saponinas contenidos en el rizoma y fronda de

Phlebodium pseudoaureum por medio de espectrofotometria ultra violeta (UV).

5.2 Especificos
5.2.1 Mostrar mediante un perfil cromatografico en capa fina, la presencia de los
metabolitos secundarios de interés a partir de los extractos etanélicos de rizoma

y fronda de P. pseudoaureum.

522 Cuantificar los flavonoides totales presentes en el rizoma y fronda de P.

pseudoaureum.

5.2.3 Cuanlificar las saponinas presentes en el rizoma y fronda de P. pseudoaureum.

524 Comparar la caracterizacién fitoquimica entre fronda y rizoma de P

pseudoaureumn.

5.25 Comparar la canlidad de flavoncides y saponinas enlre fronda y rizoma de F.

pseudoaureum.
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6. HIPOTESIS

Existen diferencias cualitativas en la composicion fitoquimica y diferencias cuantitativas
en el confenido de flavonoides totales y saponinas totales presentes en nzoma y fronda

de Phiebodium pseudoaureum.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Poblacién:

Se selecciond el rizoma y la fronda de Phiebodium pseudoaureum, la cual fue
recolectada en Santa Lucia Milpas Altas, bajo manejo e identificado por un bolanico
especialista de FAUSAC (Ing. Vicente Martinez).

7.2 Muestra:
Extractos etandlicos de rizoma y fronda de P. pseudoaureum (calahuala).

7.3 Recurses:
7.3.1 Humanos:
+ Investigadora Edna Palricia Garcia Piedrasanta
+ Asesora Licda. Sully Cruz
7.3.2 Institucionales:
» Universidad de San Carlos de Guatemala {USAC), Facultad de Ciencias
Quimicas y Famacia
» Laboratorio de Productos Naturales (LIPRONAT)
7.3.3 Apoyo Financiero:
+ Fondo de Desarrollo de Ciencia y Tecnologia (FODECYT)

7.4 Materiales y Equipo:

7.4.1 Equipo:
+  Tamiz
¢ Percolador de acero inoxidable
+ Evaporador rotatorio BUCHI
» Bomba de vacio BUCHI
+ Baldn para evaporador rotatorio de 500ml con boquilla No. 29/32
¢ Balanza analitica digital DENVER
¢ Balanza semianalitica digital DENVER
¢ Campana de extraccidn de gases marca LABCONCO
» Espectrofotémelro UV-visible
¢ Desecadora
¢ Lampara de luz ultravioleta de ondas corta y larga

» Manta Eléctrica
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» Reflujo

e Estufa

s  Termobmetro

+ Manguera de vacio

+ Embudo

+ Camara Cromatografica

» Cromatofolios de silicagel 60 Fasq
s Micropipetas de 5uL

» Atomizadores para cromalografia en capa fina
+ Refrigeradora

+ Papelfiltro Whalman No. 1

¢ Balones aforados de 100 y 50ml
» Bafno de Maria

» Cristaleria y malenal de laboratorio en general

7.4.2 Reactivos:
» Reactivos cromogenos diversos.
» Estandares para cromatografia y espectrofotometria UV-VIS.
+ Disolventes para extracciones, cromatografia en capa fina y analisis en

espectrofotometria UV-VIS.

7.5 Procedimiento:

7.5.1 Colecta:
Se selecciono y cosechd material sano de rizoma y fronda de P. pseudoaureumn

proveniente de Santa Lucia Milpas Altas.

7.5.2 Secado y Almacenamiento:

Se coloco el material vegetal en bandejas con papel Kraft y se pusieron en un secador
solar a la sombra. Se movid la planta cada cierto liempo, la humedad de
almacenamiento no fue mayor de 10%. Se guardd en bolsas plasticas y se identificaron

las bolsas adecuadamente. Estos ejemplares no fueron depositados en ningln herbario.

7.5.3 Cortado:
Se cortd con tijeras el izoma en partes pequenas aproximadamente de 1 cm de largo y

5e colocd el materal en una bolsa plastica debidamente identificada.
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7.5.4 Tamizado;
Se pasaron las frondas secas por el tamiz No. 5, y coloco el material vegetal en una

bolsa plastica debidamente identificada.

7.5.5 Percolacion:

En un percolador previamente preparado con algodon y papel filtro se colocd la planta
cortada o tamizada, se agregd el solvente exiractor, en este caso etanol al 50%,
dejandolo por encima de la planta. Se dejo reposar el tiempo necesario (24 horas),

hasta que se recibid el menstruo que posteriormente se rotaevaporo.

7.5.6 Preparacion del extracto:

Se concentrd en un evaporador rotatorio hasta la obtencion del extracto.

7.6 TAMIZAJE FITOQUIMICO A TRAVES DE ENSAYO MACRO Y SEMIMICRO:

Se realizaron ensayos macro y semimicro en los gque se evalud la formacion de
precipitado y complejos coloreados. Se utilizaron técnicas de cromatografia en capa
fina (CCF) convencionales para la caracterizacion fitoquimica.

Las técnicas utilizadas se basaron en el Manual de Operaciones de Laboralorio de
Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT) de Ia Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacia (5, 30, 33).

7.6.1 Investigacion de alcaloides:
Ensayos macro y semimicro. Se peso 1g de materia vegetal. Se agregd 2 gotas de

solucion de hidroxido de amonio al 10% (p/v), luego se afadio 25m! de metanol a 60°C.
Se filtrd con papel filtro Whatman 1 y se acidificd el filtrado con acido clorhidrico 2N. la
solucion resultante se dividié en 4 tubos evaluando la siguiente manera:

Tubo 1: Se agregaron 5 gotas de reactivo Mayer's

Tubo 2: Se agregaron 5 gotas de reactivo Dragendorff.

Tubo 3: Se agregaron 5 gotas de reactivo Wagner.

Tubo 4: Testigo.

Se utilizd como estandar soluciones al 1% de atropina y papaverina. Se pbservd
durante 2 horas la existencia de precipitados, turbidez o precipitacion de complejos en
los tubos {5, 30, 33).

Cromatografia en capa fina: Se peso 1g de material vegelal seco y molido, se agregod 1

ml de hidrdxido de amonio al 10% (p/v) y se dio una extraccion con 5ml de metanol. Se
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colocéd en bafic de marta a 80°C durante 5 minutos. Se filtré, se concentré y se aplicé
en una placa de silica gel 60 F254. Se utilizb como estandar una solucién de atropina y

papaverina al 1% en metanol (10puL) {5, 30, 33).

Fase mavil: Tolueno-acetalo de etilo-dietitamina (70;20:10); acetato de etilo-melanol-
agua (100:13.5:10), cloroformo- dietilamina {90:10); acetona-agua-amonio concentrado
(90:7:3) (5, 30, 33).

Deteccion:

+ Sin tratamiento quimico: UV 254nm fluorescencia, UV 365 nm algunos fluorescen
azul o amarillo.

+ Reactivo de Dragendorf: zonas calés o naranjas en vis, los colores no son estables
(5. 30, 33).

7.6.2 Investigacion de Taninos:

Ensayos macro y semimicro: Se dio la extraccién a 10g de material vegetal pulverzado

con 30ml de etanol o metanol al 80%, se filtrd y evapord a sequedad. Se afiadié 25ml
de agua caliente al residuo, se agité con varilla y se dejé enfriar. Se agregd 1ml de
solucién de cloruro de sodio al 10% y se filtrd. Se adiciond 3ml del filtrado en 4 tubos:
Tubo 1: Testigo

Tubo 2: Se agregaron 4 a 5 gotas de gelatina al 1% (p/v)

Tubo 3: Se agregaron 4 a 5 gotas de gelatina-sal {gelatina 1%, cloruro de sedio al 10%).
Tubo 4; Se agregaron 3 a 4 gotas de solucién de cloruro férrico al 10% (p/v).

Se observé la formacién de precipitado y/o cambio de coloracién. Cloruro férrico:

grisaceo-negro: calecol; negro-azulado: pirogalol (5, 30, 33).

7.6.3 Determinacion de Flavonoides:
Ensayos macro y semi micro: Se dio la extraccion a 3 g de material vegetal pulverizado

con 10 mL de etanol 0 melanol al 80%, se filtro y se concentro. Se enfrié a temperatura
ambiente y se triturd el residuo con 15 mL de éter de petrdlec hasta que la extraccion
quedo incolora. Se disolvio el residuo en 30 mL de metanol al 80 por ciento, se filtro y
se dividid en 5 tubos:

Tubo 1: Se agregaron 0.5 mL de acido sulfdrico concentrado.

Tubo 2: Se agregaron 3 a 5 gotas de cloruro fémico al 10 por ciento (p/v).

Tubo 3: Se agregaron 0.5 mL de acido clorhidrico concentrado y se calentd en bano de
maria por 5 minutos {prueba para leucoantocianinas).

Tubo 4: Se agregd magnesio metalico y 0.5 mL de acido clorhidrico concentrado.
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Tubo 5: Se agregé un alcali a un extracto acuoso.

Tubo 6: Testigo.

Se evaluaron las reacciones, cambios de color y/o formacion de precipitado comparados
con el testigo.

El desarrollo inmediato de color flavonas y flavonoles (amarillo a rojo), flavanonoles {rojo
a magenta), flavanonas (rojo, magenta, violeta, azul), isoflavonas (amarillo);

isoflavornonas, chalconas y auronas no dan coloracién (5, 30, 33).

Cromatografia en capa fina: Se dio la extraccidn a 1 g de material vegetal seco

pulverizado con 10 mL de metanol por 5§ minutos en bario de maria a 60°C. Sefiltrd la
solucion y se aplicé sobre las cromatoplacas de silicagel 60 Fzsq. Como estandar se
empled una solucién de flavonoides al 0.05% en metano! (10 pL). (Quercetina, nitina,

acido clorogénico, hiperosido) (5, 30, 33).

Fase movil: acetato de etilo-acido féormico-acido acético glacial-agua (100:11:11:27}, n-
butarol-acido acético-agua (40:10:50); acetato de efilo-acido férmico-acido acético
glacial-etilmelilcetona-agua (50:7:3:30:10) {5, 30, 33).

Deteccion:

« 8in tratamiento quimico: UV 254nm fluorescencia, zonas azules o amarillas. UV 365
nm, dependiendo la estruclura fluorescen amarillo, azul o verde.

¢ Reaclivo de Productos Naturales (NP/PEG), fluorescencia intensa en UV-365 nm.
Aplicar a la placa vapores de amoniaco para intensificar el color de las manchas (5,
30, 33).

7.6.4 Investigacion de Antraquincnas:

Ensayos Macro vy Serni micro:

 Prueba de Bornirdger. Se dio la extraccidon de 3 g de material vegetal pulverizado

con 10 mL de etanol al 80%, se fillrd ¥ se concentré en bano de maria (60°C). Se
disolvid el residuo con 30 mL de agua destilada y se filtrd. Se agregaron 10 mL de
benceno. A la fase bencénica se anadié 5 mL de solucién de test de amonio y se
agitd. Se observo cambios de color en la fase alcalina (color rojo, rosado: positivo)
(5. 30, 33).

* Prueba de Borrdnger modificado: Se calenld 0.3 g de material vegetal pulverizado

con 10 mL de hidroxido de potasio alcohdlico 0.5 N y 1 mL de perdxido de hidrégeno

al 3% y se calentd 10 minutos en bafno de maria a 60°C. Se anfadieron 10 gotas de
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acido acético glacial para acidificar. Se agregd 10 mL de benceno. A la capa
bencénica se adicion6 5 mL de solucion de prueba de amonio y se agité. Se
observaron cambios de color en fase alcalina (color rojo, rosado: positivo) (5, 30,
33).

Cromatografia en _capa fina: Se dio la extracciéon a 0.5 g de material vegetal seco

pulverizado con 5 mL de metanol en bano maria (60°C) por 5 minutos. Se filtro y se

aplicd 10 pL en la cromatoplaca de silicagel 60 Fass. Se ulilizé como estandar una

solucion al 0.1% en metanol de antraguinonas (10 pL). (Aloina, flangulina A/B,

glucofrangulina A/B y sus agliconas, reina, aloe-emodina, extracto de sen)

Fase movil: acetato de etilo-metanol-agua (100:17:13), acetato de etilo-melanol-agua

(100:13.5:10).

Deteccion:

» Sin lralamiento quimico: UV 254nm fluorescencia, UV 365 nm fluorescencia amarilia
o rojo-café.

¢+ Solucion elandlica de hidroxido de potasio al 5 o 10%.

Antraquinonas: zonas rojas en visible y fluorescencia roja en UV-365 nm. Antronas y

antranolas: zona amarillas en visible y fluorescencia amarilla en UV-365 nm (5, 30, 33).

7.6.5 Investigacion de Cumarinas:

Ensayos macro vy _semimicro: Se midieron 5 mL de extracto vegetal metanélico. Se

agregd 1 mL de agua destilada hirviendo. Con un capilar se aplicaron 2 manchas en
papel filtro. A una mancha se agregd 1 gota de hidroxido de potasio 0.5N, se

observaron bajo luz UV de 365 nm (fluorescencia azul o verde: positivo) (5, 30, 33).

Cromatografia en capa fina: A 1 g de malerial vegetal se adicioné 10 mL de metanol y

se calentd 30 minutos en bafno de maria. Sefiltrd y se evapord hasta 1 mL. Se aplica
20 pL en una cromatoplaca de silica gel 60 Fusq. Se ulilizd como estandar canela en
metanol al 1 por ciento, urnbeliferona, acido p-curnarico, cumarina.).

Fase movil: Tolueno-acetato de etilo (93:7); toluenc-eter (1:1 saturado con 10% de
acido aceético, 50 mL de tolueno y 50 mL de éter se mezclaron durante 5 min con 50 mL
de acido acélico al 10%, se filtré y se descartd la fase de abajo, y la mezcla de tolueno-
éler es utilizada).

Deleccion:

« Sin tratamiento quimico UV 254nm fluorescencia. UV 365 nm todas las cumarinas

mostraron una intensa fluorescencia azul o verde- azul.
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s Solucion etanélica de hidroxido de potasio al 5 0 10%. UV-365 nm fluorescencia azul
o verde (5,30,33).

7.6.6 Investigacion de Esteroides o Triterpenoides:

Reacciones de color:

» Liebermann Burchard: Se aplicaron unas gotas de acide acético y 3 mL de anhidrido
acético-acido sulfarico (50:1) en la que las saponinas triterpencidales dan color
rosado o purpura. Resultados (verde, azul verdoso) posibles esteroides conteniendo
2 enlaces C=C conjugados o formados por deshidratacion con acido sulfurico (5, 30,
33).

s Cam-Price: 1 mg de muesira en cloroformo se le agregd 2 mL de tricloruro de
antimonio al 30% en cloroformo.  Resultado: color azul, posibles derivados del

colestano con dieno o trieno potencial en anillos A y B. (5, 30, 33).

7.6.7 Investigacién de Saponinas:
Prueba de espuma: A cada tubo se le adiciond 10 mL de agua destilada. Se calentd en

bafio de maria (60°C) durante 30 minutos. Se enfrié, se taparen los tubos y se agité
vigorosamente de 30 a 40 segundos. Se dejaron reposar los tubos durante 30 minutos,
se observo la formacidén de capa de espuma. Una capa de espuma mayor de 3 cm
persistente en la superficie liquida después de 30 minutos se presume la presencia de
saponinas (5, 30, 33).

Tubo 1: 100 mg de material vegetal pulverizado y seco.

Tubo 2: 2 mL de control de saponinas (0.5 %).

Tubo 3: 2 mL de agua.

Cromatografia en capa fina: Se exirajo 2 g de material vegetal con 10 mL de etanol al

70%, mediante reflujo por 10 minutos. Se evaporé hasta S mL y se procedio a aplicar
25-40 pL en una cromatoplaca de silicagel 60 Fasq. Se ulilizé estandares de saponinas,
sapogeninas y esteroides al 0.1% en metanol (10 pL).

Fase movil: cloroformo-metanolagua (64:50:10), n-butanol-acido acélico-agua
(50:10:40).

Deteccién:

+ Reactivo de sangre, zonas hemolilicas blancas en fondo rojo.

e Reactivo de Liebermann-Burchard: UV-365 o VIS zonas azules y verdes de

saponinas esteroidales, rojas y violetas de tnterpenoides.
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+ Reactivo de Komarowsky: zonas azules, amarilfas y rojas). (Vainillina-acido sulfurico

y anisaldehido-acido sulfirico: zonas azules, vicletas, amarillentas (5, 30, 33).

7.6.8 Investigacidn de Esteroles insaturados:
Ensayc macro y semimicro: Se dio una extraccion de 10 g de material vegetal

pulverizado con 30 mL de etanol o metanol al 80%. Se filtrd ¥ se concentrd a sequedad.
Se removieron los pigmentos vegetales con porciones de 10 mlL de éter de petréleo
hasta que el é&ter salié incoloro. Se adicionaron 10 mL de benceno y se agitd durante
ungs minutos. Se decanté en un tubo y se secéd con sulfato de sodio anhidro. Se filtro y
se evaporo a sequedad. Se agregaron 10 mL de cloroformo, se secd con sulfato de
sodio anhidro, se filtrd y dividio el fitrado en 3 tubos:

Tubo 1: Se agregaron 3 gotas de anhidrido acético y una gota de Aacide sulfurico
concenlrado (Liebermann-Buchard}.

Tubo 2; Ensayo de anillo, se agrego acido suffdrico concentrado (Prueba de Salkowski).
Tubo 3: Testigo.

Se utilizé como estandar una solucion de colesterol en cloroformo 0.1%. Se observaron
cambios de colores inmediatos vfo graduales (rojo, rosado, violeta para esteroles
insaturados) durante un periodo de una hora.

Prueba de anilio: En presencia de esteroles insaturados, formacion de un anillo rojo

cereza en la interfase (5, 30, 33).

7.6.9 Investigacion de Sesquiterpenlactonas:

Ensayos macro v semi micro:

¢ Prueba de Legal A 1-2 mg de mueslra en agua o etanol se le agregé 1 mL de

solucién fresca de nilroprusiato de sodio 0.5% en agua y 1-4 gotas de KOH 2N. Se
presentaron colores caracteristicos rojo oscuro, para lactenas a y B insaturada.

» Prueba de Baljel: Se anadié a la muestra unas gotas del reactivo. Se presentd un

color rojo claro a oscuro (5, 30, 33).

Cromatoqrafia en capa fina:

Fase movil: Cloroformo: éter etilico {(5:1}, cloroformo: metanol (99:1), éter de petroleo,
cloroformo, acetato de etilo (2:2:1)

Deteccion: Se pueden emplear diferentes reveladores tales como: Vapores de yodo,
solucion acuosa de permanganato de potasio al 5%, acido sulllrico concentrado o al
50%, vainillina al 1% en etanol, luego del calentamienlo de la placa por S mina 100 —

105 "C apareceran manchas verdes, amarillas, marrones, rojas g azules {5, 30, 33).
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7.7 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES (34):

Se hace necesario cuantificar la canlidad de flavonoides presentes en una planta,
especialmente cuando éslos son sus principios activos. Con este método se obtiene el
porcentaje de {lavonoides presentes en determinada planta expresados como el
estandar ulilizado, que puede ser rutina, quercetina, hiperésido, acido clorogénico o
cualquier olro estandar que se considere afin con el posible flavonoide presente en
dicha planta. (34) Para obtener esle valor es necesario que la muestra sea previamente
preparada, para después medir la absorbancia de ésta, en un espectrofotémetro
uitravioleta-visible, el cual dara un dato de abscrbancia que se introducira en la

siguiente formula (34): Q= A x 52500

500 * m * (100-Pd)
Donde:
Q = flavonoides lolales expresados como quercetina (% p/p)

A = Absorbancia a425 nm
m = Peso de [a muestra en gramos

Pd = Deferminacién de agua (%)

7.7.1 Preparacion de la Solucion Madre (34):
* En un balén de fondo redondo de 100ml (A) se colocé:
o 0.4g. de droga pulverizada (800 um)
o 1ml. De una solucidn acuosa de melenamina SR {0.5% en agua)
o 20 ml. De acetona
o 2ml. De HCI
« Se calento en bafio de maria [a mezcla, bajo reflujo por 30 min.
e Se filtrd la mezcla a través de un algedén hacia un balon volumétrico de 100ml (B).
e Se regreso el residuo de la droga al balén de fondo redendoe {A) y se anadié 20ml de
acetona.
s 3e calenté nuevamente a ebullicion bajo reflujo durante 10 min.
e Se filtrdo nuevamente con algedén hacia el baldn volumétrico de 100mt (B).
¢ 3e repilic nuevamente la cperacion colocando el residuo de la droga y el algodon en
el balon de fondo redondo (A) y se adiciond: 20ml de acetona y se calentd bajo
reflujo por 10 min.
e Sefiltrd de nueve hacia el mismo baldén volumeétrico de 100ml {B).

s+ 3e enfrid a temperatura ambiente vy se ajusté a un volumen de 100ml con acetena.
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¢ En una ampolla de separacion se tratdé 20ml de solucion anterior con 20ml de agua y
se dio la extraccion con 15ml de acetato de etilo. Este procedimiento se repifid tres
veces, con porciones de 10ml de acetato de efilo.

« Se reunieron las fases de acetato de elilo y se lavaron pasando por un embudo de
separacion 2 porciones de 50ml de agua. Se transfirieron las fases de acetato de
etilo hacia un balén volumétrico de 50ml y aford con acetato de etilo.

7.7.2 Preparacion de la Solucién Muestra (34):

» Se transfirieron 10ml de la solucidon madre a un baldn volumétrico de 25ml.

e Se anadid 1ml. de reactivo de Cloruro de aluminio al 2% en solucion de Acido
acético en metanol y se completé el volumen con solucion metandlica de acido
acético SR (5%).

7.7.3 Preparacion de la Solucion Blanco (34):
Se transfirieron 10ml de la solucidon madre a un balén volumétrico de 25ml y se aforo

con una solucion metandlica de acido acético SR.

7.7.4 Analisis Espectrofotométrico {34):

= Se midieron las absorbancias de la muestra a 425nm después de 30min de su
preparacion, utilizando el blanco para ajuste de cero.

+« Se calculd el contenido de flavonoides totales, a partir de la fdrmula mencionada

anteriormente,

7.8 CUANTIFICACION DE SAPOGENINAS ESTERQIDALES (35):

El método de Bacoou descrito aqui es simple, especifico y sensible para determinar
sapogeninas esteroidales. Es mas eficiente que otros métodos espectrofotométricos,
sobre todo con respecto a la posibilidad de deteminar todas las sapogeninas
esteroidales independientemente de sus particularidades estruclurales. La
determinacion se basa en reacciones de coloracion con anisaldehido, acido sulfGrico y
acetato de elilo, con lo cual se forma un croméforo con ef mismo espectro de absorcion
¥ un unico pico a 430nm para todas las siguienies sapogeninas: diosgenina,
trigogenina, hecogenina, smilagenina, yonogenina, tokorogenina, ete. (33).

7.8.1 Preparacion de la Muestra (35):
Se pesd exaclamente 0.125 gramos de material vegetal y se ainadid 50mi de elanol al

95%. Se agitd y se calenté en bafio maria a 60°C por 20 minutos, luego se filtré. Se
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transfifd una alicuota de 4ml en un Beaker y evaporé a sequedad en bafio maria. Se
enfrié hasta temperatura ambiente y se aiadio:

¢ 2ml de acetato de etilo

» 1mlde reactivo A

+ iml dereactive B

Se agité y se calenté a 60°C en bafc maria durante 20 minulos. Se enfrid por 10

minutos y se leyd a 430nm.

7.8.2 Preparacion del Reactivo A (35):

Se mezcld 0.5mi de anisaldehido con 99.5ml de acetato de efilo.

7.8.3 Preparacion del Reactivo B (35):
Se agrego acido sulfirico concentrade en acetato de etilo para llegar a una solucién al
50%.

7.8.4 Solucion Blanco {35): 2 mi de acetato de efilo, 1 ml de reactivo Ay 1 ml de

reactivo B.

7.8.5 Preparacion de Curva de Calibracion (35):
Se prepard una solucién madre de diosgenina, a una concentracién de 10 microgramos
por mililiro de etanol al 95%. A partir de dicha solucién se prepararon las soluciones

estandares de referencia, a concentraciones de 2, 4, 6 y 8 microgramos por mililitro.

7.9 DISENO DEL ESTUDIO

7.9.1 Tipo de estudio: Descriptivo.

7.9.2 Disefio del muestreo: Muestreo No probabilistico. Se realizaron 3 replicas a
conveniencia por muestra.

7.9.3 Andlisis de Resultados: El anélisis de los datos se hizo de forma descriptiva-

comparaliva.
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8. RESULTADOS

8.1 Tamizaje Fitoquimico

TABLA No. 1: Alcaloides en fronda y rizoma de Phlebodium pseudoaureum. (Ver Fig. 5

y 6 en Anexos)

Resultado de Rfen
Caracterizaclén macro y Estandar con que
MATERIA VEGETAL semi micro, de coloracién Crog:tc;g;rnf::’a en coincide
y precipitacién P

Fronda de Phlebodium Posilivo No se observé No coincide con

pseudoaureum ninguna banda ningln estandar
Rizoma de Phiebodim Positivo No se observd No coincide con

pseudoaureum ninguna banda ningdn estandar

TABLA No. 2: Flavonoides y Anlocianinas en fronda y rizoma de Phiebodium

pseudoaureum. (Ver Fig. 7 v 8 en Anexos)

Resultado de
Caracterizacion macro Rf determinado en Posibles Flavonoides
MATERIA VEGETAL y semi micro, de Cromatografiaen dentro de su
' coloraclén y Capa Fina composicién
preclpitacién
Rutlina, Hiperésido, Acido
Fronda de - .
Phiebodium Positivo 0.31; %‘58%'_ %‘ %%‘ 0.82, goggr‘z’.‘;ok(;“e’ cetina,
pseudcaursum U . o, Raemplero y
Quercitrin
Rizoma de Phiebodim Positivo No se observd ninguna la muestra no posee
pseudoaureum banda Flavanoides

TABLA No. 3: Saponinas en fronda y rizoma del Phiebodium pseudoaureum. (Ver Fig.
9y 10 en Anexos)

Rf determinado en
MATERIA VEGETAL Test de Espuma Cromatografiaen Esténd:‘:r con que
) Capa Fina coincide
Fronda de Phlebodium Negativo 0.48; 0.60; 0.71; Ne coinciden con
pseudoaureum 9 0.81 ningun eslandar
Rizoma de Phiebodim . . Na coinciden con
pseudoatreurn Negativo 0.43: 0.81 ningln estandar
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TABLA No. 4: Cumarinas en fronda y rnzoma de Phlebodium pseudoaureum. (Ver Fig.

11y 12 en Anexos)

Resultado de Rf determinado en
MATERIA VEGETAL Caractfarlzaclén macro y Cromatografia en Estand.ar con que
seml micro, de coloracion - coinclde
Capa Fina
y precipitacion
] Cumarina, Acido
F rondsae Ssof;zﬁi‘:"”m Positivo 0.08 Cumdrico y
P Umbeliferona
. . Cumarina, Acido
Rlzor;:uc;iaitﬁ?;mm Positivo 0.08;0.13 Cumarico y
P Umbeliferona

TABLA No. 5: Sesquiterpenlactonas en fronda y rizoma de Phiebodium pseudoaureum.

Resultado de Caracterizacién macro y semi
MATERIA VEGETAL micro, de coloraclén y precipitacion
Fronda de Phlebodium Negativo
pseudoaureum 9
Rizoma de Phlebodim Neqativo
pseudoatureum 9

TABLA Mo. 6: Taninos en fronda y rizoma de Phlebodium pseudoaureum. (Ver Fig. 13

en Anexos)
Resultado de Caracterizacion macro y semi
MATERIAVEGETAL micro, de coloracion y precipitaciéon
Fronda de Phlebodium Positivo
pseudoaureum
Rizoma de Phiebodim Negativo
pseudoaureum 9

TABLA No. 7: Anlraquinonas en fronda y rizoma de Phiebodium pseudoaureum.

Resultado de Caracterizacién macro y semi
MATERIAVEGETAL micro, de coloracion y precipitacién
Fronda de Phlebodium Negativo
pseudoaureum
Rizoma de Phiebodim Negativo
pseudoaureum
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TABLA No. 8: Esteroides y frilerpenoides en en fronda y rizoma de Phiebodium

pseudoaureum.
Resultado de Caracterizacién macro y semi
MATERIA VEGETAL micro, de coloracion y precipitacion
Fronda de Phlebodium Negativo
pseudoaureumn g
Rizoma de Phiebodim Neagativo
pseudoaureum 9

TABLA No. 9: Esteroles insaturados en fronda y rizoma de Phlebodium pseudoaureum.

MATERIA VEGETAL Resultado de Caracterizacién macro y semi

‘micro, de coloracién y precipitacion
Fronda de Phiebodium Negativo
pseudoaureum 9
Rizoma de Phiebodim Negativo
pseudoaureum

8.2 Cuantificacién de Flavonoides

TABLA No. 10: Cuantificacion de flavonoides totales a 425 nm en fronda de
Phiebodium pseudoaureum. (Ver Fig. 14 y 15 en Anexos):

FLAVONOIDES TOTALES
MUESTRA ABS Peso Mx. % Humedad EXPRESADOS EN QUERCETINA

Mx1 0.25145 | 0.4009g 14.12 0.2282 %
Mx2 0.26075 | 0.4015g 14.12 0.2272 %
Mx3 0.25643 | 0.4008g 14.12 0.2328 %

Media: 0.2294%
Desviacion Estandar: 0.0030
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11: Cuantificacion de flavonoides totales a 425 nm en rnizoma de

Phlebodium pseudoaureum. (Ver Fig. 14 y 15 en Anexos)

MUESTRA| ABS | PesoMx. | % Humedad| o, tob f:g;DEENSJSEQIEE%N A
Mx1 0.0302 | 0.4011g 13.31 0.0271 %
Mx2 | 0.0819 | 0.4008g 13.31 0.0737 %
Mx3 | 0.0129 | 0.4008g 13.31 0.0116 %

Media: 0.0375%

Desviacion Estandar: 0.0323

8.3 Cuantificacion de Saponinas

TABLA No. 12: Curva de absorcion del estandar diogenina a 430 nm (ver Fig. 16 en

anexosy

Ecuacién lineal:

R* = 0.997

CURVA ESTANDAR DIOSGENINA
Dilucién Concentracion| Absorbancia a
{ugiml) 430 nm
5125 2 0.0215
10/25 4 0.0429
15125 6 0.0644
20425 8 0.0909

y =0.011x - 0.002

TABLA No. 13: Cuantificacion de sapogeninas esleroidales a 430 nm en fronda de

Phlebodium pseudoaureum. (Ver Fig. 17 en Anexos)

Concentracion de - peso de la
muestra Azszgl;a':::‘la la solucion madre co"('::: ;};:;:'o" muestra sa::::i‘:las
{mg) (9)
fronda 1 0.0866 0.1925 0.0077 0.1252 0.1537
fronda 2 0.0830 0.1975 0.0079 0.1252 0.1577
fronda 3 0.0824 0.1850 0.0074 0.1252 01478

Media: 0.1531%
Desviacion Estandar: 0.0050
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TABLA No. 14: Cuantificacién de sapogeninas esteroidales a 430 nm en rizoma de

Phiebodium pseudoaum.
Concentraclén de . peso de la o
muestra Al;s:;ll; E::::la la solucion madre con{c:;};?:):xén muestra sap!;gif'l as
(mg) (9)
rizoma 1 0.0604 0.1375 0.0055 0.1251 0.1099
rizoma 2 0.0551 0.1250 0.0050 0.1251 0.0999
rizoma 3 0.0494 0.1125 0.0045 0.1251 0.0899

Media: 0.0999 %
Desviacion Estandar: 0.0100
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Como parte del tamizaje fitoquimico que se realizé a la fronda y al izoma de la especie
vegetal P. pseudoaureum, se realizaron vanos ensayos para determinar presencia de:
alcaloides, flavonoides, saponinas, cumarinas, taninos, antraquincnas,
sesquiterpenlactonas, esteroles insaturados y esteroides y triterpencides. En dicho
tamizaje se pudieron observar diferencias en la composicion fitoquimica entre fronda y

rzoma, tal como se reporta en la literatura.

La tabla 1 y fig. 5 se muestra los resultados de los ensayocs macro y semi micro de
coloracion y precipitacion obtenidos; los cuales dieron resultado positivo en fronda y
rizoma, al agregar los reactivos precipitadores para alcaloides (wagner, dragendorff y
mayer). Sin embargo al realizar la cromatografia en capa fina para confirmar dichos
resultados, no se observd ninguna banda caracleristica para alcaloides. (Ver fig. 6} De
manera que los resultados falso-positivos oblenidos en los ensayos macro se debiercn
posiblemente a presencia de sustancias interferentes, tales como proteinas, peptonas,
purinas, aminas metiladas, sales de amonio, glicésidos, carbohidratos, betaina, colina e

incluso taninos.

La tabla 2 y fig. 7 muestra los resultados en la determinacion de flavonoides y
antocianinas; unicamente la fronda de P. pseudoaureum reporté resultados positivos en
los ensayos macro y semi micro de coloracion y precipitacion, siendo éstos confimados
por medio de [a cromatografia en capa fina. Se observaron bandas caracteristicas para
flavonoides: rulina, hiperdsido, acido clerogénico, quercetina, acido cafeico, kaempferol

y quercitrina hidratada. (Ver fig. 8)

El rizoma de dicha especie presentd flavonoides y antocianinas dentro de su
composicién, segun la cromatografia en capa fina. Esto confiima lo publicado
anteriormente en la literatura, donde la fronda es la mas rica en dichos metabolitos

secundarios (1).

Segun los resultados de la tabla 3 y fig. 9, no se determiné presencia de espuma
caracteristica de saponinas en fronda y en rizoma de la especie vegetal P
pseudoaureum. Sin embargo, generalmente se prefiere confirmar este tipo de ensayo

con cromatografia en capa fina y mediciones espectrofotométricas.
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Segun los resultados de la cromatografia en capa fina (Ver fig. 10), se determind posible
presencia de saponinas en fronda y en rizoma de dicha especie vegetal, ya que se
observaron bandas caracteristicas. Sin embargo, dichas bandas no coinciden con
ninguno de los estandares de saponinas, sapogeninas y esteroides {B-Sitosterol,
Stigmasterol, Ergosterol y Colesterol) que se corrieron. Por lo que se puede considerar

la posibilidad de que estas muestras contengan saponinas de otro tipo.

En latabla 4 y fig. 11 se puede observar que la fronda y el nzoma reportaron presencia
de cumarinas dentro de su composicion fitoquimica, segdn los ensayos macro y semi
micro, los cuales fueron confirmados mediante la cromatografia en capa fina (Ver fig.
12). Se observaron bandas caracleristicas de cumarinas, que coincidieron con los
estandares: cumarina, acido cumarico y umbeliferona, por lo que se puede considerar la

posibilidad de que las muestras contengan este tipo de cumarinas.

Al realizar los ensayos macro y semi micro de coloracidn y precipitacién para
determinacion de sesquiterpenlactonas (Tabla 5}, los resultados fueron negativos para
fronda y rizoma de la especie vegetal P. pseudoaureum, al realizar tanto la prueba de

Legal y Baljet.

En |a tabla 6, se pueden observar los resultados de los ensayos macro y semi micro de
coloracion y precipitacidon para determinacién de taninos. Se puede observar que
unicamente la fronda de P. pseudoarueum presentd taninos dentro de su composicion,
siendo éste posiblemente del tipo catecol. Eslos compuestos fendlicos se encuentran
frecuenternente formando glicdsidos. Son relativamente polares y tienden a ser solubles
en agua, siendo detectados asi por el inlenso color negro-azulado (para el pirogalol) o
grisaceo-negro (para el calecol) al agregar una solucién acuosa o alcohélica de cloruro

férrico al 1%.

En las tablas de resultados 7, 8 y 9; se puede observar que tanto la fronda como el
rizoma de P. pseudoaureum no presentaron antraquinonas, esteroides y triterpencides
y esteroles insaturados dentro de su composicion, segun los ensayos macro y semi

micro de coloracion y precipitacién.

Segun la literatura, los estudios de composicion quimica que se han realizado en
algunas de las especies del género Phlebodium, son atn incompletos. Unicamente se
conoce que algunas especies del género Phieboidum usadas medicinalmente en El

Salvador contienen alcaloides, sesquiterpenlactonas y taninos dentro de su
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composicion. En este proyecto de investigacién han sido flavoncides, saponinas,
taninos y cumannas algunos de los metabolitos secundarios delectados en P.

pseudoaureum.

Los resultados de la cuantificacién de flavonoides totales expresados como quercetina
por ultravioleta visible (U.V), se pueden observar en las tablas 10 y 11. Se encontrd un
porcentaje mucho mayor de flavonoides tolales expresados como quercetina para la
fronda de P.pseudoauvreum {0.23%, con desviacion estandar de 0.0030) que para el
rizoma (0.04%, con desviacion estandar de 0.0323).

Como caracteristicas generales de estos compuestos se debe senalar su solubilidad en
agua y elanol, su caracter fendlico y su intensa absorcion en la regidn ultravioleta y
visible del espectro, debido a la presencia de sistemas aromaticos y conjugados. Una
clasificacion preliminar del tipo de flavonoide en un extracto de planta, puede hacerse
basado inicialmente en un estudio de sus propiedades de solubilidad y de
comportamiento ante reacciones de color; esto, seguido por un examen cromatografico
directamentemente del extracto y/o del extracto hidrolizado. La separacion puede
hacerse por procedimientos cromatograficos, y la identificacién de los componentes
individuales por comparaciones cromatogrificas y espectroscopicas con compuestos
estandar o con la literatura.

En la cuantificacion de sapogeninas esteroidales segun el metodo de Baccou (tabla 12),
se puede observar la curva del estandar diosgenina a cuairo concentraciones: 2, 4, 6 v
8 microgramos por mililitro. La curva se leyé a 430nm, se obtuvo un coeficiente de
determinacién (R?) de 0.997 y una ecuacién lineal donde y = 11.48x - 0.002. (Ver fig. 16

en anexos)

Por medio de esta curva de calibracion se calcularon los porcentajes de sapogeninas
esteroidales para fronda de P. pseudoaureum que fue de 0.15% {con desviacion
estandar de 0.0050) y para rizoma que fue de 0.10% {con desviacién estandar de
0.0100). (Ver tablas de resuitados 13 y 14)

Estos resultados confirman la informacion obtenida en la literatura, ya que en el aio
2005, en Guatemala se realizd un trabajo de tesis donde se concluyd que los extractos
fluidos, blandos, secos y tinturas de fronda de P. pseudoaureum contienen mayor
presencia de flavoncides que saponinas. En cambio, el rizoma de esta misma especie

contiene mayor presencia de saponinas gque flavonoides (1).
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La determinacidn de sapogeninas esteroidales se basa en reacciones de coloracion
con anisaldehido, acido sulfarico y acetato de etilo, con lo cual se forma un cromoéforo
con el mismo espectro de absorcién y un Unico pico a 430nm tanto para el estandar

como para la muestra.

Cabe mencionar que las plantas medicinales son productos vegetales de origen natural
y de composicion vanable no totalmente definida. Es decir, son seres vivos que varian
constantemente su composicion. En el transcurso de la vida de una determinada planta
y dependiendo de la naturaleza, del tiempo de exposicién al sol, de la calidad y calidad
del agua de riego, de las caracteristicas del suelo, de la época de recoleccion, etc. Su
composicién quimica varia cualitativamente y cuantitativamente. Ademas, las distintas
partes de una misma planta (hojas, raices, etc) también tienen distinta composicion.
Como se pudo observar en el presenle proyecto de investigacion, donde la fronda de P.
pseudoaureum presenté mayor porcentaje de flavonoides y saponinas que el rizoma de

la misma especie vegelal.

Los analitos presentes en las plantas medicinales se hallan en el interior de su
estructura y no de forma aislada como sucede en una mezcla de analitos y excipientes,
por lo que éstos deben ser extraidos de su interior, donde la principal dificultad de
extraccion del analito no radica en el tratamienio del preparade a base de plantas
medicinales, sino en el de la propia materia pima. A causa de esta caracteristica, a
menudo deben aplicarse fratamientos de muestra largos y agresivos, lo que pude
provocar pérdidas importantes de analito. Todo ello hace que los porcentajes de
recuperacion sean generalmente bajos. Y en muchas ocasiones es imposible separar

el propio analito (principio activo) del resto de componentes.

Tedos estos aspectos dificultan cada vez mdas [a validacién de métodos analiticos de
plantas medicinales, ya que se dificulta lograr homogeneidad y representatividad de las
muestras. Por tanto es imporante realizar un muestreo adecuado y homogeneizar la
meustra a analizar al objelo de conseguir la maxima representatividad. Aun cuando se
utilizan extractos nomnalizades de plantas medicinales que han pasado por una fase
previa de homogeneizacién, conlinua persistiendo la inceridumbre sobre si su

composicidn quimica es realmente homogénea.

De manera que se pude decir que la composicion quimica y la calidad de la planta

medicinal como materia prima es un factor determinante para la composicidn y la
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calidad final de sus preparados y especialidades farmaceuticas.
fundamental el contrel de calidad de la planta medicinal (materia prima).
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Por ello, es
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Se idenlificod presencia de flavonoides, saponinas, cumarinas y taninos en los

extractos alcoholicos de fronda de Phiebodium pseudoaureum, segun tamizaje

fitoquimico.

Se identificoé presencia de saponinas y cumarinas en los extractos alcoholicos de

rizoma de Phlebodium pseudoaureum, segan tamizaje fitoquimico.

La muestra de fronda de Phlebodium pseudoaureum posee 0.23%

flavonoides totales expresados como quercetina dentre de su composicion.

La muestra de rizoma de Phlebodium pseudoaureum posee 0.04%

flavonoides totales expresados como quercetina dentro de su composicion.

La muestra de fronda de Phlebodium pseudoaureum posee 0.15%

sapogeninas esteroidales dentro de su composicion.

El extracto de rizoma de Phlebodium pseudoaureum posee 0.10%

sapogeninas esteroidales dentro de su composicion.

de

de

de

de

El extracto de fronda de Phiebodium pseudoaureurn contiene mayor presencia

de flavonoides que sapogeninas esteroidales.

El extracto de nzoma de Phlebodium pseudoaureum contiene mayor presencia

de sapogeninas esteroidales que flavonoides.
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11. RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio de la especie vegetal Phiebodium pseudoaureum, para
poder determinar las estrucluras gquimicas de los flavonoides y saponinas dentro

de su composicion.

Continuar con el estudio de las otras especies que pertenecen a este género
para comparar entre ellas, el porcentaje de flavonoides y saponinas dentro de su

composicion.

Realizar la evaluacion famacoldgica de los extractos alcohdlicos de fronda v
rizoma de Phlebodium pseudoaureum con el propOsito de validar las

propiedades medicinales que se le atribuyen popularmente.
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13. ANEXOS

Figura No. 1: Phlebodium psetdoaureum

Figura No. 2: Estructura base y algunos ejemplos de flavonoides
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Figura No. 3: Sintesis de flavonoides
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Figura No. 5: Ensayos macro y semi micro de coloracién y precipitacion para
determinacién de Alcaloides en rizoma de P. pseudoaureum
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Figura No. 7: Ensayos macro y semi micro

de coloracién y precipitacién para
determinacion de Flavonoides y Antocianinas.
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Figura No. 8: Cromatografia en capa fina para Flavonoides y Antocianinas

1 = Rizoma (no se cbservd ninguna
banda)
2 = Frenda
Rfa=0.31

Rfb = 0.56

Rfc=0.66

Rfd=0.89

Rfe =0.96

3 = Quercetina (R= 0.96)

4 = Kaempferol (Rf= 0.96)

5 = Quercitrin (Rf = 0.96)

6 = Acido Cafeico (Rf = 0.96)

7 = Hiperdsido (Rf = 0.89)

8 = Rutina (Rf= 0.56)

9 = Acido Clorgénico (Rf= 0.66)

Fase movil:
n-butanol-acido acético-agua

Deteccion: Reactive de productos
naturales (NP/PEG)

1 = Control positivo (saponinas) 1 = Control positive (saponinas})
2 = Control negativo (agua destilada) 2 = Rizoma
3 = Fronda 3 = Control negativo (agua destilada
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Figura No. 10: Cromatografla en Capa fina saponinas

1= Fronda
Rfa=0.48
Rfb = 0.60
Rfc=0.71
Rfd=0.,81

2 = Rizoma
Rfa=0.43
Rfb=0.81
3 = Sapogeninas (Rf= 0.93)
4 = Saponinas (Rf= 0.93)
5 = Ergosterol (Rf = 0.93)
6 = Colesterol (Rf=0.93)

Fase movil:
n-butancl-acide acético-agua

Deteccidn: Anisaldehido-acido
sulfirico

Figura No. 11: Ensayos macro y semi micro de coloracién y precipitacidn para
determinacion de cumarinas.

1 = muestra sin reactivo
2 = muestra con reactivo (hidréxido de potasio 0.5 N)
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Figura No 12: Cromatografia en Capa fina para cumarinas.

1 = Fronda
Rfa=0.08

2 = Rizoma
Rfa=0.08
Rfb=0.13
3 = Acido Cumérico (Rf= 0.08)
4 = Cumarina (Rf=0.08)
5 = Umbeliferona (Rf = 0.08)

Fase movll;
Tolueno-acetato de etilo

Detacclén: Solucidn etandlica de
hidrdxido de potasic al §%.

1 = Tubo testigo
© 2 =Fronda + gelatina 1%
‘ 3 = Fronda + gelatina-sal

4 = Fronda + cloruro férrico 10%
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Espectrofotémetro uitravioleta (U.V.)

Figura No. 14
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Figura No. 16: Curva de absorbancias de estandar Diosgenina.
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Figura No. 17: Cuantificacién de saponinas

Muestras calentandose en bafio de marla
por 20 minutos a 60°C

1 = Muestras de fronda por triplicado

2 = Muestras de rizoma por triplicado
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