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1. RESUMEN

El presente trabajo se centré en el estudio de tres especies diferentes plantas:
Lippia graveolens H.B.K. (orégano), Passiflora edulis Sims. (maracuya) y
Smilax domingensis Willd. (zarzaparrilla), determinando las concentraciones de
sapogeninas y flavonoides, dichos metabolitos secundarios son de gran interés

en las industrias y en la medicina.

Las saponinas tipo esteroide (sapogenina esteroidal) revisten importancia
debido al empleo como materia prima en la fabricacibn de hormonas
esteroidales, vitamina D, detergentes y otros relacionados. Los flavonoides son
pigmentos vegetales que tienen una amplia gama de actividades bioldgicas.
Estudios mas recientes concernientes a acciones antivirales, antiinflamatorios,
antioxidantes, etc., han hecho que los flavonoides sean tomados como un

grupo de compuestos interesantes con actividad bioldgica.

Con relacion a los aspectos mencionados, se crea la necesidad de investigar el
contenido de sapogeninas esteroidales y flavonoides presentes en las hojas de

la L. graveolens, P. edulis y rizoma de S. domigensis.

Para ello se procedio a preparar extractos etandlicos para su posterior analisis,
tanto fitoquimico como en la cuantificacibn mediante espectrofotometria en la
region visible. En el analisis fitoquimico de sapogeninas las muestras de S.
domigensis presentaron el mismo Rf que el estandar de Saponina, P. edulis y
L. graveolens presentaron valores Rf cercanos al estandar de saponinas,
donde todas mostraron coloracion violeta. Asi como la presencia de bandas de
color rojo que coincide con los estandares de saponinas tipo esteroles de [3-

sitosterol y el estigmasterol para las dos ultimas especies mencionadas.

Para el analisis fitoquimico de flavonoides, las tres especies presentaron
bandas similares a los estandares de flavonoides. Seguidamente se procedio
llevar al analisis espectrofotométrico para la cuantificacién de flavonoides y

sapogeninas.



El método utilizado para la cuantificacion de sapogenina fue el propuesto por
Baccou, J.C. que se expresan mediante la ecuacién de la curva de calibracion
del estandar de sapogenina esteroidal (diosgenina), y para los flavonoides el
método utilizado fue para flavonoides totales expresados en quercetina, segun
la Farmacopea Brasilena, los resultados obtenidos confirman la presencia de
sapogeninas esteroidales y flavonoides en la composicion quimica de las tres
especies.

De acuerdo a los resultados de los porcentajes de sapogeninas esteroidales y
flavonoides respectivamente fueron: L. graveolens 1.36 % y 2.4343 %, P. edulis
fue 0.7059 % y 0.2675 %, y S. domingensis 1.63 % y 0.0871 %.



2. INTRODUCCION

Desde hace mucho tiempo el ser humano, por la misma necesidad de
supervivencia, ha recurrido al uso y provecho de las plantas, poco a poco se
han ido descubriendo las propiedades curativas de las mismas. En la
actualidad, el uso de las plantas medicinales ha cobrado importancia; los
estudiosos han dedicado tiempo y esfuerzo para conocer y profundizar el valor
curativo que representan.

Guatemala por su posicion geografica, se caracteriza por la gran
diversidad de plantas con las que cuenta y desde la época precolombina sus
habitantes han aprovechado y siguen aprovechando en los momentos actuales,
todos estos recursos naturales, como una alternativa para prevenir y curar sus
enfermedades. Aparte de ser naturales, son economicos, faciles de obtener y
de preparar.

Estas ventajas han contribuido a que el aprovechamiento de estos
recursos hoy sea un tema de interés nacional. Por tales razones el estudio de
las especies vegetales con actividad terapéutica es indispensable, siendo en
este caso objeto de interés Lippia graveolens (Orégano mexicano), Passiflora
edulis (maracuya) y Smilax domingensis (zarzaparilla), plantas nativas de
Mesoamérica.

Es por ello que es importante identificar y cuantificar los marcadores
quimicos de éstas especies por el interés medicinal. Una vez detectada la
presencia de saponinas y flavonoides, por métodos cromatograficos en capa
fina (CCF). Se procedié a analisis cuantitativo mediante espectrofotometria

visible (vis).



3. ANTECEDENTES

3.1 Nombre cientifico: Lippia graveolens H.B.K.

311 Familia : Verbenacea

3.1.2 Sindnimos:
Goniostachyum graveolens Small; Lantana originoides Mart & Gal; L.

berlandeirei Schauer in Dc. (1)

3.1.3  Nombres comunes:
Orégano, orégano mexicano, orégano de cerro, orégano del monte,
orégano de la tierra, mejorana, salvia, hierba dulce, xaak-ché,

xakilché. (2, 3,4)

3.1.4  Habitat: y Distribucién geografica
L. graveolens se encuentra en bosques secos y montes espinosos
subtropicales, en pendientes pedregosas, en partes planas, humedas
0 secas, a elevaciones bajas, de aproximadamente 300 a 400msnm.
En Guatemala es reportado en los departamentos de El Progreso,
Zacapa y el Petén. Y también existe en California, Sur de Texas y

Centroameérica. (1, 2,35

3.1.5 Descripcién botanica:
Arbusto delgado que puede llegar a medir hasta 2m de alto, ramas
con pubescencia cortante pilosa. Estan provistas de tricomas cortos.
Hojas en peciolos 5-10mm de largo, oblongas y elipticas de 2-4cm de
largo, obtusas o redondas en el apice, sucordadas a la base,
densamente pilosas. La hoja en el haz (cara superior) esta provista
de una cubierta densa de pelos suaves, y en le envés (cara inferior)
hay muchas glandulas y muchos pelos. Los margenes de las hojas
son finamente cerradas. Las inflorescencias, espigas subglobosas,
estan en las axilas de las hojas. Las flores pequefias son blancas,

subglobosas a oblongas de 4-12mm de largo, bracteas



ovadolanceoladas, agudas; caliz de 1-2mm de largo, glandular;

corola blanca de 3-6mm de largo. (2, 3,5,67,)

3.1.6 Usos etnomédicos

La decoccion o infusidon de hojas del orégano, se usa para tratar
anemia, afecciones gastrointestinales y respiratorias, hidropesia,
ictericia, amenorrea, dismenorrea y reumatismo. La decoccion en
leche se usa para tratar asma y bronquitis; un jarabe de las hojas
secas se usa para tratar diabetes, disenteria, catarro y resfrios.

Por sus propiedades desinfectantes la decoccion se utiliza
topicamente para quemaduras, cicatrizacion de heridas, llagas e
inflamaciones de la garganta, en bafios se usa para fortalecer nifios
debilitados, combatir la gripe y para aliviar el prurito y la sarna; en
cataplasma para madurar abscesos, calmar neuralgias y aliviar
induraciones, cancer y tumores; en fricciones y bafios se usa como
calmante. La planta fresca macerada en aceite se aplica a los
dolores reumaticos. (3 6,8)

Se le atribuye propiedad antitusiva, antidiarreica, broncodilatadora,
antioxidante, antiséptica, aromatica, calmante, carminativa,
cicatrizante, desinflamante, diaforética, digestiva, diurética,
emenagoga, espasmolitica, estimulante, expectorante, pectoral,

sudorifica y ténica. (3 6,8)

3.1.7 Composicion quimica

Las hojas de L. graveolens contienen: aceite esencial (1.8%),
glicésidos saponinicos, flavononas (pinocembrina, naringenina),
lapachenol, icterogenina, taninos y triterpenos, celulosa, pigmento y
elementos minerales. La corteza y raiz contienen glicosidos
saponinicos, aceite esencial y taninos. (13

El contenido de carvacrol y timol del aceite esencial varia
considerablemente: de 40.1 — 60.6% de timol y de 3.1 — 21.2% de
carvacrol, el rendimiento del aceite depende de la estacién y las

condiciones climaticas. (9,10



3.1.8

Toxicologia

Los extractos acuosos y etandlico de hojas de L. graveolens
(500ppm) presentan cierta toxicidad dosis-dependiente contra peces
del género Mollinesia. Su administracion durante embarazo esta
contraindicada, ya que puede producir aborto. El lapachenol tiene
actividad carcindégena y podria explicar cierta actividad antifertilidad
atribuida. La Dosis Letal (DL) del carvacrol por via oral en conejos es
100mg/Kg. (3)

Estudios fitoquimicos
Existe una marcada diferencia del contenido de aceite esencial entre
tallos y hojas. Las hojas secas presentan un contenido cuarenta
veces mayor que los tallos. Pero también hay mucha diferencia en la
composicién del aceite: en tallos hay mas sesquirterpenos, pero al
mismo tiempo disminuye el numero de monoterpenos. El contenido
del componente de sabor, carvacrol, es igual en hojas y tallos,

mientras el contenido de timol es muy reducido en los tallos. (2,11)

3.2 Nombre cientifico: Passiflora edulis Sims.

3.2.1

3.2.2

3.2.3

Familia : Passifloraceae

Sinonimias

Passiflora diadem Vell., P. idocarina Barb. Rodrig., P. middletoniana
Paston., P. pallidiflora Bert., P. pircroderma Barb. Rodrig., P.
pomifera. M. Roemer., P. rigidula Jacqg., P rubricautis Jacq., P.

vernicosa Barb. Rodriguez, P. verrucifera Lindl. (s, 15, 20, 26, 48)

Nombres comunes

Granadilla, maracuya, flor de la pasion o fruta de la pasion, granadilla
silvestre, granadina, maracuya violeta, maracuya comun, granadilla
hawaina, gairendel, grenadina, calala, maracuja roxo, maracuja,
pasion fruit pulple, pasion fruit yellow, passion flover, purple

granadilla. (12, 13, 14, 15, 16)



3.2.4

3.2.5

Habitat y distribucion geografica
Planta nativa desde Brasil hasta norte de Argentina; ademas se
cultiva por sus frutos o por su ornamental; es raramente cultivada en

Guatemala, y tal vez es naturalizada ocasionalmente. (12,13, 14, 15,16)

Descripcidn botanica

Planta herbacea, glabra o raramente pilosa, estipulas linerares de
1cm de largo, enteras o ligeramente glandulares, enruladas, peciolos
de 4cm de largo, biglandulares en el apice, las glandulas no
pediculadas o corto estipuladas; hojas de 5 a 11cm de largo y de 4 a
10cm de ancho, son trilobuladas debajo de la mitad, los l6bulos son
de 2 a 4cm de ancho, son trilobuladas debajo de la mitad, los Iébulos
son de 2 a 4cm de ancho, agudos o acuminados, hojas redondeadas
o ligeramente acorazonadas en la base, cerradas, de poco grosor;
pedunculos robustos de 6¢cm de largo o mas, cortos; bracteas ovadas
de 2 a 2.5cm largo, 1 a 1.5cm de ancho, obtusas o agudas,
pronunciadamente serradas, dentadas, en forma de peine o casi
laceradas, sin embargo son glandulares en los margenes; flores de
7cm de ancho; sépalos oblongos, de 3 a 3.5cm de largo y 1cm de
ancho, corniculados, de color verde en la parte externa y blanco en el
interior, pétalos oblongos de 2.5 a 3cm de largo, obtusos, blancos;
filamentos de la corona se presentan en series de 4 a 5, las dos
series exteriores son filiformes o ligeramente liguliformes de 1.5 a
2.5cm de largo, color blanco o purpura en la base; ovario ovoide o
globular, con finos vellos suaves y tupidos, o glabro en algunos
casos. Fruto ovoide o globular, de 4 a 5cm de largo, de color
amarillo, amarillo verdes o purpura, semillas ovaladas, de 5 a 6mm

de largo y 3 a 4mm de ancho con reticulas diminutas. (12, 13, 14, 16,17)
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3.2.6 Usos etnomédicos
Oralmente se usa en tratamiento de bronquitis, asma. Externamente
se aplica en inflamaciones hemorroidales.
La hoja fresca se usa para el tratamiento de la hipertensién anterior o
para inducir diuresis. Las hojas en decoccion son utiles como
febrifugo. Las hojas se preparan en infusibn como relajante y
sedante.
El extracto acuoso de las partes aéreas se toma para tratamiento de
tétanos, epilepsia, en casos de insomnio, neurosis cardiaca, para
regular la presion sanguinea.
La planta entera se toma en decoccion para anemia. También es util
como antitusivo, antidiarreico, emético, antipaludico.
El fruto se usa para problemas estomacales y tumores intestinales
por via oral y en homeopatia como remedio aplicado sobre el oido.
El jugo del fruto se toma como bebida refrescante y el fruto es

comestible. (12,13, 14, 17,19)

3.2.7 Composicion Quimica

Es rica en glicosidos, flavondsidos, passicapsina y passibiflorina,
glucésidos cianogénicos, vixentina, isovitexina, kampferol, crisina,
quercetina, neohisperidina y otros, su concentracion en hojas y flores
alcanza entre 1.5-2.1% dependiendo de la época de recoleccion.
También contiene varios derivados de fenol como 4-hidroxi-f-ionol,
vomifoliol y dehidrovomifoliol, linalol y a-terpenol y otros.

Los alcaloides reportados son harmano, harmina, harmalina, y

harmalol presentandose la mayor concentracion en las hojas. (17,20)

3.2.8 Toxicologia
Por lo general la pasiflora es muy bien tolerada, pero a dosis muy
altas pueden provocar nauseas y vomitos (por su sabor amargo),
cefaleas, taquicardia, disminucion del tiempo de reaccion frente a
estimulos externos, pudiendo dar convulsiones y paro respiratorio.
No se observa toxicidad aguda después de una administracion

intraperitoneal en ratones de extractos de pasiflora en dosis mayores
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de 500mg/Kg. y 900mg/Kg. de peso, temperatura rectal, coordinacion
motora, comparado con los patrones. Asi también un estudio
realizado con ratas blancas a las que se administré6 un extracto en
dosis equivalentes el consumo diario de un adulto humano durante
15, 30, 90 dias mostrd ausencia de cambios significativos en cuando
a peso, peso hepatico y cerebral, volumen de liquido corporal y

comida ingerida. (20.21)

3.2.9 Estudios fitoquimicos: Investigacion en hojas y planta entera
Segun la literatura y la base de datos NAPRALERT, la especie del
género que ha sido mayor objeto de estudio es P. edulis. Los
estudios de esta especie inician en 1968, cuando Staylor y Farlane
investigaron la biosintesis y metabolismo del harmano.
En 1975 Lutomski y Malek detectaron el flavonoide rutina y los
alcaloides harmano, harmina y harmol, tanto en tallo como en hoja;
reportaron la presencia de harmano en hoja y tallo de P. edulis
variedad flavicarpa. También descubrieron la presencia de saponinas
triterpenoides en partes aéreas de la planta Bombardelli reportd la
presencia de pasiflorina. (1¢)
Andreeti dilucidé en 1977 la estructura molecular de la pasiflorina
extraida de la planta entera.
A principios de la década de los ochenta, Koch descubrié una
cumarina, la umbeliferona, también identific6 los flavonides
neohesperidina, acido cafeico y acido clorogénico en las partes
aéreas de la planta.
Hacia 1981, en la Universidad de San Carlos de Guatemala, Herrera
como pionero del pais en investigacion sobre pasifloras, reveld en
sus analisis macro y semimicro que P. edulis tiene alcaloides
cuaternarios y no cuaternarios, esteroides insaturados, flavonoides,
taninos, polifenoles y glicésidos cianogenéticos en hojas, tallos y raiz.
Arbelaez en su obra titulada “Shamanismo, Medicina y Botanica” de
1983 reporta que P. edulis contiene los alcaloides elynodavina,

ergometina, y clanoclavina. (16)
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Arbain en 1989 realizé un tamizaje fitoquimico mostrando ausencia
de alcaloides. Mareck descubre en 1990 los flavonoides, luteolina,
chinovésido y fucdsido de luteolina.

En 1996 Chassagne identificé y cuantificé en las hojas el glicésido
cianogénico prunasina. Durante 1997 Moraes identifica los
flavonides rutina y orientina.

En dos estudios realizados por aparte en el aino 2000 Yoshikawa
demostrd la existencia de siete nuevos cicloartanos triterpenoides:
los acidos pasifléicos A, B, C, D, E, F, G, y once saponinas
relacionadas: los ciclopasifésidos |, Il, Ill, 1V, V, VI, VII, VIII, IX, Xy XI
en hojas y tallos. (16)

3.3 Nombre cientifico: Smilax domingensis Willd.

3.3.1

3.3.2

3.3.3

3.3.4

3.2.5

Familia; Smilaceae

Sinonimias
Smilax caudata Lundell.; S. lundeii Killip & Morton.; S. lanceolata Aula

& Linneo.; S microscola Robinson Killip & Morton. (22

Nombres comunes
Zarzaparrilla, tietie, china-root, zarza y corona de cristo, bejuco de la

vida, cocolmeca, cuculmeca, diente de chucho. (27

Habitat y distribucién geografica
Crece en bosques o matorrales humedos, desde cerca del nivel de
mar hasta los 1200msnm; se ha descrito en Alta Verapaz, Escuintla,

Izabal, Santa Rosa, Suchitepéquez y Zacapa. (22,23

Descripcién botanica

Glabras completamente, tallos teretes, escasamente armados en la
parte inferior con aguijones robustos recurvados inerves en la parte
superior. Hojas 6-15cm por 1.5-10cm, 1.4-6 veces mas larga que
ancha, ovadas, lanceoladas-ovadas o lanceoladas, cartaceas,

inermes, nervios desde la base, las nervaduras primarias
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prominentes en el envés, no impresas en el haz, el par exterior
submarginal, las nervaduras secundarias conspicuas, algo
prominente, reticuladas, el apice brevemente acuminado o
brevicuspidado, la base aguda, el margen entero, peciolos 0.5-2cm.
Umbelas estaminadas solitarios, pedunculo 1-5mm, mas corto que el

peciolo subyacente (22, 24)

3.2.6 Usos etnomédicos
Se usa por via oral para el tratamiento de anemia, afecciones
gastrointestinales (diarreas, dolor de estdmago, inapetencia),
hinchazén, malaria, dolor de rifilones, enfermedades de la sangre, y
venéreas, hepatitis, reumatismo y tumores. Se aplica topicamente
para tratar afecciones dermatomucosas (alergias, eczema, liquen

plano, tinea, psoriasis). (22,25)

3.2.7 Composicién quimica
El tamizaje fitoquimico indica la presencia de alcaloides, aceites
esenciales, esteroles insaturados, glucdsidos esteroidales
(saponinas, cardendlidos, bufadiendlicos), flavonoides,
leucoantocianidinas, taninos, polifenoles, resinas, azucares y grasas.
Se han aislado agliconas esteroidales (parillina, sarsasapogenina,

smilagenina). (7,24

3.2.8 Toxicologia
La decoccidon tiene una Dosis Letal media (DLsp) por via oral en
ratones mayores de 80g/kg. La administraciéon aguda del extracto no
tiene efectos toxicos en ratones. La crénica no produce sintomas, ni

cambios sanguineos. (22

3.3 Extraccion de materias primas vegetales:
El primer paso para la extraccion de materias primas vegetales es la
seleccion del solvente dependiendo del propdsito al que se destine. Se
puede obtener un extracto que contenga la mayor parte de los

constituyentes quimicos con determinadas caracteristicas utilizando un
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solvente mas selectivo, de menor polaridad como por ejemplo el hexano
que extrae solo compuestos apolares.

Los solventes mas usados en las industrias de productos fitoterapéuticos
son el agua, el etanol, la glicerina, propilenglicol y mezclas de estos
liquidos. En la industria de aislamiento de productos naturales puros, se
utilizan hidrocarburos clorados, alcoholes, ésteres, éteres, cetonas y
aceites.

En el proceso de eleccion de un solvente determinado deben
considerarse aspectos como la selectividad, facilidad de manipulacion,
precio, seguridad ambiental y sobre todo la toxicidad del solvente. En el
caso del aislamiento de productos naturales puros, pueden usarse
solventes organicos o mezclas azeotropicas.

Las variables que interfieren en el proceso de extraccion, independiente
de la escala de produccién o del tipo de producto final son: estado de
division de la droga, agitacion temperatura, pH, naturaleza del solvente

y el tiempo de extraccion. ()

Estado de division de la droga:

Cuanto menor sea el tamafo de particula mayor sera la eficiencia del
proceso, debido a que existe mayor area de contacto entre la planta y el
solvente. Sin embargo, particulas muy finas dificultan el proceso de
percolacién, pues se procesos de compactacion y formaciéon de falsas

vias. (26)

3.3.2 Preparacion de extracto para seleccion fitoquimica:
3.3.2.1 Generalidades

Practicamente todos los constituyentes de plantas de interés en
seleccion fitoquimica tienen cierta solubilidad en etanol o metanol
al 80%, los cuales pueden ser usados en este experimento. El
extracto puede ser utilizado directamente en ciertas pruebas de
seleccion fitoquimica, mientras que en otros el solvente debe ser
previamente removido para los efectos de ejecutar la prueba. En

otras pruebas podra utilizarse el material vegetal seco. (26
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3.3.2.2 Caracterizacion quimica

3.3.2.3

3.3.24

Para la caracterizacion quimica de espécimenes botanicos se
preparan extractos, los cuales son mezclas complejas de varios
constituyentes fitoquimicos. Para la gran mayoria de extractos
botanicos, se puede decir que no se conoce con certeza cual de los
componentes es el responsable del efecto farmacolégico reportado.
Para el material vegetal que posee una monografia, ciertos
constituyentes quimicos son elegidos y se describen ensayos
cuantitativos para evaluar su contenido. La eleccion de tales
componentes, generalmente conocidos como marcadores, esta
basada en ciertas consideraciones. (27)

El cribado fitoquimico tiene como objetivo general la determinacién
cualitativa de los principales grupos quimicos presentes en el
material vegetal y que por lo general son los responsables de la
actividad farmacologica. Estos ensayos son simples y pueden
utilizarse de forma general para la caracterizacion de extractos
obtenidos de material vegetal pero no son ensayos cuantitativos,
por lo tanto, no indica por si solos la calidad del material vegetal. o7
Actualmente, los siguientes tipos de marcadores son especificados
en las monografias y pueden ser identificados en la materia prima.
(27)

Sustancias activas

Son constituyentes que tienen actividad clinica probada. El
contenido minimo o rango par los principios activos es especificado

usualmente en la monografia individual. (27

Marcadores activos
Son compuestos que tienen actividad farmacoldgica conocida y
contribuyen en cierto grado a la eficacia. Sin embargo, la eficacia
clinica para estos constituyentes puede no estar demostrada. Un
contenido minimo o rango de marcadores activos es especificado

usualmente en la monografia individual. (27
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Marcadores analiticos
Cuando los principios activos ni los marcadores activos son
definidos, otros constituyentes son utilizados para la determinacion
cuantitativa. Estos marcadores ayudan en la identificacion del
material. Manteniendo un contenido minimo o rango especifico de
los marcadores analiticos podemos llevar a cabo la estandarizacion

del extracto vegetal. (27

3.3.3 Ensayo fisicoquimico

3.3.3.1 Meétodos cualitativos: tiene como finalidad detectar e identificar las

diferentes sustancias que componen la droga. (o)

3.3.3.2 Métodos cuantitativos: cuya finalidad es cuantificar, es determinar

3.3.3.3

en que proporcidon se encuentran dichas sustancias en la droga. En
dichos ensayos es conveniente disponer de drogas patron y
principios activos patron que sirvan de referencia para comparar la

droga investigada. (26)

Descripcion de la técnica de 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, retenida sobre una superficie
plana. En esta técnica, una soluciéon de la muestra que va a ser
analizada se aplica por medio de un tubo capilar sobre la superficie
de un adsorbente inerte (silica, alumina, etc.) distribuido
uniformemente sobre una placa de vidrio o de aluminio. La placa se
coloca verticalmente dentro de una camara previamente saturada
con el vapor del eluente adecuado, de tal forma que la parte inferior
de la placa que contiene la muestra entre en contacto con la fase
movil. El eluente va a migrar por capilaridad en la placa
cromatografica, separado por migracion diferencial los diversos
componentes de la mezcla a ser estudiada. Después que ha

ocurrido, se evapora el eluente y la placa se analiza utilizando luz
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Ultravioleta (UV) o luz visible (Vis), o aplicando reactivos que dan
como resultado reacciones de coloracidon con las sustancias
contenidas en la mezcla analizada.

Esta técnica se debe a las multiples ventajas que ella ofrece, entre
las cuales podemos citar: su facil comprension y rapida ejecucion,
la versatilidad, su reproducibilidad y el bajo costo. El proceso de
separacion esta fundamentado principalmente en una serie de
etapas o equilibrios de absorcidn-desorcion. Otros tipos de
cromatografia, como la de reparto o la de intercambio i6nico
pueden tener lugar cuando se utilizan fases estacionarias
apropiadas.

En el mercado se encuentran placas cromatograficas prefabricadas
a un precio relativamente elevado, las cuales no necesitan de la
fase preparatoria y son mas homogéneas y uniformes, facilitando
de esta manera una mejor separacion y haciendo mas
reproducibles los valores de Rf (factor de retencion). El factor de
retencién es la medida de migracién de una sustancia determinada

en un solvente dado.

Rf = Distancia recorrida por la sustancia

Distancia recorrida por el disolvente.

Los siguientes factores causan variaciones en el valor del Rf no
permitiendo que sea un valor absoluto: las variaciones de
temperatura del medio ambiente, el grado de pureza de los
disolventes utilizados y las variaciones de homogeneidad de las
diferentes placas de capa fina. Debido a estos factores el uso de
una sustancia de referencia para garantizar la identificacién, es
muy importante, principalmente cuando se trata de extractos de
plantas. Asi como la técnica de aplicacion de la muestra, la elusion,
el revelado y la observacion de los resultados. Escoger el eluente
apropiado, es de gran importancia para la buena separacion de las

sustancias. Este debe ser seleccionado en funciéon de la fase
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estacionaria empleada y en funcién de la naturaleza de las

sustancias que van a ser separadas. (s)

Identificacion por CCF.

La cromatografia en capa fina es un método simple, eficiente y no
necesita un equipo sofisticado para su ejecucion. Este método sirve
para identificar las drogas vegetales, sus extractos y tinturas e
igualmente para que en una formulacién farmacéutica sea posible
identificar la presencia de una droga o de sus extractos.

Estas sustancias denominadas marcadores (0 marcadores
positivos), son seleccionadas entre los compuestos caracteristicos
de la planta. El uso de ellas debe limitarse solamente a la
identificacion del material vegetal, de los extractos y de las tinturas.
Los marcadores pueden servir, igualmente, para identificar la
presencia de la droga en una formulacién farmacéutica. Cuando los
marcadores no son las sustancias responsables de la accion
farmacolégica de la droga, no deben ser utilizadas para las
determinaciones cuantitativas. La presencia de manchas o bandas
coloreadas con el mismo Rf de las sustancias de referencia en el
cromatograma de la muestra, no es suficientemente para identificar
la droga. La existencia de otras manchas o bandas coloreadas
debe ser anotada, asi como su posicion de las sustancias de
referencia utilizadas. El uso de sustancias de referencia que no son
constituyentes de las plantas es de utilidad para determinar la

ocurrencia de falsificaciones (marcadores negativos). (2g)

Descripcidn de la técnica e identificacion y cuantificacion de
metabolitos secundarios en espectrofotometria.
La espectrofotometria es un método de analisis Optico para
investigaciones bioldgicas. El espectrofotometro es un instrumento
que permite comparar la radiacion absorbida o transmitida por una
solucion.
La espectrofotometria de absorcién es la medida de la absorcién o

emision de energia radiante, la energia que incide sobre una
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muestra es una radiacién monocromatica (de una sola longitud de
onda), este instrumento se utiliza para cuantificar de una especie
absorbente, en esta practica, se realizé la medida de dos colores
azul y rojo para determinar la absorbancia por medio de la
transmitancia. La ventaja de este instrumento es tener amplia
intervalo de longitud de onda,

Cuando el rayo de luz llega a la cubeta optica lleva el 100% de su
energia. A medida que penetra en la sustancia, puede ir perdiendo
su potencia en funcidén de tres variables: el grado de concentracion
de la sustancia, la longitud del medio absorbente o sea la distancia
que el rayo debe recorrer y la longitud de onda o color del rayo que
se esta usando, porque si la sustancia que esta estudiandose tiene
un color determinado, se comporta diferente frente a los diferentes
colores de luz que se puedan hacer pasar a través de ella.

El tubo blanco se prepara para no interferir en las proximas lecturas
de absorbancia, ya que no contiene otras sustancias a examinar
por lo que se utiliza agua destilada y reactivos de acetato de etilo y
acido sulfurico como blanco.

Toda sustancia puede absorber energia radiante, como el vidrio y
agua. La absorcién depende de la estructura de las moléculas y
caracteristicas.

Estos valores se utilizan para elaborar una grafica de absorbancia
versus concentracion, en donde por regresion lineal se sabe la
pendiente y el intercepto, los cuales son valores constantes que se
aplican en al ecuacion X = y —a / b para encontrar una

concentracion desconocida. (o)

Analisis espectroscépico

Para la valoracién de las drogas se utilizan en la actualidad una
serie de técnicas espectroscopicas, las vibraciones
electromagnéticas utilizadas en el analisis espectroscopico pueden
clasificarse aproximadamente por la longitud de onda en UV,

espectro  visible, infrarrojo cercano e infrarrojo. El analisis
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espectroscopico se funda en la capacidad de ciertas moléculas de
absorber vibraciones a longitud de onda especificas. Asi la cadena
lateral butendlidos y algunos heterdsidos cardiacos es causa de
una fuerte absorcion a 215-220nm; los dobles enlaces conjugados
del licopeno (un pigmento del tomate y otros frutos) dan un maximo
de absorcién del la luz a una longitud de onda de 470nm. Dando
asi un color rojo, y el grupo C=0 de las cetonas, acidos
carboxilicos y ésteres origina una fuerte absorcion en el infrarrojo
aproximadamente a 5.7-6.1ug. En las regiones ultravioleta y visible,
el espectro de absorcion caracteristico de una molécula es
producido por cambios en los niveles de energia electronica,
asociados con varios grupos cromoforos de la molécula. Estos
cambios suponen la absorcion de cantidades relativamente grandes
de energia (en quanta exactos), que van también acompafados de
cambios e la energia de vibracion y de rotacién en la molécula. El
resultado es un espectro de absorcion en bandas sin picos
marcados. En comparacion, el espectro de absorcidon de una
molécula  en la region del infrarrojo es mucho mas complejo,
debido a que aqui las energias producidas demasiados pequeias
para provocar cambios electréonicos, pero lo suficientemente
grandes para producir numerosos cambios de energia vibratoria y
rotatoria. Cada uno de estos cambios va unido a una longitud de
onda caracteristica, el espectro muestra una estructura mucho mas
fina que en la regién visible o ultravioleta. El espectro infrarrojo de
una molécula puede dividirse en la regidén de las “huellas digitales”
que es caracteristica de la molécula en examen, pero en la cual es
dificil asignar picos a las vibraciones especificas, el resto del
espectro, en el cual pueden reconocerse muchos grupos
funcionales.

Si la luz de una determinada longitud de onda pasa a través de una
solucion de una sustancia, la transmision es (T) = I/lo donde lo es la
medida de la luz que llega al detector (una célula fotoeléctrica)

cuando en el trayecto luminosos no existe mas que disolvente, e |
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es la luz que llega al detector cuando se examina una solucion de

la sustancia a investigar. (29)

Saponinas

Las saponinas son glicosidos (combinacion de azucares y agliconas o
sapogeninas) que estan presentes en gran diversidad de plantas y se
caracterizan por su capacidad para formar espuma en soluciones
acuosas. Existen dos clases de saponinas: las de tipo esteroidal,
generalmente triterpenos tetraciclicos, y las de tipo triterpenoides
pentaciclicos, estas ultimas conocidas comunmente como saponinas
triterpenoides_ (8,30)

Las sapogeninas inyectadas en la sangre muestran un efecto hemolitico
aun en diluciones de 1:50,000 o mas. Por ingestion éstos compuestos
son relativamente inofensivos a los animales de sangre caliente. Son
muy toxicas para los animales de sangre fria por su efecto en reducir la
tension superficial, por o que son utilizados como venenos para peces.
En cambio las sapogeninas son inactivas fisiolégicamente, 6 mucho
menos activas que saponinas de que forman parte. (g 31

Otra caracteristica de las saponinas es su capacidad para formar
compuestos estables con la adicion de fenoles, mercaptanos y alcoholes
superiores, tales como el colesterol y otros 3p-hidroxiesteroides. Esta
propiedad es aprovechada para aislar la saponina y para purificar el
esteroide. ()

Las saponinas tripterpénicas poseen comunmente el anillo de oleano y
con menor frecuencia el sistema de ursano o damarano. Son las mas
abundantes en la naturaleza. (3

Las saponinas esteroidales estan constituidas principalmente por
derivados del espirostanol y furostanol. Aunque las moléculas de azucar
incluyen mayormente glucosa, ramnosa, xilosa y arabinosa (3o 34), €stos
se enlazan a grupos hidroxilo en el atomo de carbono 3, dando un
oligoglicosido con una estructura ramificada. Con el aumento molecular
de los azucares en los glicésidos del espirostanol, sus caracteristicas de
hemodlisis, veneno para peces y precipitacion con el colesterol aumentan

también. (19)



22

Las saponinas tipo furostanol son 26-o-glucosidicos, y las moléculas
glucosidicas se liberan facilmente por accién de las enzimas, un
hidroxilo en posicién 26 toma lugar por reacciones de deshidratacién en
posicién 22 dando lugar a un espirostanol. Asi, el furostanol actua como
precursor en la biosintesis de los glicosidos espirostanicos y se
considera su prototipo (3). Los glicésidos del furostanol muestran una de
las caracteristicas de las saponinas, exhiben un color rojo con el reactivo
de Ehrlich. (19)

Se sabe que los glicosidos del espirostanol inducen hemdlisis,
hemoaglutinacién, accién antibacteriana y son venenosos para los
moluscos y peces, por lo tanto, una hipétesis se tiene que la funcién de
las saponinas en las plantas es actuar como defensa contra las
bacterias y virus que atacan a las plantas. Asi, el furostanol cambia
inmediatamente a espirostanol, por la ayuda de enzimas especificas,

proporcionando una accion antibacteriana. (19

3.4.1 Saponinas Triterpénicas

Las saponinas triterpenoides de importancia comercial se obtienen de
las cortezas de quillay o palo de jabon (Quillaja saponaria Molina.), del
fruto del jaboncillo y del jugo y la raiz de jabonera. Aunque la mayoria
de las sapogeninas triterpenoides se obtienen de las saponinas
correspondientes por hidrdlisis acida, existen algunas en estado libre,
como por ejemplo el acido ursolico, C3oH4s03, los acidos elemalicos y
el acido boswelico. (1s)

Las saponinas triterpenoides se emplean en la fabricacion de ladrillo
acustico, placas, peliculas y papeles fotograficos, ceramica,
extinguidores de incendios del tipo de espuma y pastas dentrificas;
también sirve para producir espuma en bebidas (refrescos y cervezas),
en champues, jabones liquidos y preparados cosméticos y en
emulsificacién de aceites para pulverizar en arboles frutales. También
se utilizan para la determinacion del oxigeno en la sangre. Las
sapogeninas de las saponinas triterpenoides no tienen aplicaciones

comerciales. (19
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3.4.2 Saponinas Esteroidales
Estas se caracterizan por poseer un esqueleto del tipo colestano (s3).
Las mas numerosas son pertenecientes al grupo de las B-amirina
que salvo algunas excepciones, poseen grupos funcionales, solos o
acompanados por funciones aldehidos, lactosas y comunmente por
acidos carboxilicos. (33,
Las saponinas esteroidales se encuentran intimamente relacionadas
con los glicésidos cardiacos y con los glicoalcaloides esteroidales,
pues todos ellos contienen un nucleo esteroidal asi como un azucar y
todos poseen la propiedad de formar espuma al ser agitados con agua.
Ademas, este tipo de saponinas también forma compuestos
moleculares insolubles. Con toda clase de esteroles y esteroides,
poseen una fuerte accién hemolitica y se les utiliza como venenos
para los peces. @)
Hasta hace poco estaba limitada la aplicacion practica de las
saponinas al uso de los extractos crudos en calidad de detergentes,
agentes espumantes y venenos para los peces; pero en un estudio de
la estructura de la sapogenina ha originado su empleo como materias
primas para la fabricacion de hormonas esteroidales. (1s)
Los vegetales que contienen saponinas se han utilizado profusamente
en muchas partes del mundo por sus propiedades detergentes. En
Europa la raiz de Saponaria officinalis L. y en América del sur, la
corteza de Quillaja saponaria. En México y América Central destacan
la Dioscorea belizensis y mas recientemente los rizomas del Género
Smilax SP. (31,34)
Las saponinas esteroidales estan presentes en familias de las
monocotileddneas, especialmente en Dioscoreaceas (Discorea sp.),
Amaryllidaceae (Agave sp.) y Liliaceae (Yucca y Trillium sp.) Aunque
también se ha reportado en Scrofulaceae. Entre las dicotiledoneas, la
presencia de diosgenina en la Alholva (Leguminosas) y alcaloides
esteroidales en Solanum (Solanaceae), poseen importancia potencial.
Algunas especies de Strophanthus y Digitalis contienen tanto

saponinas esteroidales como heterdsidos cardiacos. (34
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Entre las saponinas de origen vegetal, la mas usadas es la diosgenina,
obtenida por primera vez en 1936 de Dioscorea tocoro L. debido a su
relacibn con compuestos como las hormonas sexuales, cortisona,
esteroides, diuréticos, vitamina D y heterdsidos cardiacos.

Por otra parte, la importancia de las saponinas también la da el
consumo de materias primas empleadas en la elaboracidn de
esteroides. En 1968 se empled un millén de kilogramos de materias
primas, de las cuales 86% fueron productos naturales de origen
vegetal, 6% de origen animal y 8% tuvieron como origen la sintesis
total.

Asi se sabe que la conversion de las sapogeninas esteroidales. En
esteroides utiles fue posible cuando Russel Marker, en 1940,
descubrié el procedimiento para degradar la cadena lateral de la

sarsapogenina para obtener acetato de pregnenolona. (s

3.4.3 Extraccion
Las saponinas tienen elevado peso molecular y su aislamiento en
estado puro es dificil. Son hidrolizados por acidos, dando una genina
(sapogenina) y diversos azucares. Actualmente se conoce que las
saponinas son sustancias muy polares, y es posible extraerse en
caliente o en frio con agua o alcoholes de bajo peso molecular. Los
materiales lipoides presentes en éstos extractos se separan con
benceno. Al concentrar la solucién alcohdlica se separan las saponinas
y después se cristalizan en mezclas de alcohol-agua. Para obtener
sapogeninas se pueden hidrolizar las saponinas con sus enzimas
naturales, con enzimas de origen microbiolégico o hidrolizarlas con
acidos. Después se extraen con benceno, éter de petréleo o acetona y

se recristalizan. (32, 34,35)

3.4.4 |dentificacion y Cuantificacion de saponinas
La identificacion de saponinas se determina mediante pruebas de
espuma y de hemdlisis, mediante CCF usando como revelador

reactivos especificos, que producen coloracién. La técnica mas
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utilizada es la cromatografia CCF, en la que se utiliza mezclas de
disolventes: cloroformo, metanol y agua.

El método para la cuantificacién de sapogeninas propuesto por Baccou
et.al, en 1977, se basa en reacciones de coloraciéon con anisaldehido,
acido sulfurico y acetato de etilo. (34, 35)

Esta determinacion puede realizarse directamente y no permite la
interferencia de azucares, esteroles, acidos grasos y otros aceites
vegetales, ya que las saponinas tienen las mismas propiedades
colorimétricas ya sea que se encuentran en forma libre, enlazadas a
azucares, esterificadas con acido acético o mono o polihidroxiladas.

La sensibilidad del método es especialmente buena, ya que la
formacion del cromdéforo (complejo coloreado), puede ser detectado sin
dificultad, utilizando una longitud de onda a 430nm. Compuestos como
el colesterol, lanosterol, cortisol y cortisona no muestran interferencias
y ningun tipo de absorcion. (34

La estructura de los productos coloreados aun no se ha dilucidado, sin
embargo se cree que son los anillos E y F los que toman parte en
reacciones de condensacion. El acido sulfurico causa la hidrdlisis de
las saponinas, y las sapogeninas formadas reaccionan
inmediatamente con el acido sulfurico, acetato de etilo y anisaldehido,
formando un complejo coloreado responsable del espectro de

absorcion. (34,36)

3.5 Flavonoides
Los flavonoides, uno de los grupos mas numerosos y ampliamente
distribuidos de constituyentes naturales, conocidos algunas veces
como antoxantinas, aparecen frecuentemente revisados bajo
diferentes aspectos en la literatura cientifica, especialmente en los
ultimos 30 afos.
Como caracteristicas generales de estos compuestos debemos

sefalar su solubilidad en agua y en etanol, su caracter fendlico y su
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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 basada inicialmente en un estudio de sus propiedades de
solubilidad y de comportamiento ante reacciones de color; esto,
seguido por un examen cromatografico directamente del extracto y/o
del extracto hidrolizado. La separacion puede hacerse por
procedimientos cromatografico, y la identificacion de los componentes
individuales por comparaciones cromatograficos y espectroscopicas
con compuestos estandar o con la literatura. (37)

Muchos productos vegetales, en especial pigmentos y colores (el
nombre flavano viene del latin flavus, amarillo) son derivados
polihidroxilados de las estructuras basicas. Usualmente se encuentran
en las plantas en forma de glucosidos y pueden ocurrir en todas las
partes de la planta. (3s)

Los flavonoides se emplearon durante mucho tiempo como colorantes
de lana, y actualmente se usan en la conservacién de grasas o jugos
de frutas debido a las propiedades antioxidantes de algunas
polihidroxiflavonas (21). Los flavonoides también estan universalmente
presentes en la cuticula de la hoja y células epidérmicas donde ellos

aseguran proteccion contra el efecto de la radiacion ultravioleta. (27

La accién farmacoldgica es también extensa y variada, son bien
conocidas sus actividades contra la fragilidad capilar (bioflavonoides
del género Citrus: rutina y derivados), dilatadoras de las coronarias
(proantocianidinas de Crataegus, Arnica y Gingko), espasmolitica
(glicésidos de apigenina), antihepatéxica (silimarina de Silybum),
colerética, estrogeno y diurética. La actividad antimicrobiana de
flavonoides prenilados y otros fenoles y la accion fungitdxica de
isoflavonas, como las de algunas especies de Lupinus. (7)

En cuanto a la estructura, se conocen como diez clases de
flavonoides, todos contienen quince atomos de carbono en su nucleo
basico y estan arreglados bajo un sistema Cg-C3-Cg, en el cual dos

anillos aromaticos llamados A y B estan unidos por una unidad de tres
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carbonos que pueden o no formar un tercer anillo, que en caso de
existir es llamado anillo C. (37

Cada uno de las clases de flavonoides que existen, suelen encontrarse
bajo la forma de glicésidos con un o tres unidades de azucar,
generalmente en los carbonos 3 y/o 7, siendo los azucares mas
comunes la glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa; es
frecuente que diferentes azucares se hallen unidos a una misma
aglicona y en diferentes posiciones lo que hace mayor el numero de
glicésidos conocidos.

Los flavonoides se encuentran generalmente en mezclas como
agliconas y/o glicésidos; en muchos casos, debido a la complejidad de
la mezcla es mas frecuente el estudio de estos compuestos bajo la
forma de agliconas para lo cual los extractos deben hidrolizarse
previamente. Se hallan en todas las partes de las plantas, algunas
clases se encuentran mas ampliamente distribuidas que otras, siendo
mas comunes las flavonas y flavonoles, y mas restringidas en su
ocurrencia las isoflavonas, las chalconas y la auronas. Al afio 1990 se
conocen alrededor de 3000 flavonoides, entre ellos 450 flavonoles, 300

flavonas, 150 isoflavonas, 60 chalconas, 20 auronas, etc. (37)

Extraccién

Los disolventes empleados en la extraccion de estos compuestos son
muy variados y pueden ser desde muy polares como agua y etanol
para glicosidos o agliconas muy hidroxiladas, hasta menos polares
como éter y cloroformo para flavonas altamente metoxiladas. Es
recomendable emplear una sucesion de dos o mas solventes,
usualmente en el orden de lipofilico a hidrofilico; ejemplo: éter de
petroleo, benceno, éter etilico, acetato de etilo, alcoholes y finalmente
agua, aunque en este ultimo caso se presenta la desventaja de su alto
punto de ebullicion y presion de vapor que dificultan luego el ser
removido rapida y completamente del extracto; por otro lado, podrian
ser extraido otros compuestos de alto peso molecular que usualmente

interfieren en las subsiguientes etapas de purificacion del flavonoide.

@37)
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3.5.2 Identificacion y cuantificacion de flavonoides
Los flavonoides pueden detectarse en una cromatografia en capa
delgada por el color que desarrollan en el espectro Visible (Vis) o en
Ultravioleta (UV); debido a la relacion que existen entre los colores y la
posible estructura del flavonoide.
El espectro de absorcion en el UV-Vis del compuesto aislado es util
para determinar el tipo y la cantidad de flavonoide.
Los espectros de los flavonoides son determinados usualmente en
solucién metandlica. El espectro tipicamente consiste de dos maximos
de absorcion en los rangos de 240-285nm y 300-550nm. La variacion
de estos rangos depende del modelo de hidroxilacion y del grado de
sustitucion de los hidroxilos. (37)
La reaccidon de flavonoides con sales metélicas como el cloruro de
aluminio actua como excelente catalizador para la reaccion de
cloracion.
La reaccion de un o-hidroxialdehido aromatico con un aldehido o una
cetona en presencia de acido da un derivado benzopirano llamado sal
de benzopirilio. Un probable intermedio en la reaccion es el hemiacetal
ciclico, que es una seudobase como la que se encuentra en equilibrio
con hidroxido de oxonio.3s) La metenamina también denominada
hexametilentetramina, cuya estructura es un anillo ciclico, es utilizada

para catalizar las reacciones de resinas de fenol-formaldehido. (30
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4. JUSTIFICACION

Guatemala es un pais que posee una gran variedad de especies de
plantas medicinales y los habitantes sobre todo en el area rural, aprovechan
los recursos de la flora, a los que les atribuyen propiedades medicinales.
Los productos naturales han sido la principal fuente de agentes terapéuticos
de la humanidad durante siglos, constituyendo su uso una costumbre muy
importante en las raices culturales de los pueblos indigenas. Este tipo de
productos representa el 50% de las drogas de uso clinico en paises
desarrollados; en Guatemala, especialmente en el area rural, representan
casi la unica alternativa terapéutica.

El estudio de las plantas medicinales ha ganado importancia. Los paises
en vias de desarrollo han enfocado sus investigaciones principalmente en la
obtencién de medicamentos a partir de los diferentes compuestos extraidos
de plantas medicinales autdctonas que no han sido estudiadas. Por lo tanto
es valiosa la aplicacion de la metodologia para la cuantificacion de
sapogeninas y flavonoides mediante espectrofotometria visible y la

caracterizacion por el método de CCF.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivos Generales

5.1.1

Caracterizar los marcadores quimicos de tres especies por

métodos cromatograficos.

5.1.2 Cuantificar el porcentaje de sapogeninas esteroidales y flavonoides

totales mediante espectrofotometria en la region visible.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Caracterizar las sapogeninas esteroidales presentes en las tres

5.2.2

5.2.3

especies vegetales por técnicas macro, semimicro y
cromatografia en capa fina (CCF).

Caracterizar los flavonoides presentes en las tres especies
vegetales por técnicas macro, semimicro y cromatrografia en
capa fina (CCF).

Cuantificar  sapogeninas esteroidales en hojas de Lippia
graveolens y Passiflora edulis, y en rizomas de Smilax

domingensis.

5.2.4 Cuantificar flavonoides totales en hojas de Lippia graveolens y

Passiflora edulis, y en rizomas de Smilax domingensis.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Universo

6.1.1 Poblacion: adquiridas por el Laboratorio Farmaya.

Especie Procedencia No. de herbario
Hojas de L. graveolens Alameda, Chimaltenango. | 456
Hojas de P. edulis Cacaotal, Suchitepequez. | 892
Rizoma de S. domingensis | Samayac, Suchitepequez. | 662

6.1.2 Muestra
Extractos etandlicos de las hojas de L. graveolens, P.

edulis y rizoma del S. domingensis.

6.2 Medios

6.2.1 Recursos humanos
Autora: Claudia Mariela Teleguario Sicajan
Asesora: Licda. Sully Cruz
Coasesor: Lic. Armando Céceres.
Revisora: Licda. Beatriz Medinilla

6.2.2 Fuentes de financiamiento
Proyecto: Determinacion fitoquimica y de actividad
antifungica de cultivares de Solanum americanum Miller y
caracterizacion de preparaciones para la industria

fitofarmacéutica, DIGI.

6.2.3 Recursos materiales, equipo y reactivos
v Balones volumétricos de 25 ml

v Balones volumétricos de 100 ml

v Balones volumétricos de 50 ml

v Beacker de 100 ml

v Agitadores de vidrio.

v Probetas de 50 ml

v' Pipetas volumétricas de 2 ml

v

Pipetas volumétricas de 1 ml
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Frascos color ambar de 100 ml
Frascos color ambar de 25 ml
Percolador

Estufa eléctrica

Bafo de maria

Campana de extraccion de vapores
Balanza analitica

Rotavapor Buch V-200
Espectrofotometro Agilent 8453 UV-Visible
Estandar de saponinas y flavonoides.
Manta eléctrica

Reflujo

Soxhlet

Bomba de vacio

Termdmetro

Kitazato

Manguera de vacio

Etanol 40 %

Etanol al 50 %.

Etanol al 95°

Etanol al 70 %

Acido sulfarico al 10 %

Acido sulfarico concentrado
Anisaldehido

Acetona

Acido clorhidrico

Acido acético SR en metanol
Cloruro de aluminio SR

Acetato de etilo

Solucién acuosa de metenamina SR
Agua destilada

Hielo

Embudo

Papel filtro.
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6.3 Procedimiento: (3g)
6.3.1 Obtencion de muestras:
6.3.2 Revision bibliografica
6.3.3 Preparacion de los extractos por percolacion.
6.3.3.1 Llenado de percolador
Colocar en la punta del percolador un pedazo de algoddn
adecuado, de manera que sirva de filtro. Cortar un pedazo
de papel filtro de forma circular y colocarlo cubriendo el
fondo del percolador.
Tapar la punta del percolador con un tapon plastico
Agregar la tercera parte de la cantidad pesada de materia
vegetal seca y cubrir con etanol (con el mejor porcentaje de
concentracion de cada especie).
Verificar que no queden burbujas y si las hay, hace presion
una espatula para desaparecerlas.
Agregar el resto de material vegetal seco y cubrir
nuevamente con etanol, repetir el paso anterior.
Rotular el percolador con el nombre cientifico de la planta,
nombre comun, fecha y peso. Dejar reposar por 12-24 horas
para que reaccione.
Retirar el tapdn plastico y dejar gotear hasta que salga todo
el disolvente.
Pasar el disolvente del percolador al baléon del rotavapor
para concentrar.
Recibir el disolvente destilado y volver a agregar al
percolador hasta cubrir, dejar reposar esta operacion se
repite dos veces.
6.3.4 Concentracion en rotavapor. (s
6.3.4.1 Encender el bafio de maria y llevar a temperaturaa 45+ 5 °C
Engrasar todas las bocas esmeriladas y armar el rotavapor
segun el instructivo especifico.
Conectar la bomba de vacio y el rotavapor e iniciar la
destilacidon del extracto con recuperacion del disolvente hasta

llevar a consistencia semisodlida.
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Verter el extracto concentrado en una caja de petri de vidrio
debidamente tarada y rotulada.

Colocar en una desecadora.

Calcular el rendimiento del extracto

Cuando el extracto tenga consistencia sélida, pasar a viales

debidamente tarados y rotulados y guardar a 4°C.

6.3.5 Identificacion de saponinas mediante tamizaje fitoquimico. (o)

6.3.5.1

Identificacion de saponinas por prueba de espuma:

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

Adicionar a cada tubo 10ml de agua destilada.

Calentar en bano de maria (60 °C) durante 30 minutos.
Enfriar, tapar los tubos, agitar vigorosamente 30 a 40
segundos.

Dejar reposar los tubos durante 30 minutos.

Observar la formacioén de capa de espuma.

Si una capa de espuma es mayor de 3 cm persiste en la
superficie liquida después de 30 minutos se presume la

presencia de saponinas.

6.3.5.2 ldentificacion de saponinas por CCF. (40

Pesar 1 g del extracto.

Extraer con 10 ml de etanol al 70 %

Calentar durante 10 minutos.

Filtrar la solucion del extracto

Proceder a aplicar 20 pl de la solucién del extracto filtrado en
una cromatoplaca de silicagel 60 Fs4.

Preparar estandar de saponinas, B-sitosterol, estigmasterol,
ergosterol y sarsapogenina al 0.1 por ciento en metanol 10
ul).

Fase movil: cloroformo-metanol-agua (32-25-5)
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Deteccion con reactivo revelador: vainillina-acido sulfurico y
anisaldehido-acido sulfurico: zonas azules, violetas vy

amarillentas.

6.3.5.3 Cuantificacion de sapogeninas esteroidales mediante
espectrofotometria visible. (32 36)
a) Pesar exactamente 0.2500 g de extracto vegetal
b) Aradir 50 ml de etanol 95°
c) Agitar y calentar en bafio maria a 60 °C por 20 minutos
d) Luego filtrar
e) Transferir una alicuota de 4 ml a un beacker de 50 ml
f) Evaporar a sequedad en bafio maria.
g) Enfriar a temperatura ambiente
h) Anadir 2 ml de acetato de etilo
i) Ahadir 1 ml de reactivo A
j) Anadir 1ml de reactivo B
k) Agitar y calentar a 60 °C en bano maria durante 20
minutos
[) Enfriar a temperatura ambiente.
m) Leer a una absorbancia a 430 nm.
n) Utilizando blanco: mezcla de 2 ml de acetato de etilo, 1 mi
de reactivo Ay 1 ml de reactivo B.
El estandar utilizado fue la Diosgenina, con la concentracion
de 0.85 mg/ml, en el anexo de la tabla 6 se muestran las
concentraciones de la curva de calibracion.
Reactivo A: 0.5 ml de anisaldehido + 99.5 ml de acetato de
etilo
Reactivo B: acido sulfurico concentrado en acetato de etilo

para llegar al 50 %
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6.3.5.4 lIdentificacion de flavonoides mediante ensayo macro y
Semimicro. (so)
Extraer 1.5 g de extracto vegetal con 10 ml de etanol o
metanol al 80 %.
Filtrar y concentrar.
Enfriar a temperatura ambiente vy triturar el residuo con 15 ml
de éter de petrdleo hasta que la extraccion sea incolora.
Disolver el residuo en 30 ml de metanol al 80 %
Filtrar y dividir en 7 tubos:
Tubo 1: agregar 10 gotas de acido sulfurico concentrado
Tubo 2: agregar 3 a 5 gotas de cloruro férrico al 10 % (p/v)
Tubo 3: agregar 10 gotas de acido clorhidrico concentrado y
calentar en bafno de maria por 5 minutos (prueba para
leucoantocianinas).
Tubo 4: agregar magnesio metalico y 10 gotas de acido
clorhidrico.
Tubo 5: agregar alcali a un extracto acuoso.
Tubo 6: agregar solucion de acido bdrico en anhidrido
acetico
Tubo 7: testigo.
Evaluar las reacciones, cambios de color y/o formacion de
precipitado comparados con el testigo.
Desarrollo inmediato de color flavonas y flavonoles (amarillo
a rojo), flavononoles (rojo a magenta), flavononas (rojo,
magenta, violeta, azul), isoflavonas (amarillo); isoflavononas,

chalconas y auronas no dan coloracion.
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Identificacion por CCF. (o)

Extraer 0.5 g de extracto vegetal con 5 ml de metanol por 5
minutos en bafio maria a 60 °C.

Filtrar la solucién y aplicar sobre cromatoplacas de silicagel
60 Fs4

Como estandar emplear solucion de flavonoides al 0.05 por
ciento en metanol (10 pl) de quercetina, rutina, acido
clorogénico, hiperosido.

Fase movil: acetato de etilo-acido formico-acido acético
glacial-agua (50:5.5:5.5:13.5)

Deteccion:

Sin tratamiento quimico: UV 254 nm fluorescencia, zonas
azules o amarillas. UV 365 nm, dependiendo la estructura
fluorescen amarillo, azul o verde.

Reactivo de Productos Naturales (NP/PEG). Fluorescencia
intensa en UV-365 nm

Solucion 1: metandlica al 1 % de difenilboriloxietilamina (NP)
Solucion 2: solucidn etandlica al 5 % de polietilenglicol 4000
(PEG).

Aplicar a la placa vapores de amoniaco para intensificar el

color de las manchas.

Cuantificacion de flavonoides totales por espectrofotometria
visible (41

Solucion madre:

Pesar exactamente 0.4 g de droga pulverizada.

Colocar la muestra en balon de fondo redondo de 100ml.
Anadir 1 ml de solucion acuosa de metenamina SR, 20ml de
acetona y 2 ml de acido clorhidrico.

Calentar en barno de Maria, bajo reflujo durante 30 minutos.
Filtrar la mezcla con algodén en un balon volumétrico de 100
ml.

El residuo de la droga regresar al balén de fondo redondo y

adicionar 20 ml de acetona.
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Calentar hasta ebullir bajo reflujo durante 10 minutos, filtrar
con algodén nuevamente para el baldén volumétrico de 100
ml.

Repetir la operacion nuevamente colocando el residuo de la
droga y el algodén hacia el balon de fondo redondo,
adicionar 20 ml de acetona y calentar bajo reflujo, durante 10
minutos.

Filtrar en el mismo balén volumétrico de 100 ml. Después de
enfriar a temperatura ambiente, ajustar a un volumen hasta
100 ml con acetona.

En un embudo de separacion, tratar 20 ml de esta solucién
con 20 ml de agua y extraer con 15 ml de acetato de etilo
repitiendo tres veces, con porciones de 10 ml de acetato de
etilo.

Reunir las fases de acetato de etilo y lavarlas pasando por
un embudo de separacion 2 porciones de 50 ml de agua,
transferir y seguir por fases de acetato de etilo hacia el balén
volumétrico de 50 ml completando el volumen con acetato de
etilo.

Solucién muestra:

Transferir 10 ml de solucién madre en un balén volumétrico
de 25 ml.

Adicionar 1 ml de reactivo de cloruro de aluminio solucion de
referencia (SR) y completar el volumen con solucién

metandlica de acido acético solucién de referencia (SR).

Solucién blanco:

Transferir 10 ml de solucibn madre en un balén volumétrico
de 25 ml y completar el volumen con una solucién
metandlica de acido acético solucién de referencia (SR).
Medir la absorbancia de la solucibn muestra a 425 nm
(v.2.14-3) 30 minutos después de su preparacion, utilizando
la solucion blanco para ajuste de cero. Calcular el contenido

del flavonoides totales, segun la ecuacion
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Q= _A* 62500
500*m*(100-Pd)
En donde:
A = absorbancia medida
m = peso de la droga (g)
Pd = determinacion de agua (%)

El resultado se expresa en porcentaje (p/p) de flavonoides

calculados como quercetina (C15H1007).

6.4 Disefo de investigacion

Se basa en una investigacion descriptiva y experimental

6.4.1 Diseno de muestreo: Se seleccionaron tres muestras para el
estudio adquiridas por el laboratorio de Farmaya.

6.4.2 Variables independientes:
Presencia de sapogeninas esteroidales y flavonoides y la
cuantificacion de éstas mismas.

6.4.3 Analisis de Resultados:
Se determin6 el porcentaje de rendimiento, se identificod y
cuantificé sapogeninas por medio de la ecuacion de la curva
de calibracién y para los flavonoides por medio de una férmula

calculado como quercetina.
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7. RESULTADOS
7.1 Rendimiento de extractos de las plantas en estudio

Se observa la cantidad de extracto obtenido en gramos y el porcentaje de
rendimiento de cada uno. L. graveolens obtuvo mejor porcentaje de

rendimiento.
Cuadro 1. Porcentaje de rendimiento
Especie Peso (g) | Extracto (g) | Porcentaje de rendimiento
P. edulis 115.8 21.3 18.4%
L. graveolens 137.2 42.6 31.05%
S. domingensis 125.2 23.4 18.7%

7.2 Ensayos de caracterizacion fitoquimica de las especies

Se realizaron tres repeticiones para cada especie para la presencia de espuma,
se observé abundante espuma en L. graveolens y S. domingensis.

Cuadro 2. Prueba de espuma

Especies Primera prueba Segunda prueba | Tercera prueba
P. edulis + + +
L. graveolens + ++ ++
S. domingensis ++ ++ ++

+ = poco
++ = abundante

7.3 Prueba cualitativa en cromatografia en capa fina de saponinas

En la identificacién de saponinas todas las muestras presentaron Rf similares a
las del estandar de sapogenina esteroidal, por lo que se confirma presencia de
sapogeninas esteroidales. Las primeras dos presentaron mas bandas que la
ultima.

Cuadro 3. Analisis cromatografico

Especies Coloracion Valor Rf No. de bandas
P. edulis violeta a. 0.33 4
amarillo b. 0.52
rojo c. 0.83
rojo d. 0.94
L. graveolens violeta a. 0.33 4
amarillo b. 0.52
rojo c. 0.77
rojo d. 0.94
S. domingensis violeta a. 0.29 3
amarillo b. 0.52
rojo c. 0.91
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Estandares Coloracion Valor Rf No. de bandas
Saponina de Quillaja violeta a. 0.29 3
amarillo b. 0.52
rojo c. 0.90
Estigmasterol Rojo 0.97 1
B-sitosterol Rojo 0.97 1
Sarsasapogenina Naranja 0.97 1
Ergosterol Violeta 0.97 1

Fase movil: cloroformo — metanol — agua (16:12.5:2.5); Revelador: vainillina —
acido sulfurico.

7.4 Cuantificacibn de sapogeninas esteroidales mediante analisis
espectrofotométrico

Se realizaron tres repeticiones para cada especie, en esta tabla se observa las
concentraciones del promedio de las repeticiones con su respectivas
desviacion estandar a la longitud de onda de 430 nm.

Cuadro 4. Porcentaje de sapogeninas

Especie concentraciones ( %) y
desviacién estandar

P. edulis 0.7059 + 0.01142

L. graveolens 1.36 + 0.1220

S. domingensis 1.63 + 0.00577

A max = longitud de onda de maxima absorcion fue 430nm

7.5 Prueba cualitativa de flavonoides

En la determinaciéon de flavonoides todas las muestras mostraron cambios de
coloracion y turbidez por lo que se puede afirmar que contiene flavonoides.

Cuadro 6. Ensayo macro y semimicro

Especies Acido sulfarico | FeClz 10 % | HCI Mg + HCI
concentrado concentrado
P. edulis + + + +
L.graveolens ++ + + +
S.domingensis ++ + + +
Especies Hidréxido Acido bérico | Testigo
acuoso
P. edulis + + -
L.graveolens + + -
S.domingensis + + -

(+) = se considera cuando hay precipitacién, turbidez o cambio de coloracién.
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7.6 Cromatografia en capa fina de flavonoides

En la identificacion de flavonoides todas las muestras mostraron presencia de
estos metabolitos con bandas del mismo color como los estandares utilizados.

Cuadro 7. Analisis cromatografico

Especies Coloracion Valor Rf No. de bandas
P. edulis azul-celeste a. 0.22 3
naranja b. 0.74
naranja c. 0.98
L. graveolens naranja a. 0.22 3
b. 0.61
c. 0.99
S. domigensis azul-celeste 0.20 4
0.72
0.90
naranja 0.99
Estandares coloracion Valor Rf No. de bandas
Quercetina naranja 0.99 1
Acido Clorogénico azul — celeste 0.18
0.64
Hiperésido naranja 0.88 1
Rutina amarillo 0.54 1

Fase movil: acetato de etilo — acido férmico — acido acético glacial — agua
( 33.3:3.6:3.6:9) todo bajo luz UV a 365m. Revelador: NP/PEG.

7.7 Cuantificacion de flavonoides totales mediante analisis
espectrofotométrico.

Se realizaron tres repeticiones para cada especie, en esta tabla se observa el
promedio de las repeticiones con su respectivo desviacion estandar a la
longitud de onda de 425 nm.

Cuadro 8. Porcentajes de flavonoides

Especies Concentraciones (%)
P. edulis 0.2675 + 0.0255
L. graveolens 2.4343 + 0.2285
S. domnigensis 0.0871 +0.00763

Se evaluaron los porcentajes de humedad, para las tres especies, ya que en la

férmula incluye el porcentaje de humedad. (Ver anexos).
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo se analizaron tres especies diferentes para la
caracterizacion fitoquimica y cuantificacibn de sapogenina esteroidal vy

flavonoides mediante el uso de CCF y espectrofotometria de la regién visible.

Para la preparacién de extractos de las tres especies se utilizo etanol , para la
seleccion del mejor disolvente se realizaron pruebas de solidos totales a
diferentes concentraciones determinando que la mejor concentracion para P.
edulis es 50% con un porcentaje de rendimiento de 18.4%; mientras que L.
graveolens y S. domingensis fueron de 70% y 95% respectivamente, éstas dos
ultimas especies ya se tenian la informacion sobre las concentraciones para la
mejor extraccion y los porcentajes de rendimiento fueron 31.05% y 18.7%

respectivamente.

En el analisis fitoquimico de los extractos se identificaron metabolitos
secundarios como las sapogeninas esteroidales y flavonoides, también se
utilizaron estandares para comparar los posibles metabolitos presentes en las

plantas.

En la identificacion semimicro de saponinas, de la prueba de espuma, los
extractos de las tres especies presentan espuma, para L. graveolens y S.
domingensis, mostraron abundante espuma, mientras que P. edulis mostrd
escasa espuma, esta formacion de espuma se debe a la desintegracién o
hidrolisis de cadenas glicosidicas y la propiedad tensoactiva de las
sapogeninas. 34y Luego de mostrar la presencia de sapogeninas, se procedio a
un analisis cromatografico en capa fina, para la identificacibn de sus
metabolitos. Ver anexo (tabla 1). Se utilizaron como referencias los estandares
de saponina de Quillaja, ergosterol, [-sitosterol, estigmasterol vy
sarsasapogenina, el estandar de saponina Quillaja presento tres bandas: un Rf
= 0.29 de coloracion violeta, un Rf = 0.52 de color amarillo y un Rf = 0.90 de
color rojo, la muestra que presenté el valor de 0.29, fue para S. domingensis,
y para P. edulis y L. graveolens presentaron un valor Rf = 0.33 que fue muy

cercana al estandar de saponina de Quillaja, todas las muestras mostraron
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bandas de coloracion violeta. También se presentaron bandas de coloracion
roja para las tres especies: P. edulis Rf = 0.83 y 0.94; S. domingensis con Rf =
0.91 y L. graveolens con Rf = 0. 77 y 0.94 lo que significa que presentan en su
composicién quimica: estigmasterol y B-sitosterol cuyo valor Rf fueron 0.97.

Asi como se detectaron bandas de color amarillo con valor Rf = 0.52 para las
tres especies y el estandar de saponina Quillaja. El total de numero de bandas
para las especie de P. edulis y L. graveolens fueron cuatro y para
S.domingensis fueron tres.

De acuerdo a la metodologia propuesta por Baccou, para la cuantificacion de
sapogenina esteroidal. Se prepararon las muestras como indica la
metodologia, se agregaron reactivos especificos de manera que presentara
color, es decir debe poseer grupos cromoforos para ser detectados en la regidon
visible del espectro.

Previo a la lectura de las muestras se hizo un barrido del estandar de
sapogenina esteroidal (diosgenina) indicada por el método, a la longitud de
onda de 430nm. Se realizd la curva de calibracidbn para determinar las
concentraciones de las muestras.

Los resultados obtenidos de sapogeninas por espectrofotometria para la
especie de L. graveolens, el promedio de las tres repeticiones fue: 1.36 %
(desviacion estandar 0.1220), asi como para la especie de P. edulis el
promedio fue 0.7059 % (desviacion estandar 0.01142).

En cuanto al S. domingensis el porcentaje promedio fue de 1.63 %

(desviacion estandar 0.00577 ).

Todos los resultados fueron interpretados por medio de la ecuacion realizada

por las curvas de calibracion. Ver anexo (tablas 3-6)

Para la identificacion de flavonoides mediante las pruebas macro y semimicro,
de una muestra se dividieron en siete tubos y se observaron cambio de
coloracion, con diferentes reactivos para cada tubo, esto es con el fin de
evaluar las reacciones frente a testigo (sin tratamiento). Luego de confirmar la
presencia de flavonoides se procedio al andlisis por cromatografia en capa fina

se utilizaron estandares de, acido clorogénico, hiperdsido, rutina y quercetina.
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Dentro de la composicion quimica de las tres especies estudiadas se identifican
flavonoides como quercetina ya que presentaron bandas de coloracion naranja.
Y para las especies P. edulis y S. domigensis, presentaron manchas de
coloracién naranja lo que indica la presencia de hiperésido, también mostraron

color azul — celeste que indica la presencia de acido clorogénico. (Ver tabla 2).

En el analisis cuantitativo de flavonoides, el porcentaje promedio de las tres
repeticiones para la especie L. graveolens fue de 2.4343 % (desviacion
estandar 0.2285) esto indica que dicha especie es una fuente rica de
flavonoides, pudiendo ser empleada como materia para aportar estudios de
actividades biologicas.

La presencia de flavonoides totales para P. edulis el porcentaje promedio de
las tres repeticiones fue 0.2675 % (desviacion estandar 0.0255) de su
contenido, asi como el S. domingensis presenté un promedio de 0.0871 %
(desviacion estandar 0.00763).

Los resultados obtenidos de los flavonoides totales son expresados en
porcentaje (p/p) calculados como quercetina y con una longitud de onda de 425

nm (ver tabla 7-9).
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9. CONCLUSIONES

Se identificaron  sapogeninas esteroidales en las tres especies
estudiadas mediante pruebas de caracterizacion fitoquimica y analisis
espectrofométricos.

En el ensayo fitoquimico, la prueba de espuma fue abundante para la
especie S. domingensis y los valores Rf resultaron valores cercanos al
estandar de saponina de las tres muestras mediante cromatografia en
capa fina.

En el analisis cuantitativo, S. domingensis presenté mayor porcentaje
de sapogeninas esteroidales (1.63%), seguido de L. graveolens
(1.36%) y P. edulis (0.7059%).

Se identificaron flavonoides en las tres especies estudiadas, que se
detectaron quercetina; P. edulis y S. domingensis mostraron acido
clorogénico e hiperésido en su composicion  quimica mediante
cromatografia en capa fina.

El porcentaje de flavonoides presentes en L. graveolens fue mayor
(2.4343%), lo que indica que es una fuente rica de flavonoides que
puede ser de gran interés para las industrias y posteriores estudios
bioldgicos.

El rizoma de la especie de S. domingensis presentd el menor
porcentaje de flavonoides (0.0871%), mientras que P. edulis el

porcentaje fue 0.2675%.



47

10. RECOMENDACIONES

Validar los métodos de la cuantificacion de flavonoides totales y
saponinas totales mediante espectrofotometria de la regién visible a las
condiciones de laboratorio.

Realizar los mismos estudios a estas especies investigadas, pero a
diferentes condiciones climaticas, época de recoleccion y ubicacion
geografica.

Realizar estudios a la especie L. graveolens, que es una fuente rica de
flavonoides para evaluar su actividad bioldgica.

Aislar y elucidar la estructura quimica de los flavonoides y saponinas

presentes en las especies.
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12. ANEXOS
12.1 Graficas de cromatografia en capa fina.

Tabla. 1 Cromatografia de sapogeninas esteroidal y estigmasterol.

Analitos con el Rf respectivamente:

1.Sarsasapogenina, (0.97) 2.ergosterol, (0.97) 3.B-sitosterol, (0.97) 4.estigmasterol, (0.97)
5.saponina Quillaja,(0.29) 6.S.domigensis,(0.29) 7.L. graveolens,(0.33) 8. P.edulis,(0.33) 9.
S.domigensis (0.29).

Tabla. 2 Cromatografia de flavonoides

Analitos con Rf respectivamente:

1.Quercetina (0.99), 2.Rutina (0.54), 3.acido clorogénico ((0.18), 4.Hiperdsido (0.88),
5.S.domingensis (0.72), 6.P.edulis (0.22), 7.L. graveolens (0.61).



12.2 Analisis cuantitativo de sapogenina esteroidal

Tabla. 3
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A. Datos detallados de la cuantificacion de sapogeninas esteroidales a la
longitud de onda de 430 nm

Especie Peso (mg) | Abs Resultados (%)

P. edulis | 250.2 0.14919 | 0.7210

249.0 0.14465 | 0.7032

248.9 0.14199 | 0.6934

Tabla. 4
A. Datos detallados de la cuantificacidon de sapogeninas esteroidales a la
longitud de onda de 430 nm

Especie Peso (mg) | Abs Resultados

(%)

L. 250.0 0.076299 | 1.53

graveolens 249.5 0.064167 | 1.30

248.1 0.06088 1.25

Tabla. 5 Datos detallados de la cuantificacion de sapogeninas esteroidales a la

longitud de onda de 430nm

Especie Peso (mg) | Abs Resultados(%)
S. 125.3 0.17076 | 1.64
domingensis | 125.1 0.16898 | 1.63

125.2 0.16953 | 1.63

A = longitud de onda 430nm

Std de Diosgenina:

Tabla 6. Concentracion de la solucion madre: 0.085g/100ml = 0.85mg/ml

Ecuacion lineal del estandar: Y = 0.0859x — 0.0672 R?=0.9647

Diluciones ml/ml Concentracion (mg/ml) Abs.

5/25 0.17000 0.033147
10/25 0.34000 0.095932
15/25 0.51000 0.16484
20/25 0.68000 0.29660




12.3 Andlisis de cuantificacion de flavonoides totales

Tabla. 7 Datos detallados a la longitud de onda de 425 nm

Pasiflora edulis Peso (g) Absorbancia Porcentaje
(P/p)

1. lectura 0.4000 0.050297 0.2526%

2. lectura 0.4493 0.0586767 0.2624%

3. lectura 0.4304 0.061594 0.2876%

Tabla. 8 datos detallados a la longitud de onda de 425 nm

L. graveolens Peso (g) Absorbancia Porcentaje
(P/p)

1. lectura 0.4165 0.585766 2.2423%

2. lectura 0.4160 0.601437 2.3051%

3. lectura 0.4155 0.718060 2.7554%

Tabla. 8 datos detallados a longitud de onda de 425 nm

S. Peso (mg) Absorbancia Porcentaje

domingensis (p/p)

1. lectura 0.4001 0.0279450 0.0971%

2. lectura 0.4000 0.0246089 0.0856%

3. lectura 0.4000 0.0225966 0.0786%

12.4 Porcentaje de humedad

Tabla. 9
Especie % humedad en promedio
P. edulis (extracto blando) 37.8
L. graveolens (extracto blando) 21.6
S. domingensis (extracto seco) 10.16

12.5 La obtencion de resultados se expres6 mediante la férmula:

Q= _A* 62500
500*m*(100-Pd)
En donde:
A = absorbancia medida
m = peso de la droga (g)

Pd = determinacion de agua (%)
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curvade calibracion Diosgenina

1 2 3 4

concentraciones mg/ml
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Figura. 1 a Lippia graveolens H.B.K
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Figura 2. Passiflora edulis Sims

Figura 3. rizomas de S. domingensis
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