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1. RESUMEN

La presente investigacién consiste en el estudio de los aceites esenciales y
metabolitos secundarios de tres especies de plantas del género Lantana, como lo son:
Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana trifolia L., las cuales pertenecen a la
Familia Verbenaceae. Se realizaron colectas en el departamento de Quetzaltenango
donde se colecto Lanfana camara L., en Zacapa Lantana hispida HBK y en
Quetzaltenango y en Zacapa Lantana frifolia L. Las colectas se realizaron el 30 de junio, 06
de julio y 02 de septiembre de 2008. Al material vegetal colectado se le realizo un estudio
de los aceites esenciales, el cual consistié en la extraccion del aceite a partir de material
vegetal seco por hidrodestilacion, utilizando un aparato tipo clevenger, a partir del cual se

calculd el porcentaje de rendimiento. También se midid el indice de refraccién del aceite.

A seis muestras (dos de cada especie) se les realizo el tamizaje fitoquimico de siete
metabolitos principales, tales como: Anfraquinonas, Flavonoides, Cumarinas, Principios
Amargos, Alcaloides, Taninos y Saponinas. A las seis muestras se les realizaron pruebas a
nivel macro (colorimétricas) y en cromatografia capa fina. Con los resultados obtenidos
se puede determinar que ninguna de las fres especies estudiadas (Lanfana camara L.,
Lantana hispida HBK y Lantana trifolia L.,) son una fuente de aceites esenciales
aceptable, por lo que se sugiere colectar una mayor cantidad de material vegetal,
realizar mds extracciones de los aceites, y realizar un estudio cuantitativo mdas profundo

en lo que se refiere al tamizaje fitoquimico.



2. ANTECEDENTES
2.1 Plantas a Estudiar

Las plantas a estudiar pertenecen al género Lantana, de la Familia Verbenaceae. La
cual se caracteriza por contar con varios géneros que presentan rendimientos
interesantes de aceite esencial. A continuacién, se describen las plantas estudiadas,

de las cuales no se contaba en Guatemala con la informacién fitoquimica bdsica.

2.1.1 Lantana cdmara (verimagen | anexo )

Conocida también como ‘“cinco negritos”. Arbusto de 1 a 3 m de altura, de tallo
espinoso, flores amarillas, anaranjadas o rojas en forma de pequenos manojos. Las
hojas caducifolias, son simples, opuestas, pecioladas, ovadas a oblongas; base

subcordada; acuminadas en el dpice; de borde dentado; dsperas y rugosas en el haz.

Las flores jovenes son amarillas anaranjadas, torndndose rojizas cuando maduran. La
corola es tubulosa, zigomorfa, ovario sUpero binocular, inflorescencia capituliforme.
Florece en primavera, verano y otono. El fruto drupdceo esférico es negro brillante en
la madurez y tiene de 5 mm de didmetro. Fructifica en verano y otofno. (Stevens, W.
2001)

La planta es originaria de América tropical, habita en los climas cdlidos, semicdlido y
semiseco, desde el nivel del mar hasta los 1000 m y de los 2300 a los 3000 msnm.
Presenta diferentes usos etnomédicos, siendo usado en El Salvador como antipirético, a
partir de la coccién de flores y hojas con agua. Los frutos son tdxicos por contener
lantadeno, un sesquiterpenoide. En Colombia, se usa la planta entera en forma de
coccién para facilitar el parto, y como emenagogo. En Guatemala se le atribuyen
propiedades curativas de heridas, Ulceras y contusiones e infecciones de la piel. Se
reporta también su uso en afecciones respiratorias como catarro y tos ferina, se usan
solo las ramas en cocimiento. En Guatemala se encuentra desde nivel del mar hasta
los 2200 msnm. Se reporta en Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chimaltenango, Escuintla,
Guatemala, Huehuetenango, lzabal, Jalapa, Petén, Quetzaltenango, Retalhuleu,

Sacatepéquez, San Marcos, Santa Rosa, Solold, Zacapa (Standley, Steyermark, 1970)

En cuanto a su composicidn gquimica, se ha reportado el triterpenoide lantadeno A

como principio tdxico, asimismo se ha reportado la presencia de amaring,
2
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lantamarona, lantadeno B, C, y D. Acidos lantanilico, lantandlico y lantoico, oleandlico,
verbascésido, dcidos botulinicos y butuldnico, sitosterol, furanonaftaquinonas. Presenta
aceite esencial, especialmente en las flores. Ha presentado hepatotoxicidad en

ganado y animales de experimentacion (Ross, 1999).

En estudios realizados en México, se ha encontrado actividad antibidtica por las hojas y
el aceite esencial sobre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomona
aeruginosa, Sarcina lutea, Salmonella tuphy y los hongos Aspergillus niger y A fumigatus.
El extracto etandlico de las ramas de la planta presentd efecto antibidticos contra
staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Streptococcus faecalis, habiendo resistencia

en cuanto a Eschericchia coli y Candida albicans.

La planta es toxica para el ganado. Se ha reportado actividad antimicrobiana de los
extractos brutos de sus hojas (Cdceres et. al., 1990). Se ha reportado también que las
hojas presentan usos etnobotdnicos para enfermedades gastrointestinales, del tracto
respiratorio y enfermedades de piel y mucosas (Cdceres et al, 1990 a). Sin embargo,
no se ha determinado a qué metabolitos corresponde la actividad encontrada, ya que
los estudios solo han llegado a nivel de extracto, no habiéndose realizado con
anterioridad, ensayos por bioautografia que permiten identificar el grupo de

compuestos o el compuesto especifico responsables de la actividad bioldgica. !

2.1.2 Lantana hispida HBK

Arbustos erectos, de 1-2 m de altura con ramas puberulentas a hispidas, hojas
usualmente opuestas, raramente verticiladas, raramente subsésiles ovales o oblongas
lanceoladas, de 1-2 cm de longitud (principalmente de 2-5 cm) bracteas
lanceovaladas, corola blanca, crema, purpura, o levemente rosadas. Frutos purpura-

Nnegros, jugosos.

La planta crece en bosques de roble, pino-roble, o de pino, ocasionalmente en colinas
secas y rocosas, entre los 300 a los 2700 msnm. Las dos formas mds diversas de esta

especie compleja son las plantas con hojas oblongas-lanceoladas, escabrosas a

! Pérez, F., Arriola, C., De Ledn, J., Cdceres, A., Cruz, S., Oliva B., Jayes P.,(2008) Estudio Quimico de los
AceitesEsenciales y Metabolitos Secundarios de tres plantas del género Lantana (Verbanaceae). USAC,
Guatemala



hispidulosas (1300-2700 msnm) vy las que presentan hojas ovales anchas, siempre
velutinosas tomentulosas (600-1900msnm). (Standley, P. Steyermark, 1970). Cd&ceres
reporta que los extractos brutos presentan actividad contra levaduras (Cdceres et al.,
1990) y que sus hojas presentan usos etnobotdnicos para enfermedades
gastrointestinales, y enfermedades de piel y mucosas (Cdceres et al., 1990 a). Al igual
gue con la Lantana cdmara, solo se han realizado los ensayos de actividad bioldgica a
nivel de extractos, por lo que no se conoce el metabolito responsable por dicha

actividad.

2.1.3 Lantana trifolia L.

Se le encuentra normalmente en matorrales hUmedos, en bosques de pino, raramente
en terrenos claros. Crece desde el nivel del mar hasta los 1,200 msnm, en Alta Verapaz,
Guatemala, Izabal (tipo Los Amates), Petén, El Quiché. Son arbustos erectos de hasta
fres metros de altura, arbusto con 3 hojas en cada nudo; las hojas lanceoladas, con
gldndulas anaranjadas en la cara inferior, con espigas densas y cilindricas, con las
bracteas inferiores largamente puntiagudas; frutos maduros jugosos y de color lila o
puUrpura. Presenta generalmente 3 hojas en cada nudo o bien 2 opuestas,
lanceoladas, de hasta 16 cm de largo y hasta 8.4 cm de ancho (frecuentemente mds
pequenas), rugosas, puntiagudas, angostdndose hacia la base, la cara inferior con
pelillos finos y cortos, erectos o curvados, con gladndulas anaranjadas. Sus flores poseen
un cdliz poco evidente; la corola morada, rosada, lila, rosado-purpUrea, morada con
centro amarillo, azul o a veces blanca o amarilla, es un tubo que hacia el dpice se
amplia abruptamente y se divide en 4 o 5 I6bulos; presenta 4 estambres, dos de ellos
mds pequenos.

Es una planta comuUn en muchos lugares de América Central, a menudo en bosques

secundarios (Standley, P. Steyermark, 1970), (Stevens, W, 2001)

No se encontrd informacion en la literatura sobre estudios realizados acerca de esta
planta. 2

2 Pérez, F., Arriola, C., De Ledn, J., Cdceres, A., Cruz, S., Oliva B., Jayes P.,(2008) Estudio Quimico de los
AceitesEsenciales y Metabolitos Secundarios de tres plantas del género Lantana (Verbanaceae). USAC,
Guatemala



2.2 Aceites Esenciales

Son mezclas de varias sustancias quimicas biosintetizadas por las plantas, que dan el
aroma caracteristico a algunas flores, drboles, semillas y a ciertos extractos de origen
animal. Son intensamente aromdaticos, no grasos (por lo que no se enrancian), voldtiles
y poco densos. Son insolubles en agua, levemente solubles en vinagre, y solubles en

alcohol, grasas, ceras y aceites vegetales. Se oxidan por exposicion al aire.

Las plantas elaboran los aceites esenciales con el fin de protegerse de las
enfermedades, ahuyentar insectos depredadores, atraer insectos benéficos que
producen la polinizacién. Son caracteristicos de las siguientes familias: Myrtaceae,

Rutaceae, Apiales, Lamiaceae, Verbenaceae y Asteraceae.

Su principal uso es en perfumeria, ya que son considerados productos quimicos que
forman las esencias odoriferas de un gran nUmero de vegetales. También constituyen
compuestos de partida para sintesis de otras sustancias Utiles en las industrias quimica y
farmacéutica. Pueden sintetizarse en forma artificial, que es la manera mds habitual de
obtenerlos, debido a que la gran demanda de estos productos no llega a ser
abastecida por las fuentes naturales. En cambio, ofros componentes de los aceites
esenciales tienen propiedades farmacoldgicas y son usados como antibacterianos,
analgésicos, sedantes, expectorantes, estimulantes y estomdquicos en la composicion

de medicamentos. (Treasey Evans, 1991)

En cuanto alas técnicas de extraccion, las mds conocidas son el arrastre con vapor de
agua, la hidrodestilaciéon y la extraccién con solventes. Para propdsitos analiticos es la
hidrodestilacion con aparato tipo clevenger la mds utilizada (Pereira, et al, 2000), sin
embargo, esta técnica provoca reacciones de oxidacidén en varios componentes del
aceite esencial, debido a la presencia de agua y la alta temperatura, por lo que la
composicién del aceite se altera antes del andlisis cromatogrdfico. Recientemente se
ha utilizado la técnica de destilacidon-extraccion por tres horas, utilizando el aparato de
Likens-Nickerson, para la extraccién del aceite con fines puramente analiticos (Pereira
et al., 2003). Ademds, se ha utilizado la técnica de Microextraccion en Fase Sélida, que
permite las substancias voldtiles a partir del material vegetal fresco y su inyeccion

inmediata en el cromatdgrafo de gases, lo cual evita el uso de solventes y permite un
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andlisis mdas inmediato de la composicidn del aceite esencial estudiado. 3

2.2.1 indice de refraccién de aceites esenciales

Se determinard el indice de refraccidon de los aceites esenciales obtenidos, para la
clasificacién de los mismos y con esto poder evaluar las diferencias entre ellos. Para la
realizacion de esto se utilizard un refractédmetro (tipo Abbe), el cual al encenderlo hay
gue esperar quince minutos para que el aparato se estabilice. Colocar una gota del
aceite esencial, en el portamuestras. Cerrar el portamuestras. Realiza la medicién en la

escala del aparato. Limpiar el aparato.

2.2.2 Actividad biocida de metabolitos secundarios aislados y aceites esenciales

Someter a una cromatografia en capa fina, los aceites esenciales y metabolitos
secundarios aislados a partir de la cromatografia Flash, utilizando CHCLz:tolueno en
diferentes proporciones. De cada cromatoplaca desarrollada, cortar una tira lateral
para revelar y localizar la ubicacion de los metabolitos separados en el resto de la

cromatoplaca.

2.3 Metabolitos Secundarios

Se llaman asi, a los compuestos quimicos sintetizados por las plantas que cumplen
funciones no esenciales en ellas, de forma que su ausencia no es fatal para la planta,
ya que no infervienen en el metabolismo primario de las plantas. Los metabolitos
secundarios de las plantas intervienen en las interacciones ecoldgicas entre la planta y

su ambiente. (Trease y Evans, 1991)

El estudio de estas sustancias fue iniciado por quimicos orgdnicos del siglo XIX y de
principios del siglo XX, que estaban interesados en estas sustancias por su importancia
como drogas medicinales, venenos, saborizantes, pegamentos, aceites, ceras, y otros
materiales utilizados en la industria. De hecho, el estudio de los metabolitos secundarios
de las plantas estimuld el desarrollo de las técnicas de separacion, la espectroscopia
para dilucidar su estructura, y metodologias de sintesis que hoy constituyen la

fundaciéon de la quimica orgdnica contempordnea.

3 Pérez, F., Arriola, C., De Ledn, J., Cdceres, A., Cruz, S., Oliva B., Jayes P.,(2008) Estudio Quimico de los
AceitesEsenciales y Metabolitos Secundarios de tres plantas del género Lantana (Verbanaceae). USAC,
Guatemala
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En estudios bioldgicos mds recientes se determind que la mayoria de los metabolitos
secundarios cumplen funciones de defensa contra predadores y patdégenos, actian
como agentes alelopdticos (que son liberados para ejercer efectos sobre otras
plantas), o para atraer a los polinizadores o a los dispersores de las semillas (Trease y
Evans 1991). El reconocimiento de propiedades bioldgicas de muchos metabolitos
secundarios ha alentado el desarrollo de este campo, por ejemplo en la busqueda de
nuevas drogas, antibidticos, insecticidas y herbicidas. Ademds, la creciente
apreciaciéon de los altamente diversos efectos bioldgicos de los metabolitos
secundarios ha llevado a reevaluar los diferentes roles que poseen en las plantas,
especialmente en el contexto de las interacciones ecoldgicas. Los Principales

metabolitos secundarios a estudiar en esta investigacién son los siguientes:

2.3.1 Alcdloides

Los alrededor de 12.000 alcaloides que se conocen , es un compuesto quimico que
posee un nitrdgeno heterociclico biosintetizados principaimente a partir de
aminodcidos. Los alcaloides poseen una gran diversidad de estructuras quimicas. Son
fisioldgicamente activos en los animales, aln en bajas concentraciones, por lo que son
muy usados en medicina. Eiemplos conocidos son la cafeina, cocaina, la morfina, la

afropina, la colchicing, la quinina, y la estricnina. (Trease y Evans, 1991)

CHs
|
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Figura I. Estructura quimica de la Cafeina
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Figura Il. Eiemplos de diferentes estructuras quimicas de alcaloides

2.3.2 Taninos

Son sustancias de origen vegetal carentes de nitrdgeno en su molécula y solubles
parcialmente en agua y en alcohol, cuya caracteristica mds evidente es su capacidad
para desnaturalizar las proteinas provocando al entrar en contacto con ellas
coagulacién y consiguiente  precipitacion.  Esta  propiedad se  fraduce
farmacolégicamente en un efecto astringente, antiinflamatorio y hemostdtico. Los
taninos estdn ampliamente repartidos entre las plantas, y parece ser que juegan un
papel disuasorio para insectos y herbivoros, ya que dotan de sabor desagradable a las
partes de la planta que los contienen. También son muy frecuentes en los frutos
inmaduros, siendo los responsables del sabor astringente y desagradable de estos.
Como ejemplos de plantas ricas en taninos cabe mencionar a la Salicaria (Lythrum

salicaria) y las agallas del rebollo (Quercus faginea). (Bruneton, 1993)

La formula Ci4H14011, considerada en algunos libros como la del tanino comun, es sélo
aproximada, ya que son polimeros complejos. Hay dos categorias de taninos,
clasificados en base a su via de biosintesis y sus propiedades quimicas: los taninos

condensados y los taninos hidrolizables.


http://es.wikipedia.org/wiki/Bios%C3%ADntesis

e Los taninos condensados (a veces también llamados proantocianidinas) son
polimeros de un flavonoide llamado antocianidina. Es comun encontrarlos en la
madera de las plantas lenosas.

e Los taninos hidrolizables son polimeros heterogéneos formados por dcidos
fendlicos, en particular dcido gdlico, y azdcares simples. Son mds pequenos que los
taninos condensados y son hidrolizados con mas facilidad, sélo basta dcido diluido

para lograrlo. La mayoria tiene una masa molecular entre 600 y 3.000.

Os_OH

HO OH
OH

Figura lll. Estructura quimica de dcido gdlico

2.3.3 Flavonoides

Son sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y 3 de malonil-CoA, a través
de lo que se conoce como "via biosintética de los flavonoides”, cuyo producto, la
estructura base, se cicla gracias a una enzima isomerasa. Los flavonoides son una
familia muy diversa de compuestos, aunque todos los productos finales se caracterizan
por ser polifendlicos y solubles en agua. Los flavonoides que conservan su esqueleto
pueden clasificarse, segun las isomerizaciones y los grupos funcionales que les son
adicionados, en 6 clases principales: las chalconas, las flavonas, los flavonoles, los
flavandioles, las antocianinas, y los taninos condensados. También el esqueleto puede
sufrir modificaciones, convirtiéndose entonces en el esqueleto de los isoflavonoides o el

de los neoflavonoides, que por lo tanto también son derivados de los flavonoides.

Cumplen funciones metabdlicas importantes en las plantas, algunas funciones son
comunes a todas las plantas y otras son especificas de algunos taxones. Como ejemplo
de funciones universales, los flavonoides son responsables de la resistencia de las
plantas a la fotooxidacion de la luz ultravioleta del Sol, intervienen en el fransporte de la

hormona auxing, y se cree que funcionan como defensa ante el herbivorismo. Una
Yy
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http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavandiol&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Antocianina
http://es.wikipedia.org/wiki/Tanino_condensado
http://es.wikipedia.org/wiki/Isoflavonoide
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Neoflavonoide&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Tax%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Auxina

funcion importante cumplida en muchas plantas es la atraccidén de los animales
polinizadores, a través del color o el olor que dan a la planta o a sus flores. (Bruneton,
1993).

Figura IV. Estructura quimica 2-fenilcromen-4-ona (2-fenil-1,4-benzopirona), esqueleto

de los flavonoides

Figura V. Estructura quimica de la 3-fenilcromen-4-ona (3-fenil-1,4-benzopirona),

esqueleto de los isoflavonoides.

Figura VI. Estructura qu{imica de la 4-fenilcumarina (4-fenil-1,2-benzopirona)., esqueleto
de los neofavonoides
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2.3.4 Principios Amargos

Compuestos quimicamente heterogéneos, aunque suelen presentar un anillo
lacténico, pero con la propiedad comUn de tener un sabor amargo. Esta caracteristica
organoléptica es precisamente lo que los hace Utiles farmacolégicamente ya que
produce un aumento de la secrecién gdstrica y una estimulacién del apetito (deben
tomarse media hora antes de las comidas). En muchos casos, también tienen una
accién colerética y colagoga. Un buen amargo de la medicina popular es la
centdurea o hiel de tierra (Centaurium umbellatum) y tambien la corteza de naranja

amarga (Citrus aurantium). (Trease y Evans, 1991)

2.3.5 Antraguinonas

Es un polvo cristalino amarillento o de un color que varia del gris claro al gris verduzco.
Es insoluble en agua y alcohol, pero se disuelve fdcilmente en nitrobenceno y anilina.

Quimicamente es bastante estable en condiciones normales.

La antragquinona se encuentra en forma natural en algunas plantas (Ruibarbo, Espino
Cerval y el género Aloe), hongos, liquenes e insectos, donde sirve como esqueleto

bdsico para sus pigmentos.

Los derivados naturales de la antraguinona son glucésidos con accidén laxante vy
purgante sumamente potente. En la terapéutica farmacoldgica, la antraguinona
pertenece a la categoria de catdrticos y se usan en la terapia contra el estrefimiento,
Se encuentran en las hojas, vainas, raices y semillas de diversas plantas como el sen, el

ruibarbo y la frdngula. (Bruneton, 1993).

Figura VII. Estructura molecular de la Antraquinona
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2.3.6 Cumarinas

Las cumarinas se consideran todo un grupo de metabolitos secundarios fendlicos de las
plantas, que comparten la misma via biosintética y esqueleto quimico. En las plantas,
se encuentran en los tegumentos de las semillas, frutos, flores, raices, hojas, y tallos,
aungue la mayor concentracién se encuentra en general en frutos y flores.
Originalmente la cumarina se aislé de la Haba de Tonka. Su rol en las plantas parece
ser de defensa, ddndole propiedades de rechazo a la alimentacidon (en inglés
antifeedant), antimicrobiana, captadora de radiacién UV e inhibidora de la

germinacién. (Trease y Evans, 1991)

La mejor propiedad conocida de las cumarinas indirectamente demuestra su rol en la
defensa de las plantas. La ingesta de cumarinas de plantas como el trébol puede

causar hemorragias internas en mamiferos.

AN

o 0O

Figura VIII. Estructura quimica de la Cumarina

2.3.7 Saponinas

Las saponinas son glicdsidos derivados de las plantas. Se caracterizan por producir
espuma cuando se mezclan con el agua , por eso son consideradas jabones naturales.
La Saponaria oficinalis ha sido usada desde tiempos inmemoriables como detergente.
A nivel gdstrico contribuyen a disminuir la absorcion en el tubo digestivo por lo que se
usan en procesos dietéticos, sin embargo, al ser consumidas en dosis altas se convierten

en sustancias téxicas, ya que producen hemdlisis.
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La hiedra, el rusco, el espdrrago y la zarzaparrilla son ejemplo de plantas que poseen

saponinas. (Trease y Evans, 1991).

Esquelete esteroide

Figura IX. Estructura quimica de saponina esteroidall

2.4 Espectrometria Ultravioleta-visible

El principio de la espectroscopia ultravioleta-visible involucra la absorciéon de radiacion
ultravioleta — visible por una molécula, causando la promocién de un electrén de un
estado basal a un estado excitado, liberdndose el exceso de energia en forma de

calor. La longitud de onda (A) comprende entre 190 y 800 nm.

La luz visible o UV es absorbida por los electrones de valencia, éstos son promovidos a
estados excitados. Al absorber radiacién electromagnética de una frecuencia
correcta, ocurre una transicion desde uno de estos orbitales a un orbital vacio. Las
diferencias entre energias varian entre los diversos orbitales. Algunos enlaces, como los
dobles, provocan coloracion en las moléculas ya que absorben energia en el visible asi

como en el UV, como es el caso del B-caroteno.

Cuando un haz de radiacién UV-Vis atraviesa una disolucién conteniendo un analito
absorbente, la intensidad incidente del haz (lo) es atenuada hasta I. Esta fraccién de
radiacion que no ha logrado traspasar la muestra es denominada transmitancia (T) (T =
I/lo). Por aspectos prdcticos, se utizard la absorbancia (A) en lugar de la transmitancia
(A = -logT), por estar relacionada linealmente con la concentracion de la especie
absorbente segin la Ley de Beer-Lambert: A = ¢1-¢c (e: coeficiente de absortividad
molar, I: camino éptico, c: concentracion de la especie absorbente).

Esta técnica es Util para el andilisis de algunos metabolitos secundarios. (Skoog, Holler,
Nieman,2001)
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2.5 indice de Refraccién

El indice de refraccidn es una propiedad fisica de los aceites esenciales utilizada para
el control de pureza, ya que los aceites esenciales de variedades o especies vegetales,
presentan indices de refraccion (indicador del grado de refraccidon de la luz
polarizada), caracteristicos. Es la relacion que existe entre el seno del dngulo de
incidencia y el seno del dngulo de refraccidon de un rayo luminoso, de una longitud de
onda determinada, que pasa del aire a la sustancia en examen. Esta se mantiene a
una temperatura constante y determinada. Segun el aparato utilizado, en este caso el
refractémetro, el método se basa en la medida directa del dngulo de refraccion; o
bien, en la observacion del limite de reflexion total, manteniendo la sustancia dentro
de condiciones de isotropismo y transparencia. El refractémetro permite la lectura
directa del indice de refraccién entre 1.3000 y 1.7000 con una precisién de 0.0002. . El
procedimiento que se sigue es el siguiente: Encender el refractdmetro (tipo Abbe), y
esperar por quince minutos a que se estabilice. Colocar una gota del aceite esencial,
en el portamuestras. Cerrar el portamuestras. Redliza la medicién en la escala del

aparato. Limpiar el aparato.
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3. JUSTIFICACION

Las plantas a estudiar de la familia Verbenacea, género Lantana, especies: Lantana
camara L., Lantana hispida HBK y Lantana trifolia L., son plantas nativas que se utilizan
en medicina popular. Actualmente existe informacion obtenida en otros paises, sobre
la composicién quimica de una de las plantas propuestas (Lantana camara), sin
embargo, dicha informacién no puede considerarse vdlida para Guatemala, en vista
que las variaciones en el clima generan diferenciacién en los metabolitos secundarios
producidos. En Guatemala se ha determinado Unicamente la actividad biocida de
dos de las plantas a estudiar (Lantana camara y Lantana hispida), a nivel de
extractos, por lo cual no se tiene conocimiento sobre que metabolito o grupo de
metabolitos son los responsables de esa actividad, o cual no permite la generacién
de valor agregado para estas plantas. De la tercera planta, Lantana trifolia, no se
encontrd informacioén en la literatura sobre estudios sobre su composicidon quimica. 4

Es debido a ello que se justifica la realizacién de esta investigacién; el contar con
informacion quimica respecto a los aceites esenciales y sus indices de refraccion, y los
grupos de metabolitos secundarios mds importantes presentes en estas plantas; servird
para el desarrollo de investigaciones futuras con un grado de especificidad mayor
acerca de ofros componentes de las plantas; y ala vez se espera que ayude en gran
manera al desarrollo econdmico de diferentes regiones en Guatemala, a partir del
aprovechamiento econdmico de las plantas de estudio, que podria generar mayores
oportunidades de trabajo y a su vez llegar a mejorar la calidad de vida de sus
habitantes. Por otra parte, también se contribuye a los objetivos de la escuela de
Quimica vy al Laboratorio de investigacién de Productos Naturales —LIPRONAT- en la
obtencion de informacién Util en relacion con Lantana camara L., Lantana hispida HBK
y Lantana frifolia L., la cual estd siendo investigada por primera vez en Guatemala a

nivel gquimico.

* pérez, F., Arriola, C., De Ledn, J., Cdceres, A., Cruz, S., Oliva B., Jayes P.,(2008) Estudio Quimico de los
AceitesEsenciales y Metabolitos Secundarios de tres plantas del género Lantana (Verbanaceae). USAC,
Guatemala

15



4. OBIJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el rendimiento y caracterizar los aceites esenciales y la presencia de
metabolitos secundarios de las plantas Lanfana camara L., Lanfana hispida HBK y

Lantana trifolia L., de la Familia Verbenaceae.

4.2 Objetivos Especificos

1) Determinar los principales metabolitos secundarios (alcaloides, antraquinonas,
cumarinas, flavonoides, principios amargos, saponinas y Taninos) en las hojas
de las especies de Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana trifolia
L., de la Familia Verbenacea.

2) Determinar el rendimiento de los aceites esenciales provenientes de las
especies de Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana ftrifolia L., de
la Familia Verbenacea por el método de hidrodestilacién con aparato tipo
Clevenger .

3) Determinar el contenido de cenizas de muestreas de plantas de las especies
de Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana trifolia L., de la Familia

Verbenacea por el método de hidrodestilacién con aparato tipo Clevenger .
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5. Hipotesis

Debido a la naturaleza descriptiva de la parte del proyecto a desarrollar, no se contempla

hipdtesis alguna
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6. Materiales y Métodos

6.1 Materiales

6.1.1 Equipo
- Hidrodestilador Clevenger

- Espectrofotébmetro UV-VIS
- Horno de conveccién

- Balanza analitica

- Balanza semianalitica

- Mufla

- Rotavapor

- Estufa

- Tamiz 5 Mesh

- Refractdmetro

- Refrigeradora

- Campana de extraccion
- Campana de flujo laminar
- Bano ultrasénico

- Bano maria

6.1.2 Cristaleria

- Cdpsulas de porcelana

- Crisoles de porcelana

- Embudos de vidrio

- Viales dmbar de 4 mi

- Viales transparentes de 20 ml

- Balones de fondo redondo 150 mly 250 ml (para hidrodestilacion)
- Balones de fondo redondo 1 Ly 2L (para hidrodestilacion)
- Micropipetas

- Micropipetas de 5 microlitros

- Balones aforados de 100 ml y 250 ml

- Beackers de 100 mly 250 ml

- Probetas de 10 ml, 25 ml, 50 mly 100 ml
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- Tubos de ensayo (pruebas fitoquimicas)

- Frascos de vidrio y recipientes de pldstico (pruebas fitoquimicas)
- Varillas de agitacién

- Vidrios de reloj

- Erlenmeyers de 250 ml

- Asperjadores

- Cubetas para TLC (20 por 20 cm)

6.1.3 Otros Materiales

- Percolador

- Bulbos para micropipetas
- Gradillas

- Rejillas

- Papel filtro

- Cromatoplacas

- Espdtulas de metal y pldstico
- Papel Mayordomo

6.1.4 Solventes

- n-Pentano

-n-hexano

- Metanol

- Acetato de Etilo

- Cloroformo

- Acetona

- Etanol

- Tolueno

19



6.1.5 Reactivos para pruebas fitoguimicas

6.1.5.1 Alcaloides:

- Hidréxido de amonio 10 % p/v
- Acido Clorhidrico 2 N
- Reactivo de Mayer’s (yoduro de mercurio y potasio)

a. 1.36 g de HgCl2 /60 mL H20
b.5gKl/ 10 mLH20
c. Mezclar y diluir a 100 mL.

- Reactivo de Dragendorff (yoduro de bismuto y potasio)
a. 8 g Bi(NOs)3 5 H20O / 20 mL HNO3

b. 27.2gKl /50 mLH0
Cc. Mezclar, reposar, decantar supernadante. Diluir a 100 mL.

- Reactivo de Wagner ((yodo-yoduro de potasio)

a. 1.27gl+2gKl/5mLH0
b. Diluir a 100 mL.

- Solucién de atropina y papaverina al 1%

6.1.5.2 Taninos

- Etanol al 80%

- Cloruro de Sodio al 10%

- Solucién de gelatina al 1% p/v

- Solucién de gelatina-sal (1% de gelatina y cloruro de sodio al 10%)
- Cloruro Férrico al 10% p/v

6.1.5.2 Fenoles (flavonoides)
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- Etanol al 80%

- Eter de petréleo

- Metanol al 80%

- Acido Sulfurico concentrado

- Cloruro Férrico al 10% p/v

- Acido Clorhidrico concentrado

- Magnesio Metdlico

- Acido Bérico

- Anhidrido Acético

- n-butanol

- Acido Acético

- Acetato de Efilo

- Acido Férmico

- Solucién Metandlica al 1% de difenilboriloxietilamina (NP)
- Solucién Etandlica al 5% de polietilenglicol 4000 (PEG)
- Amoniaco

6.1.5.3 Principios Amargos

- Metanol

- Acetato de etilo

- Cloroformo

- Vainilina-acido sulfurico

- Anisaldehido-acido sulfurico
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- Reactivo de Liebermann-Buchard

6.1.5.4 Antraguinonas

- Etanol al 80%

- Benceno

- Solucién de prueba de amonio
- Peréxido de Hidrogeno

- Acido acético glacial

6.1.5.5 Cumarinas

- Hidréxido de Potasio 0.5 N

- Metanol

- Umbeliferona

- Acido p-cumarico

- Tolueno

- Acido Acético 10 %

- Eter

- Solucién Etandlica de hidroxido de potasio al 50 10 %.

6.1.5.6 Saponinas

- Etanol al 70%

- Cloroformo

- Metanol

- n-butanol

- Acido Acético
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- Reactivo de Liebermann-Burchard

- Reactivo de Komarowsky

- Vainilina-acido sulfurico

- Anisaldehido-dcido sulfurico

6.2 Métodos

6.2.1 Planta a estudiar

Tres especies del género Lantana, de la familia Verbenaceae : Lantana camara L.,

Lantana hispida HBK y Lantana ftrifolia L.

6.2.2 Muestreo

Los vigjes de campo se readlizaron a diferentes sitios pertenecientes a los
departamentos de Alta Verapaz, Guatemala y Quetzaltenango; con el propésito de
llevar a cabo la colecta del material vegetal (hojas) de las tres especies del género
Lantana, de la familia Verbenaceae. Se realizé tres colectas por cada especie en

sitios diferentes de una forma bimensual (Abril-Mayo, Junio-Julio,Agosto-Septiembre).

Cada muestra colectada fue identificada con el nombre del sitio donde fue
colectada, fecha de la recoleccidon y nimero de especie. Se recolectaron entre 150-

200 gramos del material vegetal fresco (hojas).

6.2.3 Preparacion de la muestra

Una vez recolectado el material vegetal (hojas), éstas se mezclan y se dejan secar en
sombra a temperatura ambiente. Se debe de dejar una fraccidon considerable para
realizar la determinacion del porcentaje de humedad vy el contenido de cenizas. El

material vegetal ya seco se debe tamizar y posteriormente pulverizarlo.

6.2.4 Determinacion de humedad

Pesar 10.00 g de material vegetal hUmedo en una balanza andalitica y colocarlo en
una cdpsula de porcelana y dejarla en el horno de conveccién a 95°C por 20 h.
Enfriar la cdpsula a temperatura ambiente y pesarla. Determinar el porcentaje de

humedad por diferencia de peso con el peso original.
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6.2.5 Determinacién de contenido de cenizas:

Pesar 4.00g de material vegetal hUmedo en una balanza analitica utilizando un crisol
de porcelana. Posteriormente a ello, calcinar la muestra en una mufla a 550°C por 14
horas, o hasta obtener cenizas blancas. Después de la calcinacién pesar las cenizas
en una balanza andalitica. Se obtiene el contenido de cenizas relacionando el peso

de las cenizas con el peso de la muestra original.

6.2.6 Extraccidn de aceites esenciales por hidrodestilacidn con aparato tipo

Clevenger

Pesar aproximadamente 45-50 g de material vegetal seco en un balén de 1000 mi;
agregar agua destilada hasta la mitad (500 ml) del balén. Colocarle una manta y
posteriormente se conecta al aparato de extraccién. Destilar el aceite esencial por 3
h, contadas a partir de la hora en que se inicia la destilacion. Apagar el aparato y
colectar el aceite con n-pentano y concentrar en rotavapor. Medir el volumen de

aceite obtenido y almacenarlo en refrigeradora.

6.2.7 Tamizaje fitoguimico

Se realizaran pruebas de tamizaje fitoquimico en las especies de Lantana camara L.,
Lantana hispida HBK y Lantana trifolia L. Las pruebas se llevardn a cabo de acuerdo
con el Manual de Operaciones de Tamizaje Fitoquimico del Laboratorio de
Investigacion de Productos Naturales —LIPRONAT- (ver Anexo ll). Los metabolitos a
estudiar son: alcaloides, taninos, principios amargos, antraquinonas, cumarinas,

saponinas y flavonoides.
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Actividad

Mayo

7. Cronograma de Actividades

Junio

Julio

Recopilacién

Agosto
‘08

Septiembre

‘08

Octubre
08

Noviembre

08

de

Implemen-

Informacién

tacién de
Métodos

Analiticos

Preparacion

Material de

Muestreo

Colectas

Material

Vegetal

Andlisis

Quimicos

Andlisis

Biocidas

Andlisis de

Resultados

Elaboracién

Reporte Final

Total de

80

80

80

Horas

Laboratorio®

80

80

80
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NUmero de 2 2 2 2 2 2 2
Colectas *

Total Horas 96 96 96 96 96 96 96

de Colecta **
Total Horas 176 176 176 176 176 176 176
de Trabajo
Por mes
Total de horas 1,232 hrs.

Cuatro horas diarias por cinco dias a la semana (Lunes-Viernes).

**Cada colecta es de 2 dias (Sdbado-Domingo) con un total de 48 horas.
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8. RESULTADOS

8.1 Hidrodestilacion de aceites esenciales

Tabla |
Ubicacion
Cédigo Muestra Sub Muestra Localidad Ubicacién Satelital Elevacion Fecha de
Muestra Colecta
(msnm)
LCAM.SNFE.01.01 A Lantana camara San Felipe N 142 37.373' W 912 620.12 06.07.08
35.771' msnm
LCAM.ZUNI.01.01 A Lantana camara Zunil N 142 46.748' W 912 2085.98 06.07.08
29.791' msnm
LCAM.ZUNI.01.01 B Lantana camara Zunil N 142 46.748"' W 91° 2085.98 06.07.08
29.791' msnm
LCAM.ZUNI.01.04 A Lantana camara Zunil N 142 46.748"' W 91° 2085.98 06.07.08
29.791' msnm
LHIS.SNJO.01.03 A Lantana hispida San José N 142 59.043' W 892 248.48 30.06.08
41.677' msnm
LHIS.SNJO.01.03 B Lantana hispida San José N 142 59.043' W 892 248.48 30.06.08
41.677' msnm
LHIS.KM93.01.01 A Lantana hispida San Cristébal N 142 55.305' W 892 277.74 30.06.08
56.413' msnm
LHIS.KM93.01.01 B Lantana hispida San Cristébal N 142 59.043"' W 89° 248.48 30.06.08
41.677' msnm
LHIS.KM93.01.02 A Lantana hispida San Cristdbal N 142 55.305' W 892 277.74 30.06.08
56.413' msnm
LHIS.KM93.01.02 B Lantana hispida San Cristdbal N 142 55.305' W 892 277.74 30.06.08
56.413' msnm
LHIS.KM93.01.02 C Lantana hispida San Cristébal N 142 55.305' W 892 277.74 30.06.08
56.413' msnm
LHIS.KM93.01.03 A Lantana hispida San Cristébal N 142 55.341' W 89¢ 295.73 30.06.08
56.480' msnm
LHIS.PACA.01.01 A Lantana hispida | Volcan Pacaya 01.05.08
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LTRI.LAMAT.01.03 A Lantana trifolia Los Amates N 152 13.788' W 89¢ 97.87 msnm | 02.09.08
07.623'

LTRI.LAMAT.01.03 B Lantana trifolia Los Amates N 152 13.788' W 892 97.87 msnm | 02.09.08
07.623'

LTRI.LAMAT.01.03 c Lantana trifolia Los Amates N 152 13.759' W 892 98.48 msnm | 02.09.08
07.623'

En la tabla se pueden observar cada uno de los codigos para los especimenes analizados; con su respectiva

interpretacién. Fuente: Datos experimentales.

Tabla ll
Porcentaje de Rendimiento de Hidrodestilaciones
de Aceites Esenciales de las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana
Trifolia L. con aparato tipo Clevenger
Primera Colecta

Masa Material | Masa del % de
MUESTRA Submx vegetal (g) aceite (g) rendimiento

LCAM.ZUNI.01.01 A 25.0 0.0217 0.09
LCAM.ZUNI.01.01 B 20.0 0.0181 0.09
LHIS.SNJ0.01.03 A 25.0 0.1171 0.47
LHIS.SNJO.01.03 B 20.0 0.0651 0.33
LHIS.KM93.01.01 B 15.0 0.0516 0.34
LHIS.KM93.01.02 A 30.0 0.179 0.60
LHIS.KM93.01.02 B 27.3 0.1765 0.65
LHIS.KM93.01.02 C 30.0 0.1389 0.46
LHIS.PACA.01.01 A 9.8 0.0089 0.09
LTRI.AMAT.01.03 A 25.0 0.0325 0.13
LTRI.AMAT.01.03 B 25.0 0.0066 0.03
LTRI.AMAT.01.03 C 25.0 0.1278 0.51

Fuente: Datos experimentales
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Tabla lll

Andlisis estadistico de aceites esenciales de las plantas Lantana camara L., Lantana hispida
HBK y Lantana Trifolia L.

. Desviacion Valor Valor
Muestra n Promedio ., L A
estandar Minimo Méaximo
Lantana camara L. 2 0.09 0 0 0
Lantana hispida
HBK 7 0.42 0.1883 0.09 0.65
Lantana trifolia L. 3 0.223 0.2532 0.03 0.13

En la tabla se observa el andlisis estadistico llevado a cabo a los datos de porcentaje de rendimiento de la
primera colecta. Fuente: Datos experimentales

Tabla IV

Anélisis estadistico general de aceites esenciales de las plantas Lantana camara L., Lantana

hispida HBK y Lantana Trifolia L.

Desviacion
Muestra n Promedio Valor Minimo | Valor Maximo
estandar

Lantana camara

L.,Lantana

Hispida HBK, 12 0.3 0.22 0.03 0.65
Lantana trifolia
L.

En la tabla se observa el andlisis estadistico llevado a cabo a los datos de porcentaje de rendimiento de la
primera colecta. Fuente: Datos experimentales
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8.2 Tamizaje Fitoquimico

TablaV
Clave de las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana Trifolia L.
) Fecha de
No. Muestra Muestra Localidad

Colecta

1 Lcam.zuni.01.01 Zunil 06.07.08

2 Lcam.zuni.01.04 Zunil 06.07.08

3 Ltriamat.01.03 Los Amates 02.09.08

4 Lhis.snjo.01.03 San Jose 30.06.08

5 Ltriamt.01.03 Los Amates 02.09.08

6 LHiskm93.01.01 San Cristobal 30.06.08

Fuente: Datos experimentales. En la tabla se pueden observar
cada uno de los codigos para las muestras analizadas; con su respectiva interpretacion.

Tabla VI
Porcentaje de humedad de las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana
Trifolia L.
Porcentaje de
No. muestra Muestra Peso (g)
Humedad

1 Lcam.zuni.01.01 0.5 14.55
2 Lcam.zumi.01.04 0.5 13.80
3 Ltri1.01.01 0.5 14.75
4 Lhis.snfe.01.01 0.5 14.01
5 Ltri3.01.03 0.5 13.08
6 LHis.km93%:.01.01 0.5 14.80

Fuente: Datos experimentales. Balanza de humedad utilizada: HB35 Halogen.
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Tabla VII

Presencia de alcaloides
en las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana Trifolia L.

No. Muestra Reactivo Reactivo Reactivo
Muestra Mayer’s
Dragendorff Wagner
1 Lcam.zuni.01.01 - - + Marrén
2 Lcam.zumi.01.04 - - -
3 Ltri1.01.01 - - + Marrén
4 LHis.snfe.01.01 - - + Marrén
5 Ltri3.01.03 - + (naranja) + Marrén
6 LHis.km93%2.01.01 - + (naranja) + Marroén

Fuente: Datos Experimentales.

Reactivo Mayer's cambio de color blanco a crema (+)

Reactivo Dragendorff cambio de color rojo a naranja (+)
Reactivo Wagner cambio de color marrén (+). Verimdagenesl, Il y lll, anexos Il

Tabla VI

Cromatografia en Capa Fina de Alcaloides
de las plantas Lantana cdmara L., Lantana hispida HBK y Lantana Trifolia L.

No. Muestra Muestra No. De Rf Color de la banda
bandas
1 Lcam.zuni.01.01 2 0.50, 0.68 Naranja, naranja
2 Lcam.zumi.01.04 2 0.38, 0.55 Naranja, naranja
3 Ltri1.01.01 2 0.33,0.38 Naranja, naranja
4 LHis.snfe.01.01 3 0.23, 0.30, | Naranja, naranja,
0.37 naranja
5 Ltri3.01.03 3 0.23, 0.32, | Naranja, naranja,
0.42 naranja
6 LHis.km93%2.01.01 2 0.28,0.42 Naranja, naranja
Papaverina 1 0.28 Naranja
Atropina 1 0.08 Naranja
Reserpina 1 0.22 Naranja

Fuente: datos experimentales. Fase movil: tolueno, acetato de etilo, dietilamnina (70:20:10). Revelador

ufilizado: Reactivo de Dragendorff
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Presencia de Flavonoides y antocianinas

Tabla IX

en las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana Trifolia L.

No. Acido le)rgro Acido Mag';n.esm Hidréxido
Muestra L. Férrico o + acido .
Muestra sulfarico clorhidrico . de sodio
al 10% clorhidrico
1 Lcam.zuni.01.01 - - - - -
2 Lcam.zumi.01.04 - - - - -

3 Ltri1.01.01 -

4 LHis.snfe.01.01 - - - - R
5 Ltri3.01.03 - - - - B
6 LHis.km93v2.01.01 - - - - R

Fuente: Datos experimentales.

Cuando se produce cambio de coloracién y/o formacién de precipitado

comparados con el testigo es positivo (+). Se puede observar que en ninguna de las pruebas realizadas a las
muestras hay presencia de flavonoides(-). Verimdgenes IV, V y VI, anexos |l

Tabla X

Cromatografia en capa fina Flavonoides y antocianinas
en las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana Trifolia L.

No. Muestra No. de Rf Color de la banda
Muestra
bandas
1 Lcam.zuni.01.01 2 0.50, 0.68 Naranja, naranja
2 Lcam.zumi.01.04 2 0.38, 0.55 Naranja, naranja
3 Ltri1.01.01 2 0.33,0.38 Naranja, naranja
4 LHis.snfe.01.01 3 0.23, 0.30, Naranja, naranja,
0.37 naranja
5 Ltri3.01.03 3 0.23, 0.32, Naranja, naranja,
0.42 naranja
6 LHis.km93%2.01.01 2 0.28,0.42 Naranja, naranja
Estandar de 1 0.09,0.22,0.28 Naranja
Flavonoides

Fuente: Datos Experimentales. Fase movil: n-butanol-dcido acético-agua (40:10:50)
Reactivo Revelador: Productos naturales (NP/PEG). Ver imagen VII, anexos |l
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Tabla XI

Presencia de Antraquinonas

en las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana Trifolia L.

No. Muestra Borntrager Borntrager
Muestra modificado

1 Lcam.zuni.01.01 - -

2 Lcam.zumi.01.04 - -

3 Ltri1.01.01 - -

4 LHis.snfe.01.01 - -

5 Ltri3.01.03 - -

6 LHis.km93%2.01.01 - -

Fuente: datos ExperiementalesPrueba de Borntr&éger cambios de color en la fase alcalina (color rojo,
rosado: +). Prueba de Borntréger modificado cambios de color en fase alcalina (color rojo, rosado: +).
Verimdagenes Vil'y VIII anexos |l

Tabla XII

Presencia de Cumarinas
en las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana Trifolia L.

No. Muestra Reactivo Observacion
Muestra
(KOH)
1 Lcam.zuni.01.01 - No se observé
fluorescencia
2 Lcam.zumi.01.04 -
_ azul o verde,
3 Ltri1.01.01 - bajo luz UV de
4 LHis.snfe.01.01 - 365 nm
5 Ltri3.01.03 -
6 LHis.km93%.01.01 -

Fuente: Datos Experimentales
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Tabla Xl

Cromatografia en capa fina Cumarinas
en las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana Trifolia L.

No. Muestra Muestra No. De Rf Color de la
bandas banda

1 Lcam.zuni.01.01 0 0
2 Lcam.zumi.01.04 0 0
3 Ltri1.01.01 0 0
4 LHis.snfe.01.01 0 0
5 Ltri3.01.03 0 0
6 LHis.km93v¥2.01.01 0 0

Acido p- 1 0.07 Verde

cumarico
Umbelliferona 1 0.07 Verde
cumarinas 1 0.34 Verde

Fuente: Datos Experimentales. Fase maévil: tolueno-acetato de etilo (93:7)
Revelador: solucién etandlica de hidréxido de potasio al 5%. Verimagen X, anexos |l
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en las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana Trifolia L.

Tabla XIV

Presencia de Saponinas (test de espuma)

No. Muestra Reactivo Observacioén
Muestra
(KOH)
1 Lcam.zuni.01.01 +
2 Lcam.zumi.01.04 + Se observé formacion de
espuma

3 Ltri1.01.01 +
4 LHis.snfe.01.01 +
5 Ltri3.01.03 +
6 LHis.km93v2.01.01 +

Estandar de +++

saponinas

Fuente: Datos Experimentales.
+ poca formacién de espuma

+++ abundante formacién de espuma
Si una capa de espuma mayor de 3 cm persiste en la superficie liquida después de 30 minutos se presume la
presencia de saponinas. Ver imdgenes Xl y Xll, anexos Il
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Tabla XV

Cromatografia capa fina Saponinas
en las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana Trifolia L.

No. Muestra Muestra No. de Rf Color de la
bandas banda
1 Lcam.zuni.01.01 1 0.97 Violeta
2 Lcam.zumi.01.04 1 0.94 Violeta
3 Ltri1.01.01 1 0.94 Violeta
4 LHis.snfe.01.01 2 0.96 Violeta
5 Ltri3.01.03 2 0.96 Amarillenta
6 LHis.km93v¥2.01.01 2 0.96 Amarillenta
Estandar de 1 0.69 Violeta

Saponinas

Fuente: Datos Experimentales.
Fase movil: n-butanol-dcido acético-agua (50:10:40)

Revelador: vainillina-dcido sulfdrico. Ver imdagenes Xl y XIV, anexos I
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Presencia de Principios Amargos en Cromatografia en Capa Fina en las plantas Lantana

Tabla XVI

camara L., Lantana hispida HBK y Lantana Trifolia L.

No. Muestra No. de Rf Color de la

Muestra bandas banda

1 Lcam.zuni.01.01 0 0

2 Lcam.zumi.01.04 0 0

3 Ltri1.01.01 0 0

4 LHis.snfe.01.01 0 0

5 Ltri3.01.03 0 0

6 LHis.km93v2.01.01 0 0
Neuroloena 1 0.17 | Amarillenta

lobata

Fase movil: acetato de etilo-metanol-agua (97:15:8)
Revelador: vainillina-acido sulfdrico. Las seis muestras dieron resultados negativos. Verimagen XV, anexos il

Tabla XVII
Presencia de Taninos en las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana
Trifolia L.
No. Muestra Gelatina | Gelatina- Cloruro
Muestra al 1% sal férrico al
10%
1 Lcam.zuni.01.01 - - -
2 Lcam.zumi.01.04 - - -
3 Ltri1.01.01 - - -
4 LHis.snfe.01.01 - - -
5 Ltri3.01.03 - - -
6 LHis.km93%2.01.01 - - -

Fuente: Datos Experimentales. Observacién de formacién de precipitados y/o cambio de coloracién es positivo
(+). Las seis muestras dieron resultados negativos (-). Verimdagenes XVIy XVII, anexos Il
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Hidrodestilacion de aceites esenciales

El aceite esencial de una planta es una fraccién liquida voldtil, para la cual existen
diversas técnicas de extraccion. En la presente investigacion se utilizd la técnica de
hidrodestilacion con aparato tipo clevenger, la cual es una técnica reproducible y con
alto rendimiento. Durante el desarrollo de la investigacién se presentaron algunos
inconvenientes y también a su vez se realizaron algunos ajustes en el sistema para

opfimizar el % de rendimiento del aceite.

Una modificacién del método fue que, en lugar de colocar entre 40.0 y 50.0
gramos del material vegetal, en la mayoria de los casos se utilizé entre 15.0 y 30.0 gramos.
Este cambio se realizé debido a que se contaba con poco material vegetal, ya que

durante los viagjes de campo no se pudo recolectar una mayor cantidad.

El principal ajuste que se realizd fue el enfriamiento con hielo del sistema de agua
circulante para mejorar la condensacion. Este enfriamiento permitié reducir la
temperatura de condensacién de los aceites esenciales a una temperatura de 5° C
aproximadamente, debido a la volatilidad de los mismos. Siempre se busca condensarlos

a la menor temperatura posible después de que han sido hidrodestilados.

En la Tabla Il de la seccidn 8.1 se observa la cantidad de material vegetal con la
que se trabaqjdé en cada extraccion al igual que la cantidad y porcentaje de rendimiento
de aceite esencial obtenido para la colecta. No existen estudios previos sobre
hidrosdestilaciones de los aceites esenciales en este género; pero empiricamente se tiene
conocimiento que distinfos géneros de la Familia Verbenaceae fienen buenos

rendimientos en los aceites esenciales.

Se puede observar en la tabla lll, de la seccidon 8.1 que casi todas las muestras y
submuestras tienen % de rendimiento bajos y estdn por debajo del 0.5%, el cual se sugiere
como aceptable’ ; a excepcion de las muestras: LHIS.KM%3.01.02 Ay B y LTRLAMAT.01.03 C

> Pérez, F., Arriola, C., De Ledn, J., Caceres, A., Cruz, A., Oliva B., Jayes P., (2008) Estudio Quimico de los
Aceites Esenciales y Metabolitos Secundarios de tres plantas del género Lantana (Verbenaceae). USAC,
Guatemala
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que obtuvieron % de rendimientos de aceites esenciales bajos pero superiores a 0.5%; los
% de rendimientos de los aceites pudieron ser afectados durante su hidrodestilaciéon
debido a complicaciones que se tuvieron durante su extraccidn; tales como emulsiones
las cuales causan pérdida de gran parte del aceite esencial, o también puede ser por la
poca cantidad de material vegetal que se utilizé en el proceso. Debido a la poca
cantidad de aceite esencial que se obtuvo no se pudo realizar la medicion del indice de
refracciéon utilizando el refractémetro; esto es debido que dentro del proyecto macro al
aceite esencial se le va a readlizar cromatografia de gases y la cantidad de aceite
obtenido era aproximadamente la cantidad de muestra que se requiere para llevar a
cabo el andlisis. En el caso de Lantana hispida HBK. se obtuvo mayor variabilidad en el
rendimiento de extraccion del aceite, por lo que es importante considerar importantes

investigaciones sobre la variabilidad de rendimiento y composicion entre individuos.

En la tabla 1V, de la seccidén 8.1 se puede observar que el promedio de los aceites
esenciales es de 0.3% en todas las muestras; lo cual se considera aceptable ya que el
valor 0.5% no es relevante en este caso ya que es un valor sugerido para uso a nivel

industrial del aceite.

9.2 Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se realizd en seis muestras; dos de cada especie de la
familia Lantana: Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana frifolia L. provenientes

de distintos lugares como se puede observar en la tabla V de la seccién 8.2.

El Tamizaje fitoquimico se realizé con el fin de determinar cualitativamente los siete
grupos principales de constituyentes quimicos presentes en planta ya que en Guatemala
no se le ha realizado ningun estudio previo; tales como Alcaloides, Taninos, Flavonoides
(fenoles), Principios Amargos, Anfraquinonas, Cumarinas y Saponinas. Se realizaron
extracciones con disolventes apropiados a partir de material vegetal seco.
Posteriormente se realizaron pruebas colorimétricas (ensayo macro) cudlitativas y un

andlisis por cromatografia en capa fina.

Se puede observar en la tabla VI, seccién 8.2 que el porcentaje de Humedad en
todos los casos fue superior al 10%, el cual es el porcentaje de rendimiento recomendado.

Esto no es relevante ya que la finalidad de reducir el porcentaje de humedad del
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material vegetal al 10% es de poder almacenarlo sin que pierda su integridad por un

periodo de dos anos aproximadamente, y esa no fue la finalidad de este estudio.

Un grupo de metabolitos secundarios de gran importancia es el conformado por
los alcaloides. Esto se debe a que presentan actividad contra una gran cantidad de
herbivoros provenientes de diferentes familias. Los distintos resultados de las pruebas
realizadas a las seis muestras se presentan en la tabla VII de la seccién 8.2; se puede
observar que se realizaron tres pruebas colorimétricas (ensayo macro) para indicar o no la
presencia de alcaloides. Para que se pueda tomar como significativa la presencia de
alcaloides, tienen que ser positivas por lo menos dos de las fres pruebas realizadas, de lo
contrario no son significativas. Las muestras No. 5 y é (Ltri3.01.03 y LHis.km93'2.01.01
respectivamente) dieron ambas positivas en las pruebas del reactivo de Dragendorff y
Wagner. La desventaja que puede fener este fipo de pruebas es que en muchas
ocasiones se pueden obtenerse resultados ambiguos, es decir, positivo y negativo; es por
eso que se realizé la cromatografia en capa fina, solamente para saber de una forma
muy general si hay presencia o no de alcaloides. Se puede observar en la tabla VI, de la
seccion 8.2 que en la cromatografia de capa fina se obtuvo que en las seis muestras hay
presencia de cualquier tipo de alcaloide. Se utilizaron tres estdndares de alcaloides
especificos (Papaverina, Atropina y Reserpina), estos se utilizaron con el fin de tener una
referencia de comparacién en el color de las bandas siempre dependiendo del reactivo
revelador (bandas naranjas o cafés), y también a su vez se pudo readlizar una
comparacién entre los factores de retencidn (rf) tedricos vrs los obtenidos
experimentalmente de las seis muestras. Con la realizacion de esto se determind que en
la muestra no. 6, LHis.km93%2.01.01, hay presencia del alcaloide Papaverina ya que el rf
tedrico es igual a uno de los obtenidos experimentalmente en esa muestra; lo cual se

puede decir de una forma general que hay presencia de alcaloides.

En la tabla IX de la seccion 8.2 se presentan los resultados de flavonoides vy
anfocianinas; este grupo es de suma importancia ya que poseen la propiedad de actuar
como agentes antioxidantes, aunque frecuentemente presentan mds actividades
(Bruneton, 1993). Se clasifican en isoflavonas, antocianidinas, flavanos, flavonoles, flavonas
y flavanonas. Segun la tabla, las seis muestras dieron resultados negativos con las distintas
pruebas realizadas (ensayo macro); pero en cambio en la cromatografia en capa fina se
puede observar en la tabla X de la seccidén 8.2 que en las seis muestras hay presencia se
flavonoides y antocianinas, debido a que se obtuvieron varias bandas de color naranja
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similar al de los obtenidos en el est&ndar; especificamente en la muestra no. 6 ya que el rf

tedrico (estdndar) esigual al rf experimental.

Las antraguinonas constituyen el grupo mds numeroso de quinonas naturales y son
la base para muchos colorantes. Segun la tabla X, se la seccién 8.2 en las seis muestras y
las dos pruebas realizadas (Bortréger y Bortrger modificado) se obtuvieron resultados
negativos de presencia de anfraquinonas ya que se frabajo con hojas secas; y las
antraguinonas se encuentran mds que todo en la Corteza y raiz de las plantas en las
familias: de Poligondceas, leguminosas, Lilidceas y Verbendceas (familia a la que
pertenecen las seis muestras). Debido a lo anteriormente mencionado no se procedié a

la realizacion de la cromatografia en capa fina.

Con respecto al grupo de Cumarinas, se puede observar en la tabla Xll, de la
seccion 8.2 que en la prueba realizada en el ensayo macro en las seis muestras se
obtuvieron resultados negativos; y para confirmar lo anterior se realizo una cromatografia
en capa fina y se puede observar en la tabla Xll, de a seccidén 8.2 que en ninguna de las
seis muestras hay presencia de cumarinas ya que no se obtuvo ninguna banda
caracteristica de color verde que sea similar al de los estdndares utilizados. Hay que
recordar que este grupo no es muy grande y tampoco tiene un gran interés a nivel

farmacoldgico.

Las saponinas son compuestos que presentan propiedades tensoactivas. Estas
mismas propiedades tensoactivas no son deseables durante la hidrodestilacion de aceites
esenciales al hacer uso del aparato tipo clevenger o cualquier sistema similar debido a
gue provocan proyecciones del material vegetal. Se obfuvo que las seis muestras en el
ensayo macro hay presencia de saponinas, observar en la tabla XIV, seccién 8.2, ya que
al redlizar la prueba se observd una formacion de capa de espuma de aproximadamente
tres centimetros la cual persistid por mds de 30 minutos. Esto se corrobord con la
cromatografia en capa fina, (tabla XV), en la cuadl los resultados de presencia de
saponinas fueron positivos al revelarse con vainillina-dcido sulfdrico y anis aldehido-acido

sulfurico aungue el esténdar que se utilizo tiene diferentes bandas de color violeta.
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En base a estos resultados se puede decir que Lantana camara L., Lantana hispidaHBK,

Lantana trifolia L., producen aceites esenciales en bajas concentraciones.

Respecto a los principios amargos se pueden observar los resultados en la tabla
XVI, seccién 8.2 que no hay presencia de principios amargos ya que con el revelador

utilizado no hay ningun color caracteristico de bandas ya sea zonas rojas-violetas, cafés-
rojas o azules.

Los taninos, la propiedad que los ha distinguido es de actuar como curfientes
segun la tabla XVII de la seccién 8.2 se obtuvo que las seis muestras dieron resultados

negativos, ya que no se produjo ningun cambio de coloracién en los tubos a la hora de

realizar las distintas pruebas.
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10. CONCLUSIONES

- El porcentaje de rendimiento promedio obtenido de la extraccién de aceite esencial de
las hojas de Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana ftrifolia L.; por medio de la

hidrodestilacion con aparato tipo clevenger fue de 0.3%, el cual es aceptable.

- El porcentaje de rendimiento de extraccién del aceite esencial mds alto obtenido de la
correspondié a la especie de Lantana hispida HBK. colectada en San Cristébal, en época

lluviosa con un valor de 0.65%.

- De acuerdo con los rendimiento obtenidos se espera que Lantana hispida HBK. es la
planta que presenta el mayor potencial para su aprovechamiento en procesos

agroindustriales.

-El porcentaje de rendimiento mds bajo fue de 0.09% obtenido de la extraccién del aceite

esencial correspondié a la especie de Lantana Camara L. y Lantana Hispida HBK;
colectada en Zunil y Volcdn de Pacaya respectivamente, ambas colectadas en época

lluviosa.

- Las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana trifolia L. presentaron

Alcaloides, Flavonoides y Saponinas.

- Las plantas Lantana camara L., Lantana hispida HBK y Lantana ftrifolia L. no presentaron

Cumarinas, Principios Amargos, Antraquinonas y Taninos.
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11. RECOMENDACIONES

11.1 Recolectar una cantidad mayor de material vegetal de Lantana camara L.,
Lantana hispida HBK y Lantana trifolia L., de la Familia Verbenaceae; para poder realizar

mds extracciones del aceite esencial con diferentes técnicas de extraccion.

11.2 Crear una base de datos Utiles de indices de refraccidn de los aceites esenciales de
las tres especies de Lantana (Lantana Camara L., Lantana Hispida HBK y Lantana frifolia

L., de la Familia Verbenaceae) para determinar su calidad.

11.3 Realizar andlisis cromatogrdficos de los aceites esenciales y ensayos de actividad
bioldgica tanto en hojas como en otras partes de la planta en las especies de Lantana

Camara L., Lantana Hispida HBK y Lantana frifolia L., de la Familia Verbenaceae.

11.4 Redlizar varias colectas en diferentes épocas del afo, para asi poder realizar una

comparacion de los porcentajes de rendimiento de los aceites esenciales.
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Anexo |
Procedimientos de Operacion Estandarizados

P.O.E’s
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Manual del Lipronat

TAMIZAJE FITOQUIMICO

Elaborado por: Fecha:

Revisado por:
Fecha:

Autorizado por:
Fecha:

I. Definicién:

El famizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales grupos
de constituyentes quimicos presentes en una planta y a partir de alli, orientar la
extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de
mayor interés. El tamizaje fitoquimico consiste en la extraccién de la planta con
disolventes apropiados y la aplicacién de reacciones de coloracidon y andlisis por
cromatografia en capa fina. Debe permitir la evaluacion rdpida, con reacciones sensible,
reproducibles y de bajo costo.

La cromatografia en capa fina consiste en la separacién de los componentes de una
mezcla a través de la migracion diferencial sobre una capa fina de adsorbente, retenida
sobre una superficie plana. En estd técnica, una solucidon de la muestra que va a ser
analizada se aplica por medio de un tubo capilar sobre la superficie de un adsorbente
inerte (sillica, alimina, etc) distribuido sobre una placa de vidrio o de aluminio. La placa se
coloca verticalmente dentro de una cdmara previamente saturada con el vapor del
eluente adecuado, de tal forma que la parte inferior de la placa que confiene la muestra
entre en contacto con la fase mévil. El eluente va a migrar por capilaridad en la placa
cromatogrdfica, separando por migracién diferencial los diversos componentes de la
mezcla a ser estudiada. Después de que ha ocurrido, se evapora el eluente y la placa se
analiza utilizando luz UV o luz Visible, o aplicando reactivos que dan como resultado
reacciones de coloracién con las sustancias contenidas en la mezcla analizada.
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Rf : factor de retencién, es la medida de la migracion de una sustancia determinada en
un disolvente dado.

Rf: Distancia recorrida por la sustancia

Distancia recorrida por el disolvente

Il. Objetivo:

Proporcionar instrucciones para la identificacién de los metabolitos secundarios presentes
en las diferentes especies vegetales, empleando técnicas macro y semimicro y
cromatografia en capa fina.

lll. Responsable:

Es responsabilidad de la persona designada el cumplimiento de este PEO, este debe ser
ejecutado de forma correcta para identificar los metabolitos secundarios presentes en
una especie vegetal.

IV. Distribucion:
Auxiliar de laboratorio.

Estudiantes.

V. Materiales y equipo necesarios:

Reactivos especificos para cada metabolito.

Disolventes orgdnicos segun el ensayo.

Acidos y bases segun el caso.

Cristaleria (beakers, tubos de ensayo, erlenmeyer, micropipetas, pipetas, probetas).
Perillas de succion.

Papel filtro.

Bano Maria.

Cdmaras cromatograficas.

Cromatofolios de aluminio de silica gel 60 F254 o placas de vidrio.
Micropipetas de 5 _L o capilares.

Asperjador de vidrio.

Estufa.

Agitador magnético.

Est&ndares segun el ensayo.

Ldmpara de luz UV.

Regla.
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VI. Procedimiento:
Investigacion de alcaloides:

Ensayos macro y semimicro: Pesar 1 g de material vegetal. Agregar 2 gotas de solucion de
hidréxido de amonio al 10 por ciento (p/v), luego anadir 25 mL de metanol a 60°C. Filtrar
con papel filtro Whatman 1 y acidificar el filtrado con dcido clorhidrico 2 N. La solucidén
resultante dividirla en 4 tubos y evaluar de la siguiente manera:

Tubo 1: agregar 5 gotas del reactivo de Mayer's. (Color blanco a crema).
Tubo 2: agregar 5 gotas del reactivo de Dragendorff. (Color rojo a naranja).
Tubo 3: agregar 5 gotas del reactivo de Wagner. (Color marrén).

Tubo 4: testigo.

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

Preparacién de Reactivos:
Mayer’s (yoduro de mercurio y potasio)
a. 1.36 g de HgCl2/60 mL H20
b. 5gKl/10mLH0
c. Mezclary diluira 100 mL.
Dragendorff (yoduro de bismuto y potasio)
a. 8gBi(NOs)3 5 H20 /20 mL HNO3
7. 27.2gKl/ 50 mLH0
8. Mezclar, reposar, decantar supernadante. Diluir a 100 mL.
Wagner (yodo-yoduro de potasio)
a. 1.27gl2 +2gKl/5mLH0

b. Diluira 100 mL.

Cromatografia en capa fina: Pesar 1 g de material vegetal seco y molido, agregar 1 mL
de hidréoxido de amonio al 10 por ciento (p/v) y extraer con 5 mL de metanol. Colocar en
bafo maria a 60°C durante 5 minutos. Filirar y concentrar. Aplicar en una placa de silica
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gel 60 Fos4, Utilizando como estdndar una solucién de atropina y papaverina al 1 por
ciento en metanol (10 pL).

Fase movil: tolueno-acetato de etilo-dietilamina (70:20:10); acetato de etilo-metanol-agua
(100:13.5:10), cloroformo- dietilamina (90:10); acetona-agua-amonio concentrado (90:7:3)

Deteccién:

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

Reactivo de Dragendorff: zonas cafés o naranjas en vis, los colores no son estables.
Investigacién de flavonoides y antocianinas:

Ensayos macro y semimicro: Extraer 3 g de material vegetal pulverizado con 10 mL de
etanol o metanol al 80 por ciento, filirar y concentrar. Enfriar a temperatura ambiente y
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 por ciento, filtrar y dividir en 5 tubos:

Tubo 1: agregar 0.5 mL de d&cido sulfurico concentrado.
Tubo 2: agregar 3 a 5 gotas de cloruro férrico al 10 por ciento (p/v).

Tubo 3: agregar 0.5 mL de dcido clorhidrico concentrado y calentar en bafo de maria
por 5 minutos (prueba para leucoantocianinas).

Tubo 4: agregar magnesio metdlico y 0.5 mL de dcido clorhidrico concentrado.
Tubo 5: agregar un dlcali a un extracto acuoso.

Tubo 6: agregar solucion de dcido bdrico en anhidrido acético.

Tubo 7: testigo.

Evaluar las reacciones, cambios de color y/o formacidén de precipitado comparados con
el testigo.

Desarrollo inmediato de color flavonas y flavonoles (amarillo a rojo), flavanonoles (rojo a
magenta), flavanonas (rojo, magenta, violeta, azul), isoflavonas (amarillo); isoflavononas,
chalconas y auronas no dan coloracion.

Cromatografia en capa fina: Extraer 1 g de material vegetal seco pulverizado con 10 mL
de metanol por 5 minutos en bano de maria a 60°C. Filtrar la solucidn y aplicar sobre las
cromatoplacas de silicagel 60 Fass. Como estdndar emplear solucién de flavonoides al
0.05 por ciento en metanol (10 pL). (Querceting, rutina, dcido clorogénico, hiperdsido).

Fase movil: acetato de etilo-dcido férmico-dcido acético glacial-agua (100:11:11:27), n-
butanol-dcido acético-agua (40:10:50); acetato de etilo-Acido férmico-dcido acético
glacial-etimetilcetona-agua (50:7:3:30:10)
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Deteccion:

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

Reactivo de Productos Naturales (NP/PEG). Fluorescencia intensa en UV-365 nm.
Solucién 1: solucidon metandlica al 1 por ciento de difenilboriloxietilamina (NP).
Solucién 2: solucion etandlica al 5 por ciento de polietilenglicol 4000 (PEG).

Aplicar a la placa vapores de amoniaco para intensificar el color de las manchas.

Investigacion de antraquinonas:

Prueba de Bornfrager: Extraer 3 g de material vegetal pulverizado con 10 mL de etanol al
80 por ciento, filtrar y concentrar en bafo de maria (60°C). Disolver el residuo con 30 mL
de agua destilada vy filtrar. Extraer con 10 mL de benceno. A la fase bencénica anadir 5
mL de soluciéon de test de amonio y agitar. Observar cambios de color en la fase alcalina
(color rojo, rosado: positivo).

Prueba de Bortranger modificado: Calentar 0.3 g de material vegetal pulverizado con 10
mL de hidréxido de potasio alcohdlico 0.5 Ny 1 mL de perdxido de hidrégeno al 3 por
ciento y calentar 10 minutos en bano de maria a 60°C. Anadir 10 gotas de dcido acético
glacial para acidificar. Extraer con 10 mL de benceno. A la capa bencénica adicionar 5
mL de solucién de prueba de amonio y agitar. Observar cambios de color en fase
alcalina (color rojo, rosado: positivo).

Cromatografia en capa fina: Extraer 0.5 g de material vegetal seco pulverizado con 5 mL
de metanol en baino maria (60°C) por 5 minutos. Filtrar y aplicar 10 uL en la cromatoplaca
de silicagel 60 Fasa.

Est&ndar: solucién al 0.1 por ciento en metanol de antraquinonas (10 uL). (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-metanol-agua
(100:13.5:10).

Deteccidn:

Sin tfratamiento quimico: UV 254nm fluorescencia, UV 365 nm fluorescencia amarilla o rojo-
café.

Solucién etandlica de hidréxido de potasio al 5 o 10 por ciento.
Antfragquinonas: 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.
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Investigaciéon de cumarinas:

Ensayos macro y semimicro: Medir 5 mL de extracto vegetal metandlico. Agregar 1 mL de
agua destilada hirviendo. Con un capilar aplicar 2 manchas en papel filtro. A una
mancha agregar 1 gota de hidréxido de potasio 0.5N.  Observar bajo luz ultravioleta de
365 nm (fluorescencia azul o verde: positivo).

Cromatografia en capa fina: A 1 g de material vegetal adicionar 10 mL de metanol y
calentar 30 minutos en bafo de maria. Filtrar y evaporar hasta 1 mL. Aplicar 20 yL en una
cromatoplaca de silica gel 60 Fass. Utilizar como esténdar canela en metanol al 1 por
ciento, umbeliferona, dcido p-cumdrico, cumarina.).

Fase movil: tolueno-acetato de etilo (93:7); tolueno-éter (1:1 saturado con 10% de dcido
acético, 50 mL de tolueno y 50 mL de éter son mezclados durante 5 min con 50 mL de
dcido acético al 10%, se filtra y se descarta la fase de abajo, y la mezcla de tolueno-éter
es usada).

Deteccion:
Sin tratamiento quimico UV 254nm fluorescencia. UV 365 nm todas las cumarinas muestras

una intensa fluorescencia azul o verde- azul.

Solucion etandlica de hidroxido de potasio al 5 o 10 por ciento. UV-365 nm fluorescencia
azul o verde.

Investigacion de cardendlicos y bufadiendlicos:

Presencia de lactonas insaturadas: Extraer 10 g de material vegetal con 30 mL de etanol o
metanol al 80 por ciento vy filtrar. Colocar fres manchas del extracto (0.1, 0.2, 0.3 mL) sobre
un papel filtro. Secar y agregar unas gotas del reactivo Kedde. Secar el papel filtro y
observar cambio de color (mancha o anillo pUrpura: positivo). Usar como estdndar un
extracto de Digitalis purpurea en metanol al 80 por ciento.

Presencia de azUcares 2-desoxigenadas: Evaporar 10 mL del extracto etandlico o
metandlico, eliminar los pigmentos coloreados con éter de petrdleo. Secar el residuo y
agregar 3 mL de reactivo KellerKilliani. Pasar a un tubo, mezclar y resbalar 1-2 mL de
dcido sulfurico concentrado en la pared del tubo. Observar la formacién de un anillo en
la interfase (anillo pUrpura: positivo).

Cromatografia en capa fina: A 1 g de material vegetal agregar 20 mL de etanol al 50 por
ciento y mantener en reflujo durante 15 minutos. Dejar enfriar vy filtrar, el filfrado se trata
con dcido acético glacial. Extraer en 3 porciones de 15 mL de diclorometano. Los
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extractos se filtran sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporan. Disolver con 1 mL de
diclorometano/etanol (1:1) y aplicar 30-50 pyL en la cromatoplaca de silicagel 60 Fasa.
Estdndar digoxina 5 mg/2 mL de metanol (20 pl), lanatésido, A,B,C; oleandrin, k-
strophantin.

Fase movil: acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10) acetato de etilo-metanol-agua
(81:11:8), acetato de efilo-metanol-etanol-agua ( 81:11:4:8).

Deteccion:

Sin tratamiento quimico: Fluorescencia por cardendlidos en UV-265 nm, la mayor
fluorescencia es debida a los bufadiendlidos. Los glicésidos cardidcos no fluorescen en
UV-365 nm.

Deteccidén del anillo lactdnico de los cardendlidos: reactivo de Kedde, zonas rosa o azul
violeta en vis, los bufadiendlidos no reaccionan.

Reactivo de Kedde: 5 mL de dcido 3,5 dinitrobenzoico al 3% en etanol, mezclado con 5
mL de NaOH 2M.

Investigacion de esteroides o triterpenoides:
Reacciones de color

Liebermann Burchard: Aplicar unas gotas de dcido acético y 3 mL de anhidrido acético-
dcido sulfurico (50:1) en la que las saponinas triterpenoidales dan color rosado o purpura.

Resultados (verde, azul verdoso) posibles esteroides conteniendo 2 enlaces C=C
conjugados o formados por deshidratacién con dcido sulfurico.

Acido tricloroacético: Se le afade a la muestra unos cristales de dcido tricloroacético.

Resultado: color naranja, rojo, rojo oscuro, triterpenos tetraciclicos y esteroides desarrollan
color a 60 °C, triterpenos pentaciclicos a 110 °C.

Carr-Price: 1 mg de muestra en cloroformo se le agrega 2 mL de fricloruro de antimonio al
30% en cloroformo.

Resultado: color azul, posibles derivados del colestano con dieno o trieno potencial en
anillos Ay B.
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Investigacién de saponinas:

Prueba de espuma:

Tubo 1: 100 mg de material vegetal pulverizado y seco.
Tubo 2: 2 mL de conftrol de saponinas (0.5 %).

Tubo 3: 2 mL de agua.

A cada tubo se le adiciona 10 mL 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 formaciéon de capa de espuma. Si una
capa de espuma mayor de 3 cm persiste en la superficie liquida después de 30 minutos se
presume la presencia de saponinas.

Cromatografia en capa fina: 2 g de material vegetal seco, se extraen con 10 mL de
etanol al 70 por ciento con reflujo por 10 minutos. Evaporar a 5 mL y proceder a aplicar
25-40 pyL en una cromatoplaca de silicagel 60 Fass. Estdndar de saponinas al 0.1 por
ciento en metanol (10 ulL).

Fase mavil: cloroformo-metanol-agua (64:50:10), n-butanol-dcido acético-agua (50:10:40).
Deteccion:
Reactivo de sangre, zonas hemoliticas blancas en fondo rojo.

(Reactivo de Liebermann-Burchard: UV-365 o VIS zonas azules y verdes de saponinas
esteroidales, rojas y violetas de triterpenocides).

(Reactivo de Komarowsky: zonas azules, amarillas y rojas). (Vainilina-dcido sulfurico y
anisaldehido-dcido sulflrico: zonas azules, violetas, amarillentas).

Investigacion de principios amargos:

Cromatografia en capa fina: Calentar 1 g de material vegetal con 10 mL de metanol en
bano de maria a 60°C por 10 minutos. Evaporar y filtrar a 2 mL. Aplicar en la
cromatoplaca. Estdndar: artemisina al 1 por ciento en metanol (20 uL).

Fase maévil: acetato de etilo-metanol-agua (77:15:8) y cloroformo-metanol (95:5).

Detecciéon: vainillina-dcido sulfurico, anisaldehido-dcido sulfdrico. Zonas rojas-violetas,
cafés-rojas, azules-verdes.

(Reactivo de Liebermann-Buchard: UV-365 nm: gris, café; VIS: café oscuro, gris).
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Investigacién de taninos:

Ensayos macro y semimicro: Extraer 10 g de material vegetal pulverizado con 30 mL de
etanol o metanol al 80 por ciento, filtrar y evaporar a sequedad. Anadir 25 mL de agua
caliente al residuo y agitar con varilla y dejar enfriar. Agregar 1 mL de solucion de cloruro

de sodio al 10 por ciento y filtrar. Adicionar 3 mL del filirado a 4 tubos de ensayo:

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

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

Tubo 4: agregar 3 a 4 gotas de solucidn de cloruro férrico al 10 por ciento (p/v).
Observar la formacién de precipitado y/o cambio de coloracion.

Con cloruro férrico: grisdceo-negro: catecol; negro-azulado: pirogalol)

Investigacién de glicésidos cianogénicos:

Prueba de Guignard: Colocar 2 a 5 g de material vegetal pulverizado en un erlenmeyer
de 125 mL y humedecer con agua; adicionar 1 mL de cloroformo. Aparte, introducir una
tira de papel Whatman No.1 en picrato de sodio (recién preparado) y posteriormente
secar. La tfira de papel humedo insertarla en el erlenmeyer que contiene el material
vegetal evitando que toque las paredes y dejar a una distancia de 1 cm de la muestra.
Dobilar el papel y tapar el erlenmeyer con un corcho. Calentar en bano de maria a 37°C
durante 3 horas o mds. Observar cualquier cambio de color en el papel (de color amarillo

a rojo o rojo-café).

Investigacién de aceites voldtiles:

Cromatografia en capa fina:

Método A: Extraer 1 g de material vegetal pulverizado con 10 mL de diclorometano

agitando por 15 minutos. Filirar y evaporar en baio maria (60°C) a sequedad.
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Disolver en 1 mL de tolueno y aplicar 20-50 uL en cromatoplaca de silicagel 60 Fasa,

Método B: Pesar 10-50 g ( dependiendo del tipo de droga) de material vegetal y destilar
con arrastre de vapor por 1 hora. Recolectar el aceite esencial en xileno. Diluir la solucidn
de aceite en xileno con tolueno 1:5 o si es muy concentrada 1:10 y aplicar 5uL (1:10) en

cromatoplaca de silicagel 60 Fasa.
Estdndar: solucién de tolueno 1:30 de mentol, timol, anisaldehido, anetol, 1,8-cineol (3 ul).
Fase movil: tolueno-acetato de etilo (93:7).

Deteccidn: anisaldehido-dcido sulfUrico, vanillina-Acido sulfurico. Zonas azules verdes,

rojas y cafés en visible.

Investigacion de Esteroles insaturados:

Ensayo macro y semimicro: Extraer 10 g de material vegetal pulverizado con 30 mL de
etanol o metanol al 80 por ciento. Filtrar y concentrar a sequedad. Remover pigmentos
vegetales con porciones de 10 mL de éter de petrdleo hasta que el éter salga incoloro.
Adicionar 10 mL de benceno y agitar durante unos minutos. Decantar en un fubo y secar
con sulfato de sodio anhidro. Filfrar y evaporar a sequedad. Agregar 10 mL de cloroformo,

secar con sulfato de sodio anhidro, filirar y dividir el filfrado en 3 tubos:

Tubo 1: Agregar 3 gotas de anhidrido acético y una gota de dcido sulfurico concentrado

(Liebermann-Buchard).
Tubo 2: Ensayo de anillo agregar dcido sulfUrico concentrado (Prueba de Salkowski).
Tubo 3:Testigo.

Usar como estdndar una solucién de colesterol en cloroformo 0.1 por ciento. Observar
cambios de colores inmediatos y/o graduales (rojo, rosado, violeta para esteroles

insaturados) durante un periodo de una hora.

Prueba de anillo: En presencia de esteroles insaturados, formacién de un anillo rojo cereza

en la interfase.
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Investigaciéon de Sesquiterpenlactonas:

Prueba de Legal: 1-2 mg de muestra en agua o etanol se le agrega 1 mL de solucion
fresca de nifroprusiato de sodio 0.5% en agua y 1-4 gotas de KOH 2N. Se presenta colores
caracteristicos rojo oscuro, para lactonas .

Prueba de Baljet:

Preparacién de reactivo:

a.1g de &cido picrico en etanol al 95%.
b.10 g de NaOH en 100 mL de agua.

Se mezcla ay b y se anade a la muestra unas gotas del reactivo, se presenta un color rojo
claro a oscuro.

Cromatografia en capa fina:

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

Detecciéon: Se pueden emplear diferentes reveladores tales como: Vapores de yodo,
solucion acuosa de permanganato de potasio al 5% , dcido sulfurico concentrado o al
50%, vainillina al 1% en etanol, luego del calentamiento de la placa por 5 min a 100 -105
°C aparecerdn manchas verdes, amarillas, marrones, rojas o azules.

Investigacion de Aceites grasos:

Examinar por cromatografia en capa fina, utilizando como sustancia de recubrimiento un
gel de silice

octadecilsillado adecuado para cromatografia en capa fina de alta resolucién.

Disolucién problema: Salvo indicacién contraria, disolver aproximadamente 20 mg (1
gota) del aceite graso en 3 ml de cloruro de metileno R.

Disolucién de referencia: Disolver aproximadamente 20 mg (1 gota) de aceite de maiz R
en 3 ml de cloruro de metileno R.

Aplicar a la placa, por separado, 1 yl de cada disolucién.
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Procedimiento:

« Desarrollar dos veces hasta una distancia de 0,5 cm utilizando éter R.

« Desarrollar ofras dos veces hasta una distancia de 8 cm ufilizando una mezcla de 20
mL de cloruro de metileno R, 40 mL de dcido acético glacial R y 50 mL de acetona R.

* Dejar que la placa se seque al aire y pulverizar con una disolucién de 100 g/L de dcido
fosfomolibdico R en etanol al 96 por ciento V/V R.

e Calentar la placa a 120 °C durante aproximadamente 3 min y examinar a la luz del

dia.

Investigacién de valepotriatos:

Extraccién: Pesar 0.2 g de material vegetal seco y molido, agregar 5 mL de diclorometano
a 60 °C en bafo Maria por 5 minutos. Agitar vy filtrar, lavar el residuo con diclorometano,
mezclar y evaporar a sequedad. Al residuo agregar 2 mL de acetato de efilo.

Cromatografia en capa fina:
De la solucién agregar 10 mL a la cromatoplaca.
Fases moviles: Tolueno:acetato de etilo (75:25), n-hexano:metiletilcetona (80:20).

Deteccion: acido clorhidrico y dcido acético, luz UV/VIS 254 nm, calentar a 100 ‘C  (zonas
azules indican la presencia de valtratos y acevaltratos, zonas cafés indican
dihidrovaltratos).

Dinitrofenilhidrazina luz UV/VIS 254 nm (zonas verdes gris o azules, si hay calor excesivo,
entonces zonas cafés-amarillas).
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Anexos Il

Imdgenes Exiraccion de Aceites esenciales e
indice de refraccién
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Imagen |
Lantana Camara

Imagen I
Colecta del Material vegetal
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Imagen llI
Secado del Material Vegetal

Imagen IV
Tamizaje del Material Vegetal
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Imagen V
Hidrodestilacidon de Aceites Esenciales

Imagen VI
Aceite Esencial
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Imagen VIi
Refractdmetro Abbe
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Anexos il
Imdagenes

Tamizaje Fitoquimico
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INVESTIGACION  A\CAWIDES

Imagen |
Prueba de Alcaloides
Reactivo de Mayer’s

IWESTIGACIEN AL caLol

Imagen I
Prueba de alcaloides
Reactivo de Dragendorff

INVESTIGACIGN  A\CAWIDES

Imagen Il
Prueba de alcaloides
Reactivo de Wagner
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INVESTlRACIan F1MONOIOSS INVESTIGACIan  TlAvonNOlOEs
N AnTOUANI NS N ANTOUANIN A S,

INVESTIRACIaN  T1AONOIOSS
N AnTOUANI NS,

Imdagenes IV, Vy Vi
Prueba de Flavonoides y antocianinas
* Todas las pruebas son negativas

Imagen Vi
Cromatografia en Capa Fina Flavonoides y Antocianinas (+)
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INEST\GACGION ANTEAGUINONAS B

Imagen Vi
Prueba de Antraquinonas
Prueba de Bortrager
Las seis muestras dieron resultados negativos

INVESTIGAGION ANTRAQUINONAD
Phuees DE BORNTEAGEE MooINLADO

Imagen IX
Prueba de Bortrager modificado (-)
Las seis muestras dieron resultados negativos.
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Imagen X
Cumarinas en papel filtro
Las seis muestras dieron resultados negativos.

Imagenes Xly Xl
Prueba de Saponinas (test de espuma)
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Imdagenes Xl y XIV
Cromatografia de Saponinas

Imagen XV
Cromatografia en Capa fina Principios Amargos (-)
Las seis muestras dieron resulfados negativos
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[nvestigacion de

laninos

Imégenes XVIy XVII
Prueba de Taninos
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