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Resumen

Se ha investigado la presencia de metabolitos secundarios en las hojas secas de la
Cordia inerrmis planta utilizada empiricamente por su acciéon en problemas de bazo,
higado, manchas en la cara y hepatitis por medio de una marcha fitoquimica y un método
cualitativo: reaccion de coloracién y precipitacion, para la determinacion de los
constituyentes quimicos. Fitoquimicamente se determind la presencia de metabolitos
secundarios como acidos grasos, en la fraccion A del extracto etéreo, esteroles y triterpenos
en la fraccion B del extracto etéreo respectivamente. En el extracto alcoholico se aislo
unicamente agentes reductores, mientras que en el extracto acuoso se determind la

presencia de saponinas, mucilagos, emodinas, esteroles/triterpenos y agentes reductores.

El estudio realizado, concluye, en que los constituyentes quimicos determinados en
la especie estudiada, son de importancia significativa y puede tener una implicancia en el

uso empirico de la planta por parte de la poblacion de la isla de Ometepe.
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1. Introduccion

Nicaragua cuenta con una inmensa, y aun poco estudiada y aprovechada, diversidad
de especies vegetales. Esto ha despertado el interés cientifico en la investigacion

fitoquimica con fines fArmacoterapéuticos.

En la actualidad cientos de plantas son utilizadas en la medicina, pero la ciencia
moderna, analizando y estudiando los efectos terapéuticos de las plantas, quiere precisar,
comparar y clasificar las diversas propiedades, no con el fin de disminuir esta confianza en
la naturaleza, sino para agrupar a las plantas de efectos similares, para conocer los
principios activos responsables de aliviar o curar enfermedades, separar principios activos
de las plantas que lo contienen, determinar sus estructuras quimicas, procurar su sintesis,
proponer modificaciones estructurales en busca de una mayor actividad y, finalmente, dar a
conocer a la humanidad los resultados de los estudios. Analisis de esta naturaleza deben ser
realizados como una accidon multidisciplinaria, con la intervencién de botanicos, quimicos,

farmacologos, farmacognostas, entre otros.

Por otro lado, el aislamiento y conocimiento estructural de compuestos de plantas,
podria dar a lugar a disefar reacciones para producir derivados semisintéticos; asi por
ejemplo el uso de la diosgenina, como materia inicial para la sintesis de la mayoria de
hormonas esteroidales, usada corrientemente en la medicina; o dar pautas para la sintesis de
compuestos similares, como el caso de la cocaina, que sirvié6 como compuesto modelo para
la produccion de procaina y otros anestésicos locales. Es entonces de gran importancia
aislar los principios activos de las plantas; y su localizacion y obtencion en las diferentes
partes de las mismas, o en los diferentes extractos, debe ser motivo de ensayos biologicos

adecuados.

Un gran porcentaje de los principios activos de las plantas en general esta
comprendido dentro de los llamados productos naturales o metabolitos secundarios; que

son compuestos quimicos de estructuras relativamente compleja, de distribucion mas
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restringida y son mas caracteristica de fuentes botdnicas especificas, que los llamados

metabolitos primarios; éstos estan universalmente distribuidos y participan en la actividad

celular de todo ser viviente.

En esta investigacion, se determina la composicion quimica de los metabolitos
secundarios presentes en hojas secas de Cordia inermis, usando como métodos extractivos
Soxhlet y extraccion por reflujo; caracterizando los componentes secundarios presentes en

las hojas.

La comparacion de 5 métodos de tamizaje demostré que el método descrito por
CIULEIL y adaptado en el laboratorio de Fitoquimica del centro Pluridisciplinario de
investigaciones Quimicas, Biologicas y Agricolas de la Universidad Estatal de Campinas —

UNICAMP, ofrece mayor reproducibilidad, siendo de facil ejecucion’.

Siguiendo el método descrito por CIULEI, en la Universidad Nacional Auténoma
de Nicaragua — Ledn, se determinaron los constituyentes quimicos presentes en las hojas de
Cissus verticillata L. por medio de un Screening fitoquimico en el afio 2004; éste revelo la
presencia de cumarinas, taninos catéquicos, flavonoides en forma de antocianinas,
alcaloides, triterpenos y esteroles, acidos grasos, carotenoides, compuestos reductores,

antracendsidos y polisacaridos.’

La especie vegetal Cordia inermis seleccionada para el presente estudio, se evalud
previamente con el ensayo de antioxidante, realizado en el Laboratorio de Control de

Calidad de Medicamentos de la UNAN —Leon, en el afio 2009; comprobando que la especie

' De Ugaz. Olga Lock. Analisis fitoquimico y metabolitos secundarios. Cap. IV (pp. 41-42).Pontifica

universidad catélica de Peru

2 Sharapin,N.,Machado,R.,L. y Pinzén S.,R. Fundamentos de tecnologia de productos fitoquimicos. (2000).
CYTED (Organization). Subprograma de Quimica Fina Farmacéutica, Convenio Andrés Bello
(Organization).pp.198.

3 Martinez.E.,A., L.Y Sandoval.E.,J.,C.(2004). Determinacion de constituyentes quimicos en las hojas de Cissus
verticallata L.por medio de un screening fitoquimico. Tesis de licenciatura. Universidad Nacional Auténoma
de Nicaragua. Ledn, Nicaragua.
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vegetal posee actividad antioxidante en el radical libre DPPH, con un porcentaje de

53.96%.

El presente estudio pretende dar a conocer los constituyentes quimicos presentes en
la especie vegetal Cordia inermis, nombre comun: Achopaste/Cuajantita, familia:
Boraginaceae género: Cordia, especie: Cordia inermis, debido a que las plantas han sido
desde la antigiiedad un recurso al alcance del ser humano para su alimentacion y la

curacion de sus enfermedades.

Consideramos de importancia hacer este estudio ya que ain no existe bibliografias
que indique que esta planta le han sido aislado sus constituyentes quimicos, lo que nos
confirma que esta especie no ha sido objeto de estudio por parte de los investigadores; de
esta manera se pretende contribuir con base cientifica a futuros estudios y servir de
referencias a otros investigadores, asi como también hacer énfasis en la importancia del
aislamiento de cabeza de series y el conocimiento estructural de compuestos quimicos de
plantas, y a través de la fragmentaciéon de los extractos poder realizar pruebas de
identificacion para conocer los metabolitos presentes que podrian tener una accion
farmacologica en el organismo humano, lo que podria dar lugar a la elaboracion de

productos farmacéuticos de origen vegetal.

Cabe destacar que esta investigacion ésta dirigida a la identificacion cualitativa
propiamente de compuestos quimicos de planta y no a la determinacion estructural de los

mismos.
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1.1PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA:

(Cudles son los constituyentes quimicos presentes en hojas secas de la especie
vegetal Cordia inermis, usada por los pobladores de Bangle, isla de Ometepe?
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1.2. HIPOTESIS

La Cordia inermis es una especie vegetal que contiene mucilagos, acidos grasos,
agentes reductores, taninos galicos, saponinas, y esteroles al igual que las otras especies de

la misma familia de las Boraginaceae.
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1.3 OBJETIVOS

% Objetivo general.

Determinar los tipos de metabolitos secundarios presente en las hojas secas de la
especie vegetal Cordia inermis, recolectada en la isla de Ometepe en el periodo del mes de

septiembre 2010.

% Objetivos especificos

1. Obtener fracciones y subfracciones de los diferentes extractos de la Cordia
inermis.

2. Identificar los diferentes compuestos quimicos de las especie Cordia inermis.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Clasificacion taxonomica de la planta.

La clasificacion taxondmica de la planta objeto de estudio es la siguiente:

REINO Plantae
DIVISION Magnolyophyta
CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE Asteriadae
ORDEN Lamiales
FAMILIA Boraginaceae
ESPECIE Inermis
GENERO Cordia

2.2 Generalidades de 1a Boraginaceae.

La familia Boraginaceae comprende aproximadamente 200 géneros y mas de 2000
especies entre las que se encuentran hierbas, plantas trepadoras, arbustos y arboles.
Las Boraginaceae pueden ser arboles, arbustos, hierbas o raramente trepadoras,

. 4
frecuentemente con pelos asperos.

* Klinger,R., C., J. (Diciembre 2004). Estudio ecologico, silvicola y usos del laurel rojo (Cordia gerascanthus
L.) En bosques Latiofoliados de Honduras. Proyecto de grado para optar titulo de licenciatura. Universidad
Zamorano, Honduras.
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En Nicaragua se conocen 8 géneros y 57 especies; siendo el género Cordia con mas

especies con un total de 24 especies diferentes. Entre los géneros con mayor importancia se

encuentran:

. Bourreria.

. Cordia.

. Ehretia, Tournefortia.
. Heliotropium.”

2.2.1 Descripcion botanica de la familia.

BORAGINACEAE

Arboles, arbustos, sufritices o hierbas. Hojas alternas o agrupadas en el extremo de
las ramitas, a veces, escabras, simples, enteras o dentadas. Cimas espigas escopioideas.
Flores heteroclamideas, gamopétalas, S5-meras, isostémonas, actinomorfas, hypoginas,
hermafroditas. Estilo terminal o ginobasico, bi- o tetrafido, mas raramente entero. Nuculas

4-2, o drupa con el caliz encerrando la parte basal.

2.2.2 Descripcion botanica de la Cordia.

Arboles, arbustos o sufrutices. Hojas alternas y/o agrupadas en el extremo de las
ramitas y casi opuestas, dentadas (frecuentemente los sufrutices) o enteras (frecuentemente
los arboles). Cimas terminales a veces escopioideas de flores bien distintas o agrupadas en
glomérulos, mas raramente espigas escopioideas o inflorescencias de flores grandes. Corola
actinomorfa, 5 (-n) méra, campanulada o tubulosa, sin escamas. Filamentos largos. Estilo
terminal tetrafido. Drupa sin o con caliz concrescente con la parte basal (a veces corola

persistente). °

> Germosén,R.,L.(1998). Farmacopea vegetal caribefia. Edit. universitaria. Leon, Nicaragua.

% Boraginaceae. Extraido [01 noviembre].Disponible en: http/www.ville-g.ch/cjb/fdp/claves/pdf/bora.pdf.
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2.2.3 Géneros representativos de la Cordia en Nicaragua.

C. alliodora “Laurel”

C.bicolor “Mufieco”
C.collococca “Muiieco”

C. dentata “Tigiiilote”
C.gerascanthus, ”Laurel macho”
C.inermis “Achopaste/Cuajantita”

C.sebestena “Sebestan”
”7

YV V. V V V V VYV V

C.truncatifolia “Tigiiilote macho

El género Cordia proporciona madera de colores marrones con rayas negruzcas e
irregulares, que aportan a ésta aspectos aceitosos o cerosos. Su albura es de color
amarillento. La densidad de la madera es alta y se utiliza para fabricar muebles y

artesanias.’

2.3 Actividad biologica de la Cordia inermis:

Achopaste/Cuajantita

Se distribuye de México a Costa Rica y en las Antillas. Sus hojas maceradas en limoén se
toman en caso de pujo o problemas de rifiones; maceradas en agua y sal, se toman en ayunas en
caso de calenturas, problemas de bazo, higado, manchas en la cara y hepatitis. Es conocida
también como “Cuajantita”, fue utilizada en tiempo de colonia en la preparacion del indigo

(afiil, conocidas como tintas).’

7 Germosén,R.,L.(1998). Farmacopea vegetal caribefia. Edit. universitaria. Leon, Nicaragua

¥ Centro para la Investigacion de la Anatomia de la Madera (en linea). Consultado el 01 de julio de 2004.
Disponible en http://www2.fpl.fs.fed.us/TechSheets/Chudnoff/TropAmerican/pdf files/cordialnew.pdf

? Germosén,R.,L.(1998). Farmacopea vegetal caribefia. Edit. universitaria. Leon, Nicaragua
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2.3.1Composicion quimica de la Cordia inermis:

Debido a que no existen estudios realizados que determinen los constituyentes quimicos
de la Cordia inermis, consideramos necesario hacer mencion de los constituyentes quimicos
que han sido encontrados en el duramen del tallo de otra especie, de la Cordia alliodora “en
donde se han detectado componentes quinoideos cordiaacromos A, B y C; policiclicos
alioquinol C, cordiaaquinol C y cordiol A; bencenoides aliodorol y cordallinol; el monoterpeno
aliodorin, y el componente heterociclico de oxigeno cordiacromeno A. De las hojas se han

aislado varios derivados oxo-hidroxilados del 4cido oleanenoico.

Ademas se encuentran otras investigaciones dirigidas al estudio del efecto
hipoglicemiante de Cordia alliodora (nogal cafetero) en ratones tratados con aloxano, y
correlacionar los metabolitos secundarios encontrados con la bioactividad, y la
caracterizacion quimica del follaje, corteza y madera de Cordia collococca L. (ateje).De
manera que existen estudios similares del mismo género Cordia, pero diferentes a la

especie inermis.

La planta es de uso muy antiguo que coincide con los actuales en sus aplicaciones
medicinales especificas. Desafortunadamente no existen estudios farmacologicos que

convaliden estos usos.

2.4 Clasificacion de las plantas medicinales:
Generalmente las plantas con propiedades medicinales pueden clasificarse segun su origen
en:
» Indigenas: Cuando crecen en el lugar de origen.
» Naturalizadas o aclimatadas: Las que se han introducido a un lugar procedente de

otros paises.

"Ruiz y Pavén. (2009).Atlas de las plantas de la medicina tradicional mexicana..Aguardientillo. Cordia
alliadora. Extraido el 21 de septiembre del 2010 desde  http//www.medicinatradicionalmexicana.unam.
mex.com.
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» Exoticas: Las que proceden de otros paises.

2.5 Obtencion de la droga de origen vegetal:

2.5.1 Conocimientos basicos para la obtencion de la droga:

= Conocer la especie botanica de la que se trata y posibles especie con la que se puede
confundir.
= Conocer el organo que constituye la droga.
= Conocer su habita.
= Saber el momento en que se debe efectuar la recoleccion de la droga
0 Periodo del ciclo vital

0 Momento del dia.

2.5.2 Recoleccion de las hojas:

Momento en que se debe recolectar la droga:
Como norma general la droga se recoge en el momento con mayor cantidad de principio
activa (p.a.). Se debe recolectar en tiempo seco, salvo la corteza, que se suelen arrancar
mejor en ¢época de lluvias. El momento del dia es por la mafiana cuando ha desaparecido el

rocio.

Las hojas y las sumidades foliaceas y floridas deben recogerse cuando la
fotosintesis es mas activa, lo que generalmente ocurre en la época de floracion, antes de la

maduracion de los frutos y semillas.

11



UNAN-LEON

Determinacion de constituyentes quimicos de la Cordia inermis mediante tamizaje
fitoquimico.

La recoleccion de las drogas provenientes de plantas cultivadas asegura una fuente

natural valiosa para la obtencion de productos de calidad, lo que no siempre se logra en el

caso de las drogas extraidas de plantas silvestres.''

2.6. Secado del material vegetal.

La operacion del secado, se debe llevar acabo en un ambiente seco aplicando
desecacion por calor, siendo este el mas utilizado. Tiene la ventaja de que se puede
controlar los dos factores que afectan una buena desecacion: la temperatura y la ventilacion.
Se tiene que asegurar una eliminacion rapida de la humedad, sin altera el principio activo.
Si la temperatura es elevada, se produce una evaporacion rapida superficial y se forma una
costra que impide que la desecacion progrese; y la ventilacion asegura que el aire

permanezca en contacto con la droga hasta que se satura la humedad.

3. Tamizaje fitoquimico:

El tamizaje fitoquimico es una de las etapas iniciales, de las primeras etapas, que
comprenden del analisis fitoquimico, y se realiza con el fin de separar los compuestos quimicos

que se encuentran en la planta, para luego ser identificado por medio de técnicas cromatograficas.

3.1 Marcha fitoquimica preliminar.

Se han desarrollado una serie de métodos para la deteccion preliminar de los
diferentes constituyentes quimicos, basados en la extracciéon de éstos con solventes

apropiados y en la aplicacion de pruebas de coloracion.

" Fitoterapia. [2006], Primer congreso iberoamericano de fitoterapia.Vol.6. Suplemento

12
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3.2 Analisis fitoquimico:

El analisis fitoquimico tiene como objetivo determinar los metabolitos
secundarios presentes en la especie vegetal a estudiar, por ejemplo en las plantas
medicinales, aplicando para ello una serie de técnicas de extraccion, de separacion y
purificacion y de determinacion estructural (UV, IR, RMN, EM).

Los anaélisis fitoquimico deben comprender las siguientes etapas.

a. Recoleccion y clasificacion botanica de la especie en estudio.

b. Extraccion, separacion, y purificacion de los constituyentes quimicos de

interés.
c. Determinacion estructural.

d. Ensayos analiticos y quimicos (Bildgicos farmacologicos).'?

3.2.1. Técnicas y métodos para el analisis fitoquimico'’:

\

Soxhlet  Percolacion Maceracion Arrastre de vapor

"’De Ugaz O. Analisis fitoquimico y metabolismos secundarios. Cap. IV. pag. 42. [En linea]. Consultado el [8
de febrero 2011].Disponible en: http://www.bysde.paho.org/texcom/manuales Mec/fitoterapia/cap4.pdf

B pe Ugaz O. Andlisis fitoquimico y metabolismos secundarios. Cap. IV. pag. 42. [En linea]. Consultado el [8
de febrero 2011].Disponible en: http://www.bysde.paho.org/texcom/manuales Mec/fitoterapia/cap4.pdf
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4. Métodos de extraccion:

La extraccion es una de las operaciones basicas del laboratorio. Se define como la
accion de separar con un liquido una fraccion especifica de una muestra, dejando el resto lo

mas integro posible.
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4.1 Extraccion por Soxhlet:

4.1.1 1Preparacion de la muestra:

La operacién comienza por la preparacion de la muestra, ésta debe ser dividida en
fragmentos de mayor a menor tamafio en molino de cuchillas. Con esta muestra asi

preparada se carga el cartucho de extraccion.

Cartuchos de extraccion:

Este cartucho consiste en un recipiente cilindrico con base semiesférica, para que
apoye perfectamente en la base del equipo extractor y lograr ademas que sea mas resistente.
Los materiales de que estan hechos, los mas utilizados son el algodon prensado y la

porcelana porosa.

La cantidad de muestra se condiciona de acuerdo al tamafio del cartucho y al tamafo

del extractor.

Figura 1. Cartuchos de algodon usados para colocar la muestra de material vegetal.

15
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4.1.2 Colocacion del solvente:

La cantidad de solvente debe ser la necesaria para que, al ascender al cartucho y
antes de que se haga la sifonada, no quede seco el balon inferior y evitar de esta manera,
que la muestra se seque y se queme. También se evita que cuando caiga el liquido de la
sifonada sobre el vidrio recalentado, se pueda producir una explosion de los vapores con el

consiguiente riesgo de accidente.

Si la cantidad de solvente por agregar no esta estipulada en la norma, se carga el
cartucho con el solvente desde arriba, lentamente, para que vaya cubriendo el cartucho y
luego produzca el rechupe; esta es la cantidad minima. Dado que durante la operacion hay
pérdida del solvente por evaporacion y ademas debe quedar una cantidad minima en el
balon, para que no haya demasiada concentracion del extracto, hay que agregar por lo

menos una cantidad semejante en exceso.

4.1.3 Solventes a utilizar:

Si se sigue una norma o técnica obviamente que el solvente estard indicado; pero
con frecuencia, particularmente en los laboratorios de investigacion, se suelen realizar
extracciones no normalizadas. Por eso es conveniente saber el rango de estas sustancias que
se pueden utilizar en el extractor Soxhlet. La experiencia que se posee es que hay una

temperatura maxima y minima de ebullicion en la que el equipo funciona adecuadamente.

Otra caracteristica importante en cuanto al tipo de solventes es que los de caracter
no polar suelen tener alguna dificultad en sifonar puesto que no mojan el vidrio. Ello es
frecuente con los derivados clorados, como el diclorometano y el cloroformo, y los
hidrocarburos superiores al hexano. En los casos en que se utiliza mezcla de solventes,
como en la extraccion de la madera, es imprescindible trabajar con mezclas azeotropicas

porque de otra manera la extraccion seria heterogénea en cuanto a la composicion del



UNAN-LEON

Determinacidn de constituyentes quimicos de la Cordia inermis mediante tamizaje

fitoquimico.

solvente. En el caso citado se utiliza dos partes de benceno y una de etanol que es

practicamente la del azeotropo, 67,6% y 32, 4% respectivamente.

En la tabla se expone una lista, no exhaustiva, de los solventes mas comunes

utilizados en las extracciones con Soxhlet.

SOLVENTES PUNTO DE EBULLICION (C %
Eter 35
Diclorometano 40
Eter de Petroleo 35-50
Cloroformo 62
Metanol 65
Etanol-benceno 65
Hexano 69
Etanol-Tolueno 73
Acetato de etilo 77
Etanol 78
Benceno 80
Ciclohexano 81
Acido Formico 101
Tolueno 111

Nuiiez.C., E. [2008].Extraccion con equipo Soxhlet. [En linea]Consultado: [12, diciembre, 2010]. Disponible

en: http://www.ceninez.com.ar.
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4.1.4 Calentamiento:

Con alguna frecuencia sucede que al comienzo de la evaporacion el solvente se
sobrecalienta y posteriormente produce una evaporacion explosiva que hace que gran

cantidad de vapores lleguen al refrigerante que no da abasto en la condensacion.

4.1.5 Operacion de extraccion:

Una vez que el equipo estd armado, abierta el agua del refrigerante, cargado el
cartucho con muestra e introducido el solvente, solo resta encender el calentador y
comenzar la operaciéon. Una vez alcanzada la temperatura de ebullicion del solvente, éste
comienza a evaporarse luego, de que calienten las paredes del equipo, comienza a

condensar en el refrigerante y a caer en forma de gotas sobre el cartucho.

La primera operacion es totalmente atipica y no debe contabilizarse en el recuento
que se hace para regular la velocidad de extraccion, como suelen pedir las normas. A
medida que el condensado va cayendo sobre el cartucho, éste comienza a escurrir por la
parte inferior del mismo llenando el recipiente de extraccion, hasta que llega al nivel de la
bajada del sifén y rechupa, con todo el material disuelto, hacia el balon inferior. El tope del
sifén esta por encima del cartucho, para asegurar que siempre el material a extraer quede

embebido en el solvente.'

' Nufiez.C., E. [2008].Extraccion con equipo Soxhlet. [En linea]Consultado: [12 diciembre 2010]. Disponible
en : http://www.cenunez.com.ar
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Figura 2. Extraccion con Soxhlet en el momento en el que se produce el sifonamiento
del solvente. Nuiiez. C., E. [2008].Extraccion con equipo Soxhlet. [En lineca]Consultado:

[12, diciembre, 2010]. Disponible en: http://www.ceninez.com.ar.

4.2 Arrastre de vapor15 :

La destilacion por arrastre con vapor es una técnica usada para separar sustancias
organicas, insolubles en agua y ligeramente volatiles, de otras no volatiles que se
encuentran en la mezcla, como resinas o sales inorgénicas; la destilacion por arrastre con
vapor se lleva a acabo generalmente con la mezcla de un liquido (agua la mas comun, pero
no Unico) y otra sustancia (s6lido o liquido).

Cuando se tienen mezclas de liquidos que no son miscibles entre si, se tiene un tipo de

destilacion que sigue la ley de Dalton sobre las presiones parciales; como resultado de este

5 Destilacion. Modificado y consultado [8 febrero 2011] Disponible en: http:/ www. Wikipedia.

org/wiki/Destilacion.
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comportamiento, y cuando uno de los componentes es agua, al trabajar a presion

atmosférica, se puede separar un componente de mayor punto de ebullicion que el del agua,

a una temperatura menor a 100°.

Debido a lo anterior, con esta técnica se pueden separar sustancias inmiscibles en
agua y que se descomponen a su temperatura de ebullicién o cerca de ella, por lo que se
emplea con frecuencia para separar aceites esenciales naturales, que estan constituidos
quimicamente por terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, etc.) y
fenilpropanoides. Ademds se usa para compuestos que son volatiles, y por lo tanto
arrastrables por vapor de agua, que se encuentran en hojas, cascaras o semillas de algunas

plantas (t€ limén. menta, canela, cdscaras de naranja o limén, anis, pimienta, etc.

Cuando se usa vapor saturado o sobrecalentado, generado fuera del equipo
principal, (por ejemplo en un matraz adecuado), esta técnica recibe el nombre de
13 : 2 59 . .

destilacion por arrastre con vapor”, propiamente dicha.
También se puede usar el llamado “método directo”, en el que el material esta en contacto
intimo con el agua generadora del vapor. En este caso, se ponen en el mismo recipiente el
agua y el material a extraer, se calientan a ebullicion y el aceite extraido es arrastrado junto
con el vapor de agua hacia un condensador, que enfria la mezcla, la cual es separada

posteriormente para obtener el producto deseado (como se observa en la figura 2.

Una variante de esta ltima técnica es la llamada “hidrodestilacion”, en la que se
coloca una trampa al final del refrigerante, la cual va separando el aceite del agua
condensada, con lo cual se mejora y se facilita el aislamiento del aceite esencial. También
puede montarse como un reflujo, con una trampa de Clevenger, para separar aceites mas

ligeros que el agua.

20
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Figura 3. Extraccion por arrastre con vapor.

4.3 Extraccion por reﬂujo:16

Es una técnica para extraer y preservar los compuestos esenciales en las especies
vegetales; estd formado por un condensador que se usa para condensar y retener los
compuestos volatiles. Durante el reflujo, la evaporizacion de la mezcla que se hierve es
seguida por la condensacion de estos vapores sobre las paredes interiores de un
condensador, éste se refrigera con el agua que fluye por una camisa envolvente a su

alrededor.

Esta técnica permite retener los compuestos aromaticos volatiles, como aceites
esenciales. Algunas veces el reflujo no puede ayudar con la desnaturalizacion de ciertos

compuestos sensibles al calor y a al recalentamiento.

5. Técnicas Cromatograficas.

5.1 Cromatografia:

Segun IUPAC, define la cromatografia como un método fisico de separacion en el cual

los componentes, para ser separados, se distribuyen entre dos fases, una de las cuales es

® Destilacién. Modificado y consultado [8 febrero 2011] Disponible en http:// www. wikipedia.
org/wiki/Destilacion.
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estacionaria, mientras que la otra, fase movil, se mueve en una direccion definida. Segun el
estado fisico de la fase movil, se puede hacer una clasificacion de la cromatografia asi:

* cromatografia liquida (LC)

* cromatografia de gases (GC).

5.2 Cromatografia en papel

La cromatografia en papel es un proceso muy utilizado en los laboratorios para
realizar andlisis cualitativos ya que, pese a no ser una técnica potente, la fase estacionaria
esta constituida simplemente por una tira de papel de filtro. La muestra se deposita en un
extremo colocando pequefias gotas de la disolucidén y evaporando el disolvente, Luego el
disolvente empleado como fase mévil se hace ascender por capilaridad. La separacion se
realiza en funcion de la afinidad de los solutos con las dos fases, las més solubles en agua
se quedaran cerca del punto donde se aplicd la muestra, y las menos solubles en agua, y
mas solubles en el disolvente, llegardn mas lejos. Las sustancias separadas se identifican

mediante diversos procedimientos fisicos o quimico.

La cromatografia en papel es una técnica utilizada para andlisis inorganico
cualitativo, permite llevar a cabo la separacion e identificacion de iones, trabajando con
cantidades minimas de sustancia. Pertenece al tipo de “Cromatografia de particion”, se
fundamenta en que las sustancias problemas, pueden tener diferentes coeficientes de reparto
en dos disolventes de inmiscibilidad limitada; uno permanece fijo en la superficie del papel
“fase estacionaria” generalmente en agua, el otro la fase movil constituida generalmente
por una mezcla de disolventes parcialmente miscibles en ella. Hay varios tipos de
cromatografia, la ascendente (papel hacia arriba), descendente (papel invertido), radial, y de

separacion de zonas y sectores.
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[a====]

Figura 4. A) Representa la cromatografia ascendente, y, la B) cromatografia

descendente.

5.3 Cromatografia en capa fina:

La cromatografia en capa fina se basa en la preparacion de una capa uniforme de un
adsorbente, mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte. Los requisitos esenciales
son, pues, un adsorbente, placas de vidrio, un dispositivo que mantenga las placas durante
la extension, otro para aplicar la capa de adsorbente, y una cdmara en la que se desarrollen
las placas cubiertas. Es preciso también poder guardar con facilidad las placas preparadas y
una estufa para activarlas. La fase movil es liquida y la fase estacionaria consiste en un
solido. La fase estacionaria serd un componente polar y el disolvente serd por lo general
menos polar que la fase estacionaria, de forma que los componentes que se desplacen con

: . 1
mayor velocidad seran los menos polares.'’

7 Morante. Z., S. Desarrollo de métodos analiticos para la separacién quiral y su aplicacién al estudio de
proceso de sintesis simétrica. (2007).
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6. Determinacion de los principales metabolitos secundarios de planta:

6.1 Alcaloides:

Los alcaloides constituyen un grupo muy heterogéneo de bases de vegetales
nitrogenadas, con accion fisiolégica mas o menos intensa sobre los animales. Hay unos
cuantos alcaloides de nitrogeno aminico que son neutros, como la colcichina, recinina.
rutacarpina. Sin considerar la cafeina, y la teobromina, las bases puricas y piridimidicas

estan excluidas del grupo de los alcaloides por carecer de accion farmacoldgica notables.

La mayoria de los alcaloides son s6lidos incoloros, aunque algunos como la conona,
y lanicotina son liquidos, otros amarillos como la berberina,o rojos como la queliretrina.
La mayoria de los alcaloides se hallan en los vegetales como sales de 4cidos organicos. En
ciertas plantas puede haber un acido especial asociado a los alcaloides; asi, el acido quinico

estd unido a los alcaloides de la quinina.

Aislamiento: La propiedad quimica mdas caracteristica de los alcaloides es su
basicidad (excepto, recinina, colchicina). Por lo que los métodos para aislarlos, purificarlos
e identificarlos por lo general se aprovechan por su basicidad. Aunque muchos alcaloides
pueden extraerse con disolventes neutros, como alcoholes y cloroformo, soluciones de

acidos en agua, con lo que se separan los alcaloides y sus sales.

Reaccion de coloracion: Las soluciones de varios acidos de metales pesados, como
la silico-tungstico, cloroplatinico, fosfomolibdico, forman precipitados con la mayoria de
los alcaloides, igualmente el mercuri-yoduro de potasio (Reactivo de Mayer).Los anteriores
soluciones, preparada en condiciones especificas, forman parte de los llamados reactivos de
alcaloides, aunque los precipitados también pueden ser causados por proteinas, betainas,
purinas, y cumarinas, y algunos polifenoles. Como la ausencia de precipitados es indicativa

de que no hay alcaloides, se usan reactivos como prueba presuntiva de su presencia.
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6.2 Esteroides y triterpenoides:

Los esteroles son alcoholes solidos con C,; a Cy, de origen animal. (Colesterol) aunque
reportado en algas rojas coprosterol o vegetal (fitosteroles B sitosterol), ergostrol, estigmasterol,
cuyo esqueleto fundamental corresponde al ciclopentanoperhidrofenantreno, comun en todos los
esteroides una cadena lateral en la que se puede insertar radicales metilos o etilo,
particularmente en C-24. Se localizan en la plantas de forma libre, como ésteres o como
glicosidos.

Aislamiento: Los extractos con disolvente son polares como el éter de petrdleo,
bisulfuro de carbono, cloroformo, éter etilico, contienen esteroles y sus ésteres junto con
otros lipidos, carotenoides y lecitina. Para separarlos se saponifica este extracto y luego se
sacan de la solucion con un solvente no polar. Posteriormente se separan del

insaponificable por cristalizacion fraccionada, cromatografia o precipitacion con digitonina.

Reacciones de coloracion: No hay reacciones verdaderamente especificas para
esteroles y metilesteroles, ya que otro tipo de sustancia tales como glicdsidos cardiotonicos,
esteroalcaloides y di y triterpenos, saponinas; también las dan por contener detalles

estructurales comunes o analogos.
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Algunos principios olorosos

Ejemplos de estructuras de terpenos.18

6.3 Taninos:

Estos polifenoles tienen la propiedad de unirse a las proteinas y precipitarlas. Por
esta razon, la prueba mas empleada para la deteccion de este grupo de metabolitos
secundarios emplea el reactivo FeCl3 a los extractos etandlico y acuoso, el cual produce

una coloracion verde, azules o negras tras la adicion de dicho reactivo.

¥ Trease y Evans. Farmacognosia. Acidos grasos. 13a edicién. P4g. 331.
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O._-OH

HO OH
OH

Acido galico

A OH

Acido cinamico
6.4 Saponinas:

Se le da el nombre de saponinas (del latin: Sapon = jabon) a un grupo de glicosidos
que se disuelven en agua y disminuyen la tension superficial de ésta: por lo tanto, al sacudir

sus soluciones, se forman una espuma abundante, y relativamente estable.

Aislamiento: Las saponinas son sustancias muy polares y es posible extraerlas en

caliente o en frio, con agua o alcoholes de bajo peso molécula.
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MONOSACARIDOS
Rha —Gilu
Rha

ENLACE GLICOSIDICO

Estructura basica de las Saponinas.

6.5 Agentes reductores:

Son azucares reductores todos los monosacaridos y muchos disacaridos

(monolactona, celobiosa, y gentobiosa) entre los disacaridos (sacarosa, trealosa).

Los monosacaridos y la mayoria de los disacaridos poseen poder reductor, que
deben al grupo carbonilo que tienen en su molécula. Este caracter reductor puede ponerse
de manifiesto por medio de una reaccion redox llevada a cabo entre ellos y el sulfato de
Cobre (II). Las soluciones de esta sal tienen color azul. Tras la reaccion con el glucido
reductor se forma 6xido de Cobre (I) de color rojo. De este modo, el cambio de color indica

que se ha producido la citada reaccion y que, por lo tanto, el glucido presente es reductor.

6.6 Almidon:

El almidon es un polisacarido vegetal constituido por dos polimeros: la amilosa y
amilopeptina. La amilosa est4 constituida de largas cadenas lineales de glucosa unidas en
enlace glicosidico alfa. Estas cadenas no poseen un tamaio determinado sino que pueden

variar desde unos miles de unidades de glucosa hasta un millon. Por otro lado, la
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amilopeptina posee, al igual que la amilosa, cadenas lineales de glucosa unidas en enlace

alfa 1,4 pero ademas posee una gran cantidad de ramificaciones, las cuales se presentan

cada 24 a 30 residuos de glucosa y en enlace glicosidico alfa 1,6.

Reaccion de coloracion: La amilosa se colorea de azul en presencia de yodo no
debido a una reaccion quimica sino a una reaccion fisica mediante la adsorcion o fijacion
de yodo en la superficie de la molécula de amilosa, lo cual sd6lo ocurre en frio. Como
reactivo se usa una solucion denominada lugol que contiene yodo y yoduro potasico. Como

los polisacaridos no tienen poder reductor, la reaccion de Fehling da negativa.

La aparicion de una coloraciéon azul indica la presencia del almidén y una

T , . .19
coloracion roja, indica el glucdgeno o eritrodextrina.

6.7 Emodinas:

Los derivados antraquinonicos suelen ser compuestos de color rojo-anaranjado, que
en ocasiones pueden observarse in situ, (como ocurre en los radios medulares del ruibarbo
y cascara sagrada). Por lo general son solubles en agua caliente o alcohol diluido. El ensayo
de Borntraiger suele emplearse para su deteccion. La droga pulverizada se macera con un
disolvente organico no miscible (se recomienda el éter), se filtra y se anade hidréxido
amoénico o sosa cdaustica en disolucion acuosa, apareciendo en la capa acuosa, tras
agitacion, un color rosa, rojo o violado, que indica la presencia de derivados
antraquinonicos libres. Si solo existen heterosidos, el ensayo debe modificarse;
hidrolizando previamente con solucion alcoholica de hidréxido potésico o adcido 2M. Si se

aflade un alcali a las drogas pulverizadas o a cortes, el color rojo producido sirve para

1 Dominguez, X. (1973). Métodos de investigacion Fitoquimica. Pag.: 130-132. Ed.AID (agencia para el
desarrollo internacional, México Buenos Aires).Monterrey, México.
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localizar en los tejidos los derivados antraquinonicos (en los radios medulares de la corteza

. 20
de céascara sagrada).

O

™

OH O OH

Antroquinonas

Estructura de Emodinas.

6.8 Acidos grasos:

Un acido graso es una biomolécula organica de naturaleza lipidica formada por una
larga cadena hidrocarbonada lineal, de nimero par de 4&tomos de carbono, en cuyo extremo
hay un grupo carboxilo. Cada 4&tomo de carbono se une al siguiente y al precedente por
medio de un enlace covalente sencillo o doble. Al &tomo de su extremo le quedan libres tres
enlaces que son ocupados por atomos de hidrogeno (H3C-). Los demds atomos tienen libres

dos enlaces, que son ocupados igualmente por 4&tomos de hidrégeno (. -CH2-CH2-CH2- .).

En general (aunque a veces no), podemos escribir un acido graso genérico como R-

COOH, en donde R es la cadena hidrocarbonada que identifica al 4cido en particular.

Q
HBC/\/\/\/\/\/\/\/\)I\OH

Acido Estearico

20 . . . e
Trease y Evans. Farmacognosia. emodinas. 13a edicidn.
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21
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Figura 5. Ejemplos de Acidos grasos. wikipedia.org/wiki/Acido graso.

*! Acidos grasos. consultado [01 junio 2011]. Disponible en http//www. wikipedia.org/wiki/Acido_graso.
Aceites y grasas.Consultado [01 junio 2011]. Disponible en http // www. scientificpsychic. com/fitness
aceites-grasas.html
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7. MATERIAL Y METODO

Método:
Tipo de estudio: Experimental de corte transversal, realizado en periodo de

septiembre 2010 — Enero 2011.

Area de estudio:

El 4rea de estudio del presente trabajo experimental, es el departamento de la
facultad de Ciencias Quimicas, especificamente el laboratorio ubicado en el area de

farmacognosia, unidad de productos naturales, departamento de farmacia industrial.

Universo:

Nuestro universo de estudio son las especies pertenecientes al género Cordia.

Muestra:

200 gr hojas de la especie vegetal Cordia inerrmis.

Unidad de analisis:

Se trata de determinar los constituyentes quimicos presentes en las hojas secas  de

la especie Cordia inermis.

Tipo de muestreo:

Aleatorio simple.

Criterio de seleccion:

I. Como unidad de andlisis se tomd una muestra de hojas secas de la especie

vegetal Cordia inerrmis, para determinar los compuestos quimicos.

2. No se tomaron como muestras otras partes de la planta tales, como: el tallo,

flores y frutos debido a que estas no son de interés para nuestro estudio.
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7.1. Variable v Operacionalizacion de las variables:

Extracto etéreo, alcohdlico y acuoso.
Concentracion.

Tamizaje fitoquimico.
Constituyentes quimicos.

Reactivos colorimétricos y precipitantes.

fitoquimico.

Variable

Definicion Medicion

Indicador

Extracto
etéreo

Consiste en someter la
muestra exenta de agua
(deshidratada) a un proceso
de extracciéon continua (o
método de Soxhlet)
utilizando como extractante

Presencia de
principios activos.

éter etilico.

Coloracion

caracteristica.

precipitacion

Extracto
alcoholico

Consiste en someter una
determinada muestra exenta
de aguia’ a un proceso de Presencia de
extraccion con Soxhlet con
el volumen adecuado de
etanol (alcohol etilico) de

70°.

principios activos.

Coloracion

caracteristica.

precipitacion

Extracto
acuoso

Preparacién en agua de la

sustancia de una planta que

contiene la porcién bilégica | Presencia de

activa sin el residuo celular. | PTINCIPIOS activos.

Coloracion

caracteristica.

precipitacion
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7.2. Procedimiento de la marcha sistémica:

Se extrae la droga seca y molida, utilizando un soxhlet. El residuo se seca y se extrae,
en soxhelt, con alcohol. Finalmente, la droga se extrae con agua, bajo reflujo.los extractos

etéreo, alcoholico y acuoso se someten a una secuencia de pruebas quimicas.

Extracto etéreo:

El extracto obtenido se concentra hasta un volumen final de 200 ml y se divide en dos

alicuotas, una de 20 ml y la otra de 180ml.

1. Separar 20 ml, evaporar hasta sequedad y disolver el residuo en 20 ml de alcohol.
Fraccion A.

2. Concentrarlos 80 ml restantes a 50 ml. Fraccion B.

Pruebas realizadas en la Fraccion A:

- 10 ml. Evaporar hasta que este completamente seco.

- Destilar con arrastre de vapor con éter (2X20 ml) TLC-Hexano/eterS8:2.

- 40ml. Adicionar 10ml KOH 0.5M reflujar por dos horas y luego se adiciona 20ml
de agua. Evaporar el etanol y extraer 3x10ml con éter.

Fase etérea:

- Tomar alicuota de 15ml y agregar reactivo de Liebermann-Buchard (+) =

Esteroles y Triterpenos.
Fase acuosa:
- Acidificar (pH 3-4) y extraer 2x10ml éter.

- Evaporar hasta que este completamente seco. Formacion de residuos con

cristales (+) = acidos grasos.
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Pruebas efectuadas en la fraccion B.

- Concentrar hasta 50 ml.

- 10 ml. Evaporar resolver residuo en 3ml de HCI al 2%. Dividir en 3 porciones: a)
control; b) Mayer; c) Ac. Silico-Tunsgtico. Precipitacion en b) y c) indica presencia

(+) para alcaloides.

- 5 ml. Evaporar. Disolver residuo en 2ml de MeOH caliente. Adicionar limaduras de
magnesio+ 1 ml de HCI concentrado. Después de 10 min. Se presenta la coloracion

rojiza. (+) Aglicona de flavonoides.

- 5 ml. Evaporar. Disolver el residuo en 1 ml de agua hirviendo. Aplicar, con un
capilar, 2 manchas de papel filtro. Aplicar, en una de las manchas, 1 gota KOH 0.5

M. Observar fluorescencia a 366nm. (+) Cumainas.

- 5 ml. Evaporar. Disolver el residuo en Iml de CHCI Adicionar el reactivo de
Lierbermann- Buchard. Anillo verde. Interface color marrén. (+) Triterpenos

/esteroles.

- 5 ml. Evaporar. Disolver residuo en 1 ml de NH4OH 25 %. Coloracion roja. (+)

Emodinas.

Extracto Alcohdlico.

- Concentrar a 200ml. Dividir en dos alicuotas de 100ml.
- Concentrar una de ellas a 30 ml- Fraccion E;

- Concentrar la otra alicuota a 50 ml- Fraccion E,.

Pruebas realizadas con la Fraccion E1.

- 5 ml + 2ml de agua.
- 5 gotas de solucion de Fecls,
- Color azul: Taninos galicos.

- Color verde: Taninos catéquicos.
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- 5 ml + 2 ml de agua + 2mlde r. de Fehling. Reflujo por 30 minutos.

Precipitado rojo ladrillo: (+) compuestos reductores.

- 20 ml. Evaporar. Disolver e residuo en 20 ml de HCI 10%. Retirar 3 ml.

Muestra 1.

Alcalinizar los 17 ml de restantes hasta pH 9.
Extraer con 3x 10 ml de éter.

Evaporar la fraccion etérea.

Disolver el residuo en 3 ml de HCI1 10%.

Muestra 2.
Dividir 1 y 2 en tres tubos de ensayo cada una a) control; b) R. Mayer; c) Ac. Silico-
Tunsgtico.

Precipitacion en los tubos b) y c) indica presencia (+) para Alcaloides.

Pruebas realizadas en la fraccion E2.

- 50 ml de extracto. Adicionar 20 ml HCL20%. Colocar el reflujo por 20 minutos.
Adicionar 20 ml de agua. Evaporar hasta 30 ml. Extraer 3 X 20 ml éter. Separar la fase

etérea de acuosa.
Fase acuosa acida:

- Presenta color rojizo. Elevar PH A 9-10. Coloracion verde-castafio o azul. (+)=

antocianinas.
Fase etérea- 60ml. Concentrar a 30ml.

-5 ml. Concentrar a 1ml. Aplicar 2 manchas en el papel filtro. Sobre una de las manchas
aplicar una gota de KOH. Observar utilizando luz UV a 366nm. Fluorescencia (+) =

cumarinas.
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-5 ml evaporar. Disolver residuo en 3ml NH4 OH25% coloracion roja. (+) Antracenosidos.

- 10 ml evaporar. Disolver residuo en MeOH 50%. Disolver limaduras de Mgy 1ml HCL.

Esperar 10min. Coloracion roja. (+) Flavonoides.

-10 ml evaporar. R. Lieberman- Buchard (+) Esteroles/Triterpenos.

Extracto acuoso

- 200 ml. Dividir en dos alicuotas de 100ml. Una de las alicuotas se utiliza en las pruebas
abajo citadas (fraccion AQI1). A la segunda alicuota se le adiciona 20ml de acido
clorhidrico concentrado y se calienta hasta alcanzar su punto de ebullicion, bajo reflujo,

durante 30 min (fraccion AQ2)
Pruebas realizadas en la fraccion AQ1.
Sml +3ml H20 2 gotas R. Lugol coloracion azul (+) almidon

-5ml. Evaporar hasta sequedad +5 gotas H2SO4 concentrado +3-4 gotas de timol. (+)

Polisacaridos

5ml +10ml acetona 2 gotas hematoxilina agitar y filtrar. Precipitado violeta: (+) mucilagos.
-5ml +45ml H20. Agitar 10min. Espuma persistente por 20min. (+) Saponinas.

Sml +1ml sol. Fehling reflujo 30min. Precipitado color ladrillo (+) compuestos reductores.

-3ml+2ml H20.adicionar 3-4 gotas FECI3 coloracion azul. (+) Taninos galicos coloracion

verde (+) taninos catéquicos.

-30ml +NH4O0H hasta PH 9. Extraer 3x30 ml éter. Evaporar hasta sequedad. Disolver
residuo en 10ml HCL 10%. Disolver en 3 tubos de ensayo: a) control; b) R. Mayer, c) acido

Sillico — Tungstico. Precipitacion en los tubos b) y ¢) (+) alcaloides.
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Pruebas realizadas con la fraccion AQ?2

En esta fraccion se realizan las mismas pruebas descritas para la fraccion A2

8. Materiales

8.1Equipo en el tamizaje fitoquimico:

Sistema de extraccion Soxhlet.

Sistema de extraccion por reflujo.

Horno.

Balanza analitica (Santorius TE2145018350137).
Rota evaporador.

Cocina de plato.

Bomba de vacio.

YVVVVYVYVY

8.2Cristaleria:

Tubo de ensayo de vidrio Pyrex.

Balones de 50 ml y 100 ml Pyrex.

Embudo separador de 250 ml y 500 ml Pyrex.
Beackers de 100 ml, 250 ml y 1000 ml Pyrex.
Probeta de 50 ml y 100 ml Pyrex.

Pipetas de 1 ml, 5 ml y 10 ml Pyrex.

Espatula y agitador de vidrio.

O O O0OO0OO0OO0Oo

9. Preparacion de reactivos quimicos reveladores.

7

< Reactivo de Meyer:
Disolver 1.35g de cloruro de mercurio en 60ml de agua (1), disolver 7g de yoduro
de potasio en 20ml de agua (2), mezclar la parte 1y 2, agitar y filtrar.

% Reactivo de Fehlling:
Preparar una soluciéon A que debe tener 34.65g de cloruro de mercurio en 500ml de
agua, preparar solucion B, debe tener 173g de bitartrato sodico sodio de potasio y
125 g de hidroxido de potasio en 500ml de agua y luego mezclar cantidades iguales
de ambas soluciones.

% Reactivo Liebermann —Burchard:
Mezclar un 1 ml de cloroformo y 1 ml de anhidrido acético y 3-4 gotas de acido
sulfurico concentrado.
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< Acido silico tunsgtico al 20% p/v:
Disolver 10g de acido sélico tinsgtico en 50ml de agua.

* Reactivo de Lugol:
Mezclar 1 g de yodo con 2 g de yoduro de potasio, disolver en 300 ml de agua y

guardar en botella oscura.

+  Hidroxido de potasio 5N:
Disolver 2.8g de KOH en 100ml de agua, agitar hasta homogeneidad.

s  Timol:
Disolver 0.1 g de Timol en 100 ml de alcohol.

10. Caracterizacion taxonomica:

La especie vegetal Cordia inermis seleccionada, se evalud previamente con el
ensayo de antioxidante realizado en el Laboratorio de Control de Calidad de Medicamentos
de la UNAN —Leodn en el ano 2009; comprobando que la especie vegetal posee actividad
antioxidante.
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11.Resultados

En la Tablas (1,2 y 3) se presentan los resultados obtenidos luego de hacer el
analisis fitoquimico preliminar de las hojas secas de la especie vegetal de Cordia inermis.

Tabla 1. Analisis de hojas de Achopaste/Cuajantita (Cordia inermis).

Resultado del analisis fitoquimico preliminar de las hojas secas de Cordia inermis.

Extracto etéreo

Metabolitos Prueba Resultado

Acidos grasos Fraccion A Formacion de cristales
Extracto acuoso

Fase acuosa +++

Fase etérea -

Extracto etéreo -

Esteroles y Fraccion B Liebermann —Burchard +++
triterpenos

Aglicona de Fraccion B Limadura de Mg -
Flavonoides

Alcaloides Fraccion B Mayer -

Sillico-tunsgtico -

Cumarinas Fraccion B KOH -

Emodinas Fraccion B NH,OH -

Carotenoides Fraccion B Carr-price . *
Leyenda:

(+++) Presencia abundante.
(-) No detectado.
(*) No se realizo.
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Tabla 2. Analisis de hojas de Achopaste/Cuajantita (Cordia inermis).

Resultado del analisis fitoquimico preliminar de las hojas secas de Cordia inermis.

Extracto alcoholico

Metabolitos Pruebas Resultados
Taninos galicos Fraccion E4 FeCl; -
Taninos catéquicos Fraccion E; FeCl; -
Agentes reductores Fraccion E; Fehlling +++
Alcaloides Fraccion E; R. Mayer -

R.silico-tunstico -

Antracendsidos Fraccion E, NH,OH -

Cumarinas Fraccion E, KOH -

Flavonoides Fraccion E; Limaduras de Mg -

Esteroles

y triperpenos Fraccion E , R. Liebermann —Burchard -
Leyenda:

(+++ ) Presencia abundante.

(-) No detectado.
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Tabla 3. Analisis de hojas de Achopaste/Cuajantita (Cordia inermis).

Resultado del analisis fitoquimico preliminar de las hojas secas de Cordia inermis.

Extracto acuoso

Metabolitos Pruebas Resultados
Taninos galico y catéquicos Fraccion A, FeCl -
Polisacaridos Fraccion A, Etimol -
Mucilagos Fraccion Al Hematoxilina +++
Saponinas Fraccion A, Agua +++
Almidoén Fase etérea del a Lugol y KI -
fraccion A
Taninos galicos y catéquicos Fraccion A, FeCl3 -
Alcaloides Fraccion A, R.Mayer -

Ac. Sillico-Ttnsgtico -

Agentes reductores Fraccion A, Fehling +++

Aglicona de Fase etéreade la  Limadura de magnesio -

Flavonoides fraccion A,

Alcaloides Fase etérea de la Mayer -
Fracciéon A » Ac. Silico-Tunsgtico -

Esteroles y/o Fase etérea de la  Liebermann —Burchard +++

Triterpenos. Fracciéon A,

Cumarinas Fase etérea de la fraccionA, KOH -

Emodinas NH40H +++

Leyenda:  (+++) Presencia abundante, (-) No detectado.
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12. Analisis de los resultados:

La metodologia seguida para este andlisis fue previamente descrita por Dominguez
(1973), para observar la deteccion de los metabolitos secundarios generalmente

relacionados con actividades biologicas de las plantas.

De los resultados consignados en la Tabla 1, en relacion a los hojas evaluadas de la
especie Cordia inermis, la presencia de acidos grasos, fue el compuesto quimico que se
not6 unicamente en la fase acuosa del extracto étero en donde se formaron cristales,
también en el estudio se logré identificar esteroles y/o terpenoides con la prueba
comunmente usada del reactivo de Liebermann-Burchard que consiste en (mezcla de 1ml
de anhidrido acético, 1ml de cloroformo, enfriado, y unas gotas de H2SO4). Una porcion
de este reactivo se pone en contacto con la sustancia o su solucion cloroférmica. Se
considera resultado positivo si bajo estas condiciones aparecen manchas en cualquier
tonalidad del rojo, azul o verde. etc., los que combinan con el tiempo; la prueba es positiva.
El orden y el tiempo de aparicion tiene cierto valor diagnostico; asi una coloracion amarilla

después de 15 minutos parece corresponder a C-14 metilo y a una A’ - instauracion.

La prueba es positiva con esteroles que contienen 2 enlaces dobles conjugado, que

los que puedan formar por 1 6 2 deshidrataciones con isomerizacion, o con isomerizacion

Segun lo observado, en el analisis la aglicona de flavonoides, emodinas,
alcaloides y cumarinas, no se observaron en este extracto puesto que en ninguno de los

fraccionamientos etéreos se observaran manchas seglin la pruebas de identificacion.

Respecto a los resultados de la tabla 2 del extracto etandlico, la presencia de agentes
reductores se contemplé mediante una reduccion positiva del reactivo de Fehling que
consistio en que a una solucion caliente del extracto etandlico se le afiadi6 gota a gota, una
mezcla de partes iguales de la solucion fehlling, su reduccion aparecio acerca del punto de

ebullicion y se aprecid un precipitado rojo-ladrillo de 6xido cuproso. El ensayo con
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Fehlling se funda en el poder reductor del grupo carbonilo de un aldehido. Este se oxida a
acido y reduce la sal de cobre (II) en medio alcalino a 6xido de cobre (I), que forma un
precipitado de color rojo. Un aspecto importante de esta reaccion es que la forma aldehido
puede detectarse facilmente aunque exista en muy pequefia cantidad. Si un azucar reduce el
licor de Fehling a 6xido de cobre (I) rojo, se dice que es un azucar reductor. Al reaccionar

con monosacaridos, se torna verdoso; si lo hace con disacaridos, toma el color del ladrillo.

Por otra parte la presencia de taninos, alcaloides, antracenosidos, cumarinas,
flavonoides y esteroles y/o Triterpenos no fueron posible detectarse debido a que ninguno

produjo manchas en su identificacion.

En cuanto a la deteccion de metabolitos secundarios en la tabla 3 del extracto
acuoso, la presencia de saponinas, se identifico con la prueba de espuma que consistidé que
a 1 ml del extracto se la agrego 2 ml de agua hirviendo y se agito por 20 minutos, en esta
prueba se disminuye la tension superficial y se observo la formacion de espuma
considerable y de forma estable. Por hidrolisis de las saponinas se obtienen carbohidratos y
una aglicona, llamada genéricamente sapogenina, que consiste en un nucleo esteroidal o
triterpénico; esta caracteristica estructural les confiere un caracter anfotero que les permite
actuar como tensioactivos. Aprovechando esta propiedad, la prueba mas empleada en la

deteccion de saponinas es la de formacion de espuma.

Ademas se detectaron esteroles y/o triperpenos mediante la prueba de Liebermann-
Burchard, el fuerte cambio de coloracion verde indica una posible concentracion alta en la
hojas, ademas se asegur6 la presencia agentes reductores por una reduccion de fehlling en
la que demuestra que se encuentran en esta especie, y por su alto contenido de precipitado
rojo se cree que su concentracion en hojas es alta; ademas se dio la presencia de emodinas,
dicha prueba consistio en afiadir 1 ml hidroxido amoénico al 25 % al extracto seco,
apareciendo en la capa acuosa, tras agitacion, un color rosa, rojo o violado, que indica la

presencia de derivados antraquinonicos libres. Si solo existen heterosidos, el ensayo debe
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modificarse; hidrolizando previamente con solucion alcoholica de hidroxido potasico o

acido 2M.

También se detectaron mucilagos en el que se evidencié con la aparicion de la
coloracion violeta tras la adiccion de hematoxilina. Grupos como los taninos galicos y
catéquicos, polisacaridos, almidon, alcaloides, aglicona de flavonoides y cumarinas no

fueron detectados en este extracto.

De esta manera se han detectado importantes metabolitos que se supone que podrian

servir para la elaboracion de productos fitoquimicos.
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13. Conclusion

Con esta investigacion se concluye que la identificacion fitoquimica efectuada sobre la
muestra de hojas de la especie vegetal Cordia inermis, se evidencid principalmente la
presencia de los siguiente metabolitos : agentes reductores , esteroles y/o terpenoides,
acidos grasos, mucilagos, saponinas y emodinas, sin embargo en la identificacién no se
demostré resultados positivos para los demas metabolitos tales como; taninos galicos o
catéquicos, Aglicona de Flavonoides, alcaloides, cumarinas, almidon, polisacaridos,
carotenoides en ninguno de los extractos fraccionados de dicho estudio. Por lo tanto este
estudio permitira seguir realizando futuras investigaciones sobre los posibles metabolitos

con actividad bioldgica.
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14. Recomendaciones:

Realizar el tamizaje fitoquimico para las demas partes de la Achopaste/ Cuajantita
(‘tallo, flores, frutos y semilla), ya que esta en sus hojas demostré que tiene muchas
metabolitos secundarios de importancia farmacéuticas e industriales que aun no han

sido explotados, que pueden servir para la elaboracion de formas farmacéuticas .

Aplicar a la misma especie un bioensayo dirigido, a fin de conocer con profundidad
la actividad Bildgicos farmacoldgicos de sus compuestos quimicos, y asi tener la

certeza de las posibles enfermedades que se podrian tratar.

Desarrollar una futura investigacion dirigida a la cuantificacion y determinacion
estructural de los metabolitos encontrados en dicho estudio, para que se determine

la concentracion de cada uno de ellos en las hojas de la planta.

Esta investigacion puede ser utilizada como una guia practica para la realizacion de
otros tamizajes fitoquimicos en plantas que se observe potencial en su

aprovechamiento medicinal.
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OBTENSION DE EXTRACTOS CRUDOS
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FRACCIONAMIENTO DELEXTRACTO ETEREO
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CONTINUACION DEL FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTOETEREQ
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Y

fitoquimico.
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FRACCIONAMIERNTO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO
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CONTINUACION DEL FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO
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(ONTINUACIONDEL FRACCIONAMIENTODEL EXTRACTOALCOHOLICO

Llesrzirnbrar

Fraccidn E2

/ﬂ:n il G PR

Exl reflujado

Cxt. conc.

|

Al Z0rel oy s,y
ovaporar hocota 20 rl
-

_<| Twtocon nler bow 2P0 oM

¥

Fase wleroa

a0 el | —

Famt auuumss

5ml

—{ TR AL

¥
Reaicuo
Dizolwer 5 ml
M= 50
Colar rajo

(ontracenooidon)

5 mil

v

10 mi

10 mi

Ext, e prapeel

h 4

|E wiorn i Sornl

*F-.pllcar KiIH

r

_hEolvar Ma D L.,
inaciuries e Mg e

Add

H 1

HUIL Esperar 10 i
.

Ext. serva

Ext. coimcesinitramca

Obo al W,
Fluaorescancia
curmarina)

r

. S —
. Liserman-

Color roja
(Flavonoides)

Burchard
{orotoroloo
triterpanos)




UNAN-LEON

Determinacion de constituyentes quimicos de la Cordia inermis mediante tamizaje

FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO ACUOSO
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Imagenes

Fotografia 1.Hojas frescas de Cordia inermis”Achopaste/Cuajantita’

recolectada en isla de Ometepe.
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A)

B)

Fotografia 2.Demuestra el proceso de obtencion de los extractos crudos
con Soxhlet. A. Extraccion continua en caliente con éter. B. Extraccion continua en

caliente con alcohol.
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Fotografia 3.Demuestra el proceso de obtencion del extracto crudo acuoso

con reflujo de agua.
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A)

B)

Fotografia 4. A. Demuestra el
resultado positivo de esteroles y triterpenos en el extracto etéreo, B. precipitado rojo

ladrillo presencia de agentes reductores en el extracto etandlico y acuoso.
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A)

B)

Fotografia 5. A. Comparacion de 2 tubos, Rojo afirma la presencia de emodinas y
el verde es el extracto etéreo de control, B. Demuestra el resultado positivo de emodinas

(Coloracion rojiza).
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A)

B)

ITTIE

Fotografia 6. A y B demuestran el resultado del analisis fitoquimico, arrojando un

resultado positivo de mucilagos en el extracto acuoso (color violeta).



