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INTRODUCCION

Las plantas pueden ser utilizadas como fuentes terapéuticas de varias maneras. Pueden ser
utilizadas como té u otros remedios hechos en casa, como extractos crudos o fracciones
concentradas en preparaciones farmacéuticas tales como tinturas, extracto fluido, polvos,
tabletas y capsulas cuando son consideradas como preparaciones fitofarmacéuticas o
medicinas herbolarias. Finalmente las plantas pueden ser sujetas a extracciones sucesivas y
procedimientos de purificacion para aislar compuestos de interés, los cuales pueden ser ellos

mismos los activos y ser usados directamente como droga.

El Gualanday (Jacaranda mimosifolia), es utilizado por la poblacién de Colombia como
planta medicinal ya que es uno de los remedios que tiene fama para curar las afecciones
sifilicas, combate afecciones cutaneas, neuralgias y dolores de los huesos. También cura las
hemorroides, las varices, las diferentes afecciones del higado, los eczemas, foranculos y todo
aquello que esté relacionado con las impurezas de la sangre, esta es una de las razones para

realizar el estudio de la separacion de los metabolitos secundarios.

Casi todas las especies del género Jacaranda se utililizan frecuentemente como plantas
medicinales en Colombia, ademas se les atribuye mas o menos iguales propiedades
terapéuticas. Las especies relacionadas son: Abey o J. coreulea, que crece en forma
espontanea en el Caribe, Grises J. filicifolia originaria de Brasil y Gualanday o Tarco J.

mimosifolia existentes en el pais.

Jacaranda mimosifolia, es un arbol subtropical oriundo se Sudamérica (Argentina, Bolivia,
Brasil y Paraguay) y ampliamente extendido a causa de sus bellas y duraderas flores azules.
Alcanza hasta los 10 metros de altura. Crece como preferencia en zonas himedas. La

floracién se realiza en primavera-verano.



Las soluciones tdnicas son preparaciones concentradas de consistencia liquida, solida o
intermedia, obtenida normalmente a partir de materia vegetal. Para algunas preparaciones, la
materia a extraer puede requerir un tratamiento previo, como por ejemplo, inactivacion de
enzimas, trituracion o desengrasado. Los extractos se preparan por maceracion, percolacion
0 por otros métodos validados que utilizan etanol u otro disolvente adecuado. Después de la

extraccion, si es necesario, se eliminan las sustancias no deseadas.

Generalmente se prepara un extracto alcoholico obtenido por maceracion de las hojas, tallos
y flores en alcohol y luego se realiza un tamizaje fitoquimico, que es la base para determinar

los grupos fotoquimicos presentes.

Se planted los siguientes objetivos: realizar la separacion y la posible identificacion de
metabolitos secundarios de la Jacaranda (Jacaranda mimosifolia) con fines de aporte a una
técnica de anélisis quimico, identificar taxonémicamente a la Jacaranda del Ecuador,
preparar los extractos y sub extractos de la Jacaranda, extraer y purificar los metabolitos
secundarios de los extractos y sub extractos obtenidos, por procesos fisicos cromatograficos
y realizar la posible identificacion de los metabolitos secundarios encontrados por métodos

cromatograficos y espectrofotométricos.

Fue posible separar los metabolitos por fraccionamiento del extractos y sub extractos,
mediante la extraccion con solventes organicos, separarando cromatograficamente en capa
fina, en columna y finalmente se realiz6 cromatografia en capa fina preparativa y a

continuacion se pudo verificar la pureza y su determinacién por espectroscopia UV.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1 JACARANDA (Jacaranda mimosifolia)
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GRAFICO No.1 ARBOL DE JACARANDA (Jacaranda mimosifolia).

1.1.1 ORIGEN Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Ameérica Meridional, natural de la Selva Tucumano-Boliviana, arbol semicaduco, de segunda
magnitud, presenta hojas ligeras y elegantes, compuestas y bipinadas, con foliolos pequefios
que recuerdan a las Leguminosas, de color verde vivo. Fruto lefioso, dehiscente, plano,
similar a castafiuelas y contienen pequefias semillas aladas. Flores llamativas, numerosas, el
color varia del azul claro al violaceo, también hay variedades de flores blancas. La floracion
se realiza en primavera-verano, muy dificil encontrarlas en Bonsai, ya que florece en ramas

de 2 o 3 afos.



Presenta una corteza lisa en su juventud y rugosa en la vejez. Las variedades més frecuentes
son, Jacaranda Cuspidifolia: hasta 10 mts., flor azul vivo, Jacaranda Jazminoides: forma
arbustiva, flor color parpura obscuro y Jacaranda Ovalifolia: llega a los 6 mts. Se lo conoce

como “Llama Azul “,, flores azul brillante con una variedad alba de flores blancas (25).

El jacaranda esta distribuido en Brasil, Bolivia, Paraguay y también en el Noroeste argentino. Habita
pocas regiones limitrofes del Chaco Boreal, tales como los cafiones de Cerro Ledn y bajadas cerca de
Filadelfia.

En Paraguay: basicamente en todo el pais, encontrdndose en toda la zona oriental, mientras
que en la zona occidental o Chaco, va decreciendo su aparicion segun se hace mas seca 0

arida la zona.

Como arbol ornamental es cultivado en numerosas partes del mundo, incluso en los Estados
Unidos. Crece con preferencia en zonas himedas y forma en el Chaco paraguayo juntamente

con Urundey, Para todo y especies de Quebracho, isletas de arboles grandes (28).
1.1.2 DESCRIPCION BOTANICA

La copa del jacaranda no tiene una forma uniforme, algunas veces en forma de una
sombrilla, algunas veces de forma piramidal, pero nunca densa. En general, forma una copa
ovoidal e irregular. La estructura es de ramificacion principal extendida. La copa alcanza un

diametro de 4 a 6 m, proyectando una sombra de mediana intensidad.

El tallo principal tiene una forma algo torcida. El tronco tiene una altura de 6 a 9 m y un
diametro de 40 a 70 cm. El jacaranda alcanza 8 a 12 m de altura. Es un arbol semideciduo de

crecimiento medio y una longevidad de mas de 100 afos.

Hojas grandes de 30 a 50 cm de longitud; hojas compuestas, opuestas, bipinnadas, con
hojuelas de 25 a 30 pares de foliolos pequefios de forma ovaloblonga, apiculados; de color

verde claro, textura de su superficie lisa pubescente.


http://es.wikipedia.org/wiki/Di%C3%A1metro
http://es.wikipedia.org/wiki/Tallo
http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja_bipinnada

Flores grandes de 4 a 5 cm; en paniculas terminales de 20 a 30 cm, racimos erectos de flores
muy vistosas. Son de forma tubular, acampanada y con l6bulos desiguales; color azul

violeta.

Fruto lefioso, dehiscente, plano, en forma de castafiuela, con gran cantidad de semillas
pequefas; capsula loculicida de 6 cm; oblonga y orbicular pardo oscuro. Los frutos aparecen

a finales de otofio y permanecen todo el afio (28).

1.1.3 CLASIFICACION CIENTIFICA

Observamos la taxonomia y morfologia de la Jacaranda (Jacaranda mimosifolia).

Nombre comun: Jacaranda, Gualanday o Tarco
Nombre Cientifico: Jacaranda mimosifolia
Familia: Bignoniaceae

Género: Jacaranda

Especie: J. mimosifolia

Clase: Magnoliopsida

Nombres Comunes: jacaranda, tarco, gualanday, palisandro (aunque no debe confundirse

con el palisandro africano). (25)

1.1.4 FORMAS DE UTILIZACION

Algunas de las formas terapéuticas son la decoccién, la infusién, el jarabe y el polvo.

1.1.4.1 Usos en Medicina Tradicional

La Jacaranda (Jacaranda mimosifolia), es utilizada por la poblacién como planta medicinal

ya que es uno de los remedios que tiene mas fama para curar las afecciones sifilicas,


http://es.wikipedia.org/wiki/Flor
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruto
http://es.wikipedia.org/wiki/Semilla

combate afecciones cuténeas, neuralgias y dolores de los huesos. También cura las
hemorroides, las varices, las diferentes afecciones del higado, los eczemas, foranculos y todo

aquello que tenga que ver con las impurezas de la sangre.

e La infusion y tintura de flores, hojas y corteza se usa por via oral para el tratamiento
de disenteria amebiana y otras afecciones gastrointestinales agudas.

e Ladecoccion de la raiz se emplea como diaforético.

e EI jarabe de la raiz se utiliza se utiliza especialmente contra las enfermedades
venéreas y la forunculosis, ademéas se usa contra las afecciones del higado, las
hemorroides, las varices los eczemas e impurezas de la sangre.

e Ladecoccidn de la corteza o de las raices se utiliza en lavados para cicatrizar ulceras,
artritis, varices, varicela, llagas rebeldes.

e Por via oral se usa para curar el paludismo, la sifilis, blenorragia, diabetes, dolor en
los huesos, reumatismo y artritis, en forma de gargarismos, para sanar las afecciones
de la garganta.

e La infusion de 30g de hojas en 1L de agua tomando 1 vaso diario, se recomienda
como depurativo de la sangre, contra el reumatismo.

e La decoccion o el jarabe de las hojas o de la corteza, tomada por via oral o aplicada
en bafios calientes sobre la parte afectada, se recomienda para aliviar la sifilis asi
como otras enfermedades venéreas, cutaneas o reumaticas, la soriasis.

e EIl polvo de las hojas secas, espolvoreando sobre las Ulceras, se emplea como

desinfectante de heridas abiertas.

Se le atribuye propiedad antiséptica, antiamaebiana, antitumoral y espasmolitica.

La droga aprobada es las hojas aunque la corteza es la droga mas rica en principios activos.
(26)(27)(28)



1.1.4.2 Recomendaciones

Casi todas las especies del genero Jacaranda se utilizan frecuentemente como plantas

medicinales en Colombia, asimismo, se les atribuye mas o menos iguales propiedades

terapéuticas.

1.1.4.3 Advertencia y Contraindicaciones

En ningun caso se pueden ingerir preparados mezclados con yoduro de potasio, estos son

Unicamente para uso externo o lavados. En general el uso debe ser externo ya que el

gualanday es citotdxico.

1.1.5 COMPOSICION QUIMICA

Los principales metabolitos reportados a nivel del género de la Jacaranda es el &cido

jacarandico, jacaranona, acido jacoumarico, acido ursélico y otras sustancias como los

flavonoides. (30)

JACARANONA METIL
JACARANONA

ACIDO JACOUMARICO




ACIDO URSOLICO

GRAFICO No.2 PRINCIPALES METABOLITOS PRESENTES EN LA JACARANDA

1.1.6 TOXICIDAD

El extracto etandlico muestra una moderada toxicidad por la presencia de la jacaranona. (32)

1.2 RECOLECCION, MUESTREO, TRANSPORTE Y CONSERVACION DEL
MATERIAL VEGETAL PARA SU PROCESAMIENTO.

1.2.1 RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Durante la recoleccion del material se debe tener en cuenta que:

¢ No tenga infecciones microbianas dado que las mismas pueden inducir cambios en
los metabolitos producidos por la planta.

e Recolectarse en lugares alejados de fuentes de contaminacién o fumigadas con
compuestos quimicos.

e Asegurarse de la especie con la que se va a trabajar, asi como de la identificacion,

recoleccion y secado.



1.2.2 MUESTREO

El objetivo es obtener una muestra representativa del total, para realizar el andlisis y
determinar los niveles de los diversos componentes de la materia vegetal, como minerales,

macro y micronutrientes, o residuos de plaguicidas permanentes en los vegetales. (8)

Se deben utilizar envases nuevos y en perfecto estado de limpieza.

1.2.2.1 Fragmentacién

Es un proceso mecanico donde se reducen sustancias solidas a porciones menores o
particulas. El objetivo es aumentar la superficie de contacto de un solvente adecuado con el

material a extraer para facilitar la mejor y mayor disolucion de principios activos. (6)

1.2.2.2 Transporte y conservacion

Para el transporte y almacén, la muestra se mantendra en las condiciones mas parecidas a las
de campo. Pueden ser refrigeradas, conservadas en bolsas de papel o de plastico, pero en
estas el tiempo de permanencia ha de ser el minimo posible, ya que las reacciones

enzimaticas pueden llevar a cambios en la estructura quimica.(6)

1.2.2.3 Limpieza y descontaminacion

La descontaminacion es necesaria para eliminar sustancias no nativas si se determina que el
tejido foliar esta cubierto de polvo o de materiales de fumigacion. Se debe utilizar solucion
de hipoclorito de sodio a 10 ppm/ o 2 gotas de cualquier hipoclorito por cada litro de agua,

no maltratara la planta durante este proceso. (6)



1.2.3 EXTRACCION

Antes de empezar un proceso extractivo en una escala piloto o industrial, se debe definir la
selectividad del solvente a ser usado en el proceso. Dependiendo del propdsito al que se
destine se puede obtener un extracto cuya composicion quimica contiene la mayor parte de
los constituyentes quimicos de la planta o un extracto que contiene solamente constituyentes

quimicos con una determinada caracteristica.

En el primer caso, normalmente se usa un solvente de naturaleza general, de alta polaridad,
como el alcohol etilico o el metanol. En el segundo caso se emplea un solvente selectivo de
menor polaridad, como el hexano que solo extrae de la planta las grasas vegetales y otros

componentes apolares.

La escogencia del solvente de extraccion, asi como la permanencia en la composicion
quimica de la materia vegetal, representan dos aspectos de suma importancia en cualquier
proceso de fabricacién, bien sea de productos fitoterapéuticos o bien sea de sustancias

naturales aisladas. (2)

1.2.3.1 Maceracion

Consiste en poner en contacto la droga y el solvente, durante varios dias. Es un proceso que
da como resultado un equilibrio de concentracion entre la droga y el solvente, y depende de
factores que estén unidos a la droga, como por ejemplo, su naturaleza, el tamafio de
particula, su contenido de humedad y cantidad y factores que estan relacionados con el

solvente como la selectividad y la cantidad. (4)

1.2.3.2 Percolacion o lixiviacion

Consiste en hacer pasar el solvente a través de la droga, hasta su extraccion exhaustiva

completa. La percolacion simple, comprende la extraccion exhaustiva de la droga con el



solvente siempre renovado, de modo continuo manteniéndose un gradiente de concentracion,
el disolvente puro desplaza al que contiene la sustancia extraida sin ser necesario aplicar
presion. La droga residual es prensada y el fluido obtenido es combinado con el percolado

para concentrar el extracto. (4)

1.2.3.3 Clasificacion de los extractos vegetales

Dependiendo del grado de concentracion de los extractivos, los extractos pueden clasificarse
en:

e Extractos fluidos o liquidos

e Extractos semisolidos o blandos

e Extractos secos (29)

1.3 TAMIZAJE FITOQUIMICO

1.3.1 FUNDAMENTO

Se basa en pruebas preliminares sencillas y rapidas que permiten detectar cualitativamente la
presencia de determinados grupos de compuestos. Se ayudan de la micro quimica para
evidenciar estos grupos de constituyentes mediante la formacion de precipitados,

coloraciones, etc.

Estas reacciones se caracterizan por ser selectivas para las claces o grupos de compuestos
gue se investigan, son simples y rapidas, detectan la minima cantidad posible y utilizan un
minimo de equipo de laboratorio (11) (12).

1.3.1.1 Metodologia en el Analisis Fitoquimico

En términos generales un andlisis fotoquimico debe comprender cuatro etapas bien

definidas:
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e Recoleccion y clasificacion botanica de la especie en estudio.
e Extraccion, separacion y purificacion de constituyentes quimicos.
e Determinacion estructural, y

e Ensayos farmacoldgicos (20).

Los resultados del tamizaje fitoquimico constituyen unicamente una orientacion y deben
interpretarse en conjunto con los resultados de las pruebas, ya que en ocasiones la actividad
bioldgica esta dada por el fitocomplejo y en otras por un determinado compuesto conocido

como marcador.(12)

Comprende los siguientes ensayos:

1.3.2 REACCIONES DE IDENTIFICACION

1.3.2.1 Ensayo de Dragendorff

Utilizado para detectar la presencia de alcaloides se debe tomar en cuenta que si el extracto
esta disuelto en solvente organico, este debe evaporarse en bafio de agua y el residuo

redisolverse en 1 ml de HCI al 1% en agua.

Si se trata de un extracto acuoso, a la alicuota se le afiade 1 gota de HCI concentrado,

(calentar suavemente y dejar enfriar hasta acidez). (11) (4)

Para el ensayo, a la solucion acuosa acida se le afiade 3 gotas del reactivo de Dragendorff, y

se observa:

- Opalescencia: (+)
- Turbidez definida: (++)

- Precipitado: (++4)
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1.3.2.2 Ensayo de Wagner

Se parte de la solucion &cida, de igual, a esta solucion, se le adiciona 2 0 3 gotas de reactivo

Wagner y se reporta los resultados en intensidad determinada. (11) (4)

1.3.2.3 Ensayo de Mayer

Se parte de la solucién &cida. A esta solucion, se le adiciona 2 0 3 gotas del reactivo de

Mayer y se reporta los resultados. (4)

1.3.2.4 Ensayo de Lieberman-Buchard

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroide, ambos tipos de
productos deben poseer un nucleo de androstrano, generalmente insaturado en el anillo B y

la posicion 5-6.

Para ello, si la alicuota no se encuentra en cloroformo debe evaporarse el solvente en bafio
de agua v el residuo redisolverse en 1 ml de cloroformo. Se adiciona 1 ml de anhidrido

acetico y se mezcla bien.

Por la pared del tubo de ensayo se dejan resbalar 2-3 gotas de &cido sulfirico concentrado

sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio rapido de coloracion. (4)

- Rosado - azul muy rapido
- Verde intenso - visible aunque rapido

- Verde oscuro — negro — final de la reaccién

El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material evaluado tiene cantidades
importantes de estos compuestos.
Para realizar este ensayo no debe haber agua en el medio de reaccion pues esta con el acido

sulfurico reacciona de forma violenta y puede ocurrir un accidente.
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La reaccion de Liebermann-Burchard es también utilizada para diferenciar las estructuras
esteroles de esteroidales, las primeras producen coloraciones azul o azul verdoso, mientras

que para las segundas se observa rojo, rosado o purpura.

Estas coloraciones pueden variar por interferencias producidas por carotenos, xantofilas y

esteroides saturados que puedan estar presentes. (4)

1.3.2.5 Ensayo de Borntrager

Es til para detectar la presencia de quinonas.

Si la alicuota no esta en cloroformo debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo
redisolverse en 1 ml de cloroformo. Se adiciona 1 ml de hidréxido de sodio, hidréxido de

potasio 0 amonio al 5 % en agua.

Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su ulterior separacion.(4)

El ensayo es positivo cuando la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado, en este

caso se reporta (++), o rojo para lo cual se reporta (+++).

1.3.2.6 Ensayo de Catequinas

Para ello, tomar de la solucién alcohdlica obtenida, una gota con la ayuda de un capilar y
aplique la solucion sobre papel de filtro. Sobre la mancha aplique solucién de carbonato de
sodio. (4)

La aparicion de una mancha verde carmelita a la luz UV, indica positiva la prueba.
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1.3.2.7 Ensayo de Espuma

Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal como
triterpérnica. De modo que si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces su

volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de més de 2

mm de altura y es persistente por mas de 2 minutos.(4)

1.3.2.8 Ensayo de Benedict

Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos de un extracto. vegetal.
Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto fenoles como
taninos. A una alicuota del extracto alcohdlico se le adicionan 3 gotas de una solucion de

tricloruro férrico al 5 % en solucién salina fisioldgica (cloruro de sodio al 0.9 % en agua).

Si el extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos. A una alicuota del
extracto se le afiade acetato de sodio para neutralizar y tres gotas de una solucion de
tricloruro férrico al 5 % en solucién salina fisiologica, un ensayo positivo puede dar la

siguiente informacion general. (4)

- Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
- Desarrollo de una coloracién verde intensa, taninos del tipo pirocatecdlicos.

- Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos

1.3.2.9 Ensayo de Shinoda

Permite reconocer la presencia de flavonoides en el extracto de un vegetal. Si la alicuota del

extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 ml de HCI concentrado y un pedacito de
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cinta de magnesio metalico. Después de la reaccion se espera 5 minutos, se afiade 1 ml de
alcohol amilico, se mezclan las fases y se deja reposar hasta que se separen.
Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir de la

adicién del acido clorhidrico concentrado.

El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja,

carmelita o rojo; intenso en todos los casos.(4)

1.3.2.10 Fehling

Permite reconocer en los extractos la presencia de azUcares reductores. Para ello si no se
encuentra agua, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolver en 1-2
mL de agua. Se adiciona 2 mL de reactivo y se caliente en bafio de agua de 5-10 minutos la
mezcla. ElI ensayo se considera positivo si la solucién se colorea de rojo o aparece
precipitado rojo. (4)

1.4 HIDROLISIS

Hidrolisis (del griego: Héwp, hudor, ‘agua’; y Abdog, lysis, ‘ruptura’ o ‘disociacion’) es una
reaccion quimica entre una molécula de agua y otra molécula, en la cual la molécula de agua
se divide y sus atomos pasan a formar parte de otra especie quimica. Esta reaccion es

importante por el gran nimero de contextos en los que el agua actia como disolvente.

Al ser disueltos en agua, los iones constituyentes de una sal se combinan con los iones
hidronio u oxonio, H3O" o bien con los iones hidroxilo, OH, o ambos. Dichos iones
proceden de la disociacion o autoprotolisis del agua. Esto produce un desplazamiento del

equilibrio de disociacion del agua y como consecuencia se modifica el valor del Ph.
A +HO <——> A+OH

BH*+ H.O0 <——> B+ H30"


http://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_griego
http://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_qu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula_de_agua
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://es.wikipedia.org/wiki/Disolvente
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Los iones A", BH" procedentes de &cidos débiles AH o bases débiles B se hidrolizan por
accion del agua, dependiendo el grado de la reaccion de la debilidad del acido o de la base,
procedentes de acidos o bases fuertes no se hidrolizan apreciablemente. Asi las sales
obtenidas a partir de acidos y bases fuertes no se hidrolizan, las obtenidas a partir de &cidos y
bases débiles se hidrolizan de forma que el pH depende de las dos constantes, y en las
obtenidas a partir de una combinacion de &cido y base en las que solo uno es fuerte, sera el

fuerte el que determine el pH. (4)

1.5 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

1.5.1 DEFINICION DE CROMATOGRAFIA

La LU.P.A.C define la a la cromatografia de forma mas amplia como:

“M¢étodo usado principalmente para la separacion de los componentes de una muestra, en el
cual los componentes son distribuidos entre dos fases, una de las cuales es estacionaria,
mientras que la otra es movil. La fase estacionaria puede ser un sélido o un liquido soportado
en un solido o en un gel (matriz). La fase estacionaria puede ser empaquetada en una

columna, extendida en una capa, distribuida como una pelicula etc. (20)

1.5.2 CONCEPTO DE RF

Rf = es el registro y se define como la distancia que recorre la muestra desde el punto de

aplicacion / distancia que recorre el disolvente hasta el frente del eluyente.

Distancia recorrida desde el origen por el compuesto ()
Rf =

Distancia recorrida desde el origen por el compuesto de referencia (X)

El valor de Rf depende de las condiciones en las cuales se corre la muestra (tipo de

absorbente, eluyente, asi como las condiciones de la placa, temperatura, vapor de saturacion,
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etc.). Tiene una reproducibilidad de +/- 20%, por lo que es mejor correr duplicados de la

misma placa. (19)

1.5.3 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (CCfo TLC)

La cromatografia en capa fina se basa en la preparacién de una capa, de un adsorbente
mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte. Los requisitos esenciales son, un
adsorbente, placas de vidrio, un dispositivo que mantenga las placas durante la extencion,
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. (20)

La fase movil es liquida y la fase estacionaria consiste en un solido. La fase estacionaria sera
un componente polar y el eluyente sera por lo general menos polar que la fase estacionaria,
de forma que los componentes que se desplacen con mayor velocidad seran los menos

polares. (20)

Los tamafios de la placa para CCf convencional son de 20x20; 10x20 y 2x5 cm.

1.5.3.1 Eluyentes méas comunes para cromatografia en capa fina (20)
e Acetato de etilo
e Acetona
e Acido acético
e Ciclohexano
e Cloroformo”
e Diclorometano
e Dietil-eter, t-butil-eter
e Etanol
e Eter de petrdleo

e Eter dietilico
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e Isopropanol

e Metanol

e N-pentano, n hexano

e Tetracloruro de carbono”
e Tolueno

e Benceno”
“compuestos cancerigenos

La eleccién del eluyente se realiza de forma empirica. Hay que estudiar la polaridad del

componente y probar con eluyentes cada vez menos polares.

1.5.3.2 Reveladores mas comunes para cromatografia en capa fina

Las manchas de color son, por supuesto, inmediatamente visibles; las incoloras pueden

revelarse mediante: (20)

e Luz UV: si la sustancia absorbe luz ultravioleta, se puede usar una fase estacionaria
impregnada con un indicador fluorescente (F254 ¢ F366).

e Laintroduccion de la placa en vapores de yodo.

e El rocio con una solucion de magnesio/H>SO4 1:1(dentro de un compartimiento
especialmente protegido y bajo una campana de extraccion de gases).

e El reactivo de Sulfato de Cerio, nos permite identificar flavonoides.

e Para la identificacion de Terpenos, se utiliza Vainillina H2SOg

e EIl reactivo de Dragendorff y Wagner son utilizados para la identificacion de
alcaloides, produciendo manchas anaranjadas.

e Después calentar intensamente, por ejemplo, con un mechero hasta carbonizar los

compuestos.

1.5.3.3 Adsorbentes mas comunes para Cromatografia en Capa Fina

e Silica-gel (se utiliza en el 80% de las separaciones).
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e Oxido de Aluminio 6 Alimina (acida, neutra ¢ basica).

e Celulosa (Nativa o micro-cristalina).
Para la seleccion de adsorbentes se debe tomar las siguientes consideraciones:

e Polaridad
e Tamafio de particula (diametro, area superficial)

e Homogeneidad pureza (20)

1.5.4 FACTORES QUE INFLUYEN EN UNA SEPARACION POR CROMATOGRAFIA
DE CAPA FINA

e Temperatura: a menor temperatura las sustancias se adsorben mas en la fase
estacionaria.

e La cromatografia debe llevarse a cabo en un area sin corriente de aire.

e Limpieza de las placas: muchas placas estan contaminadas con grasa 0 agentes
plastificantes o adhesivos. Para el trabajo a pequefia escala estds deben limpiarse
corriendo primero una mezcla de cloroformo y metanol y después dejar secar
completamente antes de aplicar la muestra.

e Pureza de los disolventes. (20)

1.5.5 TECNICA PARA APLICACION DE MUESTRAS

Los productos a examinar se disolveran, cuando sea posible, en un disolvente organico no
polar que tenga un punto de ebullicion lo suficientemente bajo para que se evapore después
de la aplicacion. Sin embargo a menudo se necesitan disolventes polares; la mezcla
cloroformo metanol (1:1) es efectiva. Frecuentemente se emplean disoluciones al 1% de
manera que al aplicar 2ul resulta en la carga 20 ug de producto sélido. Muchos reactivos de
revelado llegan a detectar 0.1 ug de material; por esto con esta carga puede llegarse a

observar un 5% de impurezas.

Una vez colocado el toque se deja secar para evaporar el disolvente, de forma que en la

placa, solo quedara la muestra a analizar. (20)
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1.5.6 CONSTANTE DE DISTRIBUCION
Los equilibrios de distribucion implicados en cromatografia se describen por ecuaciones
simples que suponen la transferencia de un analito entre las fases estacionaria y movil.
La constante de este equilibrio K se denomina, constante de distribucion y se define como:

K= Cs/Cwm

Donde Cs es la concentracion molar de analito en la fase estacionaria y Cwm es la

concentracion molar de analito en la fase movil. (20)

1.5.7 FACTOR DE CAPACIDAD

Es un parametro (k") que se utiliza para describir las velocidades de migracién de los
analitos en las columnas y se interpreta considerando que mientras mayor sea el valor de este
factor menor es la velocidad de migracion de los solutos en la columna. Para una especie A,

el factor de capacidad ka™ se define como:
ka'=Kka. Vs/ Vwm

Donde ka es la constante de distribucion; Vs es el volumen de la fase estacionaria y Vi es el

volumen de la fase movil. (20)

1.5.8 FACTOR DE SELECTIVIDAD

El factor de capacidad o de una columna, como su nombre lo indica, es un término que
define que selectiva es una columna para separar dos picos. Es de hacer notar que la columna
puede ser selectiva a una separacién, que se identifica por un valor alto de este factor, pero si
no se considera la mejora de los parametros que pueden afectar el ancho de un pico, aun asi

no se lograria la separacion de los mismos.

Entonces el factor de selectividad de una columna para dos especies A y B se definen como:
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o=Ka/Kg
Donde Kg” es el factor de capacidad del compuesto B, que es el més retenido y Ka™ es el
factor de capacidad del compuesto A, que es el menos retenido. (11)
1.5.9 EFICIENCIA DE UNA COLUMNA

Como se menciond anteriormente, si no se toma en cuenta los factores que afectan el ancho
de un pico para la separacién cromatografica no se podria lograr una buena separaciéon aun

cuando se tenga un factor de selectividad alto para estos picos en una columna particular.

Es decir que mientras mayor es la capacidad de la columna de producir picos mas estrechos

mayor es su eficiencia.

La anchura de una banda aumenta a medida que se mueve a través de la columna, debido a
gue cuanto mas tiempo transcurre mayor es la dispersion que puede tener lugar. Por ello la
anchura de la zona esta relacionada directamente con el tiempo de residencia en la columna,

e inversamente con la velocidad a la que fluye la fase movil.

Se utilizan dos términos a fines con frecuencia con medida cuantitativa de la eficacia de una

columna cromatogréfica:

- Laaltura equivalente de plato teérico o H
- El nimero de platos teéricos N

Los dos estan relacionados por la ecuacion:
N=L/H
Donde Les la longitud (centimetros), del relleno de la columna.

La eficacia de la columna cromatografica aumenta cuando mayor es el nimero de platos, y

cuando menor es la altura de plato. (9)
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1.5.10 RESOLUCION DE LA COLUMNA

La resolucion RS de una columna constituye una medida cuantitativa de su capacidad para
separar dos analitos, en este término si se toma en cuenta el ensanchamiento de los picos, asi

que la magnitud de este valor si permite asegurar la separacion de dos picos.
Rs=2 ((tr)s —(tr)a) / Wa + Wp

Donde: Wa y Wg son los anchos de las bases de los picos o bandas A y B respectivamente.(9)

1.6 ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO
1.6.1 ESPECTROMETRIA

La espectrometria surgio con el estudio de la interaccion entre la radiacion y la materia como

funcién de la longitud de onda ().

La espectrometria es la técnica espectroscopica para tasar la concentracion o la cantidad de
especies determinadas. En estos casos, el instrumento que realiza tales medidas es un

espectrometro o espectrégrafo.

La espectrometria a menudo se usa en fisica y quimica analitica para la identificacion de

sustancias mediante el espectro emitido o absorbido por las mismas. (9) (10)

1.6.2 ESPECTROMETRIA ULTRAVIOLETA — VISIBLE

La espectrometria ultravioleta-visible o espectrofotometria UV-VIS implica la
espectroscopia de fotones en la region de radiacion ultravioleta-visible. Utiliza la luz en los
rangos visible y adyacentes el ultravioleta (UV) cercano y el infrarrojo (IR) cercano. (10)

En esta region del espectro electromagnético, las moléculas se someten a transiciones
electronicas. Esta técnica es complementaria de la espectrometria de fluorescencia, que trata

con transiciones desde el estado basal al estado excitado. (10)
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1.6.3 APLICACIONES

La espectrometria UV/Vis se utiliza habitualmente en la determinacion cuantitativa de
soluciones de iones metalicos de transicion y compuestos organicos llamados dienos

conjugados. (10)

Soluciones de iones metalicos de transicién: las soluciones de iones metalicos de, transicion

pueden ser coloreadas (es decir, absorben la luz visible) debido q ue los electrones en los
atomos de metal se pueden exitar desde un estado electronico a otro. El color de las
soluciones de iones metalicos se ve muy afectado por la presencia de otras especies, como

algunos aniones o ligandos. (10)

Compuestos organicos: Los compuestos organicos, especialmente aquellos con un alto grado

de conjugacion, también absorben luz en las regiones del espectro electromagnético visible o
ultravioleta. Los disolventes para estas determinaciones son a menudo el agua para los
compuestos solubles en agua, o el etanol para compuestos organicos solubles. Los
disolventes organicos pueden tener una significativa absorcion de UV, por lo que no todos
los disolventes son adecuados para su uso en espectrometria UV. El etanol absorbe muy
débilmente en la mayoria de longitudes de onda. La polaridad y el pH del disolvente pueden

afectar la absorcion del espectro de un compuesto organico. (19) (10)

Aunque los complejos de transferencia de carga también dan lugar a colores, éstos son a

menudo demasiado intensos para ser usados en mediciones cuantitativas.(13)

La ley de Beer-Lambert establece que la absorbancia de una solucién es directamente
proporcional a la concentracion de la solucion. Por tanto, la espectrometria UV/VIS puede

usarse para determinar la concentracion de una solucion. (13)
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1.6.4 ESPECTROFOTOMETRO ULTRAVIOLETA-VISIBLE

El instrumento utilizado en la espectrometria ultravioleta- invisible se llama espectrofotometro UV-
Vis. Mide la intensidad de la luz que pasa a través de una muestra (1), y la compara con la intensidad
de luz antes de pasar a través de la muestra (lo). La relacion I/1p se llama transmitancia, y se expresa

habitualmente como un porcentaje (%T). La absorbancia (A) se basa en la transmision: (15)

A = -log (%T)

Las partes basicas de un espectrofotometro son una fuente de luz (a menudo una bombilla
incandescente para las longitudes de onda visibles, o una lampara de arco de deuterio en el
ultravioleta), un soporte para la muestra, una rejilla de difraccion o monocromador para

separar las diferentes longitudes de onda de la luz y un detector. (15)

1.6.5 ESPECTRO ULTRAVIOLETA-VISIBLE

Un espectro ultravioleta- visible es esencialmente un gréfico de absorbancia de luz frente a
una longitud de onda en el rango de ultravioleta o la luz visible. Este espectro puede ser
producido directamente con los espectrofotometros mas sofisticados. O bien pueden

registrarse de una sola longitud de onda con los instrumentos mas simples.

La longitud de onda se representa con el simbolo A. Del mismo modo para una determinada
sustancia, puede hacerse un grafico estandar del coeficiente de extincion (€) frente a la
longitud de onda (A). Este grafico estdndar seria efectivamente “la concentracion corregida”
y por lo tanto, independiente de la concentracion. Para una sustancia determinada, la
longitud de onda en la cual se produce el maximo de absorbancia en el espectro se llama A

max, y se pronuncia “lambda-max”. (15)
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Consideraciones Generales

e Lamaéaxima absorcion se debe a la presencia de croméforos en una molécula.

e Este tipo de espectroscopia sirve principalmente para el analisis de compuestos
aromaticos y acidos carboxilicos (a yp) insaturados.

e Los espectros de los flavonoides son determinados usualmente en solucion
metanolica. El espectro tipicamente consiste de dos maximos de absorcién en los
rangos de 240-285 nm (Banda I1) y 300 — 550 nm (Banda I). Podria indicarse como

caracteristicas de dihidroflavonas, dihidroflavonoles e isoflavononas. (11)

TABLANo 1. VALORES DE ABSORCION PARA LAS BI Y Bll DE LOS DIFERENTES TIPOS DE
FLAVONOIDES

BANDA II, nm BANDA I, nm TIPO DE
FLAVONOIDE
250-280 310-350 Flavonas
250-280 330-360 Flavonoles (30H
Substituido)
250-280 350-385 Isoflavonas (5-deoxi-6,7-
dioxo)
275-295 300-330 Isoflavonas,
dihidroflavonoles
230-270 (baja intensidad) 340-390 Chalconas
230-270 baja intensidad) 380-430 Auronas
270-280 465-560 Antocianidinas,

antocianinas

FUENTE: OLGA LOOCK-1998. ANALISIS FITOQUIMICO

1.6.6 REGLAS DE WOODWARD - FIESER

Las reglas de Woodward — Fieser son un conjunto de observaciones empiricas que pueden
utilizarse para predecir la longitud de onda de la absorcion (A max) UV-Visible, para

compuestos organicos conjugados como dienos y cetonas.(6)
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Las longitudes de onda de los picos de absorcion pueden correlacionarse con los tipos de
enlace en una determinada molécula, y son valiosos para determinar los grupos funcionales
dentro de la molécula. La absorcion UV-Visible no es, sin embargo, una prueba especifica
para ningun determinado, la naturaleza del disolvente, el pH de la solucién, la temperatura,
la concentracion de electrolitos y la presencia de sustancias interferentes pueden influir en
los espectros de absorcion de los compuestos asi como las variaciones en anchura de la

hendidura (ancho de banda efectivo) en el espectrofotometro.

Las reglas de Woodward- Fieser, son un conjunto de observaciones empiricas que pueden
utilizarse para predecir la Amax, la longitud de onda de la absorcion UV-Vis, para compuestos

organicos conjugados como dienos y cetonas. (6)
Ejemplo: Aplicacion de las reglas de Woodward-Fieser en cetonas

Sistema Basico:

O
. ______..-'x,_h. /L”‘H X=H 250 nm
[ Ii ::I X Alquilo, cicloalquilo 246 nm
el OH 230 nm

OR 230 nm

GRAFICO No. 3 INCREMENTOS POR CADA SUSTITUYENTE DEL ANILLO AROMATICO.

ey i Elia e
Alguile, cicloalguilo < = I
-Cl il i i
-fir 2 2 I5
-(0H, OR 7 7 25
-1 ¥ 20 78
NI, i3 i3 58
-NMer 20 20 83

<NHCOMe 20 20 43
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GRAFICO No. 4 APLICACION DE LEYES DE WOODWARD-FIESER
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Valor experimental L . = 257 nm

Las longitudes de onda de los picos de absorcion pueden correlacionarse, con los tipos de
enlace en una determinada molécula, y son valiosos para determinar los grupos funcionales
dentro de la molécula. La absorcion UV-Vis no es, sin embargo, una prueba especifica para
ningin compuesto determinado. La naturaleza del disolvente, el pH de la solucién, la
temperatura, la concentracién de electrolitos, y la presencia de sustancias interferentes
pueden influir en los espectros de absorcion de los compuestos, asi como las variaciones en

la anchura de la hendidura (ancho de la banda efectivo) en el espectrofotometro. (6)



CAPITULO I

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se realizo en el laboratorio de Fitoquimica y de Instrumental de la
Escuela de Bioquimica y Farmacia, Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica

de Chimborazo.

2.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 OBTENCION DEL VEGETAL

Jacaranda (Jacaranda mimosifolia) se adquiridé en la ciudad de Riobamba, en las calles

Argentinos y Carlos Zambrano sector del “Hotel el Galpon™.

2.2.2 EQUIPOS

- Estufa de circulacion de aire Memmert

- Balanza analitica Boeco Germany

- Rotavapor Buchi R 110

- Desecador

- Peachimetro

- Reverbero

- Bomba de vacio Vacum Presure Pump 115 VAC -60 Hz
- Centrifuga Dynac CA
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- Refrigerador

- Sorbona

- Cémara digital

- Computadora

- Espectrofotometro UV 1603 Shimadzu

- Atomizador (Equipo de revelado cromatografico).

2.2.3 MATERIALES DE LABORATORIO

- Vaso de precipitacion 100 ml

- Vaso de precipitacion 50 mi

- Baldn esmerilado sin base de 250 ml
- Baldn esmerilado sin base de 100 ml
- Capilares

- Crondmetro

- Cuaderno de apuntes

- Cuba de vidrio

- Embolo de succion

- Embudo de filtracion

- Embudo de separacion de 250 ml

- Envase de vidrio transparente de 500 ml
- Estilete

- Frasco de vidrio

- Botellas oscuras

- Gradillas para tubos de ensayo

- Guantes descartables

- Manguera

- Erlenmeyer de 250 ml

- Papel aluminio

- Papel filtro



Papel toalla

Pera de succion

Pipetas varias

Piseta

Placas cromatograficas 10*20 cm
Placas cromatogréaficas 10*40 cm
Probeta de 100ml

Probeta 10ml

Reverbero electronico
Termémetro

Tijeras

2.2.4 REACTIVOS

Acetato de etilo
Cloroformo

Butanol

Metanol

Etanol

Acido Acético
Acido clorhidrico
Acido férmico
Acido sulfarico
Agua destilada
Cloruro férrico
Acido sulfdrico vainillina
Reactivo de Wagner
Alcohol

Vapores de Yodo

Amoniaco

-29-
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- Sulfato de Cerio

2.3 FACTORES DE ESTUDIO

Los factores de estudio de esta investigacion fueron:

e ldentificacién taxondmica de la Jacaranda (Jacaranda mimosifolia).

¢ Eliminacién de hojas dafiadas, lavado del vegetal y secado.

e Preparacion del extracto alcohdlico de las ramas, hojas y flores de la Jacaranda.

e Fraccionamiento del extracto (total) en subextractos (toluenico, butandlico y
etanolico).

e Condiciones de separaciéon de los metabolitos secundarios presentes en la solucion
alcoholica.

o Analisis espectrofotométrico de los metabolitos presentes en los subextractos.
2.4 COMPROBACION TAXONOMICA E IDENTIFICACION BOTANICA
Se tomaron muestras completas de la especie en estudio de la Jacaranda (Jacaranda
mimosifolia) y se llevaron al herbario de la ESPOCH, dirigido por el Ing. Jorge Caranqui,
quien certificd el ejemplar, comprobando asi que se trata de una especie introducida de

Colombia.

25 METODOLOGIA DE LA PREPARACION DE MUESTRA SEPARACION Y
PURIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

2.5.1 OBTENCION DEL EXTRACTO

El extracto alcohdlico de la Jacaranda fue obtenido por el método de maceracion.
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Procedimiento:

- ldentificar fisica y taxonémicamente a la Jacaranda (Jacaranda mimosifolia).

- Eliminar contaminantes, lavar.

- Trocear tanto las ramas, hojas y flores de la Jacaranda.

- Pesar una cantidad de la muestra de jacaranda (troceada) en un recipiente de vidrio.

- Adicionar alcohol etanodlico al 96% sobre la muestra hasta cubrir la muestra, dejar en
reposo 72 h.

- Filtrar, concentrar y determinar las propiedades fisicas.

- Este filtrado se recoge en un recipiente pesado para determinar el volumen y peso.

2.5.2 PREPARACION DE SUBEXTRACTOS

La maceracion contiene numerosos compuestos de dificil purificacion, razén fundamental

para preparar subextractos por extraccion con solventes inmiscibles.

2.5.2.1 Subextracto Toluénico

- Alasolucion alcohdlica concentrar, pasar a un embudo de separacion.

- Afadir un volumen igual de tolueno agitar por varios minutos dejar en reposo.

- Separar la solucidén alcoholica (fase superior) de la solucién toluénica (fase inferior)
repetir el proceso hasta tener incolora la fase tolénica repetir cuantas veces sean
necesarias.

- A la solucion cloroférmica recoger en un balén esmerilado pesado y llevar a

sequedad a presion reducida y pesar.

2.5.2.2 Subextracto Butanélico

- A la fase superior alcohdlica agregar un volumen de butanol y llevar al embudo de

separacion
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- Agitar levemente sin que se produzca emulsion para luego dejar en reposo.

- Separar la solucion alcohdlica (fase inferior) de la solucion butandlica (fase superior)
repetir cuantas veces sean necesarias hasta tener incolora la fase butanolica.

- Las fases butanolicas recoger en un balon esmerilado pesado y llevar a concentracion
a sequedad por destilacion directa y pesar.

2.5.2.3 Subextracto etanolico

- Recoger el residuo de todas las extracciones realizadas anteriormente y esta solucion

llevar a sequedad en un bal6n previamente limpio, seco, pesado y concentrar hasta
sequedad. Pesar

TABLA No 2. DETERMINACION DEL PESO EN CONCENTACION DE EXTRACTOS

Extractos W, Baldon Vacio W, Baldon Vacio + % de Muestra
Muestra
Extr. Alcoholico Total 40.9256 45.9576 5.032g
Subextr. Toluénico 40.9527 41.6201 0.667 ¢
Subext. Butanolico 40.8190 41.5079 0.688 ¢
Subext. Etandlico 41.0501 41.8597 0.809 ¢

2.6 TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LA SOLUCION ETANOLICA

2.6.1 ENSAYO DE DRAGENDORFF (ALCALOIDES)

Para el ensayo, a la solucion se le afiade 3 gotas de reactivo de Dragendorff y se observa:
- Opalescencia (+)

- Precipitado (++)
- Turbidez definida (+++).



-33-

2.6.2 ENSAYO DE WAGNER (ALCALOIDES)

Adicionar dos o tres gotas del reactivo de Wagner y se reporta los resultados de igual forma

- Opalescencia (+)
- Turbidez definida (++)

- Precipitado (+++)

2.6.3 ENSAYO DE LIEBERMAN-BUCHARD (ESTEROLES Y/O ESTEROIDES)

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, en ambos tipos
de productos debe poseer un nacleo del androstano, generalmente insaturado en el anillo B 'y
la posicién 5-6.

Se adiciona 1 ml de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayo se
dejan resbalar 2-3 gotas de acido sulfirico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se

tiene por un cambio rapido de coloracion.

- Rosado-azul muy répido.
- Verde intenso-visible aunque rapido
- Verde oscuro-negro-final de la reaccién

Estas coloraciones pueden variar por interferencias producidas por carotenos, xantofilas y
esteroides saturados que puedan estar presentes

2.6.4 ENSAYO DE BALJET (CUMARINAS)

Para detectar la presencia de Coumarinas.

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento lactonico, en

particular cumarinas, aungue otros compuestos lactonicos pueden dar positivo al ensayo.
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Para ello si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el solvente
en bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1mL). En estas condiciones
se adiciona 1 mL de reactivo, considerandose un ensayo positivo la aparicion de coloracion

0 precipitado rojo (++, +++) respectivamente.

2.6.5 ENSAYO DE CATEQUINAS

Para ello, tomar de la solucion alcohdlica obtenida, una gota con la ayuda de un capilar y
aplique la solucién sobre papel filtro. Sobre la mancha aplique solucion de Carbonato de

Sodio. La aparicion de una mancha verde carmelita a la luz UV, indica positiva la prueba.

2.6.6 ENSAYO DE ESPUMA (SAPONINAS)

Colocar 1 ml del extracto. De modo que si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye su
volumen cinco veces en agua y se agita la mezcla fuertemente la formacion de espuma sobre

la fase acuosa que perdura tres minutos es positiva.

2.6.7 ENSAYO DE BENEDICT (TANINOS)

Este ensayo permite reconocer en un extracto la presencia de taninos y compuestos
fenolicos. En un tubo de ensayo se coloco una alicuota de extracto y se adicion6 2-3 gotas de
FeCls.

Se considera positiva cuando hay coloracion:
- Rojo vino para compuestos fendlicos libres.

- Verde intenso para taninos pirocatéquicos

- Auzul para taninos pirogalotanicos.
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2.6.8 ENSAYO DE SHINODA (FLAVONOIDES)

Permite determinar la presencia de flavonoides. En un tubo de ensayo se coloca una alicuota
de extracto, con la ayuda de una paleta se agrega una pequefia cantidad de limaduras dé Mg
y unas gotas de HCI concentrado.

La reaccion se considera positiva cuando se presenta coloracion amarilla, naranja, carmelita,

rosada o rojo guinda; intensos en todos los casos.

27 METODOS FISICOS-QUIMICOS APLICADOS AL ANALISIS DE
EXTRACTOS.

Permite establecer la cantidad de los extractos obtenidos a partir de drogas crudas: asi como

controlar su estabilidad.

2.7.1 DETERMINACION DE LOS REQUISITOS ORGANOLEPTICOS

2.7.1.1 Determinacion de olor: Se introdujo un extremo de una tira de papel filtro de 1 x10

cm en el extracto, se percibi6 y determino el olor que éste poseia.

2.7.1.2 Determinacidon del color: En tubo de ensayo se coloco extracto hasta cubrir la base

del mismo y se observo el color.

2.7.1.3 Determinacion del aspecto: En un tubo de ensayo se colocé una alicuota de extracto
y a contra luz se determind el aspecto del mismo, su transparencia y la presencia de

particulas o de fases.
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2.7.2 DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA

Se entiende por densidad relativa a la relacion entre la masa de un volumen de la sustancia a
ensayar a 25 °C y la masa de un volumen igual de agua la misma temperatura. Este término

equivale a peso especifico.

Materiales y reactivos:

- Picnémetro de al menos 10 ml de capacidad.
- Balanza analiticay D 0.1 mg LSP 200g.

Procedimiento:

- Pese el picnémetro vacio y seco a 2 °C y llénese con la porcion de ensayo,
manténgalo a la temperatura de 25 °C (+ 1 °C) durante 15min, y ajustese el liquido al
nivel empleado, si es preciso, una tira de papel para extraer el exceso y secar
exteriormente el picnémetro

- Se pesa cuidadosamente el picndmetro con la porcion de ensayo y se repite la

operacion con el agua destilada a 25 °C, después de limpio el picnémetro.

Expresion de los resultados.

La densidad relativa a 25 °C se calcula por la siguiente formula:
m/V M1-M/V

Donde:

M= peso de picnémetro con la muestra (g)

M= peso del picndmetro vacio (g)

V= del picnémetro.

Los resultados se aproximan hasta la tercera cifra.
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2.7.3 DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION

El indice de refraccion es una constante caracteristica de cada sustancia, la cual representa la
relacion entre el seno del angulo de incidencia de la luz y el seno del &ngulo de refraccion
cuando la luz pasa oblicuamente a través del medio

Esta relacion viene dada por la siguiente ecuacion:

Sani/Sanr=n

Asi los refractdbmetros utilizan como principio de medicion; la determinacién del angulo
limite el cual presenta en el campo visual un contraste claro y otro oscuro. La linea de
separacidn entre ambos campos establece el angulo limite de la luz incidente.

Materiales y reactivos:

- Refractometro

- Varilla de vidrio

Solucién mezcla de alcohol etilico-éter di etilico (1:1) para la limpieza del equipo.

Procedimiento

- Se coloca sobre el prisma de medicion una gota de agua destilada, utilizando para
ello una varilla de vidrio que no tenga cantos agudos, se ajusta el equipo
seleccionado la zona del espectro visible que aparece en la linea limite del campo
visual, moviendo el compensador cromatico y colocando la interseccion del reticulo

sobre la linea limite de los campos claro y oscuro.

- Después de haber realizado el ajuste del refractometro, se coloca una gota de la

muestra sobre el prisma de medicion, se cierra el termo prisma y se enfoca la luz por



-38 -

medio del espejo, de modo tal que la misma incida sobre la apertura de entrada del

prisma de medicién y se proceda de la misma forma que con el agua.

Expresion de resultados

Se hacen tres lecturas y se calcula el promedio de las mismas. Dos 0 mas lecturas no deben
diferir en mas de 0.002.

Si las determinaciones no se efectlan a la temperatura de referencia se emplea la formula

siguiente:
Nd2 = Nd + 0.00044 (t-25)
Dénde: Nd?® = indice de refraccion

Nd' = valor leido en la escala del aparato a la temperatura t.

t = valor de la temperatura a que se realiza la medicion (°C)

LSRN NN

0.00044 = factor de correccion por grado Celsius. Los valores se aproximan hasta las

milésimas.

2.7.4 DETERMINACION DEL pH

La acidez o la alcalinidad de las soluciones acuosas se caracterizan por el valor del indice de
hidrogeno, pH. El pH es por tanto un indice numérico que se utiliza para expresar la mayor o
menor acidez de una solucion en funcién de los iones hidrogenos. Se calcula tedricamente

mediante la ecuacion.

pH=-log a [H']

a [H*] = actividad de los iones hidrégeno
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En la préctica la medicion del pH se lleva a cabo por medio de la lectura de pH en la escala
de un instrumento medidor de pH, ya sea igual o analdgico.

Esta lectura esta en funcion de la diferencia de potencial establecida entre un electrodo
indicador y un electrodo de referencia usando como solucion de ajuste de la escala del
medidor de pH, una solucion reguladora del mismo.

TABLA No 3. DETERMINACION DE PROPIEDADES FISICAS DEL EXTRACTO

PARAMETROS RESULTADOS METODO
Color Verde obscuro Visual
Olor Aromaético Olfato
Sabor Dulce Gusto
Aspecto Pegajoso Visual
Densidad 0.95 g/ml Picndmetro
Ph 55 Phmetro
Indlce de refraccion 1.3618 Refractometro

°Brix 26 Refractometro
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VEGETAL 2 Kg
(Jacaranda fresca)

Maceracién
EtOH 96%
Solucion + Vegetal

|

Vegetal descartar Solucién Etandlica

concentrar

Extracto Etandlico

l

) alicuotas0 ml
alicuotalOml + TOLUENO
Tamizaje
Fitoguimico \L
\l/ \I/ \l/ o Fase Etanolica
Fase Toluénica +BUOH x 2veces

Flavonoides | Terpenos Saponinas lconcemrar l l/

. Subexjcrgcto Subextracto Fase Butanolica

Cumarinas Toluénico L concentrar
Etandlico
U]
1l

Subextracto
Butanolico (11)

Grafico N°5.  PREPARACION DEL EXTRACTO Y SUBEXTRACTOS DE LA
JACARANDA (Jacaranda mimosifolia)
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2.8 ANALISIS CROMATOGRAFICOS DEL EXTRACTO Y SUBEXTRACTOS

Se prepara una cromatografia en capa fina del extracto y subextractos para verificar la

presencia de los metabolitos secundarios determinados en el tamizaje fitoquimico.

Este solvente es adecuado para el subextracto etandlico ya que en capa fina da varias
manchas por lo cual se considera que son complejos que necesitan fraccionarse.
Para el subextracto butanodlico y toluénico se busca otros solventes para la separacion de los

compuestos (Ver fotografia #1).

2.8.1 TRATAMIENTO DEL SUBEXTRACTO ETANOLICO (lll)

2.8.1.1 Separacion por Cromatografia en Columna

e La cantidad del subextracto etanolico es 0.75 g lo que permite separar en columna
utilizando como solvente adecuado de acuerdo a la escala de polaridad.

e Concentrar el subextracto etandlico a sequedad y luego obtener su peso en gramos.

e Por cada gramo de muestra pesar 20g de silica y agregar en la columna
Cromatogréfica.

e Agregar el solvente de corrido el menos polar.

e Recoger fracciones de 8 mL , en tubos de ensayo numerados.

e De las fracciones # 1 ala# 19 percolar con hexano.

e De las fracciones # 20 a la # 32 utilizar Cloroformo: Acetato de Etilo (100:10).

e De las fracciones # 33 a la # 38 utilizar Cloroformo

e De las fracciones # 39 a la # 41 utilizar Metanol: Acido Aceético (95).
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2.8.1.2 Cromatografias de las fracciones obtenidas de la Columna del Subextracto

Etandlico.

. La fraccion #1 y #4 obtenidas por cromatografia en Columna del subextracto

Etandlico indican sus manchas de forma pura. Mientras que para las fracciones #5.

#6, #7 se unen y se cambia de solvente a uno de mayor polaridad; al igual que las

fracciones #8, #9, #10 y #11 por presentar manchas iguales se unen lavandoles con

benceno. A las fracciones #14, #15, #16, #17, #18 y #19 se unen las fracciones y se

las deja ahi en reposo (Ver fotografia #2).

o Las fracciones #20, #21 obtenidas, muestran compuestos puros, mientras que para las

demas fracciones muestras similitud en los compuestos por lo que se procede a unir

las fracciones desde la #27 hasta la #32 que se les afiade hexano, se las concentra

para realizar cromatografia en placa preparativa (Ver fotografia #3).

e Para las fracciones de la #33 a la #35 debido a que presentan manchas parecidas se

unen con el solvente de corrido que es Cloroformo: Me(OH) (9:2) separar las fases ,

para su posterior cromatografia. Mientras que para las otras fracciones #36, 37 y 38

resulta ser demasiado polar (Ver fotografia #4).

e Las fases tanto cloroférmica y metanodlica, se puede observar que las manchas son

claras o redondas, esto demuestra que los compuestos tienen pureza cromatégréafica,

indicando que la polaridad del solvente de corrido es apropiado (Ver fotografia #5).

e La presencia de manchas redondas, confirman la presencia de un solo compuestos en

cada una de las fracciones, verificandose al revelar con Vainillina H.SOs da una

manchas de color pardo, por lo que se puede asumir que se trata de un terpeno por

que se revelo con el reactivo de Rosentaler (Ver fotografia #6).
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2.8.1.3 Cromatografias de las Placas Preparativas de las fracciones obtenidas de la

Columna del Subextracto Etandlico.
e Placa Preparativa de las fracciones #27 a la #32
Se corta cada una de las bandas para asi recuperar los metabolitos por extraccion con

metanol, concentrar y se tiene soluciones transparentes. La verificacion de la pureza

se corren en las mismas condiciones de separacion. (Ver fotografia #7).

e Verificacion de compuestos en las bandas de la placa preparativa de la unién de

las fracciones #27 a la #32 del subextracto etanélico.

Las bandas #1, #2, #5, #6 no muestran pureza, por lo que se las deja ahi por no haber

suficiente muestra para seguirlas purificando (Ver fotografia #8).

2.8.2 TRATAMIENTO DEL SUBEXTRACTO TOLUENICO (l)

El subextracto toluénico al presentar una mancha en vela se cambia el sistema de solvente a

otro que presente la misma polaridad.

2.8.2.1 Andlisis cromatogréafico del Subextracto Toluénico

Al realizar placas cromatograficas de la fraccion del Subextracto toluénico, observamos el
desplazamiento del solvente de corrido no presenta eficacia, eficiencia y resolucion es por esto que se

procede a realizar una semisubextraccion (Ver fotografia #9).
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Subextracto Toluénico

+ EtOAC

Solido + Liquido

Fase sélida Fase EtOAC
+ Me(OH) concentrar
Solucién Metandlica (Sub- Solucion de Acetato de
subextracto metandlico) etilo (Sub-subextracto de
(1 EtOAc) (11)

2.8.2.2 Cromatografia en Capa Fina de los Sub-subextractos

2.8.3

La cromatografia del sub-subextracto metandlico (I) no presenta buenos los
parametros cromatograficos, como eficacia, eficiencia y resolucion ya que se probo
en varios sistemas de solventes que no dieron cambio alguno, por lo que se le afiade

metanol y se lo deja que cristalice, pueden ser resinas (Ver fotografia #10).

Este sub-subextracto de acetato de etilo (I1), en el solvente de corrido presenta una
buena separacion, lo que permite aplicar una columna cromatografica para fraccionar
la muestra y poder separar los compuestos presentes en este sub-subextracto (Ver
fotografia #11).

SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DEL SUB-
SUBEXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

La cantidad del sub-subextracto de acetato de etilo es 0.80 g lo que permite separar

en columna utilizando como solvente adecuado de acuerdo a la escala de polaridad.
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e Concentrar el sub- subextracto de acetato de etilo a sequedad y luego obtener su peso
en gramos.

e Por cada gramo de muestra pesar 20g de silica y agregar en la columna
Cromatogréfica.

e Agregar el solvente de corrido el menos polar.

e Recoger fracciones de 8 mL , en tubos de ensayo humerados.

e Delas fracciones # 1 ala# 5 percolar con acetato de etilo.

e De las fracciones # 6 a la # 9 utilizar Acetato de Etilo: Me(OH) (95: 5).

e De las fracciones # 10 a la # 14 utilizar Metanol

e De las fracciones # 15 a la # 20 utilizar Metanol: Acido Acético (99:1).

2.8.3.1 Cromatografias de las fracciones obtenidas de la Columna del Sub- subextracto
de Acetato de Etilo.

e La presencia de manchas redondeadas, separadas y distribuidas desde el punto de
aplicacion hasta el frente del solvente de las fracciones #1 a la #5, permite realizar
una placa preparativa de cada una de las fracciones, para luego verificar las bandas
(Ver fotografia #12).

e A cada una de estas fracciones de la #6 a la #15 se le aflade metanol caliente, y se les

deja en reposo para que cristalicen (Ver fotografia #13 y #14).

e Como hay buena separacion de las muestras, se procede a realizar una placa

preparativa uniendo las fracciones de la #15 a la #17 (Ver fotografia #15).

e Como se presentan manchas redondeadas, separadas y distribuidas de la fraccion
#18 a la #20, desde el punto de aplicacion hasta el frente del solvente se procede a
realizar una microcolumna de la unidon de estas fracciones, para purificar los

compuestos (Ver fotografia #16).
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2.8.3.2 Cromatografias de las fracciones obtenidas de la Micro-Columna del Sub-
subextracto de Acetato de Etilo de las fracciones de la #18 a la #20.

e A cada una de las fracciones de la #1 a la #3 se les afiade metanol, para que cristalice
(Ver fotografia #17).

e De igual manera a las fracciones #4 a la #9, se las adiciona metanol y se los deja en
reposo, porque son compuestos fotosintéticos que se degradan en presencia de la luz
(Ver fotografia #18 y #19).

e Las fracciones #10, #11 y #12 se puede observar claramente la presencia de una sola
mancha en cada una de ellas lo que se puede decir que se trata de compuestos puros,
mientras que para las fracciones #13, #14, #15 y #16 hay varias manchas, por lo que
se dice que se tratan de compuestos fotosintéticos que se descomponen en presencia
de la luz, dando lugar a nuevos compuestos (Ver fotografia #20). Los datos del UV

obtenidos se muestran en la siguente tabla.

CUADRO No 1. VALORES DE LONGITUD DE ONDA DE LA FRACCION #10, #11, #12.

UV Préctico Absorbancia UV Teorico
(Ac. jacoumarico, jacaranona,
metil jacaranona)

F #10 203.0 nm 0.781 208.0 nm
F#11 203.0 nm 0.340 208.0 nm

300.0 nm 0.006 259.0 nm
F #12 203.0 nm 1.160 208.0 nm

276.0 nm 0.096 275.0 nm
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2.8.3.3 Cromatografias de las Placas Preparativas de las fracciones obtenidas de la
Columna del Sub-subextracto de Acetato de Etilo.

e Placa Preparativa de las fracciones #1

Se corta cada una de las bandas para asi recuperar los metabolitos por extraccion con
metanol, concentrar y se tiene soluciones transparentes. La verificacion de la pureza
se corren en las mismas condiciones de separacion. (Ver fotografia #21). Para
realizar una nueva cromatografia (\Ver fotografia #22). En el analisis espectroscopico

de la banda #4 se obtiene los siguientes valores:

CUADRO No 2. VALORES DE LONGITUD DE ONDA DE LA BANDA #4 DE LA FRACCION #1

UV Practico Absorbancia UV teodrico

BANDA #4 (Cumarina)
204.0 nm 1.828

227.0 nm 0.816 230 nm
275.0 nm 0.131 279.0 nm

e Placa Preparativa de las fracciones # 3 (Ver fotografia #23).

La verificacion de compuestos en las bandas de la placa preparativa de esta fraccion,

en el andlisis espectroscopico dio los siguientes resultados (Ver fotografia #24).

CUADRO No 3. VALORES DE LONGITUD DE ONDA DE LA BANDA #4, #5 DE LA FRACCION #3.

UV Préctico Absorbancia UV tedrico
(Terpenos)
BANDA #4 223.0 nm 0.140 222 nm

BANDA #5 281.0 nm 0.076 281 nm
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e Placa Preparativa de las fracciones # 4 (Ver fotografia #25).

A cada una de las bandas, se les adiciona metanol, y se las deja en reposo. (Ver

fotografia #26).

El anélisis espectroscdpico da los siguientes valores para las bandas #1 y para la #2.

CUADRO No 4. VALORES DE LONGITUD DE ONDA DE LA BANDA #1, #2 DE LA FRACCION #4.

UV Practico Absorbancia UV Tedrico
(Sesquiterpenolactona)
BANDA #1  204.0 1.538
225.0 1421 222.0
BANDA #2  202.0 0.937
223.0 0.330 222.0

e Placa Preparativa de las fraccion #5 (Ver fotografia #27).

Se obtienen cuatro bandas, a las cuales se las hace una nueva cromatografia, en las

mismas condiciones. (Ver fotografia #28).

El anélisis espectroscopico, de la banda #1 y de la #2, nos dan los siguientes valores

CUADRO No 5. VALORES DE LONGITUD DE ONDA DE LA BANDA #1 Y #2 DE LA FRACCION #5.

UV Practico Absorbancia UV Tedrico
(Cumarina)
BANDA #1 206.0 nm 2.358
226.0 nm 1.251 230.0 nm
275.0 nm 0.209 279.0 nm
BANDA #2 230.0 nm 3.804 230.0 nm

279.0 nm 1.530 279.0 nm
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e Placa Preparativa de las fracciones # 15, #16, #17 (Ver fotografia #29).

Para la verificacion de compuestos, se realiza una nueva placa cromatografica,
corrida en solventes adecuados, para lograr una buena separacion. (Ver fotografia
#30).

En la banda #4, del anélisis espectroscdpico en el UV, nos da la siguiente longitud de

onda.

CUADRO No 6. VALORES DE LONGITUD DE ONDA DE LA BANDA #4 DE LA UNION DE LA FRACCION
DE LA #15, #16, #17.

UV Préctico Absorbancia UV Tebrico
(TERPENO)
BANDA #4 202.0 nm 0.373
282.0 nm 0.027 281 nm

2.8.4 TRATAMIENTO DEL SUBEXTRACTO BUTANOLICO (1)

Al realizar placas cromatograficas del subextracto butandlico observamos que el
desplazamiento del solvente de corrido no presente eficacia, eficiencia y resolucion es por

eso que se procede a realizar una semisubextraccion (Ver fotografia #1).

Subextracto Butanélico

+ ETER x 3veces

Fase etérea Fase Butandlica

concentrar ‘ + ACETONA

Sub-subextracto ‘

Etéreo (I
M Fase de Butandlica Fase de acetona

‘ concentrar

Sub-subextracto de
Acetona (1)
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2.8.4.1 Analisis Cromatografico de los Sub-subextractos

El sub-subextracto etéreo, con el sistema de solvente de corrido, presenta manchas marrones
separadas y distribuidas , lo que permite separar sus compuestos en una columna
cromatogréafica, para su purificacion, pudiendo ser flavonoides ya que se revelo con
Ce(SOs4). Lo que no se puede ver en el Sub-subextracto de acetona, que no presenta

manchas. (Ver fotografia #31).

2.8.4.2 Separacion Por Cromatografia En Columna del Sub-subextracto Etéreo.

e La cantidad del sub-subextracto étereo es 0.75g lo que permite separar en columna
utilizando como solvente adecuado su sistema de corrido.

e Concentrar el sub- subextracto etéreo a sequedad y luego obtener su peso en gramos.

e Por cada gramo de muestra pesar 20g de silica y agregar en la columna
Cromatogréfica.

e Agregar el sistema de solventes.

e Recoger fracciones de 8 mL , en tubos de ensayo numerados.

e De las fracciones # 1 a la # 22 percolar con el sistema de solvente de corrido
Cloroformo: Metanol: Agua (65: 35:15).

2.8.4.3 Cromatografias de las fracciones obtenidas por Cromatografia en Columna del
Sub- subextracto Etéreo.

e La presencia de manchas redondas e iguales permite unir las fracciones, para su
posterior cromatografia y verificar si estan puras. Se unen las fracciones de la #2
a la #5 ya que en la fraccidon #1 no existen compuestos; las fracciones de la #6 a
la #8; de la #9 a la #10; de la #11 a la#12, de la#13 a la #16; de la#17 ala#18y
de la#19 a la #22 (Ver fotografia #32).

e Como no presenta muy buena separacion de los compuestos, se cambia de

solvente, para tener eficacia, eficiencia y resolucion. De las fracciones #1, #3, #4,
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#5, #6, #7 de la #2 no se realiza por la presencia de muchos compuestos (Ver
fotografia #33).

e Como hay similitud de las manchas en las diferentes fracciones, se procede a unir
las fracciones #1, #2, #6 y la #3, #4 y #5 para su posterior aplicacion en placa
preparativa, ya que hay manchas separadas, redondeadas y distribuidas desde el
punto de aplicacion, hasta el frente del solvente, de esta manera se verifica sus
bandas (Ver fotografia #34).

2.8.4.4 Cromatografias de las Placas Preparativas de las fracciones obtenidas de la
Columna del Sub-subextracto de Etéreo.

e Placa Preparativa de las fracciones #1, #2 y #6 (Ver fotografia #35).

Se realiza una nueva cromatografia, para la verificacion de compuestos en las bandas

de la unidn de estas fracciones, en las mismas condiciones. (Ver fotografia #36).

El analisis espectroscopico en el UV, da longitudes de onda de las siguientes bandas:

CUADRO No 7. VALORES DE LONGITUD DE ONDA DE LA PLACA PREPARATIVA FRACCION #1, #2, #6.

UV Practico Absorbancia UV Tedrico
(Terpenos)
BANDA #1 202.0 nm 0.275
280.0 nm 0.071 281 nm
BANDA #2 202.0 nm 0.459
281.0 nm 0.031 281 nm
BANDA #3 202.0 nm 0.346
217.0 nm 0.083 222 nm
BANDA #4 202.0 nm 0.235

220.0 nm 0.258 222 nm
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e Placa Preparativa de la union: fracciones #3, #4 y #5 (Ver fotografia #37).
La cromatografia de la verificacion de las bandas de las placas preparativas, se

observa manchas redondas y separadas por lo que se pueden asumir como

compuestos puros. (Ver fotografia #38)

Las longitudes de onda obtenidas de las bandas se presentan en la siguiente tabla.

CUADRO No 8. VALORES DE LONGITUD DE ONDA DE LA BANDA #3 Y #4 DE LA PLACA
PREPARATIVA DE LA FRACCION #3, #4, #5.

UV Practico  Absorbancia UV Tebrico
(Isoflavonas)

BANDA #3 203.0 nm 0.610
231.0 nm 0.536 232 nm
279.0 nm 0.295 279 nm
310.0 nm 0.285 314 nm
BANDA#4 202.0 nm 0.354
229.0 nm 0.266 232 nm
279.0 nm 0.123 279 nm
310.0 nm 0.113 314 nm

29 PLACAS CROMATOGRAFICAS DEL EXTRACTO Y SUBEXTRACTOS

Placa de Silicagel Grzss

Muestras:

1. Extracto alcoholico

2. Subextracto etanolico

3. Subextracto butanolico

4. Subextracto toluénico

Solvente de recorrido: Benceno: Cloroformo: Acetato de etilo (30:50:20)
Revelador: VainillinaH2SO4
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T 2 3 4
FOTOGRAFIA No. 1 CROMATOGRAFIA DEL EXTRACTO Y SUBEXTRACTOS

FOTOGRAFIA No. 39 COLUMNA CROMATOGRAFICA FOTOGRAFIA No0.40 MICROCOLUMNA
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2.9.1 PLACAS CROMATOGRAFICAS DEL SUBEXTRACTO ETANOLICO

Placa de Silicagel Grzs4
Solvente de recorrido: Benceno

Revelador: Vainillina HSO,4

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Cloroformo:Acetato de etilo
(30:10).
Revelador: Vainillina H,SO4

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Cloroformo: Metanol (90:20).
Revelador: Vainillina H,SO4

1. & 5 M5 1719

20 21 24 26 27 30 31

33 34 35 36 37 38

Rf #1 =0.87
Rf#4 =091

Rf #21 =0.81

FOTOGRAFIA No. 2
CROMATOGRAFIA DE LAS
FRACCIONES #1, #4, #5, #14,

#15, #17, #19.

FOTOGRAFIA No. 3
CROMATOGRAFIA DE LAS
FRACCIONES #20, #21, #24, #26,
#27, #30, #31.

FOTOGRAFIA No. 4
CROMATOGRAFIA DE LAS
FRACCIONES #33, #34, #35, #36,
#37, #38.
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Placa de Silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Cloroformo: Metanol
(90:20).
Revelador:
Vainillina H,SO4

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Metanol.
Revelador:
Vainillina H,SO4

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido: Cloroformo: EtOAc (30:10).
Revelador:
Vainillina H,SO4

39 40 41 B1 B2 B3 B4 B5 B6
Rf F. Cloroformica = Rf # 39: 0.423 B #2. Rf:0.181 B #3. Rf : 0.566
0.886 Rf # 40: 0.711 B #3. Rf : 0.272 B #4. Rf : 0.509
Rf F. Metandlica = Rf # 41: 0.653 B #4. Rf : 0.327
0.811 B #5. Rf: 0.6
B #6. Rf : 0.890

FOTOGRAFIA No. 5
CROMATOGRAFIA DE
LA FASE
CLOROFORMICA, Y
METANOLICA.

FOTOGRAFIA No. 6
CROMATOGRAFIA DE
LAS FRACCIONES #39,

#40, #41.

FOTOGRAFIA No. 7
PLACA PREPARATIVA
DE LA FRACCION #27 A
LA #32.

FOTOGRAFIA No. 8
CROMATOGRAFIA
DE LA PLACA
PREPARATIVA DE LA
FRACCION #27 A LA
#32.




-56-

2.9.2 PLACAS CROMATOGRAFICAS DE LAS FRACCIONES DE LA COLUMNA
DEL SUB-SUBEXTRACTO DE CETATO DE ETILO

Placa de Silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Tolueno:AtOAc (93:7).

Revelador: Vainillina H.SO4

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Cloroformo:Me(OH):Agua
(65:35:15)
Revelador: Ce (SO4)

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Acetato de Etilo
Revelador: Vainillina H,SO4

FOTOGRAFIA No. 9
CROMATOGRAFIA DEL
SUBEXTRACTO TOLUENICO.

FOTOGRAFIA No. 10
CROMATOGRAFIA DEL SUB-
SUBEXTRACTO METANOLICO

0]

Rf 1. 0.222
Rf 2: 0.444
Rf 3: 0.622
Rf 4: 0.844

FOTOGRAFIA No. 11
CROMATOGRAFIA DEL SUB-
SUBEXTRACTO DE ACETATO

DE ETILO(II)
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Placa de Silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Tolueno:AtOACc (93:7)

Revelador: Vainillina HSO,4

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
AtOAc:Me(OH) (95:5)

Revelador: Vainillina HSO,4

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido: Metanol

Revelador: Vainillina HSO4

3 GRep REx Bl Fo

6 7 g 9 10 11 12 13 14

Rfi= 0.130

Rf#6 Rf,= 0.326 Rf# 10 Rfi= 0.478
Rfs= 0.934
Rfi= 0.180

Rf#7 Rf,= 0.326 Rf#11 Rf1= 0.608

Rfs= 0.565 Rf,= 0.652
FOTOGRAFIA No. 12 Rf,=0.934
CROMATOGRAFIA DE LAS Rf1= 0.260

FRACCIONES #1, #2, #3, #4, #5. Rf#8 Rf,= 0.456 Rf#12 Rfi= 0.782
Rfs= 0.630

Rf,=0.913 Rf#13 Rfi= 0.086

Rf,= 0.673

Rf#9 Rfi= 0.304 Rf# 14 Rfi= 0.086

Rf,= 0.673

FOTOGRAFIA No. 13
CROMATOGRAFIA DE LAS
FRACCIONES #6, #7, #8, #9.

FOTOGRAFIA No. 14
CROMATOGRAFIA DE LAS
FRACCIONES #10, #11, #12, #13,
#14, #15.
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Placa de Silicagel Grzs4
Solvente de recorrido: Cloroformo:
Me(OH) (40:10)

Revelador: Vainillina H.SO4

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido: AtOAc

Revelador: Vainillina H,SO4

15 16 17 18 19 20
Rf;=0.083 Rf;=0.403
Rf # 15 Rf,=0.291 Rf # 18 Rf,=0.557 Rf#1 Rf;=0.781
Rf;=0.395 Rf;=0.923
Rf;=0.104 Rf # 19 Rf;=0.423 Rf # 2 Rf;=0.454
Rf # 16 Rf,=0.291 Rf,= 0.557 Rf,=0.727
Rf;=0.395 Rf;=0.903
Rf,=0.104
Rf # 17 Rf,=0.291 Rf # 20 Rf;=0.442 Rf#3 Rfi=0.472
Rfs;=0.395 Rf,=0.923 Rf,=0.818
FOTOGRAFIA No. 15 FOTOGRAFIA No. 16 FOTOGRAFIA No. 17
CROMATOGRAFIA DE LAS CROMATOGRAFIA DE LAS CROMATOGRAFIA DE LA
FRACCIONES #15, #16, #17. FRACCIONES #18, #19, #20. MICROCOLUMNA,

FRACCIONES #1, #2, #3.
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Placa de Silicagel Grzs4
Solvente de Corrido: AtOAc:Ac.Acético:Ac.Férmico:Agua
(100: 11: 11: 26)
Revelador: Vainillina H,SO4

Placa de Silicagel Grzs4
Solvente de Corrido:
Cloroformo: Me(OH)

(40:10)
Revelador: Vainillina H,SO4

10 11 12 13 1415 16

Rf#5 Rfi= 0.208 Rf#7 Rfi=0.276 Rf # 10 Rfi=0.5
Rf.= 0.645 Rf,=0.787
Rfs= 0.854
Rfi= 0.145 Rf#8 Rfi=0.319 Rf# 11 Rfi=0.5
Rf#6 Rf,=0.229
Rfs=0.812
Rf#9 Rfs=0.340 Rf # 12 Rf; = 0.521

FOTOGRAFIA No. 18
CROMATOGRAFIA DE LA
MICROCOLUMNA FRACCIONES #4,
#5, #6.

FOTOGRAFIA No. 19
CROMATOGRAFIA DE LA
MICROCOLUMNA
FRACCIONES #7, #8, #9.

FOTOGRAFIA No. 20
CROMATOGRAFIA DE LA
MICROCOLUMNA,
FRACCIONES #10, #11, #12,
#13, #14, #15, #16.




2.9.2.1 PLACAS PREPARATIVAS DE LAS FRACCIONES DE LA COLUMNA

-60 -

SUB-SUBEXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

DEL

Placa de Silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Tolueno:AtOAc (93:7)
Revelador:
CeSOq

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Cloroformo:AtOAc
(93:7).
Revelador:
CeS0Oq4

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Tolueno:AtOAc (93:7)
Revelador:
Vainillina H,SO4

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Cloroformo: Me(OH)
(40:20)
Revelador:
Vainillina H,SO4

Bl B2 B3 B4

Bl B2 B3 B4 B5

B#1 Rfi= 0.253

B#l Rf,=0.479 Rf;= 0.571
Rf, = 0.875 Rf;= 0.714
B#2 Rfi=05 B#2 Rfi= 0.238
Rf, = 0.854 B #2. Rf: 0.129 Rf;= 0.539
B #2. Rf:0.163 B #3. Rf : 0.222 Rf;= 0.619
B #3. Rf: 0.327 B #4. Rf : 0.333
B #4. Rf : 0.727 B#3 Rfi=0.520 B #5. Rf : 0.425 B#3 Rfi= 0.253
Rf, = 0.645 Rf;= 1.05
Rf; = 0.833 Rf;= 0.730
B#4 Rfi= 0.634
B#4 Rf1=0.791 B#5 Rfi= 0.650
Rf,= 0.730

FOTOGRAFIA No. 21
PLACA PREPARATIVA
DE LA FRACCION #1.

FOTOGRAFIA No. 22
CROMATOGRAFIA DE
LA PLACA
PREPARATIVA

FRACCIONES #1

FOTOGRAFIA No. 23
PLACA PREPARATIVA
DE LA FRACCION #3.

FOTOGRAFIA No. 24
CROMATOGRAFIA DE
LA PLACA
PREPARATIVA DE LA

FRACCION #3.
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Placa de Silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Tolueno:AtOAc (93:7)
Revelador:
Vainillina H,SO4

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Cloroformo:Metanol:
Agua (65:35:15).
Revelador:
Vainillina H,SO4

Solvente de recorrido:
Tolueno:AtOAc (93:7)
Revelador:
Ce(S0s)

Placa de silicagel Grzs4

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Cloroformo:
Me(OH):Agua
(65:35:15)
Revelador:
Ce(S0y)

Bl B2 B3 B4

Bl B2 B3 B4

B #2. Rf : 0.096
B #3. Rf : 0.826
B #4. Rf : 0.865

B#1 Rfy=0.254
Rf2=0.8

B#2 Rfy1=0.345
Rf; = 0.763

B#4 Rf;=0.281
Rf; = 0.618
Rf; =0.727

B #2. Rf:0.132
B #3. Rf : 0.320
B #4. Rf : 0.849

B#1 Rfi= 0413
Rf,= 0.913

B#2 Rfi= 05

Rf,= 0.934

B#4 Rfi= 0.260
Rf,= 0.326
Rfs= 0.739

Rf;= 0.956

FOTOGRAFIA No. 25
PLACA PREPARATIVA
DE LA FRACCION #4.

FOTOGRAFIA No. 26
CROMATOGRAFIA DE
LA PLACA
PREPARATIVA
FRACCION #4

FOTOGRAFIA No. 27
PLACA PREPARATIVA
DE LA FRACCION #5.

FOTOGRAFIA No. 28
CROMATOGRAFIA DE
LA PLACA
PREPARATIVA DE LA
FRACCION #5.
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Placa de Silicagel Grzs4
Solvente de recorrido: Tolueno:AtOAc (93:7)
Revelador:
Vainillina H,SO4

Placa de Silicagel Grzs4

Solvente de recorrido: Cloroformo: Metanol (40:10)
Revelador:

Vainillina H,SO4

Bl B2 B3 B4

B #2. Rf:0.12 B#1 Rf=0.277

B#3.Rf:0.54 Rf, =0.925
B #4. Rf: 0.96 B#2 Rf;=0.5

Rf, = 0.925

B #3 Rfi=0.574

Rf; = 0.925

B #4 Rfy=0.925

FOTOGRAFIA No. 29
PLACA PREPARATIVA DE LA UNION DE LAS
FRACCIONES #15 A LA #17.

FOTOGRAFIA No. 30
CROMATOGRAFIA DE LA PLACA PREPARATIVA
DE LA UNION DE LAFRACCION #15 A LA #17.
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2.9.3 PLACAS CROMATOGRAFICAS DEL SUB-SUBEXTRACTO ETEREO

Placa de Silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
Cloroformo:Metanol:Agua
(65:35:15)
Revelador:
Ce(SO0y)

Placa de Silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
AtOAc:Me(OH):Agua
(100:24:10)
Revelador:
Ce(S0y)

1 2 5 8 13141820

1.:2:3:4.5.6"7

1 23 &35 6

FOTOGRAFIA No. 31
CROMATOGRAFIA DEL
SUB-SUBEXTRACTO
ETEREO(1) Y DE
ACETONA (2).

FOTOGRAFIA No. 32
CROMATOGRAFIA DE
LAS FRACCIONES DE

LA COLUMNA #1, #2, #5,

#8, #13, #14, #18, #20.

FOTOGRAFIA No. 33
CROMATOGRAFIA DE
LA UNION DE
FRACCIONES DE LA
COLUMNA #1(2-5),
#2(6-8), #3(9-10), #4(11-
12), #5(13-16), #6(17-
18), #7(19-22).

FOTOGRAFIA No. 34
CROMATOGRAFIA DE
LA UNION DE
FRACCIONES DE LA
COLUMNA #1(2-5), #2(9-
10), #3(11-12), #4(13-16),
#5(17-18), #6(19-22).
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2.9.3.1 PLACAS PREPARATIVAS DE LAS FRACCIONES DE LA COLUMNA DEL
SUB-SUBEXTRACTO ETEREO

Placa de Silicagel Grzs4
Solvente de recorrido: AtOAc:Me(OH):Agua
(100:24:10)
Revelador:
Vainillina H,SO4

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
AtOAc:Me(OH):Agua
(100:24:10)
Revelador:
Ce(S0s)

Placa de silicagel Grzs4
Solvente de recorrido:
AtOAc: Me(OH):Agua
(100:24:10)
Revelador:
Ce(S0.)

Bl B2 B3 B4

Bl B2 B3 B4

B #1. Rf : 0.037
B #2. Rf:0.215
B #3. Rf:0.518
B #4. Rf : 0.909

B#1 Rf;=0.878

B#2 Rf1=0.848

B#3 Rf1=0212
Rf; =0.878

B#4 Rf1=0.696

B #1. Rf : 0.038
B #2. Rf : 0.558
B #3. Rf : 0.805
B #4. Rf : 0.948

B#3 Rfi= 04

B#4 Rfi= 0.657

FOTOGRAFIA No. 35
PLACA PREPARATIVA
DE LA UNION DE LA
FRACCION #1, #2, #6.

FOTOGRAFIA No. 36
CROMATOGRAFIA DE
LA PLACA
PREPARATIVA UNION
DE LA FRACCION #1,
#2, #6

FOTOGRAFIA No. 37
PLACA PREPARATIVA
DE LA UNION DE LA
FRACCION #3, #4, #5.

FOTOGRAFIA No. 38
CROMATOGRAFIA DE
LA PLACA
PREPARATIVA DE LA
FRACCION #3, #4, #5.




CAPITULO IlI

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA

La identificacion taxonomica realizada a la Jacaranda del Ecuador, se verifico en el herbario
de la ESPOCH, siendo este un arbol introducido y cultivado, originario de Colombia.
Presenta vegetacion arborea, en algunos casos alcanza una altura de 8 m, tallo lefioso y
maderable, hojas simples y opuestas en forma de panaje. Se encuentra en las provincias del

Azuay, Chimborazo. Pertenece a la familia de la Bignoniaceae.

Para el anélisis de control de calidad se utilizé las ramas, hojas y flores troceadas de la
Jacaranda (Jacaranda mimosifolia), para lo cual se utilizé etanol al 96%, para su extraccion,
por el método de maceracion. El hinchamiento de la droga es importante porque aumenta la
permeabilidad de la pared celular y difusion del alcohol.

Se parte de 5.032 g del extracto Alcoholico Total, preparado de las hojas, ramas y flores de
la Jacaranda. Los subextractos tienen un rendimiento en peso de: subextracto etanélico 0.809
g, subextracto butandlico 0.688 g; el subextracto toluénico con 0.667 g.

El tamizaje fitoquimico determina la presencia de flavonoides por las reacciones positivas de
Shinoda, contiene terpenos por reaccion positiva para, Rosentaler, Lieberman Buchard,
Baljet para coumarinas y espuma a lo cual se procede a realizar Cromatografias en capa

fina.
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3.2 TAMIZAJE FITOQUIMICO

Los resultados obtenidos en el extracto de la Jacaranda (Jacaranda mimosifolia) se aprecian
en la siguiente tabla. Con respecto a las reacciones de coloracion o aparicion de precipitados,

aplicadas segun las técnicas de tamizaje fitoquimico.

CUADRO No. 9 RESULTADOS DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LA
JACARANDA (Jacaranda mimosifolia)

TIPO DE COMPUESTO PRUEBAS EXTRACTO DE CORTEZA DE
QUINA ROJA (Cinchona pubescens)

Triterpenos y

Esteroides Lieberman Buchard (++)
Coumarinas Baljet (+)
Saponinas Espuma (+)
Taninos Cloruro Férrico (+)
Flavonoides Shinoda (++)

(+) 6 (++) cuando la presencia del metabolito secundario es poco o escaso.

En el andlisis del tamizaje fitoquimico se puede apreciar mediante la tabla N° 4 que existe
una presencia considerable de flavonoides, triterpenos y/o esteroides, sesquiterpenos,
saponinas, compuestos fendlicos y/o taninos en una proporcion representativa vista en el

vegetal.

3.3 ANALISIS FISICO QUIMICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA
JACARANDA

Las pruebas fueron aplicadas al extracto alcohdlico del vegetal de la jacaranda que fue

obtenido e inmediatamente se realizaron los ensayos.
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Mediante los requisitos organolépticos se establecié la densidad relativa de 0.95 g/mL que al
realizar una comparacion con el agua esta es menor; el indice de refraccion es de 1.3618 asi

como su pH de 5.5 que es ligeramente &cido.

3.4 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA A PARTIR DEL SUB-SUBEXTRACTO
ETANOLICO

Para determinar, los compuestos presentes en el subextracto etandlico, se realizd una
cromatografia de capa fina, con solventes de corrido, adsorbentes determinados para luego

determinar los Rfs encontrados de los compuestos puros.

Como se obtuvo manchas redondeadas, separadas y distribuidas desde el punto de aplicacion
hasta el frente del solvente se procedid a realizar una columna cromatografica teniendo en

cuenta la polaridad del solvente de corrido utilizado.

CUADRO No. 10 CROMATOGRAFIAS DE LAS FRACCIONES DE LA COLUMNA DEL
SUBEXTRACTO ETANOLICO

Fracciones Solvente de Solvente de Rf obtenidos
Recorrido revelado

#lala#19 Benceno Vainillina H2SO4 Rf#1 =0.87

Rf #4 =0.91

#20ala# 32 Cloroformo:Acetato Vainillina H2SO4 Rf #21 = 0.81

de etilo (30:10).

#33ala# 38 Cloroformo: Vainillina H2SO4 Demasiados
Me(OH) (90:20) compuestos
#3%ala#4l Me(OH) Vainillina H2SO4 Rf # 39: 0.423
Rf # 40: 0.711

Rf # 41: 0.653
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Luego de realizar una cromatografia de las fracciones indica que tenemos un Rf #1= 0.87;
Rf #4= 0.91; Rf #21= 81; Rf #39 = 0.42; Rf #40= 0.71 y Rf #41= 0.65, indicando de esta

manera que se trata de compuestos puros.

3.4.1 PLACA PREPARATIVA PARA LA UNION DE LAS FRACCIONES DE LA #27 A
LA #32 DEL SUBEXTRACTO ETANOLICO.

Al realizar la placa preparativa de la union de la fracciones desde la #27 a la #32 y utilizar
solvente de recorrido Cloroformo: Acetato de etilo (30:10) y como revelador H2SO4
vainillina es apropiado para la separacion de compuestos, para luego realizar el corte de las
bandas de la placa y realizar otra cromatografia de cada una de las bandas utilizando como
solvente de recorrido Cloroformo: Acetato de etilo (30:5) y como revelador H>SO4
vainillina, tenemos Rf banda #3= 0.57; Rf #4= 0.51, que presentan machas de color marron

indicando de esta manera que se trata de terpenos.

3.4.2 CROMATOGRAFIAS DE LA FASE CLOROFORMICA Y METANOLICA DE LA
UNION DE LAS FRACCIONES #33 A LA #35

Al realizar la cromatografia en capa fina de las fases metandlica asi como la cloroférmica
con solvente de corrido Cloroformo: Me(OH) (90:20) y como agente revelador vainillina
H2SOs se obtuvo un Rf F.cLororormica= 0.89 y un Rf F.vetanoLica= 0.81, dando una

coloracion marron lo que indica que se trata de terpenos.

3.5 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DEL SUBEXTRACTO TOLUENICO

Al presentar, las cromatografias en vela con el solvente Benceno: Cloroformo: Acetato de Etilo
(30:50:20), Vainillina H2SO4 como agente revelador indicando que no hay una buena separacién
de los compuestos, se procede a cambiar el sistema de solvente de recorrido a Tolueno: Acetato de
etilo (93:7), pero no se logra obtener los parametros cromatograficos, es asi que se procede a
realizar una semisubextraccion, obteniendo un sub-subextracto metandlico y un sub-

subextracto de acetato de etilo.
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3.5.1 CROMATOGRAFIA DEL SUB-SUBEXTRACTO METANOLICO

Al sub-subextracto metanolico, se realizd una cromatografia en capa fina utilizando como
solvente de recorrido Cloroformo: Metanol: Agua (65:35:15) y como agente revelador Ce
(S0Os), se nota que no hay separacion de la misma, se prueban otros sistemas de solventes
pero no da resultado alguno ya que son resinas, presentando una consistencia pastosa este

sub-subextracto.

3.5.2 CROMATOGRAFIA DEL SUB-SUBEXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

La cromatografia en capa fina del sub-subextracto de acetato de etilo con solvente de
recorrido acetato de etilo y como agente revelador Vainillina H.SO4, presenta los siguientes Rfs,
Rf; = 0.22, Rf, = 0.44, Rf; = 0.62, Rf, = 0.84, las mismas que son de color pardo marrén indicando
que se trata de terpenos.

3.5.3 CROMATOGRAFIA DE LAS FRACCIONES #1 A LA #5 DEL SUB-
SUBEXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

Luego de realizar una cromatografia de las fracciones de la #1 a la #5, utilizando como solvente de
recorrido Tolueno: Acetato de Etilo (93:7) y Vainilllina H2SO., como agente revelador se
observan manchas, redondeadas, separadas por lo que nos permite aplicar placa preparativa

para cada una de estas fracciones.

3.5.4 PLACA PREPARATIVA DE LA FRACCION #1

Al realizar una placa preparativa del sub-subextracto acetato de etilo de la fraccién #1, con
solvente de recorrido Tolueno: Acetato de etilo (93:7) y Ce(SO4) como agente revelador,
seguidamente se procede al corte de las bandas para realizar una nueva cromatografia en
capa fina con el mismo sistema de solvente y agente revelador presenta en la banda #4 un
Rf=0.79 con Amax= 227, 275 nm, comparamos los valores de longitud de onda calculados de

referencia bibliografica, se puede determinar la posible estructura de cumarinas.
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3.5.5 PLACA PREPARATIVA DE LA FRACCION #3

La placa preparativa de la fraccion #3, en el solvente de corrido Tolueno: Acetato de Etilo
(93: 7) y revelada con Vainillina H.SO4 da la presencia de 5 bandas por lo que se procede al
corte de cada una y a su cromatografia en Cloroformo: Metanol (40:20), presenta un Rf g4 =
0.63 con una Amax= 223 nm Yy Rf gs = 0.65, 0.73 con una Amax= 281 nm, comparando los
valores de longitud de onda calculados con los de bibliografia se puede determinar la

presencia de terpenos y sesquiterpenolactonas.

3.5.6 PLACA PREPARATIVA DE LA FRACCION #4

Hacer una placa preparativa de la fraccién 4 del sub-subextracto de acetato de etilo con
solvente de recorrido Tolueno: Acetato de Etilo (93:7) y Vainillina H.SO4 como solvente
revelador, seguidamente se procede al corte de las bandas para una nueva cromatografia en
otro solvente de mayor polaridad para que las manchas se desprendan del punto de
aplicacion Cloroformo: Metanol: Agua (65: 35: 15), se obtienen los siguientes Rf: Rf g1 =
0.25, 0.8 con una Amax= 225 nmy en la B#2 un Rf g2 = 0.35, 0.76; con una Amax= 223 nm,
tanto la longitud de onda practica asi como la tedrica son iguales se deduce que corresponde

a la estructura de sesquiterpenolactonas.

3.5.7 PLACA PREPARATIVA DE LA FRACCION #5

La fraccion #5 en la placa preparativa dio como resultado 4 bandas con el sistema de
solvente Tolueno: Acetato de Etilo (93: 7) y Ce(SO4) como revelador, las cromatografias de
cada corte de las bandas se aument6 la polaridad con el siguiente sistema Cloroformo:
Metanol: Agua (65: 35: 15) y revelador Ce(SO4); dando como resultado los siguientes Rf
de las bandas: Rf g1 = 0.41,0.91 con una Amax= 226 nm, 275nm; Rf g2 = 0.5, 0.93 con una
Amax=230nm, 279nm; comparados los valores de longitud de onda calculados son similares
a la de los espectros se puede deducir que corresponde a la estructura de las cumarinas. La

banda #3 no muestra manchas indicando que no hay compuesto alguno.
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358 CROMATOGRAFIA DE LAS FRACCIONES #6 A LA #9 DEL SUB-
SUBEXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

Al realizar la cromatografia en capa fina de las fracciones #6 a la #9 en | solvente de recorrido
Acetato de etilo: metanol (95:5) y agente revelador Vainillina H2SO4, presenta Rf #9 = 0.30
lo que indica la presencia de un compuesto puro de color marrén. Asi las otras fracciones

presentas mas de un Rf, ya que no se encuentran puras.

359 CROMATOGRAFIA DE LAS FRACCIONES #10 A LA #14 DEL SUB-
SUBEXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

La fraccion #10 da un Rf=0.49 y la fraccién # 12 Rf = 0.78, en cromatografia en capa fina
con el sistema de solvente Metanol y como revelador utilizado Vainillina H2SQO4, lo que
indica que se trata de terpenos ya que se encuentran revelados con el reactivo de Rosentaler.

Las otras fracciones no se encuentran puras.

3.5.10 PLACA PREPARATIVA DE LA UNION DE LAS FRACCIONES #15, #16, #17

La placa preparativa de las fracciones de la #15 a la #16, en el solvente de recorrido
Tolueno: Acetato de Etilo (93:7), revelada con Vainillina H2SO4, seguida al corte de cada
una de la bandas y realizada una nueva cromatografia en Cloroformo: Metanol (40:10), dio
el siguiente Rf de las banda#4: Rfgs = 0.93 con una Amax= 202,282 nm, se determina que
corresponde a la estructura de los terpenos por los valores de longitud de onda calculados y

los obtenidos experimentalmente, al ser iguales.

3.5.11 CROMATOGRAFIA DE LAS FRACCIONES #1 A LA #3 DE LA
MICROCOLUMNA DE LA UNION DE LAS FRACCIONES #18 A LA #20

Al realizar la cromatografia en capa fina de las fracciones de la #1 a la #3 con solvente de recorrido
Acetato de etilo y usado Vainillina H.SO4 de revelador da como resultado Rf #1 = 0.78 de
un color pardo asumiendo la presencia de un terpeno, no asi para las otras fracciones que hay

la presencia de dos compuestos.
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3.5.12 CROMATOGRAFIA DE LAS FRACCIONES #4 A LA #6 DE LA
MICROCOLUMNA DE LA UNION DE LAS FRACCIONES #18 A LA #20

La cromatografia en capa fina de cada una de estas fracciones con el sistema de solventes Acetato de
Etilo: Acido Acético: Ac Férmico: Agua (100: 11: 11: 26) y Ce(SO4) como revelador dio la
presencia de varias manchas, por lo que no se pueden considerar compuestos puros, de otra
forma son compuestos fotosintéticos que se degradan con gran facilidad en presencia de la

luz.

3.5.13 CROMATOGRAFIA DE LAS FRACCIONES #7 A LA #9 DE LA
MICROCOLUMNA DE LA UNION DE LAS FRACCIONES #18 A LA #20

La cromatografia de cada una de estas fracciones, arrojo dos manchas redondas, separadas y
distribuidas desde el punto de aplicacién hasta el frente del solvente dando un Rf#8 = 0.32 y Rf #9 =
0.34 con un sistema de solvente para flavonoides Acetato de Etilo: Acido Acético: Ac Formico:
Agua (100: 11: 11:26) y Ce(SOa4) como revelador.

3.5.14 CROMATOGRAFIA DE LAS FRACCIONES #10 A LA #16 DE LA
MICROCOLUMNA DE LA UNION DE LAS FRACCIONES #18 A LA #20

Al realizar la cromatografia de cada una de estas fracciones, con el sistema de solventes
Cloroformo: Me(OH) (40: 10) y Vainillina H2SO4 , dio como resultado una mancha redonda
en las fracciones #10 con un Rf= 0.5 con una Amax= 203 nm, #11 con un Rf = 0.5 con una
Amax= 203, 300 nm y la #12 con un Rf = 0.52 con una Amax= 203, 276 nm. Comparamos los
valores de longitud de onda calculados como los obtenidos de la préctica, siendo estos
similares por lo que se deduce que se trata de una estructura de terpenos.

Mientras que en las otras hay la presencia mas compuestos, no estan puros lo que se debe a

que son compuestos que se degradan con facilidad en la presencia de la luz.
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3.6 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA A PARTIR DEL SUB-EXTRACTO
BUTANOLICO
Se realizé una semiextraccion, del subextracto butandlico, ya que no presentaba una buena
separacion de sus compuestos, de la cual se obtuvo un sub-subextracto etéreo, y de acetona a
los mismos que se los realizo una cromatografia, utilizando como solvente de corrido
Cloroformo: Me(OH): Agua (65: 35: 15) y revelado con Ce(SOs), dio manchas en el sub-
subextracto étereo lo que permitié hacer una columna cromatografica. Lo que no sucedio
con el Sub-subextracto de acetona que no dio la presencia de manchas, indicando que no hay

compuestos presentes en el mismo.

3.6.1 CROMATOGRAFIAS DE LAS FRACCIONES DE LA COLUMNA

Se realiz6 cromatografias, de las siguientes fracciones, #1, #2, #5, #8, #13, #14; #18 y #20 de las 22
fracciones recogidas con el solvente de corrido Cloroformo: Metanol: Agua (65:35:15) usando como
agente revelador Ce(SQO4), dando manchas semejantes lo que permite unir las fracciones #6 a
la#8; de la#9 ala#10; de la#11l ala#12, de la#13 ala#16; de la#17 ala#18 y de la#19 a
la #22, para su posterior cromatografia de estas.

Se volvio a correr, la fracciones unidas en las mismas condiciones anteriores, pero no dio
una buena separacion de los compuestos por lo que se cambié de solvente a otro en el cual
haya mejor separacion de las manchas a Acetato de etilo: Me(OH): Agua (100: 24: 10),
Ce(S04) como revelador con doble corrido y en el cual se pudo ver una mejor eficiencia,

eficacia y resolucion de la placa.

Asi se procedio a la union de fracciones, para aplicar placa preparativa.

3.6.2 PLACA PREPARATIVA DEL SUB-SUBEXTRACTO ETEREO DE LA
UNION DE LAS FRACCIONES #1, #2 Y #6

Una vez realizada la placa preparativa de la unién de las fracciones #1, #2 y #6, utilizando
como solvente de recorrido Acetato de etilo: Me(OH): Agua (100: 24: 10) y como revelador

Vainillina H2SOs, al hacer el corte de cada una de las bandas para luego aplicar una
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cromatografia en las mismas condiciones se obtiene un Rfg1 = 0.88 con una Amax= 202, 280
nm; Rfg2 = 0.85 con una Amax= 202, 281nm; por la longitud de onda calculada y la que se
obtiene experimentalmente de deduce que su posible estructura sea un terpenoide. La B#4
presenta un Rfgs = 0.67 con una Amax= 202, 220 nm, se puede determinar que su posible
estructura sea una sesquiterpenolactona al comparar los valores de longitud de onda

calculado y el préactico.

3.6.3 PLACA PREPARATIVA DEL SUB-SUBEXTRACTO ETEREO DE LA UNION
DE LAS FRACCIONES #3, #4 Y #5

Realizada la placa preparativa, de estas fracciones se procede al corte de sus bandas
obtenidas, de la cromatografia en Acetato de etilo: Me(OH): Agua (100: 24: 10) y como
revelador Ce(SO4), se obtiene la presencia de 4 bandas. A cada una de estas, se realiza una
nueva cromatografia en capa fina en las mismas condiciones, obteniendo de la banda #3 un
Rf = 0.4 con una Amax= 203, 231, 279, 310 nm y de la banda # 4 un Rf = 0.66 con una Amax=
202, 229, 279, 310 nm. Por la tanto se deduce que tanto el UV teérico y el practico son
similares se deduce que corresponde a la estructura de Isoflavona. Mientras que para las dos
primeras no se observa la presencia de otras manchas. Indicando que estas se encuentran

puras.

3.7 POSIBLES ESTRUCTURAS DADAS POR EL UV

3.7.1 (+) FLAVONOIDES:

FUENTE: OLGA LOOCK-1998. ANALISIS FIToQuimico (Bl 245-275 nm); (B11 310-330 nm)

CUADRO No 11. LONGITUDES DE ONDA CALCULADAS PARA FLAVONOIDES APLICANDO LAS
REGLAS DE WOODWARD Y FIESER
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Benzo y pirona

° I OH (p)
OR (0)
OH o Kmax calculada

Xmax experimental

246 nm
25 nm

278 nm
279 nm

Pirona
° | OR (0)
l;‘j Residuo
o Xmax calculada

Amax experimental

315 nm
7nm

325 nm
310 nm

Pirocatecol
OH OH (m)
OH Residuo
}\fmax calculada

Amax experimental

214 nm
12 nm
-3nm

229 nm
231 nm

3.7.2 (+) TERPENOIDES

FUENTE: OLGA LOOCK-1998. ANALISIS FIToQuiMico  Comp. Insaturados: Amax 217- 250 nm

Comp. Aromaticos: Amax 250- 270 nm

CUADRO No 12. LONGITUDES DE ONDA CALCULADAS PARA TERPENOIDES APLICANDO LAS

REGLAS DE WOODWARD Y FIESER


http://commons.wikimedia.org/w/index.php?title=File:Pyrocatechol.svg&page=1
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3.7.2.1 Acido Jacoumarico (204, 276, 300 Nm)

Tl S
CesHe- OH 180 nm
__.-J-_'J- H"'\_,-",--:'b-&_'.._ OH (p) 25 nm
J' Residuo 3nm
o™ S Amax calculada 208 nm
Amax experimental 203 nm
0 Anillo base 215 nm
l Adicion CeHs 30 nm
- S Tyl OR (B) _30nm
Amax calculada 275 nm
Amax experimental 276 nm
CH.
TN Anillo base 214 nm
Py Sustituyente 20 nm
[ :Ir -.]J\{;” . Amax calculada 234 nm
: o S L : Amax experimental 230 nm




3.7.2.2 Jacaranona (259 nm)
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Anillo Base 214 nm

c(P) 10 nm
Exten.Cadena 10 nm
OH (p) 25nm
Amax calculada 259 nm

Amax experimental 300 nm

3.7.2.3 Metiljacaranona (259 nm)

Anillo Base

c(pB)

Exten.Cadena
OH (p)

kmax calculada

kmax experimental




-78 -

ACIDO URSOLICO

Este compuesto, no presentan longitud de onda ya que no tienen grupos cromoforos, es decir
dienos conjugados.

3.7.3 (+) SESQUITERPENOLACTONAS

FUENTE: OLGA LOOCK-1998. ANALISIS FITOQUIMICO Amax 205-212 nm

CUADRO No 13. LONGITUDES DE ONDA CALCULADAS PARA SESQUITERPENOLACTONAS
APLICANDO LAS REGLAS DE WOODWARD Y FIESER

0
Anillo Base 202 nm
N Ext.Conjugacion 5nm
OH (m) 12 nm
- l Residuo —3nm
O Amax calculada 222 nm

Amax experimental 223 nm
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3.7.4 (+) CUMARINAS

FUENTE: OLGA LOOCK-1998. ANALISIS FITOQUIMICO Amax 274y 311 nm

CUADRO No 14. LONGITUDES DE ONDA CALCULADAS PARA CUMARINAS APLICANDO LAS

REGLAS DE WOODWARD Y FIESER

.____.-'"ﬂ"H-. ,.-"'-.'.‘:-?q
Hﬁ«.
HO = ey
Anillo Base 215 nm OCH3 Anillo Base 246 nm
N o Ext. Conjugacion 5nm ou | Ext. Conjugacion 5nm
Residuo 3nm Residuo 3nm
OH (o) Znm OCHs (0) 25 nm
0 0 Amax calculada 230 nm Amax calculada 279 nm
Amax experimental 227 nm 0 Amax experimental 279 nm




CAPITULO IV

CONCLUSIONES

1. La Jacaranda (Jacaranda mimosifolia), del Ecuador se identificé taxonomicamente,
en el herbario de la ESPOCH, originario de Colombia, e introducido y cultivado en

las Provincias del Azuay y Chimborazo.

2. El extracto Etanolico de 2 Kg de la planta por maceracién y concentrado se obtuvo
5.32g, tiene un color verde, olor aromatico, sabor dulce, aspecto pegajoso, con
densidad de 0.95 g/mL, pH de 5.5 ligeramente acido y el indice de refraccion de
1.3618. Los subextractos se prepararon por extracciones sucesivas con solventes de
polaridad creciente, obteniéndose con tolueno 0.67g, con butanol 0.69g, y del
etanolico 0.81g. En el tamizaje fitoquimico presenta flavonoides, terpenoides,

sesquiterpeno lactonas, coumarinas y saponinas.

3. De la cromatografia en columna del subextracto etanolico en la fraccion #1 y #4 del
analisis por cromatografia en capa fina corrido en Benceno da un Rf #1 = 0.87 y Rf
#4 = 0.91. La fraccion # 21 da un Rf de 0.81 con el solvente de corrido Cloroformo:
Acetato de etilo (30:10). De igual manera con solvente de corrido Metanol dan los
siguientes Rfs: Rf#39 = 0.42; : Rf#40 = 0.71 y : Rf#41 = 0.65. Cada una de estas

fracciones reveladas con Vainillina H2SOg4.
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En la verificacion de compuestos en las bandas de la placa preparativa de la union de
la fraccion de la #27 a la 32, con eluyente de Cloroformo: Acetato de Etilo (30:5) y
revelado con Vainillina H.SO4 en la banda #3 indica la presencia del compuesto con
Rf=0.57 y la banda #4 con Rf =0.51.

El andlisis cromatogréafico de capa fina, de la fase metandlica da un Rf = 0.81 y de la
fase cloroformica Rf = 0.89, en el solvente de corrido Cloroformo: Me(OH) (90: 20)

y como agente revelador H2SO4 vainillina.

En la verificacion de compuestos en las bandas de las placas preparativas de la
fraccion #1 del Sub-subextracto de acetato de etilo presentdé un Rfgs=0.79 con una
Amax= 230, 279 nm cromatogréafiado con: cloroformo: acetato de etilo (93: 7) revelado
con sulfato de cerio al comparar los valores de longitud de onda calculados y el
obtenido experimentalmente asi como el de referencia bibliogréafica se deduce que

pertenece a una cumarina.

La verificacion de la fraccion #3, de la Columna en la banda #4 cromatogréafiado
con: cloroformo: metanol (40:20) revelado con Vainillina H.SO4 indica la
presencia de un compuesto con Rf; = 0.63 con una Amax= 223nm; segun la longitud
de onda calculada, la experimental, asi como en bibliografia se trata de una

sesquiterpenolactona.

De la unién de la fraccion #15 a la #17 de la placa preparativa dio un Rf en la banda
#4 de 0.93 con una Amax= 282 nm, cromatografiado con: cloroformo: metanol
(40:10) revelado con Vainillina H.SO4 determinando asi su posible estructura de un
Terpeno ya que los valores calculados de la longitud de onda son similares con los

obtenidos experimentalmente, como los que se muestran en bibliografia.

El andlisis coromatografico de cada una de las fracciones de la microcolumna de la
unién de la fraccion #18 a la #20; la fraccion #1 indica la presencia de un compuesto
con Rf= 0.78 corrida con Acetato de Etilo y revelada con Vainillina H2SO4. La
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fraccion #8 da un Rf= 0.32 y la fraccion #9 con un Rf= 0.34 con un sistema de
solvente Acetato de Etilo: Acido acético: Ac. Formico: Agua (100:11:11:26), usado

Vainillina H2SO4, como agente revelador.

La fraccion #10 y la #11 dan un Rf = 0.5 con Amax = 203,300 nm 'y la fraccion #12 da
un Rf= 0.52 con Amax = 203, 276 nm corridas en Cloroformo: Metanol (4:1),
reveladas de igual manera con Vainillina H.SO4. Tratdndose asi de posibles
Triterpenos como el &cido jacoumarico, la jacaranona y la metil jacaranona ya que
los valores de longitud de onda calculados, los experimentales y los de referencia
bibliografica para terpenoides son similares.

La cromatografia de las bandas de las placas preparativas del Sub-subextracto etéreo
cromatografiado con: acetato de etilo: metanol: agua (100:24:10) revelado con
sulfato de cerio la unién de las fraccién #1, #2 y #6, indican la presencia de
compuestos en las bandas #1 con un Rf = 0.88; en la banda #2 Rf = 0.85 y en la
banda #4 con un Rf = 0.67, respectivamente. En las fracciones unidas de la #3 a la #5
en la banda #3 se tiene un Rf = 0.4 con Amax = 203, 231, 279,310 nm y en la banda#4
un Rf = 0.66 con Amax = 202,229, 279, 310 nm; de acuerdo a la longitud de onda
calculada, la experimental asi como la de referencia bibliografica de los flavonoides

se determina la estructura de una posible Isoflavona.

Por espectroscopia en el UV, se determind que aquellos compuestos que presentan
uno y dos longitudes de onda respectivamente pertenecen a terpenoides
comprendidas entre Amax = 215-250 nm para compuestos insaturados, y Amax = 250-
270 nm para compuestos aromaticos. Aquellos compuestos que presentan Amax =
205-212 nm pertenecen a los sesquiterpenolactonas. Las coumarinas presentan entre
Amax = 274 y 311 nm. Los que presentan tres longitudes de onda se consideran
flavonoides (Isoflavonas) entre Amax = 270-275 nm y 310-330 nm, determinando de

esta manera sus posibles estructuras.



CAPITULO V

RECOMENDACIONES

1. Se sugiere que se haga convenios con otras universidades que posean equipos, como
el espectrofotometro de masas, para realizar estudios mas profundos a la especie
vegetal y de esta manera determinar estructuras, para que los trabajos puedan ser

publicados en revistas.

2. Seguir con el estudio de esta planta, pues por los componentes que esta presenta, se
puede determinar que posee otras propiedades bioldgicas para lo cual se debera
realizar un monitoreo para detectar la mayor cantidad de compuestos con posibilidad

de actividad farmacoldgica.

3. Realizar pruebas de extraccion con diferentes mezclas de solventes, de acuerdo a su
polaridad, para obtener un mayor rendimiento de los metabolitos.

4. Al utilizar los solventes de corrido, se deben utilizar de forma creciente de menor a
mayor polaridad, para que de esta manera se pueda ir utilizando la misma placa
gradualmente y asi llegar al sistema de solvente apropiado.

5. Para revelar ya sea con Ce(SO4) 0 H2SO4 Vainillina, utilizar mascarilla y guantes

para evitar quemarnos o posibles intoxicaciones con estos acidos.



CAPITULO VI

RESUMEN

La Jacaranda (Jacaranda mimosifolia), es utilizada como antibacteriano, esta investigacion
orienta a la técnica de analisis quimico para lo cual se separa e identifica los metabolitos
secundarios que son la jacaranona, acido jacoumarico y la metil jacaranona realizada en el
Laboratorio de Fitoquimica de la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Facultad de
Ciencias; se prepara por maceracion del vegetal con Etanol, se concentra por evaporacién y
se analiza con reacciones de coloracion e identificacion para para flavonoides (Shinoda),
saponinas (espuma), terpenoides (Libermam Buchart), y lactonas (Baljet). El extracto
etandlico se fragmenta en subextractos tolueno, butanol y etanolico residual, la
cromatografia en capa fina en fase estacionaria de silica gel Grzss del sub-sub extracto de
acetato de etilo corrida la fraccion 1 corrida en cloroformo: acetato de etilo (93:70) y
revelada con Ce(SO4) da un Rfgs: 0.79 a Amax= 230, 279 nm deduciendo la estructura de

una cumarina.

La cromatografia en capa fina de la fraccion 10 y 11 dan un Rf : 0.5 con Amax = 203,300 nm
que corresponde posiblemente a la jacaranona y metil jacaranona en la fracciéon 12 da un Rf=
0.52 a una Amax = 203, 276 nm posiblemente corresponde al &cido jacoumarico, corridas en

Cloroformo: Metanol (4:1), reveladas con Vainillina H2SOa.

Al subextracto butandlico tratado con éter, se obtiene un sub-subextracto etéreo, la
cromatografia en capa fina con Cloroformo:Metanol:Agua (65:35:15) revelada con Ce(SOs),
presenta Rfs similares por lo que se fracciona la muestra en una columna cromatogréafica de
la fraccion 3 a la 5 dan manchas redondas, separadas y similares por lo que se les une,
cromatografiadas en AtOAc:Me(OH):Agua (10:2.4:1) por lo que se aplica una placa

preparativa, en la verificacion de compuestos se tiene en la banda 3 un Rf = 0.4 con Amax =
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203, 231, 279, 310 nm, en la banda 4 un Rf = 0.66 con Amax = 202, 229, 279, 310 nm;

determinando posiblemente flavonoides y la estructura de una Isoflavona.

Comprobando asi, que hasta dos picos corresponde a terpenos y tres a flavonoides. Se
recomienda, que se realicen posteriores estudios para determinar la estructura quimica de los
metabolitos mencionados.



ABSTRACT

The Jacaranda (Jacaranda mimosifolia), is used as an antibacterial, this research aims to
chemical analysis technique which separates and identifies secondary metabolites that are
jacaranona, jacoumarico acid and metiljacaranona conducted in the Laboratory of
Phytochemistry School of Biochemistry and Pharmacy, Faculty of Science, is prepared by
steeping the plant with ethanol, evaporated and analyzed with staining reactions and
identification for flavonoids (Shinoda), saponins (foam), terpenoids (LibermamBuchart), and
lactones (Baljet). The ethanolic extract subextractos fragments in toluene, butanol and
residual ethanolic, thin layer chromatography on silica gel stationary phase sub-sub Grzsa
ethyl acetate extract fraction run 1 run in chloroform: ethyl acetate (93:70 ) and revealed
with Ce (SO4) gives an RFg4 0.79 to Amax = 230, 279 nm subtracting a coumarin structure.

Thin layer chromatography of fraction 10 and 11 give an Rf: 0.5 with Amax = 203.300 nm
which corresponds to the jacaranona and possibly metil jacaranona in fraction 12 gives an Rf
= 0.52 at a Amax = 203, 276 nm corresponds to the acid may jacoumarico, cum in

chloroform: methanol (4:1), revealed with vanillin H2SOA4.

At subextracto butanodlico tratado with ether yields a sub-subextracto ethereal, thin layer
chromatography with chloroform: methanol: water (65:35:15) disclosed with Ce(SO4)
presents similar Rfs so the sample is fractionated into a chromatographic column fraction 3
to 5 give round spots separated and the like so that joins them, chromatographed on AtOAcC:
me (OH): water (10:2.4:1) as preparative plate is applied in verification of the compounds in
the band 3 has an Rf = 0.4 with Amax = 203, 231, 279, 310 nm, in the band 4 with an Rf =
0.66 Amax = 202, 229, 279, 310 nm; determining flavonoids and possibly an isoflavone

structure.

Thus proving that even two peaks corresponding to three to terpenes and flavonoids. It is
recommended that further studies are conducted to determine the chemical structure of the

metabolites mentioned.
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CAPITULO VilII

ANEXOS

ANEXO No 1. ESPECTROS DE LAS FRACCIONES DE LA MICROCOLUMNA DEL SUB-
SUBEXTRACTO DE ACETATO DE ETILO
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ANEXO No 2. ESPECTROS DE LAS PLACAS PREPARARATIVAS DEL SUB-SUBEXTRACTO DE
ACETATO DE ETILO
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ANEXO No 3. ESPECTROS DE LAS PLACAS PREPARARATIVAS DEL SUB-SUBEXTRACTO
ETEREO.
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