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RESUMEN

Se realizé el “Estudio Fitoquimico de Espino chivo (Duranta triacantha)”, con el
objetivo de extraer, purificar e identificar metabolitos secundarios, utilizando métodos
cromatogréficos; la especie vegetal recolectada en el canton Guano, se prepar0 por
maceracion en etanol, se concentré y determind las propiedades fisicas y quimicas,
resultando un extracto liquido verdoso dulce, con densidad 0.985¢g/mL, pH=5.89 e
indice de refraccion 1.362 y por pruebas colorimétricas present6 los grupos funcionales
de sesquiterpenolactonas, alcaloides, benzoquinonas y taninos. Para la purificacion
cromatografica se prepar0 el subextracto cloroformico y subsubextracto hexanico,
después de realizar cromatografias en columna, microcolumna, placas preparativas con
cortes de bandas, posteriormente se concentrd y comprobo en cromatografia de capa
fina en sistemas de solventes apropiados con evidencia de eficacia, eficiencia y
resolucidn, se determind su espectro ultravioleta; aislando: el 1,3,4,7-tetrahidroxi-9,10-
antraquinona con Rf= 0.95 y Amax= 282.0nm, 292.0nm, 315.0nm, con un Rf de 0.44
cuyo espectro UV reveld la Ama= 222.0nm, 276.0nm, la flavona 1°5"-oxi-7-
hidroxiflavona, con Rf: 0.76 con Amax= 212.0nm, 289.0nm, el 7-hidroxi-flavananol y
en la cuantificacion por permanganometria se obtuvo 0.31 mEqg. de taninos
picatecdlicos como consumo de permanganato de potasio. Este estudio fitoquimico
comprueba la presencia de flavonoides y taninos cuyas propiedades antioxidantes,
antiinflamatorios y antisépticos benefician a la piel, ademas se aporta con estudios sobre
la planta y para su uso comercial en la industria farmacoldgica y cosmética en nuestro

pais, de acuerdo al contenido de metabolitos de la planta.



SUMMARY

Is was realized the "Phytochemical study of Espino chivo (Duranta triacantha)”, with
the objetive of extract, purify and identify secondary metabolites, using
chromatographic methods; the vegetal specie collected in Guano canton, it was prepared
for maceration in ethanol, the physical properties were concentrated and prepared,
resulting a liquid greenish and sweet extract, with density 0.985g / mL, pH = 5.89 and
refractive index 1.362 and for colorimetric tests are presented the functional groups of
sesquiterpenolactones, alcaloids, benzoquinones and tanines. For the chromatographic
purification was prepared the cloroformic substrates and the hexanic sustrates,before to
realize cromatographies in column, microcolumn, preparatory plates with cutting of
bands, afterwards it is concentred and proved in thin layer chromatography, in system of
proper solvents with evidence of effectiveness, efficiency and resolution, it was
determined its spectrum ultraviolet; isolating: the 1,3,4,7-tetrahidroxi-9,10-
Anthraquinone with Rf = 0.95 and Amax= 282.0nm, 292.0nm, 315.0nm, with a Rf of 0.44
whose spectrum UV revealed the Amax=222.0nm, 276.0 nm, the flavone 1'5-oxi -7-
h9idroxiflavone, with Rf 0.76 with Amax= 212.0nm, 289.0nm, the 7-hidroxi-flavananol
and in the quantification for permanganometry was obtained 0.31 mEqg of picatecolics
tanines like consumption of potassium permanganate. This phytochemical study
established the presence of flavonoids and tanines whose antioxidant, anti-
inflammatory, antiseptic properties, benefit to the skin, besides contributes with studies
about the plant and for its commercial use in the pharmacology and cosmetic industry in

our country, according to the content of metabolites in the plant.



INTRODUCCION

Duranta triacantha conocida vulgarmente como Espino Chivo, se utiliza generalmente
en el campo como lindero o matorral, en medicina tradicional para el tratamiento de
infecciones cuténeas en forma tépica, su potente accién se ha comprobado en el estudio
de actividad antimicrobiana para microorganismos ATCC activados como son:
Staphylococcus aureus, Candida albicans por el método de Mitschel, con resultados
positivos, esto se lo hizo en la Facultad de Ciencias de la ESPOCH (Uvidia, 2012).

Estos precedentes permitieron realizar una busqueda de investigaciones del vegetal
hallando estudios boténicos de: D. cajamarcensis Mold. “hualongo”, D. erecta L. “lila”,
D. mandonil. Mold. D. mutisii L.f. “cantus”, D. abtusifolia HBK. “tandul”, D. sprucei
Brig. “upacantur”, realizados en el Perd, y estudios fitoquimicos de D. vestita Cham, D.
repens y D. erecta. En el Ecuador existe solamente reportada D. triacantha, con
antecedentes del tiempo de las Virgenes del Sol quienes la utilizaban para tener la piel

limpia e hidratada.

Con el fin de aportar con estudios fitoquimicos de D. triacantha, se emprendid esta
investigacion desde: la recoleccion, identificacion botanica, preparacion de extractos
por maceracion y la fragmentacion en subextractos, andlisis cromatogréaficos,

cristalizacion y recristalizacion de sélidos, determinacion de espectroscopia ultravioleta.

Para cumplir este proceso se planted: Identificar la taxonomia de Espino chivo (D.
triacantha); Preparar los extractos etandlicos y subextractos cloroférmico, butandlico,
subsubextracto hexanico de la especie y tamizaje fitoquimico; Separar y purificar los
metabolitos secundarios presentes, mediante Cromatografia de capa fina vy
cromatografia en columna; y realizar el Analisis espectrofotométrico de las fracciones
purificadas.La investigacion dio como resultado el aislamiento y purificacién de cinco
metabolitos secundarios; los mismos que con la técnica del ultravioleta se determiné la

presencia de anillos de quinonas, flavonoides y taninos.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. VERBENACEAE

La familia Verbenaceae contiene alrededor de 35 géneros y 1.000 especies, registradas

en areas tropicales y extratropicales. (47) (52)

Son plantas muy aromaticas y con propiedades medicinales difundidas en los
pobladores de la region, quienes la usan en infusion o como saborizantes del tradicional
mate. (1) (5) (6)

Una especie perteneciente a esta familia es la Lippia alba, la cual varios estudios han
demostrado que es analgesica, protectora de la mucosa géstrica, antioxidante e

antimicrobiana, ademas de tener efectos en el Sistema Nervioso Central. (3) (8) (48)

1.2. GENERO DURANTA

En lo que respecta al género Duranta (Verbenaceae) hay informes sobre la presencia de
flavonoides, alcaloides, acetofenona, cumarinas, iridoides, diterpenos, triterpenos,
saponinas, hidratos de carbono, glucosidos fendlicos, glucosidos esteroideos y
esteroides. (2) (4) (45) (46) (13)

1.3. ESPECIES DEL GENERO DURANTA ESTUDIADAS
1.3.1. Duranta vestita Cham
Esta planta nativa se encuentra en el sur y sureste de Brasil, en la selva tropical. Los

frutos son muy utilizados en el tratamiento de la malaria (46), El estudio de algunas

actividades biologicas con los extractos y fracciones mostrd tener actividad contra

-1-



Plasmodium berghei, y ser antihelmintico (10) (12), ademas de ser utilizado para el
tratamiento de absceso. En Meéxico y Guatemala se utilizan las flores como un
estimulante y frutas como febrifugo. Y en Indochina, se considera diurético (12).

Tiene actividad inhibidora demostrada hacia la trombina, que se relaciona con la
enfermedad vascular trombdtica (12), y hacia enzimas prolil endopeptidasa. A demas
sustancias aisladas a partir de la fraccion soluble en cloroformo poseen actividad
antioxidante potente contra de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). (10)

El extracto de metanol de las hojas tiene citotoxicidad, ademas de actividad insecticida
contra el Aedes aegypti y piceus anti-alimentaria Attagenus (2). También se informé de
la actividad contra los hongos y Ceratocystis paradoxa Phytophthora capsici (50) (13).

En cuanto a la fraccion soluble de acetato registra actividad antioxidante y antiviral.
Ademas un estudio reveld un compuesto aislado de esta fraccion por medio de
columnas cromatograficas, e identificado por espectroscopia de UV, C-RMN y H-

RMN, dicho compuesto se lo conocié como Verbascosideo. (10) (32)

Glicose

Porgéo caféica s/OH

OH

T~ RN TE\iI/ 2‘\7‘/
P40 1

\
2 Foe L9 - .
\T/\\\ AN \E\I\f‘ - AN

::Agim .....................

OH |

Ramnose

FIGURA N° 1. ESTRUCTURA MOLECULAR DE VERBASCOSIDEO AISLADO DE D. vestita
Cham

Presenta inhibicién del crecimiento de Staphylococcus aureus y extracto de cetona

inhibicion del crecimiento de Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo todas las muestras

tienen alguna actividad alelopatica (43). Ademas de la fraccion de extracto cetona y

cloroformo de la corteza también posee actividad hemolitica (10) (13)

1.3.2. Duranta repens

A partir de hierbas medicinales orientales, cincuenta y un taninos y cuarenta y un

flavonoides aislados se evaluaron por su capacidad antioxidante con 2-picrilhidrazil 1,1-

difenil (DPPH) sistema generador de radicales, y que su actividad contra el radical
-2-



DPPH estéa estrechamente relacionada con su estructura quimica. Una comparacion de
las dos clases de compuestos mostré que los taninos tienen mas potencial que los
flavonoides porque casi todos los taninos demostraron accion de eliminacion
significativa dentro de un rango de baja concentracion, mientras que la actividad de los
flavonoides variaba distintivamente entre los diferentes compuestos. (46) (51)

Tres compuestos fueron aislados de la fraccion de acetato de etilo del extracto de
metanol de D. repens L. (Verbenaceae), el glucésido feniletanoides acteosida
(verbascosideo), el iridoide lamiide y la saponina pseudo-ginsenoside-RT1. Acteosida
mostrd actividad de captacion de radicales en el ensayo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH), mientras lamiide y la pseudo-ginsenosido-RT1 no estaban activos. (51)

Flavonoides Isoprenilados y un derivado de acetofenona isoprenilada junto con
compuestos conocidos aislados por primera vez a partir de esta especie, mostraron
actividad inhibidora frente a la prolil endopeptidasa y trombina. (2). Dos triterpenos, se
aislaron como una mezcla de la fraccion soluble en cloroformo de un extracto de etanol
de D. repens Linn (Verbenaceae) del vastago. La mezcla de beta-amirina y 3-beta-12-
oleanene, 21-beta-diol era muy eficaz contra las larvas del mosquito Culex

quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae). (37)

1.4. Duranta triacantha

FOTOGRAFIA N°1. EJEMPLAR DE ESPINO CHIVO
1.4.1. DESCRIPCION BOTANICA

Nombre cientifico: Duranta triacantha Juss.
Nombres vernaculos: Espino chivo, chivo caspi, chupucalla.

Origen y forma de vida: Nativa; arbusto (30).



Dentro de la familia Verbenaceae se encuentra el género Duranta, a la que pertenecen
17 especies de arbustos y pequefios arboles nativos de América, su extension va desde
el sur de Florida y México hasta el norte de Argentina. (45)

Son arbustos de hoja perenne, muy considerados debido a su aspecto y floracion. Sus
ramas son arqueadas y vigorosas, algunas con espinas largas, hojas verde medio y flores
en ramilletes semipéndulos de coloracion lila. Se reproducen en primavera por semillas,

0 a fines del verano por esquejes semilefiosos. (45)(47)

1.4.2. TAXONOMIA

Domain: Eukaryota

Taxdn Superior: Duranta

Taxdn Superior Principal: Duranta
Reino: Vegetal

Phyllum: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Lamiales

Familia: Verbenaceae

Geénero: Duranta

Especie: Duranta triacantha

Nivel: Especie

Nombre cientifico: Duranta triacantha Juss.
Autor Epiteto Especifico: Juss.
Determinador: Liesner, R.

Fecha determinacion: 2001(20) (45) (47)

FUENTE: THE BOARD OF TRUSTEES OF THE ROYAL BOTANIC GARDENS, HERBARIUM CATALOGUE.

FOTOGRAFIA N° 2. Duranta triacantha.
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http://es.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Eukaryota_Domain.asp

1.4.3. AREA DE DISTRIBUCION

SUR AMERICA OCCIDENTAL: Nativo: Bolivia- Cochabamba, La Paz, Santa
Cruz, Colombia, Venezuela, Ecuador - Azuay, Bolivar, Cafar, Carchi, Chimborazo,
Cotopaxi, Imbabura, Loja, Napo, Pichincha, Tungurahua, Per( - Ancash, Apurimac,

Arequipa, Cajamarca, Cusco, Huénuco, Junin. (30)

1.4.4. USOS

Se usa como forraje de animales (ganado bovino).Tiene uso combustible. EIl tallo
delgado se utiliza para azar cuyes, construir cercas, y como escoba. (45)

En la region interandina el Espino chivo (Duranta triacantha), es ampliamente utilizado
para eliminar manchas en la piel, hongos e irritaciones cutaneas. El fruto maduro
contiene mucilago, por lo que es utilizado para elaborar cosmético y para tratar
quemaduras. La infusion de las hojas, flor y el fruto trata resfrios, fiebre y tos (23). En
la antigtiedad las Virgenes del sol la usaban como hidratante de la piel (20). En Pakistan

es usada como barrera o como planta ornamental. (21)(45)

1.5. EXTRACTO

Los extractos son concentraciones cuya consistencia varia, asi puede ser: liquida
(extractos fluidos y tinturas), semisolida (extractos blandos o densos), solida (extractos
secos), los cuales se obtienen mediante drogas vegetales o tejidos animales

generalmente en estado seco. (31) (40)

1.6. METABOLITOS

En los vegetales el metabolismo se divide en metabolismo primario y metabolismo

secundario. (35)

El Metabolismo primario comprende los procesos metabdlicos vitales del vegetal
(fotosintesis, respiracion, transporte de solutos), cuyos compuestos implicados, tienen

una disposicién total en el vegetal, (ej.: aminoacidos, carbohidratos, clorofila). (35)


http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/paper.pl?language=en&chapter=distrib
http://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/introduccion-a-la-farmacognosia/drogas/
http://quimica.laguia2000.com/reacciones-quimicas/metabolitos-secundarios-de-las-plantas

En el metabolismo secundario ocurre lo contrario pues no son vitales para todos los

vegetales, interaccionan con el ambiente que los rodean.

Aparecen en forma restringida en algunos grupos taxonomicos, se los considera

articulos de lujo, ya que tienen un gran valor desde un punto econémico y social. (35)

En general los metabolitos primarios y secundarios pueden tener actividad bioldgica
determinada: medicinal, tdxica, alimenticia; puede tener aplicacion casera o industrial
en sintesis, es necesario conocer los vegetales de nuestro pais y darles un uso adecuado,
una produccion sustentable y sostenible; aprovechar y disfrutar de los recursos que la

naturaleza nos ofrece. (16) (17)

1.7. DESCRIPCION DE ALGUNOS METABOLITOS

1.7.1. FLAVONOIDES

Se han estudiado alrededor de diez clases de flavonoides. Se caracterizan por poseer 15
atomos de carbono en el nucleo esencial, con el sistema Ce-C3-Cs, donde dos anillos
aromaticos A y B se unen por tres carbonos que pueden o no formar un tercer anillo,

que de presentarse se llama anillo C. (12)

Son relativamente polares y en agua tienden a solubilizarse; son detectados por
colorimetria, con la intensa coloracion verde, purpura, azul o negro, producida con la
adicion de una solucion acuosa o alcohdlica al 1% de cloruro férrico. Por la naturaleza
aromatica de los compuestos, muestran intensa absorcion en la region UV del espectro,
que sirve en su identificacion y andlisis cuantitativo. En presencia de alcalis muestra un

desplazamiento batocrémico.

Los espectros flavonoides son determinados cominmente en solucion metandlica. El
espectro tipicamente consiste de dos maximos de absorcién en rangos de 240-285 nm
(Banda 1) y 300 — 550 (Banda ). Podria indicarse como caracteristicas de

dihidroflavonas, dihidroflavonoloes e isoflavonas. (31)


http://quimica.laguia2000.com/reacciones-quimicas/metabolitos-secundarios-de-las-plantas

TABLA N° 1. VALORES DE ABSORCION PARA LAS BI Y Bll DE LOS DIFERENTES TIPOS
DE FLAVONOIDES

Banda I, nm Banda |, nm Tipo de flavonoide
250-280 310-350 flavonas
250-280 330-360 Flavonoles (30OH subst)
250-280 350-385 Flavonoles (30H libre)
245-275 310-330 " | Isoflavonas (5-deoxi-,6, 7dioxi) |
275-295 300-330 " | Isoflavonas, dihidroflavonoloes |
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

Actividad Bioldgica de los Flavonoides

Durante siglos, los preparados con estos compuestos activos han sido utilizados para
tratar enfermedades humanas. Presentan maltiples actividades bioldgicas in vivo e in
vitro, como antioxidante, antibacteriano, anti-alérgica, vasodilatador, hepatoprotetota,
anticancerigeno, estimulante inmune, anti-inflamatorios, antivirales y los efectos
estrogénicos, asi como inhibidores de diversas enzimas, tales como fosfolipasa A2,

ciclooxigenasa, lipoxigenasa, xantina oxidasa y glutation reductasa. (18) (34) (36)
Los glicésidos de quempferol, quercetina y myrcetina, presentan alelopatia. (43)

El extracto de hexano generalmente tiene clorofilas gomas y, cuando estan presentes

.....

y 6 metoxiquercetina 3,7,3",4 tetrametieter, y los extractos de cloroformo y acetato de

etilo son ricos en flavonoides.

Este proceso favorece la extraccion de gran parte de flavonoides, pero no con

antocianidinas o flavonoides de baja polaridad. (12)

Los flavonoides tienen afinidad de union elevada con proteinas, hormonas y acidos
nucleicos, y con iones divalentes de metales, catalizan el transporte de electrones y
captan radicales libres. Esto hace de los flavonoides un grupo con potencial terapéutico

importante, especialmente por sus capacidades antioxidantes. (25)

1.7.2. QUINONAS

Las quinonas naturales son un grupo de compuestos cuya coloracion puede ser desde el

amarillo palido hasta casi negro. Se encuentran frecuentemente en la corteza, en el
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corazon de la madera o de la raiz, y en algunos casos en las hojas, donde su color esta
enmascarado por otros pigmentos. En general estan ampliamente distribuidos pero
contribuyen en muy poca extension a la coloracién de las plantas superiores, a
diferencia por ejemplo de los carotenoides y antocianinas, en cuanto hacen mayor
contribucién en las bacterias hongos y liquenes. (9) Para confirmar su presencia puede
ser Util una simple reaccion de color basada en las propiedades redox de las quinonas;
asi la reduccion a un producto incoloro (o menos intensamente coloreado) y la fécil
regeneracion de su color por oxidacion es caracteristica y distintiva de ellas. (35)

Antraquinonas
Las antraquinonas son una clase de metabolitos secundarios vegetales con una

funcionalidad  p-quinoide en un ndcleo antracénico, cuyos carbonos se enumeran tal

como se muestra en la Fig. 2. (31)

O
8 1
7 2
5 4
O

FIGURA N° 2. ENUMERACION DE LOS CARBONOS EN EL NUCLEO DE LAS
ANTRAQUINONAS

Las antraquinonas en general presentan en solucion etanolica hasta cuatro bandas de
absorcion entre 220 y 290 nm (=9000-3000), otra entre 300 y 350 nm (=3000-6000), y
otra entre 400 y 500 nm (=2000-9000). (31)

Propiedades Farmacoldgicas

Las antraquinonas y otros compuestos fendlicos y flavonoides de drogas usadas de
plantas del género Frangula, tienen accidn purgante, antioxidante y antimicrobiana.
(28) Se ha reportado la sintesis de antraquinonas como agentes anticancerigenos
potenciales. Algunas antraquinonas naturales han mostrado actividad in vitro contra

células hepaticas dafiadas.



Debido a la importancia que tienen las drogas con compuestos antracénicos, existen
estudios para su obtencién a partir del cultivo in vitro de tejidos vegetales, y mediante
meétodos de sintesis quimica.

Las 4,5-dihidroxiantraquinonas son los principios activos de drogas laxantes como el
sen, el ruibarbo, la cascara sagrada y la penca zébila.

La droga Hierba de San Juan, Hypericum perforatum usada como antidepresivo,
también contiene la diantrona llamada hipericina.

Otra accién bioldgica es la antimicotica, como los compuestos tipo antrona de
Picramnia. Ademas de actividad contra parasitos como el causante de la elefantiasis,

contra hongos fitopatdgenos. (28)

1.7.3. TANINOS

Los taninos vegetales son considerados compuestos polifenolicos, presentes en
diferentes partes de la planta, particularmente en la corteza de numerosos arboles, donde

se pueden obtener gran cantidad de estos.

Durante afios los taninos eran compuestos con actividad bioldgica en duda, y sin
beneficios farmacologicos de relevancia, ya que parte importante de su estructura ain
era desconocida para la ciencia. La definicién de la misma hizo posible el estudio y
prescripcion de nuevas propiedades para estos compuestos, asi como la posibilidad de

su uso en humanos. (24)

Indiscutiblemente, la actividad antiviral contra el virus herpes simple tipo 1y 2 (HSV-1,
HSV-2), y méas recientemente sobre el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1)
constituyen uno de los mas importantes reportes acerca de la actividad biologica de
estos compuestos, asociada esta con la estructura quimica. (42) Ademas se reportan
estudios en los cuales el extracto etandlico con estos compuestos, contiene actividad

gastroprotectora. (19)

Cuantificacién de Taninos Pirocatécolicos por Permanganometria, Permanganato

de Potasio como Valorante

El analisis de valoracién volumétrica es la determinacion del volumen exacto de una

norma, para reaccionar cuantitativamente con una solucién cuya concentracién de
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solucion se determina (49). Esta es una técnica ampliamente utilizada para la
determinacion cuantitativa de diversas sustancias, incluso siendo actualmente una
técnica clasica de determinacion. La Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales
(AOAC) es una organizacion internacional con més de 120 afios de experiencia en la
validacién y aprobacion de métodos de analisis de los alimentos, describen un total de
2813 los métodos de andlisis, de los cuales 442 pacientes, el 16% son métodos
volumétricos, mostrando su importancia y aplicabilidad. (29)

La permanganometria se basa en reacciones de Oxido—Reduccion, en las que KMnOs
interviene como agente oxidante para la determinacion volumétrica del agente reductor.
Este tipo de reaccion fue propuesta primero por F. Marguerite en la determinacién de
Fe(Il) en soluciones &cidas.(26)

Normalizacién de Permanganato de Potasio

Dado que el permanganato no es un patrén primario, se recomienda la normalizacion de
sus soluciones con oxalato de sodio en un medio acido. Esto significa la sal del acido
débil se protona para formar el acido oxalico La normalizacion se realiza afiadiendo el
patron de KMnOs al 90 a 95% del volumen requerido para el punto de equivalencia
calculado previamente a una temperatura de alrededor de 60°C, como punto final de la

titulacion la coloracion rosa palido, debido al pequefio exceso de KMnO4 (28)

1.8. ANALISIS FITOQUIMICO

El analisis fitoquimico determina los metabolitos secundarios presentes en la especie a
estudiar (ej. plantas medicinales), (31) aplicando una serie de técnicas de extraccion, de

separacion y purificacion y de determinacion estructural (UV, IR, RMN, EM). (33)

Un analisis fitoquimico comprende en general, las siguientes etapas:

- Recolecciodn y clasificacion botanica de la especie en estudio(11)
- Extraccion, separacion y purificacion de constituyentes quimicos
- Determinacién estructural , y

- Ensayos farmacoldgicos (16) (17)

-10 -



1.9. TAMIZAJE FITOQUIMICO

Son pruebas de orientacion preliminares simples y rapidas que ayudan a la deteccion
cualitativa de grupos de compuestos determinados, formando precipitados,
coloraciones, etc., propias para las clases o grupos de compuestos, en minima cantidad
posible, utilizando un minimo de equipo de laboratorio. (33)

Los resultados del tamizaje deben ser interpretados junto a los resultados de las pruebas,
ya que la actividad bioldgica es atribuida en ocasiones por el fitocomplejo y en otras por
un cierto compuesto al que se lo llama marcador. (33). Incluye los ensayos de: (44)

1.9.1. ENSAYO DE SUDAN

A una alicuota del extracto, se afiadio 1mL de solucion del colorante Sudan 111 0 Sudan
IV diluido con anterioridad en agua. Se calent6 en bafo de agua hasta que el solvente se
evapord. Si se divisa una pelicula o gotas al interior del liquido de color rojo en las

paredes del tubo de ensayo, se considera positiva para compuestos grasos.

1.9.2. ENSAYO DE WAGNER

Se parte de una solucion &cida, afiadiendo 2 ¢ 3 gotas del reactivo de Wagner, y los

resultados obtenidos se reportan igual que en la reaccion anterior.

1.9.3. ENSAYO DE BALJED

A una alicuota del extracto, se evapord el solvente en bafio de agua y se lo disolvié en
alcohol (1mL). Se adiciond 1mL de Reactivo de Baljed, donde el ensayo es positivo si
aparece coloracion (++) o precipitado rojo (+++) para la presencia de compuestos con
agrupamiento lactdnico en un extracto, exclusivamente cumarinas, ademas de otros

compuestos lactonicos.

1.9.4. ENSAYO DE BORNTRAGER

A una alicuota del extracto se evaporé el solvente en bafio de agua y se lo disolvié en

1mL de cloroformo. Se agregd 0.5mL de hidroxido de potasio o de sodio o amonio al
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5%. Se agitd y se dejo reposar hasta su separacion. Se considera un ensayo positivo
para quinonas cuando la fase acuosa alcalina (superior) se tifie rosada (++) o0 roja

(++4).

1.9.5. ENSAYO DE ESPUMA

Reconoce saponinas esteroidales y triterpénicas. A una alicuota alcohdlica del extracto,
se diluyé en agua en proporcién 1:2, se agitd con fuerza por 5-10 min. Se considera
positivo si existe espuma persistente por mas de 2 min. en la superficie del liquido de

maés de 2 mm de altura.

1.9.6. ENSAYO DEL CLORURO FERRICO

Revela la presencia de compuestos fenolicos y/o taninos si el extracto es alcoholico. A
una alicuota del extracto alcohdlico se agregd 3 gotas de tricloruro férrico al 5% en
solucion salina fisiologica (cloruro de sodio al 0.9% en agua).
En extractos acuosos se determina fundamentalmente taninos. Se neutraliza una alicuota
afiadiendo acetato de sodio y tres gotas de tricloruro férrico al 5% en solucién salina
fisiologica, un ensayo positivo se considera:

- Color rojo-vino, compuestos fendlicos en general.

- Color verde intensa, taninos pirocatecolicos.

- Color azul, taninos pirogalotanicos.

1.9.7. ENSAYO DE SHIDONA

Si la alicuota es acuosa o alcoholica, se adicioné 1mL de acido clorhidrico concentrado
y un pedacito de cinta de magnesio metalico. Luego de 5 min., se agregé 1mL de
alcohol amilico, se mezclo6 y se dejé reposar hasta su separacion.

El resultado es positivo para flavonoides, si el alcohol amilico se torna intensamente

amarillo, naranja, carmelita o rojo.
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1.9.8. ENSAYO DE ROSENTALER

Evidencia a terpenos. A una alicuota etanélica del extracto, se afiadié unas gotas de
reactivo de Rosentaler (sol. 1% de vainillina en EtOH y 5mL de H.SOs4 conc.) se
calentd y en presencia de color en escala de rosada a violeta o pardas se da como

positivo.

1.10. CROMATOGRAFIA

TABLA N° 2. TECNICAS CROMATOGRAF|CAS

L De extraccion En soxlhets. Maceracion. Percolacion.  Arrastre de vapor.
Fluido supercritico.
II. De separacion y purificacion
Cromatografia en papel CP Ascendente CPA
Descendente CPD
Circular CPC
Preparativa CPP
Cromatografia de capa delgada, Analitica CCD
CCD Preparativa CCDP
Bidimensional CCDB
Cromatografia  liquida (de Adsorcion
columna; CC) Particion
Exclusion
Flash
Al vacio

Intercambio i16nico
Alta performance, HPLC
Cromatografia =~ en  contra A la gota (DCCC)

corriente, CCC Alta velocidad (HSCCC)
Cromatografia gas-liquida,
CGL Electroforesis
II1. De determinacion estructural
Espectrométricas Ultravioleta-visible, UV-Vis

Infrarrojo, IR
Resonancia magnética nuclear
De proton y de carbono 13, 'H-

RMN, “C-RMN
De masa, EM
Rayos X
Reacciones de coloracion y de precipitacion
Propiedades fisicas

FUENTE: LOCK O., MANUAL DE FITOTERAPIA, FONDO EDITORIAL PUCP, 1994 (29)(40)

Cromatografia es la separacion de compuestos de una mezcla por particién entre dos

fases inmiscibles, una estacionaria y otra movil. P|0r la indole de las fases la
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cromatografia puede ser: sélido-liquido (capa fina, papel o columna), liquido-liquido y
gases-liquido (fase vapor). (31)

Los sélidos pulverizados finamente absorben en mayor o menor grado otras sustancias
en su superficie; Yy, equivalentemente, todas las sustancias pueden ser adsorbidas, en
mayor o menor grado. Esta adsorcion selectiva es la base de la cromatografia, (15)

1.10.1. CONCEPTO DE Rf

A Rf se la define como:

Rf = (a) distancia gue recorre la muestra desde el punto de aplicacién

(b) distancia que recorre el disolvente hasta el frente del eluyente.

Frente del eluyente

O// Muestra

Punto de aplicacid

|

i 04/

(@ (b)

FUENTE:www.relaq.mx/RLQ/tutoriales/cromatografiaThin.htm#historia

FIGURA N° 3. DEFINICION DE RF

Las condiciones en las que se corre la muestra, como las condiciones de la placa, el
adsorbente, eluyente, temperatura, vapor de saturacion, etc. Seran quienes den el valor
del Rf.

La reproducibilidad es de + 20%, asi se recomienda duplicar el corrido de la misma
placa. (15)

1.10.2. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

En este tipo de cromatografia se utilizan placas que pueden ser de vidrio, aluminio o
poliéster, recubiertas de fase estacionaria con espesor constante. El eluyente asciende
por la placa por capilaridad, produciendo "manchas" que son los componentes

arrastrados.

El grado de elucion depende de la polaridad de las sustancias y eluyente empleado. Las

placas utilizadas convencionalmente miden: 20x20, 10x20 y 5x2 cm
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Existen adsorbentes que incluyen indicador de fluorescencia, esto ayuda a la
identificacion con mayor facilidad de las muestras. Si los componentes son incoloros y
no se usa indicador, se revelan con distintas técnicas. (15)

Reveladores mas comunes

Las manchas coloreadas son visibles en forma inmediata; las incoloras se pueden

revelar con:

- Luz Ultravioleta: si la sustancia absorbe luz UV, es posible usar la fase estacionaria

con un indicador de fluorescencia (Fys54 0 F346)-
- Vapores de Yodo: La placa es introducida en vapores de yodo.

- Solucién de agua/H2SO4 1:1 Se rocia dentro de una campana de extraccion de gases,

se calienta, hasta carbonizar los compuestos.

Adsorbentes mas Comunes

- Gel de silice

- Altmina u Oxido de Aluminio (4cida, neutra o basica)
- Poliamidas

- Celulosa (Nativa o micro-cristalina)

Al elegir el adsorbente se debe tomar en cuenta: la Pureza, Polaridad, Diametro,

Tamafio de particula, Homogeneidad, y Area Superficial. (15)
Factores que influyen en la separacion

- Temperatura: las sustancias a temperatura baja se fijan mas en la fase estacionaria.
- Corrientes de aire.

- Placas contaminadas: contienen grasa o agentes plastificantes o adhesivos. Se limpian
al correrla en una mezcla de cloroformo y metanol y después se seca por completo antes

de aplicar la muestra.

- Grado de Pureza del disolvente.
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1.10.3. CROMATOGRAFIA EN PLACA PREPARATIVA

La cromatografia preparativa es Util en la separacion y aislamiento de componentes de
una mezcla en cantidades entre 100-200 mg. Se lleva a cabo en placas de gel de silice de
1-2 mm de espesor sobre un soporte de vidrio. (15)

En la superficie del adsorbente, a través de una pipeta Pasteur, se traza una linea
continua con la muestra disuelta y con la placa en posicion vertical se introduce en una
cuba cromatografica tapada, que evita la evaporacion del disolvente, y ayuda a un
ambiente uniforme. Separados los productos, se marca con una cuchilla el contorno del
compuesto a aislar y con una espatula se desprende del soporte de vidrio el gel de silice
con el compuesto adsorbido. Se introduce en un Erlenmeyer con un disolvente soluble,

se filtra el gel de silice, se elimina el disolvente y se tiene el producto puro. (15)

1.10.4. CROMATOGRAFIA DE COLUMNA

En este tipo de cromatografia la separacion de las moléculas de una mezcla se lo hace
por afinidad a la fase estacionaria o a la fase movil. Si la afinidad de una molécula A

por la fase estacionaria es mayor que B, B bajara més rapido que A. Existen otras como:
- Filtracion en gel. Las moléculas son separadas por su tamafio. (15)

- Intercambio idnico: Es utilizada en purificacion de proteinas. Para la separacion se

toma en cuenta la carga i6nica de las moléculas. (15)

- Fase inversa: La matriz de fibras de silicato con cadenas de hidrocarburos atrae las

moléculas hidrofobicas de la muestra, y aquellas hidrofilicas salen con el amortiguador.

Anadlisis de los eluatos de la columna

Cuando los eluatos son coloreados, la monitorizacion es visual. En compuestos
incoloros, el eluato se recoge en tubos rotulados en fracciones pequefias y en secuencia,
la composicion de cada fraccion es analizada por cromatografia en capa fina. Se relinen
las fracciones con el mismo producto, el disolvente es eliminado y los componentes se

analizan por espectroscopia. (15)
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1.11. ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO

1.11.1. ESPECTROFOTOMETRIA

La espectrometria nace con el estudio de la radiacion y la materia como funcién de la
longitud de onda (A).

Estima la concentracién o cantidad de especies en una muestra, a través de un
espectrometro o espectrografo. Se pueden identificar sustancias mediante el espectro
emitido o absorbido por las mismas a ciertas longitudes de ondas. (26)(27)

1.11.2. ESPECTROSCOPIA ULTRA VIOLETA.

1.11.2.1. Fundamentos Basicos

Su base consiste en la capacidad de absorcion de radiacion ultravioleta-visible de una
molécula, causando la excitacion de un electron por su paso de un estado basal al estado
excitado. La excitacion corresponde a los electrones de enlace, por lo que esta
espectroscopia es Util para identificar grupos funcionales en una molécula. El rango de

la longitud de onda oscila entre 160 a 780 nm. (22)
Al absorber radiacion UV-visible, la molécula lo hace en 2 etapas:

- Excitacion electronica

- Relajacién: que puede ser por:
= Emision de calor
= Reaccion fotoquimica

= Emision de fluorescencia / fosforescencia
1.11.2.2. Aplicaciones
La espectrometria UV/Vis se utiliza habitualmente en la determinacién cuantitativa de

soluciones de iones metalicos de transicion y compuestos organicos llamados dienos

conjugados. (38)
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Los disolventes para estas determinaciones son a menudo el agua para compuestos
solubles en agua, o el etanol para compuestos organicos solubles. No todos los
disolventes orgénicos son apropiados para este fin ya que pueden tener una significativa
absorcion de UV. La absorcidon del espectro de un compuesto orgéanico puede ser
afectada por la polaridad y el pH del disolvente. El etanol absorbe muy débilmente en la

mayoria de longitudes de onda. (38) (14)

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

menudo demasiado intensos para ser usados en mediciones cuantitativas. (33)

Existe una relacion directamente proporcional entre la absorbancia y la concentracion
de la solucion, por lo que la espectrometria UVvis puede aplicarse para definir la

concentracion de una solucion. Esto se manifiesta en La ley de Beer-Lambert. (38)

1.12. LEY DE BEER

Enuncia una relacion directamente proporcional entre la absorbancia y la concentracion,
hallandose a menudo desviaciones que se relacionan con el fundamento de la ley y
representan limitaciones propias de la misma. Otras veces surgen debido a la forma en
que se realizan cambios quimicos asociados con cambios de concentracion; conocidas

como desviaciones instrumentales y desviaciones quimicas, respectivamente. (22)

1.12.1. LIMITACIONES PROPIAS DE LA LEY DE BEER

La ley de Beer describe de forma correcta el comportamiento de absorcion de un medio
gue contiene concentraciones de analito relativamente bajas; en este sentido es una ley
limite. A concentraciones altas (generalmente >0.01M), la distancia media entre las
moléculas responsables de la absorcion disminuye hasta el punto en que cada molécula
altera la distribucion de carga de las moléculas vecinas y la capacidad para absorber la
radiacion de una determinada longitud de onda de las moléculas. Como la magnitud de
la interaccion depende de la concentracion, la aparicion de este fendmeno da lugar a
desviaciones de la linealidad entre la absorbancia y la concentracion. Algo similar se
encuentra, a veces, en medios que contienen concentraciones de absorbente bajas pero

concentraciones de otras especies altas, en particular electrélitos. La estrecha
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proximidad de los iones al absorbente altera la absortividad molar de éste por
interacciones electrostaticas; el efecto se reduce mediante dilucion.

En ciertos iones o moléculas organicas grandes aparecen algunas excepciones al efecto
de las interacciones moleculares no significativo para concentraciones inferiores a
0.01M. Por ejemplo, se ha comprobado que la absortividad molar del cation del azul de
metileno en disoluciones acuosas, incluso por debajo de 10-6M no se observa
cumplimiento estricto de la ley de Beer. (22)

1.12.2. DESVIACIONES QUIMICAS

Al disociarse un analito, se asocia o reacciona con un disolvente dando un producto con
un espectro de absorcion diferente al del analito, produciendo desviaciones de la ley de
Beer. Las disoluciones acuosas de los indicadores &cido-base son un ejemplo
caracteristico de este comportamiento, el cambio de color asociado se produce como

consecuencia de los cambios en el equilibrio.

1.12.3. DESVIACIONES INSTRUMENTALES ORIGINADAS POR LA
RADIACION POLICROMATICA

Solo si la radiacién es monocromatica se observa el cumplimiento estricto de la ley de
Beer. Desafortunadamente, el uso de esta en la practica no es frecuente ya que los
dispositivos que aislan porciones de la sefial de salida de una fuente continua generan

una banda de longitudes de onda mas o menos simétrica en torno a la deseada.

1.12.4. DESVIACIONES INSTRUMENTALES ORIGINADAS POR LA
RADIACION PARASITA

El monocromador emerge radiacion que suele estar contaminada con pequefias
cantidades de radiacion dispersada o parasita, la cual alcanza la rendija de salida como
resultado de dispersiones y reflexiones en varias superficies internas. La radiacion
parasita, difiere sustancialmente en su longitud de onda de la radiacion principal, y
ademas, puede no haber atravesado la muestra. En presencia de radiacion parasita, la

absorbancia observada viene dada por:
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A'=log[(Po+Ps)/(P+Ps)]

Donde Ps es la potencia de radiacion parésita no absorbida.

Cuando las concentraciones y caminos opticos son elevados, la radiacion parésita puede
causar desviaciones significativas en la relacion lineal entre la absorbancia y el camino
Optico. (26) (27)

1.12.5. APLICACIONES

En el Andlisis Cualitativo, el disolvente empleado influye en las posiciones de los
maximos, los polares desplazan a mayor longitud de onda. Al medir la absorcion se

descubren ciertos grupos funcionales que actian como cromaéforos.

En el Andlisis cuantitativo podemos medir la concentracion de la sustancia que absorbe

al medir la cantidad de radiacion absorbida, independiente de la radiacion incidente.

1.12.6. CARACTERISTICAS

- Se cuantifican especies inorganicas y organicas que absorben UVvis y; otras que no
absorben por si mismas pueden hacerlo al ser tratadas quimicamente

- Alta sensibilidad: hasta 10-7 M segln se modifique una técnica.

- Selectividad: se analiza cada especie por separado.

- Facilidad y comodidad.(22)

1.12.7. METODOS DE MEDIDA

- Espectrofotométrico ordinario.

- Espectrofotométrico de escala expandida o de analisis de trazas.
- Determinaciones simultaneas.

- Adicion estandar.

- Espectroscopia de derivadas.

- Valoraciones espectrofotométricas.

-20 -



1.12.8. CONSIDERACIONES GENERALES

La méxima absorcidn se debe a la presencia de cromoforos en una molécula. Este tipo
de espectroscopia sirve principalmente para el analisis de compuestos aromaticos y

acidos carboxilicos (o y ) insaturados. (22)

1.13. 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. (31)

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 existentes en la molécula. La absorcién UV-Visible, sin embargo, no es una
prueba especifica para ningun compuesto determinado, ya que muchos factores

presentes en esta técnica pueden influir en los espectros de absorcion de los compuestos.

Dieno aciclico Momoanular Heteroanular
s-trans S-Cis
Amax (NM) = 217 253 214

FIGURA N° 4. SISTEMA BASICO DE WOODWARD-FIESER (44)(16)
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Incrementos:
Por cada doble enlace conjugado adicional +30
Por cada doble enlace exociclico +5

Por cada sustituyente:

C-sustituyente +5

-Cl, -Br +5

-OR +6

-OC(O)CH3 0

-NR2 +60

-SR +30

Correccion del disolvente ~0

Valor base: .......... 253
3 C-sust. (3x5)....... 15
I C=C exo............. 5
Amax = 273nm Valor teorico

FIGURA N° 5. EJEMPLO DE APLICACION DE WOODWARD-FIESER (44)(16)
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CAPITULO 11

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGAR DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion se desarroll6 en:

- Laboratorio de Fitoquimica de la Escuela de Bioguimica y Farmacia, Facultad de
Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

- Laboratorio de Analisis Instrumental de la Escuela de Bioquimica y Farmacia,
Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2. RECURSOS MATERIALES

2.2.1. EQUIPOS

- Aspersor

- Balanza analitica (BOECO Germany)

- Bomba de vacio

- Céamara digital

- Cémara UV

- Centrifuga (Dynac CA)

- Computadora

- Desecador

- Espectrofotometro UV 1603 (Shimadzu)
- Estufa de circulacion de aire (MEMMERT)
- pH-metro

- Refrigeradora (MABE)

- Refractémetro

- Reverbero eléctrico (HACEB)
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2.2.2.

Rotavapor (HEIDOLPH TYPE HEIZBAD HEI-VAP)

Sorbona

MATERIALES

Algodon

Balones de aforo
Balones esmerilados
Camaras cromatograficas
Capilares

Columna cromatografica
Embudo de separacion
Embudo normal
Erlenmeyers

Frascos ambar

Frascos de vidrio boca ancha
Gradilla

Mangueras

Mascarilla

Papel aluminio

Pera de succion
Picnometro

Pipeta Pasteur y de 1 mL 5 mL 10mL
Pinzas universales

Piseta

Placas de silica gel
Probeta 25mL
Refrigerante

Tijera

Tripode

Tubos de ensayo

Varilla de agitacion

Vasos de precipitacion
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2.2.3. REACTIVOS

- Acetato de etilo

- Acetona

- Acido acético

- Acido clorhidrico

- Acido férmico

- Acido sulfdrico 0.1 N
- Acido sulfarico - Vainillina
- Agua destilada

- Alcohol etilico

- Alcohol metilico

- Amoniaco

- Butanol

- Cloroformo

- Cloruro férrico

- Eter Hexano

- Hidroxido de sodio

- Indigo de carmin

- Limaduras de magnesio
- Permanganato de potasio 0.01 N
- Reactivo de Baljeth

- Reactivo de Wagner

- Reactivo de Shinoda

- Reactivo de Sudan I1I

- Sulfato de Cerio

- Tolueno

- Vainillina

- Yodo

2.3. FACTORES DE ESTUDIO

- Identificacién taxondémica de Espino chivo.
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- Preparacion de los extractos etandlicos y subextractos cloroférmico, butandlico,
subsubextracto hexanico de Espino chivo y tamizaje fitoquimico.

- Separacion y purificacion de los metabolitos secundarios presentes en los
subextractos y subsubextractos, mediante cromatografia de capa fina y
cromatografia en columna.

- Anaélisis espectrofotométrico de las fracciones purificadas.

2.4. RECOLECCION DEL VEGETAL

El vegetal fue recolectado selectivamente, es decir, solo la parte aérea de Espino Chivo
y aquellos que estaban frescos y completos, el 29 de Septiembre del afio 2012, en la
colina de Lluishi del canton Guano ubicada a 8Km de la ciudad de Riobamba;

2.5. IDENTIFICACION BOTANICA.

Se tomo la muestra de Espino chivo, la misma que incluyd tallos con ramas, hojas,
flores, frutos y semillas y fue llevada al Herbario de la ESPOCH, dirigido por el Ing.

Jorge Caranqui, quien certificaria que se trataba de un ejemplar de Duranta triacantha.

2.6. PREPARACION DEL EXTRACTO

Para la preparacion del extracto etandlico de Espino chivo (Duranta triacantha), se
utilizd el vegetal fresco y completo excepto la raiz, (40) mediante el siguiente

procedimiento:

Una vez recolectado el material vegetal se procedi6 a su limpieza:

- Se realizd una separacion manual de hojas secas y otras macroimpurezas.

Se lavé para eliminar polvo y cualquier otro residuo del proceso anterior.

Se coloco sobre papel, para escurrir y favorecer el secado completo.

Se troz6 muy finamente todas las partes del vegetal con una tijera de podar.

Se agrego etanol al 96%, empleando 3mL por cada gramo del vegetal limpio seco y
triturado (455g), en un frasco de vidrio con tapa, se agitd y se dejé en maceracion por
72 horas. (29)
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Después de transcurrido este tiempo, se filtro; el liquido obtenido se trasvasé a un balén
esmerilado para concentrarlo en el rotavapor a una temperatura no mayor a 50°C y a

200rpm, hasta la completa eliminacion del etanol.

La porcidn restante del balén (extracto concentrado) se recogid, determind su volumen

y peso, se dejé en refrigeracion por 24 horas para precipitacion de clorofilas.

Posterior a las 24 horas, se filtrd, recogiendo asi el extracto libre de clorofilas (Extracto
Etandlico A) en un recipiente ambar limpio y seco cerrando herméticamente y se

almaceno en refrigeracion.

2.7. CARACTERIZACION DE PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS Y
FISICAS DEL EXTRACTO

2.7.1. REQUISITOS ORGANOLEPTICOS

Los parametros organolépticos comprenden: la Determinacion del color, aspecto y olor,
de acuerdo con la legislacion vigente para fabricacion, uso y comercializacion de

plantas medicinales y fitomedicamentos. (41) (29) (39)

2.7.2. REQUISITOS FiSICOS

Se determina la densidad relativa (método del picnometro con la Normativa
Ecuatoriana), indice de refraccion (Método de Refractometro descrito por Ernst Abbe
1879), el pH (Método Potenciométrico de EGAN, 1995). (39)
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2.8. TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ETANOLICO (A)

CUADRO N°1. ENSAYOS Y METABOLITOS IDENTIFICADOS (31)

ENSAYO METABOLITO
Dragendorff Alcaloides

Mayer Alcaloides

Wagner Alcaloides

Baljet Lactonas

Borntréager Quinonas
Liberman-Buchard Triterpenos y/o esteroides
Catequinas Catequinas

Resinas Resinas

Fehling AzUcares Reductores
Espuma Saponinas

Cloruro Férrico Compuestos Fendlicos / Taninos
Shinoda Flavonoides

Principios Amargos Aceites Esenciales

Sudan Il Grasas

FUENTE: OLGA LOOCK-1998. ANALISIS FITOQUIMICO

2.9. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS DEL
EXTRACTO ETANOLICO (A) DE ESPINO CHIVO (Duranta triacantha).

Se realiz6 una cromatografia en capa fina del extracto para verificar la presencia de los
metabolitos secundarios determinados en el tamizaje fitoquimico.

Esto nos permite utilizar solventes especificos que busca la presencia de manchas en las
que se determina los parametros de eficiencia, eficacia y resolucion, para seleccionar el

método cromatogréafico de separacion y purificacion para el extracto y subextractos.

2.9.1. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA DEL EXTRACTO ETANOLICO (A).

Para evaluar el contenido de metabolitos secundarios determinados en el tamizaje
fitoquimico, se realizd cromatografias del extracto alcoholico de Duranta triacantha
(A) en:

1. Butanol saturado de Agua, 2. Tolueno: Acetato de Etilo (93:7), 3. Acetato de etilo:
Acido Acético: Acido Férmico: Agua (100:11:11:26), 4. Acetona: Etanol (50:50) y 5.
Cloroformo: Metanol (65:35); pero en ninguno de los casos el extracto etandlico
presentd resolucion en las manchas al ser reveladas con Acido sulfirico-Vainillina
(CCF1), razdn por la cual se fracciond en subextractos.
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Muestra: extracto etanélico A

Fase estacionaria: Placas de Silica Gel Ggzss €n
aluminio

Solvente de corrido: Butanol saturado de Agua,
Tolueno: Acetato de Etilo (93:7), Acetato de etilo:
Acido  Acético:  Acido  Formico:  Agua
(100:11:12:26), Acetona: Etanol (50:50) vy
Cloroformo: Metanol (65:35)

Revelado: Acido sulfirico-Vainillina

FOTOGRAFIA N°3. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA DEL EXTRACTO ETANOLICO (A).
CCF1.

2.9.2. FRAGMENTACION LIQUIDO-LIQUIDO DEL EXTRACTO ETANOLICO

Con la finalidad de separar y purificar los metabolitos secundarios del Espino chivo
(Duranta triacantha), se procedi6 a la preparacion de los subextractos y
subsubextractos, con otros solventes en orden de polaridad inmiscibles con el etanol,

fragmentando el fitocomplejo (Fig.6):

2.9.2.1. Procedimiento

A 50mL del extracto etanolico (A) en un embudo de separacion se la agregé 10mL de
cloroformo, se agité en forma circular, se dejo reposar hasta su separacion, la fase
superior corresponde al etanol y se dejo en el embudo, la fase inferior corresponde al
cloroformo, esta se lo recogié en un Erlenmeyer o balon previamente pesado. La
extraccion se lo repitio hasta tener la fase del cloroformo clara, las fases cloroférmicas
se las uni6 y evapord en un rotavapor previamente pesado, lo que dio lugar al

subextracto Cloroférmico (B).

Al restante del embudo de separacion se le afiadié 50mL de butanol, se agité en forma
circular, después se dejé separar en fases: la fase superior fue correspondiente al etanol,
mientras que la inferior al subextracto butandlico (C), después de varias extracciones, y
de haber recogido las fases butandlicas en un baldn o erlenmeyer previamente pesado se

lo evaporo6 en el rotavapor.
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ESPINO CHIVO
{Duranta triccantha)

0.455Kg
I ae 2racion Elanal 96 % /72 4
Filkrar
Tiltrado Mater a vegetsl
Crnrentrar
Aafrizerar
Eittrar
cxtracto Clorofilas
Frardlico (&)
Allcuota 53 m Alicuotz 10ml Alicaata 10 ml
+Haraferma Densicad, pH,  indice  de Temizzie titoouinco
refracrion
Fase Clorofdrmics Frse Fteralica
Concentrer al | +pamznd
wstig |
Subextracto Clorofdrmico (B) Fase Etzndlica Fase Sutandlice
Cuneenlidr =
AN
Subextracto Gutandlico ()
= Hedno

l |

Subsubestracto Hexarico (D)

Subsubextracto Butandlico (C1)

FIGURA N° 6. DIAGRAMA DE EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DE ESPINO CHIVO

Al subextracto butandlico se le afiadié 10mL de hexano, se agité en circulos y luego se
dejo reposar para que exista separacion de fases, la fase liquida correspondiente al
hexano mientras que la turbia al butanol, la fase hexanica o subsubextracto hexanico

(D) se la recogio en un balén ¢ Erlenmeyer para su concentracion.

2.9.3. CROMATOGRAFIA DE
CLOROFORMICO (B).

CAPA FINA DEL SUBEXTRACTO

Al correr el subextracto en Cloroformo y ser revelado con Acido sulfarico-Vainillina se

tuvo manchas definidas en el frente de la placa cromatogréfica (CCF2) y residuos en la

-30 -



base, por lo que se corrié por segunda vez en 2-propanol-acido acético (9.5:0.5), se
observd una separacion pero no lo suficiente para obtener compuestos puros, razon por

lo cual se prepar6 una columna cromatografica con los solventes en polaridad creciente.

Muestra: B

Fase estacionaria: Placas de Silica Gel
' Gr2s4 €0 aluminio

Solvente de corrido: Cloroformo

Revelado: Acido sulfirico-Vainillina

FOTOGRAFIA N°4. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA 2 DEL SUBEXTRACTO
CLOROFORMICO (B) CCF2

2.9.3.1. Columna Cromatografica de Subextracto Cloroformico (B).

La columna cromatografica (CC1) se llend con 20g de silica por cada gramo de
muestra, se homogenizé con Cloroformo, y adicion6 el subextracto disuelto en el
mismo solvente, por la parte superior, se abrié la llave para que la muestra penetre en la
silica de la columna, permitiendo la separacion en franjas, al no existir mas separacion
se cambio el solvente de corrido, hasta terminar con el de mayor polaridad de acuerdo

con el Cuadro N°2.

CUADRO N°2. FRACCIONES SEPARADAS EN COLUMNA CCl DEL SUBEXTRACTO
CLOROFORMICO (B)

SOLVENTE PROPORCION FRACCIONES
Cloroformo 100 1-20
Cloroformo : 2-.Propanol 90:10 21-27
Cloroformo : 2-.Propanol 50:50 28-30
2-.Propanol 100 31-32
2-.Propanol-Acido Acético 95:5 33

Las fracciones fueron muestreadas por aspecto, color y cantidad de solvente eluido, se
determin6 la presencia de compuestos, por cromatografia en capa fina CCF3, y se
unieron aquellos con Rfs, color y forma de manchas similares, y posterior se los

purificé en placa preparativa:
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Muestra:
B:4,9,11,14,15,17,19,25,30,32

Fase estacionaria: Placas de
Silica Gel G g4 en aluminio

Solvente de corrido:
Cloroformo

Revelado: Acido sulfdrico-
Vainillina.

Unidn de las muestras: | Rfs:
Delalalad=4 0.98
Dela9alal5=14 0.79y0.96
Delal7ala20=17 0.26y0.75
Dela2lala25=21 0.26y0.79

Dela30a32=32 no hay manchas

FOTOGRAFIA N°5. CCF3 DE FRACCIONES DE COLUMNA CC1 DEL SUBEXTRACTO
CLOROFORMICO.

A cada una de las fracciones muestreadas se realizd cromatografia en capa fina con
variacion de los solventes de corrido con el fin de mejorar la resolucion; asi, se obtuvo

lo siguiente:

- De la union de fracciones de 1 a 4 se corrio en Acetato de Etilo: Metanol (3:03),
y revel6 con Acido sulfirico — Vainillina (CCF4), la placa presentd dos
manchas definidas, una con coloracion amarilla y otra de color marrén con Rfs
de 0.34 y 0. 95 respectivamente, estas condiciones fueron adecuadas para

separarlas en placa preparativa (PP1).

Muestra: B:de 1a 4

Fase estacionaria: Placas de Silica Gel G g2s4 €n
aluminio

Solvente de corrido: Acetato de Etilo : Metanol
(3:03)

Revelado: Acido sulfarico-Vainillina
Rfs.: 0.95, 0.34

Fotografia N°6. CCF4 de la fraccidon de 1 a4 de CC del subextracto cloroféormico

(B).
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En la placa preparativa las franjas definidas, se recuperaron de la placa de silica
gel con etanol, se elimind el solvente y determind el espectro UV: franja 1
Rf:0.34 con Amax451.0nm, 549.0nm, 581.0nm, para cuyos valores no se encontro
referencias bibliograficas por lo que no se puede dar su posible estructura; franja
2 Rf: 0.95 con Amax 282.0nm, 296.0nm, 315.0nm los cuales son valores cercanos

a antraquinonas.

H (o]

oH
0 HO

FIGURA N°7. POSIBLE ANTRAQUINONA

- De la unién de las muestras 9 a la 15 se cromatografié (CCF5) con Tolueno-
Acetato de Etilo (9.3 : 7) y se revel6 con Acido sulfurico-Vainillina lo que dio
manchas con poco espacio de separacion, por lo que se realizd una columna

cromatografica (CC2), como se detalla en el Cuadro N°3:

- Muestra: B:de 9-15
Fase estacionaria: Placas de Silica Gel G gs4 €n
' aluminio
Solvente de corrido: Tolueno-Acetato de Etilo
(9.3:7)
5 Revelado: Acido sulfarico-Vainillina

FOTOGRAFIA N°7. CCF5 DE LA FRACCION DE 9 A 15 DE CC1 DEL SUBEXTRACTO
CLOROFORMICO (B).

CUADRO N°3. FRACCIONES SEPARADAS DE MUESTRA 9-15 EN COLUMNA
CROMATOGRAFICA (CC2)

SOLVENTE PROPORCION FRACCIONES
Tolueno — Acetato de Etilo 9.3:7 1-13
Tolueno — Acetato de Etilo 9:1 14-17
Tolueno — Acetato de Etilo 4:1 18-30
Tolueno — Acetato de Etilo 5:5 31-37
Acetato de Etilo 100 38-41
Acetato de Etilo — Metanol 90:10 42-43

-33-



En las fracciones recolectadas se determiné la presencia de compuestos por
cromatografia en capa fina (CCF6), realizando las siguientes uniones debido a que

tenian Rfs similares:

Muestra: B: 9-15= 14
Fracciones: 1, 4, 7, 12, 17, 22, 25, 28,
31, 34, 37,40,42,43

Fase estacionaria: Placas de Silica
Gel G k254 €n aluminio

Solvente de corrido: Tolueno-
Acetato de Etilo (93:7)

Revelado: Acido sulfdrico-Vainillina

Unioén de las muestras B14 Rfs:
Delalala6=4 0.8,0.9
Dela7alal0=7 0.73,0.35
Delal2alal7=17 0.8,0.42
Dela2lala29=25 0.8,0.42
Dela3lala43=236 0.8

FOTOGRAFIA N°8. CCF6 DE LAS FRACCIONES DE COLUMNA CC2 DE LA MUESTRA 9-
15

Con cromatografia de capa fina (CCF6) en Tolueno—Acetato de Etilo (93:7) y revelado
con Acido Sulfdrico-Vainillina, de las muestras se observd que tenian un compuesto
comun de color marrén al UV visible y con fluorescencia violeta al UV365 con Rf de
0.42, por lo que se hizo una placa preparativa (PP2) de la union del4.4, 14.17, 14.25 y
14.36 para separar y determinar su espectro, los resultados fueron Amax 222.0nm,
276.0nm; de cuyos valores deacuerdo con las referencias corresponden a flavonoides,

del tipo flavona como se ve a continuacion (Fig. 8):

FIGURA N° 8. POSIBLE ESTRUCTURA DEL FLAVONOIDE A APLICANDO LAS REGLAS
DE WORDWARD FIESER

A la muestra 14.7 se le corrié en cromatografia de columna (CC3) obteniendo lo que se
detalla: en el Cuadro N°4:
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CUADRO N° 4. FRACCIONES OBTENIDAS EN COLUMNA CC3 DE LA FRACCION 7 DE LA

MUESTRA 14
SOLVENTE PROPORCION FRACCIONES
Tolueno — Acetato de Etilo 9.3:7 14.7.1-14.7.10
Tolueno — Acetato de Etilo 9:1 14.7.11-14.7.14

Con la cromatografia de capa fina (CCF7) de las fracciones se obtuvo:

Muestra: B14:1,4,7,11,13

Fase estacionaria: Placas de
Silica Gel G 254 €n aluminio

Solvente de corrido: Tolueno

Revelado: Acido  sulftrico-
Vainillina

Unién de las muestras: Rf: 0.78
Delalalal1l3=14.7.1

FOTOGRAFIA N°9. CCF7 DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS EN CC3

La franja con un Rf: 0.78 de color azul intenso fue aislada en placa preparativa (PP3) en
forma pura, se lo analizd en espectrofotometro de UV, asi se obtuvo Amax 429.0nm,
519.0nm, 591.0nm valores de los cuales no se hallaron referencias por lo que no se

pudo dar una posible estructura.

- Allas fracciones de la 17 a la 20 se someti6 a una columna cromatografica (CC4) de
polaridad creciente (Cuadro N°5) , se cromatografio las fracciones muestreadas
(CCF8) en Tolueno-Acetato de Etilo (93:7) y con revelador Acido Sulfdrico y
Vainillina (Fot.10), uni6 y separd en forma pura los posibles metabolitos con un Rf
de 0.77 con coloracion azul intenso (PP4) y se determiné se espectro UV con : Amax
429.0nm, 519.0nm, 591.0nm.

CUADRO N°5. FRACCIONES SEPARADAS EN LA CC4

SOLVENTE PROPORCION FRACCIONES
Tolueno — Acetato de Etilo 9.3:7 1-10
Tolueno — Acetato de Etilo 8:2 11-13
Acetato de Etilo 100 14-16
Acetato de Etilo — Metanol 8:2 17-19
Metanol 100 20-22
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Muestra: B17:1,4,7,11,15, 18, 21

Fase estacionaria: Placas de Silica Gel
G 254 €n aluminio

Solvente de corrido: Tolueno-Acetato
de Etilo (93:7)

Revelado: Acido sulfarico-Vainillina

Rf: 0.77
FOTOGRAFIA N°10. CCF8 DE LAS FRACCIONES DE COLUMNA CC4 DE LA MUESTRA
17-20

- Alas fracciones 21 a la 25 se corrié en cromatografia de capa fina (CCF9) con
Tolueno-Acetato de Etilo (93:7) y revelé con Acido Sulfarico y Vainillina, se
obtuvo una mancha de color azul con Rf 0.8; la que se la prepard en placa
preparativa (PP5) para obtenerla en forma pura, y debido a que tiene un Rf y
coloracion en igual solvente y revelador se decidié no analizarla en el UV ya que
tendria Amax429.0nm, 519.0nm, 591.0nm

Muestra: B21

Fase estacionaria: Placas de Silica Gel G 54 €0
aluminio

Solvente de corrido: Tolueno-Acetato de Etilo
(93:7)

Revelado: Acido sulfarico-Vainillina
Rf: 0.8.

FOTOGRAFIA N° 11. CCF9 DE LAS FRACCIONES DE COLUMNA CC DE LA MUESTRA 21-
25
- Las fracciones 30 a la 32 se corrié en Tolueno-Acetato de Etilo (93:7) y fueron

reveladas con Acido Sulfdrico y Vainillina, observando que no existia muestra.

2.10. ANALISIS Y SEPARACION CROMATOGRAFICA DEL
SUBEXTRACTO BUTANOLICO (C) DE ESPINO CHIVO (Duranta

triacantha).

Se prepar6 una cromatografia en capa fina del extracto (CCF10) con solvente: Acetato
de Etilo, Acido Acético, Acido Férmico (100:11:11) para verificar la presencia de los

metabolitos secundarios determinados en el tamizaje fitoquimico, el Acido sulfdrico-
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Vainillina revel6 tres manchas sin resolucion, por lo que se efectué un fraccionamiento

del mismo como se explica en la Fig. 9

Muestra: extracto butandlico C

Fase estacionaria: Placas de Silica Gel G 54 €n
aluminio

Solvente'de corrido: Acetato de etilo; Acido
Acético: Acido Férmico (100:11:11)

Revelado: Acido sulfirico-Vainillina

FOTOGRAFIA N°12. CCF10 DEL SUBEXTRACTO BUTANOLICO (C)

| Subextracto Butanolico (C) |

| + Hexano

Subsubextracto Hexanico (D) | Subsubextracto Butandlico (C1)

FIGURA N°9. DIAGRAMA DE FRACCIONAMIENTO DEL SUBEXTRACTO BUTANOLICO (C)

2.11. ANALISIS Y SEPARACION CROMATOGRAFICA DEL
SUBSUBEXTRACTO HEXANICO (D) DE ESPINO CHIVO (Duranta

triacantha)

El subsubextracto hexanico (D) se corrié en capa fina (CCF12) en Acetato de Etilo,
Acido Acético, Acido Formico (100:11:11) y se revel6 con Acido sulfarico-Vainillina
mostrando cuatro manchas sin resolucion adecuada para una separacion pura de
compuestos y con muestra no corrida en la base por lo que se fracciona en columna
(CC5) con incremento de polaridad en el solvente de elucion como se muestra en el

Cuadro N°6, obteniendo:

Muestra: D extracto hexanico

Fase estacionaria: Placas de Silica Gel G rs4 €n aluminio
Solvente de corrido: Acetato de etilo: Acido Acético:
Acido Férmico (100:11:11)

Revelado: Acido sulfarico-Vainillina

FOTOGRAFIA N°13. CCF11 DEL SUBSUBEXTRACTO HEXANICO (D)
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CUADRO N°6. FRACCIONES SEPARADAS EN LA COLUMNA CROMATOGRAFICA CC5
DEL SUBSUBEXTRACTO HEXANICO (D).

SOLVENTE PROPORCION FRACCIONES
Hexano 100 1-7
Hexano-Acetato de Etilo 90:10 8-10
Acetato de Etilo 100 11-16
Acetato de Etilo- Acido acético 90:10 17-18
Acetato de Etilo-Ac.Acético- Ac. Formico 100:11:11 19-22
Metanol 100 23-24

2.11.1. CROMATOGRAFIA DE LAS FRACCIONES DE COLUMNA DEL
SUBSUBEXTRACTO HEXANICO (D)

Se aplico cromatografia de capa fina a cada fraccidn obtenida para verificar la presencia

de metabolitos, se reunio las fracciones iguales y purificd con placas preparativas;

Separacion de metabolitos en las subfracciones D: 1-7.

A las muestras 1-7 se realizd una cromatografia de capa fina (CCF12) con Hexano
como solvente y se revel6 con Acido Sulfdrico-Vainillina obteniendo en todas las
muestras una mancha redondeada de color azul intenso, debido a esta similitud se las
unio, se purifico con placa preparativa PP6 dando un Rf: de 0.70, se analizé en
espectrofotometro de UV, oteniendo Amax 429.0nm, 519.0nm, 591.0nm, sin poder

determinar su posible estructura por no existir datos bibliograficos de estos datos.

Muestra: D: 1-7

Fase estacionaria: Placas de Silica
Gel G k254 €n aluminio

Solvente de corrido: Hexano
Revelado: Acido sulfarico-Vainillina
Rf.: 0.70

FOTOGRAFIA N° 14. CCF12 DE LAS SUBFRACCIONES 1-7
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Separacion de metabolitos en las subfracciones D.9-10

Las fracciones 9 y 10 se las uni6 y se corrié en placa preparativa PP7 (Fot. 15), se
obtuvo una mancha redondeada con Rf: 0.96, de color marrén, separada con Tolueno-
Cloroformo-Etanol (40:40:10) como solvente de corrido y con Acido Sulfdrico-Vainilla
como revelador, la que con el espectrofotometro UV su Amax fue de 282.0nm, 296.0nm,
315.0nm: lo que demostrd que se trataba de un posible anillo de antraquinona.

Muestra: D: 9-10

Fase estacionaria: Placas de Silica Gel G
rF254 €n aluminio

Solvente de corrido: Tolueno-Cloroformo-

Etanol (40:40:10)
Revelado: Acido sulfarico-Vainillina

Rf.: 0.96
| N—

FOTOGRAFIA N°15. CCF13 CROMATOGRAFIA DE LA SUBFRACCION 9-10

Separacion de metabolitos en las subfracciones D: 12-16

Las fracciones 12 y 16 fueron corridas con Tolueno-Acetato de Etilo (97:3) en
cromatografia de capa fina, al ser revelada con Acido Sulfarico-Vainillina se not6 varias
manchas definidas, con Rfs: 0.22 con color amarillo; 0.44, de color marrén al revelar y
fluorescencia azul-violeta al UV 365; 0.76 con coloracién azul intensa por lo que se
unio las muestras y se las corrio en placa preparativa (PP8) para su obtencion en forma
pura y al correrlas en el UV en la primera franja se tuvo diez valores de Amax 0 que se
daria por una degradacion de la muestra; la segunda Amax 222.0nm, 276.0nm; que de
acuerdo a estos valores corresponden a flavonoides (Fig. 8), y en la uUltima Amax

451.0nm, 549.0nm, 581.0nm datos que no se tienen referencia.
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Muestra: D: 12-16

Fase estacionaria: Placas de Silica
Gel G k254 €n aluminio

Solvente de corrido: Tolueno-
Acetato de Etilo (97:3)

Revelado: Acido sulfurico-
Vainillina

Rf.: 0.22,0.44,0.76

FOTOGRAFIA N° 16. PP8 DE LA SUBFRACCION 12-16
Separacion de metabolitos en las subfracciones D: 22-23.
Las fracciones 22 y 23 fueron cromatografiadas en capa fina (CCF14) en Acetato de

Etilo-Ac. acético-Ac.Formico (3.2:1.5:0.2), dando manchas sin suficiente resolucion en

el Rf por lo que se las someti6 a una cromatografia de columna (CC6).

CUADRO N°7. FRACCIONES OBTENIDAS EN LA COLUMNA CROMATOGRAFICA DE LA
SUBFRACCION D22-23

SOLVENTE PROPORCION FRACCIONES
Acetato de Etilo-Ac. 3.2:1.5:0.2 1-15
acético-Ac.Férmico

Metanol 100 16-20

Cada fraccion obtenida en capa fina (CCF15) se cromatografié para reunir fracciones y
purificar; en en Hexano-Acetato de Etilo-Acido Acético (3.2:1.5:0.2) como solvente de
corrido y con Acido Sulfdrico- Vainillina como revelador se obtuvo un compuesto con
Rf. 0.76, y otro de 0.34, de color azul intenso y violeta respectivamente después de
reveladas, se unié las muestras y se realizé una placa preparativa (PP8) para obtenerlas
en forma pura y al correrlas en UV su Amax fue de 451.0nm, 549.0nm, 581.0nm datos que
no se tienen referencia y de Amax 212.0nm 289.0nm; precedente que indicé la presencia

de flavonoides de acuerdo con la literatura.
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Muestra: D: 22-23

Fase estacionaria: Placas de Silica Gel
G ras4 €N aluminio

Solvente de corrido: Hexano-Acetato de
Etilo-Acido acético (3.2:1.5:0.2)
Revelado: Acido sulfdrico-Vainillina
Rf: 0.76, 0.34

FOTOGRAFIA N°17. CCF15 DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA DE D22-23

FIGURA N°10. POSIBLE ESTRUCTURA DE FLAVONOIDE B APLICANDO LAS REGLAS
DE WORDWARD FIESER

Separacion de metabolitos en las subfracciones D: 18-19

Las fracciones 18 -19 se las corrio en varios solventes sin hallar eficacia por lo que se
realizé la técnica del cloruro férrico con resultado positivo con coloracion verde,

indicando la presencia de taninos del tipo pirocatecélico.

d -
-
-

FOTOGRAFIA N°18. REACCION POSITIVA DE TANINOS PIROCATECOLICOS.

2.12. CUANTIFICACION DE TANINOS PIROCATECOLICOS, POR
PERMANGANOMETRIA

Preparacion de permanganato de potasio 0.01N

001 24KMnO, 1mol KMnO, 15803gKMnOs 1 _ 0316 gkMno
' L ° 5eq  mol T BTN
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Preparacion de la solucion de Na.C>0Oa:

PM=133.9g/mol Na2C>04

_ PM
masa = —
133.9g/mol
masa = 8/ > Na2C204 — 66.96 Eqqna,c,0,

#Eqq Na.C204 = 66.96
# meqqNa2C.04 =0.06696
# Eqqg KmNO, = # Eqq Na2C204
NaxVa XmegB =g B
0.01 x 26 x0.06696 = g B Na2C204
g B =0.017 g NazC204
- En el erlenmeyer con 13 mL de extracto EtOH y 10mL del indicador indigo de
carmin y 375 mL de agua destilada.
- Se titulo con KMnO4 (0.01N) hasta obtener color amarillo.

- La muestra tuvo un viraje con 31mL de KMnO4 de concentracion 0.01N
valorado con Na,C204 0.01 N. (44)

Datos:

Muestra = 398mL solucion
Titulante = 31 mL KMnO4 0.01 N

Donde:
#Eqqgm=#Eqqg T
#Eqgqgm=0.01 x 31mL x 11/200mL

#Eggg m=0.01 x 3.1x10* = 3.1 x 10*
#mEqg = 3.1 x 10* x 1000 = 0.31mEqgm.
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CAPITULO I

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. ESPECIE VEGETAL

3.1.1. RECOLECCION DEL VEGETAL

Espino chivo es un vegetal que se recolecto en el sector de la colina de Lluishi del
canton Guano, ubicada a 8Km de la ciudad de Riobamba a una altura de 2360msnm, el
dia 29 de septiembre de 2012.

3.1.2. IDENTIFICACION BOTANICA

El ejemplar de Espino chivo fue certificado por el curador del Herbario de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo, como Duranta triacantha, familia de las

Verbenaceae.

3.2. EXTRACTO ALCOHOLICO DEL VEGETAL EN ESTUDIO

Se parti6 de 120mL del extracto alcohdlico de Espino chivo. Los subextractos y
subsubextractos tienen un rendimiento en peso de: Subextracto cloroférmico 1.569 v el

subextracto butandlico de 5.90g

3.2.1. ANALISIS DE CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS Y FISICAS LOS
EXTRACTOS

Se determind las caracteristicas organolépticas y fisicas del extracto alcohdlico total
(29), obteniendo un liquido de color verde obscuro y de olor dulce debido a que el
vegetal tenia hojas verdes y semillas gruesas verde amarillentas; tuvo una densidad

relativa de 0.95g/mL que es menor al del agua, e indice de refraccion mayor al del agua
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1.362 lo que orienta a pensar que existen solidos, y su pH de 5.86 indican que es &cido

puede ser a la presencia de acido nitrico.

CUADRO N° 8. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS Y FISICAS DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Duranta triacantha.

Parametro Duranta triacantha
Aspecto liquido
Color verde obscuro
Olor Dulce
Densidad 0.985 g/MI

Ph 5.86

indice de refraccion 1,362

3.2.2. TAMIZAJE FITOQUIMICO

Los resultados obtenidos a partir del método de colorimetria de Espino chivo o Duranta

triacantha son: positivo para taninos pirocatecolicos, flavonoides, antraquinonas y la

minima presencia de alcaloides y sesquiterpenolactonas (Ver Cuadro N° 9).

CUADRO N° 9. RESULTADOS DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO

PRUEBA DE IDENTIFICACION REACCION EXTRACTO ETANOLICO
Grupo fitoquimico POSITIVA Duranta triacanta
ESPUMA

Saponina Espuma + delmin ().
CLORURO FERRICO

Compuestos fendlicos Azul )

Taninos catéquicos Azul negro )

Taninos pirocatecolicos Verde o azul verdoso (+) verde obscuro
SHINODA

Flavonoides Gama de rosado a amarillo (+)
WAGNER

Alcaloides | pardos () pardo y |amarillo
BALJET

Sesquiterpenolactonas lanaranjados o rojos (x) | pardos
SUDAN 111

Monoterpenos Aceite rojo “)
BORNTRAGER

Quinonas rojo (++)

Interpretacion: (-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia, (+++) Alta evidencia,+ En duda. | Precipitado
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3.2.3. CROMATOGRAFIAS DEL EXTRACTO ETANOLICO (A) DE ESPINO
CHIVO (Duranta triacantha).

La cromatografia en capa fina permite utilizar solventes especificos que busca la
presencia de manchas en las que se determina los pardmetros de eficiencia, eficacia y
resolucidn, para seleccionar el método cromatografico de separacion y purificacion para

el extracto y subextractos.

Sabiendo esto; al extracto alcohdlico, se lo corrié en Cromatografia de Capa Fina
(CCF1) con solventes, orientados en los resultados del tamizaje fitoquimico:

Butanol saturado de Agua, Tolueno: Acetato de Etilo (93:7), Acetato de etilo: Acido
Acético: Acido Formico: Agua (100:11:11:26), Acetona: Etanol (50:50) y Cloroformo:
Metanol (65:35);(Ver Fot.3) pero en ninguno de los casos el extracto etandlico (A)
presento resolucion ya que no son manchas que no se separan entre ellas a pesar de que
cada una presento color diferente, debido a esto se realizé un fraccionamiento, para que
tal manera exista eficacia, eficiencia y resolucion (Ver Fig.6). Luego se procedio al

andlisis de cada uno de los subextractos obtenidos; asi:

3.2.4. SEPARACION Y PURIFICACION DEL SUBEXTRACTO CLOROFORMICO
(B).

Se realizd dos cromatografias CCF2 con cloroformo y 2-Propanol-Acido Acético
(9.5:0.5) para determinar los compuestos presentes; por no existir manchas
completamente redondeadas con buena resolucién, (Ver Fot.4), se realiz6 una columna
cromatografica teniendo en cuenta la polaridad de los solventes de corrido utilizados,lo
que mejoraria la separacion y purificacion de los metabolitos secundarios presentes en

el subextracto cloroférmico:

Se separé 33 fracciones (Ver Cuadro N°2); las mismas que se muestrean por el aspecto,
color y cantidad de solvente extraido con el fin de no desperdiciar muestra y solventes
en la investigacion; se aplic6 CCF3 para unificar aquellas muestras similares,
corriéndolas en Cloroformo y revelando con Acido sulfarico—Vainillina, se tuvo (Ver
Fot. 5):
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Las fracciones, de la 1 a la 4, para mejorar la resolucion se corrié en Acetato de
Etilo : Metanol (3:03), se revelé con Acido sulfurico — Vainillina, y existiendo 2
manchas definidas, una de color amarillo y otra de color marrén con Rf de 0.34 y
0.95 respectivamente (Ver Fot.6), se separaron en placa preparativa (PP1), al ser
separadas las dos franjas o compuestos puros, se las analizd en el
espectrofotometro, teniendo una Amax para la franja 1 de 451.0nm,549.0nm,
581.0nm que por no existir referencias bibliogréaficas de su espectro UV no se
puede dar la posible estructura del compuesto aislado; y para la franja 2: Amax=
282.0nm, 296.0nm, 315,0nm, que comparando los valores de longitud de onda
calculados al de referencia bibliogréfica, (29) (47) corresponderia a antraquinonas,
por aplicacién de las Leyes de Woodward-Fieser se determind su posible estructura
(Ver Fig. 7).

Las fracciones de la 9 a la 15 se las unio y, se realizd una cromatografia de
microcolumna ya que las manchas obtenidas en CCF5 con Tolueno-Acetato de
Etilo (9.3 : 7) y reveladas con Acido sulfdrico-Vainillina no cumplian con el
parametro de resolucion suficiente para su purificacion (Ver Fot.7), resultaron 43
fracciones con los solventes de eluido con polaridad creciente detallados en el
Cuadro N°3, se las corrio en cromatografia de capa fina CCF6 con para la unién de
fracciones similares(Ver Fot. 8). De la union de las la subfracciones 4, 17, 25y 36,
corridas con Tolueno-Acetato de Etilo (9.3 : 7) y reveladas con Acido sulfdrico-
Vainillina tuvieron un Rf de 0.42 y de coloracién marrén y con fluorescencia azul-
violeta cuyo espectro UV reveld la Amax= 222.0nm, 276.0nm, comparando la
longitud de onda practica y la tedrica (genkwanina Rf: 0.5 con fluorescencia violeta a
366 nm, que vira al naranja por exposicion al amoniaco y ademas absorbe a 254
nm) , se deduce que corresponde a la estructura de una flavona; a la subfraccion 7 se
la cromatografié en columna obteniendo 14 fracciones mas, de las cuales se pudo
aislar con Tolueno, y con Acido sulfdrico — Vainillina como revelador, a un
compuesto que presentd Rfs= 0.78 de coloracién azul y con Ama= 429.0nm,

519.0nm, 591.0nm; cuyos valores no pueden dar su posible estructura.

Se unié la fraccion 17 hasta la 20 se sometié a una columna cromatografica (CC4)
de polaridad creciente (Cuadro N°5) , se cromatografié las fracciones muestreadas
(CCF8) en Tolueno-Acetato de Etilo (93:7) y con revelador Acido Sulftrico y

Vainillina (Fot. 10), se uni6 y separ6 en forma pura los posibles metabolitos con un

-46 -



Rf de 0.77 con coloracion azul intenso (PP4) y se determind se espectro UV con :
Amax429.0nm, 519.0nm, 591.0nm.

- A las fracciones desde la 21 a la 25, se cromatografi6 con CCF en iguales
condiciones a la anterior ddndonos Rf: 0.8 Amax. igual, y por lo tanto sin estructura
posible.

- En las fracciones de la 30 a la 32 al ser corrida con Tolueno-Acetato de Etilo (93:7)
y revelandolas con Acido Sulfrico y Vainillina no existe evidencia de muestra,
esto se debe a que con los solventes anteriores ya se extrajo toda la muestra y por
tanto el liquido recolectado corresponde a solo solvente usado para aislar fracciones

puras.

3.2.5. CROMATOGRAFIA DEL SUBEXTRACTO BUTANOLICO (C) DE ESPINO
CHIVO (Duranta triacantha).

Al subextracto butandlico C se lo corrié en una cromatografia en capa fina, teniendo
como solvente: Acetato de Etilo Acido Acético Acido Férmico (100:11:11), y se obtuvo
manchas distintas sin eficiencia por lo que se efectud un fraccionamiento del mismo.
Afadiendo al subextracto 10mL de hexano, se agitd en circulos y dejé reposar para que
exista separacion de fases, la fase liquida corresponde al hexano mientras que la turbia
al butanol, la fase hexanica o subsubextracto hexanico (D) fue recogida en un balon ¢

Erlenmeyer para su concentracion.

Este proceso es favorable para la extraccion de la mayoria de los flavonoides, pero no
para antocianidinas o flavonoides de baja polaridad, los cuales aparecen en la superficie
de las plantas de acuerdo a Cartaya, O., & Reynaldo, I. (2001) (12). El extracto de
hexano generalmente tiene clorofilas gomas y, cuando estan presentes agliconas de
flavonoides altamente metoxiladas como quersetina 3,7,374tetrametileter y 6-

metoxiquercetina 3,7,3",4 tetrametieter.
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3.2.6. CROMATOGRAFIA DEL SUBSUBEXTRACTO HEXANICO (D) DE
ESPINO CHIVO (Duranta triacantha).

Al subsubextracto hexénico fue corrido en placa de silica gel CCF y por no haber
suficiente resolucion se le fracciona en cromatografia de columna CC5: obteneniendo
con los solventes en orden de polaridad creciente detallados en el Cuadro N°6, 24
fracciones las cuales fueron corridas en CCF en condiciones distintas para su
purificacion:

- En las subfracciones 1 a la 7, con Rf 0.7 en placas de silica gel con solvente
Hexano y revelador Acido Sulfurico-Vainillina (CCF13) obteniendo en todas las
muestras una mancha redondeada de color azul intenso, y Amax= 429.0nm,
519.0nm, 591.0nm.

- En la subfracciones 9 a 10 en placa preparativa con Tolueno-Cloroformo-Etanol
(40:40:10) y revelada con Acido Sulfirico-Vainillina, se obtuvo una mancha
redondeada con Rf: 0.96, de color marron y Amax= 282.0nm, 296.0nm, 315.0nm,
en el UV, que corresponderia posiblemente a quinonas al comparar los datos
experimentales con los de referencia (Emodin Rf: 0.95, de coloracion marrén al
UV visible y con fluorescencia de rojo a naranja al UV 365; de acuerdo a Wagner
1984 p. 64 (52) y por aplicacion de las Leyes de Woodward-Fieser, resultd una

estructura de antraquinona (Ver Fig. 7)

- De las subfracciones 12 a 16 al analizarlas con cromatografia de capa fina con
Tolueno-Acetato de Etilo (97:3) y revelar con Acido Sulfurico-Vainillina dieron
varias manchas definidas, con Rfs: 0.22 con color amarillo; 0.44, de color violeta
al revelar y fluorescencia al UV 365; 0.76 con coloracion azul intensa por lo que
se unio las muestras y se las corrié en placa preparativa (PP8) para su obtencion
en forma pura y al correrlas en el UV en la primera franja se tuvo diez datos
incongruentes de Amax 0 que no permiten dar una posible estructura ya que estos
valores son evidencia de una degradacion del compuesto, ademas verifica que se
trata de compuestos fotosencibles; La segunda franja su lectura Amax= 222.0nm,
276.0nm , cuyos antecedentes evidencian la presencia de flavonoides al ser
comparados con los valores de la referencia bibliografica (Ver Fig. 8); yen la
tercera Amax= 451.0nm, 549.0nm, 581.0nm., sin datos bibliograficos de longitud
de onda méxima.
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- Alas subfracciones 22 y 23, se aplico una cromatografia de capa fina (CCF14) en
Hexano-Acetato de Etilo-Acido Acético (3.2:1.5:0.2), dando manchas
redondeadas pero no con la separacion suficiente para su purificacion en placa
preparativa por lo que se corrié en cromatografia de columna (CC6) con el
mismo solvente y revelador, a las fracciones se las corrié en placa preparativa
para su extraccion pura y leidas en el espectrofotometro UV; dando que para el
Rf: 0.76, y 0.34, de color azul y violeta respectivamente después de reveladas la
Amax de la primera fue de 451.0nm, 549.0nm, 581,0nm, y la segunda de Amax=
212.0nm, 289.0nm que indico la presencia de flavonoles de acuerdo con la
literatura de referencia de acuerdo a Wagner (1984) (52) quercetin (Rf = 0.80) and
kaempferol (Rf = 0.89 de coloracién amarilla al UV visible y Fluorescencia entre
verde y amarilla al UV 365)

3.2.7. CUANTIFICACION DE TANINOS PIROCATECOLICOS, POR
PERMANGANOMETRIA:

Se obtuvo 0.31 mEqg. de taninos picatecolicos como consumo de permanganato de

potasio, cuantificado por permanganometria.

3.3. POSIBLES ESTRUCTURAS DADAS POR ESPECTROSCOPIA UV

QUINONAS
FRACCIONES: Subextracto cloroformico fraccion 1-4; Subsubextracto hexanico
fraccion 9-10.

REACCION DE COLORACION: Borntrager (++) rojo; CCF: Coloraciéon marrén con
Rf: 0.95 Compuesto de referencia: emodin con coloracion marrén al UV visible en el

frente de la placa y fluorescencia naranja al UV 365.(Wagner 1996, pp.64)
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FOTOGRAFIA N° 19. COMPUESTO AISLADO AL UV

Quinonas Amax: Bl 263.0 nm); (BIl 272.0 nm); (BIlIl 400.0 nm) FUENTE: OLGA
LOOCK-1998. ANALISIS FOTOQUIMICO.

O Ho

O HO

HO

OH

1,3,4,7-tetrahidroxi-9,10-antraquinona

FIGURA N° 11. DETERMINACION DE LA POSIBLE ANTRAQUINONA POR APLICACION
DE REGLAS DE WORDWARD FIESER

CUADRO N° 10. LONGITUDES DE ONDA CALCULADAS PARA APLICANDO LAS REGLAS
DE WOODWARD Y FIESER.

(e} H O
HO
_
OH

O HO o)
Anillo base 246 nm _
OH (p) 25 m Anillo base 246 nm
OH (0) 7om | [|-OH©) 7 hm
OH (m) 7 hm Residuo 3nm
Residuo 3nm Extension 5nm
Extension 5nm Amax calculada 286 nm
Amax calculada 203 nm Amax experimental 282 nm
Amax experimental 286 nm

FLAVONOIDES

FRACCIONES: Subextracto cloroféormico fraccion 9-15; Subsubextracto hexanico
fraccion 12-16, 22-23
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Reaccién de coloracion: Shinoda (+); CCF: Coloracion marrén al UV visible, y
fluorescencia violeta al UV 365; con Rf: 0.42 para flavonoide A, y Coloracién marron
al UV visible con Rf: 0,76, en flavonoide B.

Compuesto de referencia:

Flavonol: quercetin (Rf = 0.80) and kaempferol (Rf = 0.89) de coloracion amarilla al UV

visible y Fluorescencia entre verde y amarilla al UV 365. (Wagner 1996, pp.210-212)

Flavona: genkwanina Rf: 0.5 con fluorescencia violeta a 366 nm, que vira al naranja por
exposicion al amoniaco y ademas absorbe a 254 nm (Palacios, P., G. Gutkind, R.V.D.
Rondina, R. de Torres y JD. Coussio. 1983)

Flavonoides Amax: (Bl 245-275 nm); (BIl 310-330 nm), FUENTE: OLGA LOOCK-
1998. ANALISIS FITOQUIMICO;

1'5"- oxi-7-hidroxiflavona 7-hidroxi-flavananol

FIGURA N° 12. DETERMINACION DE LOS POSIBLES FLAVONOIDES (A, B) POR
APLICACION DE REGLAS DE WORDWARD FIESER

Dichas estructuras se verifican ademas ya que cuando se trata de flavonoides como flavonas y
flavoles son muy solubles en agua, y cuando se los corria en solventes conbinados con este

liquido las muestras en estudio se deformaban mientras corrian la placa de silica gel.(13)
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CUADRO N°11. LONGITUDES DE ONDA CALCULADAS PARA FLAVONOIDES
APLICANDO LAS REGLAS DE WOODWARD Y FIESER

1'5"- oxi-7-hidroxiflavona

o ROL
0] OR
Anillo base 246 nm Benceno 204nm
OH (p) 25 nm Sust.-C 7nm
Residuo 3nm Sust.-OR x2 14 nm
Amax calculada 274 nm Amax calculada 225 nm
Amax experimental 276 m Amax experimental 222nm
7-hidroxi-flavananol
® O
O
Anillo base 180 nm Benzo y pirona | 246 nm
Residuo 3nm OH (p) 25 nm
O (p) 25 nm C6H6 (M) 1 nm
Extension 5nm ust. —-C 7nm
7\«max calculada 213nm 7\-max calculada 290 nm
Amax experimental 212 nm Amax experimental 289 nm
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CONCLUSIONES

- La muestra vegetal, fue recolectada e identificada como Duranta triacantha y

contiene metabolitos secundarios que se pueden aislar e identificar.

- Se prepar6 el extracto etandlico obteniendo un porcentaje de rendimiento de
29.63%, es un liquido de color verde obscuro y de olor dulce, con densidad de
0.985g/mL, indice de refraccion de 1.362 y pH de 5.86.

- El extracto etandlico de Duranta triacantha por Reacciones de colorimetria
contiene taninos pirocatéquicos, flavonoides, alcaloides, sesquiterpenolactonas y
quinonas; ademas tuvo 0.31 mEqg. de taninos picatecolicos como consumo de

permanganato de potasio cuantificado por permanganometria.

- En el Anélisis Cromatografico de los extractos, subextractos y subsubextractos
se aislaron compuestos que después de su estudio correspondiente se concluyo
que: En el subextracto cloroformico: la fraccion 1-4 en CCF en Acetato de
Etilo:Metanol (3:03) y de la subsubfraccion 9-10 del subsubextracto Hexanico
se extrajo con Tolueno-Cloroformo-Etanol (40:40:10) y revelados en ambos
casos con Acido sulfurico — Vainillina; presentan una antraquinona con Rf=
095 y A max= 282.0nm, 292.0nm, 315.0nm la 1,3,4,7-tetrahidroxi-9,10-
antraquinona. De la union de las la subfracciones 4, 17, 25 y 36, y del
subextracto hexanico fraccion 12-16, corridas con Tolueno-Acetato de Etilo (9.3
: 7) , y reveladas con Acido sulfurico-Vainillina tuvieron un Rf de 0.44 y de
coloracién marron y con fluorescencia azul-violeta cuyo espectro UV reveld la
Amax= 222.0nm, 276.0nm, que corresponde a la estructura de una flavona 1°5"-
oxi-7-hidroxiflavona. De la subsubfraccion 22-23 del subextracto hexanico; se
logré aislar un compuesto que tiene Rf: 0.76 con Hexano-Acetato de Etilo-
Acido Acético (3.2:1.5:0.2); de color amarilla y con Amax= 212.0nm, 289.0nm

que corresponde al 7-hidroxi-flavananol.

-53 -



RECOMENDACIONES

1. El material vegetal debe ser recolectado en flor, mas no con frutos, ya que estos

contienen azucar que dificultan la separacion de los metabolitos.

2. Trabajar con mayor cantidad de material vegetal para obtener suficiente cantidad

de metabolitos secundarios y asi poder realizar la MS y determinar la estructura.

3. Las muestras a trabajar no deben ser expuestas a la luz solar ya que como hemos

visto se trata de compuestos fotosensibles.

4. Realizar convenios con otras universidades en el caso de no ser posible la
adquisicion de equipos, materiales y reactivos, como el espectrofotometro de
masas 0 de resonancia magnética nuclear, ya que mediante estos se pueden

obtener resultados mas concretos, claros y especificos del vegetal en estudio.
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ANEXOS

Anexol. Procedimiento en el laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de Ciencias de
la ESPOCH.

|
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LABORATORIO DE FITOQUIMICA

OBTENCION DE SUBEXTRACTOS Y SUBSUBEXTRACTO
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COMATOGRAFIA EN COLUMNA

CORRIDO DE SOLVENTES EN LA CUBA CROMATOGRAFICA

PLACA PREPARATIVA, CORTES EN BANDA
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