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RESUMEN

El Estudié Fitoquimico del Extracto Etandlico de Desmodium molliculum y la
Elaboracion de una Técnica de Cuantificacion del Metabolito de Mayor Presencia se
realiz6 en el Laboratorio de Fitoquimica de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo (ESPOCH), recolectada en la Parroquia de Guanando e identificada en el
herbario de la ESPOCH como Desmodium molliculum. La metodologia utilizada para el
extracto fue, macerado del vegetal fresco con etanol al 96%, reducido a 200 ml,
recuperada la fase liquida para determinar las propiedades fisicas, analisis
cromatografico preliminar, la separacion en columna cromatografica y monitoreo de
fracciones en Cromatografia de Capa Fina (TLC). Las mezclas repurificadas, hasta
pureza cromatogréafica, aplicar espectroscopia Infrarrojo (IR) y Ultra Violeta. Como
resultado se obtuvo un liquido verde oscuro de olor herbario y amargo, con densidad
0.1567g/ml. La TLC del extracto etandlico corrida con Hexano: Acetato de Etilo
(EtOAC) 1:1 dio manchas redondas separadas, coloraciones azul violeta con Rosenthaler
y 5g se cromatografiaron en columna en 90g de silica gel y se diluydé con Hexano,
EtOAc y Metanol puros y en mezclas, obteniéndose 23 fracciones. Se realizd6 TLC
corridos con Hexano, EtOAc (7:3); EtOAc (100), Cloroformo: Acido Acético: Metanol:
Agua (60:32:12:8) se revel6 con Rosenthaler y EtOAc: Acido Acético: Acido Férmico
(100:11:26) con Sulfato de Cerio. Se obtuvieron los Terpenoides en las fracciones 12,
13,15 y 19. Las Saponinas se identificaron por el IR por bandas, caracteristicas a (3650)
cm'y (1050) cm™ que son del OH secundario; las bandas a (1680) cm™ caracteristicas
del estiramiento C=C caracteristico del anillo Triterpénico derivados del Oleano. La
separacién en Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn de las saponinas se realizé con
Diclorometano-Metanol a los 7 minutos. Se recomienda aplicar otras técnicas que
permitirian mayor especificidad de resultado se identificacion de metabolitos.

Palabras clave: <LABORATORIO DE FITOQUIMICA><HERBARIO ESCUELA
POLITECNICA DE CHIMBORAZO><ESTUDIO FITOQUIMICO EXTRACTO
ETANOLICO><MONITOREO CROMATOGRAFICO><ESPECTROSCOPIA
INFRARROJA Y ULTRAVIOLETA><<TECNICA DE CUANTIFICACION
DELMETBOLITO DE MAYOR PRESENCIA><CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA RESOLUCION>
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SUMMARY.

The Phytochemical Study of Ethanol Extract from Desmodium molliculum and the
Development of a Quantification Technique of the Metabolite of Highest Presence were
performed at the Phytochemical laboratory at Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo (ESPOCH), collected in Guanando Parish and identified at the herbarium
of ESPOCH as Desmodium molliculum. The methodology used for the extract was,
maceration of the fresh plant with ethanol to 96% reduced to 200 ml, the liquid phase
recovered to determine the physical properties, preliminary chromatographic analysis,
separation in chromatographic column and monitoring of the fractions in Thin Layer
Chromatography (TLC). The purified mixtures, to reach chromatographic purity,
applyin Infrared spectroscopy (IR) and Ultra Violet. As a result a dark-greened herb-
smelled and bitter liquid with density 0.1567 g/ml. was obtained. The TLC of ethanol
extract run with Hexane: Ethyl Acetate (EtOAcC) 1:1 reveal separated spots, blue violet
colorations with Rosenthaler and 5g. were chromatographed in column in 90g of silica
gel and was melted with Hexane EtOAc and methanol in pure and mixed state, having
thus, 23 fractions. TLC with Hexane was done, EtOAc (7:3); EtOAc (100),
Chloroform: Acetic Acid: Methanol: Water (60:32:12:8) as reveled with Rosenthaler
and EtOAc: Acetic Acid: Formic Acid (100:11:26) with Cerium Sulfate. Trepenoids in
fractions 12, 13, 15 and 19 were obtained. Saponines were identified by means of the IR
by bands, features to (3650) cm™and 1050 cm™which are the secondary OH, bands to
(1680)cm™ as features of stretching C=C, typical of the Triterpenical ring derived from
Olean. The separation in Liquid Chromatography of High Resolution of saponine was
done with Diclomethane Methanol at 7 minutes. It is recommended to apply other
techniques that allow higher specifity of results and identification of metabolites.

Key words: PHYTOCHEMICAL LABORATORY, HERBARIUM, ESCUELA
SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO, PHYTOCHEMICAL STUDY
ETHANOL EXTRACT, CHROMATOGRAPHIC MONITORING. INFRARED AND
ULTRA VIOLET ESPECTROCOPY, QUANTIFICATION TECHNIQUE OF THE
METABOLITE OF HIGHEST PRESENCE, LIQUID CHOMATOGRAPHIY OF
HIGH RESOLUTION.
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INTRODUCCION

SITUACION PROBLEMATICA

La seleccion del estudio fitoquimico de la Hierba del Angel se efectlia por ser un
vegetal utilizado en fitofarmacos con actividad antinflamatoria en varias industrias
como Ozono, Fitoter y al momento es importada del Per( y en el Ecuador no se

encuentra ningun estudio fitoquimico.

FORMULACION DEL PROBLEMA

En la Sierra del Ecuador se produce en forma silvestre la Hierba del Angel utilizada
ancestralmente como antinflamatoria, pero el avance de la ciencia determina que el
efecto bioldgico esta dado por la presencia de metabolitos secundarios los mismo que
deben ser separados y purificados y en el mejor de los casos identificados para darle al
industrial una metodologia de identificacion y una técnica aplicable en los

Fitomedicamentos.

JUSTIFICACION TEORICA

La Manayupa del Per( es la misma especie de la Hierba del Angel del Ecuador de
nombre cientifico Desmodium molliculum por lo cual se presume que la composicion
guimica de este especie en dos ecosistemas diferentes es la misma por cuanto se utilizan
en estos dos paises para el tratamiento de la inflamacion. Por lo cual es necesario

realizar el estudio fitoquimico de la especie Desmodium molliculum del Ecuador.
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JUSTIFICACION PRACTICA

Obtener una metodologia de fécil aplicacion que permita repetir los diferentes pasos
para obtener un extracto de condiciones adecuadas para la aplicacién cromatogréafica e
identificacion espectroscopica IR de la mezcla de Saponinas Terpénicas y los
Flavonoides que posiblemente son los responsables de la actividad biologica como

complejo fitoquimico.

OBJETIVOS

e OBJETIVO GENERAL

Separar aislar purificar e identificarlos posibles metabolitos secundarios del Desmodium
molliculum, y elaboracion de una metodologia de cuantificacion del metabolito

secundario de mayor presencia por procesos fisicos quimicos y espectroscopicos.

e OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Recolectar e identificar la especie de Desmodium molliculum de Guanando del

Cantén Guano

v" Preparar el extracto etanélico crudo y verificar la presencia de grupos fitoquimico.
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v' Separar y purificar los grupos fitoquimico por métodos cromatograficos de capa fina

y de columna, la pureza cromatografica.

v"Identificacion de los metabolitos puros por métodos fisicos y espectroscopicos.

v Elaborar metodologia de cuantificacion aplicable al metabolito de mayor presencia.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. MARCO EPISTEMOLOGICO DE LA INVESTIGACION

De acuerdo a F. S. Kerlinger es el estudio sistematico, empirico y critico de
proposiciones hipotéticas en esta primera parte el vegetal Desmodium molliculum,
identificado taxondémicamente, su uso ancestral como antinflamatorio pero en la rama
de la Biogquimica se conoce que son moléculas organicas especificas como los
Terpenos, Flavonoides y Alcaloides aisladas o formando un fitocomplejo que le dan la

actividad.

Administrado en forma oral como infusion aplicando el método cientifico, la
observacion del uso ancestral nos obliga a realizar primero un estudio taxonémico para
determinar la especie, luego un estudio fitoquimico con la preparacion de un extracto,
observando las condiciones de maceracion y eliminacion del solvente. El extracto debe

ser representativo y contener los metabolitos secundarios.



Los metabolitos secundarios deben ser separados, purificados, comprobados su pureza
e identificados por métodos espectroscopicos como es el Cromatografico e Infrarrojo.
En el caso del espectro IR las bandas son caracteristicas para grupos organicos y
especificas para un determinado agrupamiento como los grupos gem-dimetil de los

Terpenos y en el caso de los flavonoides las bandas aromaticas de 900- 800 cm™(ROBERT:

M.1980. p. 85)

1.2. ANTECEDENTES DE INVESTIGACION

Basados en la teoria epistemolégica de F. S. Kerlinger (2006) del estudio sistematico,
controlado, empirico y critico de proposiciones hipotéticas, las plantas terapéuticas han
acompariado la evolucion del hombre, histéricamente han estado ligadas a la forma

ancestral de sanar, las que eran usadas por las virtudes que se les habia reconocido.

Es por ello que constituyen parte de lo que ahora se conoce como medicina popular,
folkldrica y medicina ancestral donde se agrupaba a un conjunto de conocimientos y de
saber la manera de curar y prevenir enfermedades, rescatandose a través de los tiempos

lo que cada pueblo ha sabido mantener y guardar.(wHITE, A. 1985. p. 125)

A partir de 1960 se institucionaliza en las universidades el estudio de la composicién
quimica de los vegetales y la aplicacion de técnicas bioldgicas para la determinacion de
la actividad farmacoldgica, comprobadas in vitro y en animales de

experimentacign,(-O¢K ©- 1994 p62)

En la actualidad para comercializar los productos fitoquimicos se han estos de categoria
C (vegetales secos), presentaciones en tabletas, capsulas, extractos, corresponden de la
categoria B y requieren de analisis microbioldgico fitoquimico farmacoldgico in vitro,
finalmente inyectables y productos de administracion oral requieren de pruebas in vivo

a mas de las in vitro.



Por lo mismo debe a més del estudio taxondémico realizarse el fitoquimico para conocer

si es el extracto total o alguno de los metabolitos responsable de la actividad.®=RE# "

2010)

Segun el articulo 380 de la Ley Organica de Salud (2014) del Ministerio de Salud, se

sefiala que:

Producto natural procesado de uso medicinal.- Es el producto medicinal terminado y
etiquetado cuyos ingredientes activos estan formados por cualquier parte de los recursos
naturales de uso medicinal o sus combinaciones, como droga cruda, extracto o en una

forma farmacéutica reconocida, que se utiliza con fines terapéuticos.

No se considera un producto natural procesado de uso medicinal, si el recurso natural de
uso medicinal se combina con sustancias activas definidas desde el punto de vista
quimico, inclusive constituyentes de recursos naturales, aislados y quimicamente
definido.

Los metabolitos terapéuticos en la mayoria de las plantas de las especies de Desmodium
molliculum son semejantes, salvo en ciertas variaciones en la proporcion de metabolitos
especificos. El estudio Fitoquimico de Peruvian Nature S&S SAC determina la

presencia de metabolitos secundarios como:

Acidos organicos; Esteroides; Saponinas: Dehidrosoyasaponina |, Soyasaponina |,
Soyasaponina Il, Soyasaponina Ill, Soyasaponegol B; (aglicona comdn de
soyasaponinas I-1V) que constituyen los metabolitos secundarios caracteristicos de
leguminosas y son los principios activos del efecto antinflamatorio de la hierba del

Angel o del infante como se le conoce en Chimborazo y Ecuador, ROBERT: M. 1980. p. 85)

Otras saponinas (triterpenoides) Astragalina, Beta-fenilaretilamina, Cosmosiina,

Cianidino-3-ortosoforosido, Hordenina, Pelargonidin-3-orto-ramndsido, Salsolina

Tectorigenina, Tetrahidroisoquinolinas, Tiramina.(ROBERT. M. 190. p. 85)



Hasta el momento es silvestre pero puede ser cultivada para constituirse en recurso

sustentable para las poblaciones donde crece en forma espontanea.

La Hierba del Infante hierba con hojas pequefias redondas, se la conoce como una
hierba nativa del Ecuador, la infusion se utiliza generalmente como antinflamatoria y en
cataplasma sobre la piel. En el PerG indica que contiene 4 mg/k de alcaloide expresada

Tryptamina, 3% de 4cidos grasos insaturados.WH!TE: A 1985 p.125)

En el Ecuador existen Desmodium adscendens (Sw) Dc .En Carchi las hojas secas son
aplicadas en el area irritada de la piel para los eczemas; en Pichincha por los Tsachilalas

raices son utilizadas para los dolores en el pecho cuando existe resfrio.

Quito se le utiliza en la mordedura de serpiente y picadura de insectos, ademas que la
infusion de esta planta con Santa Maria y Matico silvestre se aplica o se lava con esta
solucion el sitio afectado las veces que sean necesarias, una infusion de solucién similar
de mamd Juana (Adenostemalavefia) se lava de igual forma las veces quesean

necesarias (R'0S: M- 2007. p.234)

Desmodium axilliare, que en el Carchi se utiliza esta especie para tumores. Las hojas

secas son maceradas y aplicadas sobre el sitio afectado para absorber la hinchazon.

- Desmodium sericophyllumSchltd, en San Antonio de Saraguro utilizado para curar

heridas se usa la decoccion de esta planta con “cancer sacha” genero indeterminado.

- Desmodium uncinatum (jacq.) Dc, la comunidad de Ts&chila utiliza para inducir el

aborto las vainas son hervidas y la decoccién se toma.

- Desmodium sp, en Saraguro después del parto se lavan mediante la decoccion de la

misma, (R10S: M. 2007. p.234)



Estudios preclinicos del extracto acuoso de Desmodium molliculum, del Perd
determinan la presencia de Taninos que se ligan a las proteinas dando una propiedad

astringente.

Ademas indican la presencia de las siguientes Saponinas: | saponinas:
Dehydrosoyasaponin 1, Soyasaponin | y Soyasapornin Ill, que revelan la capacidad para
la activacion de los canales del potasio activados por los iones de calcio siendo un

broncodilatador. (TORRES. .2012. p. 327,328)

Del screening fitoquimico del extracto etandlico de masa homogénea consistencia
blanda color verde petroleo u rendimiento del 2%; las pruebas cualitativas determinaron
la presencia de flavonoides compuestos fendlicos taninos esteroides y saponinas

alcaloides y carbohidratos.(TORRES: J. 2012.p. 327-328)

Realizando las siguientes reacciones quimicas preliminares del extracto etandlico:

Reaccion de Cloruro férrico: es caracteristica para compuestos Fendlicos, resultan
coloraciones de verde a marron para derivados de Catecol y coloraciones azuladas para

derivados de Piragalol.

Reaccién Shinoda: en una lamina para reaccion a la gota, se depositan una solucion
poco coloreada del extracto vegetal, se agrega pequefios trozos de magnesio metalico y
gotas de HCL concentrado, las coloraciones que se generan indicaran la presencia y

tipos de Flavonoides.

Reaccion Lieberman Bouchard: a un miligramo del extracto se le agrega pocas gotas
de acido acético mas 3ml de Ac,0O/H,SO,4 (50:1), una coloracion verde azul verdoso

indica la presencia de un nucleo esteroidal o triterpetenoidal.

Este tipo de estructura esta relacionadas con los compuestos reportados en Desmodium

molliculum.



FIGURA 1-1. Estructura de las Astragalina y la Cianidina

Astragalina Cianidina

{32) hoquertitting R+ OH HO O+\
(33) astragalina R M ‘
==
OH

Fuente: (TOSO. 2012)

Una vez que se conozca la metodologia de separacion, purificacion e identificacion de
los metabolitos secundarios de la hierba del infante se propondra una metodologia para
cuantificar el metabolito de mayor presencia, para la validacién farmacoldgica del uso
del vegetal, en fitomedicamentos; determinados por la cantidad de principios activos y
que puedan utilizarse métodos fisicos quimicos o espectroscopicos para Su

identificacion.

1.2.1. Actividad de los Flavonoides

Los flavonoides que generalmente son constituyentes de las flores juegan un papel
importante en la prevencion y tratamiento de algunas enfermedades como infecciones
bacterianas, procesos inflamatorios, antivirales, antiagregantes, mutagénicos e inclusive

algunos canceres.

1.2.1.1. Clasificacion

La estructura clésica de los flavonoides esta basada en un esqueleto Cs Cs; Cs

compuesto por dos anillos aromaticos A y B unidos por un fragmento de 3 carbonos.



Las diferentes clases de flavonoides difieren en el anillo B, proveniente de la
condensacion de las unidades acetato, estd unido al Ca de la unidad fenilpropano

formando asi los flavonoides propiamente dichos o flavanos.

Estos polifendlicos, son fenilbenzopironas de bajo peso molecular derivados de la union

de tres anillos A, By C, dos de ellos aromaticos. (TORRES: J. 2012. p. 329.330)

FIGURA 2-1. Flavonoides. Estructura Basica y Tipos
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Fuente:(GONZALES. 2008)

1.2.1.2. Determinacion Cromatogréafica del Canferol- Quercetina

Cromatografia en capa fina (CCF) La fraccion acetato de etilo fue concentrada en
rotavapor y se aplicd en forma de banda sobre placas de silica gel 60 A° K6F de 250
mm de espesor (5 x 20 cm). EI Cromatograma se desarrollé utilizando un sistema de
solventes compuesto por acetato de etilo-metanol (100:10, v/v).

Las bandas con similares Rfs a los estandares auténticos de quercetina y canferol fueron
recuperadas, eluidas con 1 ml de metanol (3 x) y evaporadas bajo una corriente de

nitroégeno.



Una alicuota de extracto metanolico seco resuspendido con metanol se cromatografid
utilizando placas de silica gel 60 A° K6F de 250um de espesor (5 x 10 cm)en forma

conjunta con estandares auténticos de quercetina, canferol, rutina y apigenina.

Se desarrollaron dos Cromatograma diferentes utilizando como sistema de solvente
acetato de etilo -metanol (10:1, v/v) para uno de ellos y para el otro tolueno-cloroformo
-acetona (40:25:35, v/v/v)>, RIOS: M. 2007. p234)

FIGURA 3-1. Estructura Basica Canferol - Quercetina

Fuente: (GONZALES. 2008)

FIGURA 4-1. Datos Espectrales UV de Flavonoides de CH, Glauca y sus Productos de

Hidrolisis
Compuesto MeOH NaOMe A AICIHCI MaOhe NaCheH_ B0,
Ouerceling-3-0- 260, 270k, 300h, 270, 327, 405 275, 290h, 435 271, 300, 365h, 276, 325, 395 270, 298, 385
ramnogiuchsido 360 A
{CG-1)
Canferct-37-0- 344, 320h 266 405, 275 394, 344, 296h 304, 341, 300h, 57, 267 346, 265
diramndsido 274 275
(CG-2)
Quercetina 254, 270h, 200h, 243, 330, 424 273, 304k, 330, 266, 392h 358, 257h, 274, 129, 260, 294h, 378
av0 fdessc.) 458 430 300(desc )
Canterol 266, 204h, 318h, 276, 320, 250, 270, 303h, 268h, 270, 303h, 274, 304, 385 266, 300h, 368
366 406 {dese.} 344,424 344,424
5 hombro

Fuente: (PASTEN, E 2001. p.89)



1.2.1.3. Infrarrojo de Flavonoides

En los flavonoides la espectroscopia IR no es muy aplicada, pero permite diferenciar fenoles de

fenoxidos, y las bandas caracteristicas de los aromaticos.

FIGURA 5-1. Espectro IR de la Quercetina
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Fuente:(MARTINEZ A, 2013)

FIGURA 6-1. Espectro IR de una Flavona
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Fuente:(MARTINEZ, A. 2013)



1.2.1.4. Espectroscopia Infrarroja de los Flavonoides (Cheilanthes Glauca)

FIGURA 7-1. Estructura Cheilanthes glauca
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Fuente:(GONZALES. 2008)

El espectro infrarrojo muestra una banda larga a 3374 cm* sugiriendo OH fendlico o de
alcohol, esta informacién fue corroborada con el pico a 1212 cm* tipico de deformacion
axial de C-O .absorciones para deformacion axial de C=C de aromaticos fueron
observadas entre 1602 y 1449 cm™.

Dos bandas en 2937 y 2 981 cm™ referentes a estiramientos de C-H de grupos metilicos
0 metilénicos. Una fuerte absorcion a 1659 cm™ permite inferir sobre la presencia de un

carbonilo conjugado que forma un puente de hidrogeno. MASSHISA. H. 2002).,

Flavonoides glicosilados de Herissantiatiubae (K. Schum) Brizicky (Malvaceae) y
estudios farmacoldgicos preliminares de canferol 3,7-di-O--L-ramnopiranosideo
presente deducen que es un solido amarillo cristalizado mp. 171°C con descomposicion,
presenta fluorescencia a 366nm. El IR presenta banda a 3400 cm™ (OH), a 1599, 1498
y 1446 cm(C=C aromético); 1561 (C=0 carbonilo conjugado).(MASSHISA. H. 2002))
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FIGURA 8-1. Estructura Basica Canferol

Fuente: (TOSO. 2012)

FIGURA 9-1. Estructura Bésica Astragalina
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Fuente: (TOSO. 2012)

La astragalina en literatura es 3-glicopiranosil 5, 7,4trihidroxiflavona caracteristico de
solanaceceas como la dulcamara. El espectro IR de flavonoides presenta bandas tipicas
de grupos hidroxilados a 3450 cm™, de sistemas aromaticos a 1600cm™, 1500, 1450 de

grupo éter a 1230 oL (MASSHISA. H. 2002))

1.2.2. Triterpenos.
Introduccion y nomenclatura: el laboratorio natural de los vegetales que sintetizan los

metabolitos secundarios y de acuerdo a estudios previos se conoce que las leguminosas

biosintetizan terpenos de 30 &tomos de carbono conocidos como triterpenos.
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El término terpeno viene del Aleméan terpentin viene = trementina, se encuentran
especialmente en el reino vegetal y estdn formados especialmente por unidades de
isopreno 0 isopentano, aunque nunca se hayan separado de los vegetales. La
formulacién de la regla del isopreno la que fue enunciada por Ruzicka que dice que un
terpenoide debe ser divisible en unidades de isopreno.

En dicha regla se basa la definicion de estos compuestos: son aquellos compuestos que

tienen una arquitectura relacionada con la molécula simple CsHjg isopreno.

Dentro del grupo de los terpenos estan triterpenos compuestos, ampliamente difundidos
en el reino vegetal como los glicosidos, ésteres o libres. Por definicidn se consideran
productos naturales que tienen un esqueleto de 30atomos de carbono y que se derivan

del escualeno (6 unidades de isopreno) por ciclaciones o modificaciones de éster.
(SILVA, M. 1992. p. 353)

1.2.2.1. Triterpenos Pentaciclicos

Compuestos de30 atomos de carbono con esqueleto perhidrofenantreno con 30 atomos
de carbono originados desde el escualeno, presentes en todos los vegetales
especialmente en dicotiledoneas sea como glicésidos (unidos a azlcares), geninas, 0

ésteres.
Su estructura de 5 anillos de ciclohexano fusionados con lineas de adosamiento entre

anillos y enumerados como A, B, C, D y E son de dos tipos saponinas triterpénicas y

saponinas esteroidales.S'-VA M. 1992p-353)
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FIGURA 10-1.Esqueleto Triterpenoide Pentaciclico

Esqueleto triterpenoide pentaciclico

Fuente: (TOSO, 2012)

1.2.2.2. Glicosidos

Las saponinas esteroidales poseen de una a seis unidades de monosacaridos unidas entre
si mediante enlaces glicosidicos. Estas unidades son cominmente hexosas, pentosas y
desoxihexosas, entre los que se encuentran principalmente glucosa, ramnosa, galactosa

y xilosa.

Los enlaces glicosidicos pueden tener configuracion a o b. Este resto glicosidico, que
puede ser lineal o ramificado en la mayoria de los casos se une con el aglicon a través
del C-3 del mismo. Uno de los compuestos representativos de estas saponinas es el

sapogenol y sus derivados.

En capa fina de silica gel corre en la mezcla de CC (CHCI3/MeOH), 70:30 el
compuesto | corresponde al Sapogenol B. 3-O-(-d-Glucuronopyranosy)- Soyasapogenol
B se presenta como polvo blanco con pf 176-177 °C.El compuesto 3-O-o-I
Ramnopiranosil (1-2 B-D- Galactopiranosil 1-2)- B-D- Galactopiranosil- Soyasapogenol

B presenta como polvo blanco fp 218-220 °C cristaliza en MeOH.MASSHISA. H. 2002)

13



FIGURA 11-1.Esqueleto Saponina Esteroidal

RO

R= H, Sapogenina esteroidal
R=Azucares (Deoxi), Saponina

Fuente: (TOSO, 2012)

FIGURA 12-1. Representacion estructural de las Sapogeninas Triterpenicas

(SYOL - B)

Estrutura Saponina (Abreviagho) R, R, I,
Sojassapogenol A OH H H
(5Y0OL-A)
Sojassapogenol B H H H
(SYOL - B)
Sojassaponing 1 H H =AcGle—Gal-Rha
(SYA-1)
Sojassaponina 11 H H =AcGle-Ara-Rha
(5YA-2)
Sojassaponina 111 H H =AcGle-Gal
(5YA-3)
Deidrosojassaponina | H ok -Ac(ile-Gal-Rha
(DHSYA )
Sojassapogenol A OH H H
(5YOL - A)
A Sojassapogenol B H H H

Fuente: ABBAS.Fy ZAYED, 2012, p.544)
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FIGURA 13-1. Ejemplo de Sapogeninas Glicosidas

Fuente: ABBAS.Fy ZAYED, 2012, p.548)

1.2.2.3. Técnica de Extraccion de Saponinas

El fundamento de la técnica propuesta es la extraccion de la saponina con una mezcla de
etanol al 50% V/V, filtrado al vacio. La solucién obtenida es diluida con el mismo
etanol hasta que la concentracién de la saponina total se encuentre dentro de la curva de

calibracion que se encuentra de 0 a 350 ppm.

Para dar coloracion a la solucion de saponina total extraida se utiliza el reactivo de color
que es una mezcla de anhidrido acético y acido sulfurico en una proporcion del:5 (16.7
%). La proporcién de la muestra con el reactivo de color 1:3.5 (22.23%). La muestra

sera leida a una longitud de onda de 528 nm.
La presente técnica no tiene interferencia con colores que pueda presentar la quinua y

tiene la virtud de determinar el total de las saponinas presentes en el producto. Contiene

Saponinas como: (MASSHISA. H. 2002).
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FIGURA 14-1. Sapogeninas de Quinua

OH OH OH
® ® ®
HO 0 O HO 0 O HO 0 O
e SOOI 0O Ohe
Z oH Z on Z o
OH OH OH

Pelargonidina Cianidina Peonidina
OH OMe OMe
OH OH OH
® ® ®
HO 0. O HO 0. O HO. 0. O
0 X OH O X OH O A OMe
& OH — OH & OH
OH OH OH
Delfinidina Petunidina Malvidina

Fuente: ABBAS.Fy ZAYED, 2012, p.54)

1.2.2.4. Preparacion de Extractos de Saponinas

Un extracto es un tipo de maceracion, en la que el liquido solvente es una mezcla de
alcohol etilico y agua, que disuelta las sustancias activas contenidas en una planta
medicinal. En otras palabras, es el poder de una Planta Medicinal transformado en

"Medicamento”.

El proceso de obtencion de un extracto incluye las siguientes etapas:

a) Proceso de desengrase del material vegetal: EI mismo tiene como objetivo eliminar
los compuestos lipidicos que posee la planta, que pueden afectar operaciones

posteriores. El desengrase puede realizarse directamente al material vegetal 0 a
extractos obtenidos de éste.
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b) Obtencion del "crudo™ de saponinas: Se realiza la extraccion del material vegetal
empleando solventes polares tales como metanol, etanol y n-butanol o mezclas
hidroalcoholicas de cada uno de ellos. ElI n-butanol es muy utilizado por su

especificidad para este tipo de compuestos.

c¢) Hidrolisis de las saponinas: Generalmente se realiza por via quimica utilizando un

Acido mineral como catalizador y su finalidad es liberar las sapogeninas.

d) Extraccion de las sapogeninas liberadas en el proceso de hidrolisis: En este proceso

se utilizan solventes de mediana polaridad como acetato de etilo y cloroformo los pasos
c y d se realizan para obtener las sapogeninas que se encuentra en forma de glicdsidos y
proceder a su caracterizacién como informacién previa en la elucidacion estructural de

las saponinas.

En los ultimos afios, aparejado al desarrollo de las técnicas de Resonancia Magnética
Nuclear, es cada vez mas posible determinar estructuras de estas moléculas sin
necesidad de utilizar métodos destructivos por lo que estas etapas pueden

omitirse (SILVA, M. 1992. p. 353)

Fueron pesados 2g de polvo del vegetal y extraidos por reflujo con 10 ml de etanol al
70%. Filtrar, el filtrado es llevado por evaporacion a 5 ml, solo de 20 a 40ul fueron

utilizados para cromatografia de capa fina.

Un método de enriquecimiento de saponinas es tratar el extracto etandlico con una
solucién de butanol saturado de agua, el butanol queda en la parte superior y extrae las
saponinas. La fase estacionaria puede estar constituida de silica gel Ggysq placas Meck

precocidad (TAKIWASI, A.1996. p.567)

Los solventes mas utilizados son:
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- Cloroformo: &cido acético glacial: agua (64:32:12:8), especialmente para separar

mezclas en capa fina preparativa.
- Cloroformo: metanol: agua (70:30:4) para la raiz del Ginseng.

- Acetato de etilo: etanol: agua: amoniaco (65:25:9:1) para glicerreticos y raiz de

"CIUeritzia (TAKIWASI, A. 1996.)

En el aislamiento y purificacion de estos compuestos los métodos cromatogréaficos
juegan un papel decisivo. En la literatura se reporta el uso de la cromatografia de capa

delgada preparativa (CCDP) y cromatografia de columna (CC).

Entre los adsorbentes mas utilizados en estas técnicas se encuentran la alimina, silica

gel de diferentes granulometrias y mas recientemente sephadex LH-20.

La cromatografia gaseosa (CG) y maés recientemente la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) asi como las técnicas de cromatografia de particion a
contracorriente RLCC (Rotation Locular Countercourrent Chromatography) y DCCC

(Droplet Counter Chromatography) se han utilizado con estos propdsitos.(TAKWASL A

1996.)

En algunos trabajos encontrados en la literatura aparece el uso combinado de estas
técnicas, especialmente en el caso de las saponinas, que por ser altamente polares y

solubles en agua su purificacién es una tarea dificil.

Ejemplos de esto Gltimo son los trabajos de Fukahara y Kuboen los cuales se logré la
obtencion de glicosidos con propiedades alelopaticas combinando técnicas basadas en la
particion y los de Hostettmanet, en los que aislan saponinas esteroidales de la corteza
del Cornusfloridus mediante la utilizacion combinada de CC (Filtracion por gel
utilizando LH-20) y DCCC.(TAKIWASI A. 19%.)
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En el aislamiento de saponinas esteroidales de las raices y corteza de la planta
denominada Balanitesaegyptiaca fue utilizada esta Gltima combinacién y comparada
con técnicas convencionales de CCD preparativa y CC. Utilizando sucesivamente la CC
con sephadex LH-20 y silica gel asi como la aplicacion de técnicas de HPLC se logr6 en

la misma planta el aislamiento de saponinas de sus semillas.

FIGURA 15-1. Sapogenina

Fuente: ABBAS.Fy ZAYED, 2012, p.54)

En el presente caso son saponinas triterpénicas con un grupo &cido en la posicion 17,
un OH en la posicion 3 que se esterifica con azlcares. EI segundo azlcar tiene
sustituyentes diferentes que pueden ser hidrogenos, alcoholes o azucares para dar lugar

a los diferentes tipos de soyasapogeninas.(TAKIWAS!. A. 19%.)
Como se observa la estructura no posee dobles enlaces conjugados por lo tanto no es
posible determinar su estructura por aplicacion de espectroscopia Ultra Violeta. Queda

en nuestro medio la determinacion Infrarroja.

FIGURA 16-1. Espectro IR de Saponina

Figura S. Espectro infrarrojo de crucdlo obtenido
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Fuente: ABBAS.Fy ZAYED, 2012, p.5

Aislamiento de Friedelina y friedenol de la corteza de Klusiaellipticifolia. Se aislaron
Friedelina (friedeooleonan-3-ona) 0.038% y epifriedelinol 0.022% (friedeoolenan-3p ol.
La espectroscopia IR para el compuesto | da bandas 1708 (>C=0), 1380gem-dimetil
cm™.Compuesto Ibpf 286 289 °C IE a 3325 (OH), 1380 gem-dimetil, 1123 (tension de
C-0) cm™. Espectro UV 212 nm.

Compuesto transformado en acetato da bandas a 1735 (>C=0) y 1245 (C-O) cm™ que
indica la presencia del grupo —-OCOCH3; y no muestra ninguna sefial debida al O de

posicion 3 forma un acetato, (MASAHISA. 2002,p. 123)

1.2.2.5. Infrarrojo de Saponinas

El origen del infrarrojo se debe a que las moléculas no son estructuras rigidas, sino que
a la temperatura ordinaria, los &tomos que la forman oscilan o vibran alrededor de las
posiciones de equilibrio. En efecto al iluminar un conjunto de moléculas con luz
infrarroja de frecuencia apropiada ocurre una absorcién por las moléculas de la energia
de la radiacion, el registro de la radiacion incidente es lo que se Ilama radiacion

infrarroja.

Laregion del espectro en que aparece una banda de absorcion de radiacion se llama
banda de absorcion, la frecuencia del pico de maxima absorcién llamada frecuencia de
la banda y el porcentaje de absorcion son datos para el estudio de la estructura

molecular (MORCILLO, R.1974. p.345-356)

Las moléculas organicas absorben la radiacion infrarroja y la convierten en energia de
vibracion molecular que van acompafados de energia rotacional las que se presentan de
los 4000 cm™ - 660cm™. La frecuencia o la longitud de onda de la absorcién dependen
de las masas relativas de los 4tomos, las constantes de fuerza de los enlaces y la

geometria de los atomos.
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El numero teorico de vibraciones fundamentales raramente se pueden observar debido a
que los sobretonos de una frecuencia dada y los sobretonos de combinacién aumentan el
numero de bandas. Asi mismo hay vibraciones que disminuyen el nimero de bandas

como las bandas débiles, bandas degeneradas, falta de vibraciones.
(MORCILLO, R.1974. pp.345-356)

La asignacion de las frecuencias de alargamiento pueden aproximarse mediante la
aplicacion de la Ley de Hooke. En esta ley dos atomos y su enlace de conexion se
tratan como un oscilador arménico simple formado por dos masas unidas por medio de

un muelle.

La existencia de bandas caracteristicas originada por las vibraciones caracteristicas cuya
frecuencia se mantiene aproximadamente constante, los mismos que constan en

diferentes compuestos que se indican a continuacign.(ROBERT-M. 1980 p.85)

TABLA 1-1.Bandas caracteristicas de algunos grupos organicos

Grupo Vibracion de Grupo Vibracion de Grupo Vibracion de
Atémico | Tensiéncm™ | Atoémico | Tensioncm™ | Atémico | Flexion cm™
-OH 3600 >C=C< 2100 -NH, 1600
>NH 3400 >C=0 1700 >CH, 1460
=-CH 3300 >C=N- 1650 -CH3 1450
>FH 3050 >C=C< 1650 -CHj 1375
2950 >C=S 1350 -OH 1400
-SH 2550 >F-F< 900 >C=0 1250
-PH 2400 =- CH 700
NO, 650

Fuente: (ROBERT. M 1980.)

En la tabla de sapogeninas que se indica a continuacion se observa que el poder
hemolitico y coadyuvante de las saponinas estd dado por la polaridad sustituyentes

unidos a la aglicona.(MORC"‘Lo’ R.1974, p.345-356)
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Existen miles de compuestos, pero escogen saponinas derivadas del 4&cido
oleanicosojasapogenosidos. A 'y B, hederagenina, protoaescigenina y barrintogenol C,

con las mismas configuraciones en C-3, C-4, C-8, C-10, C-14, C17, C-20.(MORCILLO. R.
1974. p.345-356)

1.2.3. Andlisis General de Drogas por Cromatografia de Capa Fina 'y Columna.

Uno de los métodos rapidos para el analisis de metabolitos secundarios en vegetales y
preparados de vegetales es la cromatografia de capa fina (TLC) y tiene las siguientes

partes.

- El tiempo requerido para la demostracion de muchas de las caracteristicas

constituyentes de una droga por TLC en tiempo corto.

- En adicién una deteccion cualitativa, la TLC da informacion semi-cuantitativa,

informacidn de principios activos, permiten aseguracion de la droga.

- La cromatografia de capa fina permite una huella o caracteristica que indica la pureza,

adulteracion o sustitucion de un vegetal.

- Incluye una metodologia apropiada de procesos de separacion, TLC puede ser usada

para analizar drogas combinaciones y preparaciones fitoquimicas.

- Maceracion: Métodos de extraccion segun la USP.

- A menos que se especifique lo contrario, el material crudo que se va a extraer, s
reducido a tamafio apropiado, mezclando con el solvente especifico y dejando en

reposo a temperatura ambiente en un recipiente por tiempo apropiado, con frecuente

agitacion hasta que la materia soluble se disuelva.

22



La mezcla se filtra, el material insoluble se lava con el mismo solvente utilizado para
la maceracién y los filtrados se combinan y concentran a la consistencia deseada, bajo

presion reducida y temperatura controlada.

1.2.3.1. Cromatografia de Columna

Es el método que permite separar 1g 0 mas de un extracto o sub-extracto vegetal a
escala preparativa. La fase estacionaria se coloca en el interior de un tubo de vidrio que
termina en una placa porosa que evita el paso del solido (fase estacionaria), colocar el

solvente menos polar de la mezcla de corrido para capa fina.

Sobre el adsorbente humedecido en el mismo solvente generalmente 20g por 1g de
extracto, dejar pasar el solvente hasta que llegue a la adsorbente, cerrar la llave y
colocar el extracto en forma wuniforme hasta que penetre en la fase

estacionaria (MORCILLO, R.1974. p.345)

Colocar el solvente de elucion en pequefia cantidad hasta que toda la muestra se
distribuya en la superficie del adsorbente de la columna. Se procede a la elucion
recogiendo fracciones de poco volumen, si se forman bandas de color los volimenes se

recogen hasta cuando toda la banda se eluye.

Primero se eluyen los compuestos menos polares, al Gltimo salen los méas polares por

adicion de solventes o mezclas mas polares, este es el caso de columna de polaridad
(JATIVA, C. 2013. p. 89-96)

Monitoreo de fracciones: se concentran por eliminacion del solvente y cromatografian
en capa fina generalmente el solvente de corrido es menos polar que el utilizado en la
separacién. Fracciones de igual Rf se unen y decide el siguiente proceso de acuerdo al

Cromatograma.

23



Las variables que més influyen en la cromatografia de columna es la eficacia y

utilizando gel de silice como fase estacionaria son las siguientes:

- Diametro de la columna y cantidad de gel de silice. La altura del adsorbente est4
relacionada con la diferencia de Rf de los competentes de la mezcla. EI didmetro de la

columna con la cantidad a separar.

-Eleccion del disolvente: la eleccion del disolvente tiene que conducir a una buena

separacion de los componentes de una mezcla previamente analizada en capa fina.
(JATIVA, 2013, pp. 89-96)

1.3. BASES TEORICAS

1.3.1. Descripcion Del Vegetal

1.3.1.1. Desmodium

Género con cerca de 350 especies de las regiones tropicales y subtropicales menos de
Europa y nueva Zelanda bien representada en toda América desde Canada hasta
Argentina central. Plantas con hojas pinnadas, trifoliadas, con inflorescencias en

glomérulos, racimos o en paniculas axilares o terminales y legumbres en lomento.

Con artejos frecuentemente indehiscentes siempre con una sola semilla que queda en
libertad en la madures, alcanzan un tamafio de hasta 0.5 m de alto posee flores rosadas

a moradas (TORRES, J. 2012. p.327-328)
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1.3.1.2. Manayupa (Desmodium molliculum):

Etimolégicamente su nombre genérico Desmodium proviene del griego Desmos:

equivale a “cinta que sujeta”

1.3.2. Taxonomia

1.3.2.1. Nombre cientifico: Desmodium molliculum.

1.3.2.2. Nombre comun: Hierba del Infante, pega pega, manayupa (Espafiol),

"Ranamanayupana” (Vocablo Quechua), beggarlice, hardman, hardstick, strong back

(Ingles).

1.3.2.3. Familia: Fabaceae.(TORRES: J. 2012.p.32-38)

FOTOGRAFIA 1-2. Prototipo Desmodium molliculum ubicado en la parroquia de

Guanando del Cantén Guano

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

1.3.3. Usos Medicinales

El gran utilidad de esta especie son sus aplicaciones terapéuticas, por su composicion
quimica como diurética, antinflamatoria, emenagoga, depurador sanguineo, tratamiento

de heridas. (RIOS: M. 2007. p.234)
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1.3.3.1. Broncodilatador.

Aumento del didmetro o de la luz de los bronquios, lo que permite un mayor flujo de
aire hacia los pulmones y desde ellos, es decir; bronquios y bronquiolos se dilatan por la
accion terapéutica de la planta.

1.3.3.2. Diurética

Se denomina diurético a toda sustancia que al ser ingerida acelera la tasa de formacion
de orina por diversos mecanismos y el resultado es que extraen del organismo sodio y
agua. Los lugares de accion se determinan por la forma como inhiben los sistemas de

trasporte del Na y otros electrolitos localizados a lo largo de la nefrona.

1.3.3.3. Antinflamatoria

El término antinflamatorio se aplica al medicamento o sustancia usada para prevenir 0
disminuir la inflamacion de los tejidos. En el caso de los medicamentos generalmente el
mecanismo por el cual actdan es el de impedir o inhibir la biosintesis de sus agentes
mediadores, principalmente los denominados eicosanoides o derivados del &cido

araquidénico.

Los procedimientos antiinflamatorios son en general medidas fisicas como reposo e

inmovilizacion.
1.3.3.4. Emenagoga
Propiedad de una sustancia o planta medicinal con accion estrogénica, facilitadora de la

menstruacion, como consecuencia de la accion congestiva que desarrollan a nivel de

utero y ovario. Algunas dosis superiores a las terapéuticas pueden ser abortivas.
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1.3.3.5. Depurador Sanguineo

El concepto de depuracién implica esencialmente el proceso de eliminacion renal de una
substancia. Sin embargo, este concepto se ha extendido para describir la eliminacién por
0 desde 6rganos como el higado y otros de menor importancia como el estdbmago,

pulmones, etc.

1.3.3.6. Tratamiento De Heridas

Una herida es una falta de la continuidad de la piel que puede estar originada por
diferentes causas, como un golpe, un corte con un objeto afilado o una mordedura y su

tratamiento aplicado es una limpieza aséptica, tanto interna como externa.

1.3.4. Composicion Quimica

El estudio de la composicién quimica se conoce como Fitoquimica, fundamentada en
ensayos cualitativos y cuantitativos para valorar los principios activos que se
encuentran en un vegetal con accion terapéutica, que se producen durante el

metabolismo de las plantas.

1.3.5. Marcha Fitoquimica

Tiene como objetivo determinar los metabolitos secundarios presentes en la especie
vegetal a estudiar, siendo el caso de una planta medicinal, aplicando una serie de
técnicas de extraccion, de separacion y purificacion y determinacion estructural de los

metabolitos causantes de la accién terapéutica, (-OCK: ©- 1994. p. 265-268)
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1.3.6. Principio Activo

Sustancia simple o compleja proveniente de la biosintesis del vegetal en dependencia de
la ruta metabdlica de su fotosintesis con accion farmacologica sobre estipuladas
molestias o enfermedades aminorando sus efectos o solucionando su curacion,
localizado en partes especificas o en todo el vegetal por lo que dependera su técnica

extractiva para su dosificacion y conservacion.(COMEZ A- 2005.p.. 22:23)

1.3.7. Extracto

Mezcla compleja, multitud de compuestos quimicos, obtenible por procesos fisicos,
quimicos y/o microbioldgicos a partir de una fuente natural y utilizable en cualquier

campo de la tecnologia.

1.3.8. Extracto Etandlico

Obtenido a partir de una maceracion alcohodlica etanol 96% (v/v).

1.3.9. Metabolitos.

Productos Naturales o sustancias organicas presentes en los vegetales se han dividido en
dos grandes grupos con cierta arbitrariedad los metabolitos primarios polimeros

naturales como almidones, ceras, aceites, azucar y los secundarios 0 macromoléculas

con las siguientes caracteristicas:
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TABLA 2-1. Clasificacion de los Metabolitos

METABOLITO PRIMARIO METABOLITO SECUNDARIO

1. Producto del metabolismo general 1. Productos del metabolismo especial.

2. Ampliamente distribuido en plantas y 2.Biosintetizado a partir de metabolitos

microorganismos. primarios. Con distribucion restringida a ciertas

Ejemplos: Aminoécidos de proteinas, plantas y microorganismos (a veces

€s

monosacaridos,  nucleétidos,  acidos caracteristica de género dado o de una especie).

carboxilicos del ciclo citrico, lipidos Ejemplo: alcaloides, terpenoides, flavonoides,

glicéridos, etc. oligosacaridos.

Fuente: MONOGRAFIAS, 2014
Realizado por: SALAZAR, Alexis. 20015

El estudio fitoquimico de un vegetal se refiere a los metabolitos secundarios, la
clasificacion precedente es sobre todo biosintética, y en menor grado de tipo funcional,
un ejemplo sencillo se puede comprobar que la D-glucosa es un metabolito primario, la
2-6-didesoxi-D-arabinosa-exosa es una zucar de antibioticos, un metabolito secundario,

un “producto na,[ural_(GROS, Eduardo. 1985)

La caracteristica mas importante de muchos metabolitos secundarios es su distribucion
relativamente restringida en la naturaleza, que en algunos casos, se limita a especies o
subespecies Unicas, en consecuencia son casos de la individualidad del organismo que

las contiene (GROS, Eduardo. 1985)

Se analizara los metabolitos secundarios de vegetales en el presente caso del estudio
fitoquimico de Desmodium molliculum ya que en las publicaciones que existen, miles
de productos naturales que comunmente se han descrito y se los ha clasificado de
acuerdo a su estructura o taxonomia relacionada, es muy dificil estimar con seguridad el

ndmero exacto, no existe un inventario de todos ellos.

29




1.3.10. Cromatografia

La cromatografia es un método fisico de separacion en el cual los componentes a
separar se distribuyen entre dos fases, una que es estacionaria (fase estacionaria)

mientras que la otra, (la fase mavil) se mueve en una direccion determinada.

1.3.10.1. Cromatograma

Es un grafico u otra representacion de la respuesta del detector, de la concentracion del
analito en el efluente o de otra magnitud utilizada para medir una propiedad del efluente
frente al volumen de efluente o tiempo. En cromatografia en plano, "Cromatograma"

puede ser el papel o capa con las zonas separadas.

1.3.10.2. Técnicas Cromatograficas

Conjunto de técnicas basadas en el principio de retencion selectiva, cuyo objetivo es
separar los distintos componentes de una mezcla, permitiendo identificar y determinar

las cantidades de dichos componentes.

1.3.10.3. Cromatografia en Plano (TLC)

Es una técnica de separacion en la que la fase estacionaria es un plano o esta sobre un
plano. Este plano puede ser un papel utilizado como tal, o impregnado con una
sustancia a modo de lecho estacionario (cromatografia en papel, PC), o bien una capa de
particulas solidas que recubren un soporte, como por ejemplo una placa de vidrio

(cromatografia en capa fina, TLC).

A veces, la cromatografia en plano se denomina también cromatografia de lecho abierto.
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1.3.10.4. Cromatografia Preparativa

Cromatografia preparativa es el aislamiento de unos pocos miligramos de una sustancia
requerida para evaluar mas de un intermedio puro. Por lo tanto, todas las separaciones
preparativas implican la coleccion real de un componente eluido y no s6lo comprenden
el control de perfil pico para la estimacion cuantitativa y medicion del tiempo de

elucion.

1.3.10.5. Cromatografia Bidimensional

Se refiere al proceso cromatografico que hace que los componentes migren primero en
una direccion y luego en otra perpendicular a ella; las dos eluciones se llevan a cabo con

eluyentes diferentes

1.3.10.6. Cromatografia Preliminar

La cromatografia en capa fina preliminar es el paso critico en la separacion y
determinacion de los compuestos que tiene el vegetal dentro de un analisis fitoquimico
planteado, partiendo con solventes que tengan polaridad determinada para tener una
buena separacion de manchas cromatogréficas, para posteriormente utilizar diferentes
técnicas cromatograficas para la purificacion de sus compuestos y su analisis

fitoquimico.

1.3.10.7. Reveladores mas Comunes para TLC.

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

ser reveladas por:
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- Luz UV placas impregnadas de un fluorescente como el F254.

- La introduccion de la placa en vapores de yodo hace visibles compuestos con dobles

enlaces.

- Rociar con reactivo de Rosenthaler (Vainillina &cido sulfarico) revela los terpenos de

color azul, azul, violeta, rosado, pardo rojizo después del calentamiento a 105°C.

- Rociar con reactivo de sulfato de cerio los derivados flavonicos dan en la gama de

rosado. Después de calentar a 100°C.

- Rociar con agua destilada las saponinas dan manchas blancas.

1.3.10.8. Mancha

Es una zona sobre el papel o capa fina que tiene una apariencia mas o menos circular de

un compuesto la misma que tiene anchura antes o después de la cromatografia.

1.3.10.9. Mancha (Cola)

Asimetria del pico con respecto a la linea base, de tal forma que la linea de subida es
mas pendiente que la de bajada. En cromatografia en papel y capa fina, se refiere a la
distorsion de una mancha que muestra una region difusa en la parte trasera, en la

direccion del flujo.

1.3.10.10. Frente De La Fase Movil

Es el borde delantero de la fase movil cuando atraviesa el medio plano. En todas las
formas de desarrollo, excepto en el radial, el frente de la fase mavil es esencialmente,

una linea recta paralela a la superficie de la fase mévil. Se llama también frente liquido

o frente del disolvente.
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1.3.10.11. Distancia De La Fase Movil

Es la distancia recorrida por la fase movil que se desplaza a lo largo del medio, desde el
punto o linea de aplicacion hasta el frente de la fase movil.

1.3.10.12. Distancia Del Soluto

Es la distancia recorrida por el soluto a lo largo del medio desde el punto o linea de
aplicacion hasta el centro de la mancha del soluto. Si la mancha no es circular, se toma

un circulo imaginario cuyo diametro es el eje mas pequefio de la mancha.

1.3.10.13. Factor de retardo (RF)

Es el registro y se define como el coeficiente de dividir la distancia desde el centro de
aplicacion hasta el centro de la mancha desplazada para la distancia desde el punto de
aplicacion hasta el frente del solvente. El valor del Rf tiene un 20% de reproducibilidad
esta influida por la pureza de los solventes, las fases estacionarias, la saturacion de la
camara, la cantidad de muestra aplicada, la solubilidad de la muestra en el eluyente

aplicado.

FIGURA 17-1.Cromatografia de Capa Fina

Frente de la fase
mavi

&
! Mancha

Punto de partida
L el {linea)

Fuente: (ETTRE, LS. 2015. p.356)
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1.3.10.14. Cromatografia en Columna

Es una técnica de separacion en la que el lecho estacionario esta dentro de un tubo. Las
particulas de la fase estacionaria solida, o del soporte recubierto con la fase estacionaria
liquida, pueden llenar el volumen interno del tubo (columna rellena), o concentrarse
sobre o a lo largo de la pared interna del tubo, dejando un camino abierto sin restriccion,

en la parte media, por el que circula la fase movil (columna abierta).
1.3.11. Infrarrojo

La radiacion Infrarroja se refiere a la parte del espectro electromagnético comprendida
entre las regiones del visible y las microondas, esta limitada entre los 400 cm™ - 660cm™
! maés alla de la region visible, es un movimiento ondulatorio, formado por campo
eléctrico oscilante perpendicular a la direccién de propagacion y un campo magnético

oscilante con la misma frecuencia y perpendicular al campo eléctrico A-VAREZ: R. 2010,
p.325-364)

1.3.12. EI HPLC o Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Es una técnica cromatografica usada para separar componentes usando una variedad de
interacciones quimicas entre el analito y la columna cromatografica. Basicamente es un
sistema compuesto de un reservorio de fase movil, bomba, inyector, columna de

separacion y detector. (ALVAREZ. R. p.364)

1.3.13. Monitoreo
Descripcion de un proceso mediante el cual se relne, observa, estudia y emplea
informacién para luego poder realizar un seguimiento de un programa o hecho

particular es decir; inspeccionar, controlar y registrar una circunstancia o situacion del

estudio planteado.QU!M!NET. 2000)
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1.3.14. Eluir

Extraccion de una sustancia absorbida desde un lecho poroso o columna de
cromatografia mediante un chorro de liquido o gas 0 mediante la aplicacion de calor. El
proceso de elucion se puede detener mientras todos los componentes estan aun en el
lecho cromatografico, o continuar hasta que todos los componentes lo hayan

abandonado, (QUMINET, 2006)

1.3.15. Purificacion

En el método de purificacion se busca una fase movil adecuada, la misma formada por
un solvente o mezclas de estos en proporciones especificas que le dan una polaridad

determinada para asi tener una buena eficacia, eficiencia y resolucion en las diferentes

técnicas cromatogréficas.(QUM!INET. 2006)

1.3.16. Polaridad de Solventes

Depende de su estructura y constante dieléctrica.

FIGURA 18-1. Propiedades de Solventes mas Comunes

- 5 Punto de Constante
Disclvente Eérmula quimica Densidad
ebullicién dieléctrica
1
Disolventes no polares
|
Hexano CH(CH: ) CH, 69 °C 2,0 0,655 g/ml
-1
Benceno CH, 80 °C 2,3 0,879 g/mi
|
Yolisos CH-CH, 111 °C 2,4 0,867 g/mi
[; 1
Eter dietilico CHCH,;-O-CH:-CH, 35 °C 4,3 0,713 g/mi
|
Cloraformo CHCIL, 61°C 4.8 1,498 g/mi
1
Acotat il CH,-C{=0)-0-CH-CH, 77 °C 6,0 0,894 g/mi
{

Fuente: ABBAS.Fy ZAYED, 2012, p.59)
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FIGURA 19-1. Propiedades de Solventes mas Comunes

140Diexans CH,-CH,-0-CH ,<H,-0 101°C 23 1,033 g/ml
Tearahidrofurang (THA) | CHeCH-O-CHrCHs 66°C 75 0,886 g/mi
Dicloremetanc (0CM) €Ha, wc 91 1,326 g/mi
Actions CH,-C{=0}-CH, 56°C 21 0,786 g/mi
AT (MeCN CH,CN g2°c £y 0,786 g/end
Dimeti¥ormamida H-C(=0) MCH,),; 153'¢ 38 0,944 g/ml
(DMF)
Dimetil sulfonido CH, S(»0)-CH, 189°C a7 1,092 g/mi
(DMSO)
Fuente: ABBAS.F y ZAYED, 2012, p.59)
FIGURA 20-1. Propiedades de Solventes mas Comunes
I Disolventes polares préticos
Aekio seezn CH,-C(=0)OH 118°C 6.2 1,049 g/mi
WSt CH,-CH,-CH,-CH,-OH 118°C 18 0,810 g/mi
I socrooancl0PA) CH,-CH(-OH)-CH, 82°C 18 0,785 g/ml
e Progand CH,-CH,-CH,-OH 97°C 20 0,803 g/ml
{sepol CHy-CH,-OH 79°C 2% 0,789 g/mi
e CH,OH 65°C 3 0,791 g/ml
] Ao fiiico H-C(=0)OH 100°C 58 1,21 g/ml
' H-O-H 100°C 8 1,000¢

Fuente: ABBAS.Fy ZAYED, 2012, p.58)
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1.3.17. Eficacia

Cuando se realizar una separacion cromatogréfica déptima de distribucion para la especie

mas fuertemente retenida.

1.3.18. Eficiencia

Disposicién de una cromatografia visible en este caso con manchas definidas y

distribuidas para un andlisis y discusion cromatografica.

1.3.19. Resolucion

La resolucion cromatografica de una columna es una medida cuantitativa de su
capacidad o grado para separar dos analitos. La resolucion de una columna se define
como RS

1.3.20. Sélidos Pulverulento

Grupo de particulas individuales que, juntas, forman una masa. Ademas, estan en

combinacion con el aire y, a veces, con algin liquido (agua).

1.3.21. Sustancia Aceitosa

Compuestos propios del vegetal obtenida mediante lavados con solventes puros y

mezclas.
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1.3.22. Variable Dependiente

Consideramos el extracto total, las mezclas de solventes, las fases estacionarias de capa

fina y columna.

1.3.23. Variables Independiente

Estructura de los metabolitos conformados por la Soyasapogeninas que son Triterpenos

con OH libres y esterificados con azucares, con polaridades similares a los flavonoides.
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CAPITULO II

METODOLOGIA

2.1. UNIDAD EXPERIMENTAL

2.1.1. Quimica

Extracto de Desmodium molliculum.

2.2. TIPO DE DISENO

Se aplicara un Disefio Experimental Descriptivo:

= VARIABLE INDEPENDIENTE: extracto y metabolitos secundarios constituidos por

saponinas triterpénicas y flavonoides de la “Hierba del infante”.

» VARIABLE DEPENDIENTE: se considera los solventes puros y en mezclas
utilizados en los procesos cromatograficos y las fases estacionarias de capa fina y de
columna constituidas por silica gel de diferente espesor para separar los metabolitos

secundarios presentes en el extracto etandlico.
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2.3. METODOS Y TECNICAS

2.3.1. Tipo de Investigacion

v' POR EL ALCANCE: Experimental y Explicativa.

v ESTUDIO: Longitudinal.

v POR LA SECUENCIA DEL ESTUDIO: Longitudinal.

v POR LA METODOLOGIA: Método Cientifico- Experimental.

v POR EL TIPO DE DATOS A RECOLECTAR Y ANALIZAR: Es de tipo cualitativo
relacionado a la presencia de manchas en cromatografia de capa fina, y cuantitativo
porque permite ver el didmetro de la mancha la forma y la intensidad de la coloracion

después de revelada.

v  POR LAS CONDICIONES DE ESTUDIO: Bibliografica porque se utilizan
referencias de trabajos realizados en otros vegetales que contienen el mismo grupo

fitoquimico.

v EXPERIMENTAL EN EL LABORATORIO: Porque son procesos manuales en
placas cromatograficas y en columnas que orientan al tipo de separacion, cambios de
solventes, reactivos cromogénicos y observacion directa del aspecto fisico que
presenta cada uno de los compuestos en los recipientes de purificacion (vasos de

precipitacion).
v POR LA UTILIZACION DE CONOCIMIENTOS: Es de tipo aplicativo por que se

utiliza los conceptos basicos de cada uno de los procesos como extraccion

separacion, etc.
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v POR EL TIEMPO: A mediano plazo

2.4.LUGAR DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Fitoquimica, Laboratorio de
Anadlisis Instrumental de la Escuela de Bioquimica y Farmacia, Facultad de Ciencias de
la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH).

2.5. RECURSOS MATERIALES

2.5.1. Recoleccién del Vegetal

Se recolectd el vegetal tanto tallo, hojas, flores de Desmodium molliculum, que se
encuentran en una elevacion natural de terreno, la misma que se halla en la parroquia de

Guanando del canton Guano, provincia de Chimborazo, Ecuador; tomando en cuenta en

su recoleccién modelos representativos para nuestro estudio. .

2.5.2 Equipos

TABLA 3-2. Equipos

e Balanza analitica (BOECO e pH-metro
Germany)
e Rotavapor (HEIDOLPH TYPE e Centrifuga (Dynac CA)
HEIZBAD HEI-VAP)

e [Estufa de circulacion de aire e Camara UV
(MEMMERT)

e Refrigeradora (MABE) e Infrarrojo

e Bomba de vacio e HPLC

Fuente: SALAZAR Alexis, 2015
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2.5.3 Materiales

TABLA 4-2. Materiales

e Vasos de precipitacion Pipeta 1 ml

o Balones esmerilados Pipeta 5 ml

e Tubos de ensayo Pipeta 10ml

e Gradilla Pipeta Pasteur

e Frascos de vidrio boca ancha Capilares

e Frascos ambar Columna cromatogréfica
e Embudo normal Erlenmeyer

Embudo de separacion

Camaras Cromatogréafica

Refrigerante

Varilla de agitacion

e Mangueras Balones de aforo
e Piseta Algodon

e Tripode Papel aluminio
e Mascarilla Probeta 25ml

Placas de silica gelGgzss (Aluminio)

Pera de succién

Tijera

Pinzas universales

Fuente: SALAZAR Alexis, 2015

2.5.4 Reactivos

TABLA 5-2. Reactivos

e Agua destilada Acetona

e Etanol Butanol

e Metanol Cloroformo
e Acetato de etilo Hexano

o Acido sulfurico vainillina Yodo

Acido acético

Sulfato de cerio

Amoniaco

Acido formico

Cloruro de Metilo

Tolueno

Fuente: SALAZAR Alexis, 2015
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2.6. PARTE EXPERIMENTAL

2.6.1. Comprobacion Taxondmica e ldentificacion Boténica.

Se consiguié una muestra representativa de Desmodium molliculum, la misma que
incluyo tallos, hojas, flores, luego de su prensado, fue trasladada al herbario de la
ESPOCH, dirigido por el Ing. Jorge Caranqui, quien certificé el modelo como
Desmodium.

2.6.2. Factores de Estudio

Los factores de tesis de esta investigacion fueron:

Preparacion del extracto etanolico.
e Separacion y purificacion de los metabolitos secundarios presentes en el extracto,

mediante Cromatografia de Capa Fina, Cromatografia en Columna, Infrarrojo y
HPLC.

¢ Analisis e identificacién de las fracciones purificadas en UV, IRy HPLC.

e Elaboracion de una técnica de cuantificacion del metabolito de mayor presencia.

2.6.3. Preparacion del Extracto Etandlico

Se recolecto 1kg del vegetal Hierba del infante en la Parroquia de Guanando del Canton

Guano y en los predios de la ESPOCH en Septiembre del 2014, lavado con hipoclorito

de sodio al 0.5% por contacto durante 5 minutos, enjuagado hasta eliminacion del cloro.
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Triturado en pedazos de 1 cm Yy licuados con etanol de 96°, dejados macerar en
recipiente de vidrio por 72 horas en sitio oscuro con agitacion esporadica, filtrada; el
filtrado evaporado a presion reducida de 3 L a 250 ml de extracto botanicoy se lo

conservo a temperatura ambiente (14-18 ° C).

2.6.4. Evaluacion de las Propiedades Fisicas y Quimicas del Extracto Botanico

2.6.4.1. Determinacion de los Requisitos Organolépticos

A. Aspecto: Se colocé un volumen de 5 ml en tubo de ensayo de 10 ml y observé contra

luz la presencia de particulas y/o turbidez en el tubo de ensayo con muestra.

B. Color: Se coloco un volumen de 5 ml en tubo de ensayo de 10 ml y observé contra
luz y se observa el color, transparencia y/o formacién de fases en el tubo de ensayo

con muestra.

C. Olor: Se tomd una tira de papel filtro de 10 cm de largo y 1 cm de diametro e
introduce un extremo en el tubo de ensayo con muestra para determinar el aspecto

durante 3 minutos, luego se saca y percibe el olor impregnado en el papel.

D. Sabor: Colocar una pequefia cantidad de muestra con una pipeta pasteur y colocar en
el borde de la mano difundir con la yema del dedo pulgar, poner la punta de la lengua

en la muestra y determinar las caracteristicas sapidas.

2.6.4.2. Determinacion de los Requisitos Fisicos

A. Densidad relativa: es el coeficiente entre la masa de un volumen determinado de una
sustancia a analizar M2 a 25°C enrasado y la masa del mismo volumen del agua M1
enrasado a la misma temperatura. Este término equivale al peso especifico, proceso

que se realiza en un picnémetro limpio y seco previamente pesado M.
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La densidad relativa a 25°C se calcula con la siguiente férmula

p = M2 - M
M1-M
M peso del picnémetro con el extracto. (Q)

M; peso del picnémetro con el agua. (g)

M peso del picnémetro vacio. (g)

D =0.1567 g/ml.

2.6.4.3. Determinacion del Peso del Extracto Etandlico.

TABLA 6-2. Calculo del Extracto Etanolico

Extracto W Balon W, Balon + g de Muestra
vacio Muestra
Extracto Etanolico 102.788 g 150.981 g 48.193¢g

Fuente: UDCA, 2010
Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015

2.6.4.4. Tamizaje Fitoquimico.

Para la prueba de Cloruro férrico se colocé un volumen de 5 ml en tubo de ensayo de 10
ml y observo contra luz y se observa el color caracteristico del grupo fitoquimico.

Para la prueba de Shinoda se coloc6 un volumen de 5 ml en tubo de ensayo de 10 ml y

observo contra luz y se observa el color caracteristico del grupo fitoquimico.

Para la prueba de Lieberman Bouchard se colocd un volumen de 5 ml en tubo de ensayo

de 10 ml y observo contra luz y se observa el color caracteristico del grupo fitoquimico.
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2.6.5. Analisis Cromatografico Preliminar

Cromatografia de capa fina en silica gel Ggzs4 €n placas de aluminio de 2cm de ancho y
8 cm de largo, colocada la muestra del extracto etandlico a 1 cm del borde inferior 0.5
cm del costado se corrio en solventes como Hexano (100), Tolueno, Acetato de Etilo
(9:1 v/v), Hexano: Acetato de Etilo diferentes proporciones y revelaron con vainillina
Acido Sulfdrico reactivo de Rosenthaler especifico para terpenos, observandose buena
separacion en Hexano: Acetato de Etilo (1:1 v/v). Cromatografia (TLC1).

2.6.6. Fraccionamiento en Columna del Extracto Etandlico

Armar una columna de vidrio de 3 cm de didmetro por 50 cm de largo con 90g de silica
gel utilizando como solvente Hexano. Medir un volumen correspondiente a 5g del
extracto etandlico en vaso de precipitacion, agregar 5g de silica de columna mezclar y

colocar en la parte superior de la fase estacionaria sin solvente.

Una vez unificada la muestra se procede a diluir con Hexano y recoge las fracciones 0,
Hexano: Acetato de Etilo (70:30) las fracciones 1, 2, 3, 4,5 con Hexano: Acetato de
Etilo (90:10) las fracciones 6,7,8 con Acetato de Etilo (100) las fracciones 9,10, con
Acetato de Etilo :Metanol (95:5) las fracciones 11,12,13, con Acetato de Etilo :Metanol
(50:50) las fracciones 14, 15,16,17,18,19 y Metanol (100) las fracciones 20, 21, 22, 23.

2.6.7. Monitoreo de las Fracciones en Capa Fina

Cada una de las fracciones se monitorearon en cromatografia de capa fina de silica gel

Grzs4 €on un solvente de menor polaridad al solvente de elucion de la siguiente manera:
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TABLA 7-2. Solventes Adecuado para el Monitoreo y Anélisis de las Fracciones
en TLC de la Columna C;.

Fracciones Solvente de Corrido
0,1,23,4 Hexano (100)
4, 5,6,7,8,9, Hexano : Acetato de Etilo (90:10)
10, 11, 12, 13
13, 14 Acetato de Etilo (100)
15, 16 Metanol (100)
Butanol saturado de Agua
Butanol: Ac. Acético: Acetona 25: 15: 10
17,18, 19, 20 Metanol : Amoniaco (98:2)
Acetato de Etilo: Ac. Acético: Ac. Formico: Agua 100:11:11:26
Metanol: Acetato de Etilo 40:12
21,22, 23 Cloroformo: Acido Acético: Metanol: Agua 60:32:12: 8

Fuente: (JATIVA, Cumanda, 2015, p.221)
Realizado por: SALAZAR, Alexis.

Anaélisis de las cromatografias determinan que:

Fraccién 10 sola.

La fraccion 2 esta pura, compuesto .

Fraccion 3, 4 tiene 4 manchas por lo cual se unen.

Fracciones 5, 6, 7, 8, se unen.

Fracciones 8*,9, se unen.
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. Fraccion 11 sola, fraccionamiento en C4,C41,Cas.

- Fraccién 12, 13 se unen y fracciona en columna C,

- Fraccion 14 presenta solidos Amarillos.

- Fracciones 15, 16, 17, 18 corren en solvente Cloroformo:; Acido Acético: Metanol:

Agua (60:32:12: 8) y revelan con Rosenthaler y fraccionan en columna Cs,

- Fracciones 19 a 23 corren el Bu (OH): CH3—CO,H: H,0 (5:1:4) y revelan con Sulfato

de Cerio.

La unién de fracciones se realizan por similitud de contenido en manchas y para tener
cantidades representativas que permitan la purificacion de los compuestos que presentan
manchas redondeadas y en mayor cantidad se las fragmenta en columna
cromatografica, placa cromatografica preparativa, placa bidimensional, adicién de
solventes en orden de polaridad o cristalizacion dependiendo del caso como se detalla a

continuacion.

2.6.8. Tratamiento de las Fracciones de la Columna C;

2.6.8.1. Cromatografia de las Fracciones 1, 2, 3, 4: En Hexano (Cromatografia
TLC2)

Determinan una sola mancha en la fraccion 2 por lo cual se asume que esta pura se ha

purificado el compuesto I de color amarillo y se tratara de identificarlo en UV, IR.
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2.6.8.2. Cromatografia de las Fracciones 4*,5,6,7,8

Unidas la fraccion 3,4, 4'se aplicé TLCB cromatografia bidimensional corrida con
Hexano: Acetato de Etilo en placas de silica gel Grzss en base de aluminio de 18 cm de
ancho por 10 cm de largo, se reveld 0.5 cm de ancho y observo 4 franjas de color azul
violeta que se cortan y recuperan los compuestos con Metanol (Cromatografia TLC3),
mientras las fracciones de la 5 a la 8 se realiza un monitoreo de TLC mas detallado.
2.6.8.3. Cromatografia de las Fracciones 8* y 9

Se unen tienen los mismos compuestos en pequefia cantidad. (Cromatografia TLC4).

TABLA 8-2 Resultados de los Rfs en TLC de las Fracciones8 Y 9 C;

FASE ESTACIONARIA: Silica Ggsa 8Y 9Cy
SOLVENTE: Hexano:EtOAc 70:30
REVELADOR: ROSENTHALER

FRACCIONES 8 9
Rf 0.10 0.10
0.19 0.19
0.84 0.77

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

2.6.8.4. Cromatografia de la Fraccion 10y 11

Se deja sola la fraccion 10 por tener una mancha anaranjada con el frente del solvente
con Rf= 0.94 vy la fraccion 11 se monitorea en columna C4, y TLC que dan el
compuesto II.

2.6.8.5. Cromatografia de las Fracciones 12 y 13

Se sub-fraccionan en la columna C, que contiene 8 g de silica gel y eluye con solventes
en orden de polaridad, dio las siguientes fracciones:
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TABLA 9-2. Solventes Adecuados para el Monitoreo y Analisis de las Fracciones en
TLC de la Columna C,

Solvente Fracciones
Hexano 100 1,2
Hexano: Acetato de Etilo (50:50) |3al7
Hexano: Acetato de Etilo (25:75) | 18

Acetato de Etilo 100 19

Metanol 100 20a25

Fuente: (JATIVA, Cumanda, 2015, p.221)
Realizado por: SALAZAR, Alexis.

Se monitorearon cada una de las fracciones de la siguiente manera (Cromatografia
TLCY).

TABLA 10-2. Resultados de los Rfs en TLC de las Fracciones3 Y 18 C,

FASE ESTACIONARIA : Silica Ggsq 1y 18 C,
SOLVENTE: Hexano :EtOAc (80:20)
REVELADOR: ROSENTHALER
Fraccion |3(PURO) |4(PURO) 5(PURO) |6(PURO)
Rf1

0.68 0.68 0.68 0.68

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

Se unen por tener los mismos compuestos, mientras que las fracciones 9 a 11 se unen

por tener los mismos Rfs.
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TABLA 11-2. Resultados de los Rfs en TLC de las Fracciones9 y 11 C,

FASE ESTACIONARIA: Silica Ggsq 9y 11 C,
SOLVENTE: Hexano:EtOAc (80:20)
REVELADOR: ROSENTHALER

FRACCIONES 9 10 11
Rf 0.48 0.48 0.48
0.87 0.87 0.87

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

Purificar en columna C,1de 1cm de diametro x 30 cm de largo que contiene 8g de silica
gel las fracciones 9, 10, 11 unidas, se eluyo de la siguiente manera:

TABLA 12-2. Solventes Adecuado para el Monitoreo y Anélisis de las Fracciones en
TLC de la Columna Cy;.

Solvente Fraccion
Hexano 100 1,2,3,4,5
Hexano : acetato de etilo 80:20 | 6,7, 8,9
Hexano : acetato de etilo 50:50 | 10, 11, 12
Acetato de etilo 100 13

Metanol 100 14

Fuente: (JATIVA, Cumanda, 2015, p.221)
Realizado por: SALAZAR, Alexis.

El control de las fracciones se realiza en capa fina con diferente solventes y
proporciones cambian los reactivos de revelado lo cual demuestra que hay mezcla de

terpenos y flavonoides.

De la siguiente manera:
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TABLA 13-2. Resultados de los Rfs en TLC de las Fracciones 1- 9 C, y 10-16 C,.

Fase Estacionaria: Silica Ggs41 -9 C, Fase Estacionaria: Silica Gg»s410 - 16
C,
Solvente: Hexano:EtOAc (80:20) Solvente: Tolueno: EtOAc (90:10)
Revelador: ROSENTHALER Revelador: Sulfato De Cerio
Fracciones 34,5 6y7 Fracciones 10A14 | 15A 16
Rf 0.9375 0.8125 Rf 0.48 0.9
Decision UNIR PURO Decision UNIR UNIR

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

La union de las fracciones se realiza de la siguiente manera:

- Fracciones 3, 4, 5, 6 se unen color violeta forman el compuesto I11.

- Fracciones 6 y 7 estan puras constituyen el compuesto IV.

2.6.8.6 Tratamiento de la Fraccion 14 de C1

El eluido de color amarillo se concentro en rota vapor dejo por 24 horas presentando un
solido amarillo que se deja en el vial sacando Unicamente el liquido. La cromatografia
del s6lido da el compuesto V. La fase aceitosa se cromatografié en columna Cs y eluye

de la siguiente manera:
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TABLA 14-2. Solventes Adecuados de Elucién para la Fraccion 14 aceitosa C;.

Solvente de Elucién | Fraccién
EtOAc (100) 1,2,3
MeOH 4,5, 6

Fuente: (JATIVA, Cumanda, 2015, p.221)
Realizado por: SALAZAR, Alexis.

La cromatografia de todas las fracciones en silica gel Ggzs4 y como solvente de corrido

en BAW no da manchas definidas.

2.6.8.7 Tratamiento de las Fracciones 15, 16, 17, 18 de C1

Que se obtuvieron en mayor cantidad como extracto pardo rojizo se cromatografié en
capa fina de silica gel Grsq con B: A: W Butanol: Acido Acético: Agua (5:1:4)

(Cromatografia TLC 5) dio los siguientes Rfs:

TABLA 15-2. Resultados de los Rfs en TLC de las Fracciones15- 18 C;.

PLACA Silica G|:254 15-18 C1

SOLVENTE: BAW 5:1:4

REVELADOR: YODO

FRACCIONES 15 16 17 18
Rf 0.25 0.27 0.18 0.18
0.39 0.41 0.27 0.44
0.62 0.53 0.41
0.74 0.74

Fuente:SALAZAR, Alexis. 2015

La fraccion 15 a 18 presenta solidos amorfos pardo rojizos, se une para columna Cz y

ser monitoreadas en TLC, posible flavonoide se verificara el IRy UV.
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2.6.8.8 Tratamiento de las Fracciones 19, 20, 21, 22, 23 de C1.

Fueron eluidas en la columna C; con Acetato de Etilo: Metanol (50:50) v/v son
coloreadas, la cromatografia de capa fina para flavonoides con Acetato de Etilo: Acido
Acético: Acido Formico: Agua (100:11:11:26) dio manchas indefinidas y con cola. Al
cambiar el solvente a B: A: W Butanol: Acido Acético: Agua (5:1:4) se definieron en
manchas redondas en tercio medio y que se intensifican con sulfato de cerio con los
siguientes Rfs. (TLC 6)

TABLA 16-2. Resultados de los Rfs en TLC de las Fracciones 19 -23 C;.

FRACCIONES 19a 23 C;
SOLVENTE: BAW 5:1:4
Fraccion | 19 20 21 22 23
Rfl

0.71 0.68 0.75 0.73 0.82

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

La unidn de las fracciones de 19 a 23 eliminadas el solvente son pastosas y pardas por
lo cual se agreg6 Hexano y agito con espatula, dio una fase hexanica amarilla; al residuo
etanolico se agregd acetona y removio con espatula dio una fase coloreada y dio un
residuo pardo liquido pardo oscuro denso que da reaccion positiva para fenoles con

Cloruro Férrico.

2.6.9 Placas de las Cromatografias en Capa Fina (TLC) y Columna
Cromatogréfica (CC).

2.6.9.1. Placa Cromatografica Preliminar del Extracto Etandlico.

54



FOTOGRAFIA 2-2. Cromatografia del Extracto Etanélico (C;)

TLC1
Placa de Silica gel Gpy54
Solvente de | Hexano: Acetato de Etilo
corrido (1:1)
Revelador H,S0,Rosenthaler
Muestras
1 Extracto Etanélico
2 Extracto Toluénico

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

2.6.9.2. Separacion del Extracto Etandlico en Columna (C,).

FOTOGRAFIA 3-2. Columna Cromatografia del Extracto Etandlico (C;)

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015
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2.6.9.3. Placas Cromatograficas de las Fracciones (0-23) del Extracto Etandlico

FOTOGRAFIA 4-2.  Cromatografia del Extracto Etandlico (C1)
FOTOGRAFIA 5-2. Cromatografia del Extracto Etanolico (C1)

TLC2

TLC3

Placa de silica gel Gpy54

Placa de silica gel Gpys54

Solvente de | Tolueno: EtOAc | Solvente de corrido | Hexano:EtOAc(70:30)
corrido (90:10)
Revelador H,S04,Rosenthale | Revelador H,S04Rosenthaler
r
0
Fraccion Rf Fraccion Rf
0 0 4 0.07
0.23
0.36
0.58
1 0 5 0.07
0.15
0.61
2 0.9 6 0.07
0.18
0.64
3 0.71 7 0.07
0.88 0.15
0.66
4 0.71 8 0.18
0.88 0.66

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015
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FOTOGRAFIA 6-2. Cromatografia del Extracto Etanélico (C1)

FOTOGRAFIA 7-2. Cromatografia del Extracto Etanélico (C;)

TLC 4 TLC5
Placa de silica gel Ggys54 Placa de silica gel Ggys54
Solvente de | Hexano:EtOAc( | Solvente de EtOAc:Ac.Acético:
corrido 70:30) corrido Ac.Férmico: Agua
(100:11:26)
Revelador H,S0,Rosenthal | Revelador H,S0O,Rosenthaler
er
)|
(8-9) 10 11 12 13
Fraccion Rf Fraccion
8-9 0 15 0.25
0.39
0.62
0.74
10 0,22 16 0.27
0.33 0.41
0.94 0.53
0.74
11 0.31 17 0.18
0.27
0.41
12 0.22 18 0.18
0.44
16 0.23
13 0.63 19 0.30
0.65

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015
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FOTOGRAFIA 8-2. Cromatografia del Extracto Etandlico (Cy) Y (Cy)
FOTOGRAFIA 9-2. Cromatografia del Extracto Etandlico (Cy) Y (Cy)

TLC6

TLC7

Placa de silica gel Ggps4

Placa de silica gel Gpzs4

Solvente de | BAW (5:1:4) Solvente de corrido | Hexano:EtOAc (80:20)
corrido
Revelador Sulfato de Cerio | Revelador Rosenthaler

Fraccion Rf Fraccion Rf

19 0.71 3 0.68\
0.90

20 0.68 4 0.68
0.90

21 0.75 5 0.68
0.90

22 0.73 6 0.68
0.90

23 0.82 9 0.48
0.87

10 0.48

0.87

11 0.48

0.87

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015
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CAPITULO 11

3.1. ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1.1 Andlisis de la Especie Vegetal

El vegetal de nombre comdn Hierba del Angel fue identificado por el curador del
herbario de le ESPOCH Ing. Jorge Caranqui, el mismo que la identifico como
Desmodium, genero molliculum perteneciente a la familia Fabaceae su nombre
cientifico Desmodium molliculum, conocido cominmente como Hierba del Infante,

Pega, Manayupa, Ranamanayupana (Vocablo Quechua).

Vegetal exotico de regiones tropicales y subtropicales de Europa, muy representativa en
toda Ameérica desde Canada hasta Argentina, en nuestro pais es una especie silvestre

encontrada a una altura de 2. 550 msnm.

3.1.2 Andlisis del Extracto Etandlico

Se prepara 1 kg de vegetal lavando con hipoclorito al 5% para eliminar
microorganismos, se trituro y licuo con etanol de 96% por tratarse de planta fresca que

contiene una cantidad especifica de agua, se colocd en un recipiente de vidrio de boca

ancha para macerar por 72 horas con agitacion manual esporadica.
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El solvente de extraccion debe cubrir completamente la muestra, dejar en un sitio y a la
oscuridad para evitar los procesos clorofilianos. EI macerado se filtra por decantacion
sobre un cernidor plastico para retener los solidos que se eliminan, mientras que el

liquido se concentra en rota vapor hasta un 1/8 de volumen total (250 ml).

El concentrado etandlico se dejo en refrigeracion por 24 horas precipitando la clorofila
que se elimina por centrifugacion queda en la base de los tubos de centrifuga, el
sobrenadante se recoge, determinando sus propiedades fisicas, y cromatografia

preliminar.

3.1.3 Analisis Fisico - Quimico y Cromatografico del Extracto Etanolico

3.1.3.1. Determinacion de las Caracteristicas Fisicas y Quimicas

Entre las propiedades fisicas estdn comprendidas las organolépticas en la cual se aplica

la evaluacion sensorial para determinar el olor y el sabor y los procesos gravimétricos

para determinar la densidad obteniéndose los siguientes

TABLA 17-3. Parametros Fisicos — Quimicos del Extracto Etanélico
PARAMETRO TAMIZAJE REACCIONES
ASPECTO Liquido (Turbidez)

COLOR Verde obscuro FENOLES ¥
OLOR Herbal SHINODA ¥
SABOR Amargo LIEBERMAN +
DENSIDAD 0.1567 g/ml ROSENTHELER *

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015
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El extracto etandlico se le puede denominar también extracto botanico por cuanto no se
le adicionado ningun conservante, indica que se trata de una solucién parda verdosa
turbia de sabor amargo y olor herbal con la densidad relativa a 25 °C lo cual indica que

es mas liviana que el agua.

En el tamizaje fitoquimico para derivados dio positivo en la prueba de Fendlicos con
cloruro ferrico (Taninos - verde marrdn), al igual que con las pruebas Shinoda
(derivados Fendlicos — amarillo a rojo) y Lieberman Bouchard (Terpenos — verde

azulado).

3.1.4 El Andlisis Cromatografico Preliminar

Se realiza en capa fina de silica gelGr,<, como adsorbente y como solventes de corrido
mezclas Hexano: Acetato de Etilo (7:3), (1:1), (4:6) revelados con Rosenthaler se
obtienen manchas redondeadas y coloreadas. Dando como resultado una buena
separacién con manchas redondeadas y distribuidas desde el punto de aplicacién hasta

el frente del solvente de corrido Hexano: Acetato de Etilo (1:1).

Esta es la condicion basica para aplicarse en la separacién de columna cromatogréafica

de una mayor cantidad de extracto etandlico.

FOTOGRAFIA 10-3. Placa Preparativa del Extracto Etandlico

Fuente:SALAZAR, Alexis. 2015
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3.1.5 Andlisis del Fraccionamiento del Extracto Etandlico

Fraccionamiento en columna C; de silica gel de 59 del extracto etandlico de Desmodium
se realiza en orden de polaridad con Hexano, Hexano: Acetato de Etilo (70:30) y
(90:10) posteriormente con Acetato de Etilo (100), Acetato de Etilo: Metanol (95:5),
Acetato (5:5) y finalmente Metanol (100).

En el extracto etanolico estdn presentes substancias organicas conocidas como
metabolitos secundarios que segun la informacion bibliografica se tratan de terpenos y
flavonoides formando un complejo fitoquimico las mismas que deben ser aisladas
purificadas y si las condiciones se prestan determinado el tipo de metabolito. Para la

determinacion espectroscdpica se requiere que los metabolitos secundarios estén puros.

3.1.6 Monitoreo de Fracciones

El monitoreo de las fracciones C; se realizan de la siguiente manera:

TABLA 18-3. Solventes Adecuado para el Monitoreo y Analisis de las

Fracciones en TLC de la Columna C;

Fracciones Solvente de corrido

0,123 Hexano (100)

4,5,6,7,8,9, Hexano : Acetato de Etilo (90:10)
10, 11, 12, 13

13, 14 Acetato de Etilo (100)

15, 16 Metanol (100)

Butanol saturado de Agua

Butanol: Acido Acético: Acetona (25: 15: 10)

17, 18, 19, 20 Metanol : Amoniaco (98:2)

Acetato de  FEtilo:  Ac.Acético:  Ac.Férmico:  Agua
(100:11:11:26)

Metanol: acetato de etilo (40:12)

21,22, 23 Cloroformo: Acido Acético: Metanol: Agua (60:32:12: 8)

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015
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a) La fraccion 0-1 se elimina por ausencia de compuestos.

b) La fraccion 2 esta pura considerandole compuesto I, con los siguientes datos:
IR= 2929, 2857, (OH), 1731, (Pirano), 1450, 1236 (C-H), 887 (Aromatico)
Posible Canferol los datos comparados con reportes de Olga look.

FIGURA 21-3. Espectro Infrarrojo del Compuesto I. (Realizado en el Laboratorio de
Instrumental de la Facultad de Ciencias. ESPOCH. Enero del 2015).

110
AT
\\ﬂ( Wavenum.., | &T w
2929.34 75,5649
2857.02 851576
wr 2356.59 90053
" s 1731.76 81.3807
1450.81 86,4281
13721 86,7514
1236.15 TTE46
1168.65 78.0932
1085.73 £3.5857
g87.095 729842
AH a0 3000 2000 1000 580
W avenum ber [cm-1]

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

c) A La fraccion 3 y 4 se le agregé Metanol y Hexano, en la fase hexanica superior se
extrajo los pigmentos verdes (Clorofila) dejando un solo compuesto liquido oleoso
ligeramente amarillo, se traté de purificar en corrido bidimensional dan 4 franjas
Rf = (0.67, 0.65, 0.63. 0.61).

Que monitoreadas en capa fina presentan una sola mancha estan en pequefia cantidad y

si se quiere determinar de qué compuesto se trata sera necesario separar mayor cantidad

de extracto etandlico.
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FOTOGRAFIA 11-3. Placa Cromatografica Bidimensional de la Fraccion 3y 4 C;.

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

d) Las fraccion 5, 6, 7, 8 tienen los mismos compuestos en el tercio inferior con
manchas verdes tipica de clorofilas, y una mancha azul-violeta que se encuentra con
el frente del solvente en pequefia cantidad que no permite aplicar ninguna

espectroscopia por lo cual se eliminan.

FOTOGRAFIA12-3. TLC de las Fracciones Clorofilicas 5, 6, 7, 8 (Cy)

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

e) Las fracciones (8-9) se unen porque tienen compuestos similares. En pequefia

cantidad por lo cual no se trata.
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f) La fraccion 10 tiene una mancha azul-violeta y una anaranjada la dltima en mayor

cantidad por lo cual se deja sola.

g) La fraccion 11 a més de la mancha violeta y anaranjada tiene una mancha azul-
violeta en el tercio inferior y se fracciona para separar los componentes que estan en

mayor proporcion que son los violetas.

Se fracciona en la columna C4 Hexano: Acetato de Etilo: Metanol puro y en mezclas
de las fracciones 5,6, 7 eluidas con Hexano: Acetato de Etilo (1:2.5) en TLC

preparativa da 5 franjas reveladas con Rosenthaler dan los compuestos rojos.

FOTOGRAFIA13-3. TLC de las Fracciones 1 — 18 (Cy)

¢ Y & T § ”
- p— - !
\ - -

45?789101112131418

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

FOTOGRAFIA 14-3. Placa Preparativa de las Fracciones 5,6,7 (Cs)

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

Se purificé el compuesto Il en la fraccién 1 dando una mancha de color azul — violeta.
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FIGURA 22-3. Espectro Infrarrojo del Compuesto Il (C,). (Realizado en el
Laboratorio de Instrumental de la Facultad de Ciencias. ESPOCH. Enero del 2015).

10 -
100 \}—/ W—”fﬁ\
Wwhavenum.. T /\\H'\
3310. .9106
295538 935434
2924 52 93388
2866.67 34.1666
1653.66 91.7453
%T 1605.41 85.0807 !

50 18177 90,0442
14336 053188
135668 857128
127279 84.7575
1193.51 84.5681
1105.93 831216
1063.33 00,3336
1023.05 00,5463
819,558 8575
FFE136 85,6901

0 i ] = I i
4180 3000 2000 1000 580
Wavenurmber [crm-1]

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

Posible estructura:
FIGURA 23-3. Estructura Basica Quercetina

Fuente: GONZALES, 2008.

h) La fraccion 12 y 13 tienen dos compuestos unidos en el tercio superior y se
purificaran en la columna C, se recogieron 18 fracciones eluyendo con Hexano
Acetato de Etilo y Etanol en las fracciones 3, 4, 5, 6 un solo compuesto con el

frente del solvente que se retne el compuesto I11.
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FOTOGRAFIA 15-3. Cromatografia en Capa Fina de las Fracciones 1- 18 (C,)

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

De acuerdo a la figura las fracciones 9,10,11 tienen un compuesto violeta unido al punto
de aplicacion los mismos que se reunen y purifican en la columna Cy;y en las fraccién 6

y 7 se obtiene un compuesto IV puro.

FIGURA 24-3. Espectro Infrarrojo Representativo de los Compuestos Il y IV (C, y
C,). (Realizado en el Laboratorio de Instrumental de la Facultad de Ciencias. ESPOCH.
Enero del 2015).
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Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015
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Las bandas caracteristicas corresponden al gem-dimetil por lo cual se lo considera que

es un terpeno.

i) La fraccion 14 una vez concentrada alas 48 horas presenta un solido amorfo de
color amarillo en la base lo cual hace suponer que ese trate de un flavonoide ya que
en su cromatografia corre con solventes polares como el Acetato de Etilo y se

revela con Sulfato de Cerio. Compuesto V.

FIGURA 25-3. Espectro Infrarrojo Representativo de los Compuestos V. (Realizado en
el Laboratorio de Instrumental de la Facultad de Ciencias. ESPOCH. Enero del 2015).
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1101 80 3000 2000 1000 580
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Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

Los valores caracteristicos de 3664, 1241 y 882 son correspondientes al fenol y son

similares a los reportados para la Quercetina en Uncaria Guianensis.
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a) Las fracciones 15 hasta la 19 dan buena separacion en Cloroformo, Acido Acético,
Metanol, Agua (60:32:12:8) y se revela con Rosenthaler lo cual nos indica que
contiene saponinas y de acuerdo ala informacion bibliografia de este vegetal
contiene Soyasapogeninas 1, 2, 3, 4 las mismas que se fraccionaran en columna para

purificar estos metabolitos.

FOTOGRAFIA16-3. TLC de las Fracciones 15- 19 (Cy)

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

Fracciones 15, 16 y 17 y 18 contienen los mismos compuestos por lo cual se purifica en
la columna C3 dando 25 fracciones eluido con Hexano: Acetato de Etilo: Metanol puros
y en mezclas, se unieron las fraccionesde 2a 6, 7a 11,12 a14,19a 21, 22 solay 23 a
25 corridas con Acetato de Etilo: Metanol (4:2) y reveladas con Sulfato de Cerio en la

fraccion 16 hay un compuesto puro compuesto VI.
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FIGURA 26-3. Espectro Infrarrojo Representativo de los Compuestos V1 (Cs).
(Realizado en el Laboratorio de Instrumental de la Facultad de
Ciencias. ESPOCH. Enero del 2015.)
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Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015

Las bandas a 3362 (OH), 2961(H,C-H), 2984(C-H), 1725 (Pirona) correspondiendo ala
estructura de un flavonoide posiblemente la Astragalina. Las fracciones 17, 18,19 de Cs
se unen y fragmentan en la columna Cs; y fraccionan con Acetato de Etilo y metanol en

puras y en mezclas.
En las fracciones de 1 a 6 se encuentra el compuesto VII y en las fracciones de 11 a 14
el compuesto VIII no se obtuvo un espectro claro pero al adicionar cloruro férrico dan

coloracion azul por lo cual se presume gue son taninos.

FOTOGRAFIA 17-3. Prueba de Cloruro Férrico para Taninos.

Fuente: SALAZAR, Alexis. 2015
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b) Las fracciones 19 a 23 se cromatografian en BAW (Butanol, Ac. Acético, Agua)
(5:1:4) y se revelan con Sulfato de Cerio lo cual hace suponer que contienen
flavonoides entre los flavonoides uno de los reportados estdn como la pelargonina
orto fosfato lo cual se puede verificar con los espectros UV.

3.2. PRUEBAS DE HIPOTESIS

Los metabolitos secundarios correspondientes a los terpenos del grupo de las saponinas
se separan en cromatografia de capa fina silica gel con el solvente de corrido
Cloroformo, Acido Acético, Metanol, Agua (60:32:12:8) y se visualizan con el reactivo

de Rosenthaler dando la coloracion de azul violeta a rojo.

Los compuestos flavonoides se separan en capa fina de silica gel con el solvente de
corrido BAW (Butanol, Acido. Acético, Agua) (5:1:4) revelados con Sulfato de Cerio
dan las coloraciones de rosado a rojo. Los flavonoides tienen la facilidad de cristalizar o
precipitar como polvos amarillos solubles en Etanol

3.3 PRESENTACION DE RESULTADOS

a. La fraccion 2 de la C; presenta una sola mancha redondeada se presenta como
liqguido de color amarillo y corresponde al compuesto | con Rf = 0.9 posible

Flavonoide.

b. A la fraccién 3 y 4 purificadas en placa bidimensional dan 4 franjas Rf = (0.67, 0.65,
0.63. 0.61), monitoreadas en TLCB presentan una sola mancha, estan en pequefia
cantidad y si se quiere determinar de qué compuesto se trata sera necesario separar

mayor cantidad de extracto etandlico.

c. De las fracciones 5, 6, 7, 8 unidas presentan manchas verde clorofilicas que no

permite aplicar ninguna espectroscopia por lo cual se eliminan.
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. Las fracciones 8" y 9 tienen los mismo compuestos en minima cantidad y no se los

trata.

. La fraccion 10 poca muestra se la deja sola mientras a la fraccion 11 se purifica en
columna deC, se recupera el compuesto Il con Rf = 0.58 color azul-violeta posible

Flavonoide (Quercetina).

. Las fracciones 12 y 13 se purifican varias veces en columna, se monitorean en capa
fina y se obtiene el compuesto Il con Rf =0.68, el compuesto IV con Rf = 0.81

Terpenos por revelarse con Rosenthaler el grupo fitoquimico se verifica con el IR.

. Fraccion 14 el sélido amorfo amarillo que precipita en la base del recipiente

constituye el compuesto V posible Flavonoide (Quercetina).

. Las fracciones 15, 16, 17 y 18 separadas en columna dan compuestos VI posible

flavonoide (Astragalina), VII, VI1II posible Taninos.

i. Las fracciones de la 19 a 23 de C; se presume de Taninos.
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CONCLUSIONES

v’ El extracto etandlico de Desmodium molliculum fresco es fraccionado en
columna de silica gel con Hexano: Acetato de etilo metanol puro y en mezclas
en orden de polaridad para obtener los metabolitos Terpénicos en las fracciones
12 y 13 que se revela con Rosenthaler y en el infrarrojo dan las bandas
caracteristicas de 3650-3590 1680-1620.

Se logr6 en HPLC obtener las saponinas en columna de fase reversa eluidas con
Diclorometano-Metanol con un tiempo de retencion de 7 minutos por lo cual la

hipétesis es positiva.

v La muestra recolectada en el Canton Guano parroquia Guanando, provincia de
Chimborazo el 21 de Diciembre del 2014 fue identificada taxon6micamente por
el curador del herbario de la ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE
CHIMBORAZO, como Desmodium molliculum, vegetal originario de las zonas

tropicales, subtropicales y andinas.

v El vegetal fresco lavado y macerado con etanol 96% dio un extracto verde
oscuro, de olor herbario, sabor amargo, densidad 0.1567 g/ml. La cromatografia

preliminar da buena separacion en Hexano: Acetato de Etilo (1:1).

Se combinaron las técnicas de extraccion y eliminacion de clorofilas para evitar
la interferencia en la extraccion de los metabolitos secundarios que forman
complejos de dificil separacion y purificacion, el uso de vegetal fresco que
contiene una cantidad suficiente de agua para extraer los componentes del

vegetal.
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El Tamizaje fitoquimico para derivados Fendlicos con cloruro férrico (Taninos),

derivados (Fenolicos) con Shinoda y para (terpenos) Lieberman Bouchard.

Los procesos de maceracion, separacion en columna cromatografica, el
monitoreo de fracciones y otros procesos de repurificacion permitieron obtener
especialmente triterpenos conocidos como saponinas Yy taninos verificados por
espectroscopia infrarroja, reacciones de coloracion especificas como Rosenthaler

para terpenos y Sulfato de Cerio para flavonoides.

Mediante el método infrarrojo, se determind bandas representativas de los
compuestos puros, lo que permitié establecer posibles estructuras de metabolitos

secundarios presentes en el Desmodium molliculum.

El compuesto | presenta bandas IR= 2929, 2857, (OH), 1731 (Pirano), 1450-
1236 (C-H), 887 (Aromatico) posiblemente Canferol, compuesto Il con bandas
posiblemente Quercetina, compuestos Il y IV las bandas caracteristicas entre
(1376-1335) corresponden al Gem-dimetil posiblemente Terpenos, compuesto
V solido amorfo amarillo posiblemente Flavonoide, compuestos VI bandas entre
1731 (Pirano), 1450- 1236 (C-H), posible Flavonoide, y finalmente en los
compuesto VII, VIII dio positiva la prueba de Cloruro Férrico posibles Taninos

reportados en la Manayupa del Peru.

De la misma manera se logr6 determinar una metodologia para la cuantificacion
de terpenos de tipo saponina que son los metabolitos predominantes del vegetal
que fueron determinados por HPLC, que puede ser reproducidos para la

aplicacién de cuantificacion en un laboratorio de Fitomedicamentos.
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RECOMENDACIONES

1. Se debe mantener una seguridad adecuada cuando se trata de solventes y/o
reactivos corrosivos, voldtiles, inflamables; en lo posible usar mascarilla,

guantes, mandil.

2. Seguir con el estudio del vegetal ya que existen muchas técnicas que permitirian
mayor especificidad de resultados y mejor monitoreo, ademéas con la presencia
de varios metabolitos, se deberia determinar para que otras actividades

farmacoldgicas es 6ptimo este vegetal.

3. Debemos conservar todas las sustancias ya sean extractos, fracciones y demas
fuera de la incidencia de la luz y oxigeno para evitar la degradacion de los
compuestos presentes y asi tener resultados mas veridicos en su monitoreo
detallado.

4. Teniendo en cuenta este estudio se podria difundir al industrial la técnica de
cuantificacion y el estudio e identificacion que se realizé de la especie de
Desmodium molliculum que se encuentra en nuestro pais para la elaboracion de

fitomedicamentos.

75



BIBLIOGRAFIA

1. GOMEZ, A. Manual de ensayos toxicologicos y farmacoldgicos experimentales in
vivo e in vitro. 2% ed. Zacapa - Guatemala. Servicio de Publicaciones.
Universidad de San Carlos Guatemala. 2005. p. 22-23.

2. MASAHISA, H. IR-Infrarrojo en fotoquimica organica. 2% ed. Torino-Italia
Fondo Editorial. PUCP. 2002. p. 123.

3. RIOS, M. Plantas Utiles del Ecuador. Aplicaciones, retos y perspectivas. 4°. ed.
Quito-Ecuador. Ediciones Abya-Yala. 2007. p. 325.

4, ROBERT, M. En identificacion espectorscopica de compuestos organicos. 6°. ed.
Mexico .D.F. — Mexico. Diana. 1980. p. 85.

5. SILVA, M. Terpenos, quimica de los triterpenos. 22 ed. Concepcion-Chile
Publicacion. Universidad de la Concepcion. 1992. p. 353-355.

6. TAKIWASI, A. Productos medicinalesde tecnologia farmacéutica. 2% ed.
California Estados Unidos de América. Wagners. 1996. p. 567.

7. TORRES, J. Taxonomia de las fanerégamas Utiles del Per(. 4% ed. Torres- Per(
Concytec. 2012. p. 256.

8. JATIVA, C. Précticas de Fitoquimica Facultad de Ciencias. Parametros
fisicos — quimicos del extractos vegetales. Riobamba — Ecuador. ESPOCH. 2013.

p. 221-235.

9. WHITE, A. Hierbas del Ecuador. 4. ed. Quito-Ecuador. Libri Mundi. 1985.
p. 345-356.

76



10. FLAVONOIDES.
http://farmacia.udea.edu.co
2015/01/22.

11. PRODUCTO NATURAL PROCESADO DE USO MEDICINAL.
http://www.derechoecuador.com
2014/08/18.

12. INTRODUCCION AL ESTUDIO DE LOS PRODUCTOS NATURALES.
http://www.monografias.com
2015/01/22.

13. ACCIONES DIURETICAS — ANTIHIPERTENSIVOS.
http://www.buenastareas.com
2015/02/23.

14. DETERMINACION DE SAPONINAS.
http://laquinua.blogspot.com
2015/03/24.

15. DESCRIPTION OF PLANTS AND FLOWERS.
http://ip.aaas.org.
2014/05/12.

16. ESPECTROSCOPIA UV DE SAPONINAS.
http://www.biblioteca.unlpam.edu.ar
2015/05/24.

17. ESPECTROSCOPIAINFRARROJA.

http://www.quiminet.com
2015/03/15.

77



18. USO DE SOLVENTES CROMATOGRAFICOS.
http://www.peruviannature.com
2015/05/24.

19. USO DE SOLVENTES EN CROMATOGRAFIA.
http://www.quiminet.com
2015/05/24.

20. DATABASE, TROPICAL PLANT.
http://www.rain-tree.com
23 de Enero de 2015.

21. ESTRUCTURAS DE LAS SAPONINAS.

www.ub.edu
2015/05/24.,

78



ANEXOS

ANEXO 1. Recoleccién del Vegetal en la Parroquia de Guanando.

Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015

ANEXO 2. Tratamiento del Vegetal y Obtencion del Extracto Etandlico.

Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015
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Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015

Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015

Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015
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Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015

ANEXO 3. Fraccionamiento y Monitoreo Cromatografico.

Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015
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Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015

ANEXO 4. Propiedades Quimicas - Fisicas.

Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015
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Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015

Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015
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Prueba de Cloruro Férrico (TANINOS)

Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015

ANEXO 5. UV, IRY HPLC

Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015
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Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015

Realizado por: SALAZAR, Alexis. 2015
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ANEXO 6.

Espectros Infrarrojos se los Compuestos Puros
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