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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo realizar la EXTRACION, PURIFICACION E
IDENTIFICACION DE METABOLITOS <SECUNDARIOS> DE LA PLANTA ESCAMA DE
PESCADO (<Drymaria ovata>)”, se realizo en el laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de
Ciencias, para lo cual, se realizo la identificacion boténica en el herbario de la ESPOCH, se
realizd un extracto etandlico del vegetal por maceracion y eliminacion del solvente
obteniéndose un liquido al que se determiné las propiedades fisicas, los grupos fitoquimicos por
reacciones de coloracién, un primer fraccionamiento con tolueno, acetato de etilo y butanol. Los
mismos que se determinan TLC, con diferentes solventes como hexano: acetato de etilo 70:30 y
revela con Rosenthaler, acetato de etilo: &cido férmico, &cido acético: agua 100:11:11:26 y
revela con Sulfato de Cerio para flavonoides. La presencia de manchas redondeadas y
coloreadas determiné la presencia de compuestos, los mismos que se purificaron en
<Cromatografias> de columna y capa fina dependiendo de la complejidad y del nimero de
manchas. Una vez purificadas se determinan los valores de IR.

La caracterizacion fitoquimica dio como resultados positivos Terpenos (saponinas prueba de
espuma), fenoles pirogalicos (con cloruro férrico azul), flavonoides (con Shinoda rojo ladrillo) y
alcaloides (con Dragendorff precipitado anaranjado +).

La <Cromatografia> de capa del sub-extracto de tolueno presenta clorofilas, en acetato de etilo
dio terpenos en mayor cantidad. En la <Cromatografia> del sub-extracto de acetato de etilo, se
determind que hay tres compuestos a purificar del sub-extracto butanélico purificado se aislo el
compuesto IlI.

Los espectros infrarrojos se determind la presencia de los siguientes grupos organicos posibles
saponinas esteroidales, un terpeno que puedes ser una saponina con anillo éter-ciclico, un iso-
nitrilo o un CH alifatico, una y-lactona o un ciclo-alqueno, en virtud a que no se puede aislar
completamente el compuesto.

Se sugiere el estudio fitoquimico con mayor cantidad de extracto en cefadex que separa los

metabolitos por pesos moleculares.

Palabras claves: Drymaria ovata, cromatografia y metabolitos secundarios.
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ABSTRACT

This search has like the aim to perform THE EXTRACTION, PURIFICATION AND
IDENTIFICATION OF <SECONDARY> METABOLITE (<Drymaria ovata>) PLANT, it was
carried out in the laboratory of Photochemistry in the Faculty of Science, the botanical
identification was carried out in the herbarium of the ESPOCH an ethanol plant extract was
performed by maceration and solvent removal to give a liquid to which the physical properties
are determined by photochemical reactions coloring groups, a first fractionation with toluene,
ethyl acetate and butanol. TCL (Thin-Layer Chromatography) are determined with different
solvents like hexane: ethyl acetate 70:30 reveals with Rosenthales, ethyl acetate: formic acid,
acetic acid: water 100: 11: 11: 26 and developed with cerium sulfate to flavonoids. The presence
of colored spots rounded and determined the presence of compounds there of which were
purified by column< chromatography> and thin layer depending on the complexity and the
number of spots. Once purified the work of IR are determined.

Photochemical characterization led to positive results terpenes (saponins foam test), pyrogallol
phenols (blue ferric chloride), flavonoids (with Shinoda red brick) and alkaloids (with

Dragendorff precipitated orange ).

<Chromatography>sub-layer present chlorophylls toluene extract in ethyl acetate gave terpenes
in greater quantity. <Chromatography> on sub-ethyl acetate extract, it was determined that three

compounds purify the butanol sub- purified extract Compound I11 was isolated.

Infrared spectra for the presence of the following possible saponins spheroidal clusters is
determined in terpene can be a saponin and a lactone ring cyclic ether, an isonitrile or an

aliphatic CH, or an alkene cycle, not by virtue of it can completely isolate the compound.

It is suggested the photochemical study with a better quantity of extract of cefadex which

separates the molecular weight metabolites.

Key words: Drymaria ovata, Chromatography, secondary metabolism.
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INTRODUCCION

La OMS definié a la medicina tradicional como la suma de conocimientos tedricos y practicos
comprensibles o no, utilizado con el proposito de prevenir o curar desordenes fisicos, psiquicos,
y sociales basandose Unicamente en la experiencia y la observacion transmitida de generacion
en generacién en forma oral o escrita.
http://www.beisa.dk/...Book%?20pdfer/Capitulo%2018.pdf

Drymaria ovata es un género perteneciente a la familia Caryophyllaceae, y forma parte de la
medicina tradicional utilizada para tratar diversas afecciones. También conocida como
guarmipoleo o escama de pescado, s e conoce que es utilizado para malestar estomacal,
bronquitis, espasmo e inflamacién. Se reporta su uso como alimento y medicina, por tanto

forma parte de las plantas de uso ancestral.
http://www.beisa.dk/Publications/BEISA%20Book%20pdfer/Capitul0%2018.pdf

Escama de pescado (Drymaria ovata), es una planta herbacea de poca altura, las hojas son
opuestas y con forma de rifion. Tienen flores blancas y los frutos son cépsulas secas con
numerosas semillas. Es una hierba anual o perenne, a menudo ramificados, con raices primarias
delgadas y alargadas, sus tallos: extensos a erecto, sencillo o ramificados proximales o largos,
cilindricos. Sus hojas son contrarias 0 que aparecen verticiladas.
http://www.beisa.dk/Publications/BEISA%20Book%?20pdfer/Capitul0%2018.pdf

A pesar de no contar con un estudio fitoquimico de esta planta, existen investigaciones en las
cuales se ha utilizado el extracto etandlico con fines antimicdticos para Candida albicans
ATCC 10231 con buen resultado en los estudios realizados por Rea L. (2013). También se ha
demostrado actividad hipoglucemiante en ratas inducidas a diabetes demostrado en el estudio
realizado por Reyes M. (2013).

Revisada la informacion bibliogréafica existente no se encontrd estudios fitoquimicos, ni qué
metabolitos secundarios estan presentes razon por la cual fue indispensable el estudio de la
composiciéon quimica por lo menos en grupos fitoquimicos y como pueden ser separados y
purificados.

Generalmente se prepara un extracto etandlico obtenido por maceracion de este vegetal
posteriormente se realiza un tamizaje fitoquimico, que es la base para determinar los grupos

fitoquimicos presentes.

Se plante6 como objetivo realizar la extraccion, purificacion e identificacion de los metabolitos

secundarios de la planta escama de pescado (Drymaria ovata)con fines de aporte a una técnica

1


http://ccs.infospace.com/ClickHandler.ashx?ld=20140701&app=1&c=im.s1.oes.hp&s=ims1oes&rc=im.s1.oes&dc=&euip=181.112.103.37&pvaid=b88d862cb4ec4d96a789b4714946d690&dt=Desktop&fct.uid=f6b9323cba5c4a41b58692302dcbec67&en=8VQDhNXFIEvcaOQ7tlK7GsgSNIaK%2fx%2fUMB50L8Z7UN6ZPXU1hOA8cQ%3d%3d&du=http%3a%2f%2fwww.beisa.dk%2fPublications%2fBEISA%2520Book%2520pdfer%2fCapitulo%252018.pdf&ru=http%3a%2f%2fwww.beisa.dk%2fPublications%2fBEISA%2520Book%2520pdfer%2fCapitulo%252018.pdf&ap=9&coi=239138&cop=main-title&npp=9&p=0&pp=0&ep=6&mid=9&hash=6CEF2F7464CB50A80CB10DE0A879027B
http://www.beisa.dk/Publications/BEISA%20Book%20pdfer/Capitulo%2018.pdf
http://www.beisa.dk/Publications/BEISA%20Book%20pdfer/Capitulo%2018.pdf

de andlisis quimico, identificacion taxonémica de Escama de pescado del Ecuador, preparar los
extractos y sub-extractos, extraer y purificar los metabolitos secundarios de los extractos y sub-
extractos obtenidos, por procesos fisicos cromatograficos y se realizd la posible identificacion
de los metabolitos secundarios encontrados por métodos cromatograficos, espectroscopicos, IR
y UV.



OBJETIVOS

Objetivo general

“Extraer, purificar ¢ identificar los metabolitos secundarios de la planta escama de pescado

(Drymaria ovata)”

Obijetivos especificos

1. Obtener un extracto y sub-extractos estandarizados de Drymaria ovata

2. Caracterizar y purificar sub-extractos de Drymaria ovata por columna
cromatografica, cromatografia de capa fina preparativa y cristalizacion.

3. ldentificar y cuantificar metabolitos secundarios a través de métodos

espectroscopicos, IR, UV.



CAPITULO |

1. Marco teorico

1.1. Plantas medicinales

Son todas aquellas plantas que contienen, en alguno de sus érganos, principios activos, los
cuales administrados en dosis suficientes, producen efectos curativos en las enfermedades de los

hombres y de los animales en general.

Se calcula en unas 260.000 las especies de plantas que se conocen en la actualidad, de las que el
10% se pueden considerar plantas medicinales, es decir, se encuentran recogidas en los tratados

médicos de fitoterapia, modernos y de épocas pasadas, por presentar algun uso.

Evidentemente, sobre todo en las regiones ecuatoriales, la proporcion de especies de plantas
medicinales puede variar sensiblemente de este porcentaje, ya que ni siquiera se conoce la

totalidad de la flora.

http://www.beisa.dk/...Book%?20pdfer/Capitulo%2018.pdf

Las plantas medicinales recorren practicamente toda la nomenclatura botanica desde las plantas
herbaceas como la hierba buena hasta los arboles como el aguacate y el mango, encontrandose
las sustancias con efectos terapéuticos en todas las partes de la planta. 2 En Ecuador el uso de
plantas medicinales esta inmerso en la cotidianidad de sus habitantes. La medicina popular se
practica principalmente por habitantes de zonas rurales, pero también por citadinos de toda clase
social. Se pueden encontrar gran variedad de plantas con usos medicinales que se expenden en

mercados de la Sierra, Costa y Amazonia.

http://plantasnativas.visitavirtualjbg.com/index.php?option=com_content&view=article&id=28:
drymaria-ovata&catid=15&Itemid=109.

1.2. Metabolitos primarios

Una de las caracteristicas de los seres vivos es la presencia de actividad metabolica. El
metabolismo no es nada méas que el conjunto de reacciones quimicas que ocurren al interior de
las células. En el caso de las células vegetales, el metabolismo acostumbra a ser dividido en

primario y secundario.


http://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/farmacoergasia/principio-activo/
http://ccs.infospace.com/ClickHandler.ashx?ld=20140701&app=1&c=im.s1.oes.hp&s=ims1oes&rc=im.s1.oes&dc=&euip=181.112.103.37&pvaid=b88d862cb4ec4d96a789b4714946d690&dt=Desktop&fct.uid=f6b9323cba5c4a41b58692302dcbec67&en=8VQDhNXFIEvcaOQ7tlK7GsgSNIaK%2fx%2fUMB50L8Z7UN6ZPXU1hOA8cQ%3d%3d&du=http%3a%2f%2fwww.beisa.dk%2fPublications%2fBEISA%2520Book%2520pdfer%2fCapitulo%252018.pdf&ru=http%3a%2f%2fwww.beisa.dk%2fPublications%2fBEISA%2520Book%2520pdfer%2fCapitulo%252018.pdf&ap=9&coi=239138&cop=main-title&npp=9&p=0&pp=0&ep=6&mid=9&hash=6CEF2F7464CB50A80CB10DE0A879027B
http://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/productos-naturales/aguacate/
http://plantasnativas.visitavirtualjbq.com/index.php?option=com_content&view=article&id=28:drymaria-ovata&catid=15&Itemid=109
http://plantasnativas.visitavirtualjbq.com/index.php?option=com_content&view=article&id=28:drymaria-ovata&catid=15&Itemid=109

Se entiende por metabolismo primario al conjunto de procesos metabolicos que desempefian
una funcion esencial en el vegetal, tal como la fotosintesis, la respiracion y el transporte de
solutos. Los compuestos involucrados en el metabolismo primario poseen una distribucion
universal en las plantas.

Ese es el caso de los aminoécidos, de los nuclettidos, de los lipidos, carbohidratos y de la

clorofila.

www.botanical-online.com/col/manapuyal7.htm

1.3. Metabolitos secundarios

En contrapartida el metabolismo secundario origina compuestos que no poseen una distribucién

universal, pues no son necesarios para todas las plantas.

Como consecuencia practica, estos compuestos pueden ser utilizados en estudios taxonémicos
(quimiosistematica). Un ejemplo clasico son las antocianinas y batalainas, las cuales no se ven
conjuntamente en una misma especie vegetal. Las batalainas son restringidas a diez familias de
plantas, pertenecientes al orden de las Caryophyllales que consecuentemente no poseen

antocianinas.

www.botanical-online.com/col/manapuyal9.htm

Mas alla que el metabolismo secundario no siempre sea necesario para que una planta
complete su ciclo de vida, el desempefia un papel importante en la interaccion de las

plantas con el medio ambiente.

Un gran porcentaje de los principios activos de las plantas estd comprendido dentro de los
llamados Productos naturales o Metabolitos secundarios, que son compuestos quimicos
de estructura relativamente compleja y de distribucién mas restringida y mas
caracteristica de fuentes botanicas especificas, que los Ilamados metabolitos primarios;
estos estan universalmente distribuidos y participan en la actividad celular de todo ser
viviente. De los primeros, Productos naturales o Metabolitos secundarios, podemos decir
que son indispensables en las plantas que ocurren; no intervienen o quizas, mejor dicho,
no se ha descubierto aun una funcion metabolica en la cual ellos intervienen; son

considerados articulos de lujo en la planta.

www.botanical-online.com/col/manapuyal9.htm


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

En este contexto, los metabolitos secundarios vegetales presentan un gran valor desde el punto

de vista social y econdmico.

Del total de medicamentos aprobados entre el 83 al 94, el 6% eran obtenidos directamente de

especies vegetales y ese niumero continué creciendo hasta los dias de hoy.

Desde el punto de vista econdémico se puede mencionar los alcaloides indélicos
terpennoidicos vincristina (utilizado en el tratamiento de la leucemia) y vinblastina (usado en

la terapia de corio-carcinoma y en la enfermedad de Hodgkins).
www.redalyc.org/pdf/612/61221317.pdf

Como estimacién, cerca de 110.000 compuestos han sido identificados hasta el presente,
siendo que de este total los terpenoides constituyen el mayor grupo (33.000 compuestos),

seguidos por los alcaloides (16.000 compuestos).

Anualmente 4.000 nuevos compuestos de origen vegetal han sido relatados con una tendencia al

crecimiento para este valor.

Como caracteristica general, tales compuestos muestran un padrén de aparicion
restringido en algunos grupos taxondmicos, no siendo considerados esenciales para el
metabolismo basal de la célula vegetal, donde surge la denominacion de metabolitos

secundarios.
www.redalyc.org/pdf/612/61221317.pdf

En el ambito de la interaccion planta/ambiente (efecto atractivo/repulsivo a
microorganismos, insectos, vertebrados, plantas, etc.), desempefian un importante papel,

garantizando la supervivencia de las especies en el ecosistema.

Adicionalmente, metabolitos secundarios son utilizados en escala industrial para la produccion

de insecticidas, colorantes, saborizantes, aromatizantes y medicamentos.

Con respecto del alto valor econémico de algunos de estos biofarmacos, bajos niveles de
productividad han sido usualmente encontrados en los sistemas de produccion agricola

convencionales, ocurriendo por una serie de motivos.

Este hecho genera la necesidad de desarrollar sistemas alternativos de produccion y en
este contexto el cultivo de células y tejidos vegetales ha sido considerado como un
sistema de alto potencial para la superacion de este problema; mas alla que se presentan

algunas dificultades a su viabilidad econémica que aun no han sido superadas.

www.botanical-online.com/col/manapuyal9.htm


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

En funcién de esto, diversas estrategias han sido empleadas objetivando aumentar los
valores de productividad de compuestos bioactivos en sistemas de cultivo de células y
tejidos vegetales incluyendo la manipulacion epigenética la elucidacion de vias
biosintéticas y la aplicacion de técnicas de biologia molecular, segin un abordaje de

ingenieria de vias metabdlicas.

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

naturaleza nos ofrece.

www.botanical-online.com/col/manapuyal9.htm

1.4. Escama de Pescado (Drymaria ovata)

>
Imagen 1.1: Planta de escama de pescado (Drymaria ovata).
Fuente: Cerén Martinez (2006)

1.4.1. Taxonomia

Tabla 1-1. Taxonomia de Drymaria ovata

FILO Angiospermae
CLASE Dicotiledénea
ORDEN Caryophyllales

FAMILIA Caryophyllaceae
GENERO Drymaria
ESPECIE Drymaria ovata

Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)
Fuente: https://science.mnhn.fr/taxon/.../drymaria/ovata?lang.

Nombres comunes: Escama de pescado, guarmipoleo.



1.4.2. Origeny distribucion geografica

Esta especie estd ampliamente distribuida en VVenezuela Ecuador, Perd, Bolivia y Argentina. En

nuestro pais se encuentra en la zona andina desde los 2000 hasta los 4000 msnm.

www.beisa.dk/Publications/.../Capitul0%2018.pd

1.4.3. Descripcion botanica

Drymaria ovata. Son plantas herbaceas caducas o perennes, de poca altura, delicadas y laxas.
Las hojas son opuestas y con forma de rifion. Tienen flores blancas y los frutos son capsulas
secas con numerosas semillas.

Hierba anual o perenne, a menudo ramificados, raices primarias delgadas y alargadas.

Tallos: extensas a erecto, sencillo o ramificado proximal o largo, cilindricos.

Hojas: contrarias 0 que aparecen verticiladas, estipulas 2 por nodo, simples o divididas en
segmentos, subuladas a filiformes, hoja 1-5-nervada, linear a lanceoladas, espatuladas, ovadas,
reniforme u orbiculares, no suculentas, apice redondeado a acuminado. Inflorescencias
terminales o axilares abierto, bracteadas cimas o umbeliforme racimos o flores solitarias,
axilares; bracteas emparejado, escarioso o central parte herbacea. Pedicelos: erectos a difundir o
reflexos.

www.beisa.dk/Publications/.../Capitul0%2018.pd

Flores: periantio y androceo hipogyno; 5 sépalos, claros, blancos, lanceoladas a oblongo
orbiculares, ovadas, herbaceo, los margenes blancos de purpura, acuminadas escariosos, apice a
redondeadas, con capucha o no; pétalos (3 — 5), a veces ausente, blanco, garra estrecho,
disminuyendo distalmente o con oblongas o expandidos, sésiles o cortas con garras.
www.scielo.org.co/pdf/cal/v35n2/v35n2al0

Tronco: Auriculas apice ausente, hoja dividida en 2 o 4 I6bulos; nectarios en la base de
filamentos opuestos sépalos, estambres 5; filamentos separados o connados brevemente
proximal; estilos 3, 2 veces, marcan proximalmente por 2 de longitud, rara vez casi distinta (D.
cordata), filiformes, de 0.1-0.3 mm, glabro proximalmente; estigmas 3, 2 veces, lineal a lo largo
adaxial superficies de estilos (0 ramas).

Cépsulas elipsoides a globosos, abriendo por (2 — 3) extendiendo a recurvadas valvulas;
carpoforo ausentes.

www.scielo.org.co/pdf/cal/v35n2/v35n2al0


http://www.scielo.org.co/pdf/cal/v35n2/v35n2a10

Semillas 3-25, bronceado, marrdn rojizo, marrén oscuro, negro o transparente (blanco embrion
visible), de herradura, concha de caracol, o en forma de lagrima, comprimido lateralmente, por
lo menos en cierta medida, tuberculada, marginal ala ausente, apéndice ausente.

www.scielo.org.co/pdf/cal/v35n2/v35n2a10

1.4.4. Formas de utilizacion

Se reporta uso como alimento y medicina. Existe un reporte sobre sus propiedades contra tos y
otro contra varias bacterias. Se propone que es una buena cobertura en café, debido a su habito
bajo. Es probable que se use como forraje, pero no se encontraron referencias.

Drymaria ovata se utilizan como una planta medicinal para tratar afecciones estomacales,
bronquitis, espasmos e inflamaciones.

Segun las reacciones de tamizaje fitogquimico éste vegetal contiene saponinas, taninos,
flavonoides, quinonas, lactonas (cumarinas); siendo su marcador quimico los fenoles.

https://science.mnhn.fr/taxon/.../drymaria/ovata?lang...

1.4.4.1. Usos en Medicina Tradicional

Para prevenir y curar la enfermedad del mal de ojo de los animales bovinos.

1.4.4.2. Composicion quimica

Saponinas

Las saponinas son un grupo de glucésidos oleosos, los cuales son solubles en agua
produciendo espumosidad cuando las soluciones son agitadas.
http://www.beisa.dk/Publications/BEISA%20Book%20pdfer/Capitul0%2018.pdf

Flavonoides

Flavonoide (del latin flavus, "amarillo™) es el término genérico con que se identifica a una serie
de metabolitos secundarios de las plantas. Son sintetizados a partir de una molécula de
fenilalanina y 3 de malonil-CoA, a través de lo que se conoce como "via biosintética de los
flavonoides”, cuyo producto, la estructura base, se cicla gracias a una enzima isomerasa. La
estructura base, un esqueleto C6-C3-C6, puede sufrir posteriormente muchas modificaciones y

adiciones de grupos funcionales, por lo que los flavonoides son una familia muy diversa de


http://www.scielo.org.co/pdf/cal/v35n2/v35n2a10
https://translate.google.com.ec/translate?hl=es-419&sl=fr&u=https://science.mnhn.fr/taxon/species/drymaria/ovata%3Flang%3Den_US&prev=search
https://translate.google.com.ec/translate?hl=es-419&sl=fr&u=https://science.mnhn.fr/taxon/species/drymaria/ovata%3Flang%3Den_US&prev=search

compuestos, aunque todos los productos finales se caracterizan por ser polifenolicos y solubles
en agua.
http://www.beisa.dk/Publications/BEISA%20Book%20pdfer/Capitul0%2018.pdf

1.5. Recoleccion, muestreo, transporte y conservacion del material vegetal para su
procesamiento.

1.5.1. Recoleccion del material vegetal

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

v Recolectarse en lugares alejados de fuentes de contaminacion

v Asegurarse de la especie con la que se va a trabajar sea la misma.

1.5.2. Muestreo

Obtener una muestra representativa, para realizar el analisis y determinar los niveles de los
diversos componentes de la materia vegetal.

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

www.mat.uson.mx/Material/elmuestreo.pdf

1.5.2.1. Fragmentacion

Es un proceso mecanico donde se reducen sustancias sélidas a porciones menores o particulas.
Se basa en aumentar la superficie de contacto de un solvente adecuado con el material a extraer

para facilitar la mejor y mayor disolucion de principios activos.

es.thefreedictionary.com/fragmentacion

1.5.2.2. Transporte y conservacion

Para el transporte y almacén, la muestra se mantendré en las condiciones méas parecidas a las de

campo.
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1.5.2.3. Limpieza y descontaminacion

Al tratarse de plantas silvestres para no alterar los ciclos normales de hébitat, crecimiento y
reproduccion, no recoger plantas jovenes, o escasas, en el caso de hierbas estacionales
aprovechar sus presencia, no recolectar de sitios contaminados o con presencia de emanaciones
toxicas de los cafios de escape, basureros, filos de carreteros.

El vegetal recolectado esté sucio, Caceres (1996) recomienda lavar con agua caliente, enseguida
desinfectar con hipoclorito de sodio o de calcio para reducir la carga bacteriana, sin embargo es
un oxidante existiendo el riesgo de oxidar los metabolitos secundarios.

La recoleccion es mejor realizar en la mafiana o la tarde que son de menor proceso clorofiliano.

fskntraining.org/.../FSKN_06_Cleaning-and-Disinfection-Traduccién.pd...

1.5.2.4. Conservacién de las caracteristicas

La buena conservacion del material vegetal para estudios fitoquimicos garantiza un buen
resultado en las caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y farmacoldgicas del vegetal.

Segun Sharapin (2000) la pérdida de los principios activos involucra:

www.bioenciclopedia.com/conservacion/

Degradacion por procesos metabolicos.

Hidrolisis de los compuestos.

Descomposicion por la luz.

Descomposicién enzimatica.

Degradacion de las sustancias termolébiles por el calor.

Volatilizacién de los aceites esenciales y

NN NN NI

Contaminacion por hongos y bacterias.

1.5.3. Métodos de extraccién

Para lograr una concentracion adecuada de los principios activos contenidos en las plantas
y que su accion sea mas efectiva es necesario realizar diversos procedimientos mediantes
los cuales sean extraidos aquellos con solventes adecuados que se seleccionan de acuerdo

a la solubilidad y la estabilidad que posean las sustancias beneficiosas.
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http://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/farmacoergasia/principio-activo/

Los métodos de extraccion permiten obtener los productos en formas farmacéuticas
adecuadas para su administracion oral o externa de acuerdo al lugar de accién que se

recomiende.
http://www.monografias.com/trabajos66/extractosplantas

Estas preparaciones son conocidas como: decocciones, infusiones, extractos fluidos, densos o
secos (segun su contenido de liquidos) y las tinturas. Son conocidas también como preparados
galénicos, en honor a Claudio Galeno precursor de la preparacion de medicamentos a partir de

los vegetales.

http://www.monografias.com/trabajos66/extractosplantas

1.5.3.1. Extraccion

Son formas farmacéuticas liquidas, semisélidas y plésticas o solidas y pulverulenta, preparadas
con soluciones extractivas, obtenidas por agotamiento de drogas vegetales o animales con
solventes apropiados, mediante la evaporacién de todo o casi todo el solvente y el ajuste de las
masas 0 los polvos residuales a las normas prescritas.

www.ub.edu/oblg/oblg%?20castellano/extraccio_fona.html

1.5.3.2. Maceracion

El vegetal secoy molido, o fresco troceado o licuado con el solvente de extraccién se pone en
contacto con alcohol potable 96% en un recipiente de cierre perfecto a temperatura ambiente. Se
deben realizar agitaciones frecuentes a lo largo de la maceracion.

Como norma se macera la droga por tres dias con agitacién frecuente y protegido de la luz solar.
La maceracion es (til cuando los principios son facilmente solubles en frio y cuando la accién
de la temperatura los altera.

Lo mas recomendable es iniciar la extraccion con hexano o con éter de petréleo para separar los
lipidos (esteroles, carotenoides, clorofilas, etc.) este proceso se conoce como desengrasado,

luego se extraer con etanol o0 metanol al 95%.

conceptodefinicion.de/maceracion/
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http://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/extractos/extracto-fluido/
http://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/extractos/extracto-fluido/
http://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/extractos/tintura/
http://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/extractos/tintura/

1.5.3.3. Maceracion en frio

Consiste en sumergir el producto a macerar en un recipiente con la menor cantidad de liquido
posible, sélo lo suficiente como para cubrir totalmente lo que se desea macerar.

Esto se hace por un lapso mas o menos largo, dependiendo de lo que se vaya a macerar.

La ventaja de la maceracion en frio consiste en que de usarse solo agua se logran extraer
todas las propiedades de lo que se macera, es decir, toda su esencia sin alterarla en lo méas

minimo.

http://moheweb.galeon.com/vino_dicc02.htm

1.6. Analisis fitoquimico

El andlisis fitoquimico determina los metabolitos secundarios presentes en la especie
vegetal a estudiar, por ejemplo en las plantas medicinales, aplicando para ello una serie de

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

http://biblioteca.usac.edu.gt/tesis/06/06_2575.pdf

1.6.1. Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales grupos
quimicos presentes en una planta y a partir de alli, orientar la extraccion y/o

fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés.

http://biblioteca.usac.edu.gt/tesis/06/06_2575.pdf

1.6.2. Reacciones de identificacion

1.6.2.1. Ensayo de Espuma

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

volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos.
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El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm

de altura y es persistente por mas de 2 minutos.

https://law.resource.org/pub/ec/ibr/ec.nte.0831.1982.pdf

1.6.2.2. Ensayo de Benedict

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

al 5 % en solucidn salina fisioldgica (cloruro de sodio al 0.9 % en agua).
v" Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
v" Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.
v" Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

https://sites.google.com/site/bioquia9/reaccion-de-benedict

1.6.2.3. Ensayo de Shinoda

Permite reconocer la presencia de flavonoides en el extracto de un vegetal. Si la alicuota del
extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 ml de HCI concentrado y un pedacito de cinta
de magnesio metalico. Después de la reaccion se espera 5 minutos, se afiade 1 ml de alcohol

amilico, se mezclan las fases y se deja reposar hasta que se separen.

Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir de la adicion

del 4cido clorhidrico concentrado.

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

carmelita o rojo; intenso en todos los casos.

cdigital.dgb.uanl.mx/te/1020150698/1020150698_02.pdf

1.6.2.4. Ensayo de Borntrager

Es dtil para detectar la presencia de quinonas.
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Si la alicuota no esta en cloroformo debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo
redisolverse en 1 ml de cloroformo. Se adiciona 1 ml de hidréxido de sodio, hidroxido de

potasio 0 amonio al 5 % en agua.

Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su ulterior separacion.(4) EIl ensayo es
positivo cuando la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado, en este caso se reporta

(++), 0 rojo para lo cual se reporta (+++).

cdigital.dgb.uanl.mx/te/1020150698/1020150698 _02.pdf

1.6.2.5. Ensayo de Dragendorff

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

1 ml de HCI al 1% en agua.

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

suavemente y dejar enfriar hasta acidez).
Para el ensayo, a la solucion acuosa acida se le afiade 3 gotas del reactivo de Dragendorff, y se

observa:

cdigital.dgb.uanl.mx/te/1020150698/1020150698_02.pdf

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

- Precipitado: (+++)

1.7. Definicién de cromatografia

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

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

una capa, distribuida como una pelicula etc.
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alereimondo.no-ip.org/Electrophoresis/3

1.7.1. Cromatografia en capa fina

En la cromatografia en capa fina (CCF) la fase estacionaria consiste en una capa delgada de un
adsorbente (como por ejemplo gel de silice, alimina o celulosa) depositada sobre un soporte

plano como una placa de vidrio, o una lamina de aluminio o de plastico.
http://www.uam.es/docencia/jppid/documentos/practicas

La CCF es una técnica analitica y tiene como objetivo el analisis de una mezcla de
componentes.

El proceso es similar a la cromatografia de papel con la ventaja de que se desarrolla méas
rapidamente, proporciona mejores separaciones y se puede elegir entre diferentes adsorbente. La
CCF es una técnica estandar en el laboratorio de quimica organica. Debido a su simplicidad y
velocidad, la CCF se utiliza a menudo para monitorizar las reacciones quimicas y también para
el andlisis cualitativo de los productos de una reaccion, puesto que permite conocer de manera

rapida y sencilla cudntos componentes hay en una mezcla.

http://www.uam.es/docencia/jppid/documentos/practicas

1.7.2. Cromatografia en capa fina preparativa

La cromatografia preparativa comprende un amplio campo de aplicaciones, desde el aislamiento
de 1 pg. de muestra para identificacion espectroscopica hasta el aislamiento de un compuesto

puro de una mezcla de 100 g.

La cromatografia preparativa se diferencia de la técnica basica en muchos aspectos, desde la
preparacion de la papilla. Esta debe hacerse con menos agua que de ordinario. Una papilla méas
espesa ayuda a estabilizar el grosor de las placas que se precisa para una carga de mayor

magnitud. El espesor 6ptimo oscila desde un minimo de 1 mn. Hasta un méaximo de 2 mn.

Las placas utilizadas en cromatografia preparativa son placas grandes, de aproximadamente
20x20 cm. que permiten separar aproximadamente 1 g. de mezcla utilizando unos 35 g. de

adsorbente.

www.textoscientificos.com/quimica/cromatografia/bidimensional
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La siembra de la muestra se realiza mediante la ayuda de una jeringuilla o tubo capilar. La
siembra se realiza a lo largo de una linea recta (existen en el mercado diverso utensilios para
evitar torcerse). Si al terminar la primera siembra todavia queda muestra, se seca la primera
siembra y se aplica la segunda, intentando que ésta quede sobre la anterior, para asi conseguir

que el frente sea lo mas estrecho posible. La siembra debe realizarse a lo ancho de la placa.

Una vez sembrada la muestra se desarrolla la cromatografia. Se utiliza un adsorbente con
indicador fluorescente para ver en la lAmpara ultravioleta donde han quedado las manchas de los

diferentes compuestos, dichas manchas se marcan.

www.textoscientificos.com/quimica/cromatografia/bidimensional

Una vez localizados los compuestos, éstos se extraen de la fase estacionaria, uno a uno, con la
ayuda de una espatula, sobre un papel de filtro u otro soporte. Posteriormente se coloca cada
componente en un erlenmeyer, y se mezcla con un disolvente (metanol). Una vez disuelto el
compuesto se filtra varias veces para separar el compuesto y la fase estacionaria. Una vez

separado se elimina el disolvente (destilacion), con lo cual se obtiene el componente separado.

Si no se dispone de indicador fluorescente, no se pueden usar reveladores quimicos sobre toda
la placa. El proceso a seguir es el siguiente: se raya la placa separando totalmente una pequefia
franja de placa, sobre la cual se aplica el revelador quimico, y a partir de esta franja se marcan

las franjas de compuestos.

www.textoscientificos.com/quimica/cromatografia/bidimensional

1.7.3. Cromatografia bidimensional

Una cromatografia bidimensional en placa. En esta técnica se coloca la mezcla a separar sobre
la placa, luego de secar, ese borde del papel se sumerge en una mezcla de solventes que
contiene componentes acuosos y organicos. Ademas el papel debe estar en contacto con los
vapores del solvente en equilibrio. El solvente moja al papel por capilaridad debido a su
naturaleza fibrosa. EI componente acuoso del solvente se une a la celulosa del papel y forma

con éste una fase estacionaria de tipo gel.
www.textoscientificos.com/quimica/cromatografia/bidimensional
El componente orgénico del solvente continia migrando, lo que constituye la fase moévil. Las

velocidades de migracion de las distintas sustancias que se quieren separar estan gobernadas por

sus solubilidad es relativas en la fase estacionaria polar y la fase movil no polar. En un solo paso
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del proceso de separacion cada soluto se distribuye entre ambas fases de acuerdo con su

coeficiente de particion, una constante de equilibrio.

www.textoscientificos.com/quimica/cromatografia/bidimensional

K1 concentracion en fase estacionaria

concentacion en fase movil

1.7.4. Cromatografia en columna

La cromatografia en columna utiliza una columna de vidrio vertical que se llena con un soporte
solido adsorbente (fase estacionaria: los mas utilizados son gel de silice (SiO2) yalumina
(AI203)). La muestra que se quiere separar se deposita en la parte superior de este soporte. El
resto de la columna se llena con el eluyente (disolvente que constituye la fase movil) que, por
efecto de la gravedad, hace mover la muestra a través de la columna. Se establece un equilibrio
entre el soluto adsorbido en la fase estacionaria y el disolvente eluyente que fluye por la

columna.

www.ub.edu/oblg/oblg%20castellano/cromatografia_tipus.htmi

Debido a que cada uno de los componentes de una mezcla establecera interacciones diferentes
con la fase estacionaria y la movil, serén transportados a diferentes velocidades y se conseguird
su separacion. Asi, de manera similar a otros tipos de cromatografia, las diferencias en las
velocidades de desplazamiento a través del medio sélido se corresponden con diferencias en los
tiempos de elucidon por la parte inferior de la columna para cada uno de los componentes de la

muestra original, que se recogeran en fracciones diferentes.
www.ub.edu/oblg/oblg%20castellano/cromatografia_tipus.html

La polaridad del eluyente afecta las velocidades relativas con las que los diferentes
componentes de la mezcla se mueven en la columna. Los disolventes polares compiten mas
eficientemente con las moléculas polares de una mezcla por los lugares polares del adsorbente.
Por lo tanto, un disolvente polar desplazara las moléculas, incluyendo las mas polares,
rdpidamente a través de la columna. Si el disolvente es muy polar la elucion sera muy rapida y
generalmente habrd poca separacién de los componentes de la mezcla. Si por el contrario el

disolvente es muy apolar, no eluiran los compuestos de la columna.
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www.ub.edu/oblg/oblg%20castellano/cromatografia_tipus.html

Por lo tanto, la eleccion del eluyente es crucial para el éxito de la cromatografia en columna. A
menudo se utiliza un gradiente creciente de polaridad para la elucion. La CCF se utiliza para

determinar y elegir el sistema solvente adecuado para cada separacion.

www.ub.edu/oblg/oblg%20castellano/cromatografia_tipus.htm

1.7.5. Elusion en columna

Extraccién de una sustancia absorbida desde un lecho poroso o columna de cromatografia
mediante un chorro de liquido o gas o mediante la aplicacion de calor. El término se aplica

también a la extraccion de anticuerpos o trazadores radiactivos de los eritrocitos.

g c o=
Imagen 2-1: Elucion en columna
Fuente: Graciela Escandar (2009)

1.7.6. Solventes utilizados para la elucién

La eleccidn del eluyente depende del componente que se va a separar y del material en que la
separacion se lleva a cabo. Un método que se emplea para la seleccion del eluyente es una

cromatografia en capa fina con distintos disolventes y unas muestras patron.

www.quiminet.com/.../seleccion-y-uso-de-solventes-en-cromatografia-hp...

Tabla 2-1. Solventes utilizados para la elucién

~ ELUYENTES EN ORDEN CRECIENTE DE POLARIDAD
Eter dietilico
Ciclohexano
Acetato de etilo
Tetracloruro de carbono
Benceno
Etanol
Cloroformo
Metanol
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Diclorometano
Agua
Acido acético

Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)

Al aplicar en primer lugar eluyentes poco polares, podemos seguir utilizando la misma placa
para aplicar otro eluyente mas polar, hasta dar con el mas apropiado.

Otra técnica para realizar la eleccion del eluyente consiste en sembrar varias muestras
distanciadas suficientemente, y aplicar con un tubo capilar distintos eluyentes sobre el centro de
cada muestra. Esto permite desarrollar cada eluyente radialmente por capilaridad, de forma que

se aprecie el eluyente con el cual la separacion se realiza de una manera mas eficaz.

1.7.7. Solventes organicos

Considerando que la medicina tradicional las infusiones y decocciones se realizan en agua
hirviente pero, no se puede guardar soluciones acuosas que contienen minimas cantidades e
metabolitos secundaros, entonces es necesario utilizar solventes organicos que extraigan del
vegetal la mayor cantidad posible de metabolitos secundarios, eliminar el solvente y tener los

metabolitos concentrados. (Jativa)

Algunas caracteristicas de los solventes estan dada por el poder de penetracion al interior de la
celula por osmosis, hinchamiento celular y explosion celular.

Al seleccionar un solvente se debe tener en cuenta su polaridad y las caracteristicas de las
sustancias a extraer, el poder de extraerlas.

Los solventes considerados en la serie elutropica de Lichrosolv estan ordenadas en orden de

polaridad de la siguiente manera:

electrofilos.blogspot.com/2009/04/solventes-organicos_7777.html

Tabla 3-1. Solventes organicos

n-Heptano n-Butanol
n-Hexano Acetonitrilo
Ciclo hexano 2-Propanol
Isooctano Acetato de etilo
1,1,2 trifluoro etano Etanol

Tetracloruro de carbono 1,4 dioxano

Tolueno Tetrahidrofurano
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Cloroformo Metanol
Dicloro etano Agua

Diclorometano

Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)

Fuente: electrofilos.blogspot.com/2009/04/solventes-organicos_7777.html

Generalmente cuando el vegetal para estudio es fresco, como solvente se utiliza solvente puro,
el més utilizado es el etanol o el agua se tiene como inconveniente la presencia de saponinas que
se emulsifica al fraccionar dicho extracto con éter de petréleo, el mismo que puede romperse

por centrifugacion.

1.7.8. Factor de selectividad

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

lograria la separacion de los mismos.

rua.ua.es/dspace/bitstream/10045/8246/7/T2cromagraf.pdf

Entonces el factor de selectividad de una columna para dos especies A y B se definen como: o =

KA /KB

Donde Kg” es el factor de capacidad del compuesto B, que es el mas retenido y Ka” es el factor

de capacidad del compuesto A, que es el menos retenido.

rua.ua.es/dspace/bitstream/10045/8246/7/T2cromagraf.pdf

1.7.8.1. Eficiencia de una columna

Como se menciono anteriormente, si no se toma en cuenta los factores que afectan el ancho de
un pico para la separacion cromatogréfica no se podria lograr una buena separacion aun cuando

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

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

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

inversamente con la velocidad a la que fluye la fase mavil.

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

columna cromatogréfica:

- Laaltura equivalente de plato tedrico o H

- El nimero de platos teéricos N

Los dos estan relacionados por la ecuacion:

N=L/H

Donde Les la longitud (centimetros), del relleno de la columna.

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

cuando menor es la altura de plato.

1.7.8.2. Resolucion de la columna

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

gue la magnitud de este valor si permite asegurar la separacion de dos picos.

Rs=2 ((tr)e —(tr)a) / Wa + Ws

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

1.8. Analisis espectrofotométrico

1.8.1. Espectrometria

La espectrometria surgi6 con el estudio de la interaccion entre la radiacion y la materia como

funcién de la longitud de onda (A).
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La espectrometria es la técnica espectroscOpica para tasar la concentracion o la cantidad de
especies determinadas. En estos casos, el instrumento que realiza tales medidas es un

espectrémetro o espectrografo.

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

sustancias mediante el espectro emitido o absorbido por las mismas.

1.8.2. Luz ultravioleta

Lampara fluorescente de luz ultravioleta. La radiacion ultravioleta no es visible; sin
embargo, muchas de las lamparas ultravioletas emiten marginalmente parte de su luz en

la zona adyacente del espectro visible, con lo que se observan de un color violeta.

Se denomina radiacion ultravioleta o radiacién UV a la radiacion electromagnética cuya
longitud de onda esta comprendida aproximadamente entre los 400 nm (4x107 m) y los 15 nm
(1,5x108 m). Su nombre proviene que su rango empieza desde longitudes de onda mas cortas de
lo que los humanos identificamos como el color violeta. Esta radiacién es parte integrante de los

rayos solares y produce varios efectos en la salud.

A

XN

Imagen 3-1: Luz ultravioleta
Fuente: Ecuared (29 de octubre de 2015)

1.8.2.1. Reglas de Woodward — Fieser

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

compuestos organicos conjugados como dienos y cetonas.
Las longitudes de onda de los picos de absorcion pueden correlacionarse con los tipos de enlace

en una determinada molécula, y son valiosos para determinar los grupos funcionales dentro de

la molécula.
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La absorcion UV-Visible no es, sin embargo, una prueba especifica para ningun determinado,
la naturaleza del disolvente, el pH de la solucion, la temperatura, la concentracién de
electrolitos y la presencia de sustancias interferentes pueden influir en los espectros de
absorcién de los compuestos asi como las variaciones en anchura de la hendidura (ancho de

banda efectivo) en el espectrofotometro.

Las reglas de Woodward- Fieser, son un conjunto de observaciones empiricas que pueden
utilizarse para predecir la Amax, la longitud de onda de la absorcion UV-Vis, para compuestos
organicos conjugados como dienos y cetonas.

Ejemplo: Aplicacion de las reglas de Woodward-Fieser en cetonas

Sistema Basico:

/ \ X=H 250 nm

( Alquilo, cicloalquilo 246 nm
OH 230 nm
OR 230 nm
orto mela para
Alquilo, cicloalquilo 3 3 10
-Cl 0 0 10
-Br 2 2 15
-OH, OR 7 7 25
-0 11 20 78
-NIi; 13 13 58
-NMe> 20 20 85
<NHCOMe 20 20 45

Imagen 4-1: Aplicacion de leyes de Woodward-Fieser
Fuente: Ecuared (29 de octubre de 2015)
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Imagen 5-1: Aplicacion de leyes de Woodward-Fieser
Fuente: Ecuared (29 de octubre de 2015)

Las longitudes de onda de los picos de absorcién pueden correlacionarse, con los tipos de enlace
en una determinada molécula, y son valiosos para determinar los grupos funcionales dentro de
la molécula. La absorcién UV-Vis no es, sin embargo, una prueba especifica para ningln
compuesto determinado. La naturaleza del disolvente, el pH de la solucion, la temperatura, la
concentracion de electrolitos, y la presencia de sustancias interferentes pueden influir en los
espectros de absorcion de los compuestos, asi como las variaciones en la anchura de la
hendidura (ancho de la banda efectivo) en el espectrofotometro.

1.9. Rf

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

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

Distancia recorrida desde el origen por el compuesto (Y)

Rf

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

El valor de Rf depende de las condiciones en las cuales se corre la muestra (tipo de absorbente,
eluyente, asi como las condiciones de la placa, temperatura, vapor de saturacion, etc.). Tiene

una reproducibilidad de +/- 20%, por lo que es mejor correr duplicados de la misma placa. (7)

1.10. Infrarrojo

La espectroscopia infrarroja tiene casi 125 afios de existencia. El primer espectro de vibraciones

moleculares fue observado en 1881 por Abney y Festing, quienes prepararon emulsiones
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fotograficas sensibles al infrarrojo cercano y fotografiaron el espectro de absorcion de 48
liquidos orgénicos. Encontraron bandas caracteristicas en estos espectros, las cuales asociaron

con la presencia de hidrogeno en las moléculas estudiadas.

En 1892, Julius obtuvo el espectro infrarrojo de 20 compuestos organicos, encontrando que
todos los compuestos que contienen metilo (CH3) exhiben una banda de absorciéon de 3.45 um
y llegd a la conclusion de que la absorcion de ‘ondas calorificas’ se debe a movimientos
intramoleculares; en otras palabras, la estructura interna de la molécula determina el tipo de
absorcion. También encontrd que el efecto no es ‘aditivo’; es decir, que no se puede predecir el
espectro de absorcion de un compuesto a partir del conocimiento de los espectros de los atomos

constituyentes.

Los espectrometros infrarrojos son herramientas importantes para observar espectros

vibracionales. Las caracteristicas mas relevantes de esta espectroscopia son las siguientes.

v" Si dos moléculas estan constituidas por atomos distintos, o tienen distinta distribucién
isotopica, o configuracién, o se encuentran en ambientes distintos, los espectros

infrarrojos seran distintos.

v"Una sustancia definida puede identificarse por su espectro infrarrojo. Estos espectros

pueden ser considerados como las huellas digitales de dicha sustancia.

v Los espectros muestran bandas que son tipicas de grupos funcionales particulares y que

tienen localizaciones e intensidades especificas dentro de los espectros infrarrojos.

v A partir de los espectros se pueden inferir las estructuras moleculares. Para ello se

requiere un modelo en el cual basar los célculos.

v' Las intensidades en las bandas del espectro de una mezcla, son generalmente
proporcionales a las concentraciones de las componentes individuales. Por lo tanto, es
posible determinar la concentracion de una sustancia y realizar analisis de muestras con

varias componentes.
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v' Es posible, mediante el uso de dispositivos experimentales adecuados, obtener
espectros infrarrojos sin alteracion de la muestra, lo que constituye a esta espectroscopia

como una herramienta de andlisis no destructiva.

v"El tiempo necesario para obtener y almacenar un espectro infrarrojo es del orden de

minutos.

NASA/IPAC

Imagen 6.1: Infrarrojo
Fuente: NASA (2012)

Las saponinas y sapogeninas conocidos como glucésidos furostenales los que tienen un
esqueleto de furostanol.

Los compuestos aislados no poseen OH libres por cuanto no hay sefiales de las bandas
caracteristicas entre 3400 — 3200 cm™ pero pueden estar esterificados, de lo cual se encuentra las
bandas de 1095 — 1070 cm™ que son bandas medias y puntiagudas para los esteres.

Lo compuestos triterpenoides y esteroides en general muestran IR de 3650 — 3590 cmy a1055
cm® correspondientes a OH  secundarios, sefiales a 2960 — 2850 cm™ correspondientes a
estiramientos —C — H —y flexiones — CH, — a 1385 — 1380 cm™y a 1370 — 1365 cm™ de gem-
dimetil.

Los &cidos triterpencarboxilicos en los que el grupo CO; H esta rodeado de grupos voluminosos

como el acido oleanolico se encuentran como monémeros y absorben 1678 -1690 cm™.

1.10.1. Posibilidades de estructuras similares

Saponinas esteroidales: son compuestos que poseen una estructura compleja formada por un
nucleo esteroidal hidrofébico y una parte hidrofilica constituida por unidades de monosacéridos.
Actividades biologicas tales como su accion antimicotica, antiviral, anticancer,
hipolesterolémica, hipoglicaémica, antitrombotica, diurética, antinflamatoria y molusquicida.
Por hidrolisis de las saponinas se obtienen las sapogeninas esteroidales,de gran interés para la
industria farmacéutica por ser precursores en la sintesis de hormonas y corticoides.

farmacia.udea.edu.co/~ff/saponinasp.pdf
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Gamma lactona: Una lactona es un compuesto organico del tipo éster ciclico.! Se forma como
producto de la condensacion de un grupo alcohol con un grupo acido carboxilico en una misma
molécula. Las estructuras mas estables de las lactonas son las que poseen anillos con 5 (gama-
lactonas) y 6 miembros (delta-lactonas), por razon de la menor tension en los angulos del
compuesto. Las gama-lactonas son tan estables que en la presencia de &cidos diluidos a
temperatura ambiente, éstos de inmediato sufren esterificacion espontanea y ciclizacion sobre la
lactona. Las beta-lactonas existen en la quimica organica, pero tienen que ser preparados por

métodos especiales.

http://www.quimicaorganica.org/acidos-carboxilicos/432-sintesis-de-lactonas.html

1.11. Antecedentes de investigacion

Drymaria ovata conocida vulgarmente como escama de pescado, no consta en plantas Utiles del
ecuador. (Rios, M. 2013).

En la describe como guarmipoleo y la utiliza para malestar estomacal, bronquitis, espasmo e

inflamacion. (Carlos E. Ceron Martinez, 2006.)

Rea L. (2013) 2 en su tesis de actividad antimicotica determina que tiene actividad sobre
Céandida albicans ATCC 10231, tanto el extracto etandélico como los subextractos etério y
cloroformico. Reyes, M. (2013) en su tesis “actividad hipoglucemiante de los extractos
Drymaria ovata, Senna macrophylla, Tagetes filifolia Lag”, en ratas con hiperglucemia

inducida comprueba que el extracto de Drymaria ovata.

El extracto alcohdlico es un liquido turbio, pegajoso, de olor dulce, amarillo y sabor picante, pH
acido 5.05, la densidad es 1,114 g/ml e indice de refraccion 1,354 superior a la del agua. Segun
las reacciones de tamizaje fotoquimico éste vegetal contiene saponinas, taninos, flavonoides,
quinonas, lactonas (cumarinas); siendo su marcador quimico los fenoles. Se inicia con 144,5
mg/dl de glucemia inducida, se administrd 2,1 ml del extracto con las caracteristicas antes
indicadas y a los 300 minutos baja a 79 mg/dl con relacion al control positivo que en el mismo

tiempo inici6 con 160,5 mg/dl y finalizé con 88 mg/dl.

Un estudio de Stevia reubadiana Vertoni realizada en la ESPE determina que Drymaria ovata
Humb. Ext Schult. Es una planta herbacea considerada como mala hierba presente en el cultivo

de la Stevia.

Por los datos encontrados en informacion bibliogréfica de la Drymaria Ovata, es un vegetal con

actividad antimicética para Candida albicans que es caracteristico de afeccion genital femenina
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frecuente, y como hipoglucemiante razén por la cual es necesario estudiar la composicién
quimica para continuar los estudios y determinar si es el fitocomplejo el responsable de esta

actividad.
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CAPITULO I

2. METODOLOGIA

2.1. Lugar de la investigacion

La presente investigacion se realiz6 en el laboratorio de Fitoquimica de la Escuela de
Bioquimica y Farmacia, Facultad de Ciencias, de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

2.2.Obtencion del vegetal

Escama de pescado (Drymaria ovata) se adquirié en la ciudad de Riobamba, Parroquia de San
Andrés.

OCHA

borazo
San Andres
Tadogua

L
ingui

Desvio a Cuoatio

IUAN

Imagen 8.2. Mapa de la ubicacion del vegetal en la parroquia San Andrés
Fuente: Federacion de Organizaciones Indigenas de la Faldas del Chimborazo (FOCIFCH).

2.3. Materiales, equipos y reactivos

Tabla 4-2: Materiales a utilizar en la investigacion

TIPO DETALLE

Materia prima y/o muestras Drynmaria ovata

Balanza analitica
Equipos IR
Estufa de circulacion de aire Memmert

Rotavapor Buchi R 110
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Desecador
Reverbero
Bomba de vacio Vacum Presure Pump 115 VAC -60 Hz

Centrifuga Dynac CA
Refrigerador

Sorbona
Camara digital
Espectrofotémetro UV 1603 Shimadzu

Atomizador (Equipo de revelado cromatogréafico)
Materiales de laboratorio
Vaso de precipitacion 100 mi

Baldn esmerilado de 250 ml
Capilares

Cuba de vidrio

Embudo de filtracion

Embudo de separacion de 250 ml
Probetas de 10, 20 mL.

Frascos de vidrio

Pera de succion

Botellas de vidrio de color &mbar
Gradillas para tubos de ensayo
Guantes descartables

Papel aluminio

Columnas para cromatografia
Placas cromatogréficas de ...
Pipetas

Piseta

Reactivos Acetato de etilo
Cloroformo
Butanol
Metanol
Etanol
Hexano
Agua destilada
Cloruro férrico
Acido sulfurico vainillina

Alcohol
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Vapores de Yodo

Acetona

Sulfato de Cerio

Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)

2.4. Factores de estudio

Factores de estudio de la investigacion:

AN

AN N N

\

Identificacion taxondmica de la Escama de pescado (Drymaria ovata).

Eliminacién de impurezas, lavado del vegetal.

Preparacion del extracto etandlico de las hojas, tallos, flores y raices de la escama de
pescado.

Determinar propiedades fisicas y quimicas del extracto etandlico.

Fraccionamiento en sub-extractos.

Cromatografia preliminar de sub-extractos.

Fraccionamiento del extracto (total) en sub-extractos (Acetato de etilo y butanolico).
Condiciones de separacién de los metabolitos secundarios presentes en la solucion
Etanolica.

Anélisis de UV de los metabolitos presentes en los sub-extractos.

2.5. Comprobacién taxondmica e identificacion botanica

Se tomaron muestras completas de la especie de Escama de pescado Y se llevaron al herbario de

la ESPOCH, su curador, el Ing. Jorge Caranqui, quien certific el ejemplar se trata de

(Drymaria ovata), una especie introducida de Colombia.

2.6. Metodologia de la preparacion de muestra de extraccion, purificacion e identificacion
de metabolitos secundarios

Los procesos que se realizan en la ejecucion del trabajo de titulacion desde la recoleccion de

la materia prima hasta la determinacion de los grupos fitoquimicos por métodos

espectroscopicos constan en la metodologia.

2.6.1.

Preparacion del extracto

El extracto etandlico de la Escama de pescado (Drymaria ovata) fue extraido por método de

maceracion estatica a temperatura ambiente, filtrado, concentrado de la fase Etanolica.
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Procedimiento:

2.6.2.

Recoleccion del vegetal completo y en floracion en fundas plésticas

Identificacion de vegetal Escama de pescado (Drymaria ovata) de forma fisica y
taxondmica.

Eliminar particulas contaminantes y lavar.

Trocear el vegetal (hojas, tallo, flores y raices).

Al triturado afiadir etanol potable al 96% hasta que lo cubra

Dejar reposar por 72 horas, con agitaciones diarias.

Filtrar, eliminar el vegetal, la fase Etandlica concentrar, eliminacion de las clorofilas
por decantacién y dejar en refrigeracion a 4° C por 24 horas.

Al extracto claro determinar las propiedades fisicas y quimicas.

Recoger en recipiente previamente pesado para determinar el rendimiento.

Elaboracion del diagrama de flujo de la preparacidn del extracto y sub-extracto de
Escama de pescado (Drymaria ovata)

1300 g de Drymaria ovata
ETOH
Macerar |
Filtrar
Vegetal Fase ETOH
Concentrar
Alicuota Extracto ETOH (30 mL.) Alicuota TLC
Tamizaje fitoquimico Propiedades fisicas
+ Tolueno. Agitar
Feposar v separar
Fase de tolueno Fase de etanol
Concentrar + BuOH, agitar
Eeposar v separar
Sub-extracto de Tolueno
Extracto ETOH Fase BuOH

Imagen 9-2: Diagrama de flujo de la preparacion del extracto y subextracto de Escama de pescado (Drymaria  ovata).
Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)
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2.6.3.

Preparacion de sub-extractos

Aprovechar la inmisibilidad de los solventes tolueno, acetato de etilo y butanol con el extracto

etanolico de Drymaria ovata para fragmentar en sub-extractos.

2.6.2.1.

2.6.2.1.

\

Subextracto de tolueno.

El extracto etandlico, pasar a un embudo de separacion.

Agregar por la boca del embudo tolueno: acetato de etilo 90:10 un volumen
correspondiente a 1/3 del extracto, agitar y dejar en reposo.

La fase de tolueno es mas densa y se ubica en la parte inferior del embudo de
separacion

Separar la de tolueno: acetato de etilo 90:10 por el vastago y recoger en Erlenmeyer

A la solucidn alcohélica del embudo de separacion agregar de tolueno: acetato de etilo
90:10 repetir el proceso hasta tener la fase de tolueno: acetato de etilo 90:10 etilo
incolora.

Evaporar el solvente, el residuo corresponde al subextracto.

Sub-extracto de Acetato de Etilo

A la fase Etandlica del embudo de separacién agregar acetato de etilo.

Colocar acetato de etilo, agitar y dejar en reposo.

El acetato de etilo por ser mas liviano se ubica en la fase superior del embudo de
separacion, separar por el vastago la fase Etandlica, y por boca del embudo el acetato de
etilo en un Erlenmeyer.

Separar la solucion alcohdlica de la solucion de acetato de etilo repetir el proceso hasta

tener la fase de acetato de etilo incolora.
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Fotogrﬁa 1-2: Sub-extracto Etandlico
Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)

2.6.2.2. Elaboracion del diagrama de flujo de tratamiento del sub-extracto de Butanélico

Sub-extracto Butandlico

=+ Acetato de Etilo

l i

Fase de Butandlica Fase de acetato de Btilo
Evaporar Evaporar
Residuo Butanolico Residuo de Acetato de etilo

Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

Imagen 10-2: Elaboracion del diagrama de flujo de la preparacion sub-extracto de Butanélico

2.6.2.2. Sub-extracto butandlico

A la solucion del extracto etandlico anterior, pasar a un embudo de separacion.
Agregar butanol al embudo de separacion, agitar por varios minutos dejar en reposo.

Separar de la solucion Butandlica (fase superior) en capsula de porcelana, la solucién Etandlica
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(Fase inferior) repetir el proceso hasta tener la fase Butandlica incolora, repetir este proceso
varias veces.

Evaporar el butanol, el residuo corresponde al subextracto butandlico.

Fotografl’a.2-2: Sub-extracto Butandlico
Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)

2.7.Determinacion del rendimiento de extracto y sub-extractos.

El rendimiento de extracto y los sub-extractos se realiza por gravimetria por diferencia de peso

del recipiente recolector vacio y recipiente con el residuo de la evaporacion.

2.8.Métodos  fisico-quimicos aplicados al analisis de
extractos.

2.8.1. Determinacion de las de las propiedades fisicas del extracto etandlico de Drymaria
ovata

Determinacién del aspecto: En un tubo de ensayo se determiné su transparencia y la
presencia de particulas o de fases.

Determinacion de olor: Se percibid y determino el olor que tenia.

Determinacion del sabor. Se tomd un alicuota en un vaso de precipitacion se probé por
medio del sentido del gusto.

Determinacion del color: En un vaso de precipitacion se coloc extracto y se observé el

color.
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2.8.2. Determinacion del pH

El pH es por un indice numérico que se utiliza para expresar la mayor o menor acidez de
una solucion en funcion de los iones hidrégenos.

Se calcula mediante la ecuacion:

pH=-log a [H']

a [H*] = actividad de los iones hidrégeno

En la préctica la medicion del pH se lleva a cabo por medio de la lectura de pH en la escala de

un instrumento medidor de pH, ya sea igual o analdgico.

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

2.9. Propiedades quimicas

Todos los vegetales poseen metabolitos primarios y secundarios, el motivo de este analisis es
conocer los grupos fitoquimicos que estan clasificados en terpenos, derivados fendlicos y
alcaloides que es posible con el tamizaje fitoquimico basado en reacciones analiticas de

coloracion o formacion de precipitados con reactivos generales y especificos.
Los reactivos generales indican presencia o ausencia de los grandes grupos ya indicados por
ejemplo fenoles con cloruro férrico, terpenos con Rosenthaler, alcaloides con Dragendorff.

Las reacciones especificas son selectivas para subgrupos de compuestos cono saponinas en los

terpenos, flavonoides en los derivados fenolicos, etc.

2.9.1. Ensayo de espuma (Saponinas)

En 1 mL de extracto etandlico afiadir de 4 a 5 mL. De agua destilada, agitar la mezcla y si

produce espuma y se mantiene por 3 minutos se entiende por positiva.
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2.9.2. Ensayo de Benedict (Taninos)

En 1 mL de extracto etandlico adicionar de 2 a 3 gotas de FeCls dando una coloracién verde

azulado lo cual indica una reaccion positiva.

2.9.3. Ensayo de Shinoda (Flavonoides)

Afadir limaduras de magnesio seguido de 2 gotas de HCI, a la alicuota (1mL) de extracto

alcohdlico, dando una coloracion rojo ladrillo indicando una reaccidn positiva.

2.9.4. Ensayo de Dragendorff (Alcaloides)

En 1 mL de extracto etanolico adicionamos 1 gota de HCI diluido y 1 gota del reactivo

Dragendorff que al reaccionar, da un precipitado de coloracién parda.

2.9.5. Ensayo de Rosenthaler (Terpenos)

Afiadir vainillina &cido sulfarico a 1 mL de extracto etandlico, si se colorea de rojo ladrillo es

una reaccion positiva.

2.9.6. Ensayo de Borntrager (Quinonas)

En 1 mL de extracto afiadir gotas de NaOH al 5%, si da coloracién rosada, anaranjada o violeta

se entiende como positivo.

Fotografia 3-2: Tamizaje fitoquimico
Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)
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2.10. Analisis cromatografico del extracto total y Sub-extracto

Para comprobar la presencia de metabolitos secundarios que estan presentes en la determinacion
del tamizaje fitoquimico, se realiza cromatografia de capa fina del extracto y subextracto,
utilizando los solventes de acuerdo a la escala de polaridad (el menos polar al mas polar),
mezclas de solventes conocidas para terpenos como tolueno: acetato de etilo 97:3, para
flavonoides acetato de etilo: acido acético glacial: acido férmico: agua 100:11:11:26, butanol

acido acético agua 5:4:1, etanol: amoniaco 99:1.

El uso de reactivos cromogénicos como Rosenthaler (vainillina: acido sulfarico) para terpenos
con coloraciones de rosado a violeta, Yodo para insaturaciones con color anaranjado, sulfato de
cerio para flavonoides con diversidad de colores desde rosado, violeta rojizo, rojo ladrillo, y

Dragendorff para alcaloides con colores anaranjados.

2.11. Extracto total

En el extracto total sedimentaron las clorofilas y el sobrenadante de 50 mL de solucién de color
pardo que se dejo en reposo. Concentrar en la capsula de porcelana a sequedad posteriormente

recuperar con etanol y pasar a tubos de ensayo.

Dejar la interfase de acetato de etilo y butanol que queda en la capsula de porcelana.

2.12.  Analisis cromatografico del extracto y sub-extractos

Se realiza una cromatografias de capa fina de los sub-extractos de Tolueno, Acetato de etilo y
Butanol, colocando los tres sub-extractos en placa cromatogréficas de fase estacionaria de silica
gel y como solventes de corrido se utilizaron Cloroformo, acetato de etilo 97:3; Hexano,
Acetato de etilo 20:15, Acetato de etilo, acido férmico, &cido acético glacial, agua
100:11:11:26.(ver fotografia 6-2).

Se realiza cromatografia en capa fina para verificar la presencia de metabolitos secundarios,
para esto se utiliza solventes de menor a mayor polaridad, la cromatografia (6-2) que se corrié
en hexano, acetato de etilo 20:15 presenta manchas separadas desde el punto de aplicacion al
frente del solvente, esto demuestra eficacia, lo que permite aplicar una columna cromatografica

para la separacion de las fracciones. (Tabla 8-2, Fotografia 8-2)
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2.13. Separacidn del sub-subextracto de acetato de etilo por cromatografia en columna

e Los 0,6048 g de subextracto de acetato de etilo, separar en columna utilizando como
solvente de acuerdo a la escala de polaridad.
o Concentrar el sub-extracto de acetato de etilo a sequedad y luego obtener el peso en gramos.

e Agregar el solvente de corrido el menos polar. (Ver fotografia 4)

Fotografia 4-2: Cromatografia en columna del
Sub-extracto de Acetato de Etilo
Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)

2.13.1. Fraccionamiento en columna C.1 del sub-extracto de Acetato de Etilo

Escoger una columna de vidrio, limpiarla, empacar con hexano y silica gel de columna, dejando
5 c¢cm de distancia libre entre el borde y la fase estacionaria. Eluir el solvente hexano hasta

observar la superficie de la silica.

Al sub-extracto de acetato de etilo agregar 2g de silica de columna y homogenizar con una
espétula, pasar sobre la superficie de la columna, agregar el solvente hasta humedecer la
muestra y finalmente eluir con hexano, acetato de etilo, metanol, amoniaco puro y en mezcla
aumentando progresivamente la polaridad, en volumen de 30 ml aproximadamente, en el caso

de presencia de bandas coloreadas hasta descenso de la misma.
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Se obtuvieron 13 fracciones de la columna del sub-extracto de Acetato de Etilo, utilizando los
solventes de acuerdo a su polaridad.

La eliminacion del solvente se realiza en forma individual y a presion reducida, pasando los
residuos a viales que permiten facilidad de manejo, y visualizar las caracteristicas fisicas de

cada una.

La comprobacién del fraccionamiento en columna se determina por aplicacion de cromatografia
de capa fina usando como fase estacionaria silica gel, solvente de corrido de menor polaridad
que el solvente de elucién. En el caso de no presentar resolucion cambiar el solvente de corrido
por otro de polaridad similar. Si las manchas se desplazan igual que el solvente, es necesario
bajar la polaridad del solvente de corrido y se obtuvieron 13 fracciones que se muestran en la

siguiente tabla.

Tabla 5-2: Fraccionamiento en columna C.1 del sub-extracto de acetato de etilo

de la planta Escama de pescado (Drymaria ovata).

Hexano 100
Hexano, acetato de etilo 50:50
Acetato de etilo 100
Metanol: acetato de etilo 3:40
Metano: acetato de etilo 50:50
Metanol 100
Metanol, amoniaco 30:1

Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

2.13.2. Cromatografias de las 13 fracciones obtenidas de la Columna del Sub- subextracto
de Acetato de Etilo.

Se realiz6 una columna de silica gel como fase estacionaria afladida hexano se inicié con la
adicion de 0,6048 g de extracto de acetato de etilo y separado en orden de polaridad con hexano

acetato de etilo, en metanol puro y en mezclas. (Ver fotografia 3-3).

2.14. Separacion por cromatografia de la Columna C. 2 de la unién de las fracciones 5,
6, 7 del Sub-extracto de Acetato de etilo

Se armo una columna con 8g de silica gel humectada con Hexano, en la fase superior una vez
eluido todo el hexano se coloca las fracciones 5, 6 y 7 unidas, mezcladas con silica gel se
comienza la elucion con hexano, se aumenta la polaridad con Acetato de etilo hasta llegar a

metanol puro y en mezclas, obteniéndose fracciones.

41



Se realiza la fragmentacion en cromatografia de capa fina, de las fracciones 1, 2, 3,4y 5y se
corren con Tolueno -Acetato de etilo, en la segunda cromatografia de capa fina ce aplicaron las
fracciones 6, 8, 9, 10, 11 utilizando como solvente de corrido Hexano, Acetato de etilo 70:30 y

revelando con Acido sulfarico vainillina H,SO.. (Ver fotografia 10-3)

Tabla 6-2: Fracciones de la columna C. 2 del sub-extracto de Acetato de
Etilo de la planta Escama de pescado (Drymaria ovata).

SOLVENTE CONCENTRACION

Hexano 100

Hexano: acetato de etilo 90:10
Hexano:Acetato de etilo 70:30
Hexano:Acetato de etilo 50:50
Acetato de etilo:metanol 70:30
Metanol, acetato de etilo 50:50
Metanol 100

Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

2.14.1. Cromatografia preparativa de la fracciones 3,4 y 8, 9 de la columna C. 2

Se corta cada una de las franjas para poder de esta forma recuperar los compuestos presentes.
Para verificar la pureza se corren en las mismas condiciones (Hexano, acetato de Etilo (3,5:1,5)

y revelado con vainillina H,SO4) de separacion para realizar una nueva cromatografia.

La cromatografia de la verificacion de las bandas de las placas preparativas C2 franja 1, se
observa una mancha redonda y separada, presenta un Rf de 0,32 por lo que se pueden asumir
como compuestos puros. (Ver fotografia 11, 12-3)

2.15. Columna C. 3 de la unién de las fracciones 10, 11, 12 de la columna C. 2

De la cromatografia en columna se obtuvieron 13 fracciones.

Tabla 7-2: Fracciones de la columna C. 3 de la planta Escama de pescado

(Drymaria ovata).

SOLVENTE CONCENTRACION

Acetato de etilo 100

Metanol, acetato de etilo 10:30
Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)
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La presencia de manchas de color pardo que se encuentran en el tercio superior de la placa, se
corrié en Hexano, Acetato de etilo (70:30) y se revelo con Sulfato de Cerio, las machas son
iguales esto permite unir las fracciones 2, 3 y 4, para su posterior cromatografia y verificar si
estan puras. (Ver fotografia 13-3)

Las fracciones 7, 8 y 9, 10 que se corrié en Metanol, Acetato de etilo (5,5:1) y revelo con

Vainillina H2SQO4, se unen por que presentan el mismo compuesto. (Ver fotografia 14-3)

En la cromatografia de las fracciones 8, 12, 10 se aplicé el solvente Acetato de etilo, Metanol
(6:0,2) y se revelo con Vainillina H2SO4a fraccion N. 8 presenta una mancha en la parte
inferior de color pardo y una mancha de color rosado en la parte superior de la placa al igual que
la fraccion 10, la fraccion 12 presenta 6 manchas por lo que se encuentra en mezcla. (Ver
fotografia 15-3)

2.16. Tratamiento del sub-extracto Tolueno-Acetato de etilo (9:1), Columna C. 4

Sub-extracto Tolueno-Acetato de etilo concentrado en capsula de porcelana pasado a columna 'y

diluido con Tolueno-Acetato de etilo (9:1) se obtuvieron 11 fracciones.

Tabla 8-2: Fracciones de la columna C. 4 Del sub-extracto Tolueno-Acetato de etilo

(9:1) de la planta Escama de pescado (Drymaria ovata).

Tolueno-Acetato de etilo (9:1) 9:1
Hexano, acetato de etilo 20:10
Hexano, acetato de etilo 50:50

Acetato de etilo 100
Metanol 100

Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

2.17. Cromatografia de las fracciones obtenidas de la columna C. 4 del sub-extracto
Tolueno-Acetato de etilo (9:1)

Unir las fracciones 1, 2 que presentan manchas de color rosado, las fracciones 3, 4 y 5 asi como
las fracciones 6 y 7 que presentan manchas de color pardo las misma que presentan resolucion;

Se corrid en Hexano, acetato de etilo (40:10) y se revelo con Vainillina H.SO,. (Ver fotografia 16-3)

La fraccion 7 presenta una sola mancha redonda y de color amarillo en la parte inferior de la

placa por lo que se puede decir que se trata de un compuesto puro, mientras que la fraccion N. 8
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realizar una cromatografia en placa preparativa; las fracciones 10 y 11 unimos debido a que
presentan las mismas manchas se utilizd Acetato de etilo, Metanol (20:7) y revelo con Sulfato
de Cerio. (Ver fotografia 17-3)

Se prepard una placa preparativa de la fraccion 1 que presenta 4 franjas que hay que separar
para recuperar las compuestos presentes que pueden ser puros se corrié con Hexano, Acetato de
etilo (80:20) y revelo con Vainillina H.SOa. (Ver fotografia 18-3)

Placa bidimencional de la fraccion 1 para tener las fracciones para poder obtener los compuestos
presentes para esta placa se utilizo Hexano, Acetato de etilo (12:3) y se revelo con Sulfatato de
Cerio. (Ver fotografia 19-3)

Cromatografia de la C. 4 de la fraccion 4, 5, 6,7, 8, 10, 11 que se revelaron con Sulfato de
Ceriolas mismas que se corrieron con Acetato de etilo, Metanol (6:0,2), obteniendo mezclas de

compuestos por lo que hay que usar otro solvente. (Ver fotografia 20-3)

Cromatografia de la C. 4 de la fraccion 1, 2 de las franjas 1, 2, 3 y 4 se presentan manchas
redondas de color rosado, morado y azul lo cual indica que tienen los mismos compuestos, se
utilizo como solvente Tolueno-Acetato de etilo (9:1) y como revelador Vainillina H,SO4, (Ver
fotografia 21-3)

Cromatografia de la C. 4 de la fraccion 1, 2 de las franjas 1, 2, 3y 4 y 8 se utilizo Tolueno-
Acetato de etilo (9:1) para revelar Vainillina H.SO., presentando manchas en mezcla y de color
rosado. (Ver fotografia 21-3)

2.18. Tratamiento del sub-extracto Butanodlico

El sub-extracto butandlico se separo:

Solventes: Acetato, Metanol (19:1)

Saponinas: Cloroformo, acido acético glacial, metanol y agua 60:32:12:8

Flavonoides: Acetato de etilo, acido formico, acido acético glacial y agua 100:11:11:26
Flavonoides: Acetato de etilo, metanol 19:1

En las cromatogréficas del subextracto butandlico observamos que el desplazamiento del

solvente de corrido no presente eficacia, eficiencia pero si presenta resolucion.
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2.18.1. Fraccionamiento del sub-extracto butanélico en la columna C. 7

Se realiza una columna del sub-extracto butanélico, utilizando solventes de polaridad adecuada
para separar las fracciones.

2.18.2. Fraccionamiento de la columna C.7

Tabla 9-2: Fracciones de la columna C. 7 de la planta Escama de pescado

(Drymaria ovata).

Hexano 100

Hexano, Acetato de etilo 80:20
Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

2.18.3. Cromatografia de las fracciones de la columna N. 7

Afadimos cloroformo, metanol 90:10 y dejamos en reposo para ver si cristalizaban, pero
presentaron dos fases en las fracciones 1-7, posteriormente afiadimos metanol al 100% y

dejamos en reposo. (Ver fotografia 22-3)

Unimos las fracciones 2y 3 por que presentan los mismos compuestos que se encuentran en la
parte superior de la placa, la fraccién 4 corremos en otro solvente de mayor polaridad, la
fraccion N. 6 la dejamos ahi y la fraccion N. 5 se recupera las manchas de color negro debido a
que se encuentra en mayor cantidad y la fraccion 7 se elimina porque no hay compuestos; se

corrié con Acetato de etilo, metanol 6:0,2 y se revelo con Sulfato de cerio. (Ver fotografia 23-3)

2.19. Columna C. 8 de la fraccién 4 de la columna C. 7 fase Cloroférmica

Se utilizaron solvente de acuerdo a la tabla de polaridad para la obtencion de las fracciones.

Tabla 10-2: Fracciones de la columna C. 8

Hexano, Acetato de etilo 14:6 1,234
Acetato de etilo 100 5
Metanol 100 6

Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

En la cromatografia 8 las fracciones 1-6 se corrieron con Acetato de etilo y se revelaron con
Sulfato de Cerio, la fraccion 4 presenta una sola mancha de color negro en la parte superior de

la placa con Rf: 0,80 por lo que se presume de un compuesto puro, la fraccion 1 presenta dos
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manchas una de color rosado y otra de color pardo claro con Rf: 0,72 para la primera mancha y
con un Rf: 0,98 para la segunda mancha. Estas manchas presentan una buena eficacia y

resolucion. (Ver fotografias 24-3)

2.20. Infrarrojo

De acuerdo al tamizaje fitoquimico el grupo de las saponinas dan reaccion representativa,
conociendo que hay dos grupos de saponinas triterpérnica y esteroidales es posible aplicar la

determinacion IR que dan bandas representativas y caracteristicas de este grupo las mismas.

Las fracciones: C. 7-f2; C.7-f4,C.8-f4; C.7-f1,2;C,9f6yC.7f1,2 C.9f5;C. 7-f1,
2,C.9f3; C.8f2,C.11f7,C.7f1,C.7-f4,C.10f1yC.7-f8,C.1-f2y C. 7-f 4; C. 10-f
2

Procedimiento

v" Los compuestos puros deben estar en estado solido.

\

El equipo de IR debe estar prendido y limpio.
v' De cada fraccion debe tomarse una muestra para colocar en el IR, y proceder a la
lectura.

v Limpiar con alcohol el lente del IR después de cada muestra.
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CAPITULO I

3. Resultados y discusién de resultados

3.1. Extracto y sub-extractos

El rendimiento de extracto y los sub-extractos se realiza por gravimetria por diferencia de peso

del recipiente recolector vacio y recipiente con el residuo de la evaporacion.

Tabla 11-3: Determinacién del peso en concentracion de extractos

Extracto W; Balon vacio W Bal6n vacio + % de Muestra
Muestra
Sub-ext. Acetato de etilo 107,1094 g 107,7142 g 0,6048 g
Sub-ext. Butandlico 107,8139 g 108,0452 g 0,2313g

Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)

3.2.Resultado de la determinacién de las propiedades fisicas del extracto etanélico Escama

de pescado (Drymaria ovata)

La determinacion de las propiedades fisicas del extracto etanolico de Drymaria ovata se realizo

mediante diferentes métodos como se puede ver en la tabla.

Tabla 12-3. Caracteristicas fisicas del extracto etandlico de Escama de pescado

(Drymaria ovata).

PARAMETRO CARACTERISTICAS METODO
ORGANOLEPTICAS
Aspecto Liquido Visual
Olor Inodoro Olfato
Sabor Insipido Gusto
Color Verde oscuro Visual
pH 7.25 Potenciémetro

Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)
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3.3. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se realizé utilizando pruebas de identificacion como se puede ver

en la siguiente tabla.

Tabla 13-3. Caracteristica del extracto etanélico de Escama de pescado

(Drymariaovata)

PRUEBA

COMPUESTO

ESPUMA
FeCls
SHINODA
BORNTRAGER
AlCls
ROSENTALER
DRAGENDORFF
Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)

Ausencia: (-)
Presencia: (+)
Moderada; (++)

Abundante: (+++)

TIPO DE

Saponinas
Fenoles
Flavonoides
Quinonas
Flavonoides
Terpenos
Alcaloides

++
+++
++

T+

Drymaria ovata

CARACTERISTICAS

DE COLOR
Verde oscuro
Azul verdoso
Rojo ladrillo
Verde oscuro
Rojo ladrillo
Rojo ladrillo
Verde

Observandose que se encuentran en mayor cantidad los compuestos fendlicos, seguido de
saponinas y flavonoides y terpenos como alcaloides dando falso positivo.

3.4.Cromatogréficas del extracto y subextracto

Las placas cromatograficas del extracto y sub-extracto se corrieron con solventes de acuerdo a

la escala de polaridad.

34.1.

Placas cromatogréaficas del extracto y subextracto

Muestra: Subextracto de
Tolueno
Placa de Silica gel
Solvente de corrido:
Hexano, AtOAc (20:15)
Revelador: Vainillina H.SO,

Muestra: Subextracto de
AtOAC
Placa de Silica gel
Solvente de corrido: EtOAc
(100 %)
Revelador: Vainillina H.SO4

Muestra: Subextracto
butandlico
Placa de Silica gel

Solvente de corrido:

Acetato de etilo, acido
foérmico, &cido acético y agua

100:11:11:26

Revelador: Sulfato de Cerio
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Fotografia 5.3: Cromatografia del Fotografia 6.3: Cromatografia del Fotografia 7.3: Cromatografia del
subextracto de tolueno subextracto de AtOAc subextracto butandlico
Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

Se determind la presencia de metabolitos secundarios realizando cromatografias de capa fina de
los sub-extractos de Tolueno, Acetato de etilo y Butanol, colocando los tres sub-extractos en
placa cromatogréficas de fase estacionaria de silica gel y como solventes de corrido se
utilizaron, Acetato de etilo y Acetato de etilo, &cido férmico, &cido acético glacial, agua
100:11:11:26.

Con el solvente Tolueno-Acetato de etilo 97:3, en el subextracto de Tolueno se presenta
Unicamente clorofilas de color verde en el tercio inferior de la placa, por lo cual se elimina este

sub-extracto.

El sub-extracto de Acetato de etilo presenta dos manchas verdes en el tercio superior y manchas
de color rosa en el tercio medio, finalmente en el punto de aplicacién, tres manchas
sobrepuestas de color pardo, al ser reveladas con vainillina H.SO. lo cual demuestra que en este
sub-extracto esta presente metabolitos secundarios de tipo terpenicos por que se colorean con el
reactivo de Rosenthaler, y serd el que separe en columna para obtener los respectivos

metabolitos.

La placa de los tres sub-extractos corridos en acetato de etilo, &4cido formico, acido acético
glacial, agua en una relacion: 100:11:11:26 y revelada con sulfato de serio caracteristico para

los compuestos flavonoides dan manchas amarillas.

3.4.2. Placas cromatograficas en capa fina del subextracto de acetato de etilo

Cromatografia del sub-extracto de Acetato de Etilo de las fracciones 1-13
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7 8 9 10111213

1 2 3 4 5 6

Fotografia 9-3: Cromatografia del

Fotografia 8-3: Cromatografia de las ’
subextracto de Acetato de Etilo

fracciones N. 1-6
Numero de fraccién: 1, 2, 3,4, 5,6 Numero de fraccién: 7, 8, 9, 10, 11, 12,

13
Solvente de corrido: Hexano Solvente de corrido: Hexano
Revelador: Vainillina H2SOs Revelador: Sulfato de Cerio
Fase estacionaria: Silica gel Fase estacionaria: Silica gel

Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)

Las cromatografias de cada una de las fracciones indican que en la fraccion 1 una vez revelados
con vainillina H,SOs4 en el tercio inferior hay una mancha anaranjada y azul en el tercio medio
una mancha celeste, en las fracciones 2, 3, 4, 5, presentan manchas verdes y azules en el tercio
inferior, manchas de color celeste, en el tercio medio hay manchas celestes y en el tercio
superior sin llegar al frente del solvente, las fracciones 4 y 5 presentan manchas verdes en el
tercio inferior y manchas celestes en el tercio medio, la fraccion 6 presenta solo la mancha
celeste en el tercio medio; la fraccién 7 presenta dos manchas de color rosado una en el tercio
inferior y una en el tercio superior, la fraccién 8 presenta mancha anaranjada en el punto de
aplicacion dos manchas rosadas en tercio inferior y una mancha rosada pequefia en el tercio

medio.

Las fracciones 10 y 11 presentan la mancha anaranjada en el punto de aplicacion mancha
separada de mayor tamafio en el tercio inferior y superior, la fraccion 13 presenta la mancha
anaranjada en el punto de aplicacion y la mancha rosada en el tercio superior al mismo nivel que
la fraccion 7.
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3.4.3. Purificacion de la union de las fracciones 5, 6, 7 en la columna C. 2

Fotografia 10-3: Cromatografia de las fracciones N. 1-
5
Solvente: Hexano puro
Revelador: Vainillina H2SO4
Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

Se realizé la fragmentacion en cromatografia de capa fina, en la primera placa se aplicaron las
fracciones 1, 2, 3,4y 5 en la fraccion 3 se observé una mancha alargada en la base y otra en el
tercio medio igualmente alargada, al correrse en Tolueno -Acetato de etilo, en la segunda
cromatografia de capa fina ce aplicaron las fracciones 6, 8, 9, 10, 11 utilizando como solvente
de corrido Hexano, Acetato de etilo 70:30 y revelando con Acido sulftrico vainillina H2SO4, se
observo la presencia de clorofilas en el tercio inferior en las fracciones 6-9 y una mancha en
forma de ocho de color rosado y violeta en el tercio superior, en la fraccion 10 y 11 se tiene una

solo la mancha de color rosado y violeta.
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3.4.4. Cromatografia preparativa de la mezcla de las fracciones 3,4y 8, 9 de la columna
C.2

Fotografia 11-3: Cromatografia de las Fotografia 12-3: Recuperacion de las manchas
fracciones N. 8, 9 en mezcla amarillas y moradas de las fracciones N. 8, 9 en
mezcla
Fraccion: 8, 9 Fraccion: 8, 9
Solvente: Hexano, acetato de Etilo (3,5:1,5) Solvente: Hexano
Revelador: Vainillina H2SO4 Revelador: Vainillina H2SO4

Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

3.4.5. ColumnaC. 3 de la unién de las fracciones 10, 11, 12y 13 de lacolumna C. 1

Cromatografias de las fracciones de la Columna N. 3

1 23 456 7 8 9 101112

Fotografia 13-3: Cromatografia de | Fotografia 14-3: Cromatografia | rotografia 15-3: Cromatografia

las fracciones N. 1-6 de las fracciones N.7-12 de las fracciones N.8, 12, 10
Solvente: Hexano, Acetato de etilo Solvente: Metanol, Acetato de Solvente: Acetato de etilo,
(70:30) etilo (55:10) Metanol (6:0,2)
Revelador: Sulfato de Cerio Revelador: Vainillina H2SOa4 Revelador: Vainillina H2SO4

Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)
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Todas las fracciones de 1-6 se han corrido en Hexano, Acetato de etilo 70:30 las fracciones de
7-11 en Acetato de etilo, Metanol 55:10.

En la fraccion 2 se encuentran dos compuestos de color violeta en el tercio superior. Las
fracciones 7, 8 presentan manchas de color violeta en el punto de aplicacion al igual que la
fraccion 10 con una mancha color amarilla y una mancha de color violeta. Se unen las fraccione
2y 3 asi como las fracciones 7 y 8 y se deja sola la fraccion 10. Estas se encuentran en pequefas
cantidades por lo que no permite purificarles.

3.4.6. Cromatografia de las fracciones obtenidas de la columna N. 4 del sub-extracto
Tolueno-Acetato de etilo (9:1)

Cromatografias de las fracciones de la Columna C. 4

123 4567

Fotografia 16-2: Cromatografia de las

&

8 910 11 12 13

fracciones N. 1-7

Fotografia 17-2:
Cromatografia de las
fracciones N.8-13

Fotografia 18-2: Placa
preparativa de las fracciones

N. 1-7
Solvente: Hexano, acetato de etilo Solvente: Acetato de etilo, Solvente: Hexano, Acetato de
(40:10) Metanol (20:70) etilo (80:20)

Revelador: Vainillina H2SO4

Revelador: Sulfato de Cerio

Revelador: Vainillina H2SO4
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Fotografia 21-3:
Cromatografiade la C. 4 de la
fraccion 1, 2 de las franjas 1,

Fotografia 20-3:
Cromatografiade la C. 4 de la
fraccion 4,5, 6,7, 8, 10, 11

Fotografial9-3: Placa bidimencional
de la fraccion 1

2,3y4
Solvente: Hexano, Acetato de etilo Solvente: Acetato de etilo, Solvente: Tolueno-Acetato de
(12:30) Metanol (60:2) etilo (90:10)
Revelador: Sulfato de Cerio Revelador: Sulfato de Cerio Revelador: Vainillina H2SO4

Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

En la cromatografia de las fracciones 1- 6 corridas con hexano, acetato de etilo 40:20 revelado
con Vainillina H,SO, presenta una mancha de color pardo en la fraccion 6. Las fracciones de la
7-13 corridas con acetato de etilo-metanol 20:70 y revelado con sulfato de cerio presenta en la

fraccion 12 y 13 manchas de color pardo claro

La cromatografia de capa fina preparativa corrida en Hexano, Acetato de etilo 80:20 y revelado
con Vainillina H.SO4 indica que las clorofilas se encuentran en gran cantidad distribuidos en los

dos tercios inferiores.

Se realizd una placa preparativa bidimensional que se corrié con Hexano, Acetato de etilo 80:20
y se revelo con Vainillina H.SO4 ddndonos como resultado cuatro franjas, una inferior de color
pardo claro, una franja media 1 de color banco, una franja Media 2 de color verde claro y una

franja superior de color verde oscuro.
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3.4.7. Fracciones de la columnaC. 7

Cromatografia de fracciones de la columna C. 7

Fotografia 22-3: Cromatografia del Fotografia 23-3: Cromatografia

sub-extracto butanélico del sub-extracto butanélico de f: 1-
8
Solvente: Metanol Solvente: Acetato de etilo,
Metanol 6:0,2
Revelador: Yodo Revelador: Sulfato de Cerio

Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

Se realizé una cromatografia de capa fina de la fraccion 1-7 corridos con Acetato de etilo,
Metanol 60:2, revelados con Sulfato de Cerio; observandose en la fraccion 1 una mancha violeta
con el frente del solvente, en la fraccién 3 un compuesto mayoritario con el frente del solvente

de color violeta y compuestos en minima cantidad en el resto de la placa.

Se recuperd los compuestos que se presentan como manchas grandes de color violeta en el

tercio superior de las fracciones 2,3y 4,5, 7.

La fraccion 4 de la columna 7 del fraccionamiento del sub-extracto butandlico se fragmenta en

la columna C. 8.

La cromatografia en capa fina de las fracciones de la columna 8 corrido en Acetato de etilo y
revela con Sulfato de Cerio en la fraccion 3 presenta una mancha en forma de ocho de color
violeta lo cual nos indica que se encuentra en mezcla y la fraccion 4 tienen un compuesto
violeta y amarillo con el frente del solvente.
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3.4.8. Columna C.8 de la fraccién 4 de la columna C. 7 fase Cloroférmica

Cromatografia de fracciones de la columna N. 8

Fotografia 24-3: Cromatografia de las fracciones 4

Solvente: Acetato de etilo
Revelador: Sulfato de Cerio
Rf: £1:0,72y 0,98
£4:0,80

Elaborado por: Mayra Ocafia

En la cromatografia 8 las fracciones 1-6 se corrieron con Acetato de etilo y se revelaron con
Sulfato de Cerio, la fraccion N. 4 presenta una sola mancha de color negro en la parte superior
de la placa con Rf: 0,80 por lo que se presume de un compuesto puro, la fraccion N. 1 presenta
dos manchas una de color rosado y otra de color pardo claro con Rf: 0,72 para la primera
mancha y con un Rf: 0,98 para la segunda mancha. Estas manchas presentan una buena eficacia

y resolucion.

3.5. Extraccién

Se realizo la eliminacion del solvente por evaporacion en reverbero eléctrico permite tener
residuos resinosos que evitan la fermentacion y desarrollo de microorganismos como hongos.
En este caso las sustancias son pardo verdosas en el caso del Tolueno, pardas claras en el caso
del Acetato de etilo y pardo rojizo en el caso del extracto Butandlico. Se determin6 que dan
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positivo los resultados para terpenos y flavonoides se procedieron a extraer con solventes por

inmisibilidad.

3.6. Cromatografia preliminar

Para verificar la existencia de los metabolitos se tiene como referencia la presencia de manchas
verdosas en el caso de clorofilas, amarilla en el caso de carotenos y es necesario agregar un
reactivo de coloracion y calentar a 105°C para verificar la presencia de otros tipos de

compuestos

Asi tenemos que en el sub-extracto de Tolueno existen clorofilas y una manchas de color pardo
en el punto de aplicaciones se corre con Hexano: Acetato de etilo 20:15 mientras que en el sub-
extracto de Acetato de etilo existe la formacion de manchas redondeadas distribuidas desde el
punto de aplicacion al frente del solvente en la que existe una de clorofila en el tercio superior y
una vez revelada con vainillina H,SO, las mancha verde se mantiene mientras que la otras
presenta tonalidad rosada a pardo, e indica que este sub-extracto contiene el mayor nimero de

metabolitos secundarios.
El sub-extracto butanélico no se desplaza del punto de aplicacion.

Los tres sub-extractos aplicados en una placa de silica gel en base de aluminio y corridas en un
solvente caracteristico de flavonoides como es: el acetato de etilo, acido formico 100:11:26 y
revelado con sulfato de Cerio presenta manchas en vela en el tercio superior del subextracto
butandlico mientras que en los otros dos subextracto no se presentan manchas lo cual indica que

los derivados fendlicos se purificaran del subextracto butanélico.

3.7. Separacién en columna (C1)

Por la similitud de las manchas en color y Rf se unen las fracciones 1, 2 y 3 para posterior
purificacion del mismo modo se unen las fracciones 4 y 5 que contienen una mancha de color
verde y una de color celeste, la fraccion 6 se deja sola por contener un solo metabolito de color
celeste. Las fracciones 1, 8 y 9 se dejan en el mismo vial mientras que se unen las fracciones
10,11, 12y 13.

Las fracciones 1, 2 y 3 presentan un alto contenido de clorofila y pequefia cantidad de
metabolitos diferente a esta por lo cual se dejan en reposo con metanol y hexano para separar las

clorofilas en la fase de hexano, en el metanol se tiene el compuesto .
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La unidn de las fracciones 4, 5, 6 y 7 se purificaran el metabolito de color celeste y eliminara las

fracciones que contengan clorofila, las fracciones 11, 12 y 13 contienen pequefias cantidades de

metabolitos posiblemente terpenicos que serd necesario unir para purificar en columna.

Tabla 14-3: Fracciones de la columna C.1 de la planta Escama de pescado (Drymaria

ovata).

SOLVENTE CONCENTRACION
Hexano 100
Hexano, acetato de etilo 50:50
Acetato de etilo 100
Metanol, acetato de etilo 3:40
Metanol, acetato de etilo 50:50
Metanol 100
Metanol, amoniaco 30:1

Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

3.8. Purificacion de las fracciones 4, 5, 6, 7 en la columna C. 2

FRACCION

1,2,3,4,5

6

7

8

9,10, 11
12

13

Se observd ausencia de metabolitos secundarios en las fracciones 1, 2 en la fraccion 3 se

encuentra un metabolito en mayor cantidad que deberad unirse a la fraccion 4 que tiene en

minima cantidad los metabolitos. Las fracciones 5, 6, 7 se unieron. Las fracciones 8, 9 se unen

y la fraccién 11 se deja sola

A la fraccion 3 se le deja en el mismo recipiente esperando a que cristalice, mientras que la

fraccion 9 por tener mayor cantidad de metabolitos en el punto de aplicacion y con manchas

separados se realizard una cromatografia de capa fina preparativa.

Tabla 15-3: Union Fracciones 4, 5, 6 y 7 en la columna C. 2 de la planta Escama de

pescado (Drymaria ovata).

SOLVENTE CONCENTRACION
Hexano 100
Hexano, acetato de etilo 90:10
Hexano, acetato de etilo 70:30
Hexano, acetato de etilo 50:50
Metanol 100

Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)
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3.8.1. Cromatografia de capa fina preparativa (TLPC) de la fraccion 3, 4 y 8, 9 de la

columna C. 2

Se realiz6 una cromatografia preparativa de la franja inferior de la fraccion 8 de la columna C.

2 y se obtuvo una sola mancha, Compuesto |1

3.8.2. Purificacion de las fracciones 11, 12, 13 de la columna C. 2

En la fraccion 2 se encuentran dos compuestos de color violeta en el tercio superior y depende

de la cantidad para purificarse en micro-columna.

Las fracciones 7, 8 presentan manchas de color violeta en el punto de aplicacion al igual que la
fraccion 10 con una mancha color amarilla y en el borde una mancha de color violeta. Se unen
las fraccione 2 y 3 asi como las fracciones 7 y 8 y se deja sola la fraccion 10. Estas se

encuentran en pequerias cantidades por lo que no permite purificarles.

Tabla 16-3: Purificacion de las fracciones 11, 12, 13 de la columna C. len
la columna C. 3 de la planta Escama de pescado (Drymaria

ovata).
Hexano 100 1
acetato de etilo 100 2,3,4
acetato de etilo, metanol 80:20 5
acetato de etilo 50:50 6,7

Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

3.9. Purificacion del Sub-extracto de Tolueno-Acetato de etilo

Realizada la placa bidimensional se recuperan los compuestos mayoritarios presentes en la

fraccion 1 en las otras fracciones se encuentran metabolitos en minima cantidad.
Purificacion de la fraccién 1 de la columna C. 4

Al realizar una placa preparativa bidimensional que se corrié con Hexano, Acetato de etilo
80:20 y se revelo con Vainillina H,SO4 ddndonos como resultado cuatro franjas, una inferior de
color pardo claro, una franja media 1 de color banco, una franja Media 2 de color verde claro y

una franja superior de color verde oscuro a las mismas que se les afiadié metanol y se agito,
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posteriormente se deja en reposo y luego se pasa a tubos de ensayo para centrifugar, después de
centrifugar se separar6 el liquido de la silica gel. La fase liquida se concentra y se corre con
Tolueno—Acetato de etilo y se revela con Vainillina H,SO..

Tabla 17-3: Fracciones de la columna C. 4 de la planta Escama de pescado (Drymaria

ovata).
Tolueno-Acetato de etilo 9:1 1,2,
(9:1)
Hexano, acetato de etilo 20:10 3
Hexano, acetato de etilo 50:50 4,5
Acetato de etilo 100 6,7
Metanol 100 8,9, 10,11,12,1

Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)

3.9.1. Purificacién de la fraccién 1 de la columna C. 4 en placa preparativa

En la fraccion 1 presenta 4 manchas grandes separadas por lo cual se realiz6 una placa
preparativa corrido en hexano- acetato de etilo 80:20 para luego cortar las franjas y eluir las
franjas en un vial con etanol, se recuperd el solvente y se evaporo y se probo en capa fina la
presencia de los componentes de cada franja.

3.9.2. Purificacion del sub-extracto butanélico en la columna C. 7

Se realiz6 la comprobacién de los metabolitos presentes en el sub-extracto butandlico en
cromatografia de capa fina en el cual se utiliz6 como solventes de corrido Acetato de etilo,
acido acético, acido férmico, agua 100:11:11:26, Acetato de etilo, Metanol 19:1, Cloroformo,
acido acético, metanol, agua 60:32:12:8 observandose buenos resultados con tres manchas

prominentes en el tercio superior con el primer solvente.

La fragmentacion de este sub-extracto se realiz6 en columna de silica gel C. 7 de la siguiente

manera:

Tabla 18-3: Fracciones del sub-extracto butandlico en la columna C. 7 de la planta

Escama de pescado (Drymaria ovata).

Hexano 100 1,2

Hexano, Acetato de etilo 80:20 34,5,6,7,8,9
Elaborado por: Mayra Ocafia (2015)
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La comprobacion de la presencia de metabolitos se realiz6 en cromatografia de capa fina de la
fraccion 1-7 corridos con Acetato de etilo, Metanol 60:20, revelados con Sulfato de Cerio;
observandose en la fraccion 1 una mancha violeta con el frente del solvente, en la fraccion 3 un
compuesto mayoritario con el frente del solvente de color violeta y compuestos en minima

cantidad en el resto de la placa.

Se recupero los compuestos que se presenté como manchas grandes de color violeta en el tercio

superior de las fracciones 2,3y 4,5, 7.

3.10. Determinacion del IR

Se determind el IR de los compuestos que se piensan que estan puros cromatograficamente, se
realiz la lectura del IR en la que se presentan bandas entre 2924-601 cm™ que pueden

presentar diferentes compuestos.
3.10.1. Resultado de las fracciones C. 7-f2; C. 7-f4,C.8-f4yC.7-f1,2; C,9.f6

Tabla 19-3: Determinacion de IR de los compuestos puros de la planta Escama

de pescado (Drymaria ovata).

1726 1726 1738
1601 1578 1455
1578 1465 1376
1513 1379 1242
1462 1268 1161
1379 1120 826
1272 1071 700
1122 1039

1071 900

1039 742

893 703

742 626

703

626

Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)

Permiti6 el proceso cromatogréfico comprobar si fracciones de diferentes columnas
corresponden a un determinado compuesto llegando a determinar que C.7 — f1, 2; C. 9 — f6
(anexo 4) es similar a C. 7 — f4; C. 8 — f4 (anexo 6) y a C. 7 — f2 (anexo 3) en metanol
caracterizados por una banda fuerte puntiaguda de 1726-1738 cm™ que puede ser de un éster,
amida o lactonas, como en las pruebas de tamizaje fitoquimico da reaccidn positiva de espuma

para saponinas esteroidal sin OH libre; ademas en el compuesto de las fracciones C. 7 — 2
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(anexo 3) y C. 7 — f4; C. 8 — f4 (anexo 6) hay una banda caracteristica de 1601 cm™
correspondiente a una instauracion alifatica caracteristica en las saponinas triterpérnica y
esteroidales, las bandas representativas de estos compuestos se encuentran entre 1272-1242 cm?

caracteristicos de OH o amina unidas a cadenas alifaticas.

Las bandas de 1000-560 cm™ estan mezcladas entre anchas y bandas medias puntiagudas que

corresponden a cadenas alifaticas.

3.10.2. Resultado de las fracciones C. 7-f1,2,C.9-f5; C.7-f1,2,C.9-f3; C.8-f2;C. 11f
7;C.7-f1;C.7-f4;C.10.f1

Tabla 20-3: Determinacion de IR de la planta Escama de pescado (Drymaria ovata).

C.7f1,2C9 C7-f1,2,C. C.8f2C 11f C.7-f4;,C.10f
f5 9-f3 7 1

1731 1733 1728 1729 1731

1509 1509 1236 1234 1507

1236 1234 1087 1087 1234

1090 1085 886 886 1087

889 889 669 669 886

669 719 603 603 715

629 669 666

603 603 631

601

Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)

Se determiné que el segundo grupo de espectros C. 7-f 1, 2, C. 9-f5 (anexo 7); C. 7-f 1, 2, C. 9-
f 3 (anexo 11); C. 8-f 2; C. 11.f 7 (anexo 10); C. 7-f 1 (anexo 9); C. 7-f 4; C. 10.f 1 (anexo 12)
tienen la caracteristica de ser compuestos solubles en cloroformo y presentan el IR a 1728-1236-
1234-1087 y 886 cm™ como bandas pequefias redondeadas caracteristicas de derivados de
nitrdgeno terciario, pese a que es un informacion no muy explicita pero nos demuestra que en
1725 cm* corresponde a las bandas de flexion de acetatos y también la banda de 1234 cm™ que
estd dentro del rango 1250-1200 cm™ corroboran de la funcién éster; que corresponden a un

terpeno que puede ser una saponina con anillo éter-ciclico.
3.10.3. Resultado de la fraccion C. 7-f 8, C. 1-f 2

Tabla 21-3: Determinacioén de IR

C.7f8,C.1-f2

2924
2356
1725
1090
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892
Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)

Se observé que la fraccion C. 7-f 8, C. 1-f 2(anexo 8) tiene bandas pequefias alrededor de 2924
cm? correspondiente a bandas de flexion CHz, CH, y CH, las bandas de 2356 cm™ en la revisién
bibliografica corresponde a un iso-nitrilo, los de 1725 cm™ que puede ser una gama-lactonas y

cetona ciclica, en la banda 892 cm™ corresponde a CH aliféaticos de bandas de deformacion.
3.10.4. Resultado de la fraccién C. 7-f4; C. 10-f 2

Tabla 22-3: Determinacion de IR

1724
1652
1565
1511
1497
1406
1280
1194
1177
1023

921

833

Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)

Se observd en la fraccion C. 7-f4; C. 10-f 2 (anexo 5) en la banda 1724 cm-1 que puede ser una

gama-lactonas y en la banda 1652 que puede ser un ciclo-alqueno,

70
EMNLACE GLICOSIDICO

Imagen 7.1: Posibles estructuras
Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)
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Saponina esteroidal (1): aglicon en las saponinas esteroidales (sapogenina) presenta el esqueleto
tetraciclico  caracteristico de este tipo de compuestos, denominado gonano
(ciclopentanoperhidrofenantreno) en el caso de ser saturado.

La caracteristica estructural fundamental de estas sapogeninas radica es la presencia de dos
anillos adicionales que se originan a partir del C-17 del esqueleto base y estdn contenidos
respectivamente en dos planos perpendiculares entre si.
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CONCLUSIONES

1. A partir de 1300 g de Drymaria ovata, se logré extraer por maceracion 50 mL de
extracto, de aspecto liquido, que presenta un color verde oscuro, inodoro e insipido, con
un pH de 7,25.los sub-extractos se prepararon por extracciones sucesivas con solventes
de acuerdo a su polaridad e inmisibilidad. Con Acetato de etilo se obtuvieron 0,6048 g y
con butanol 0,2313 g.

2. En el tamizaje fitoquimico da positivo a terpenos, fenoles pirogalicos, flavonoide y

alcaloides.

3. La cromatografia de capa fina preliminar de los sub-extractos de tolueno corrido en
hexano acetato de etilo 20:15 y revelado con vainillina H2SO4 presenta clorofilas. El
acetato de etilo presenta resolucion con manchas verdosas de clorofila, rosadas de
terpenos en mayor cantidad en el punto de aplicacion, teniendo mejor eficacia,
eficiencia y resolucion. El sub-extracto butanélico da manchas al correr con acetato de
etilo: acido acético glacial: acido formico: agua 100:11:11:26 y se revela con sulfato de

cerio.

4. El subextracto de acetato de etilo se fraccion6 en la columna C. 1 segun tabla 14-3, se
unen las fracciones 3, 4y 8, 9 y se determina que hay tres compuestos a purificar, se
aisl6 el compuesto mayoritario.se realizo la cromatografia de las bandas de las placas
preparativas C. 2, franja 1, se observa una mancha redonda y separada, presenta un Rf

de 0,32 por lo que se pueden asumir como compuestos puros.

5. Del subextracto butanélico purificado en la columna C7 se obtuvo 9 fracciones, la

fraccion 4 se re-purifican en la columna 8 y se aisla el compuesto IlI.

6. Los espectros infrarrojos determinan la presencia de los siguientes grupos organicos, IR
de la fraccion C. 7-f4, C.8-f4 de 1726 — 1268 — 1120 - 1071 y 742 cm™ posibles
saponinas esteroidal, la fraccion C. 7-f 4; C. 10-f 1 de 1234 — 1087 y 886 cm™ que
posiblemente es un terpeno que puedes ser una saponina con anillo éter-ciclico. La
fraccion C. 7-f 8; C. 11-f 2 de 2356 — 892 cm™ que puede ser un iso-nitrilo o un CH
alifatico. La fraccion C. 7-f 4; C. 10.f 2 de 1724 — 1652 cm™ representativos de una
posible gama-lactona o un ciclo-alqueno y los otros valores no se puede determinar

ningun posible anillo debido a que no hay suficiente informacion.
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RECOMENDACIONES

1. Se sugiere realizar convenios con otras instituciones que tengan equipos de alta
tecnologia como espectroscopia de masas para un mejor desarrollo del trabajo de
investigacion, realizando estudios més avanzados como determinar las estructuras de
los vegetales a estudiar y asi poder publicar.

2. El trabajo se debe realzar por lo menos con 3g de extracto libre de clorofila para poder
tener un mejor rendimiento del mismo.

3. Determinar la estructura de los metabolitos secundarios por espectroscopia de masas
por lo cual los compuestos son foto-labiles y se degradan con facilidad.

4. Se debe utilizar solventes de acuerdo a la tabla de polaridad para obtener resultado
correctos,

5. Utilizar las adecuadas medidas de seguridad al manipular los reactivos, solvente, acidos

para evitar contaminacion en los extractos e intoxicaciones.
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ANEXOS

1. Columna C.8 de la fraccion 4 de la columna C. 7 fase Cloroférmica

Cromatografia de fracciones de la columna N. 8

Fotografia 27-2: Cromatografia de las fracciones N. 1- | Fotografia 28-2: Cromatografia de las fracciones N. 6,

6 7
Solvente: Acetato de etilo Solvente: Acetato de etilo, Metanol 6:0,2
Revelador: Sulfato de Cerio Revelador: Sulfato de Cerio
Rf: £1:0,72y 0,98
f4:0,80

Elabo vrado por: Mayra Ocafia
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2. ColumnaC. 9 de las fracciones 2, 3 de la columna C. 7

Cromatografia de fracciones de la columna N. 9

Fotografia 29-2: Cromatografia de las fracciones N. 1- Fotografia 30-2: Cromatografia de las fracciones N. 1,

5 2,3 Yy 6
Solvente: Acetato de etilo Solvente: Acetato de etilo, Metanol 6:0,2
Revelador: Sulfato de Cerio Revelador: Sulfato de Cerio
Rf: £5:0,87

Elaborado por: Mayra Ocafia (2016)
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3. C:7-f:2MeOH

W avenum...
1726.94
1601.59
1678.45
1513.85
146274
1379.82
127279
112237
1071.26
1039.44
893.844
742.46
703.89
626.752

=T

Farameters

Peak. EBottom

v

Upper limit: [109.843

562148 cm-1

Hoise level. |01
Lower limit |30

88,3239

1o

10

80

%T

"\

B0

40

30
2160

2000

4, C:7-1.1,2;C:9-f:6

Wavenum..
173851
145593
1376.93
12424
11614
826.343
700,998

=T

81.6732
91.9362
94.8583
88,4545
831173
94.4272
B86.4842

Parameters

Peak: | Bottom

v

Upper limit: | 103,843

562148 cm-1

110

a i

1600 1000

Moise level: |01

Lower limit; |30

905541

Wavenumber [cr-1]

a60

R

100

a0

%T

B0

40

30
2160

2000

=) i

1500 1000
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Wavenumber [crm-1]
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5. C:7-f:4;C:10-f: 2 MeOH

W avenur...
1724.05
16527
1565.92
1511.92
1457.45
1406.82
12805
118469
1177.33
1023.05
921.807
833.098

E4)
926724
85.7502
74,6454
06.0356
91.0559
BE.8733
71.6064
83.0236
80.0427
54.1751
81.5914
75.3088

Parameters

Peak:  |Bottom | MNoselevel: (0.1
Upper limit: |109.843 Lower limit:
569.862 cm-1 47.9854

10

S =

100

an

T

60

40

30
226! 2000

6. C:7-f:4;C:8-f: 4BuOH

Wl avenum
1726.94
1678.45
1465.63
1379.82
1268.93
1120.44
1071.26
1033.44
900.594
742,46
703.89
E26.752

=T

706656
106683
91.7767
96.8973
£8.8966
7E.3955
75,6563
93.2406
87.0676
B0.1417
89,9465
91.7208

Parameters

Peak: Battom | Moiselevel |01
Uppet limit: | 109.843

562148 cm-1 597.8191

1500

Wavenumber [cm-1]

Lower limit: | 30

1000

it}

115

\f'\;w

100

an

%T

60

40

30
2160 2000

i = i
1500
Wavenumber [cm-1]
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1000

a0



7. C:7-f1:.1,2;C:9-:5 CL3CH

=, Parameters
W AVENLIM, =T
179176 103.463 Peak: Naise level
1509.02 104.39
123615 102232 Uppet limit: Lowser lirnit
1030.55 100.379 [ e g
889.023 94.983
GE5.175 56 95e 562.148 cm-1 935244
E29.644 96,7828
603 61 96715 110
100 \VWW V ’
g0
% 3
GO
40
. | = | |
2160 2000 1500 1000
£ | ¥ Wavenumber [cm-1]

8. C:7-f:8;C:11-f: 2 BuOH

560

=, Farameters
‘wavenum... E4)
292452 10473 Peak: __Bottom Noise level
2356.59 93.9037
1725.98 102839 Upper limit: Lower limit:
109055 100379 [ “
83288 0158 585.29 om1 982628
120
. \Y’\\( hm V »
%T !
S0
0 . . .
4180 3000 2000 1000
< | = Wavenumber [cm-1]

580
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9. C:7-f:1; Sub. BUuOH

‘wavenum... E4)

1728.87 103623
1234.22 102.356
1087 66 100,374
886131 94,9785
669.178 96,9881
BO3.61 96.6715
< |

Farameters

Peak. Moize level

Upper limit: Lowwer limit:

562.148 cm-1 93,5244

114

100 i

T

80

T

B0

40

e . = .
2160 2000 1500 1000
> Wavenumber [cm-1]

10. C:8-f:2;C: 11 -f: 7 CL3CH

wavernum...
172887
123615
1087.66
836131
EBA.178
EO3.61

|~

E4)
103.629
102,232
100.374
594.9785
96,9851
966715

Paramsters

Peak: Moise level:

Upper limit Lawver limit:

562148 cm-1 935244

1158 =

460

- "—'—”—‘Wﬁ\'\%

BN

a0

%T

B0

40

30 | o i
2160 2000 1500 1000
Wavenurmber [cm-1]
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11. C:7-1:1,2; C: 9-f: 3CL2CH

Wavenum..
173369
1509.03
1234.22
1086.73
889.023
719.318
669.178
E03E1

T
103.55
104.39
102.356
100,637
94.883
99,2836
96,9881
96.6715

Parameters

Peak: |Bottom v | MNoisslevel |01

Upper limit; 119823 Lower limit. |30

562148 cm-1 995244

120

100

ey

ST

a0

T

60

40

30
2180 2000

12. C: 7-f:4;C: 10-f: 1 CL3CH

Wavenum...
173,76
15071
1234.22
1087.66
886131
715461
BBE.285
B31.573
BO1 682

=T
103,463
104,699
102,356
100.374
94.9785
100.083
98.7557
96.7085
97.6013

Farameters

Peak: | Bottom w | Moiselevel |01
[] Upper limit: |114.665 [¥] Lower limit. | 30

562148 cm-1 99.5244

= .
1500
Wavenurber [cm-1]

1000

560

115

a0

P

T

an

%T

B0

40

30
2160 2000
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= i
1500
Wavenumber [cm-1]

1000
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