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RESUMEN

Este frabajo de investigacion se desarrollé con el propésito de contribuir al estudio fitoquimico

y biolégico de las plantas que podrian tener algdn uso popular en Guatemala.

Haplophyton cinereum es una especie de la familia de las Apocinaceas, distrnibuida y conocida
en las zonas aridas de Estados Unidos, México y Guatemala. En México y Estados Unidos, se
conoce desde la antigiledad por sus propiedades insecticidas; sin embargo, hasta la fecha, en
Guatemala crece como una planta silvestre y no se reporta ningan uso popular. Para el estudio,
se recolectd la especie que, de forma silvestre, se encuentra en el Municipio El Rancho, del
Departamento de El Progreso para su caractenizacion fitoquimica y evaluacion de actividad
biocida.

Mediante el tamizaje fitoquimico de raices, tallos y hojas, se determino que la planta posee
abundantes aicaicides, compuestos esteroidales, galofaninos y taninos catequinicos. Se
encontraron también, lipidos, agliconas de esteroles o triterpenos, esteroles y triterpenos no
saponificables, carotenoides saponificables y no saponificables, agliconas de flavonas,

cumarinas, poliuronidos, flavonoles y flavononas.

Se determing que [os extractos etandlicos de tallos y raices y el extracto etérico de raices
tienen un potencial insecticida muy potente contra Aedes aegypti con vaiores de LDg igual a

266.8 pg/mi, 69.1 pug/mi y 233.9 pg/ml respectivameitte.

A partir de los resultados obtenidos de los bioensayos, se seleccionaron para caraclerizacién
por cromatografia en capa fina, los extractos de raices, tallos y hojas. Las cromatoplacas

confirmaron los resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico.
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1 INTRODUCCION

Los insecticidas constituyen el sector mas pequeiio def campo de los pesticidas, que con
mucha frecuencia son cuestionados por sus muktiples efectos adversos a la salud y el ambiente.

En paises como Guatemala, en el que las actividades agricolas son la base de la economia, el
control de plagas es un factor determinante en el éxito dichas actividades. Esta consideracion
orienta hacia la busqueda de moléculas que podrian funcionar como un insecticida, que ademas

de ser efectivo, sea también menos daiino.

Haplophyton cinereum, es una planta distribuida y conocida en las zonas &ridas de Estados
Unidos, México y Guatemala. En México y Estados Unidos, se conoce desde ia antigiiedad por
sus propiedades insecticidas. En Guatemala se encuentra como una planta silvestre y no se

reporta ningin uso popular.

Masta 1a fecha, no se cuenta con estudios que documenten la composicion fitoquimica de
Haplophyton cinereum o estudios que comprueben ia actividad que popularmente se atribuye en

otros paises.

En este trabajo de tesis, se caracterizd la composicion quimica de Haplophyton cinereum y
comprobé la actividad biocida. Para el efecto, se efectué un tamizaje fitoguimico (reacciones
quimicas y cromatografia en capa fina), de las raices, tallos y hojas, utilizando plantas
recolectadas en Et Rancho, Municipio de! Departamento de E!l Progreso y se Hevaron a cabo dos
ensayos biologicos, uno con Arfemia salina, para comprobar su actividad biocida, y otre con

larvas de Aedes aegypti, especifico en la determinacion de acfividad insecticida.



I MARCO CONCEPTUAL

A. Antecedentes

Los estudios fitoquimicos se llevan a cabo para caracterizar una planta en cuanto a sus
metabalitos secundarios, afslar los principios activos de interés, evaluar su bioactividad y
determinar su estructura quimica. Se orientan a potenciales actividades farmacoldgicas de los

productos naturales y sus derivados, interaccién con insectos plaga, etcétera (6).

En cuanto al estudio de la actividad insecticida de un producto vegetal, el principal objetivo es
incrementar el conocimiento de los mecanismos de regulacion para luego sintetizar analogos que
mimeticen las bioactividades que se detecten (6). Para tal efecto, en estudios preliminares se
pueden utilizar muestras de 1 a 100 gramos y orientarse a localizar cualitativa o cuantitativamente

uno o varios principios activos. Los métodos pueden ser:

- Histoidgicos. Basados en la observacion del comportamiento de cortes de tefidos frente a

ciertos reactivos que formen colores, den precipitados, etcétera (4).

- Quimicos. Tratamiento de extractos con agentes cromogenos, sustancias que forman

precipitados, etcétera (4).
- Fisicoquimicos. Por medio del uso de cromatografia o métodos espectroscopicos (4).

- Bioldgicos. Para determinar el efecto de extractos sobre cuitivos de microorganismos, grupos

de ratones, embriones, drganos aislados, tejidos, etcétera (4).

La cromatografia en capa fina es considerada por muchos investigadores como un método
rapido y efectivo en la caracterizacién de metabolitos secundarios. El botanico ruso Mikhail
Tswett establecié las ventajas de la cromatografia y fue el primero en utilizar este término.
Ismailov y Scraiber utilizaron laminas de vidrio para colocar capas muy delgadas de alimina y
luego aplicaron extractos vegetales, dando asi la primera forma de Cromatografia de Capa Fina.
Egon Stahl (1956) dio el nombre de Cromatografia de Capa Fina, estandarizé 10s procedimientos,
equipos y adsorbentes dando un auge a la técnica simple, a bajo costo y eficiente (6) .
Actualmente se considera que estas pruebas scn convenientes en los estudios fitoquimicos para

avenguar el nimero de componentes y, por fa intensidad de las manchas, su abundancia relativa
(4).

A la luz de los avances en botanica, fitoquimica, farmacologia y toxicologia, el conocimiento
tradicionai y popular sobre tas propiedades de ias plantas debe ser constatado y validado por
ensayos bioldgicos que garanticen seguridad y eficiencia. Es por ello que en los (ltimos afios, el

desarrollo de ensayos biologicos ha cobrado auge. En este contexto, el ensayo de una planta ¢
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extracto, contra Arternia safina es un método sencillo y de bajo costo que permite medir el grado
de toxicidad y comprobar la actividad de algunos pesticidas, anestésicos, micotoxinas y toxinas
de dinoflagelados (3). El procedimiento fue originalmente descritc por Michael ef af, (10)y ha
sido adaptado por Meyer ef al, (9). McLaughlin y otros investigadores fo describen como un (il

bioensayo en la investigacion quimica y biologica de productos naturales (8).

McLaughling ef al/, han utilizado el bioensayo con larvas de Aedes aegypli para evaluar la
actividad de pesticidas procedentes de extractos boténicos. En el ensayo se determina el valor de
LCso. La determinacidn de la LCs, Se utiliza para enconirar umbrales de toxicidad para
determinadas sustancias y en el desarrollo de pesticidas se utiliza para determinar los limites de
resistencia de insectos, por ejemplo, ante ciertos biocidas. En la investigacion fitoquimica
valiéndose del pnncipio de que farmacaologia es simplemente foxicologia a bajas concentraciones
o foxicologia es famacologia a concentraciones altas se puede correlacionar la bioactividad con
el valor de la LCxy ¥ al mismo tiempo su grado de toxicidad. En el caso de sustancias biocidas, las

sustancias puras, cuyo LCs < 1.0 ug/mi son valiosas para fines comerciales (8).

B. Justificacion

E! principal motivo en la blasqueda de la aplicacion de metabolitos secundarios vegetales para
el control de plagas, es sin duda el incremento acelerado que se ha dado en los ditimos afios at
uso de insecticidas sintéticos, ios cuales representan un riesgo para ia salud del hombre y la

conservacion del ambiente.

Dado que la sintesis y concentracion de metabolitos secundarios puede variar entre plantas de
{a misma especie {en cuanto a su clasificacion boténica actual), es importante que en Guatemala
se realicen investigaciones que contribuyan al estudio de la biodiversidad con el fin de encontrar
sustancias biocidas, en particular insecticidas de origen natural, que permitan un control de

plagas efectivo, de bajo costo y mas seguro.

El tamizaje fitoquimico de las raices, tallos y hojas de Haplophyton cinereum, es impariante
como estudio preliminar para caracterizar los metabaolitos secundarios contenidos en 1a planta
existente en el pais, puesto que hasta hoy no se cuenta con esta infarmacion. Haplophyton
cinereumn perlenece a la familia Apocynaceae, la cual incluye muchas especies venenosas ricas

en alcaloides y otras especies utilizadas en medicina por su riqueza en gluctsidos cardiotonicos,

Se espera que la caracterizacion de los constituyentes de Haplophyton cinereum y 1a
comprobacidn de la actividad insecticida atribuida, aporte al descubrimiento de nuevas moiéculas

de interés.




El conocimiento de las propiedades de la flora guatemalteca, a la vez que favorece una
explotacion racional de los recursos naturales que posee el pais, ofrece una altemnativa a la

poblacidn, no sdlo terapéutica, sino también productiva.

C. Planteamiento del problema

No se ha documentado la composicion fitoquimica ni se ha comprobado cientificamente la

actividad biocida de Haplophyton cinereum existente en Guatemala.

D. Alcances y limites

La actividad biecida debida a un metabolito secundario o a la combinacion de varios en un
extracto, es apiicable para otros extracios botanicos siempre y cuando los compuestos sean los

mismos y las concentraciones no varien significativamente.

La caracierizacion fitoquimica de Haplophyton cinereum es vdlida para |la especie que se
encuentra de forma silvestre en el bosque espinoso de El Rancho, Municipio de El Progreso y

que se recolecta en época lluviosa, entre mayo y julio.




. MARCO TEORICO

A. Estudios de deteccion

1. Etnobotanica. La etnoboténica es la ciencia que estudia el uso de la flora de una region
particular. Para conocer la relacion entre la flora de un lugar y el hombre, es necesario el contacto
directo con los habitantes de la regidn a través de una comunicacion fluida que permita obtener
informacion confiable que sera reproducida lo mas fielmente posible. Por lo tanto es necesario
realizar actividades como: conocer plenamente el lugar por medioc de investigaciones
bibliograficas o directamente a las fuentes reales que brinden informacion; realizar encuestas y
caminatas botanicas para recolectar informacion y ejemplares; secar, herborizar, determinar

botanicamente, conservar y enriquecer (2.

En Guatemala, la riqueza floristica y el conocimiento popular sobre etnobotanica son recursos
que no se han aprovechado a pienitud por las condiciones sociales, culturales, politicas y

econdémicas prevalecientes (2).

El conocimiento sobre las practicas tradicionales de curacion y agricultura se ha visto limitado
porque la mayor parte ha sido transmitido en forma oral y no existe una metodologia consistente,
ni el recurso humano y financiero disponible, por lo que es dificil plasmar este conocimiento en
documentos confiables accesibles a la poblacion. Para la equiparacion y uso oficial de los
medicamentos fitoterapéuticos es necesario recabar el conocimiento y practicas populares en
forma precisa a través de una metodologia que haga posibie la recuperacion de las practicas de
curacion y los recursos terapéuticos empleados, que permitan su validacion cientifica e

integracion a los sistemas oficiales de salud (2).

8. Haplophyton cinereum

1. Sinénimos. Haplophyton cinereum (A. Rich, Woodson); Haplophyton cimicidum A. DC.

2. Nombres comunes. En México {a planta se conoce desde la antigliedad por sus

propiedades insecticidas, recibiendo asi el nombre “Actimpatli®, que significa “Mata moscas” (14).

Por el uso popular atribuido, para matar cucarachas, en Estados Unidos también es conocida
como "Arizona Cokroach”, “Hierba de la Cucaracha” o “Raiz de la Cucaracha” (13).



En Guatemala, no se reporta ningéin nombre comin (P&il compers).

3. Descripcion. Haplophyton cinereurn es un arbusto de 50 cm de alto o menos,
generalmente muy ramificado y cuyas ramas son herbaceas pero la base del tallo es lefiosa (14).

Las hojas son altemas y ocasionalmente opuestas con cortos y finos peciolos. Son angostas y
oblongo — elipticas de 2 a 6 cm de largo y entre 1 y 3.5 cm de ancho; obtusas o redondeadas de

la base . Elhaz y frecuentemente el envés estan cubiertos de finos y rigidos tricomas (14).

Las flores son gamopétalas, de caliz linear lanceolado de 5 a 8 mm de large. La corola consta
de 5 pétalos amarillo pafido. Los pétalos forman un tubo de 6 a 9 mm de largo donde se insertan
de 4 a 5 estambres y el ovario de la flor con un pistilo que no sobresale de la corola (14).

Los frutos son vainas largas que en su interor contienen las pequefias semillas negras de la

planta (14).

o
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Figura No.1. Haplophyton cinereum. (A) Vista general; (B) Detalle de flor; (C) Detalle
de caliz y pistilo; (D) Detalle de estigma; (E) Detalle de fruto; (i} Detalle de
estambres en la posicién de una corola disectada (14).

4. Habitat y distribucién. Se cree que ta ptanta es originaria de Cuba, y actualmente se
encuentra adaptada y distribuida en los suelos aridos y expuestos al sol de Estados Unidos
(Arizana, Nuevo México y Arizona), México (Monterrey y Sonora) y Guatemaia (14). También se

reporta en Kenija, Zambia y Tanzania (13).



En Guatemala crece en altitudes de 200 a 1300 m en matorrales hamedos o secos; es
abundante en muchos lugares del departamento de Zacapa en época lluviosa mientras que

durante la estacidn seca, se marchita y no encuentra mucho (14).

5. Procedencia para el estudio. Etnobotanica.

6. Usos etnobotanicos. En México, se prepara una decoccién de las raices y luego de
mezciarlo con melaza macerada es utilizado para matar mosquitos, moscas, piojos, cucarachas y

ofros inseclos (14).

En Arizona, las hojas se secan y se prepara una infusidn o bien una locién que se utiliza para

matar los mosquitos, cucarachas y picjos (7).

En Guatemala no se conoce ningan usoc {P6ll compers).

C. Metabolitos secundarios vegetales

Metabolito secundario, es una sustancia que se produce por rutas metabolicas secundarias

dei vegetal que nommalmente se consideran como no esenciales para el funcionamiento de la

célula vegetal (4).

Frecuentemente los metabolitos secundarios son responsables de efectos especificos que un
vegetal ejerce sobre otros organismos, por lo que con frecuencia el término “principio activo” se

utiliza como un sindnimo de metabolito secundario (4).

Es importante notar, que la sintesis de metabolitos secundarios de una planta, estan
relacionados con su entorno: animal u otros microorganismos, vegetal, disposicion de nutrientes y
condiciones chimaticas del habitat. Es por ello, que plantas de distintas especies pueden utilizar
un mismo metabolito secundario para adaptarse a su habitat, mientras que plantas de una misma
especie (en cuanio a su clasificacion botanica actual), pueden sintetizar metabolitos secundarios

distintos, o en distiltas concentraciones, como un mecanismo de defensa especifico a su nicho
4).

Ademas, los metabolitos secundarios no se distribuyen de una manera uniforme en la planta,

sino en estructuras especificas como en flores, hojas, raices, tailos o frutos (4).




D. Bioensayos

En términos generales un bioensayo puede ser definido como cualquier prueba que involucra
organismos vivos, a su vez se puede sefialar como cualquier método por medio del cual alguna
propiedad de una sustancia o0 material, es medida en términos de Ia respuesta bicldgica que
produce (9). Los datos obtenidos de un bioensayo utilizan una estadistica cuantal, la cual se
caracteriza por la respuesta a un estimulo de n unidades experimentales, donde r unidades
responden y (n —r) no lo hacen. Ei principal objetivo de este tipo de analisis es evaiuar el nivei de
estimulo gue es necesario para obtener una respuesta en un grupo de individuos de la poblacion
(10).

1. Bioensayc para evaluar citotoxicidad contra Artemia salina. A. salina es un
crustaceo cuyas larvas (nauplios) son altamente sensibles a una gran variedad de sustancias
guimicas y extractos de plantas por lo que puede medirse faciimente la citotoxicidad y se utiliza
para dirigir el fraccionamiento bioguiado en forma rapida y simple, €s una prueba (til aungue no
es selectiva para ninguna molécula quimica y su correlacion con otras actividades no ha sido bien
estudiada (11).

Como prueba de pretamizaje resulta idonea principalmante en lo referente a la bisqueda de

posibles sustancias antibiéticas, citotéxicas, antimicrobianas y/o plaguicidas (10).

El ensayo usando A. salina es aplicable para detectar fototoxicidad en plantas que contienen
cumarinas, ya que detecta la presencia de compuestos bioactivos en extractos, guia el
fraccionamiento quimico y se inicia con la caracterizacion biolégica de un compuesto aislado (11).
El método también tiene importante correlacién con la actividad anti- Trypanosoma cruzi ya que
sirve como un ensayo de pretamizaje por su simplicidad y la facilidad de evaluar gran numero de
plantas, asi también por la sensibilidad que demuesira la A. salina ante cantidades pequefas de

extractos vegetales (15).

2. Bioensayo para pesticidas (YFM). Existen aproximadamente 3200 especies de
mosquitos (Phylum Arropoda, Clase Insecta, Orden Dyptera, Familia Cuficcidae). Estos son
clasificados en tres subfamilias: Anaphelinae, Culicinae y Toxorhyndchintinge. En este caso, se
hace referencia a una de las tres subfamilias: la subfamilia Culficinae que se clasifica en cinco
tribus que son: Aedini, Culficini, Culusetini, Mansonii y Sabethini. El A. aegypti es una especie

perieneciente a {a tribu Aedini (2).



El ensayo (YFM), por sus siglas en inglés, “Yellow Fever Mosquito®, es un procedimiento
sencillo, validado para determinar la actividad pesticida de extractos botanicos, fracciones y
compuestos aislados (8).

Después de incubar los huevecillos se continda la incubacién de las larvas por cuatro dias.
Las larvas que sobreviven a esta etapa de desarrollo se utilizan para el ensayo (8).

Los extractos, fracciones o compuestos se evallan en cinco soluciones, empezando en una
concentracién de 5000 pg/ml. Después de cuatro dias de incubacién con el material a evaluar,
se hace un conteo de las larvas que sobreviven y los datos se analizan para determinar el valor

de LCs; con un limite de 95% de confianza (8).

Las sustancias puras, cuyo LCsy < 1.0 pg/ml son considerablemente valiosas para fines

comerciales (8).




IV. MARCO METODOLOGICO

A. Objetivos

1. Caracterizar, como un estudio preliminar, los metabolitos secundarios presentes en
raices, tallos y hojas de Haplophyton cinereum, recolectadas en Ef Rancho, Municipio del
Departamento de El Progreso, mediante tamizaje fitoquimico.

2 Determinar la actividad biocida de los extractos etérico, etandlico y acuoso de raices,
hojas y tallos de Haplophyton cinereum por medio de la evaluacion de citotoxicidad

contra Artemia salina.

3. Determinai la actividad insecticida de los extractos de interés mediante un ensayo

bioldgico con larvas de Aedes aegypti.

4. Caracterizar los metabolitos secundanos de los extractos de interés por medio de

cromatografia en capa fina.

B. Hipotesis

Al menos un extracio de las hojas, tallos o raices de Haplophyton cinereum presenta actividad
biocida contra Arfemia salina y Aedes aegypli, posible de caracterizar mediante tamizaje

fitoquimico.

C. Poblacion

Plantas de Haplophyton cinereum que de forma silvestre se encuentran en el bosque
espinoso, de 200 metros cuadrados localizado en el kilometro 87.5 Carretera al Atlantico en &l

Municipio de El Ranche, Departamento de El Progreso.

D. Muestra

Extractos de tres distintas polaridades obtenidos de raices, tallos y hojas de Haplophyton
cinereum. recolectadas en el kilémetro 87.5 Carretera al Atlantico, El Rancho, Municipio del

Departamento de El Progreso.
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E. Procedimiento

Figura No. 2.  Diagrama de procedimiento general.

Recoleccion e identificacién de planta

Secado de la planta

Separacion de material vegetal

Hojas

Tallos

Raices

Molido de material vegetal

!

Pesado de muestras para extraccion

Obtencién exiracto etérico ‘

Obtencion exiracto etanético‘l

Obtencion extracto acuoso ‘

Tamizaje fioquimico de cada extracio ‘

Conlinga en pagina 12
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1. Recoleccion de la planta. En el kilémetro 87.5 Carretera al Atlantico, El Rancho,
Municipio del Departamento de El Progreso, se delimité un area de 625 metros cuadrados de
bosque espinoso. El drea fue dividida en cuadrados de 5X5 metros cuadrados cada uno y se

realizé un muestreo aleatorio para seleccionar 3 cuadros de terreno.

En cada uno de los cuadros seleccionados, se recolectaron 5 plantas completas (raiz, talios,

hojas, flor y fruto) de aproximadamente 0.5 metros cada una.

Todas fas plantas fueron recolectadas entre el 13 y 14 de junio de 2004. La recoleccion se
llevé en ambos casos, por la mafana. Luego de ser recolectadas, las plantas se trasladaron en

sacos de tela.

La planta fue identificada como Haplophyton cinereum por la Doctora Elfriede de Poll.

2.  Secado de la planta. Se separaron las flores y frutos de las plantas separadas. Los
tallos, hojas y raices de las plantas recolectadas fueron entonces colocadas sobre bandejas de
pape! y colocadas en homo Memmert R-10 a 30°C. Se consideraron secas cuando el matenal

era quebradizo al tacto (48 horas).

3. Separacion de raices, tallos y hojas. Se separaron las tres partes (raices, hojas y

tallos) de las platas secas, cortando la raiz desde el inicio de la base lefiosa del tallo.

4. Molido de las partes separadas. Se mofieron por separado las raices, tallos y hojas
en licuadora industrial, a velocidad media. 50 gramos de hojas se molieron por & minutos
mientras que 50 gramos de raices y tallos se molieron por 10 minutos (por la dureza del material

vegetal). Por separado, s¢ tamiz6 el materiat vegetal por mesh 20.

El matenal molido y tamizado fue almacenado por separado en bolsas plasticas con cierre
hermético. Las bolsas se almacenaron en cajas de cartén corrugado con sobres de silica gel a

temperatura ambiente.

5. Pesado de las muestras de ias partes molidas. Por separado se pesaron 25.00 g de
las muestras de raices, tallos y hojas. Estas muestras fueron colocadas de inmediato en el

sistema para extraccion etérica.
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6. Extraccion de las muestras.

a. Extracto etérico. Se extrajeron las tres muestras por medio de aparato soxhlet
utilizando éter etilico como solvente para la extraccion. Se concluy6 la extraccion en un tiempo
promedio de 48 horas de reflujo continuo y 200 horas de maceracion. El extracto se filtré con
papel filtro # 40. Esta extraccion no fue exhaustiva, el tiempo fue determinado con base en

estudios previos.

b. Extracto etanélico. Se obiuvieron los extractos por medio de reflujo con etanol
det marco, previamente desengrasado. Se concluyo la extraccion en un tiempo promedio de 10

horas de reflujo continuo y 60 horas de maceracion. Se filtré el extracto con papel filtro # 40.

En ios extractos de tallos y raices se observd la formacion de cristales. Los cristales fueron
separados del extracto mediante filtracion con vacio, lavados con etanol y guardados en viales

sellados.

c. Extracto acuoso. El marco desengrasado y extraido con etanol, se extrajo luego
por medio de reflujo con agua destilada. Se concluyd ia extraccién en un tiempo promedio de 10

horas de reflujo continuo y 60 horas de maceracion. Se filtré el extracto con papel filtro # 40.

7. Concentracion y pesado de los extractos. Se concentraron los extractos usando un
rotavapor Biichi RE-111 destilando a presion reducida, a una temperatura no mayor de 30°C para
los extracios etéricos, BO°C en los extracios etanolicos y 80°C en los 4cuosos. Se destild hasta
que ya no se recolecto solvente destilado. Luego se pesé el extracto, se coloco en vial de vidrio y

se cerré en ambiente de nitrogeno.

8. Tamizaje fitoquimico de cada una de los extractos. Se peso 0.25 g de los extractos
concentrados y se diluy6é cada muestra con 50 ml de éter etilico, etano! o agua segun fuera el
caso. Con cada muestra se realizo el tamizaje fitoquimico siguiendo la metodologia propuesta

por Ortiz, 2003 (Véase Anexo 1).
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9. Evaluacion de la actividad citotéxica contra Artemia salina. Todos los exiractos y
cristales aislados de exiractos etandlico de tallos y raices, se evaluaron segan la metodologia de
McLaughlin et al, 1998 bajo las siguientes condiciones:

s Los huevecillos de Arfemia safina, proveidos por el acuaric “Mundo Animal”, fueron

incubados en cajas Petri de plastico por 48 horas.

b. 20.00 mg de los exiractos etéricos, etanoiicos y cristales aislados fueron disueltos
en 2.0 ml de etanol y a partir de esta solucion madre fueron preparadas las demas diluciones de
prueba como se muestra a continuacion en ia figura No.3. En cada caso se corrié un bianco

preparado con 2.0 mi de etanol como solucién madre.

c. 20.00 mg de los exiractos acuosos fueron disueltos en 2.0 mi de agua destilada y
a partir de esta solucién madre fueron preparadas jas demas diluciones evaluadas (Véase figura

No.2). El blanco en cada caso, se prepard con 2.0 mi de agua destilada.

Volumen medido en cadza celda de
concentracion 1000 ppm

——=> 0.5 mi

Extracto
(20 mg) + 2 mi de solvente > 0.5 m
——— 0.5 mi

Volumen medido en cada celda de
concentracion 100 ppm

—> 0.5 mi

0.2 mi de solucidn +
1.8 ml de solvenie 0.5 mi
—> 05ml

Volumen medido en cada celda de
concentracion 10 ppm

l——% 0.5 mi

0.2 mide solucién +

1.8 ml de solvente 0.5 ml
L—9 0.5 mi

Volumen medido en cada ceida de
concentracion 1 ppm

——= 0.5 ml

0.2 mi de solucién + 0.5 mi
1.8 ml de solvente -3 m
—> 05m!

Figura No. 3. Diagrama del procedimiento seguido en la preparacion de diluciones para
evaluacion de citotoxicidad conira Arfemia salina. Dilucion alierna propuesta por McLaughlin

et al., 1998.
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d. Los nauplios fueron incubados en las muestras, en tubos de ensayo.

10. Evaluacion de la actividad insecticida contra Aedes aegypti. Cada uno de fos
extractos y los cristales aistados de los extractos etandlicos de tallos y raices, se evaluaron

segun la metodologia propuesta por McLaughlin ef al., bajo las siguientes condiciones:

a. Las larvas de Aedes aegypti fueron proporcionadas por la seccion de Entomologia
del Ministerio de Salud Pablica y Asistencia Social.

b. Para incubar las larvas se utilizaron placas plasticas de 18 celdas cada una.

11. Caracterizacion de extractos por cromatografia en capa fina

a. Fraccionamiento de extractos en columna cromatogrifica. Se seleccionaron
los extractos con un valor de actividad insecticida significativamente mayor a los demas, para
caracterizacion por TLC. Para obtener una mejor resolucion en la caracterizacion, se realizo una
separacion por columna cromatografica empacada con silica gel mesh 60. Se obtuvieron
fracciones de acuerdo a los solventes utilizados (véase cuadro No.1). Cada fraccion se obtuvo al

eluir exhaustivamente con cada solvente.

Cuadro No.1. Solventes utilizados para elucion de extractos en columna cromatogréfica.

., Extracto
Fraccion i
Etérico de raices Etandlico de tallos Etanolico de hojas
Fraccion 1 Hexano 5 Hexano Hexano
Fraccion 2 Cloroformo Cloroformo Cloroformo
Fraccion 3 Acetato de etilo Acetato de etilo | Acetato de etilo
“Fraccion 4 Diclorometano Diclorometano " Didlorometano
" Fraccién 5 Acetona Acetona Acetona
Fraccion 6 Etanol i Etanol Etanol
Fraccion 7 Metanol Metanot Metanol
Fraccion 8 Metanol — Agua (1:1) Metanol — Agua (1:1) | Metanol — Agua (1:1)
Fraccion 9 Agua Agua Agua |
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b. Caracterizacion por TLC. Se utilizé como fase estacionaria Gel de silice 60F y
como fase movil el sistema de disolventes con el que se obtuvo una mejor resoflucién. Se

colocaron tres o dos aplicaciones en cada placa y se comieron tres placas por muestra:
- Sin revelador y observada bajo lampara UV.
- Revelada con “Revelador méagico 1”
- Revelada con “Revelador magico 27

Los cristales de los extractos etandlicos de tallos y raices fueron disueltos, en etanol absoluto

y caracterizados por TLC bajo las mismas condiciones de los extractos.

En la seccidn de resultados sélo se incluyen las placas reveladas.

F. Disefio de investigacién

El estudio es de recabacion de datos. Para la caracterizacion fitoquimica, se obtuvo de cada
parte de la planta (hojas, tallos y raices), tres extractos con polaridad creciente: etérico, etandlico
y acuoso. A cada uno de los extractos se realizé un tamizaje fitoguimico. A todos los extractos
se les determind la actividad citotoxica contra A. salina, evaluando cada extracto por triplicado en
concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm. A todos los extractos, se les determind su poder
biocida contra A aegypti. El bioensayo se llevé a cabo en cinco diluciones, 1:10, empezando a

una concentracién de 5000 pg/ml.

En ambos casos, el valor de L.Cs; se determind con €l programa de computadora Finney. Los
extractos que presentaron actividad insecticida fueron analizados por medio de cromatografia en
capa fina. Para lograr una buena resolucion de los extractos, se separ¢ cada uno de ellos por
cromatografia en columna utilizando los solventes citados en el cuadro No. 1, eluyendo

exhaustivamente con cada uno de elos.

G. Anailisis estadistico
- Las pruebas de tamizaje fitoguimico no requieren de un analisis estadistico.

- La determinacién de la LCsy requiere de la estadistica cuantal, para lo cual fue necesario
transformar los valores de respuesta obtenidos en unidades Probit y las dosis suministradas
en unidades logaritmicas conocidas como dosis metamétricas. Para el efecto se utilizd el

programa de computadora Finney.

- El andlisis de cromatoplacas no requiere de un anélisis estadistico.



V. MARCO OPERATIVO

A. Recabacién y tratamiento de datos

1. Tamizaje fitoquimico. Siguiendo la metodologia de Ortiz, se llevaron a cabo las
reacciones quimicas para cada extracto. Los resultados cualitativos de cada prueba se

compararon con los resultados estandar respectivos.

2, Bioensayds. Siguiendo la metodologia de McLaughlin et al., se detenind el nimero
de nauplios y larvas de A. aegypti vivas y muertas. Los valores de LCs, fueron determinados por
medio del programa de computadora Finney y los resultados comparados con los estandar,
reportados por Mcl.aughlin et al.

3. Caracterizacion por cromatografia en capa fina. De la separacion de cada extracto se
obtuvieron, por elucién exhaustiva (determinado por TL.C), nueve fracciones que se

caracterizaron por TLC.

De las cromatoplacas se realizé un analisis iconografico. Se compararon los resultados

obtenidos con los resultados estandar del “Revelador Magico” (Véase Anexo Il).

B. Recursos
1. Recursos Humanos

- Autora del trabajo: Ana Judith Enriquez Valenzuela.

- Asesores: Quimico Sergio Ortiz y Doctora Elfriede de Pall.
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2. Recursos materiales

a. Institucionales. Todo el procedimiento de tamizaje vy caracterizacién por
cromatografia en capa fina se realizé en las instalaciones del Laboratorio de Quimica de
Productos Vegetales de la Universidad del Valle de Guatemala. Equipc, materiales y reaclivos

fueron proporcionados por el Departamento de Quimica de la Universidad.

La incubacion de larvas fue llevada a cabo por la Seccion de Entomologia del Ministerio de
Salud Publica y Asistencia Social.

b. Materiales y equipo

Reactivos y equipo del laboratorio de Quimica de Productos Vegetales de la

Universidad del Valle de Guatemala.
- Sal marina.
- Huevecillos de A. salina
- Revelador “Magico” proporcionado por Quimico Sergio Odiz.

_  Larvas de A aegypti de cuatro dias de vida, incubadas por la seccidn de

Entormologia del Ministerio de Salud Pablica y Asistencia Social.

C. Aspectos economicos

Los reactivos para tamizaje fitoquimico y depreciacion por cristaleria, equipo y otros
suministros de laporatorio, fueron financiados por el Departamento de Quimica de la Universidad

del Valle de Guatemala, con la aprobacion del Director del Departamento, Doctor Adrian Gil.

A excepcién de los de reactivos para tamizaje fitoquirmico y depreciacién por cristaleria,
equipo y otros suministros de laboratorio, los gastos fueron cubiertos por ia autora (Ana Judith

Enriquez Valenzuela).




V. RESULTADOS

A. Obtencion de extractos

Cuadro No.2. Apariencia de extracios obtenidos y observaciones adicionales

Tipo de Marco
extracto Hojas Tallos Raices
Etérico Color verde muy Color verde muy intenso y Color verde muy claro.
intenso. Elastico. elastico. Oleoso.
Etanélico Color verde. Muy Color verde. En 18 dias se Color café clare. En 16 dias
elastico forman cristales. se forman cristales.
Acuoso | Color eafé claro. Color café claro. Color café claro.

Cuadro No.3. Peso de extractos a grado miel obtenidos

) Marco
Tipo de extracto - -
Hojas Tallos Raices
Etérico 093¢ 08449 0.68g
Etandlico 1.54 g 1769 1559
AcCuoso 0999 090¢g 1.13¢g

B. Resuitados de tamizaje fitoquimico

Cuadro No.4. Tamizaje de extractos etéricos

Prueba Hojas Taltos Raices
Aceites esenciales Negativo Negativo Negativo
L ipidos y acidos grasos Positivo Positivo Positivo
Saponificables _
Algiconas de Esteroles ¢ triterpenos Positivo Positivo Positivo
Carotenoides Positivo Positivo Positivo
o Alcaioides como bases libres Positivo Positivo Positivo
Algiconas de ftavonas Positivo Positivo Negativo
No Emodoles Negativo Negativo Negativo
saponificables | Cumarinas Negativo Negativo Negativo
Esteroles o triterpenos Positivo Positivo Paositivo
Carotenocides Positivo Positivo Positivo
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Cuadro No.5  Tamizaje de extractos etandolicos
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Extracto

acuoso

Extracto

hidrolizado

r Prueba Hojas Tallos Raices
Galotaninos Negativo Positivo Positivo
Taninos catequinicos Negativo Positivo Positivo
Compuestos reductores Negativo Negativo “Negativo
Sales de alcaloides Positivo Positivo Positivo
Extracto i
L Aicaloides como bases cuatemarias, y . . .
alcohdlico _ . Positivo Positive Positivo
aminas oxidadas
Confirmacion presencia alcaloides Positivo Positivo Positivo
Confirmacion bases cuatemanas y . . i
o ) Positivo Positivo Positivo
oxidos de aminas
Antracendsidos Negativo Negativo Negativo
Derivados de cumarnnas Paositivo Positivo Positivo
Extracto — ! _ ] _ - —
o Glicsidos esteroidales (cardiotonicos) Pasitivo Positivo Positivo
hidrolizado i _ S
Flavonosidos Negativo Negativo Negativo
Antociandsidos Negativo Negativo Negativo

Cuadro No.6. Tamizaje de extractos acuosos

Poliurénidos

Compuestos reductores

v

Glusidos

-

Saponinas
Alcaloides

Galotaninos

Antracensdsidos

.

Cumarinas

Fiavononas

. ————

Flavonoles

Antocianasidos

! Positivo
Negativo

Taninos catequinicos

Glicosidos esteroidales

]

Positivo

Negativo
Positivo
Negativo

Negativo

Negativo

Positivo

Positivo

Negativo

Negativo

-

Positivo
Negativo

Positivo

Negativo

Negativo

Positivo

Negativo

Negativo

Paositivo

- Negativo Negativo Negativo

Negativo

Positivo

Negativo

Raices

Positivo

Negativo
™ Positivo
Negativo
Positivo

Positivo

Negativo
R
Negativo

Positivo

Negativo

I
Negativo

Negativo



C. Actividad citotoxica contra Artemia salina

Cuadro No. 7. Nauplios muertos en cada extracto (de un total de 30 nauplios}
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Extracto Concentracion de muestra {ppm)
1000 pg/ml | 100 pg/ml 10 pg/ml Blanco
Etérico de hojas 0 0 0 0
Etérico de tallos 11 1 0 0
Etérico de raices 14 2 0 0
Etandlico de hojas 7 2 0 0
Etandlico de tallos 27 9 1 0
Etandlico de raices’ 28 7 4 0
Acuoso de hojas 0 0 0 0
Acuocso de tallos 0 0 0 0
Acuoso de raices 7 0 0 0
Cristales de extracto etandlico de tallos 1 0 0 0
Cristales de extracto etandlico de raices 0 0 0 0
Cuadro No.8. Resultados finales de citotoxicidad contra Arteria salina
B Extracto D<o (ug/ml)
Eiérico de hoias 1.7011*10%
Etérico de tallos 2057.0550
Etérico de raices 1225 9730
Etanodlico de hojas 8252 5730
Ftanalico de tallos 181.8153
Etanolico de raices 151.2919
Acuoso de hojas 1.7011*10%
Acuoso de tallos 1.7011*10%®
Acuoso de raices 5413.7360
Cristales de extracto etanolico de tallos 1.7011*10%
Cristales de extracio etandlico de raices 1.7011*10%




D. Actividad insecticida contra Aedes aegypti
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Cuadro No.9. Larvas muerias en cada extracto
Extracto Concentracion de muestra (ppm)
5000 500 50 5 0.5 |Blanco
Etérico de hojas 0 0 0 0 0 0
Etandlico de hojas 3 1 0 0 0 0
Acuoso de hojas 0 0 0 0 0 0
Etérico de tallos 4 2 0 0 0 0
Etandlico de tallos 8 7 3 0 0 0
Acuoso de tallos 0 0 0 0 0 0
Etérico de raiz 8 8 5 1 0 0
Etandlico de raiz 8 8 6 2 0 0
Acuoso de raiz 5 2 0 0 0 0
Cristales de extracto etanolico de tallos 0 0 o 0 0 0
Cristales de extracto etandlico de raices 0 0 o 0 0 0

Cuadro No.10. Resuitados finales de bioactividad contra Aedes aegypli

Extracto

LDss (ng/mi)

£1érico de hojas

1.7011*10%

Etérico de tallos 5956.8990
Etérico de raices 233.9391

Etandlico de hojas 19126.4300
Etanodlico de tallos 266.7965

Etandlico de raices 69.0678

Acuoso de hojas 1.7011*10%
Acuoso de tallos 1.701110°°
Acuoso de raices 5856.8890
Cristales de extracto etandlico de tallos 1.7011*10%
Cristales de extracto etandlico de raices 1701110




E. Caracterizacion de extractos por cromatografia en capa fina:
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A partir de los resultados del bioensayo con larvas de Aedes aegypli, se seleccionaron los

extractos etanélicos de tallos y raiz y el extracto etérico de raiz para caracterizacién por TLC.

1. Extracto etérico de raiz

a. Fraccion de hexano

- Sistema de disolventes: Acetato de efilo — Hexano — Benceno (1:6:1).

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 4 y Magico 2 en figura No. 5.

Cuadro No-11. Caracterizacion de fraccion hexanica de extracto etérico de raices

Figura No. 4 Figura No. 5
Rf Coloracién Rf Coloracién
0.97 Naranja 0.97 Naranja
0.85 Naranja 0.85 Naranja
0.68 Lila 0.68 Café
0.31 Lila 0.31 Café
0.26 Lila 0.26 Café
0.04 Lila 0.04 Café
< naranja naranja
<“—— naranja naranja
< i café
’ lila
B é—‘— i
café
liia
< café
<—— fila )
café

Figura No.4. Fraccién hexanica 1.

Figura No.5. Fraccién hexanica No. 2.




b. Fraccion de cloroformo

- Sistema de disolventes: Acetona — Diclorometano (1:1)

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 6 y Méagico 2 en figura No. 7.

Cuadro No. 12. Caracterizacién de fraccion cloroférmica de extracto etérico de raices

Figura No. 6 Figura No. 7

Rf Coloracion Rf Coloracion
0.88 Naranja 0.88 Naranja
0.82 Naranja 0.82 Naranja
0.61 Lila 0.78 Lila
0.08 Rojo 0.70 Lila

- - 0.03 Café

- - 0.08 Café

naranja

naranja

lita

rojo

Figura No. 6. Fraccion cloroformo 1.

c. Fraccién de acetato de etilo

M

naranja
naranja

iita
lila

café

café

Figura No. 7. Fraccion cloroformo 2.

- Sistena de disolventes: Acetona — Diclorometano (5:3)

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 8 y Magico 2 en figura No. 9.
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Cuadro No. 13. Caracterizacién de fraccidn acetato de etilo de extracto etérico de raices

Figura No.8. Fraccion acetato de etilo 1.

d. Fraccion de diclorometano

Figura No. 8 Figura No. 9

Rf Coloracidn Rf Coloracion

0.94 Naranja .94 Café

0.84 Naranja 0.84 Café

0.76 Morado 0.76 Café

0.65 Morado 065 Café

0.05 Rojo - -
<— naranjia . : z:z
<— naranja e cafe
‘<— morado = <— café
<— morado
<— rojo

Figura No.9. Fraccion acetato de etilo 2.

- Sistemna de disotventes: Acetona — Diclorometano (7:4)

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 10 y Magico 2 en figura No. 11.

Cuadro No. 14. Caracterizacion de fraccion diclorometano de extracto etérico de raices

Figura No. 10 Figura No. 11 T
Rf Coloracion Rf Coloracion
0.93 Café 0.93 Cafeé
067 Morado 0.67 Café
0.04 Rojo 0.04 Cafe




o < café

¢ & morado

& oo

Figura No.10. Fraccion diclorometano 1.

e. Fraccion de acetona
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<— café

<— café

Figura No. 11. Fraccién diclorometano 2.

- Sistema de disoiventes: Metanol — Acetona (1:1)

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 12 y Magico 2 en figura No. 13

cafe

!

!

café

rojo

T0j0

(NN

rojo

Figura No.12. Fraccion acetona 1.

café

!

!

café

< café
< -

café

Figura No.13. Fraccién acetona 2.
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Cuadro No. 15. Caracterizacién de fraccion acetona de extracto etérico de raices

Figura No. 12 Figura No. 13
Rf Coloracion Rf Coloracion
0.84 Café 0.84 Café
0.55 Café 0.55 Café
0.23 Rojo 0.23 Café
0.18 Rojo 0.18 Cafe
0.09 Rojo -

f. Fraccion de efanol

- Sistema de disolventes: Metano! — Acetona (t:1)
- Reveladores: Magico 1 lado izquierdo de figura 14 y Magico 2 en {ado derecho.

Cuadro No. 16. Caracterizacion de fraccion etandlica de extracto etérico de raices.

lzquierda Derecha
Rf Coloracién Rf Coloracién

0.87 Verde 0.87 Morado
072 Morado 072 Morado
0.26 Rojo - -
0.21 Rojo - -
0.13 Rojo - -

verde = :. - morado

morado > - rmorado

rojo

rojo

rojo

Figura No. 14. Fraccién etanol.



g. Fraccion de metanol

- Sistema de disolventes: Metanol puro.

- Reveladores: Sélo se observa un componente con Revelador magico 1.

Cuadro No. 17. Caracterizacion de fraccion metandlica de extracto etérico de raices

Figura No. 15 Revelador magico 2
Rf Coloracion Rf Coloracién
072 Morado No se observa ningin componente

Figura No.15. Fraccion metanol.

h. Fraccion metanol — agua (1:1). No se detecta ningun compaonente.

i. Fraccion de agua. No se detecta ningun componente.

Extracto etanélico de raiz

a. Fraccion de hexano

- Sistema de disolventes: Acetato de etifo — Hexano — Benceno (1:6:1)

- Reveladores: Magico 1 figura No. 16 y Mégico 2 en figura No. 17.




Cuadro No. 18. Caracterizacion de fraccion hexanica de extracto etanélico de raices

Figura No. 16 Figura No. 17
Rf Coloracion Rf Coloracion
0.97 Naranja 0.97 Amarilto
0.85 Naranja 0.85 Amarilto
0.68 Morado 0.68 Morado
0.57 Morado 0.57 Morado
0.41 Morado 0.41 Morado
0.12 Café 0.12 Verde
0.04 Café 0.04 Verde |
© — 2 amarilio T — > amarilio
—7 amarilo — > amarillo
— > morado
—> morado —> morado
— morado
— morado — morado
— caié —> verde
—> café ) —> verde

Figura No. 16. Fraccién hexano 3.

b. Fraccion de cloroformo

Figura No. 17. Fraccion hexano 4.

- Sistema de disolventes: Metanol — Agua (1:1)

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 18 y Magico 2 en figura No. 19.
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Cuadro No. 19. Caracterizacion de fraccion cloroformica de extracto etandlico de raices.

| Figura No. 18 Figura No. 19
Rf Coloracion Rf Coloracion
o 0.49 Lila 0.84 Verde
0.11 R0j0 0.11 Cafée
| 0.05 Rojo 0.04 caté
L_ L —




—> verde

—= ila

—> café

Figura No.18. Fraccion cloroformo 3. Figura No. 19. Fraccién cloroformo 4.

¢. Fraccién de acetato de etilo:

- Sistema de disolventes: Metano!l — Acetona (1:2)

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 20 y Mégico 2 en figura No. 21.

Cuadro No. 20. Caracterizacion de fraccion acetato de etilo de exiracto etandlico de raices.

Figura No. 20 Figura No. 21

Rf Coloracion Rf Coloracion |
- 089 Verde 0.89 Verde

0.79 Verde 0.84 Verde

0.71 Verde 0.79 Verde
B 0.21 Rojo 0.15 Café

0.15 Rojo - -

0.06 Rojo - - |




verde

verde
verde

b

rojo
Rojo

'y

rojo

Figura No.2Q. Fraccion acetato de etfio 3.

d. Fraccion de diclorometano

rojo

rojo

—>
—>

rojo

- =2 café

Figura No. 22. Fraccion diclorometano 3.

32

— verde
> verde
> verde

- café

Figura No.21. Fraccion acetato de etilo 4.

café

verdeazul

café

by

café

rojo

by

rojo

Figura No. 23. Fraccion diclorometano 4.

_ Sistemna de disolventes: Acetona — Diclorometano (1:2)

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 22 y Magico 2 en figura No. 23



Cuadro No. 21. Caracterizacion de fraccion diclorometano extracto etandlico de raices

Figura No. 22 Figura No. 23

Rf Coloracion Rf Coloracién
0.93 Rojo 0.93 Café
0.73 Rojo 0.73 Verdeazul
0.61 Rojo 0.61 Café
0.07 Café 0.82 Café

- - 0.10 Rojo

- - 0.07 Rojo

e. Fraccion de acetona

. Sistema de disolventes: Acetona — Agua - Diclorometano (3:1:1)

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 24 y Magico 2 en figura No. 25.

Cuadro No. 22. Caracterizacion de fraccion acetona de extracto etandlico de raices.

Figura No.24. Fraccion acetona 3.

Figura No. 24 Figura No. 25
Rf Coloracion Rf Coloracion
0.94 Café 0.94 Verdeazul
0.38 Rojo 0.16 Café
0.26 Rojo - -
0.23 Rojo - -
016 Rojo - -
0.08 Rojo - 1 -

y

rafa

i
rnin
[Zalla

roin

WA

railn

Figura No. 25. Fraccion acetona 4.

% vardaazid

E rafa
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f. Fraccién de etanol

- Sistema de disolventes: Metanol — Acetona (1:1)
- Reveladores: Magico 1 en figura No. 26 y Magico 2 en figura No. 27.

Cuadro No. 23. Caracterizacién de fraccion etanolica de extracto etandlico de raices.

Figura No. 26 Figura No. 27 ]
Rf Coloracion Rf Coloracion
0.89 Café 0.89 Verdeazul
0.77 Café 0.77 Verdeazul
0.52 Café 8.92 Verdeazul
0.26 Rojo 0.26 Café
0.17 Rojo - -
0.10 Rojo - -
0.04 Rojo - -
: |
—> café :
S i —> Verdeazul
—> d
> ot Verdeazul
.......... —> Verdeazul
—> rojo = café
— rojo
—> rojo
— rojo
Figura No.26. Fraccion etanol 2. Figura No. 27. Fraccion etanol 3.

g. Fraccién de metanof

- Sistema de disolventes: Acetona pura
. Reveladores: Magico 1 en figura No. 28; con Magico 2 no se detecta ningun

componente.
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Cuadro No. 24. Caracterizacion de fraccién metandlica de extracto etandlico de raices

Figura No. 28 Revelador magico 2
Rf Coloracion Rf Coloracion
0.47 Café No se observa ningin componente

—> café

Figura No. 28. Fraccién metanol 2.

h. Fraccion metanol — agua (1:1). No se detecta ningun cornponente.

i. Fraccion de agua. No se detecta ningan componente.

3. Extracto etandlico de talios

a. Fraccion de hexano:

- Sistema de disolventes: Hexano — Benceno - Acetato de etilo (6:1:1)

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 28 y Magico 2 en figura No. 30.



Cuadro No. 25. Caracterizacion de fraccion hexanica de extracto etandlico de talfos

Figura No. 29. Fraccion hexano 5.

b. Fraccién de cloroformo

Figura No. 29 Figura No. 30
Rf Cotoracion Rf Coloracion
0.97 Amarifio 0.97 Amarillo
0.85 Amarilic 0.85 Amarillo
0.68 Morado 068 Morado
0.57 Morado 0.57 Morado
0.41 Morado 0.41 Morado
012 Café 012 Verde
0.04 Cafe 0.04 Verde
s —=> amaritlo naranja
. __>’ ill A
amarillo > naranja
—>* morado
—>> morado
morado
marado
—>* morado
—> morado
_ —> cafe
cate 2 —>> verde
* —> verde

Figura No. 30. Fraccion hexano 6.

- sistema de disoiventes: Diclorometano — Acetona (3:2)

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 31 y Magico 2 en figura No. 32.
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Cuadro No. 26. Caracterizacion de fraccion cloroférmica de extracto etanolico de tallos

Figura No. 31 Figura No. 32
Rf Coloracion Rf Coloracibn
0.96 Café 0.96 Verde
0.12 Rojo 078 Verde
0.07 Rojo 0.71 Verde
- - 0.21 Lila
- - 0.12 Café
> café > verde
T verde
— verde
2 Jila
B :
> oio café
— rojo

?ig'uré No.31. Fraccion cloroformo 5.

c. Fraccion de acetato de etilo

- Sistema de disolventes: Metanol — Cloroformo (3:10)

Figura N0.32. Fraccion cloroformo 6.

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 33 y Magico 2 en figura No. 34
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Cuadro No. 27. Caracterizacion de fraccion aceifato de etiio extracto etandlico de talios.

Figura No. 33 Figura No. 34 ]
Rf Coloracion Rf Coloracion
0.96 Café 0.96 Verde
0.12 R0jO 0.78 Verde }
0.07 Rojo 0.71 Verde
- - 0.21 tla |
- - 012 Café
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verde
verde

}- rojo

Figura No.33. Fraccién acetato de etilo 5. Figura No. 34. Fraccion acetato de etilo 6.

d. Fraccion de diclorometano

""" —> rojo
"""" —> café

""" —2 rojo
s 2 afé

—> rojo
K —> cafe

—= rojo
—> rojo

Figura No 35 Fraccion diclorometano 3. Figura 36. Fraccion diclorometano 6.



- Sistema de disolventes: Acetona — Diclorometano (1:2)

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 35 y Magico 2 en figura No. 36.
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Cuadro No. 28. Caracterizacion de fraccion diciorometano de extracto etandlico de taflos

Figura No_ 35 Figura No. 36

Rf Coloracion Rf Coloracién
0.93 Rojo 0.93 Café
0.73 Rojo 0.73 Café
0.61 Rojo 0.61 Cafeé

- - 0.10 Rojo

- - 0.07 Rojo

L

e. Fraccion de acetona

azul

azui

azul

—> azul

—> azui

rojo

rojo

Figura No.37. Fraccion acetona 5.

- Sistema de disolventes: Cloroformo — Metanol (5:2)

- Reveladores: Magico 1 en figura No. 37 y Mdgico 2 en figura No. 38.

verdeazul

verdeazul!

verdeazul

café

café

Figura No. 38. Fraccion acetona 6.



Cuadro No. 29. Caracterizacion de fraccion acetona de extracto etanolico de tallos

Figura No. 37 Figura No. 38
Rf Coloracion Rf Coloracion
0.95 Azul 0.89 Verdeazul
0.87 Azul 0.61 Verdeazul
0.76 Azul 0.4 Verdeazul
0.68 Azul 0.18 Café
0.35 Azul 0.07 Café
0.18 Rojo - -
0.07 Rojo - -
f. Fraccion de efanol
- Sistema de disolventes: Metanol — Acetona (1:1)
- Reveladores: Magico 1 en figura No. 39 y Magico 2 en figura No. 40.
—> café
rojo —> café
—> azul
——=> 10jo

Figura No. 39. Fraccién etanol 5.

Figura No. 40. Fraccion etanol 6.
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Cuadro No. 30. Caracterizacion de fraccion etandlica de extracto etandlico de taltos

Figura No. 39 Figura No. 40
Rf Coloracion Rf Coloracién
0.86 Rojo 0.86 Café
0.80 Rojo 0.62 Café
0.74 Rojo 0.51 Azul
0.62 Rojo - -
0.31 Rejo - -

g. Fraccion de metanol

- Sistema de disolventes: Acetena pura
- Reveladores: Magico 1 en figura No. 41y Magico 2 en figura No. 42

Cuadro No. 31. Caracterizacion de fraccion metandlica de extracto etandlico de tallos

Figura No. 41 Figura No. 42 o
Rf Coloracion Rf Coloracion
0.85 Café 0.12 Café
012 Rojo 0.05 Café
0.05 Rojo - - ]

> café

L= rojo
—> rojo

Figura No.41. Fraccion metanal 5. Figura No. 42. Fraccién metanol 6.



h. Fraccion metanol — agua (1:1}. No se observa ningan componente.

i. Fraccion de agua. No se observa ningdn componente.
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VIl. DISCUSION DE RESULTADOS

La composicion fitoquimica de una especie vegetal esta influenciada por factores tales como
la edad de ia planta, época de recoleccion y caracteristicas del nicho. £s por ello que los
resuitados del estudio aplican dnicamente a la planta que de forma silvestre se encuentra en el

lugar de recoleccion,

Dado que Haplophyton cinereum es una planta con un ciclo de vida muy corte (generaimente
vive so6lo durante época de Huvia), la época de recoleccion puede no ser una vanable
determinante en los resuitados de caracterizacion obtenidos. Para controlar en una forma
sencilia el factor de la edad de la planta, se recoiectaron plantas de una iongitud (sin considerar la
raiz) similar, con’ flores y fruto. Sin embargo, en estudios posteriores, seria interesante
determinar la variacion de la actividad biocida (fanto contra Arfemia safina como Aedes aegypti),
en distintos meses de recoleccion y edad de la plania, y su posible relacién con fa vanacion de
componentes 0 concentracion de los mismos. Esta variacion podria también observarse en el

rendimiento de los extractos (grado mie!) obtenidos.

Con el fin de extraer de la planta todos los compuestos de distintas polaridades, se obtuvieron
los extractos etérico, etandlico y acuoso del material vegetal. En todos los casos, el tiempo de

extraccion fue determinado con base en un estudio preliminar de 1a planta.

Con el tiempo, se observé la formacion de cristales en los extractos etandlicos de tallos y
raices. Una porcion de los cristales fue separada y ensayada contra Arfemia safina y Aedes

aegypti, sin embargo, no presentaron citotoxicidad o actividad insecticida significativa.

Al analizar los constituyentes de los extractos etérnicos por medio de tamizaje fitoquimico, se
identificaron lipidos, agliconas de esteroles o triterpenos, esteroles y triterpenos no
saponificables, carotenoides saponificables y no saponificables y alcaloides como bases libres.

En el extracto etérico de hojas y tallos se determinaron ademas agliconas de flavonas.

El resultado observado en ia determinacion de alcaloides (abundancia de precipitado formado
con reactivo de Mayer) permitié ademas observar que los alcaloides son significativamente mas
abundantes en el extracto de raices, luego er el de tallos y en menor concentracion en el extracto

de hojas (en el que sélo se observd opalescencia).

En los extractos etanolicos de hojas, talios y raices se encontraron sales de alcaloides,
alcaloides como bases cuaternarias y aminas oxidadas, derivados de cumarinas y glicosidos

esteroldales.
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En estos extractos, al igual que en los etéricos, se observd que los alcaloides son mas
abundantes en las raices, luego en los tallos y en menor concentracion en las hojas. También se
determiné, a partir de la abundancia del precipitado obtenido con el reactivo de Mayer, que las
sales de alcaloides son significativamente mas abundantes que los alcaloides como bases

cuaternarias ¥ aminas oxidadas.

En los extractos etandlicos de tallos y raices se determind también la presencia de

galotaninos y taninos catequinicos.

Se determind Ia presencia de poliurénidos, glusidos, galotaninos y cumannas en los extractos
acuosos de hojas, tallos y raices. En el extracto acuoso de raices se encuentran ademas
alcaloides pero en una concentracion menor que en los demas extractos puesto que no se obtuvo

un precipitado abundante sino simplemente opalescencia al agregar el reactivo de Mayer.

En el extracto etandlico de tallos se obtuvo ademas, una prueba positiva de flavonoles y en el

de hojas, flavononas.

La presencia de alcaloides y compuestos esteroidales, es tipica en las especies de la familia
de las Apocinaceas. Ademas, en estas especies, generalmente la mayoria de alcaloides se
almacena en las vacuolas de las raices de las plantas. A partir de la prueba de alcaloides
realizadas, se observd que los extractos de raiz, desde el etérico hasta el acuoso, presentaron

una concentracion de alcaloides mas alta que el resto de extractos.

A partir de los componentes encontrados en las hojas, tallos y raices de Haplophyton
cinereum, puede afimarse que la planta podria poseer un gran potencial, puesto que estos
componentes, en general, poseen propiedades farmacologicas € industriales importantes. Alos
alcaloides, presentes en las especies de la familia de fas apocinaceas, principalmente se les
atribuye ta funcion de proteccion contra depredadores; sin embargo también se consideran
funciones fisiologicas tales como inhibicion del crecimiento (por lo que se encuentran también en
meristemos primarios), mantenimiento del balance idnico, como reserva de nitrobgeno y como
productos de desecho nitrogenados (almacenados en vacuolas). Los alcaloides en general,

tienen una accion farmacologica en el sistema nervioso central de los animales.

Los compuestos fendlicos también poseen accion insecticida, edulcorante, espasmolitica,
antimicrobiana y antifangica. Los compuestos esteroidales y especificamente los cardiacos
tienen un efecto sobre miocardio generalmente cardiotonico. Las cumarinas se han caracterizado
por su accion anticoagulante, antibacterial, hepatotoxica y carcinogénica. Y algunos taninos

poseen actividad citotoxica, antitumoral, artimicrobiana, entre otras.

La actividad biocida y en particular insecticida, atribuida popularmente a:la planta, se

comprobo mediante los bioensayos realizados.
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A partir de los resultados de Artemia salina, se observa que los exiractos etandlicos de tallos y
raices presentaron una actividad citotéxica muy potente contra Arfernia salina (LDs; igual a 181.8
ng/mi y 151.3 pg/mi respectivamente) ; los extractos etéricos de tallos y raices, etandlico de hojas
y acuoso de raices un efecto moderado y los demds extractos y cristales aislados, un efecto
biocida insignificante. Dado que este ensayo no es especifico en la determinacion de actividad
pesticida, estos resultados sélo fueron uliles para guiar el siguiente bioensayo especifico en Ia

evaluacion de inseclicidas.

Para corroborar los datos del bioensayo de Arteria safina, no sélo se efectud el bioensayo a
los extractos mas citotoxicos sino a todos los extractos y cristates aislados. Se determind que
solamente los extractos etanoficos de talios y raices y etérico de raices, presentaron un efecto
insecticida muy pdtente contra Aedes aegypti comparado con los demés extractos.  Los

resultados del bioensayo YFM corroboran los resuitados del ensayo contra Arternia salina.

Aunque [os demds extractos no presentaron una actividad insecticida significativa {en
comparacion con I0s mas potentes) cabe mencionar que segun el ensayo de Arfemia salina, no
son inocuos el extracto etérico de taflos, etanolico de hojas y acuoso de rajces, por io que se

recomienda la evaluacion de otras actividades biologicas.

Segin Mclaughlin ef al, las sustancias puras ¢on valores de LDs; menores o iguales a 1
pg/mi son Gtiies con fines comerciales. Con base en este estandar, se considera que €l 0 oS
activos presentes en el extracto etérico de raiz y los etanolicos de hojas y tallos son muy potentes

puesto que los valores de LDs; obtenidos corresponden a un extracto y no a un activo puro.

Con base en estos resultados y a la metodologia propuesta, se seleccionaron para
caracterizacion por cromatografia en capa fina, los extractos etandlicos de raices y tallos y el
etérico de raiz. En un estudio preliminar (Enriquez, 2003), se realizaron pruebas de
cromatografia en capa fina con todos los extractos puros, sin embargo, no fue posible obtener
una resolucion adecuada para la caracterizacion de los compuestos. Por esta razon, previa
caracterizacion por cromatografia en capa fina, se realiz0 una separacion por cromatografia en

columna.

En la fraccion hexanica del extracto etandlico de raiz (Ver figuras 16 y 17), se observan los
mismos carotenoides y agliconas de esteroles y triterpenos de la fraccion hexanica del extracto
etérico de raiz (Ver figuras 4 y 5). Esto revela que las extracciones del material vegetal no fueron
exhaustivas. Por el contrario, ias eluciones en cada columna cromatografica fueron exhaustivas
con cada solvente y por lo tanto, se puede afirmar que cada uno de los compuestos detectados

en cada fraccion, no corresponden a los mismos compuestos de 1a siguiente fraccion.
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Segun se muestra en las cromatoplacas, los compuestos caracterizados corresponden a los

tipos de compuestos determinados mediante el tamizaje fitoquimico previo.

En el extracto etérico de raices se observan abundantes carotenoides y  agliconas de
esteroles y triterpenos, poco polares en su mayoria y aicaloides relativamente mas polares. En
ninguna cromatoplaca se observo la formacion de colas por lo que es posible que los compuestos

caracterizados tengan pocos grupes polares en su estructura.

Dada a disposicion de los alcaloides de las fracciones de acetona y etanol, es posible gue los
mismos tengan estructuras quimicas muy semejantes. Obsérvese que el alcaloide mayoritario
(por intensidad de coloracion) en la fraccion de etanol (Ver figura No. 14), también esta presente
(abundante), en fraccion de etanol de extracto etandlico de tallos (Ver figura No. 25); sin
embargo, por los valores de Rf obtenidos, los demas compuestos no son los mismos y estos
valores no se obtuvieron en la fraccion de etanol del extracto etandlico de raices. Estos
resultados sugieren una molécula mayoritaria en los extractos, de mediana polaridad y
posiblemente muy compleja y por lo tanto, con varios posibles isdmeros o compuestos con

estructuras quimicas muy semejantes entre si.

Las fracciones hexanicas de los extractos etanolicos de raices (Ver figuras 16 y 17) y tallos
(Ver figuras 28 y 29) son idénticas en su composicion y en ambos casos, la presencia de
carotenoides (también presentes en el extracto etérico de raices) denota una extraccion etérica

no exhaustiva, previa extraccion etandlica.

En las fracciones de diclorometano de los extractos etandlicos, se observa la presencia de [0S
mismos alcaioides y en las demas fracciones, posiblemente compuestos parecidos pero de
diferente polaridad. En el caso de los dos extractos etandlicos caractenzados, se CDIEron
placas de ambos extractos con el mismo sistema de solventes, pero solamente en las fracciones
hexanicas y de diclorometano se logré una buena resolucion con el mismo sistema de
disolventes. Esto sugiere que en ambos extractos se encuentra el mismo tipo de compuestas y
de estructura posiblemente muy parecida pero con variaciones de polaridad, o bien, que por la
presencia de uno o mas compuestos diferentes en ambos extractos, se modifica la solubilidad de
los compuestos comunes a ambos extractos, y por 10 tanto, no tienen la misma afinidad por las

fases méviles ensayadas.

En los extractos etanolicos se observé que son abundantes los alcaloides y compuestos

esteroidales, composicion caracteristica de las Apocinéceas.

Con base en los resultados obtenidos, se puede afirmar entonces que 1as decocciones,
infusiones y lociones utilizadas popularmente, si poseen un efecto insecticida; sin embargo, no s
posible determinar el tipo de compuesto responsable de la actividad. Para el efecto, se

recomienda la evaluacién biolégica de cada una de las fracciones obtenidas de las columnas
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cromatograficas. A partir de los resultados que se obtengan, se recomienda una segunda
evaluacion de las fracciones de interés, procurando la evaluacién de cada uno de los
componentes de Ia fraccion. Esta evaluacion permite proponer posteriormente un método de

separacion del principio activo, basado en las caracteristicas del mismo.



Vill. CONCLUSIONES

Los extractos etéricos, de hojas, tallos y raices de Haplophyton cinereum contienen lipidos,
agliconas de esteroles o triterpenos, esteroles y triterpenos no saponificables, carotenoides
saponificables y no saponificables y alcaloides como bases libres. Los extractos etéricos de

hojas y tallos contienen ademads agliconas de fiavonas.

En los extractos etandlicos de hojas, tallos y raices se encontraron saies de alcaloides,
alcaioides como bases cuaternarias y aminas oxidadas, derivados de cumarinas y glicésidos
esteroidales. En los extractos etandlicos de tallos y raices se determiné también 12 presencia

de galotaninos y taninos catequinicos.

Se determind la presencia de poliurdnidos, glisidos, galotaninos y cumarinas en los
extractos acuosos de hojas, tallos y raices. En el extracto acuoso de raices se encuentran

ademas alcaloides; en el de tallos flavonoles y en el de hojas flavononas.

De todos ios extractos obtenidos, los extractos etandiicos de tallos y raices presentaron una
actividad citotdxica muy potente contra Arfernia saling (LDsg igual & 181.8 pg/ml y 151.3
ng/mi respectivamente) ; los extractos etéricos de tallos y raices, etandlico de hojas y acuoso

de raices un efecto moderado y los demas extractos un efecto biocida insignificante.

Solamente los extractos etandlicos de tallos y raices y eférico de raices, presentaron un
efecto insecticida muy potente contra Aedes aegypii con valores de LDs; igual a 266.8 pg/ml,

69.1 pg/ml y 233 .9 ng/mi respectivamente.

A partir de los resultados obtenidos del bioensayo YFM, y considerando que las
preparaciones populares reportadas, incluyen distintas partes de las plantas en lociones,

infusiones y decocciones, el efecto insecticida es muy probable.

La caracterizacion por cromatografia en capa fina, de los extractos etandlicos de tallos y
raices y etérico de raices confimo el tamizaje fitoguimico por medio de reacciones

quimicas.

Fl extracto etérico de raiz se caracterizd por ia presencia abundante de agliconas de

esteroles y triterpenos, carcienoides y alcaloides.
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Los extractos etanolicos de raices y taltos se caracterizaron por la presencia abundante de

alcaioides y compuestos esteroidaies.

No fue posible determinar el nimero de metabolitos secundarios presentes en la pianta,
posiblemente debido a la presencia de uno o mas metabolitos distintos en cada fraccidn, que

modifican 1a solubilidad de los demaés.



IX. RECOMENDACIONES

Caracterizar cada uno de los compuestos detectados en [as placas cromatogréficas, con el
fin de obtener una descripcion completa de los metabolitos secundarios presentes en la

especie.

Con el fin de determinar el o los principios activos con aclividad insecficida, efectuar el
binensayo FMY a cada una de las fracciones caracterizadas mediante TLC y posteriormente,
de cada uno de los compuestos presentes en las fracciones de interés para luego aislar y

elucidar la estructura quimica del (los) pnncipio{s) activo(s).
Evaluar otras posibles actividades biologicas, incluyendo los extractos etandlico de hojas,

acuoso de raices y etérico de tallos puesto que fambién presentan actividad citotoxica contra

Artemia salina.
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Xl.  ANEXOS

A. ANEXO 1: TAMIZAJE FITOQUIMICO (Ortiz, 2003)

1. Extracto etérico (desengrase de material vegetal). 25g del material vegetal, seco
y molido, se extraen exhaustivamente con éter en un aparato soxhiet 0 por maceracion en frio,
hasta que no exista residuo después de la evaporacion del éter. El extracto se concentra hasta un
volumen final de 40 - 50mL. 20mL del extracto etérico se evaporan a sequedad y se le hacen
pruebas de aceites esenciales, compuestos saponificables y no saponificables. El resto de los
30mL del extracto etérico, se utilizan para la identificacion de los alcaloides como bases,
agliconas libres, esteroles, triterpenos y carotenoides que pueden estar presentes en el material

vegetal.

a. Aceites esenciales. 20mL del extracto etérico se evaporan a sequedad. Cuando el
residuo tenga olor agradable, se tratard de disolver en pequeiias cantidades de etanol, por
diluciones repetidas y luego separar por decantacion el residuo y el decantado. El decantado
(disolucion etandlica) se evapora a sequedad y este nuevo residuo debera tener olor agradable si
el material vegetal contiene aceites esenciales (volatiles). En tal caso y por aparie, 50g de
material vegetal original, se destilan con agua (arrastre con vapor) para conocer el porcentaje de
aceites esenciales presentes y sus propiedades fisicoquimicas. Las determinaciones cuali-

cuantitativas se hacen por CCF 0 CG.

b. Lipidos y acidos grasos. La identificacion de los constituyentes de sustancias
grasas se lleva acabo en el residuo obtenido después de decantar la dilucién alcohdlica, seguida
por saponificacion. Para este fin. se afiade a este residuo una solucion de KOH (10mL de 0.5 N)
en etanol y se refluja en un bafio de agua a ebullicion hasta que no aparezcan gotas de aceite en
ta superficie liquida (1-2 horas). Se elimina el etanol por destilacion y el residuo se redisuelve en
agua caliente (15-20 mlL). La solucidn se transfiere cuantitativamente a una ampolia de
separacion. El matraz donde se efectud ia saponificacion se lava primero con agua destilada
caliente, en pequefias cantidades, transfiiendo a la misma ampolla de decantacion y luego de
enfriado, lavado con éter. EI éter se transfiere a la ampolla sobre 1a solucién acuosa (aicalina, a
causa del KOH en exceso) para extraer los constituyentes lipofilicos insaponificabies del extracto.
La extraccion se deberd repetir por dos veces mas, cada vez con 8mb de éter. Como resuitado
de la hidrdlisis se tiene una fraccién etérica (Et1) y una fraccion alcalina acuosa {Ac 1). En esta
fraccion etérica (Et1) podran identificarse esteroles, triterpenos y carotencides.
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c. Agliconas de esteroles y triterpenos. 10 mL de fraccion etérica (Et1) se evaporan
a sequedad. Ei residuo se disueive en 0.5 mL de anhidrido, acético y luego en 0.5 mL de
cloroformo. La solucion se transfiere a un tubo de ensayo seco y se adiciona, por medic de una
pipeta, 1-2 mL de acido sulfarico concentrado por un lada del tubo (reaccidn de Liebemmann-
Burchard). En fa zona de contacto de los dos liquidos se forma un anilio café-rojizo o violeta, la
capa sobrenadante Hega a ser verde o violeta denotando fa presencia de esteroles o trterpenos.
Cuando exista la presencia de clorofila, el ensayo se efectia dividiendo la solucion en dos y

tomando un tubo como patrén de color.

d. Carotenocides. 10 mL de fraccion etérica (Et1) se evaporan a sequedad y se agrega
2-3 gotas de una solucion de tricloruro de antimonio en cloroformo (reaccion de Carl Price). Los
carotenoides se colorean primero de azul y luego llegan a ser rojos. Con acido sulfarico

concentrado los carotenoides llegan a ser azulprofundo o azul-verdoso.

Tanto como los carotencides, las agliconas de esfercides y triterpenos presentes en el
material vegetal, pueden ser identificados por las reacciones especificas indicadas anteriormente.
En la mayoria de los casos, la presencia de pigmentos de clorofila interfieren en ia observacion
de formacién de reacciones coloreadas. Para remover éstos pigmentos de clorofila presentes, el

extracto etérico es transferido a una columna con absorbente (silica o limina).

e. Acidos grasos. La solucion alcalina acuosa (Ac1) es acidificada con HC1 hasta un
pH=3-4. Bajo estas condiciones, l0s 4cidos grasos son liberados de sus sales alcalinas. La
solucién acuosa acida, llega a ser opalescente Los acidos grasos son extraidos de la solucion
acuosa con pequefias proporciones de éter, al ser agitada en una ampolla. Esta nueva fase
etérica es evaporada hasta sequedad. Los acides grasos estan presentes si el residuc es

aceitoso. Los acidos grasos se identifican por CGF o por indices especificos.

f. Alcaloides como bases libres. La identificacion se lleva a cabo en el residuo
obtenido por fa evaporacion de 10 mL del extracto etérico. £l residuo se disuelve en 1.5 mL de
HC1 al 2%. 1.a solucion asi obtenida se divide en tres tubos de ensayo en igual volumen (0.5 mL
c¢/u): Una muestra (0.5 mL) de solucion acuosa acida servira como patron de comparacion. A un
tubo de ensayo (0.5mL"eJa_solucion acuosa) se le afladen 2- 3 gotas de reactivo de Bertrand. Al
otro tubo (8.5 ml. de la solucion acuosa) se le afiaden 2-3 gotas de reactivo de Mayer ( o bien

reactivo de Dragendroff).
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Una opalescencia o un precipitado (amarillo-blanco con reactivo de Mayer o de Bertrand)
indica la presencia de alcaloides.

g. Agliconas de flavonas. 3 mL del exiracto etérico se evapora a sequedad. E!
residuo se disuelve en caliente con 1-2 mL de metanol al 50%, se le afiade magnesio metalico y
4-5 gotas de HCI concentrado. Una coloracion roja o amarilla indica la presencia de flavonoides

en forma de agliconas (reaccion de Shibata o prueba de cianidina).

h. Emodoles (agliconas de antracendsidos). 3 mL del extracto etérico (naranja-
amarillo) se transfiere a un tubo de ensayo y se le afiade 1 mL de amoniaco al 25% (o bien NaOH
al 10%) y luego se- agita (reaccion de Bomtrager). Una coloracion roja indica la presencia de

emodoles.

i. Cumarinas. 3 mlL del exitracto etérico se evapora a sequedad. E! residuo se
disuelve en agua caliente. Después de enfriada, ia solucion se divide por igual en dos tubos de
ensayo. Un tubo de ensayo se usara como referencia y la solucion acuosa del segundo se
alcaliniza con 0.5 mL de amoniaco al 10%. El aparecimiento de una intensa fluorescencia bajo
luz uliravioleta, indica la presencia de cumarinas y sus derivados. La presencia de estas
sustancias puede ser confrontada con la reaccion Feigl-Frehden-Anger {formacidn de &cido

hidroxamico).

La reaccion de Feigl-Frehden-Anger es especifica para lactonas hexatomicas presentes en
las moléculas de cumarinas. La solucion investigada bajo iuz ultra-violeta se transfiere a una
capsula y se afaden 4-5 gotas de solucion de clorhidrato de hidroxilamina anadiéndosele luego
una solucion alcohdlica de KOH al 10% hasta obtener un pH de 8-9. La solucion se concentra
y a este residuo se le agrega una solucion de HCH 10% hasta un pH de 3-4 agregandosele
luego 1-2 gotas de soluci6n de cloruro fémico al 3%. La formacion rapida de una cotoracion

violeta indica la presencia de derivado lactonico.

2. Extracto etandlico (blando). El resto del material vegetal seco, después de la
exiraccion con éter (u otro disolvente apolar), se exirae por reflujo (20-30 min), dos o tres veces

con alcohol. La solucion filtrada se corrbina y concentra hasta 50 mL.

Los constituyentes quimicos presentes en el extracto pueden ser identificados por medio de

algunas reacciones especificas en el extracto alcoholico o el hidrolizado.
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a. Reacciones que se llevan a cabo en el extracto etandlico sin hidrolizar

1) Taninos. 0.5 -1 mL del extracto alcohdlico se disuelven con agua (1-2 mL) y se
le aflade 2-3 gotas de solucién diluida de cloruro férrico. El desarrollo de un color azul oscuro
muestra ia presencia de galotaninos y un coior verde oscuro indica taninos catequinicos (no
hidrolizables}. En caso ocurra la existencia de ambos taninos en el extracto, pueden ser

separados con ayuda del reactivo de Styassny,

Styassny: Una solucion de formaldehidehido en acido clorhidrico y una cantidad del extracto
etandlico se ebulle a reflujo. Bajo estas condiciones, los taninos tipo catequinas se condensan
formando un precipitado color rojo, ef cual se fittra. El filtrado se neutraliza con acetato de sodio y
se agregan unas gotas de cloruro fémco. El desarrolio de un color azul profundo indica la

presencia de galotaninos.

2) Compuestos reductores. 0.5-1 mlL) del extracto alcohdlico se diluyen con agua
{1-2 mL); se adiciona 0.5-1 mL de reactivo de Fehling | + || y luego se calienta. Un precipitado

rojo 1adrillp indica la presencia de compuestos reductores.

3) Sales de alcaloides. 20mL del extracto alcohdlico se transfieren a una capsula
de porcelana y se evapora en baiio-maria 0 arena caliente. Se afiade HC1 10% (5-10 mL) al
residuo conteniendo los alcaloides como sales de algunos acidos organicos. Los alcaloides son
ahora sales de acido mineral. De la solucion acuosa, los alcaloides se precipitan como bases ¢on
ta ayuda de hidroxido de amonio al 10% (pH = 8-9} y luego se extraen con un disolvente apolar
(éter, cloroformo, etc). La solucion etérica o cloroformica se evapora a sequedad en una capsuia
de porcelana. El residuo se disuelve en HCI 2% (1.5 mL aproximadamente). La solucion 4cida,
que contiene los alcaloides bajo ia forma de sales se divide en tres tubos de ensayo: uno se toma
como referencia, a otro tubo se le adiciona unas gotas de reactivo de Bertrand y al tercero, unas
gotas de reactivo de Mayer. El aparecimiento de una opalescencia o un precipitado amarillo-claro,

con reactivo de Mayer o de Bertrand muestra la presencia de alcaloides.

4) Alcaloides como bases cuaternarias, y aminas oxidadas. 20 g del producto
vegetal desengrasado, se extrae con alcohol al 80% usando el método descrito para la
preparacion det extracto etandlico. Cuando se utiliza alcohol al 80%, para la preparacion del
extracto etandlico, se puede concentrar el extracto hasta grado miel. Se afiade 8 mL de HC1

10%: se calienta y agita con una varilla de vidrio, y luego de enfriado se aflade 0.5 g de cloruro de
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sodio y se agita de nuevo. La solucion se filtra y se lava el papel filtro con 2-3 mLde HC1 10%. Al
filtrado se le hacen pruebas con reactivo de Bertrand y Mayer. El aparecimiento de abundante

precipitado, puede denotar ta presencia de alcaloides y sales cuatemarias u 6xidos de aminas.

Para confirmar la presencia de alcaloides, el remanente extracto acuoso acido, se transfiere a
una pequefia ampolla de decantacion, se adiciona hidréxido de amonio (pH = 8-9) y se agita con
pequefias porciones de éter o cloroformo. El extracto cloroférmico o etérico (a1) y la solucion
alcalina (a2) se separan. La identificacion de alcaloides en la fase etérica o cloroformica se lleva a

cabo siguiendo la metodologia expuesta anteriormente.

Para confirmar la presencia de bases cuatemarias y 6xidos de aminas, la solucion alcalina
(Ac2) se acidifica con HC1 10% y luego se filtra. El filtrado se divide y se le hacen pruebas con
los reactivos de Bertrand y Mayer. E{ aparecimiento de un precipitado, denota la presencia de

bases cuaternarias u Gxidos de aminas.

h. Reacciones en el extracto etanélico hidrolizado. A 25 mL de extracto alcohdlico,
se afiaden 15 mL de HC]_10% y se coloca la solucion a reflujo por 1hr. Durante la hidrolisis la
solucion llega a ser opalescente debido a la precipitacion de agliconas obtenidas por la ruptura de
los glicosidos. Después de enfriado, a solucion se extrae con éter por 3 veces (10-15 mL) en una
ampolla de decantacion. Las fracciones etéricas (30-36 mL) se colocan juntas y se secan ¢on
suifato de sodio anhidrido. De este reflujo resulta una fraccion etérica (Et2) y una acuosa acida
(Ac2). La fraccion etérica (Et2) servira para identificar antracenésidos, cumarinas, flavonoides,
glicésido de esferoides y triterpenos. La fraccién acuosa acida (Ac 2) para la identificacion de

antocianésidos, siguiendo las siguientes pruebas:

1) Antracendsidos. La fraccion eterica (Et2) (4mL) se concentra a 2 mL y luego se
le adiciona, agitando, 1-2 mL de amoniaco al 25%. La produccién de un color cereza-rojo en la
solucion alcalina indica la presencia de emodoles (agliconas de antracenosidos) en una forma

oxidada (reaccion de Bomntrager).

2} Derivados de cumarinas. La fraccion etérica (Ei2) (bmlL) se evaporan a
sequedad. El residuo se disuelve, calentando, en 1-2 mL de agua. La solucion acuosa s€ divide
en dos tubos de ensayo con igual volumen. A uno de los tubos se le adiciona 0.5 mL de
amoniaco al 10%, y el otro sirve de referencia. El aparecimiento de fluorescencia azul o verde

bajo luz ultravioleta, mas fuerte para la solucion alcalina, indica la presencia de cumannas.
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La reaccion de Feigl-Frehden-Anger es especifica para lactona hexatomicas presentes en ias
motéculas de cumarnas. La solucion investigada bajo fuz ultravioleta se transfiere a una capsula
y se anaden 4-5 gotas de solucion de clorhidrato de hidroxilamina afiadiéndosele luego una
solucién alcohdlica de KOH al 10% hasta obtener un pH de 8-9. La solucion se concentra y a este
residuo se le agrega una solucién de HCI 10% hasta un pH de 3-4 agregandosele luego 1-2 gotas
de solucion de cloruro férico al 3%. La formacién rapida de una coloracién violeta indica la

presencia de derivado lactonico.

3) Glicosidos esteroidales (glicosidos cardiotonicos o saponinas). La fraccion
etérica (Ei2) (10mL) se evaporan a sequedad, el residuo se disuelve sucesivamente en 0.5 mbL de
anhidrido acético y 0..5 mL de cloroformo. La solucion se trasfiere a un tubo de ensayo seco y por
medio de una pipet‘é se adiciona hasta el fondo de} tubo, 1-2 mbL de acido sulfarico concentrado
(reaccion de Lieberman Burchard). En la interfase de ambos liquidos, se forma un anillo de color
rojo-café o violeta-café; la capa superior se toma de color verde-azulado o violeta cuando estan

presentes esterdles y trterpenos,

La identificacion de glicosidos cardioténicos, agliconas de cardenolidos, es posible por medio
del test de Keddee. El residuo obtenido por ia evaporacién de 4 mL de la fraccion etérica (Et2) se
disuelve en metanol (1-2-mL} y se le afiade 1-2 mL de una solucion etandfica de KOH 1N y 3-4
gotas de una solucion alcohdlica del acido 3,5-dinitrodenzoico al 1%. Por calentamiento se

obtiene et desaparecimiento de una coloracion violeta.

Las saponinas presentes pueden detectarse por medio del test de la espuma o por el test de

hemdlisis usando la solucion acuosa de el residuo perteneciente a la solucion sin hidrolizar.

4) Flavonoésidos (glicosidos de flavonas). 5 mbL de la fraccion etérica (Et2) se
evaporan a sequedad. El residuo se disuelve, con calentamiento, en 1-2 mL de metanol al 50%,

luego se adiciona magnesio metalico y 5-6 gotas de HC1 concentrado.

c. Fraccion acuosa acida (Ac2)

1) antocianésidos (pigmentos de antocianina). Sila fraccion acuosa acida (AC2)
es color rojo y se toma violeta a un pH neutro, o de verde a azul en un medio aicalino, [as

antocianinas etan presentes.
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3. Extracto acuoso (duro). Elproducto vegetal extraido con étery luego con etanol es
secado y extraido en un recipiente conico con agua caliente por 20 minutos. La solucién, después
de filtrada, se concentra hasta un volumen de 50 mL. De nuevo en este caso, una parte de la
reaccién toma lugar directamente en el extracto, pero para la identificar otros principios activos es

necesaria una hidrolisis.

a. Reacciones que se llevan a cabo en el extracto acuoso sin hidrolizar

1) Poliurénidos (pectinas, mucilagos, gomas). 2 mL dei extracto acuoso se
adicionan gota a gota en un tubo de ensayo donde han sido colocados 10 mL de etanot o
acetona, si se fornia un precipitado denso, debera separarse por filtracion o centrifugacion y
lavado con alcohol, luego se colorea con un colorante especifico (hematoxilina, azul de toluidina,
azu! de metileno, etc.). La formacién de un precipitado violeta o azul denota la presencia de

mucilagos.

2) Compuestos reductores. La identificacién se hace con solucion de Feling (I y 1)

bajo las condiciones descritas para el extracto etandlico. Se utiliza 1 mL del extracto acuoso.

3} Glasidos (osas y poliosas). 2 mL del extracto acuoso se transfieren a una
capsula de porcelana y se evaporan a sequedad, se adicionan 2-3 gotas de &cido sulfirico
concentrado y se deja reposar por 3-5 minutos. Por deshidratacion se forma furfirat { a partir de
pentosas) o hidroximetilfurfiiral ( @ partir de hexosas). Se adiciona luego, 3-4 gotas de una
solucién etandlica saturada con Timol (reactivo de Molish). La formacion de un color rojo, denota
la presencia de gldsidos (osas, poliosas). A aproximadamente 1 mL del extracto acuoso,
decantado y diluido, se le adiciona 1-3 gotas de solucién de Lugol. Si el aimidén esta presente,

aparecera una coloracion azul.

4) Saponinas (sapondsidos). Agite por 15 minutos 2 mL de solucidn diluida (1:1)
en un tubo de ensayo de 1.6 cm de diametro. La formacion de una columna de espuma de 1 €m
de altura, persistiendo por 15 minutos indica la presencia de saponinas. Las pruebas positivas de

Liebermann- Burchard y la de Hemolisis debe confirmar la estructura esferoidal.
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5} Taninos. La identificacion se lleva a cabo en 1 mL del extracto acucso, se le
aflade 2-3 gotas de solucién diluida de cloruro férrico. El desarrollo de un color azul oscuro
muestra la presencia de galitaninos y un color verde oscurc indica taninos catequinicos (no
hidrolizables). En caso ocurra |a existencia de taninos tipe galico y catequing en el extracto,

pueden ser separados con ayuda del reactivo de Styassny.

6) Alcaloides. 15 mL del extracto acuoso se lleva a pH 8-9 con una solucidn de
hidroxido de amonio 10% y se extrae con un disolvente apolar ( éter, clorofonmo, etc). La
solucion etérica o clorofénmica se evapora a sequedad en una capsula de porcelana. Ei residuo
se disuelve en HCI 2% (1.5 mL aproximadamente). La solucion acida, que contiene los alcaloides
bajo la forma de sales se divide en tres tubos de ensayo: uno se toma como referencia; a un tubo
se le adiciona unag gotas de reactivo de Bertrand y al otro, unas gotas de reactivo de Meyer. El
aparecimiento de una opalescencia o un precipitado amarillo-claro, con un reactivo de Meyer o de

Bertrand muestra la presencia de alcaloides.

b. Reacciones que se hacen en el extracto acuoso hidrolizado. Para la hidrolisis e
identificacion de antracendsidos, cumarinas, flavonoides, glicdsidos esteroidales y triterpenos en

el extracto acuoso se sigue la siguiente técnica.

A 25 mL de extracto acuoso, se afiaden 15 mL de HCL1Q% en etanol y se coloca ia solucion
a reflujo por 1 hr. Durante la hidrélisis la solucién llega a ser opalescente debido a la precipitacion
de agliconas obtenidas por la ruptura de los glicésidos. Después de enfriado, ta solucién se
extrae con éter 3 veces (10-15 mL) en una ampolla de decantacion. Las fracciones etéricas (30-
36 mL) se colocan juntas y se secan con suifato de sodio anhidrido. De este reflujo resulta una
fraccion etérica (Et3) y una acuosa (Ac3). La fraccion etérica (Et3) servira para identificar
antracenosidos, cumarinas, flavonoides, glicdsidos de esteroides y triterpencs, y la soclucion

acuosa acida (Ac3) los antociangsidos, haciendo las siguientes pruebas:

1) Antracendsidos. La fraccion etérica (Ft3) (4mL) se concentra a 2 mL y luego se
le adiciona, agitando, 1-2 mL de amoniaco al 25%. La produccién de un color cereza-rojo en la
solucién alcalina indica la presencia de emodoles (agliconas de antracendsidos) en una forma

oxidada (reaccion de Bomtrager).

2) Cumarinas. La fraccion etérica (Et3) (5mLl) se evaporan a sequedad. El residuo

se disuelve, calentando, en 1-2 mL de agua. La solucién acuosa se divide en dos tubos de
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ensayo con igual volumen: A uno de los tubos se le adiciona 0.5 mL de amoniaco al 10%, y el
otro sirve de referencia. El aparecimiento de una fluorescencia azul o verde bgjo luz ultravioleta,
mas fuerte para la solucién alcalina, indica la presencia de cumarinas.

La reaccion de Feigl-Frehden-Anger es especifica para lactona hexatomicas presentes en las
moléculas de cumarinas. La solucién investigada bajo luz ultra-violeta se transfiere a una capsula
y se afaden 4-5 gotas de solucidn de clorhidrato de hidroxitamina afadiéndosele luego una
solucién alcohdlica de KOH al 10% hasta obtener un pH de 8-8. La solucién se concentra y a este
residuo se fe agrega una solucion de HC1 10% hasta un pH de 3-4 agregandosele luego 1-2
gotas de solucion de cloruro fémico al 3%. l.a formacion rapida de una coloracion violeta indica la

presencia de derivado 1actonico.

3) Glicosidos esteroidales (glicésidos cardiotonicos o saponinas). La fraccion
etérica (Et3) (10mL) se evaporan a sequedad, el residuo se disuelve sucesivamente en 0.5 mlL de
anhidrido acético y 0..5 mlL. de cloroformo. La solucién se transfiere a un tubo de ensayo seco por
medio de una pipeta se adiciona hasta el fondo del tubo, 1-2 mlL. de acido sulfarico concentrado
{reaccién de Lieberman Burchard). En la interfase de ambos liquidos, se forma un anillo de color
rojo-café o violeta-café; la capa superior se toma de color verde-azulado o violeta cuando esta

presentes esteroles y tnterpenos.

La identificacion de glicosidos cardiotonicos, agliconas de cardendlidos, es posible por medio
del test de Keddee. El residuo obtenido por la evaporacion de 4 mL de la fraccion etérica (Et3) se
disuelve en metanol (1-2 L) y se ie afade 1-2 mL de una solucion etanolica de KOH 1N y 3
gotas de una solucion alcohdlica del acido 3 5-dinitrodenzoico al 1%. Por calentamiento se

obtiene aparecimiento de una coloracién violeta.

l.as saponinas presentes pueden detectarse por medio del test de la espurna o por el test

hemétisis usando !a solucion acuosa del residuo perteneciente a la solucion sin hidrolizar.

4) Flavonésidos (glicosidos de flavonas). 5 ml de la fraccion etérica (Et3) se
evaporan a sequedad. El residuo se disuelve, con calentamiento, en 1-2 mL de metanol al 50%,
luego se adiciona magnesio metalico y 5-6 gotas de HCI concentrado. La solucion se toma de

color rojo cuando estan presentes flavonoles y amarilla cuando flavanonas (reaccion de Shibata).
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d. Fraccion acuosa acida {(Ac2)
1) antocianosidos {(pigmentos dé antocianina). Silafraccion acuosa acida (Ac3)

es color rojo y se toma a violeta a un pH neutro, o de verde a azul en una medijo alcalino, las

antocianinas estan presentes.



B. ANEXO 2: Coloraciones obtenidas con reveladores Magico 1 y Magico 2.

Cuadro No. 32. Coloraciones obtenidas con reveladores Magico 1 y Magico 2

Color observado Tipo de compuesto mas probable

- Carotenoides

- Glicésidos de flavonoides
- Polifenoles

- Agliconas de flavonoides

Amarillo - Naranja

- Triterpenoides glicosidicos
Violeta - Morado - Agliconas de triterpenos
- Compuestos esterocidales

- Alcaioides
Rojo - Compuestos del fenilpropano con grupos cromaforos.
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C. ANEXO 3: Reactivos para tamizaje fitoquimico.

Cuadro No. 33. Reactivos utilizados para tamizaje fitoquimico u precio estimado

Reactivo Cantidad necesaria’ Precio en quetzales
Acetaldehido 100 105.52
Acetato de etilo 300 95.16
Acetato de sodio 120 85.91
Acetona 2000 84.28
Acido 3,5-dinitrobenzéico 5 12.50
Acido acético glacial 300 29.80
Acido clorhidrico 36% 700 48.28
Acido sulfirico 42 4,29
Amonio 100 1578
Anhidrido acético 220 39.19
Azul de metileno 15 55.79
Berniceno 300 103 .40
Butanol 300 56.30
Ciclohexano 300 75.07
Clorhidrato de hidroxilamina 1 41,14
Claroformo 700 338 91
Cloruro de mercurio (i) 2 14.19
Cloruro de sodio 5 098
Cloruro férrico (111} 3 1.31
Diclorometano 300 56.71
Dimetil sulfoxido 300 91.39
Etanol 70% 4’ 200.00
Etanol 95% 300 49 50
Fter sulfirico 4 1076.00
Formaldehido 120 30.10
Hexano 300 148.51
Hidroxido de potasio 75 25.84
Hidroxido de sodio 25 36.04
Magnesio metalico 9 21.55
Metanol 60 13.07
Nitrato de bismuto 4 58.50
Pentano 300 113.22
Sulfato de sodio anhidro 15 3.39
Timol 6 9.09
Tolueno 300 61.20
Triclorurg de antimonic 5 11.23
Trietanciamina 100 24 .28
Vainillina 10 32 .11
Yoduro de potasio 160 208.00

' Cantidad expresada en gramos o bien mililitros segln sea el caso.

* Cantidad dada en galones.
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