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INTRODUCCION

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica que se ha utilizado
desde tiempo inmemorial. Durante mucho tiempo los remedios naturales, y sobre todo las
plantas medicinales fueron el principal e incluso el Unico recurso quenidisdos médicos.

Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las especies vegetales que poseen
propiedades medicinales y ampliar su experiencia en el empleo de los productos que de ellas
se extraen.

En la actualidad las especies del géngemnahan sido segregadas en dos géneros mas,
Chamaecrista Moencf250 especies) $enna Mill.(250 especies) basandose en el detalle
androceo, de los frutos y la semillas se encuentran entre 2700 3800 msnm. E£iatsida
senna L.(Cassia acutifolia Delil&senna alexandrine Mill) y Cassia augustifolia Valh, la
Cassia tora L es utilizada en el Pert como sustituto del café, existe tambizastaa alata

L. (Senna alata L. Roxb), la Cassia occidentalis (Senna occidentalisdda como laxante

y purgante.

Los vegetales del génef@assia o Sennaon conocidas por la presencia de compuestos
antraquinonicos, reportados con diferentes acciones farmacoldgicas. Estudios etnobotanicos
realizados en Cuba, reconocen a varias especi€askacomo plantas que poseareres

por sus propiedades medicinajese reportan empleos tradicionales como antihipertensivos,
antiinflamatorios, antiinfecciosos, diuréticos, antitumorales, antianémicos, antimicrobianos,
antiherpéticos, anticatarrales, analgésicos, contra afescinté@neas, para el tratamiento de
trastornos estomacales, espasmos, colicos nefriticos y calculos renales.

Se reporta como la accidbn mas reconocida de las quinonas detectadas en las plantas del género
Cassiala de laxante, por ejemplo, algunas antraquasgmresentes en el SerCdssia
angustifolig. También se han reconocido &fectos beneficiosos de las hojas de estas plantas

en el tratamiento antiparasitario y contra infecciones cutaneas de origen bacteriano y fangico.

La revision bibliografica de I8enna multijugandica se emplea en la Amazonia ecuatoriana,
la infusion de Martin Galvis como antiinflamatorio.
En la Universidad Federal de Juiz de Fora, Laboratorio de productos Naturales Bioactivos, de

Brasil, se realiz6 un estudio sobre la actividadimicrobiana y antioxidante de algunos
extractos de plantas en el que incluggamna multijugapbteniendo resultado positivo para
Staphylococcus aure8TCC 6538) por lo cual ha motivado el interés de investigacion para
realizar el andlisis de sus mietditos secundarios.



Con estas razones se planted los siguientes objetivos identificar la esgemndenultijuga
existente en la Region del Oriente Ecuatoriano Lago AdPieparar el extracto y
subextractos Identificar los grupos fitoquimicos por toélos fisicos cromatogréficos,
Extraer, purificar y posible identificacion de metabolitos secundarios del extrabtarte
Galvis(Senna multijuga).

Esta investigacion empieza con la identificacion taxonémica de la especie y una vez obtenida
el vegetal fue necesario que en conocimiento de que las antraquinonas son los metabolitos
secundarios presentes en las diversas variedad8sromsse realizOla preparacion de los
extractos etandlicos y sub extractos etéreo, cloroférmico y butandlico seguida de la realizacion
del Tamizaje Fitoquimicgpara determinar la presencia de que grupos fitoquimicos estan
presentes en la composicion quimica d8dana muifuga.

Posteriormente se separ0, purificd y se determind su posible estructura mediante métodos
espectroscopicos (UV). Se hizo posible separar los metabolitos mediante la extraccion de
solventes organicos, separando cromatograficamente ya sea en C@frefmrativa o en
columna y mediante las reglas de Woodwéidser la posible estructura de estos metabolitos
teniendo como resultado a los flavonoides, cumarinas, terpenoides y antraquinonas.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 PLANTAS MEDICINALES

Plantas medicinaleSon aquellos vegetales que elaboran unos productos llamados principios
activos, que son sustancias que ejercen una accion farmacologica, beneficiosa o perjudicial,
sobre el organismo vivo. Su utilidad primordialyeces especifica, es servir como droga o
medicamento que alivie la enfermedad o restablezca la salud pérdida; es decir que tienden a
disminuir o neutralizar el desequilibrio organico que es la enfermedad. Constituyen

aproximadamente la séptima parteakedspecies existentes.(1)(3)(4)(20)

1.2 Cassia angustifoliavalh (INDIA)

Los frutos y las hojas de la planta de sen contienen los llamados sendsidos, que ejercen su
efecto laxante bien tolerado y seguro en destino, en el extremo del intestino §emésidos

actuan en total: laxante. La motilidad intestinal es estimulada.

La liberacion de sodio y agua en el intestino se inhibe, por lo que mas agua que permanece en

el intestino y las heces se mantiene humedo.
La afluencia de agua y electrolitos dingestino se promueve.(26)(27)

Aplicacion



Se recomienda el uso de sen como laxante estimulante con un estrefiimiento grave, si un
cambio en la dieta y agentes de relleno no han tenido el efecto deseado.
Ademas, una aplicacion puede ser util para:

Enfermedades en las que un taburete suave es deseable, como las hemorroides, fisuras anales

o cirugia del rect@nal.

Limpieza del intestino antes y después de la cirugia en el abdomen o de los rayos X.

ContraindicacionesNo se debe utilizaBennaen:

Intestino (ileo)

=

Apendicitis las enfermedades cronicas inflamatorias intestinales como la enfermedad de
Crohn, la colitis ulcerosa.

1 Dolor abdominal de causa desconocida

91 Deshidratacion severa.

1 Alergia al sen en el embarazo y la lactancia
1 Los nifios menes de 12 afos

Efectos secundarios

Si se aplica correctamente, son efectos secundarios raros. En raras ocasiones puede causar
molestias gastrointestinales como calambres, que puede ser resuelto por una dosis mas baja.
También puede ocurrir en alguncssos de reacciones alérgicas tales como picor, urticaria y

erupciéon cutanea. (14)(27)

Interaccion

El uso a largo plazo no debe hacerse. En general, una aplicacion es suficiente de 1 a 2 semanas.
Si se abusa, puede causar una deficiencia de potasi®ficeentia de potasio aumenta el
efecto de ciertos medicamentos, tales como glucésidos cardiacos (para la insuficiencia

cardiaca) y antiarritmicos (para trastornos del ritmo cardiaco). Por otra parte, las pérdidas de
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potasio se ven reforzadas por ciertoedibamentos como los diuréticos de tiazida,
Nebenierenrindensteroide (cortisona) y raiz de regaliz.

Dosis

La dosis de la droga no debe exceder de 30 mg diario. Lo importante y util es una dosis

individual.

La diarrea o heces muy liquidas es un signhairgede dosis muy altas o el uso frecuente de

esta droga.

El Sennaesta disponible en formas farmacéuticas diferentes, por ejemplo en forma de
comprimidos o té. Los tees debe aplicarse en forma de infusion en frio, porque es mejor
tolerada.(47)

Componentes

- Antraquinonas: Rehina, aloemodina, Senosidos Ay B; Cy D
- Flavonoides: Kamferol.

- Acido crisofanico

- Cumarinas: visnadina

- b sitosterol

- Aceites y resinas(11)((18)

R, R, Compuesto

OH O OH CH; OH Rheum-Emodma
CH; OCH;  |Fiscién

“‘ CH; H Crisofanol
R, R, CH,0H [H Aloé-emodina

) COOH [H Rheina

0

FIG N°1 ESTRUCTURAS DE COMPUESTOS ANTRACENICOS

FUENTE: http.quinonasp.pdf.co



Kamfer ol

Uso Tradicional: las hojas deéSennase han utilizado tradicionalmente como una de las

principales recursos para el tratamiento de estrefiimiento.(32)(50)

1.3 Senna multijuga

FOTOGRAFIA N°1 MARTIN GALVIS, Senna multijuga
FUENTE: http://www.henrietteesherbal.com
Sennaes ungénerode la familiaFabaceaeon alrededor de 25speciesEs nativo de todas
las regiones tropicales con alguna de las especies distribyidaslas regiones
templadas.(43)(49)


http://es.wikipedia.org/wiki/Genus
http://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/Especies

1.3.1 CLASIFICACION CIENTIFICA
Clase Equisetopsida C. Agardh

Subclase:Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Rosanae Takht.

Orden: Fabales Bromhead

Familia: Fabaceae Lindl.

Género: Senna Mill.

Especie Sennamultijuga

1.3.2 DESCRIPCION

Nombre comun Martin Galvis

Forma de vida Arbol de hasta 12 m de alto y a. d. p. de hasta 40 cm, tronco derecho y copa

aplanada con las ramas ascendentes.

Corteza: externa lisa, pardo grisacea, con numerosas lenticelas proteisediésguestas en
lineas horizontales. Interna pardo verdosa, ligeramente fibrosa de sabor muy amargo, exuda

un jugo verde amarillento. Grosor de la corteza de 7 a 8 mm.

Hojas: Dispuestas en espiral, paripinnadas, de 5 a 13 cm de largo incluyendo e, peciol
compuestas por 20 a 50 pares de foliolos opuestos subsésiles; laminas lineares con margen
entero y revoluto, apice redondeado y mucronado. Haz verde opaco y ligeramente glauco en

el envés con el margen pubescente.(43)(47)

Flor: En paniculas o racimositates y terminales de 5 a 10 cm de largo, zigomorfas de 1.5 a

2.5 cm de diametro, de color amarillo. Florecen de julio a enero.
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Fruto: Vainas de 10 a 15 cm de largo y de 1.5 a 2 cm de ancho, aplastadas con numerosas
septos angostos y paralelos, negrataprgs, cada septo contiene una semilla aplastada de 1
cm de largo, de color pardo brillante. Fructificacién de noviembre a febrero.

Distribucién: Esta especie se presenta en la vertiente del Golfo desde el sur de Hidalgo hasta
el norte de Chiapas. Es alamte en la vegetacion secundaria derivada de selvas altas o

medianas perennifolias y subperennifolias.

Usos:Se emplea frecuentemente como arbol de ornato. (50)
1.4 EXTRACTOS VEGETALES

Se define como extracto vegetal el producto liquido obtenido a ganpiantas o parte de
ellas con varios procedimientos y con varios solventes. (10)(39)

1.4.1 METODOS DE EXTRACCION

La extraccion soélidgiquido es una operacion que esta presente practicamente en todos los
procesos tecnoldgicos relacionados con la industrilmica y médicdarmaceéutica; dentro de

ésta, los métodos de extraccion por maceracion y la percolacion o lixiviacion son los mas
utilizados. (18)(19)

1.4.1.1 Maceraciéon

El material crudo previamente triturado se pone en contacto duradero conccanficiante

de solvente, en un tanque cerrado a temperatura ambiente dwbftei@s hasta el
agotamiento de la droga vegetal. Puede utilizarse agitacion. Posterior a este tiempo la mezcla
es filtrada, el material insoluble es lavado con el mismo stEweifos filtrados se mezclan

para concentrar el extracto. (19)(20)

1.4.1.2 Percolacion o lixiviacién:

El material crudo previamente triturado se pone en contacto con cantidad suficiente de

solvente de forma tal que el solvente cubra la capa de sélido angelet percolador. El



solvente se renueva de modo continuo manteniéndose un gradiente de concentracion, el
disolvente puro desplaza al que contiene la sustancia extraida sin ser necesario aplicar presion.
La droga residual es prensada y el fluido obtenislac@mbinado con el percolado para
concentrar el extracto. (23)

1.4.2 CLASIFICACION DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

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

en:

-Extractos fluidos o liquidos

-Extractossemisolidos o blandos
-Extractos secos (20)

1.4.3 PREPARACION DE EXTRACTOS

Es importante establecer los parametros de extraccion para lograr la estandarizacion del
proceso, esto garantizara la calidad, rendimiento, seguridad y eficacia del producioahedi
Por ejemplo: (1) (4)

MNaturaleza quimica de la materia prima vegetalconocer las caracteristicas del metabolito

0 compuesto quimico a extraer.

ASeleccion del solventedefinir la selectividad del solvente a emplear, el solvente éptimo seréa

el que bgre extraer un mayor rendimiento del compuesto de interés.

ARelacion sélideliquido: la proporcion mas conveniente de trabajo sera aquella con la que se

alcancen los mayores rendimientos de extraccion.(2)

Aramarfio de particula del sélido:de la forma y diransién de los sélidos depende en gran
medida el éxito de la lixiviacidon, a menor tamafio de particula, mayor superficie de contacto
entre la droga y el disolvente, y por tanto, mayor acceso de los principios activos al medio
liguido; no obstante, tamafios pigrticula muy pequefios conducen a la formacién de polvos

demasiado finos, que pueden causar problemas en el proceso de extraccion.
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Aremperatura: el aumento de la temperatura favorece la extraccion, hay que prestar especial
atencion cuando la sustancia m¢erés es termolabil o el menstruo es volatil, ademas,
temperaturas elevadas pueden conducir a lixiviar cantidades excesivas de solutos indeseables.
(23)

Avelocidad de agitacion y tiempo de extraccionlos 6ptimos valores de estos parametros
seran aquellos que logren extraer un mayor rendimiento del producto. A mayor tiempo de

contacto, mayor capacidad tendré el disolvente para alcanzar el equilibrio de concentraciones.
Aviscosidad del mediono debeneleccionarse solventes de viscosidad relativamente alta.

El extracto vegetal obtenido se debe caracterizar en cuanto a: sustancias activas y marcadores,
densidad, solventes residuales, solidos totales, pH, control microbiologico y volumen total.
(39)

1.4.4 ESPECIFICACIONES DE CALIDAD DE LADROGAVEGETAL

Entre las especificaciones de calidad exigidas panealaaciorde materias primas vegetales

con fines medicinales se encuentran:

9 Caracteristicas macroscopicas (forma, tamafo, caracteres superficiales, textura 'y
fractura).

Identificacion y cuantificacion de sustancias activas o marcadores.

Sustancias solubde

Cenizas totales.

Materias extrafas.

Contenido deagua

Tamafio de particulas.

Control microbioldgico.

= =2 A =4 A4 A A -

Metales pesados(8)


http://www.monografias.com/trabajos13/ladrogcc/ladrogcc.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/conce/conce.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/problemadelagua/problemadelagua.shtml
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1.4.5 CONCENTRACION DE EXTRACTOS

Toda vez que se ha realizado la etapa de extraccidén y separacion, se procede a eliminar parte
del solvente de extraccién para aumentar el contenido de sélidos en el extracto. Este proceso
se realiza a presion reducida con lo que se disminuye la tempedaturalentamiento
necesaria para la salida del solvente, el rotavapor es una buena alternativa para trabajos en el
laboratorioy es ampliamente usado miex# quesistemasanalogos se utilizan ascala
industrial (evaporadorespndensadorés

También pueden utilizarse métodos de precipitacién del principio activo, combinados con
etapas de filtracion, extraccion liquitiquido, entre otras. (18)

1.4.6 EXTRACTO ETANOLICO

De 100g de planta fresca y molida se coloca en un matraz erlenmeyer de 500mL y se deja
macerar con suficiente cantidad de etanol para cubrir completamente la planta. Después se
filtra (papel filtro No. 4) u algodon y en un rotavapor se lleva a sequedadadtexa 47C

y a presion reducida. Se pesa el extracto seco y se coloca en un vial bien cerrado, en el
refrigerador (16)(23).

1.5 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas intermedias de la
investigacionfitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales grupos
guimicos 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. El tanogajeniito

consiste en la extraccion de la planta con solventes apropiados y la aplicacion de reacciones
de color y precipitacion. Debe de permitir la evaluacién rapida, con reacciones sensibles,

reproducibles y de bajo costo.

1.5.1 FUNDAMENTO
Se basa en pruebagefiminares sencillas y rapidas que permiten detectar cualitativamente la

presencia de determinados grupos de compuestos. Se ayudan de la micro quimica para


http://www.monografias.com/trabajos15/informe-laboratorio/informe-laboratorio.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/teosis/teosis.shtml
http://www.monografias.com/trabajos6/dige/dige.shtml#evo
http://www.monografias.com/trabajos/compelectropas/compelectropas.shtml
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evidenciar estos grupos de constituyentes mediante formacion de precipitados, coloraciones,
etc.

Edas reacciones se caracterizan son selectivas para las clases o grupos de compuestos que se
investigan, son simples y rapidas, detectan la minima cantidad posible y utilizan un minimo

de equipo de laboratorio (1) (3).

1.5.2 METODOLOGIA EN EL ANALISIS FITOQUIMICO
En términos generales un analisis fitoquimico debe comprender cuatro etapas bien definidas:

1 Recoleccion y clasificacion botanica de la especie en estudio.

1 Extraccion, separacion y purificacion de constituyentes quimicos.
1 Determinacion estructural, y

1 Ensays farmacoldgicas (1).

1.5.3 REACCIONES DE IDENTIFICACION

Ensayo de Sudan

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos grasos, para ello, a la alicuota
de la fraccion en el solvente de extraccion, se le afiade 1 ml de una solucién dilu@guan el

del colorante Sudan Il o Sudan IV. Se calienta en bafio de agua hasta evaporacion del
solvente. La presencia de compuestos grasos se considera positiva si aparecen gotas o una
pelicula coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes dedeudasayo

respectivamente.

Ensayo de Dragendorff

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, si la alicuota del
extracto esta disuelta en un solvente organico, este se debe evaporarse en bafio de agua y el
residuoredisolverse en 1 ml de HCl al 1% en agua. Si el extracto es acuoso a la alicuota se le
afiade 1 gota de HCI concentrado, (calentar suavemente y dejar enfriar hasta acidez). Con una
solucién acuosa acida se realiza el ensayo, afiadiendo tres gotas de deddtagendorff, Si

hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++).
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Ensayo de Mayer

A la solucién &cida se le adiciona una pizca de NaCl en polvo, se agita y se filtra. Al filtrado
se le adiciona 2 6 3 gotas de soluciénctiwa de Mayer, si se observa opalescencia se
considera (+), turbidez definida (++), precipitado coposo (+++).

En el caso de alcaloides cuaternarios y/o ardikidos libres, éstos sélo se encontraran en el
extracto acuoso y para considerar su presence&txion debe ser (++) 6 (+++), en todos los
casos, ya que un resultado (+), puede provenir de una extraccién incompleta de bases

primarias, secundarias o terciarias.

Ensayo de Wagner

Se parte de una solucion acida, afiadiendo 2 6 3 gotas del readiMagder, y se reporta los

resultados de igual forma que en la reaccion anterior.

Ensayo de Baljed

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento lactonico, en
particular coumarinas, aunque otros compuestos lactopiseden dar positivo al ensayo.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el solvente en
bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1ml). En estas condiciones se
adicional 1 ml del reactivo, consithndose un ensayo positivo la aparicion de coloracion o

precipitado rojo (++ y +++) respectivamente.
Ensayo de Borntrager
Es util para detectar la presencia de quinonas.

Si la alicuota no est& en cloroformo debe evaporarse el solvente en bafio delagsayo

redisolverse en 1 ml de cloroformo. Se adiciona 1 ml de hidréxido de sodio, hidroxido de
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potasio o amonio al 5%. Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su ulterior
separacion. El ensayo es positivo cuando la fase acuosa alsalpexior) se colorea de
rosado, en este caso se reporta (++) o rojo, para lo cual se reporta (+++).

Ensayo de Liebermani Buchard

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, por ambos tipos
de productos poseer un nucldel androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la
posicion 56. Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 ml de cloroformo. Se
adiciona 1 ml & anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayo se dejan
resbalar 23 gotas de bE5Qu concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio
rapido de coloracion.

1. Rosadeazul muy rapido

2. Verde intensevisible aunque rapido

3. Verde oscurenegrofinal de la reaccion

A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces puede observarse
el primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material evaluado tiene
cantidades importantes de estosnpuestos.

Ensayo de Resinas

Para detectar este tipo de compuestos, se adiciona a 2 ml de la solucion alcohélica, 10 ml de

agua destilada. La aparicion de un precipitado indica un ensayo positivo.

Ensayo de Fehling
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Permite reconocer en un extractgfasencia de azucares reductores. Para ello, si la alicuota

del extracto no se encuentra en agua, debe evaporarse el solvente en bafo de agua y el residuo
redisolverse en-2 ml de agua. Se adiciona 2 ml del reactivo y se calienta en bafio de agua 5

10 mirutos la mezcla. El ensayo se considera positivo si la solucion se colorea de rojo o

aparece rojo. El reactivo se prepara de la siguiente forma:

Solucion A: Se pesa 35 g de sulfato caprico hidratado cristalizado y se disuelve con agua hasta
un volumen totede 1000 ml.
Solucion B: Se pesa 150 g de tartrato de sodio y potasio y 40 g de hidroxido de sodio y se

disuelve con agua hasta un volumen total de 1000 ml.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezcla igual cantidad en
volumende cada de ellas justo en el momento de realizar en ensayo. Dicha mezcla es la que

se adiciona a la alicuota a evaluar.

Ensayo de Espuma

Para reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal como
triterpénica. De modo que K alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces el
volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durdrfierBnutos.

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

de altura y persistente poémde 2 minutos.
Ensayo del Cloruro Férrico
Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos en un extracto vegetal. Si

el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto fenoles como taninos.

A una alicuota dedxtracto alcohdlico se le adicionan 3 gotas de una solucién de tricloruro



-14-

férrico al 5% en solucién salina fisioldgica (cloruro de sodio al 0.9% en agua). Si el extracto
es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos.

A una alicuota del extractee aflade acetato de sodio para neutralizar y tres gotas de una
solucion de tricloruro férrico al 5% en solucién salina fisiolégica, un ensayo positivo puede
dar la siguiente informacion general:

- Desarrollo de una coloracion reyino, compuestos fendlican general.

- Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecélicos.

- Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

Ensayo de Shinoda

Permite reconocer la presencia de flavonoides. Si la alicuota del extaetwigentra en
alcohol, se diluye con 1 ml de acido clorhidrico 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 sa.separ

Sila alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir de la adicion
del acido clorhidrico concentrado.
El ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja,

carmelita o rojo; intensen todos los casos.

Ensayo de Kedde
Permite reconocer en un extracto la presencia de glicésidos cardiotdénicos. Una alicuota del
extracto en etanol se mezcla con 1 ml del reactivo y se deja reposar dut@nteritos. Un
ensayo positivo es en el que desarrolla una coloracion violacea, persistente duragte 1
horas. El reactivo de Kedee se prepara de la siguiente forma:

- Solucién 1: Acido & dinitrobenzoico al 2% en metanol

- Solucién 2: Hidréxido de potasio alA% en agua.
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Las soluciones se tiengmeparadas de forma independiente y se mezcla igual cantidad en
volumen de cada una de ellas justo en el momento de realizar el ensayo. Dicha mezcla es la

gue se adiciona a la alicuota a evaluar.

Ensayo de Mucilagos

Permite reconocer en los extractos \agetales la presencia de esta estructura de tipo
polisacarido, que forma un coloide hidréfilo de alto indice de masa que aumenta la densidad
del agua donde se extrae. Para ello una alicuota del extracto en agua se esifdfas I

solucion toma unaonsistencia gelatinosa el ensayo es positivo.

1.6 CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

La I.U.P.A.C define la cromatografia de forma mas amplia. Para ellos es un método usado
principalmente para la separacion de los componentes de una muestra, en el cual los
componergs son distribuidos entre dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras que
la otra es movil.(21)(28)

1.6.1 CONCEPTO DE RF

Es el registro y se define como la distancia que recorre la muestra desde el punto de aplicacion
/distancia que recorre eistlvente hasta el frente del eluyente.

$ EOONAAE BAOAROEDRADAT | DOAOOI

25 EOCONAAE BAOAROEDBRADAT | DOADABIEAOCAT AEA

El valor de Rf depende de las condiciones en las cuales se corre la muestra (igooksnte,
eluyente, asi como las condiciones de la placa, temperatura, vapor de saturacion, etc.). Tiene
una reproductibilidad de +/20%, por lo que es mejor correr duplicados de la misma
placa.(30)(31)
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1.6.2 CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Se emplea para la separacion de mezclas o purificacion de sustancias a escala preparativa.
Como fase estacionaria se usa, generalmente, gel de silice o alimina dentro de una columna.
La eleccion del disolvente es crucial para una buena separacion. Bicheie pasa a traves

de la columna por efecto de la gravedad o bien por aplicacién de presion (cromatografia flash).
La columna se prepara mezclando el soporte con disolvente y se rellena la columna poniendo
en el fondo de ésta un poco de algoddén o deneidrio, para evitar que la silica o la alimina
gueden retenidas en la columna y que el disolvente se engrase hasta el nivel del soporte. A
continuacion se introduce la muestra por la parte superior de la columna y se eluye con el
disolvente elegido, regiéndose por lo general en tubos de ensayo. Una columna de
cromatografia es un tubo de vidrio relleno con una sustancia sélida de propiedades adsorbentes
constituida por pequefias particulas: gel de silice y alimina son las mas usadas. Este relleno
es lo que se conoce en cromatografia como la fase estacionaria. A través de la columna se hara
pasar una corriente de un disolvente o mezcla de disolventes denominada eluyente y/o fase
movil .La mezcla de compuestos a separar se disuelve en una pequefia cartisaldehte

y se coloca sobre el adsorbente, en la parte superior de la columna, quedando adsorbida por el
mismo.(30)(31)

1.6.3 CROMATOGRAFIA PREPARATIVA
Las placas utilizadas en cromatografia preparativa son placas grandes, de aproximadamente

20x20 cm. quepermiten separar aproximadamente 1 g. de mezcla utilizando unos 35 g. de

adsorbente.

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 uteesdims para
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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
gue el frente sea lo més estrecho posible. Lralsia 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, ks manchas se marcan.

Una vez localizados los compuestos, éstos se extraen de la fase estacionaria, uno a uno, con la
ayuda de una espéatula, sobre un papel de filtro u otro soporte. Posteriormente se coloca cada
componente en un erlenmeyer, y se mezctawodisolvente (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.

Sino se dispone deditador 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 eatadrangrcan

las franjas de compuestos.(21)(30)

FIG:2 PLACA PREPARATIVA

FUENTE: http://quimica.laguia2000.com/general/cromatografia-en-columna#ixzz2Msd2NjA

1.7 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE Senna fructusy follum

Fase estacionaria: Silica gel
Solvente de corrido:-propanolEtOAc-H.0-Acido acético glacial (40:40:29:1)

Muestra:Senna fructus y follum


http://quimica.laguia2000.com/general/cromatografia-en-columna#ixzz2Msd2NjA
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Revelador: HN@KOH
Senna Fructus (1) y folium (2)

1 2 T T2

GRAFICO N°1 TLC DE Senna fructus y folium

FUENTE: WAGNER.H. PAG 69.

Las zonas pardas corresponden a los senésidog,B((T2) :(Rf 0.25 y 0.40) y los sendsidos
D,C (Rf0.5y0.7). Las zonas amarillas indicanalareRfa FrrF 0.8 y sus gl uc
0.6).

OGhn O OH
OG Senndsido-A: R, R1 = COOH, forma (+)
R Sennosido-B: R, R1 = COOH, forma meso
o | H Sennosido-C: R=COOH, R1=CH20H, forma (+)
O ‘ O Ry Sennosido-D: R=COOH, R1=CH20H, forma meso
OGlu O OH

FIG:3 ESTRUCTURA DE SENOSIDOS
FUENTE: WAGNER.H. PAG. 71
1.8 ESPECTROFOTOMETRIA
La espectrofotometria se utiliza para identificar compuestos por su espectro de absorcién,

conocer la concentracion de un compuestalisolucion.

La espectrofotometria surgié con el estudio de la interaccidon entre la radiacion y la materia

como funci-n de | a longitud de onda (@&).
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1.8.1 ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETAVISIBLE

La espectroscopia UVisible se utiliza para identificar algunosugos funcionales de
moléculas, y ademas, para determinar el contenido y fuerza de una sustancia.
Se utiliza de manera general en la determinacién cuantitativa de los componentes de
soluciones de iones de metales de transiciébn y compuestos organicostalteomugados
(30)(32).

Principio fisico

El principio de laespectroscopia ultravioletasible involucra la absorcién deadiacion
ultravioletai visible por una molécula, causando la promocion delecironde un estado
basal a un estado excitado, liberandose el exceso de energia en forma de calor. La longitud de

o n d aconpeehde entre 190 y 800 nm.

La luz visible o UV es absorbida por los electrones de valencia, éstos son promovidos a estados
excitados (de energia mayor). Al absorber radiacion electromagnética de una frecuencia
correcta, ocurre una transicion desde ua@stos orbitales a un orbital vacio. Las diferencias
entre energias varian entre los diversos orbitales. Algunos enlaces, como los dobles, provocan

coloracién en las moléculas ya que absorben energia en el visible asi como en el UV (31)(32).

1.8.2 EL ESPECTROFOTOMETRO

El espectrofotbmetres un instrumento que permite congrafa radiacion absorbida o
transmitida por una solucién que contiene una cantidad desconocida de soluto, y una que

contiene una cantidad conocida de la misma sustancia.

Esta espectrofotometria utiliza radiaciones del campo UV de 80 a 4@@inaipalmente de
200 a 400 nm (UV cercano) y de luz visible de 400 a 800 nm, por lo que es de gran utilidad

para caracterizar las soluciones en la regiéon ultraviwlethle del espectro.

1.8.3 CARACTERISTICAS DEL SISTEMA


http://es.wikipedia.org/wiki/Radiaci%C3%B3n_ultravioleta
http://es.wikipedia.org/wiki/Radiaci%C3%B3n_ultravioleta
http://es.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Espectrofot%C3%B3metro
http://es.wikipedia.org/wiki/Espectrofot%C3%B3metro
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1 Las muestras en solucidon se ponen en una pequefia celda de Si.

T Se utilizan dos lamparas: una de H o deuterio para la region UV, y una de W / halégeno
para la region visible

T Se utiliza también una celda de referencia que contiene sélo solvente.

T La luz pasaimultaneamente por la celda de muestra y la celda de referencia.

1 El espectrometro compara la luz que pasa por la muestra con la que pasa por la celda de
referencia.

T La radiacion transmitida es detectada y el espectrometro obtiene el espectro de absorcion
a barrer la longitud de onda de la luz.

Consideraciones generales

La espectroscopia ultravioletésible es la mas limitada para la informacion de compuestos.

Los compuestos que tengan un cromoforo o instauraciones son visibles en esta region.

Los compuests organicos, especialmente aquellos con un alto grado de conjugacion, también
absorben luz en las regiones del espectro UV. Los disolventes organicos pueden tener una
significativa absorcion de UV, por lo que no todos los disolventes son adecuadosysara su

en espectrofotometria UV. El etanol absorbe muy débilmente en la mayoria de longitudes de
onda. La polaridad y el PH del disolvente pueden afectar la absorcion del espectro de un

compuesto organico (32).

Los espectros de los flavonoides son deterdusausualmente en solucién metandlica. El
espectro tipicamente consiste de dos maximos de absorcidon en los rangos2886 A40
(Banda 1) y 306600 nm (Banda ).

Podria indicarse como caracteristicas de dihidroflavonas. Dihidroflavanoles e isoflavfnas.(1
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TABLA 1.- VALORES DE ABSORCION PARA LAS BI Y Bll DE LOS DIFERENTES FLAVONOIDES.

Banda Il,nm Banda |, nm Tipo de flavonoide

250- 280 310- 350 Flavonas

250- 280 330- 360 Flavonoles

250- 280 350- 385 Flavonoles

245- 275 310330 Isoflavonas (Edeoxi6,7
dioxi)

275- 295 300330 Isoflavonas,
dihidroflavonoles

230-270(baja intensidad) | 340-390 Chalconas

230-270(baja intensidad) | 380-430 Auronas

270280 465560 Antocianidinas,antocianinas

TABLA 2.- VALORES RF Y MAXIMOS DE ABSORCION DE ALGUNAS ANTRAQUINONAS

Antraquinona Ri(I) RI(I) Max. UV
(um)
Emodina 0.52 0.18 223, 254, 267,
290, 440
Crisofanol 0.76 0.42 225, 258.279.
288, 432
Fiscion 0.75 0.53 226, 255, 267.
288. 440
Aloé-emodina 0.36 0.53 225,258, 279,
289, 430
Reina 0.24 0.80 230, 260, 432
Acido emodico 0.18 0.00 227,252,274,
290, 444

1.9 REGLAS DE WOODWARD -FIESER

Las reglas de Woodwaieieser son un conjunto de observaciones empiricas que pueden

utilizarse

FUENTE: http.quinonasp.pdf.com

para predecir

l a | on¢isiblaypdra d e

compuestos organicos conjugados como dienos y cetonas.

(0]

n
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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 dela molécula. La absorcion UWisible no es sin embargo, una prueba especifica
para ningun compuesto determinado, la naturaleza del disolvente, el pH de la solucion, la
temperatura, la concentracion de electrolitos, y la presencia de sustancias mésrfareden

influir en los espectros de absorcion de los compuestos asi como las variaciones en la anchura

de la hendidura (ancho de banda efectivo) en el espectrofotometro (32).

Espectroscopia UV/Vis

Reglas de Woodward para compuestos carbonilica®njugados

B o & B o
ﬁ)ﬁ/ux Agﬁ)t.
[ i @
Valores basicos:
X=R
Enona de partida con anillo de seis miembros o aciclica =215 nm
Enona de partida en anillo de cinco miembros 1=202 nm
Dienona aciclica =245 nm
X=H =208 nm
X =0H, OR 1=193 nm
Incrementos para
Doble enlace conjugado adicional 30
Doble enlace exociclico 5
Doble enlace endociclico en un anillo de5/- miembros para X = OH, OR 5
Componente diénico homociclico 39
Sustituyente alquilo o resto daillo a 10
b 12
g O superior 18
Grupos polares
-OH a 35
30
50
-OC(O)CHs a,b,g,d 6
-OCHs a 35

b 30
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g
d
-Cl a
b,g, d
-Br b
a, g, d
-NR2 b
Correcibonpor di sol vent e max (calc'd)
Sistema basico:
O
\ X=H 250
X Alquilo, cicloalquilo 246
OH 230
OR 230
Incrementos por cada sustituyente del anillo aromatico:
orto meta para
Alguilo, cicloalguilo 3 3 10
-C1 ] ] i0
-Br 2 2 i5
-OH, OR 7 7 25
-0° 11 20 78
-NH; 13 13 58
-NMe; 20 20 85
-NHCOMe 20 20 45

1.9.1 APLICACION DE LAS REGLAS WOODWARDBFIESER
Flavonoide (Kamferol (250,266,298,320nm)

17
31
15
12
30
25
95
variable
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Benzo yplroné 666246 Anillo Base............... 230 Anillo Base ... 215
OH ( 0 ) b6édbéédé OH (meta)x2. _. 14 Cosust (B).-oooe 12
OH ( p ) é é é é é é ] OCH;(orto). ................. 7 18] (- ) R 35
Exten.conj éééée, Rewwdml. .3 CC exoielico. °
_2_8_r 254 OCH;3. i 30
nm 207

AnilloBase. ... 211

C=Cexociclico..._......... 5

OCHz oo 14

OHB....oooooooo . 30

260

Terpenoi de pOB2568nmY)ost er ol (

Quinonas

Las antraguinonas muestran intensa absorcion bencenoide a 250 nm y de intensidad media

322 nm;la absorcion quinoidea fuerte se observa a 263 y 277 nm y una debil a 405 nm.(17)
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o

o0®

o

A=250 nmy 322 nm
B=quinoidea 263 y 272 nm debil a 405 nm

Crisofanol (228,57,277,289 nm)

o
Anill o Aééeée. 250 Anill o Bééee
OH(o0o) éééeéeev OH(o0o) ééééeéee. 7
C=0(o0) ééée. .3 OH(o0) ééeéecee.
C=0(m)éeeeeée.3 CH(m)eeeeé. .3 3(m eeeééé. CH3
263 nm 280 nm 220nm
Rehina (230, 260, 432 nm)
OH (0] OH
g0
COOH H
o
Anill o Aéééeéeé. . 250
OH(o0o) éééééeee. 7
COOH(m) éeéeéeéé. . 3 COOH(p)éeéeeeee. 10
260 nm

429 nm
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OH o OH

COOH H
o

rrrrrr

Anill o baseéééééé. 204

COOH(m) éééééé. .....7

C=0(o0o)éeéeée.........3
224 nm

Cumarinas (274-311)

Las cumarinasnuestran bandas de absorcion ultravioleta caracteristicas a 274 y 311 nm las

cuales son atribuidas a los anillos de benceno y pirona respectivati@nte.(

Bencenoééééé 274
O(m) ééééeécée 7 O(m) eeeeeceeé 7
C(o)eéeéééééees

284 nm 321 nm

Sesquiterpeno lactonaZ50-270nm)
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0—--._‘_0
n m Enona c2clicaéééeéeeée 21°
Eééééeéeéeé30 nm
Enlace.conjéééééeéeé. 30 Ransi duoéeéeééeéeé. . 3
Residuoééééeéecéece. 3 nm 223 nm
278 nm



CAPITULO Il

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE INVESTIGACION
La presente investigacion se llevo a cabo en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo

en la Facultad de Ciencias:
Laboratorio de Fitoquimica

2.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
2.2.1 MATERIALES

2.2.1.1 Material vegetal
-Martin Galvis Senna multijugp recolectada en la Amazonia Ecuatoriana (Puerto del

Carmen) por Lennin Rea.

2.2.1.2 Material de Laboratorio

- Tubos de ensayo

- Vasos de precipitacion

- Balones esmerilados de 1000mL.
- Pipetasde 1, 5,10mL
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Pinzas para tubos
Gradillas

Embudo simple

Varrilla devidrio

Papel aluminio

Papel toalla absorbente
Frascos ambar de 10, 30, 50,1000 ml.
Algodon

Reverbero

Mascarilla 3M

Gafas

Espatula

Probetas

Erlenmeyer

Tripode

Piceta

Embudo

Pera de succion
Termometro

Cinta adhesiva
Tapones de caucho para tubos
Embudo de Separacion
Capilares

Cuba de vidrio

Mandil Blanco

Estilete

Mangueras

Regla

Tijeras
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Borrador
Cuaderno de apuntes

2.2.2 EQUIPOS

Rotavapor (HEIDOLPH TYPE HEIZBAD HEVAP)
Balanza analitica (BOECO GERMANY)
Desecador

Camara Fotogréafica (SONNY)
Refrigerador (ELECTROLUX)

Estufa (MEMMERT)

Camara UV

Refractometro

Espectrofotdmetro

Bomba de presion

Computadora

Peachimetro

Sorbona

Atomizador (Equipo de revelado cromatografico).

2.2.3 REACTIVOS

Agua destilada

Alcohol potable 96%
Reactivo Dragendorff
Reactivo Wagner
Reactivo Sudan Il
Reactivo de Borntrager
Reactivo Mayer

Cloroformo
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- Anhidrido acético

- Acido sulfarico concentrado

- Hidréxido de potasio o Sodio
- Reactivo de Baljet

- Hidréxido de Sodio

- Metand

- Tricloruro férrico al 5%

- Solucion de Ninhidrina al 5%
- Acido sulfarico concentrado

- Eter Dietilico

- Acido clorhidrico concentrado
- Limaduras de magnesio metalico
- Eter

-  Benceno

2.3 METODOS Y TECNICAS

2.3.1 RECOLECCION

La Senna multijugarecolectd LenninRea el 25 de Octubre del 2012 en la Amazonia
Ecuatoriana, Puerto del Carmen a 9@00 m.s.n.m., se trata de un arbol de hasta 12 m de

alto, el mismo debe estar en flor (amarillas) y estan dispuestas en racimos axilares y terminales
de 5 a 10 cm de largacluyendo el peciolo, sus frutos se tratan de vainas de 10 a 15 cm de
largo aplastadas con numerosos septos angostos y paralelos, cada septo contiene una semilla
aplastada de 1 cm de largo y de color pardo brillante, sus hojas de color verde opacbasispue

en espiral, paripinnadas, de 5 a 13 cm de largo incluyendo el peciolo.

2.3.2 COMPROBACION TAXONOMICA E IDENTIFICACION BOTANICA
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La identificacion taxonémica fue realizada por el Ing. Jorge Caranqui; curador del herbario de
la ESPOCH quien certifico ejemplar

2.3.3 PROCESAMIENTO DE MATERIA PRIMA: LIMPIEZA Y DESINFECCION DEL
MATERIAL VEGETAL
- Se tomo el vegetal 587g con todas sus partes y se desecha sus partes secas y dafadas,

impurezas y cuerpos extranos.

- Se lavo con abundante agua sumergiendo encipigrte con agua varias veces.

- Se sumergi6 el material vegetal en una solucién de hipoclorito de Sodio al 1%.
- Se elimina el hipoclorito de sodio del vegetal con abundante agua.

- Se dejo escurrir a temperatura ambiente por 12 horas, hasta secarla.

- Se triturd toda la planta lo mas fino posible.

- Se almacend la droga evitando contacto con luz y humedad en bolsas de papel de ser posibles

estériles o de plastico.

2.3.4 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS BOTANICO INICIALES

Para el desarrollo de esta investigaaérlevo a cabo el siguiente proceso, el mismo que fue

obtenido de todo el vegetal Martin Galvi&sfina multijuga

1. En un recipiente de vidrio con su respectiva tapa, se transfiere la droga cruda triturada y
pesada, se humedece directamente con el eda®®1, procurando que no quede liquido
residual. (generalmente se emplea por cada gramo de droga, 2mL de alcohol para la

humectacion). Macerar por3dias.

2. A los 35 dias se transfiere a un erlenmeyer de 1000mL el liquido obtenido por

decantacion.
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Filtrar la solucion, para eliminar las impurezas.
El fitrado se coloca en un balén esmerilado (previamente pesado), para concentrar por
destilacion simple hasta 1/8 de su volumen inicial que da lugar al extracto.

5. El extracto se mantiene fuera del alcamzela luz y humedad.

2.3.5 PREPARACION DE LOS SUB EXTRACTOS

2.3.5.1 Sub extracto Etéreo

100 ml de extracto etandlico se traté con solventes de menor constante dieléctrica e inmiscible
para separar los metabolitos secundarios de acuerdo a su polaridad; generalmecesa

en un embudo de separacion al que se afiade unos 20 ml de éter dietilico, y se agito
suavemente, dejar en reposo hasta separacion en fases, la superior corresponde al éter Il y la

inferior al etanol I.

La extraccion se lo realizo tantas vecesduemnecesarias hasta que la parte etérea recobre su
estado inicial transparente lo cual indico la extraccion completa de los compuestos solubles

en éter.

Colocar en un balon esmerilado previamente pesado, concentrar al vacio, dejar en desecador,

posteriormate pesar.

2.3.5.2 Sub extracto Cloroférmico
A la fase etanolica | se agreg&®@CH en un embudo de separacion agitar en forma circular y
dejar en reposo, se forman dos fases en este caso el cloroformo corresponde a la fase inferior,

la misma que se separaidadosamente.

Se procedio a realizar las extracciones necesarias hasta que el cloroformo no se coloree,
recobre su caracteristica de color inicial, el nimero de veces que se extrae depende de la

coloraciéon de la fase inferior.

Colocar todas las fase®obférmicas en un balén esmerilado previamente pesado, concentrar

y pesar forma el sub extracto cloroférmico Il
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2.3.5.3 Sub extracto Butandlico

A la fase superior etandlica | contenida en un embudo de separacion agregar un volumen de
butanol agitar y dejar eeposo, posteriormente separar la solucion etandlica (fase inferior) de

la butandlica (fase superior) extraer cuantas veces sean necesarias hasta recobre el color inicial
del solvente puro. Las fases butandlicas se unen en un balén pesado concentrd@ap@ndes
normal se elimina el olor del solvente con aire comprimido, dejar en desecador, y pesar da el

sub extracto Butanodlico IV.

La fase inferior correspondiente al etanol |, se concentra en un balén pesado y se tiene el sub
extracto etandlico. El prodte que se obtuvo se envasé en frascos ambar de vidrio, y se los

conserva en refrigeracion.

2.3.6 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS Y FISICAS
DE LOS EXTRACTOS

2.3.6.1 Color

Se procedid a colocar en un vaso de precipitacion limpio y seco se llendukasa? partes

con el extracto etandlico, se procedié a observar el color a tras luz, la presencia de particulas
y la transparencia.

2.3.6.2 Olor

Se determino con el olfato el olor caracteristico del extracto.

2.3.6.3 Aspecto

Se analiz6 el aspecto externo, tenieed@uenta la limpidez de la muestra de ensayo. Es decir

la presencia 0 no de particulas.



-35-

CUADRO No. 1. ESQUEMA DE PREPARACION DE LOS EXTRACTOS Y SUB EXTRACTOS

[ Senna multijugatriturada 587¢g ]

EtOH 96%
Macerar

Macerado
Filtrar

Filtrado Vegetal que se elimina
Concentrar

Propiedades Fisicas
Extracto Etanélico +——aAlicuota

Tamizaje Fitoquimico
Alicuota 100ml

Eter etilico
20ml c/vez
6 veces
Fase Etanolica | Fase Etérea
CHCl
20ml c/vez Concentrar
6 veces
\l/ Sub extracto Etéreo Il
Fase Cloroformica Fase Etaaoli
Concentrar BuOH
20ml c/vez
6 veces
Sub etracto Cloroférmico Il \l/ \l/
Fase Butandlica Extracto Etandlico Final |
Concentrar

Sub extracto Butanoélico IV
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2.3.6.4 Determinacioén de la densidad relativa

Se entiende por densidad relativa a la relacion entre masa de un volumen de la sustancia a
ensayar a 25°C y la masa de un volumen igual de agua a la misma temperatura. Este término
equivak a peso especifico.
Primeramente pésese el picndmetro vacié y secos 2° C y llénese con la porcién de ensayo,
manténgalo a la temperatura de 25 °C (x1°C) durante 15 min y ajuste el liquido al nivel
empleado, si es preciso, una tira de papel para extratceso secar exteriormente el
picnémetro.
Se pesa cuidadosamente el picnédmetro con la porcion de ensayo y se repite la operacion con
el agua destilada a 25 °C, después de limpio el picndbmetro.
Expresion del resultado.
La densidad relativa a 25°C sdatda por la siguiente formula:

- AOA

) =

61 1 O Al

2.3.6.5 Determinacion del indice de refraccion

Es una constante caracteristica de cada sustancia, la cual representa la relacion entre el seno
del angulo de incidencia de la luz y el seno del anguloeftaccion cuando la luz pasa
oblicuamente a través del medio.

Para calibrar el equipo, se coloco sobre el prisma de medicion una gota de agua destilada,
utilizando para ello una varilla de vidrio que no tenga cantos agudos, y se selecciond la zona
del esgctro visible que aparece en la linea limite del campo visual, moviendo el compensador
cromatico y colocando la interseccién del reticulo sobre la linea limite de los campos claro y
0ScCuro.

Se colocé una gota de la muestra de ensayo sobre el prisma id®mes cerré el termo

prisma y se enfoco la luz por medio del espejo, de modo tal que la misma incidié sobre la

apertura de entrada del prisma de medicion, y se procedi6 igual que con el agua.
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2.3.6.6 Determinacion del pH del extracto

La acidez o la alcalidiad de las soluciones acuosas se caracterizan por el valor del indice de
hidrogeno (pH). El pH es por tanto un indice numeérico que se utiliza para expresar la mayor
o0 menor acidez de una solucién en funcion de los iones hidrégenos. Se calcula te6ricamente
mediante la ecuacion:

pH =-log [H+]

[H+ ] = actividad de los iones hidrégeno.

En la préactica 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 dést&ién de la
diferencia de potencial establecida entre un electrodo indicador y un electrodo de referencia
usando como solucion de ajuste de la escala del medidor de pH, una solucién reguladora del
mismo.

Se ajusta el equipo con la solucion reguladorpHi@decuada al rango en que se realizara la

determinacion. Posteriormente determinese el valor del pH de la muestra.

2.3.7 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje se realizo en el extracto alcohdlico del vegetal objeto de estudio. Se toma 10 mL

de extracto y se lo divide en tubos de ensayo, sobre los cuales se realiza las siguientes pruebas.

2.3.7.1 Ensayo de la espuma

Se afiade sobre el extracto una proporcion igual de agua, se agita vigorosamente y se observa.
Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal como
triterpénica. 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 durdrerbnutos.

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

de altura y persistente por mas de 2 minutos.
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2.3.7.2 Ensayo del HSO4 concentrado

Por la pared del tubo de ensayo se deja caer acido sulfarico concentrado, unadooloraci
fuertemente amarilla indica la presencia de flavonas y flavonoides, las flavonas forman un
complejo soluble color naranja o guinda, las chalconas y auronas forman coloraciones rojo

guinda a rojeazulado. (6) (49)

2.3.7.3 Ensayo de Shinoda

Permite determinda presencia de flavonoides. En un tubo de ensayo se coloca una alicuota
de extracto, y se agrega una pequefia cantidad de limaduras de Mg y unas gotas de HCI

concentrado.

La reaccion se considera positiva cuando se presenta coloracion amarilla, narargéta,

rosada o rojo guinda; intensos en todos los casos.

2.3.7.4 Ensayo del Cloruro Férrico

Se afade sobre el extracto de 2 a 3 gotas de Cloruro Férrico, y se observa.

Permite reconocer la presencia de compuestos fendélicos y/o taninos en un extraato vege
1. Desarrollo de una coloracion reymo, compuestos fendélicos en general.

2. Desarrollo de una coloracién verde intensa, taninos del tipo pirocatecélicos.

3. Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

2.3.7.5 Ensayo de Borntrgger

Con este ensayo se determina la presencia de quinonas, para lo cual se tomd una alicuota de

extracto en un tubo de ensayo y se agrego gotas de NaOH 5%, finalmente se afiadi6 1mL de
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cloroformo y se observo la coloracion de la fase acuosa alcalinasdsicees positivo cuando
se presenta las siguientes coloraciones:

- Amarillo para Benzoquinonas

- Rosado para Naftoquinonas

- Violeta para Antraquinonas

2.3.7.6 Ensayo de Dragendorff

Este ensayo sirve para determinar la presencia de alcaloides, se afiadié sobre una alicuota de
extracto 3gotas del reactivo de Dragendorff, y se observa, si hay opalescencia se considera
(+), turbidez definida (++), precipitado (+++).

2.3.7.7 Ensayo de Wagner

Este ensayo determina la presencia de alcaloides, a la soluciéon formada en el ensayo de
Borntrager, se le evaporo el cloroformo, obteniéndose un residuo al que se afadiéo 1mL de
EtOH, una gota de HCIl y unas gotas del reactivo de Wagner (2g de yodo y 2dude ge

potasio aforados a 100mL con agua), se agité suavemente, los resultados se clasifican asi:
Opalescencia: (+)

Turbidez definida: (++)

Precipitado: (+++)

2.3.7.8 Ensayo de Rosenthaler

Permite comprobar en los extractos etandlicos la presencia dea®rSe tomo6 una alicuota
de extracto etandlico, se adicion6 gotas de reactivo de Rosentaler (solucion 1% de vainillina
en EtOH y 5mL de k5O concentrado) y se calentd. Se considera positivo cuando se forma

una coloracién en gama de rosada a violeta dagar



-40-

2.3.7.9 Ensayo de Baljet

En un tubo de ensayo de coloc6 una pequefia porcién de extracto etandlico y se-afadio 2
gotas de Acido Picrico y gotas de KOH 5%.
Una coloracion anaranjada o rojiza indica que la prueba es positiva para

sesquiterpenolactonas.

2.3.7.10 Ensayo de Sudan Il

Con este ensayo se determina la presencia de monoterpenos, entonces, se afiadio a la muestra
1mL de una solucion diluida en agua del colorante Sudan Il (solucion al 6% en partes iguales

de alcohol y glicerina.) Se calienta en bafi@gea hasta evaporacion del solvente.

La presencia de compuestos grasos se considera positiva si aparecen gotas o una pelicula
coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayos respectivamente.
(26) (28) (42).

2.3.7.11 Ensayo de Liebernann-Burchard

Mediante esta reaccion se determina triterpenos, esteroles y esteroides. En un tubo se coloco
una alicuota de extracto etandlico, se evapor6 a sequedad. Se disolvié el evaporado en 1mL
de CHC4, y se afadid, por las paredes del tubo, lmlkedctivo (anhidrido acético>8u

(40:1), sin agitar.

Si forma un anillo verde la prueba sera positiva o puede darse el siguiente cambio (rapido) de

coloracién de verdazul, pasando por verde intenso hasta llegar a negro en la interfase.

Tabla #3 Determinacion de % de sub extractos

Subextractos Peso del Balén vacii Peso del Balon vaci % de muestra

+ muestra
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Etéreo 117.1985 g 117.3485 g| 2.5%
Cloroférmico 117.2083 g 118.0113 g 13.68%
Butanolico 117.2199 g 118.1399 g 15.67%
Etandlico 117.2143 g 119.5843 g 34.82%

2.3.8 ANALISIS CROMATOGRAFICOS DEL EXTRACTO Y SUB EXTRACTOS

Con los resultados del tamizaje fitoquimico se procede a comprobar la presencia de
compuestos en placas de silicagelrfs« con solventes de recorrido para cada grupo

fitoquimico, y revelando en soluciones caracteristicas propuesto en bibliografia siendo estos
Rosentaler para terpenos, Sulfato de Cerio para Flavonoides, KOH para cumarinas y
antraquinonas buscando los parametros cromatograficos, eficiencia, eficacia y resotacion pa

la separacion de los metabolitos secundarios.

2.3.8.1 Comparacion cromatografica del sen ysenna multijuga

Cuadro N°2 PREPARACION DEL EXTRACTO DE SEN

Sen(Cassia angustifolia
triturado 0.5a

5ml H,O y alcohol
Calentar e ebullicion
Centrifi gar

Liquido pardo claro Extracto etandlico Sedimento pardo obscuro

Comparar S CCF 2
Fase estacionaria de Silica gel &s4

Muestras: Extracto etandlico de Sen y &enna multijuga
Solvente de recorrido CH:COOH, HO, EtOAc, 1propanol; (1:30:40:40)

Revelador KOH alcohdlico
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Al comparar la cromatografia del sen (1) YWkenna multijug#2); determinamos que 4
manchas son sinaites en color y Rf. siendo asi.

Tabla N°4 COMPARACION DEL SEN Y Senna multijuga

Especificaciones Resultados
Sen Senna multijjuga
Rf Rf
0.5| Sendsido D pardo 0.5| Sendsido D pardo
0.7 | Senosido C violeta 0.7 | Senosido C violeta
0.8 | Rehina amarilla 0.8 | Rehina amarilla

FUENTE: WAGNER.H. PAG 69.

Segun datos de bibliografia las manchas amarillas corresponden a antraquinonas agliconas
con Rf 0.8 a la rehina y sus glucosidos crisofanol; cafés y violeta Rf 0.5 y 0.7 sendsidos D y
C . (CCF N°1)

Cromatografia en capa fina de los sub extractos

Se realiz6 cromatografia de los 3 sub extract8sib extracto Etéreo (llI), Sub extracto
Cloroférmico (Ill), Sub extracto Butandlico (IMjon solvente de recorrido:ss, CHCL,
EtOH; (3:5:2)y Revelador: RosentaldlCCF N°2)

2.3.8.2 Separacion de metabolitos securatios del sub extracto etéreo |l
El sub extracto etéreo fue de 0.15g de color verde amarillento, mucilaginoso con olor

caracteristico al solvente.

Separaciéon por Cromatografia en Columna del Sub Extracto Etéreo (I1)

De las fracciones #1 a #7 cogH3
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- De#8 al#11 con €Hs EtOH; ( 90:10)
- De #12 a #16 con CHgJ100)
- De #17 a#22 con CHgEtOH; (100:10)

Las fracciones se cromatografian para comprobar la presencia de metabolitos.

1 En las fracciones-6 se utilizésolvente de recorrido:eBls y revelado con Rosentales
muestras 4 y 5 presentan 3 manchas redondeadas con Rf 0,0; 0,59 y 0,9 se purifican en
placa preparativa corrida grEtOAc (10:5) y revelado con RosentaleCCF N°4)

1 Las fracciones 7 a 22 corridas €gHes (100) y reveladocon b tienen los mismos
metabolitos, se retnen y se cromatografian en micro columna con tolueno; acido acético
93:3.7 revelado con Rosentaler da bandas coloreadas las fracciones de la 1 a la 3 es
transparente y tiene dos manchas redondas con Rf 0.53% ypO6s$blemente siendo
terpenos(CCF N°6)

1 Las fracciones< corridas coletOAc tienen un Rf entre 0.36 a 0.40 ,la fraccion 8 corrida
en acetato de etilo presenta un compuesto a Rf 0.81, la fraccion 9 Rf 0.73; la fraccion 10
Rf0.67 estas fracciones negudieron leer en el espectrofotometro debido a que no existia

suficiente muestra.( CCF N°7)

1 La fraccion 11 corrida coEtOAc 100%da 2 manchas se purifican en CCFP da un
compuesto 11a con Rf0.88:ax2 8 4 'y 1 1 bhax3R4 nmO(CCGF N°8)p-

1 Enlas fracciones 13 al6 corridasTeueno, CHCOOH; (93:3.7) y revelado con KOH,
la fraccion 13 presenta un compuesto puro con Rf 0.68 posiblemente siendo una
cumarina.(CCF N°9)
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CUADRO N°3 TRATAMIENTO DE LAS FRACCIONES 7-22

[ Tratamiento 7 a 22 }

Microcolrnna
Tolueno, CH:COOH;(93:3.7)

1-3 4-7 3-12 13-16
Transparente Amarillo Amarille claro |Armnarillo cetrino
CCF silicagel CCF silicagel CCF silicagel CCF silicagel
Tolueno, EtOAr EtOAc Tolueno
CH-COOH {93:3.7) Fosentaler CeS04 CH:COOH;(?3:3.7)
Fosentaler EOH
#4: Rfi_0.38 { #8: Rfj=0.81 ) #13: REL0.68
! - = #9: Rfl = 0.73
# 1: Rfy=0.53 #5: Ry = 0.40 #10: R, = 0.67 #14: RE=0.68
Rb—0.54 #11: Rfy = 0.58
U — . 1= U, ,
#2: Rf=0.53 #6: Rf=0.37 R, = 0.67 #15: Rf=0.69
#12: Rfj=0.58
CCF N°6 1 |
#7: Rfi=0.36 Rf;= 0.67 #16: RE=0.71
CCF N°7 \ CCF N°8 CCF N°2

2.3.8.3 Tratamiento del Sub extracto Cloroformico Il
El sub extracto cloroformico fue amarillo solido, corrido en GH@eOH ;(6:2) tenemos los
Rfs: 0.46, 0.48 y 0.93 (CCF N°10).

No se pudo purificar debido a que no existia suficiente muestra.

2.3.8.4 Tratamiento del Sub extracto Butandlico IV

Separacion por cromatografia en columna

- El sub extracto butandlico 0.72g se fracciona; las fracciotteslliidas con Hexano, B
Acetona ;(50:40).

- La6-10 con Acetona 100 %.

- La 11 a#13 con Acetona, MeOg;10)

- La 14 a #19 con MeOH 100%

Comprobacién en CCF de las fracciones de la columna
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1 Enlas fracciones-4 se utilizd6 como solvente de corrido Acetona, EtOAc; (2:1) y revelado
con Rosentaler dandonos manchas redondas de color rosado con valores0d@,Rf
Rf,=0.43, R§=0.40, R{=0.43 se unio las que presentan igual valor de Rfs. (CCF N° 11)

1 La cromatografia de las fracciones 5 a 9 en acetona, acetato de etilo 2:1 y revelada con
Rosentaler las fracciones 5 y 6 tienen un Rf tienen un Ri@42se unerLas fracciones
7 a 9 presentan Rf 0.19 y 0.42 se unen y separan en capa fina en las mismas condiciones.
(CCF N° 12)

1 Las fracciones de 10y 11 corridas con acetato de etilo, metanol 95:5 dan Rf de 0.25y 0.44
se unen y separan en placa preparativa dan 3 bandas que se recuperan y se comprueba en
el mismo solvent e @x228adma2lcenmi0ad6; k3 ¢hRf0.706 0 o
(CCF 13 y 14) al ser reveladas con Rosentaler son terpenos.

1 Las fracciones 15 y 18 corridas en MeOH y reveladas con Rosentaler dan Rf 0.24 y 0.61
purificadas en capa fina en acetato de etilo (100) dan Rf entre 0.28 yd@h buena

resolucion cromatogréfica. (CCF 15 y 16).

1 La fraccion 19 corridas en Tolueno, EtOAc ;(80:20) y revelado con Rosentaler da 2
manchas que purificadas mgd27 mmny [@abandal Rf®92 a ban
&max 276 nm. (CCF N° 17)

2.3.8.5 Purificacion de Metabolitosdel Extracto Etandlico |

1 Lacromatografia del extracto etandlico corrido en solvente de corrido#830THH: HO:
EtOAc: 1 propanol (1:30:40:40) revelado con KOH alcohdlico dan 6 manchas con Rf
definidos por lo cuade fragmenta en columna 1.37 g con el mismo sol@@& N°18).

1 La cromatografia de las fracciones d& ton solvente de corrido: GEOOH, HO,

EtOAc, 1 propanol; (1:30:40:40) y revelado con KOH alcohdlico tenemos mezclas de
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compuestoslos que presentaRf 0.50 y 0.70 son sendsidos C y D.(CCF N°1En.la
fracci-n 6 tenemos un CcOommRAT,830802scsmpur o con F

Placa cromatogréfica de las fracciones d&27con solvente de corrido: GEOOH,
EtOAc, 1 propanol; (1:40:40) unir de la 202 presentan similares Rfs y purificar para
realizar una microcolumnaCCF N°20).

La fraccion 2 corrido en EtOAc, MetOH; (45:15) con Rf 0.45 y 0.53 d& a un compuesto

puro. (CCHN°21). Para las muestras 3 y 4 se cambia el soleem€HCOOH, EtOAc,

1 propanol; (1:40:40¢ n | a Qque existe 1 compuf&27,0 puro
271y 313 nm.CCF N°22).
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Placa N°1

Fase estacionaria de
Silica gel G bsa
Muestra.:

1. Extracto Etandlico del
Sen

2. Extracto etandlico
Senna multijuga
Solvente de recorrido:
CH;COOH,H0O,EtOACc,1
propanol; (1:30:40:40)
Revelador: KOH
alcohdlico

Placa N°2

Fase estacionaria de
Silica gel G bsa
Solvente de recorrido:
CsHs, CHCL, EtOH;
(3:5:2)

Revelador: Rosentaler
Muestras:
Subextracto Etéreo |l
Subextracto
Cloroférmico Il
Subextracto Butandlico
v

Placa N°3

Fase estacionaria de Silica
gel G Fesy

Muestras Il : Fracciones b
Solvente de recorrido CsHe
Revelador. Rosentaler

1: Sen Rf: 0.50
Rf2: 0.70
Rfs: 0.80
Rf4.0.82
Rfs.0.93

2: Senna multijuga
Rfi: 0.50
Rf2: 0.70
Rfz: 0.80
Rfs: 0.93

E: Etéreo
C: Cloroférmico
B: Butanolico

Fraccion 4 y 5 Rf 0,0
Rf2: 0,59
Rfs; 0,90
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Placa preparativa
.4ylI.5
Solvente de recorrido
CeHe
ReveladorRosentaler

Placa N°4
Fase estacionaria de $ta
gel G Fss
Muestras: I1.4 y 1.5
Solvente de recorrido
CeHs T EtOAC; (10:5)
Revelador. Rosentaler

Placa N°5
Fase estacionaria $ita
gel Grzss
Muestra del Extracto:
Fraccién de la columnar-
17
Solvente de recorrido
CeHs
Revelador. |2

HOEDE

Rf1: 0.0
Rf2: 0.23
Rf3:0.93

Rf1: 0.0
Rf2:0.58
Rf3:0.93

Fraccion 7 Fraccion 8
Rf1: 0.65 Rf1: 0.67
Rf2: 0.90 Rf2: 0.92
Fraccion 9 Fraccién 10y 17
Rf1: 0.68 Rf1: 0.65
Rf2: 0.93 Rf2: 0.93
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Placa N°6
Fase estacionaria de $ta
gel G Fss
Muestra ll : 22.1:22.2
Solvente de recorrido
Tolueno,
CHsCOOH;(93:37)
Revelador. Rosentaler

Placa N°7
Fase estacionaria de iica
gel G Fss
Muestra Il :22.4 22.7
Solvente de recorrido
EtOAC
Revelador. Rosentaler

Placa N°8
Fase estacionaria
de Slica gel G Fess
Muestra ll .: 22.8
22.12
Solvente de
recorrido: EtOAc
(100%)

Revelador. CeSQ

5 [l

# 1: Rfi= 0.53
Rf,= 0.94
#2: R =0.53
Rf,= 0.92

# 4: Rf1= 0.38
#5: Rf1 = 0.40
#6:Rf1= 0.37
#7:Rf1= 0.36

#8: Rfi=0.81
#9: Rf{=0.73
#10:Rf1= 0.67
#11: Rfi= 0.58
Rf=0.67
#12 Rfi= 0.58
Rf=0.67
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Placa N°9
Fase estacionaria de
Silica gel G Fsa
Muestra ll : 22.1322.16
Solvente de recorrido
Tolueno, CHCOOH;
(93:3.7)
Revelador. KOH

Placa N°10
Fase estacionaria de
Silica gel G Fsa

Muestra de Subextracto:

Cloroférmicolll
Solvente de recorrido
CHCEkMeOH ;(6:2)
Revelador KOH
alcohdlico

Placa N°11
Fase estacionaria de
Silica gel G Fsa
Muestra de Subextracto
IV: Fracciéon 14
Solvente de recorrido
Acetona,EtOAC; (2:1)
Revelador. Rosentaler

# 13Rf-0.68 Rf. 0.46 # 1Rf-0.42
0.48

#14Rf=0.68 0.93 #2Rf=10.43

#15Rf= 0.69 #3:Rf= 0.40

#16: Rf= 0.71 #4: Rf=0.43
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Placa N°12
Fase estacionaria de
Silica gel G Fsa
Muestra de Subextracto
IV : Fraccién 59
Solvente de recorrido
EtOAC
Revelador. Rosentaler

Placa N°13
Fase estacionaria de
Silica gel G Fsa
Muestra de Subextracto
IV : Fraccion de 144
Solvente de recorrido
EtOAc,MeOH; ( 95:5)
Revelador. Rosentaler

Placa N°14
Fase estacionaria de
Silica gel G F254
Muestras IV
11.1,11.2,11.3,11.4
Solvente de recorrido
EtOAc,MeOH; ( 95:5)
Revelador. Rosentaler

o0z [1s [1e

(1] 3 4

#5:RE0.42
#6:Rf = 0.41
#7:Rf=0.18
0.42
#8: Rf=0.19
0.40
#9: Rf=0.19
0.38

#10:RE0.25
0.44
#11:Rf= 0.25
0.44
#12: Rf=0.23
0.48
#13: Rf=0.24
0.51
#14: Rf= 0.25
0.55

#1 Rf =0.60
#2 Rf=0.46
#3Rf=0.70
#4Rf =0.52
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Placa N°15
Fase estacionaria de
Silica gel G Fsa
Muestra de Sub extracto
IV : Fracciénl5-18
Solvente de recorrido
MeOH 100%
Revelador. Rosentaler

Placa N°16
Fase estacionaria de
Silica gel G Fsa
Muestra de Sub extracto
IV :18.1,18.2,18.3
Solvente de recorrido
EtOAc (100)
Revelador. Rosentaler

Placa N°17
Fase estacionaria de
Silica gel G Fsa
Muestra de Sub extracto
IV:19.1,19.2,19.3
Solvente de recorrido
Tolueno,EtOAc ;(80:20)
Revelador. Rosentaler

#15Rf= 0.24
0.61
#16:Rf=0.24
0.61
#17:Rf=0.61

#18:Rf=0.61

#1 Rf=0.25

#2 Rf=0.35
0.69
0.90

#3 Rf=0.91

#1,2,3Rf.0.75
0.92
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Placa N°18
Fase estacionaria de 8¢a gel
G Fosa
Muestra de extracto:
Etandlico |
Solvente de recorrido
CH3;COOH,H0,EtOACc,1
propanol; (1:30:40:40)
Revelador. KOH alcohdélico

Placa N°19
Fase estacionaria de 8¢a gel G Fos4
Muestra de extracto I Fraccién 16
Solvente de
recorrido:CHsCOOH,HO,EtOAc,1
propanol; (1:30:40:40)
Revelador. KOH alcohdlico

Placa N°20
Fase estacionaria de 8¢a gel
G Fos4
Muestra de extracto | 7-12
Solvente de recorrido
CH:COOH,HO,EtOAc,1
propanol; (1:30:40:40)
Revelador. KOH alcohdlico

BEBBE0Aan

78 ofrofufi2]

Rf. 0.05
0.55
0.75
0.87
0.93

Fraccién 1 Fraccién 2

Rf: 0.50 Rf: 0.44
0.67 0.67
0.70 0.75
0.93 0.83

Fraccion 3 Fraccién 4

Rf: 0.45 Rf: 0.42
0.66 0.88
0.70
0.83

Fraccion 5 Fraccion 6

Rf: 0.40 Rf: 0.42
0.76

Fracciéon 7 Fraccién 8

Rf: 0.28 Rf: 0.28
0.67 0.61
0.79

Fracciéon 9 Fraccién

10

Rf: 0.28 Rf: 0.23
0.67 0.50

Fraccién 11 Fraccion

12

Rf: 0.23 Rf: 0.23
0.50 0.5(
0.74 0.74
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Placa N°21
Fase estacionaria de $ta
gel G Fss
Muestra de extractol
: Fraccion 14
Solvente de recorrido
EtOAc,MetOH; (45:15)
Revelador. CeSQ

Placa N°22
Fase estacionaria de 8¢a gel G
Fas4
Muestra de extracto L Fraccion
3y4
Solvente de recorrido en
CHsCOOH, EtOAc,1 propanol;
(1:40:40)
Revelador. KOH alcohdlico

Rf: 0.45
0.53

Rf: 0.24




CAPITULO 1l

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 COMPOSICION TAXONOMICA E IDENTIFICACION BOTANICA

La comprobacion taxonOomica e identificacion botanica fue realizada por el curador del
Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo quien clasifico la muestra como

Senna multijuga.

3.2 CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA

Para el control de calidad se utilizé la planta completaestma multijuga la cual se extrajo
con etanol al 96%. ElI hinchamiento de la droga es importante porque aumenta la

permeabilidad de la pared celular y difusién del alcohol.
Los sub extretos preparados d8enna multijugatiene un rendimiento de etéreo 2.5%,
cloroférmico 13.68%, es asi que el sub extracto etandlico con 34.82% presenta mayor cantidad

obtenida y el extracto Butandlico con 15.67%.

3.3 PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS Y TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE MARTIN GALVIS  (Senna multijuga).

3.3.1 DESCRIPCION ORGANOLEPTICA
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TABLA N°5. RESULTADOS DE PROPIEDADES FISICAS Y REACCIONES DE COLORACION DEL

EXTRACTO ETANOLICO.

PARAMETRO ESPECIFICACION RESULTADO
Vegetal Senna multijjuga 5879
Extracto Rendimiento 34.06 %
Aspecto Liquido siruposo de color Liquido siruposo

pardo oscuro, olor
amaderado.
Densidad d=g/ml 0.9859
indice de Refraccion 1.321 1.321
pH Acido o Basico 5.30

Tamizaje Fitoquimico

Borntrager Quinonas color

rojo

Antraquinonas +++

Shinoda color amarillo

Flavonoles +

Sudan Il color rojo

Aceites y grasas +

Lieberman Buchard anillo

verde oscuro

Triterpenos y/o esteroides

Baljet precipitado rojo

Lactonasy cumarinas ++

(+++) Alto contenido del metabolito secundario

(++) Contenido leve del metabolito secundario

(+) Bajo contenido del metabolito secundario
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En la tabla No.5 muestra los resultados de las propiedades fisicas, y de coloracion
determinadaen el extracto etandlico de Martin Galv&fina multijuga).

El vegetalSenna multijugaon 587¢g presenta un rendimiento de 34.06% bajo con relacion a

la muestra utilizada aspecto siruposo el color pardo oscuro caracteristico de la especie ,olor
amaderadpun pH de 5,30 ligeramente &cido, la densidad de 0,9859 g/mL cercano a la
densidad del agua, un indice de refraccion igual a 1,321, en el Tamizaje fitoquimico las
reacciones de cumarinas y Baljet verifican la presencia de cumarinas y lactonas, la reaccion
de Lieberman Buchard la presencia de esteroles, la de Borntrdjer dio la presencia de
antraquinonas, Shinoda para flavonoides .Segun datos bibliograficos concuerdteminogn

C. y Tapia J. en el que realizé pruebas fitoquimicaSema multijugaen la que determiné la

presencia de, flavonoides, cumarinas ,antraquinonas, y esteroles.

3.4 DISCUSION DE RESULTADOS DE LAS CROMATOGRAFIAS DEL
EXTRACTO Y SUB EXTRACTOS DE Senna multijuga.

En la placa cromatografiae los sub extractos determinamos que hay una buena separacion
con el solvente de corrid@sHs, CHCL, EtOAC; (3:5:2) y revelado con Rosentaler para el sub
extracto etéreo compuestos de color amarillos, pardos y rosados mientras que para los sub

extracts cloroférmico y Butandlico el solvente es muy apolar.

3.4.1 TRATAMIENTO DEL SUB EXTRACTO ETEREO Il
El sub extracto etéreo puede contener lactonas terpénicas o cumarinicas, flavonoides

metoxiladose inclusive alcaloides los mismos que se comprobaron en cromatografia.

3.4.1.1 Cromatografia de las fracciones obtenidas de la cromatografia en columna

del sub extracto Etéreo

1 En esta cromatografia las fracciones que corrieron fueron lal#4t%y las mismas que
presentan igual valor de Rf=0.59 se unié la CCFP (CCF N°3).
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1 En la verificacién en CCF se observan 2 manchas amarillas grandes separadas corridas en
CesHs, EtOAC; (10:5) y revelado con Rosentaler caracteristica de terpenos endagued
un compuesto purcon Rf=0.58 y R§=0.93 (CCF N°4).

1 En la placa N°5 corridas €fsHe y revelado conamuestra manchas redondas y separadas
de la #1 a la # 9 presentan Rf diferentes mientras que la #10 y la #17 dandonos un solo

compuestainimos las fracciones de igual Rf y realizamos una microcolumna.

1 La microcolumna isocratica dio 16 fracciones, las mismas se comprueban en CCF tenemos
en las 3 primeras subfracciones con manchas de color azul y rosadas cofTiolagen,
Acido acético (93:3.7) y reveladas con Rosentaler tenemos una buena separacion
cromatografica y en la #2 con un Rf=0.53 siendo posiblemente terpenos. (CCF N°6)

1 En la placa N°7 en las fracciones desde la #4 a la #7 buscando un solvente de corrido:
EtOAc y revelado ao Rosentaler corresponde a terpetergemos unas manchas de color
amarillo con similares Rf siendo asi en la 4 Rf=0.38, en la 5 Rf=0.40, en la 6 Rf=0.37 y en

la 7 con un valor de Rf=0.37 podemos decir que tenemos compuestos puros.

1 La CCF de la 8 a 12 teando como solvente de corrido EtOAc y revelado CesQ,
caracteristica de flavonoides tenemos manchas redondeadas de color azul en la muestra 11
C O axde205, 284 y 304 leidas en el UV tenemos a una posible estructura de un flavonol.
(CCF N°8).

1 Al cromatografiar las fracciones-1® en Tolueno, CECOOH; (93:3.7) y reveladas con
KOH tenemos un c omnpel ZS, 226 nip posildemente siende una

cumarina. (CCF N°9).

3.4.2 TRATAMIENTO DEL SUB EXTRACTO BUTANOLICO IV
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3.4.2.1 Cromatografia de las fracciones obtenidas de la cromatografia en columna del

sub extracto Butanoélico

Puede contener saponinas, flavonoides, cumarinas.

l

Al realizar la separacion en cromatografia en columna las fracciefss itiliz6 como
solvente de coido Acetona, EtOAc; (2:1) y revelado con Rosentaler dandonos manchas
redondas de color rosado con valores de®#2, R$=0.43, R§=0.40, R§=0.43. (CCF N°

11)

La cromatografia de las fracciones 5 a 9 en acetona, acetato de etilo 2:1 y revelada con
Rosemaler las fracciones 5 y 6 tienen un Rf de 60421, de la 9 con Rf entre 0.18 y 0.40

las mismas que presentan manchas de color amarillo. (CCF N° 12)

Las 16 fracciones de la microcolumypeal purificar en CCFP en la fraccion 11.1 una
mancha de color amarilla cromatografiado con EtOAc, MeOH; (95:5) y revelado con
Rosent al er pr emxder228am &endo@osiblédmerteoun terpenoide (CCF
N° 12).

La CCF de la fraccion 19 corridas Tolueno, EtOAc (80:20) y revelado con Rosentaler

y para purificar en CCFP recuperadas y comprobadas en las mismas condiciones la banda
1y 2 estan puras tiene Rf: 0.75 y 0.92nax 227 y 276nm posiblemente siendo una
sesquiterpeno lactona. (CCF N°17)

3.4.3 TRATAMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO |

T

En el andlisis cromatografico del extracto etandlico | corrido esCOH, HO, EtOAc,
1 propanol; (1:30:40:40) y como solvente revelador KOH alcohdlico. Tenemos una buena
separacion de manchas con Rf =0.05, 0.55,,®.87 y 0.93. (CCF N°18)
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1 La cromatografia en columna da 12 fracciones de la fracciéon 6 en el tratamiento CCFP
da un compuest 0 mapda236, 27&,283£302 elddéncianaomposib@mente

una antragquinona (crisofanol). (CCF N°19)

1 En lacromatografia de las fracciones desde la #7 a la #12 e@@DBH, EtOAc,1
propanol; (1:40:40) y reveladas con KOH tenemos manchas de color amarillo y pardas.
(CCF N°20)

1 Al realizar el andlisis cromatografico de las fracciones de la microcolumna de las
fracciones #1 a la #4 utilizando como solvente de corrido EtOAc, MetOH; (45:15) y como
solvente revelador CeS@n el que solo la fracciéhtuvo separacion mientras que para la
3y la 4 el solvente es apolar por lo que tenemos que aumentar la polaridatN°@CF

1 En las fracciones #3 y #4 aumentando la polaridad con solvente de corride@D@H,
EtOAc,1 propanol; (1:40:40) y como revelador KOH tenemos un compuesto puro con
manchas de color rosado, son las mismas ya que tienen el mismo valor de RiH2¥ en e
a max&e 227,271y 313 nm y calculado mediante a las reglas de WooeHissed
t ene made 2243275 y 311 nm deduciendo que es una antraquinona (rehina). (CCF
N°22)

3.5 DETERMINACION DE COMPUESTOS EN EL UV
La composicion quimica del S€€assia angustifolip contiene flavonoides, cumarinas,

terpenos b guirtoras (trisofanol y,rehiga).ant r a

3.5.1 DETERMINACION DE COMPUESTOS DEL SUB EXTRACTO ETEREO

TABLA N°6 DETERMINACION DE COMPUESTOS UV (CUMARINAS)
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Sub extracto & n m | Absorbancia 2 nm
Etéreo Practico o
Bibliografico
CLA\AL 215 3.585 211-307
o o 226 3.678 211-311
FUENTE: OLGA LOOK-1988

Al ser reveladas la fraccion #13 de la microcolumna del sub extracto etér&Deben

concordancia con datos de bibliografia y mediante las regld®ddwardFieser se deducen
gue son cumarinas.

TABLA N°7 DETERMINACION DE COMPUESTOS UV (FLAVONOIDES)

Sub extracto Etéreol & n m P r| Absorbancia & nm
Bibliografico
(flavonoides)
5 205 1.651 250-280
o M2
(L] 284 0.131 300330
Q
304 0.136

FUENTE: OLGA LOOK-1988

En el sub extracto etéreo la fraccion # 11 fue revelad&€e&a@ con datos de bibliografia y

mediante las reglas d#oodwardFieser se deducen que son flavonoides.

3.5.2 DETERMINACION DE COMPUESTOS DEL SUB EXTRACTO
BUTANOLICO
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En el sub extracto Butandlico que corresponde a la frateidril.1 revelada con Rosentaler

evidenci

ando

que

es un

terpeno D

sitosterol

TABLA N°8 DETERMINACION DE COMPUESTOS UV (SESQUITERPENO LACTONAS)

Sub extracto & nm Pr Absorbancia 2 nm

butandlico Bibliografico
227 0.593 250-270
276 0.141

FUENTE: OLGA LOOK-1988

Al ser revelada la fraccion 1V.19.1 covainillina, H.SQ; en concordancia con datos de

bibliografia y mediante las reglas Wi¢oodwardFieser se deducen que son sesquiterpeno

lactonas.

3.5.3 DETERMINACION DE COMPUESTOS DEL SUB EXTRACTO ETANOLICO
TABLA N°9 DETERMINACION DE COMPUESTOS UV (ANTRAQUINONAS)

Sub extracto Etandlico & nm Absorbancia 2 nm
o Bibliogréafico
Practico
Antraquinonas
OH O OH 277 1.454 250-263-272-322
“‘ 283 1.467
* CH;
0 302 1.210
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crisofanol
OH © oOH 227 3.810 250-263-272-322
c-::u;:uH 271 1.811
ehina 313 0.997

FUENTE: OLGA LOOK-1988

Al ser reveladas las fracciones V.6 y la fraccion V. 3y 4 del extracto etandlidéGian
en concordancia con datos de bibliografia y mediante las regls¢oddwardFieser se

deducen que son antraquinonas crisofanol y rehina.



CAPITULO IV

. CONCLUSIONES

. En el extracto etandlico por fragmentacion en sub extractos, columnas y placas
cromatograficas preparativas con diferentes solventes se identificO posiblemente
cumari nas, flavonoi des, b sitosterol, Crisc
de capa fina comparando con los Rf de Gassia angustifoli@.50, 0.70 y 0.8 la hipotesis

es positiva.

. El vegetal Martin Galvis en el Herbario de la ESPOCH fientificada comoSenna

multijuga.

. El extracto etandlico obtenido por maceracion tiene 34.06% de rendimiento es siruposo,
pardo oscuro, aroma a madera, pH 5.30 densidad 0,9629 g/mL, indice de refraccion 1.321.
Los grupos fitoquimicos son: antraquinonagpéaos, aceites y esteroles, flavonoides, y

cumarinas concuerdan con datos establecidos para el {arara

. El rendimiento de los sub extractos fue de 2.5% etéreo, 13.68 % Cloroférmico 15,67%

Butanolico y 40.37% de extracto etandlico.

. En el sub extractetéreo se aisla una cumargmrido enTolueno, CHCOOH (93:3.7),
y revelado corKOH con Rf= 0.68 ( @) 215y 226 nm; un flavonoideon Rf= 0.58a
( @) 284, yRf=0.67 a( @) 304 nm.
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6. En el sub extracto Butanodlicraccionado en columna de las fracciond$d y 16
purificadas en placa preparativa corrida Ef©Ac:MeOH; ( 95:5)y revelado con
Rosentalerc 0 Nmax 22 8 nm posible b sitosterol
Tolueno:EtOAc ;(80:2) y revelado con Rosentalen Ri= 0.75 y R§=0.92 a ( ) 227
y 276 nm de magd estardertro de déas desasterperfodactonas

7. En el sub extracto etandlico al realizar el analisis cromatogréafico de capa fina corrido en
CH3COOH, EtOAc, 1 propanol; (1:40:4§) como solvente reveladd¢OH alcohdlico
tenemos dos antraquinonas la primera con Rf: @@3x) 236, 277, 283, 302 nm siendo
posiblemente el crisofanol; la rehina d®h=0.24 a( @) 227, 271, 313 nm.

y



CAPITULO V

5. RECOMENDACIONES

1 Como tienen los mismos compuestos que el €asgia angustifolipse promocione su

comercializacion.

1 Se puede utilizar como laxantes y purgantes, en forma de tisanas, polvos, extractos, sales

calcicas de los sendsiddsy B cristalizadas.



CAPITULO VI

6. RESUMEN

La presente investigaci-n fASeparaciSemade met
multjugacon actividad antibacterianao tiene <con
identificacion de metabolitos secundarios en el extracto etandlico y sub extractos este estudio

se realiz0 en los laboratorios de Fitoquimica de la Facultad de Ciencidssdadta Superior

Politécnica de Chimborazo.

En el extracto etandlico presenta sendsidos similar alGassia angustifolia).

El tamizaje fitoquimico indic6 queSE€nna multijugp contiene antraquinonas, triterpenos,

esteroides, monoterpenos, sesquitesdantonas, flavonoides y cumarinas.

Para la separacion de estos metabolitos se utilizd6 métodos cromatograficos como:
cromatografia en columna, microcolumna y para la purificacion placa preparativa realizando
corte de bandas para posteriormente conaeptcamprobar en cromatografia en capa fina
corrido en sistemas de solventes el mas apropiado en el que pueda evidenciar los 3 parametros
cromatograficos: eficacia eficiencia y resolucidn posteriormente determinar en el

espectrofotometro ultravioleta.

Los sub extractos; (I) presenta 2 compuestos a determinadas longitudes(dexntia226

nm (cumarina) 2=304 (flavonoidajtilizando solvente de corrido: Tolueno, €FHOOH
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(93:3.7), y como reveladdkOH y EtOAc (100%) revelado con CeSl (IV) 2
compuestos con longitudes de of[da=x1=2 28 nm (b sitosterol); 2
lactonas)utilizando solvente de corrido EtOAc, MeOH (95:0.5); EtOA®mIueno, EtOAc
:(80:2) y como solvente revelador Rosentglefl) presentd 2 compuesto$ aaw) 1=302 nm
(crisofanol) y 2=313nmutilizando solvente de corrid@€H:COOH, EtOAc,1 propanol;
(1:40:40) y revelado conKOH alcohdlico aplicando las reglas de WoodwdFfser se

concluye que es la rehina.

Se recomienda que se profundice esta investigacion de estos metabolitos secundarios
identificados, para que sean aplicados en el campo de la Fitomedicina y Fitoterapia y asi

contribuya al desarrollo y emprendimiento en nuestra sociedad.
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SUMMARY
This research is about ARSeparati onSem&d secor
multjuga)wi t h anti bacteri al activityo, Its objet]

secondary metabolids the ethanol extract and ethereal sub extracts (1), chloroformic (111),
butanolic (1V) and ethanol (I). This study was developed in Phytochemistry laboratories at the
Science college of Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

In the ethanol extradtas similar sennosides Seédassia angustifolip

The phytochemical screening indicated th&er{na multijugp contains anthraquinones,
triterpenes, sterols, steroids, monoterpenes, flavonoids and coumarins.

For preparing these metabolic, chromatograph&thods were used as follows: column
chromatography micro column, and for purification, preparative plate, performing cutting for
later banding and checking concentrate in the thin layer chromatography in solvent systems
route, the most appropriate in whido show the three chromatographic parameters:
effectiveness, efficiency and resolution, to later determining in the UV spectrophotometer.
The sub extracts; (1) presentmsx?2= 2260o0nmp ounds
(coumarin) 2= 304 nm(flavonoid) using solvent run; Toluene, GBOOH (93:3.7), and as
developer KOH and EtOAc (100%) developed witEeSQ; the (IV) 2 wavelengths
COmMpoUuRMAIS228§ nenld s i t ;2s 27@ mmo(degquiterpenolactonas) using solvent
run EtOAc, MeOH (95:0.5) ; Toluen&tOAc; (80:20) and as solvent developarsentaler

and (1) pr esentmwiE3@2nnydnysophanal)dirsd 2-a3t3 n(n asjng solvent
run CHBCOOH, EtOAc, 1 propanol; (1:40:40) and revealed with alcoholic KOH: applying the
WoodwardFieser’s rulersgs concluded that the Rehina.

It is recommended deepening Investigation of these identified secondary metabolites in order
to be applied in the Phytomedicine and Phytotheeapgs, and in this way contribute to the

development and entrepreneurship in our society
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CAPITULO VII |

8. ANEXOS

ANEXO 1 TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ETANOLICO

TAMIZAJE FITOQUIMICO REALIZADO AL EXTRACTO ETANOLICO LABORATORIO DE FITOQUIMICA.FACULTAD DE
CIENCIAS.ESPOCH OCTUBRE 2012
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ANEXO N°2 ESPECTROFOTOMETRIA UV

Espectros del Sub extracto etéreo
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