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DETERMINAR LOS CONSTITUYENTES QUIMICOS EN LA HOJADBLA
Cissus verticillataL. POR MEDIO DE UN SCREENING FITOQUIMICO.

Adriana L. Espinoza M. , Juan Carlos Espinoza S.

Seccion de Farmacognosia de la Facultad de Cienci@siimicas de la

UNAN-LEON.
Ledn, Nicaragua, C.A.

RESUMEN

La Cissus verticillatal. es una especie vegetal muy usada por parte pblacion
en el tratamiento de un sinnimero de patologia&sar de su alto uso, el investigador no
se ha visto motivado en realizar un estudio ersfee@e. Debido a la carencia de estudios
de investigacién sobre laissus verticillataL., la pobreza por parte de la poblacion y los
usos etnomédicos de la especie; consideramos eagpran Screening fitoquimico en la
hoja de leCissus verticillatal.

El presente estudio de tipo experimental fue radbz en al laboratorio de
Farmacognosia del Departamento de analisis de amadittos y drogas de la FACULTAD
DE CIENCIAS QUIMICAS. La muestra en estudio formarte de la familiavitaceae
tomando como unidad de andlisis la hoja de la éspgor estar presente la mayoria de los
constituyentes de la especie. Una vez selecciolaadaidad de andlisis se procedi6 a la
recoleccion e identificacion de la especie, secadoracion y por ultimo la realizacion del
Screening fitoquimico.

Los constituyentes quimicos identificados en laahtg laCissus verticillatal.,
fueron: Triterpenos/Esteroles, Acidos grasos, Aldas, Carotenoides, Cumarinas,
Taninos catéquicos, Compuestos reductores, Antda@s, Antocianinas y Polisacaridos;
agrupados todos ellos en los extractos etéredy@lico y acuoso.

Los constituyentes quimicos identificados (ya mematlos anteriormente), fueron
todos aquellos que se encuentran en la faMiteceae comprobando que la composicion
guimica de las especies de la famMitaceae;no varian cualitativamente.

Los Acidos grasos y Flavonoides son constituyegtésicos que se informan por
primera vez en la hoja de las especies de la faMitaceae. Para la realizacion de un
Screening se usan solventes de diferentes polasdaala obtener extractos con la mayor
cantidad de constituyentes quimicos.
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Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

1.INTRODUCCION.

La Cissus verticillatal. es una especie vegetal muy usada por parte de
la poblacion en el tratamiento de un sinnumeroatelpgias como: abscesos
y afecciones ganglionares, forunculos, tos, tumaes A pesar que la planta
es muy usada por la poblacion, el investigador exdva visto motivado en
realizar un estudio de la espetie.

Las plantas medicinales y no medicinales utilizamaso materia prima
para la produccion de extractos o para el aislamida sustancias naturales
puras representan un area en franca expansion.

El reino vegetal es el mas dominante y esenciahdelio ambiente
donde se desenvuelve el hombre, estd compuestarpgran numero de
familias botanicas y estas a su vez poseen unacgrditlad de especies; todas
estas especies vegetales estan compuestas eresor ipor constituyentes
guimicos que ayudan no solamente a las funcionetmbdieeas, de
crecimiento y proteccion de las plantas; sino gaembién se usan con
diferentes fines ethomédicos por parte de la paindc

En la actualidad se ha hecho una regresion emcetle medicamentos
de origen natural, debido a la actividad biologiealas plantas, asi como la
pobreza por parte de la poblacion y los altos peede los medicamentos
sintéticos; obligando al investigador hacer essidids profundos en las
especies vegetales, siendo uno de estos estudio®ehing fitoquimich.

El screening fitoquimico es una de las etapagaie& del analisis
fitoquimico, que permite determinar cualitativaneeids principales grupos
de constituyentes quimicos presentes en una plaafaartir de ahi orientar la
extraccion o fraccionamiento de los extractos pheaslamiento de los grupos
de mayor interés; los resultados del screeningguitmico constituyen
unicamente una orientacion y deben interpretarsec@munto con los
resultados del screening farmacolégico.

En todo screening fitoquimico se hace uso de i@aes de coloracion o
precipitacion y de cromatografia de capa delgad@.(T), que nos ayudan a
la identificacion de los compuestos presenteseplimtas.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Quimicas



Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

Debido a la carencia de estudios de investigacares la Cissus
verticillata L. y los usos etnomédicos de la planta, considesangzesario
emprender un screening fitoquimico sobre la especiestudio, donde los
resultados obtenidos constituyen Udnicamente unantagion de los
principales usos por parte de la poblacion; adenu&s dard a conocer la
presencia de nuevos constituyentes quimicos qumamaido mencionados en
ninguna de las especies perteneciente a la favfithaeae si los hay.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Quimicas
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Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

2. OBJETIVOS.

Objetivo General:

Determinar los constituyentes quimicos en la hoga la Cissus
verticillata L. por medio de un Screening fitoquimico.

Objetivos especificos:

1. Realizar un Screening fitoquimico en la hoja d€iksus
verticillata L. haciendo uso de reacciones de coloracion o
precipitacion y cromatografia de capa delgada.

2. Comparar la composicién quimica dedissus verticillatal.
Con otras especies de la famNMdaceae

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Quimicas
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Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

3. MARCO TEORICO.

3.1 CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA PLANTA.

REINO VEGETAL
FILUM MAGNOLIPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDO
ORDEN RHAMNALES
FAMILIA VITACEAE
GENERO CISSUS
ESPECIE VERTICILLATA

La Cissus verticillataL. nombre cientifico de la planta comunmente
conocida como: Bejuco caro, Lyann mol, pico de maNedra, etc.;
encontrada en diferentes paises del mundo, es usadaliversos fines
etnomédicos por contener una variedad de compugsioscos’

3.2 DESCRIPCION BOTANICA.

La Cissus verticillata L. es una planta trepadora con las siguientes
caracteristicas:
Glabra con zarcillo, ramas articuladas, hojas ss)ptle oblongas a aovadas
de 5 a 15 cm de largo, con el margen dentado setosccimas ramificadas,
con flores pequefias, amarillo-verdosas, blancasmupas, fruto en forma de
baya ovoide o globosa, de color negro de 8 a 10 mm.

3.3 COMPOSICION QUIMICA.
La Cissus verticillataL. es una especie de la fam\f#aceaeque ha

sido muy poco estudiada, por lo que decidimos taroaro referencia a la
Cissus sicyoideperteneciente a la misma familia y que ha sido eséisdiada.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Quimicas 12



Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

En estudios realizados en@assus sicyoidese comprobo la existencia
de los siguientes compuestos quimitos:

5, 6,7-tetrahidroxicumarina en la parte aérea ¢xalata.
5-beta xilopiranésido (Cumarina) en la parte aéeeka planta.
Daucosterol (Esteroides) en la parte aérea dafdapl
Cianidina (Flavonoides) en el fruto.
Cianidina-O-arabinésido (Flavonoides) en el fruto.
Cianidina -3-ramndgsidos (Flavonoides) en el fruto.

| I I I WA W

Todas estas sustancias encontradas en g&aieese pueden separar e
identificar usando reactivos colorimétricos y aatido cromatografia de capa
fina'y de alta presion.

Las Cumarinas:son derivados lactonicos del acido o-hidroxicirémi
pertenecen al grupo de las fenilpropanoides, queaureggrupo largo de
productos naturales derivados de la fenilalanindirgsina o en casos
especiales del acido shikimico. Es muy rara enadatren forma de
glucésidos; no obstante, se conocen algunos desveidroxilados®

La presencia de grupos hidroxilos les agpiopiedad de poseer un
efecto bactocromico. Las Cumarinas son sustandiamefcentes a luz
ultravioleta, comunmente fotosensibles, carecepatf@idad adecuada y son
solubles en soluciones acuosas o alcohdlicas déxidd de sodio’

Los Flavonoides:son pigmentos vegetales gque poseen un esqueleto
carbonado €Cs-Cs. Se encuentran ampliamente distribuidos, tantcedib
como glicésidos; estos ultimos contribuyen a deder a las hojas, frutos y
flores.™

Los flavonoides presentan todos los matices debitidad, desde
totalmente solubles en agua hasta insolubles en gdro solubles en éter
etilico (agliconas muy eterificadas) pasando pa@ #wlubles en etanol
(agliconas). Son insolubles en éter de petroledgpque permite desengrasar
un material antes de extraerd.

Todos los flavonoides en etanol tienen una bandabdercion mas o
menos intensa, a 200-270 nih.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Quimicas 13



Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

Los Esteroides: tienen un esqueleto similar al ciclopentano
perhidrofenantreno y una cadena lateral en la qeelgn insertarse radicales
metilo o etilo, particularmente en’

Son alcoholes solidos con{a Gy atomos de origen animal o vegetal,
se pueden encontrar en forma libre, como estecesno glicosidos; absorben
en el ultravioleta a una longitud de onda entre 200 nm.’

Dentro de la familiaVitaceae encontramos una gran variedad de
especies, ademas de las dos ya antes mencionsidaslo la mas
representativa la uva (la vid) cuyo nombre ciecaisVitis vitifera.

Analizando la familiavitaceae teniendo en cuenta la gran variedad de
subespecies de uvas, los compuestos activos pwediam sobretodo en la
formula cuantitativa que en la cualitativa. Entvse tomponentes principales
destacan los taninos que son los responsablegldestieolor caracteristico.

Los diferentes componentes de esta familia loempod clasificar de la
siguiente manera:

* Flavonoides: especialmente en frutos y hojas.

* Taninos condensados, Procianidina, Antocianidinbsndan en las
semillas y hollejos especialmente, aunque se puedemtrar en las
hojas y raices.

« Acidos organicos

* Vitaminas

« Compuestos nitrogenados: en los frutos.

- Acidos volatiles.

» Ceras, Lipidos, etc.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Quimicas
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Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

3.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA.

El extracto acuoso de hojas posee una fuerteigadivde estimulacion
sobre el utero aislado de rata, la preparaciongmadepresion del sistema
nervioso central, efectos anticonvulsivo y actididatibacteriand.

En un estudio orientado a detectar posibles efdatosacologicos que
justificaron la efectividad de la administracion e decoccion de hojas
frescas (20g en 100 ml de agua) en el tratamiemiofdcciones respiratorias,
se constatd que el preparado no mostré actividtiseaotoninicd.

El extracto etandlico de hojas posee una ligetigidad antibacteriana
sobreCandida albicans

3.5 USOS ETNOMEDICOS.’

(a) Abscesos y afecciones ganglionares: hoja pasadaep fuego en
aplicacion local.

(b) Forunculos: hoja machacada en aplicacion local.

(c) Extracto acuoso para: enfermedades hepaticadesegripe por via oral.

(d) Infusiones orales como: antihipertensivo, antiéieo.

(e) Decocciones orales para: tos, tumores secos.

(H Externamente la hoja se usa para fracturas.

Todos estos usos son de la planta seca y enteraseNoonoce
contraindicacion, ni hay recomendacion particuraceanto a la forma de uso
o de preparacion.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Quimicas
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Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

3.6 TECNICAS MAS GENERALES EN UN ANALISIS FITOQUIMI CO.

1) De extraccion: Soxhlet, percolacién, maceracamastre por vapor.

etc.®
2) Separacion y purificaciof:

A) Cromatografia de papel ---------- * Ascentke
* Descendente
* Circular
* Preparativa

b) Cromatografia de capa delgada ---------* Analitico.

* Preparativo.
* Bidimensional.

C) Cromatografia liquida---------------------- -¢romatografia liquida de
alta resolucion
* Adsorcién
* Intercambio i6noi
* Particion.
D) Cromatografia gas- liquido.

E) Electroforesis.
3) Determinacion estructurdl:
Espectroscopia UV y VIS.
RMN de protény carbono.
Espectrometria de masa.
Reaccion de coloracion y precipdac

Propiedades fisicas

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Quimicas
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Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

En estudios preliminares se pueden utilizar muestiea 1 a 1000g y
orientarse a localizar cuali y cuantitativamente wyn varios principios
activos. Los métodos pueden ger:

A) Histologicos: Observacion del comportamientacdeaes de tejidos frente
a ciertos reactivos que formen colores, precipgaétc.

B) Quimicos.
C) Fisico-quimicos.

D) Bioldgicos: Ver el efecto de extractos sobrdieas de microorganismos,
grupos de ratones, embriones, 6rganos aisladgislgdeetc.

En la practica es ventajoso utilizar variesedtos metodos procurando
gue no falte el bioldgico.

Para asegurar la reproducibilidad en unara@tacion cualitativa de
principios activos se recomienda indicar si el makesegetal esta fresco o
seco, que cantidad de este se extrajo, el pesoxtdacte obtenido y el
volumen de la soluciéon de las que se tomaron,liasctas para las pruebas y
la composicion exacta de los reactivos empleados.

Entre menor es el nUmero de sustanciadguepositiva la prueba y son
mas parecidas, mayor es la especificidad y la Iséidad de esta prueba la
gue se caracteriza por los valores de sus limigegentificacion (minima
cantidad de sustancia determinable bajo las cmdis de las pruebas y su
limite de concentracion, maxima diluciéon del congiaeen que todavia la
prueba es positiva).

3.7 METODOS DE EXTRACCION Y SEPARACION.
Extraccion:

Es la separacion de una mezcla de sustancias goluddn de cada
componente, sirviéndose de uno o varios disolvendesde siempre se
obtienen, por lo menos, dos componentes: la solu@xtraida en su
disolvente (extracto) y el residuo. Al embeber taga con el liquido de
extraccion se disuelven primero las sustancias qua el disolvente puede

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Quimicas 17



Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

llegar sin obstaculos. Al triturar la droga se destn varias células donde el
grado de finura creciente favorece la disolucton.

El procedimiento quimico clasico para obtener gtngntes organico
a partir de tejidos de plantas secas (semillasesatallos, corteza, raiz etc.),
es la extraccion continua del material molido coa serie de solventes que
pueden ser desde muy polares como el agua y dtastd menos polares
como el éter y cloroformd?

Para aislamiento y elucidacion estructural de laaulas bioactivas se
usan diferentes técnicas quimicas, entre estas kesfédtracion, la extraccion
selectiva, la particion, el intercambio i0nico, adson, filtracion en gel,
cromatografia y cristalizacion.

Para el andlisis fitoquimico preliminar se usanniEas macro y
micromeétricas en tubo o capa fina y para el asdi®quimico definitivo y
elucidacion estructural; se udgcnicas de cromatografia en papel, capa fina o
columna, HPLC, cromatografia de gases, espectros ARalisis de
espectroscopia de masas, técnicas de refracciongmetodos los casos se
recomienda un fraccionamiento bioguiatlo.

En términos generales un andlisis fitoquimico dmebeprender 4 etapas
bien definidas®

1) Recoleccidn y clasificacion botanica de la espeniestudio.

2) Extraccion, separacion y purificacion de constitigs quimicos.
3) Determinacion estructural.

4) Ensayos Biologicos y farmacologicos.

3.8 PREPARACION DE EXTRACTOS.

Los extractos de drogas, animales o vegetalestaglam trozos de
plantas pertenecen a las formas farmacéuticas miggguas. La extraccion
propiamente dicha envuelve la separacion de pasibiologicamente activas
de los componentes inertes o inactivos, a partia déilizacion de un solvente
seleccionado y de un proceso de extraccion adectfado

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Quimicas
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Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

En cada extraccion se obtiene un complejo sistargustancias activas
gue puede contener sustancias lastres de difgrastedencia, por lo que son
liquidos, semisodlidos o polvos, relativamente ingsur Dependiendo del
proceso utilizado y del grado de concentracion de éxtractivos, se
encuentran preparaciones conocidas como: decosgiorasiones, extractos
fluidos, tinturas, extractos semisélidos y extraaa polvo.

3.9 EXTRACCION POR SOXHLET. *°

Aparato de extraccién semicontinua, puesdanias fases, el sustrato se
agrega solo al principio mientras que el solverdgeegtraccion cumple un
ciclo de extraccion y purificacion continua. La jfiaacion se realiza en forma
paralela por destilacion del solvente, de maneesedjgustrato siempre esta
en contacto con el solvente puro. Se utiliza cuadoecesaria una extraccion
exhaustiva de la droga.

Es (til en escala de laboratorio a pesar de gaettaccion no tenga una
alta eficiencia, pues la regeneracion del solveateealiza automaticamente
evitando excesivos manipuleos.

La extraccion con soxhlet consiste basicamentée kawado sucesivo de
una mezcla solida con un determinado solvente, gae“lavando o
extrayendo” de la mezcla, los componentes mas lesiidn él. Mediante el
lavado sucesivo de una mezcla, se pueden extragifadeomponentes cuya
solubilidad en el solvente extractante es muy leghido al efecto acumulado
de las multiples extracciones. Un equipo espeeiatendisefiado para realizar
extracciones a partir de mezclas sélidas diveesa®l soxhlet, instrumento
ingenioso de amplia utilidad en fitoquimica.

3.10 DESTILACION POR ARRASTRE CON VAPOR."

Muchos compuestos organicos se descomponen a &somasr por
encima de los 230 °C. Un método de separar gsi@lé sustancias, evitando
la descomposicion, es la destilacion por arragirevapor. La destilacion por
arrastre con vapor se lleva a cabo, generalmentart® mezcla de agua
(jdisolvente mas comun, pero no unjcg! una sustancia (solido 6 liquido)
insoluble o parcialmente soluble en este disolvanie posee ademas un alto
punto de ebullicién. La ventaja de esta técnicéceadn la destilacion de la
mezcla a la temperatura del componente de mendo pierebullicion
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(para el caso de mezclas con agua <100 °C).

La destilacion es el proceso de separacion de uma liquidos, en
funcion de sus diferencias de puntos de ebullicid@n la destilacion se
calienta lentamente una mezcla liquida, hasta euahdiquido mas volatil
comienza a separarse en forma de vapor. La mamaomeMa se recibe
entonces sobre una superficie fria en donde seeosadnuevamente a su
forma liquida y se recoge, libre ya, de los denmmponentes de la mezcla.
Por este método se pueden separar mezclas deodivéggidos, siempre y
cuando las diferencias en puntos de ebullicion semreciables,
aproximadamente 5 °C.

Existen diversas técnicas de destilacion de lakesulas mas conocidas
son la destilacion fraccionada, la destilacion ja peesion y la destilacion por
arrastre con vapor. Esta Ultima, es quiza el ppradenétodo de obtencion de
los *“aceites esenciales”, fragancias naturales napyeciadas que se
encuentran en las plantas, tales como el menta@uedliptol, el eugenol, la
vainillina, etc.

Cabe mencionar que un compuesto de punto de ebulllzajo se
considera “volatil” en relaciébn con los otros compntes de puntos de
ebullicion mayor. Los compuestos con una presionvalgor baja tendran
puntos de ebullicion altos y los que tengan unai@nede vapor alta tendran
puntos de ebullicion bajos. En la Destilacion pora&tre con Vapor se hace
pasar una corriente de vapor a través de la mekelaeaccion y los
componentes que son solubles en el vapor son siggatantre las sustancias
gue se pueden separar por esta técnica se putaielociAceites Esenciales.

3.11 EXTRACCION POR REFLUJO. *?

Es una técnica para extraer y preservar los cortymsiesenciales en los
extractos de especies vegetales; esta formado rparondensador que es
usado para condensar y retener los componentdadesl®urante el reflujo la
vaporizacion de la mezcla que se hierve es sequodda condensacion de
estos vapores sobre las paredes interiores dengleicsador, este se refrigera
con el agua que fluye por una camisa envolventeadrededor.

Esta técnica nos permite retener los compuestiEiles aromaticos
como los aceites esenciales. Algunas veces ejaeaflu puede ayudar con la
desnaturalizacion de ciertos compuestos sensibles cador y al
recalentamiento.
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3.12 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (BASES).

Se denomina cromatografia a un procedimiento, enaluna solucion
de sustancia a separar se desplaza en una dirgredeterminada por una
disposicion de aparatos, por medio de una matdii@as insoluble,
inorganica u organica, mas o menos finamente idpagiendo retenidos
los componente en medida individualmente distfhta.

Como mecanismos fundamentales han de tenerse ataceiereparto
entre las dos fases liquidas, asi como la uniérersible de las
combinaciones que se desplazan a la superficiadtgrbente. Si en el
ultimo caso se trata principalmente de interaca@uperficiales fisicas, se
habla de cromatografia de adsorcion (Tswett). &S0 ce la cromatografia
por intercambio idnico, se llega a la formacionemsible de auténticas
heteropolares combinaciones quimicas, entre la ic@widn que se
desplazay el adsorbente.

3.13 CARACTERISTICAS MAS IMPORTANTES DE UN
CROMATOGRAMA 3

Cada adsorbente solo puede adsorber cantidadésdasi En general,
ya la existencia de muy pocos lugares ocupadosaesuperficie del
adsorbente, supone una notable disminucion de dedude adsorcion,
porgue los sitios mas activos son ocupados en plugar.

También con pequefias cantidades de sustanstasobtienen
cromatogramas cuyas manchas aparecen alargadasdaeccion a la
linea de origen. Esta formacion de cola es nahanade tanto menor,
cuanto menos sustancia se ha aplicado sobre lahanaecorigen, es decir,
los isotermas se van aproximando cada vez masngbatamiento lineal
ideal.

En general las diversas zonas de sustancias sspanadas por zonas
vacias (analisis de elusion). Si el eluyenteieortuna sustancia capaz de
ser adsorbida con mayor intensidad que las suakacseparar, y si estas
ademas son semejantes quimicamente y en su aficmadespecto al
adsorbente (por Ej. los miembros de una serie lagai
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entonces los componente del sistema rivalizan geoiismos lugares de
adsorcion de tal forma que las zonas de sustaeciazomatograma se
suceden sin dejar zonas vacias.

3.14 SELECCION DE ADSORBENTES Y ELUYENES. *°

En la cromatografia tenemos un sistema de tres @oampes como
minimo: adsorbente, medio de elusion y compuesimatografiado. El
comportamiento cromatografico depende tanto debradste como del
medio de elusion.

Entre ciertos limites, se puede predecir qisbidbentes y medios de
elusion son apropiados para la cromatografia delateaminada sustancia.
Mientras que el numero de adsorbentes disponibtegemtivamente
limitado, existen normalmente mas medios de elusapropiados.
Generalmente, en caso de una sustancia determipa@daun adsorbente
fuerte (activo) se requiere el correspondientelvisde de fuerte poder de
elusion y visceversa. Por este motivo, se hanifickado tanto los
adsorbentes como los eluyentes a las respectizamas eluyentes.

a) Adsorbentes: se emplean como adsorbentesigastcepcion oxidos,

oxidos hidratados o sales. Las sustancias adsari@dsorbatos) son
combinaciones polares o polarizables, estan ligadds superficie del

adsorbente por medio de fuerzas electrostaticaclades también son

responsables de la cohesion de la red cristalidagui las tensiones

reticulares actian en parte hacia fuera; los Ggn#aictivos de adsorcion
son, por lo tanto, aristas, secciones de roturaguldés y lugares

defectuosos de la superficie, en los que los i@s&n mas o menos al
descubierto. Con esto se hace comprensible el giamab entre la

actividad de adsorcion y la escala de dureza, euesenta una medida de
la magnitud de las fuerzas reticulares.

La actividad de adsorcion de la adsorbentes cagraficamente mas
empleados, es muy diferente al contenido de agu& [Epsee un
significado decisivo, ya que las moléculas de dgadmente absorbibles
bloquean los puntos activos de la superficie.
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b) Eluyentes: Como la velocidad de desplazamieatong combinacion en un
adsorbente dado, depende del medio de elusion adwlse pueden obtener
series con poder de elusidn creciente llamadassseliidtropas.

Las mezclas de dos o tres disolventes de palhmlistintas, muchas veces
dan separaciones mucho mejores que con eluyertaeggmente uniformes.

Estos eluyentes de varios componentes, seepuedienar también en
series eludtropas. Asi aumenta por ejemplo, catabte regularidad la
accion eluyente en la serie: éter de petroleo, imezie éter de petrdleo con
cantidades crecientes (10, 20, 50 %) de bendesceno, mezclas de
benceno con cantidades crecientes (2, 5, 10, 2fk%danol.

c) Comportamiento cromatografico de adsorciomiysttucion Quimica: Si
las sustancias a separar poseen en la adsorciéancdisolvente no acuoso
poca afinidad por los adsorbentes hidrofilos usyaatonces se trabajara con
un adsorbente fuerte y eluyentes débiles.

Por el contrario, se emplearan adsorbentes débilekiyentes fuertes
cuando la afinidad de adsorcion de las combinasioe® grande. Las
caracteristicas quimico constitucionales influyenla fuerza de union por
adsorcion; los principios en gque se rige estodiean a continuacion:

» Hidrocarburos saturados son poco o nada adsorpiblestroduccion
de enlaces dobles aumenta la afinidad de adsotaidio, mas, cuanto mayor
es su numero y mas todavia si estan conjugadogesni#obles conjugados
aumentan la facultad de polarizacionlae moléculas y la fuerza de la union
adsortiva a la superficie de los adsorbentes hidsof

* Si se introducen grupos funcionales a un hidrocartbaumentando
generalmente la afinidad de adsorcion, pudiéndbservar la siguiente serie
de adsorcion descendente: -COOH, CONHDH, -NHCOCH, -NH,, -
OCOCH;, -COCH;, -N(CH),, -NG,, -H, -Cl.

» Si varios sustituyentes estan presentes en unaamwtécula, solo con
muy poca aproximacion se comportan aditivamente Especto a su
influencia sobre la afinidad de adsorcion.
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3.15 PREPARACION DE LAS CAPAS SEPARADAS.

Las capas finas se pueden preparar de muchas maloenmgds corriente es
hasta ahora el empleo de extendedores de capadinmague también se puede
hacer: sumergiendo la placa de vidrio en la suspenslel soporte,
asperjando, o vertiendo la suspengién.

3.16 COLOCACION DE PLACAS DE VIDRIO Y PREPARACION
DEL EXTENDEDOR. *

Hay que limpiar cuidadosamente la placas, las suddben quedar exentas
de grasa; para esto se cepillan las placas esmasatkacon un limpiador o se
coloca durante unas horas en acido sulfocronidergientes, etc.

No es recomendable enjuagar con los disolventganmos usuales
(metanol, acetona, etc.) ya que estos contienesagracon ellos segun la
experiencia propia con capa de celulosas, puedenrmanse
considerablemente los resultados cromatograficos.

La plantilla de trabajo de material plastico, ae longitud aproximada de
110 centimetros, se coloca sobre la mesa del l@arale forma que su liston
de tope corto sobre puesto queda a la derechare &oblantilla se colocan
cinco placas de vidrio del mismo espesor de 20 20 centimetros
(empleandose mas placas si estas son mas estrecRas® que no resbalen
sobre la plantilla se podra fijar por adhesion et una gota de agua.

A la derecha e izquierda la serie de placas estar@duadrada por dos
placas de 5 x 20 centimetros (placa inicial gljin El extendedor se coloca,
abierto hacia arriba, sobre la placa inicial e$iaede la izquierda, llevandola
desde alli hacia a la derecha en el sentido dedhd roja grabada en la cara
superior del aparato hasta la placa final de |lade.

3.17 PREPARACION DE LA MASA A EXTENDER. *

La preparacion de la masa se explica tomando co@mmp® el
adsorbente hasta ahora mas frecuentemente empkdasibca G. 25 g de
silica G se mezclan uniformemente con 50 ml de agsélada, removiendo
en un mortero o agitando fuertemente (30 a 45 segun matraz erlenmeyer
(200 a 250 ml). La suspension, bastante fllgdandurece en pocos
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minutos a causa de su contenido en yeso. Por hestoque llenar el
extendedor inmediatamente, habiendo graduado amtennte el espesor de
capa deseado.

3.18 RECUBRIMIENTO DE LAS PLACAS. ®

Después de introducida la masa fluida en el apasatdace girar la
palanca I80° hacia la izquierda, de tal forma quees claramente en la flecha
roja la abertura necesaria para la admision del aBe espera hasta que la
masa asuma y se comienza entonces el recubrimiétdm esto lo mejor es
situarse frente a la planta media de la plant8lgetar al extendedor con
ambas manos y desplazarlo sin hacer mucha preshine fas placas hasta
llegar a la placa final.

3.19 TRATAMIENTO DE LAS PLACAS DESPUES DEL
RECUBRIMIENTO. !

Secado: Las placas se dejan en reposo hasta qusumrficie es
completamente opaca (unos 10 min.). Después lorrasjdejar secar al aire
durante la noche.

Activacion: Se introducen las placas en un armdeicsecado. El tiempo de
calentamiento y la temperatura depende de la dativijue se desee lograr en
la capa. Un calentamiento a 105 °C durante 3Qtosn

Conservacion: Como el aire himedo desactiva lasaplactivas, se deben
conservar en un medio secador (gel azul, oxidola®miaio activo, cloruro
célcico, etc.) en un desecador.

3.20 ADSORBENTE DE USO COMERCIAL PARA LA
CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA. *

*Silicagel: Se ha venido usando con mayor frecweteiSilicagel G
gue contiene un 13 % de yeso. El tamafo de sueges de 5 a 25 micras,
para la elaboracion de capas muy finas se tamiymoelucto con tamiz de
malla 200.
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*El Silicagel G contiene iones metalicos de hierrtdna capa de
soporte, libre de hierro, se obtiene desarrollgméwiamente la placa cubierta
y secada al aire con metanol / acido clorhidriaweatrado (9:1). El hierro se
desplaza con el frente del eluyente hacia el bsugerior de la placa, después
de lo cual la placa se seca nuevamente y se activa.

*El Silicagel H no contiene yeso ni aglutinantegamicos, igual que el
Silicagel G el Silicagel H posee un tamafio medigm@@ulacion (5 a 25
micras). Las capas de Silicagel H poseen una bestahilidad, los tiempos
recorridos en comparacion a los de Silicagel Gasgm superiores.

*Capas de Silicagel modificada: Para la separag@combinaciones
acidas, son apropiadas capas Silicagel G que seelaborado con acido
oxalicos 0,5 N, en vez de agua y con adicion ddogsulfarico como medio
de suspension, para 35 g de Silicagel G se emlgazormo / metanol (7:3,
hasta 100 ml) adicionando 2.5 volumen de acidaisad.

*Oxido de aluminio: apropiado para separaciones tdgenos,
alcaloides, esteroides, combinaciones alicicligkigticas y aromaticas.

*Kieselgur.

*Silicato magneésico o silicato calcico.
*Hidroxiapatito.

*Celulosa.

*Poliamida

*Sephadex.

3.21 REACTIVOS DE COMPROBACION. °

o Reactivo de Carr-Price para identificar Carotenmide

o Reactivo de Mayer para identificar Alcaloides.

o Acido Silico-tingstico para identificar Alcaloides.

o Reactivo de Liebermann-Burchard para identificatefpenos y Esteroles.

o Reactivo de Fehling para identificar CompuestosuRextes.
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Reactivo de Lugol para identificar Almidon.

Reactivo Timol para identificar Polisacaridos.
3.22 VALORACION CUALITATIVA. !

Calidad de los adsorbentes.

Grado de actividad de la capa, humeda del aire.

Espesor de la capa, elaboracion.

Calidad del eluyente.

Saturacion de la camara separadora.

Ry

Cantidad de sustancia.

Temperatura.

3.23 VALORACION CUANTITATIVA .1

Tamano de las manchas.

Método de dilusion.

Fotometria.

Determinacion después de la elusion.

Determinacion por calcinacion
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3.24 SCREENING FITOQUIMICO.

El Screening fitoquimico es una de las etapasalasi del analisis
fitoquimico, que comprende las dos primeras etdehanalisis y se realiza
con el fin de separar los compuestos quimicos guensuentran en la planta,
para luego ser identificados por medio de técraocamatograficas.

En el Screening fitoquimico se usan solventes pslarapolares, segun
las propiedades fisicas y quimicas de la muestiea peparar y obtener
alcaloides, taninos, flavonoides, cianinas, etc.

Un ejemplo muy claro del screening fitoquimico ésle este trabajo
investigativo, donde se usa éter de petroleo yhalgoor soxhlet y luego agua
bajo reflujo, para poder ir separando cada unocodecbmpuestos quimicos
gue contiene la planta.

Como resultado final de este screening fitoquinmseoobtienen los

siguientes COMpPUESLOSERPENOS Y SUSTANCIAS NEUTRAS, ALCALOIDES, TANINOS,
FENOLES, ACIDOS CARBOXILICOS, ENTRE OTRAS.
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4. HIPOTESIS.

La Cissus verticillatalL. es una especie vegetal que contiene
Cumarinas, Flavonoides, Taninos; al igual que tesscespecies de la familia
Vitaceae
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5. MATERIAL Y METODO.

TIPO DE ESTUDIO: Es un estudio experimental realizado en el
periodo de agosto 2003-febrero 2004.

AREA DE ESTUDIO: EIl area de estudio de nuestro trabajo, es el
departamento de analisis de medicamentos y drogesa de
Farmacognosia de la facultad de ciencias quimicas.

UNIVERSO: Nuestro universo de estudio son todas las espgaes
forman parte de la familigitaceae

MUESTRA: Cissus verticillatal. .

UNIDAD DE ANALISIS: Hojas de la especie en estudio.

TIPO DE MUESTREO: Muestreo aleatorio simple.
REPRESENTATIVIDAD DE LA MUESTRA: Es una planta que se
encuentra en Nicaragua y que es muy usada pomlagidn, se puede
encontrar en toda la region del pacifico.

CRITERIOS DE SELECCION:

a) Se tomd esta muestra, ya quedasus verticillatalL.; es una
especie poco estudiada y por tener un alto usengtmico por parte
de la poblacion.

b) Como unidad de andlisis se tomaron las hojas, gaegquahi donde

estan reunidos la mayoria de los compuestos quimit la
especie.
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VARIABLES Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

Nuestras variables de estudios son:

» Extracto

» Concentracion

» Screening fitoquimico

» Constituyentes quimicos

» Técnicas cromatograficas

» Reactivos colorimétricos y precipitantes

Variable Definicion Medicion indicador
Screening Determina Presencia o ausenciositivo o negativo
fitoquimico cualitativamente lade colores 0
presencia o ausengiprecipitados.
de los principales
grupos de
constituyentes
quimicos  presentes
en una planta.
Técnicas Técnicas deDistancia de arrastre Distancia de arrastre
cromatograficas |separacion yrecorrida, medida en de la mancha (fR

cuantificacion decm o mm.
constituyentes
guimicos.
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5.1 PARTE EXPERIMENTAL.

Equipo utilizado:

Molino eléctrico (ver anexo 2)

Sistema de extraccion Soxhlet (ver anexo 3)
Sistema de extraccion por Reflujo (ver anexo 3)
Equipo de Destilacion de arrastre con vapor (vexar3)
Mecheros Bushner (ver anexo 3)

Cristaleria;

0O 000000 O

Tubos de ensayos de vidrio Pyrex

Balones de 50 ml y 100 ml marca Pyrex

Embudo separador de 100 ml marca Pyrex
Beackers de 100 ml, 250 ml y 1000 ml marca Pyrex
Probeta de 50 ml y 100 ml marca Pyrex

Espatula y agitador de vidrio

TermoOmetro

Pipeta de 1 ml, 5 ml y 10 ml marca Pyrex
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Reactivos y solventes utilizados:

REACTIVOS Y SOLVENTES

Tricloruro de

NOMBRE GRADO MARCA
Eter de petroleo Grado reactivo Fisher Scientifi¢
Hexano Grado reactivo Merck
Hidréxido de potasio Grado reactivo Merck
Etanol Grado reactivo Merck
Cloroformo Grado reactivo Fisher Scientific
Anhidrido acético Grado reactivo Merck
Acido sulftrico Grado reactivo J.T Baker
Grado reactivo Merck

Sulfato cuprico

antimonio
Acido clorhidrico Grado HPLC Fisher Scientific
Acido Silico- Grado reactivo Merck
Tungstico
Metanol Grado reactivo J.T Baker
Limaduras de Grado reactivo Merck
Magnesio
Hidroxido de amonio Grado reactivo Merck
Cloruro mercurico Grado reactivo Merck
Cloruro férrico Grado reactivo Merck
Yoduro de potasio Grado reactivo Merck
Timol Grado reactivo Merck
Agua Grado reactivo
Grado reactivo Merck

Bitartrato de sodio y

Grado reactivo

Fisher Scientific

Hematoxilina

potasio
Yodo Grado reactivo Merck
Acetona Grado reactivo Merck
Grado reactivo J.T Baker
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Reactivos reveladores:

> Reactivo de Carr-Price: Soluciéon saturada de tuctode antimonio il
en cloroformo.

» Reactivo de Mayer: Disolver 1.35g de cloruro meiomien 60 ml de
agua, disolver 7g de yoduro de potasio en 20 rnalgde&, mezclar, agitar
y filtrar.

> Acido Silico-Tungstico: Solucion al 20% p/v en agua

» Reactivo de Liebermann-Burchard: Mezclar 1 ml aeafbrmo y 1 ml
de anhidrido acético y 3-4 gotas de acido sulficmucentrado.

» Reactivo de Lugol: Mezclar 1g de yodo con 2g deuyodie potasio,
disolver en 300 ml de agua y almacenar en botstiara.

» Timol: 0.1g de Timol en 100 ml de alcohol.
Recoleccion e identificacion de la especie en estud
El material vegetal fue recolectado en las inmedmes del antiguo
Hospital San Vicente, en la primera semana deldae&gosto del afio 2003;
posteriormente la parte de la planta colectaddléwada al Herbario Miguel
Ramirez Gollena de la UNAN-Ledn, para su clasifimae identificacion.

Trituracion:

Las hojas de leCissus verticillataL. una vez que lograron estar
totalmente secas, se trituraron con un molino ebéct

Material vegetal utilizado:
La planta en estudio, de donde se obtuvo el mateegetal

(hoja) para esta investigacion es f(@issus verticillata L. conocida
comunmente como bejuco caro.
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Screening fitoquimico:(ver esquema en anexos 1)

Se realiza una extraccion con éter en Soxhlet goseentra hasta un
volumen de 200 ml, se divide en dos fracciones B, yle 20 ml y 180 ml
respectivamente, realizandose a cada una ddaslagyuientes pruebas.

Fraccion A: Los 20 ml se concentran hasta sequedad y sel\diseleresiduo
en 20 ml de alcohol, dividiendose en dos fracciohey A, de voliumenes
iguales.

Fraccion A: 10 ml, se evaporan hasta sequedad destilando kayarrastre
de vapor y extrayendo con éter (2ml de extract@@mnl de éter), aplicando
luego cromatografia de capa delgada, usando coseonfevil Hexano/Eter
(8:2) y fase estacionaria Silica gel; evaluandeggiis la corrida, el tipo de
manchay el R

Fraccion A: 10 ml ,se adicionan 10 ml de Hidréxido de pot&s®M y 20 ml
de agua, calentando para evaporar el etanol yegxdtom éter (3ml de extracto
en 10ml de éter), separando el éter de los denmhapareentes y dividiéndolo
en tubos de ensayos en volumenes iguales, evak&nd® la siguiente
manera.

Tubo 1: Adicionar 5 ml de Reactivo de LiebermarnurdBard.

Resultado esperadoColoracion verde oscura, indica la presencia de
Triterpenos y Esteroles.

Tubo 2: Adicionar Reactivo de Carr-Price.

Resultado esperadoColoracion verde oscura, indica la presencia de
Carotenoides.

La fase acuosa sobrante se acidificoO hasta pH 3elextrajo con éter
(2:10), evaporando hasta sequedad.

Resultado esperad&ormacion de residuos con cristales, indica &s@mncia
de acidos grasos.

Fraccion B 180 ml, se concentra hasta un volumen de 50 sd divide en
seis fracciones.
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Fraccion B: 10 ml, se evaporan hasta sequedad y disolvermahd® acido
clorhidrico al 2%, dividiéndose en volumenes igsakn tres tubos de
ensayos.

Tubo 1: control

Tubo 2: R. De Mayer

Tubo 3: Ac. Silico-Tungstico

Resultado esperadbormaciéon de precipitado en los tubos 2 y 3,caddo la
presencia de alcaloides.

Fraccion B: 5 ml, se evaporan hasta sequedad y se adicionafaimo y
gotas de R. De Carr-Price.

Resultado esperadoColoracion verde oscura, indica la presencia de
Carotenoides.

Fraccion B: 5 ml, se evapora hasta sequedad y se disuel2erg¢me metanol
caliente, adicionando luego limaduras de magne&iony de acido clorhidrico
concentrado.

Resultado esperadBespués de 10 minutos se presenta una colorewiaa,
indicando la presencia de agliconas de Flavonoides.

Fraccion B: 5 ml, se evaporan hasta sequedad y se disueltemdrde agua
hirviendo y se aplica con un capilar dos manchasagm! filtro, aplicando en
una de las manchas una gota de Hidréxido de pddsiul.

Resultado esperadoFluorescencia a 366 nm, indica la presencia de
Cumarinas.

Fraccion B: 5 ml, se evapora hasta sequedad y se disuelve ah de
Cloroformo, adicionando el R. Liebermann-Burchard.

Resultado esperadéormacion de un anillo verde con una interfaserco
marron, indica la presencia de Triterpenos y Eksro

Fraccion B: 5 ml, se evapora hasta sequedad y se disuelve ah de
Hidréxido de amonio al 25%.
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Resultado esperad@oloracion roja, determina la presencia de Enmaxlin

Una vez hechas las pruebas de la fraccion A yeRirecede a realizar
una Reextraccion en Soxhlet con Etanol, donde &inwen obtenido se
concentra hasta 200 ml y se divide en dos fracsi@he E, de 100 ml cada
una.

Fraccion k: Se concentra hasta 30 ml y se divide en tresitvaes.

Fraccion E: 5 ml, se adiciona 2 ml de agua y 5 gotas de sniute Cloruro
férrico al 1%.

Resultado esperad@oloracion azul indica la presencia de Tanindegsy
una coloracion verde indica la presencia de Tarcaté&yuicos.

Fraccion k.. 5 ml, se adiciona 2 ml de agua y 5 ml de R. Rghal 1%,
dejando en reflujo por 30 minutos.

Resultado esperadoPrecipitado color ladrillo, indica la presenciae d
Compuestos reductores.

Fraccion Kz 20 ml, se evaporan hasta sequedad y se disuel2® enl de
acido clorhidrico al 10%, retirando 3 ml.
Muestra 1: Se alcalinizan los 17 ml restantes haldt® y se extrae con éter
(3ml de extracto en 10ml de éter), evaporandodecion etérea y se disuelve
en 3 ml de acido clorhidrico al 10%.
Muestra 2: Dividir las muestras 1y 2 en tres tull®mensayos.

Tubo 1: Control

Tubo 2: R. De Mayer

Tubo 3: Ac. Silico-Tungstico

Resultado esperad®recipitacion en los tubos 2 y 3, indica la pnese de
Alcaloides.

Fraccion E&: Se concentra hasta un volumen de 50 ml, adicawiar2O0 ml de
acido clorhidrico al 20% y se coloca en reflujo 3@ minutos; luego se
adicionan 20 ml de agua y se evapora hasta un eoluda 30 ml. Se extrae
con éter (3ml de extracto en 20ml de éter) separémthse etérea de la fase
acuosa, la fase etérea se concentra a un volun&m ré
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Fraccion k1. 5 ml, se concentra hasta 1 ml y se aplican doxha@es en papel
filtro, aplicando sobre una de las manchas una detllidroxido de potasio
0.5 M.

Resultado esperadoFluorescencia a 366 nm, indica la presencia de
Cumarinas.

Fraccion E,: 5 ml, se evapora hasta sequedad y se disuelvk m@h de
Hidroxido de amonio al 25%.

Resultado esperado Coloracion roja, determina la presencia de
Antracendsidos.

Fraccion B3 10 ml, se evapora hasta sequedad y se disuelietanol al
50%, se adiciona limaduras de Magnesio y 1 ml @#atorhidrico.

Resultado esperad®es pues de 10 minutos aparece una coloraci@ roj
indicando la presencia de Flavonoides.

Fraccion B, 10 ml, se evapora hasta sequedad y se adicionR. el
Liebermann-Burchard.

Resultado esperadoColoracion verde oscura, indica la presencia de
Triterpenos y Esteroles.

Fraccion Es La fase acuosa acida presenta coloracion rgpa@alo que se
eleva el pH a 9-10.

Resultado esperad@oloracion verde-castafio o azul indica la presede
Antocianinas.

Una vez hechos los ensayos en los extractos anmaterse procede a
realizar una extraccion por Reflujo con agua, doeldeolumen obtenido se
concentra a 200 ml y se divide en dos fracciones YARQ,, de 100 ml cada
una.

FraccionAQ; : Se divide en siete fracciones.

Fraccion AQ 1: 5 ml, se adicionan 3 ml de agua y dos gotas deaigol.
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Resultado esperad@oloracion azul, indica la presencia de almidon.

Fraccion AQ. 5 ml, se evapora hasta sequedad y se adiciorgotas de
acido sulfurico y 3-4 gotas de Timol.

Resultado esperadGoloracion rojiza, indica la presencia de Pobsalps.

Fraccion AQsz 5 ml, se adiciona 10 ml de Acetona y 2 gotas de
Hematoxilina, se agita y se filtra.

Resultado esperadoPrecipitado color violeta indica la presencia de
Mucilagos.

Fraccion AQ 4 5 ml, se adiciona 45 ml de agua y se agita ponib@itos.

Resultado esperad&spuma persistente por 20 minutos indica la p@aale
Saponinas.

Fraccion AQs 5 ml, se adiciona 1 ml de R. de Fehling y s@a @& Reflujo
por 30 minutos.

Resultado esperaddPrecipitado color ladrillo, indica la presencia d
Compuestos reductores.

Fraccion AQe 3 ml, se adiciona 2 ml de agua y 3-4 gotas deu@derrico.

Resultado esperad@oloracion azul indica la presencia de Tanindegsy
una coloracion verde indica la presencia de Tarcat&yuicos.

Fraccion AQ 7 30 ml, se adiciona Hidroxido de amonio hasta pldeQextrae
con éter (3ml de extracto en 30ml de éter) y sp@eahasta sequedad. Se
disuelve el residuo en 10 ml de acido clorhidricdG®b, dividiendo en tres
tubos de ensayos.

Tubo 1: Control

Tubo 2: R. De Mayer

Tubo 3: Ac. Silico-Tungstico

Resultado esperad®recipitacion en los tubos 2 y 3, indica la pnese de
Alcaloides.
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Fraccion AQ: En esta fraccion se realizan las mismas pruebssriths para
la fraccion A.
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6. RESULTADOS.

El Screening fitoquimico en l@issus verticillatal. fue realizado en el
departamento de control de calidad de medicamemos|a seccion de
Farmacognosia.

El Screening se realiz6 a partir de tres difererdrtractos (etéreo,
alcoholico y acuoso), a los cuales se les realeaiterentes técnicas de
identificacion de constituyentes quimicos preseartels especie en estudio.

Los resultados obtenidos en el screening fitoguinueron agrupados
segun el extracto (etéreo, alcohodlico y acuosmetando los constituyentes
guimicos que contiene @issus verticillatal. identificando los siguientes.

TABLA 1. Constituyentes quimicos identificados enla Cissus
verticillata L.

Tipo de extracto Constituyenteujmico Resultado
[) Extracto etéreo.
- Fraccion A (20 ml)

Fraccion A-----------=-=-mnmmu- Triterpenos/Esteroles  --------------- (-) negativo.
Carotenoides  -——-- (-) negativo.
Acidos grasos -———-(-) negativo

Fraccion A ----------- -- Triterpenos/Esteroles  ---------------- (+) positivo.
Carotenoides  -——- (-) negativo.
Acidos grasos -——-----(+) positivo.

- Fraccion B (50 ml)

Fraccion B --- Alcaloides e (+) positivo.
Acida.

Fraccion B------------------------- Carotenoides ~  ---mmmmmmmememeee- (+) positivo.
Fraccion B --- Agliconas de flavonoides ---------------- (-) negativo
Fraccion B --- Cumarinas = —mmmememeeeeee- (+) positivo
Fraccion B --- Triterpenos/Esteroles ~ --------------- {+) positivo
Fraccion B ----Emodinas @~ === e (-) negativo
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II) Extracto alcohdlico
- Fraccion E1 (30 ml)

Fraccion E; --- Taninos gélicos o catéqog -------------- (-) negativo
Fraccion E; --- Compuestos reductores =~ ------------- (+) positivo
Fraccion ks --- Alcaloides e (+) positivo
- Fraccion E2 (50 ml)
Fraccion k1 --- e Cumarinas  ---mm-mmmmmmeemeees (-) negativo
Fraccion kp --------------------- Antracenosidos = ---------------o--o- (+) positivo
Fraccion k3 ---- Flavonoides = --------m-momoeoeee- (-) negativo
Fraccion B4 - mmmmmmmemeee Triterpenos/ Esteroles----------------- (-) negativo
Fraccion ks --- e Antocianinas =~ -----m-m-mememeeeee- (+) positivo
[Il) Extracto acuoso.
- Fraccion AQ (100 ml)
Fraccion AQ q ----------------------- Almidon e (-) negativo
Fraccion AQ ; --------------=-------- Polisacaridos ~  ------m-memee- (+) positivo
Fraccion AQ 3 ------------------- Mucilagos = --mmemememeeee- (-) negativo
Fraccion AQ 4 ------------------- Saponinas = s-memeeeeeeee- (-) negativo
Fraccion AQ 5 ------------------- Compuestos reductores----------- (+) positivo
Fraccion AQ g ------------------- Taninos catéquicos  --------------- (+) positivo
Fraccion AQ 7 ------------------- - Alcaloides ~ —--mememeeeee- (+) positivo
- Fraccion AQ (100 ml)---------- Triterpenos/Esteroles -------------- ) negativo
Carotenoides ~  ---——-- (-) negativo
Acidos grasos =~ ---—---- (-) negativo
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7. ANALISIS DE RESULTADOS.

Analizando cada uno de los extractos obtenidos leisceeening
fitoquimico sobre la&Cissus verticillatalL. se pudo determinar la presencia de
constituyentes quimicos, ya mencionados anteriaienen

En nuestro estudio se demostrd la presencia daerpgenos/Esteroles,
Acidos grasos, Alcaloides, Carotenoides, Cumarirfas)inos catéquicos,
Compuestos reductores, Antracendsidos, Antocianynaslisacaridos; como
se esperaba en el Screening; ya que la presenestakecompuestos depende
de sus propiedades fisico-quimicas, polaridad slesddventes, temperatura y
pH.

1. Triterpenos/Esteroles:La presencia de estos compuestos se identificé en
las fracciones Ay Bs, por la aparicion de un anillo de color verde &n |
parte superior con una interfase color marrén, cobgndo su solubilidad
en éter y compuestos organicos de baja polaridadorrario en la
fraccion AQno se identifico por usar un solvente polar.

2. Carotenoides: La identificacion de estos constituyentes se efeetu la
fraccion B por la aparicion de una coloracion verde oscurpoy su
solubilidad en compuestos organicos de baja paldrilin la fraccion Ay
AQ, no se identifico por no haber cambio de coloraccamprobando su
insolubilidad en soluciones acidas o alcalinas i ysar solvente de alta
polaridad.

3. Acidos grasos:La presencia de acidos grasos en la fraccidsefdebe en
primer lugar a la formacion de cristales y a swlsiittad en compuestos
apolares y en soluciones acidas; al contrario detzion A donde el pH
fue alcalino y AQ donde el solvente usado fue el agua.

4. Alcaloides: La positividad de estos constituyentes en la faacds, se
debe a la formacion de precipitados al realizarpugtratamiento con
soluciones alcalinas para liberarlos de sus safesnyar los precipitados,
obteniendo asi bases libres de alcaloides. Endasibnes E;y AQ, 7 se
obtienen alcaloides en forma de bases libres,ddebila formacion de
precipitados al realizar un pretratamiento con @atbrhidrico y a su
insolubilidad en solventes polares.
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5. Agliconas de flavonoidesia presencia de estos compuestos en la especie
no se identifico tanto en la fracciéon 8mo en la kg por su insolubilidad
en solventes apolares y al no presentar una caoregjiza.

6. Cumarinas: Se identifico la presencia de estos constituyeeteslas
fracciones B por su solubilidad en solventes apolares, en,lapér ser
solubles en soluciones alcohdlicas de hidroxido pd¢asio (KOH),
presentandose fluorescencia a una longitud de da@&6 nm.

7. Emodinas: La especie en estudio no contiene este tipo dstitoyentes,
ya que no fueron identificados, al no apareceramh@acion rojiza.

8. Taninos catéquicos:Se presentan en la fraccion Adpor la aparicion de
una coloracion verde que se present6 y por su iidad en agua. En la
fraccion B ; no se comprobo la existencia debido a que estopuwestos
son insolubles en alcohol y al no presentarsel@acion verde.

9. Compuestos reductoresSe identificd la presencia de estos constituyentes
en la fracciones £y AQ; s debido a la formacion de un precipitado color
ladrillo al llevarse acabo una reaccion de oxidaaidilizando Cobre Il
complejado con &cido tartarico (R. Fehling).

10. Antracenosidos: La existencia de estos constituyentes en la fiacgi ,,
se debe a la coloracion rojiza presentada en nadchdino.

11. Antocianinas: La presencia de estos compuestos en la fraccigrs&
demostro por la aparicion de una coloracion castiionedio alcalino;
demostrando que estos compuestos no solamentewsengan en el fruto
sino que también en las hojas de la especie.

12. Almidén: No se identificd la presencia de almidon en laeespal no
aparecer una coloraciéon azul en la prueba de Lugol.

13. Polisacaridos: Se identificaron en la fraccion AQpor la aparicion de
una coloracion rojiza al acidificar el residuo \lavarse acabo la reaccion
con timol.
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14. Saponinas: No se identificaron en la especie, al no prodeces la
fraccion AQ 4 espuma persistente en agua, que es la caraceerdsi
dichos constituyentes.

15. Mucilagos: No se comprobsd la presencia de estos compuesto® al
formarse un precipitado violeta después de redailmagrueba respectiva.

Al comparar la composicion quimica de @assus verticillataL. Con
otras especies de la misma familia como lo sdBi¢gus sicyoidey la Vitis
vitifera se comprobd que las especies poseen una compogjcidnica
cualitativamente igual, diferenciandose en su cagmn cuantitativa;
ademas se puede comprobar por el reciente estedinohsobre l&Cissus
sicyoidesrealizado en el INSTITUTO DE FARMACIA'Y ALIMENTO®E
LA UNIVERSIDAD DE LA HABANA, donde se demostro largsencia de:
Taninos, Compuestos reductores, Triterpenos/Es&rofcidos grasos vy
Flavonoides®

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Quimicas

45



Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

8. CONCLUSION.

En el screening fitoquimico realizado en la hojdad@issus verticillata
L. se hizo uso de reacciones de coloracién y pitacipn, en
combinacién con la cromatografia de capa delgadelardo la
presencia de los siguientes constituyent€simarinas, Taninos
catéquicos, Flavonoides en forma de antocianinaspmprobandose
ademas la existencia de otros constituyentes coAloaloides,
Triterpenos/Esteroles, Acidos grasos, CarotenoidesCompuestos
reductores, Antracenosidos y polisacaridos.

Al comparar la composicion quimica dedassus verticillataL. Con
otras especies de la famiNataceae se comprobo que la composicion
guimica de las especies es semejante cualitatitamen

Los Acidos grasos y Flavonoides son constituyeqtgmicos que se
informan por primera vez tanto en la hoja de&Clasus verticillatal.
como en la hoja de I€issus sicyoideslo cual se comprueba en el
reciente estudio realizado en el INSTITUTO DE FARMA Y
ALIMENTOS DE LA UNIVERSIDAD DE LA HABANA.

Se usaron solventes polares como el etanol y eh, gqoara obtener
extractos cuya composicion quimica contiene la maparte de los
constituyentes quimicos de la planta y solventedaags para obtener
un extracto con una composicion quimica que coateanstituyentes
guimicos con determinadas caracteristicas, como se@rbles en
solventes apolares.

Se utilizaron diferentes técnicas de separacion cdestituyentes

guimicos como:

a. Soxhlet, técnica de separacion semicontinua, que permitio
realizar una extraccion exhaustiva de los consitgs quimicos
presentes en l@issus verticillatal.

b. EI reflujo y arrastre con vapor para evitar la ohad de
constituyentes volatiles presentes erClasus verticillatalL. y asi
extraerlos de la misma.
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9. RECOMENDACIONES.

. En todo proceso de extraccion se deben de consitbeyasiguientes
factores: el estado de division de la droga, léaamin, la temperatura,
el pH, la naturaleza del solvente y el tiempo deaexion.

. Que en estudios posteriores se aislen y caractedoseconstituyentes
guimicos presentes en los diferentes extractos.

. Demostrar los usos farmacologicos dedesus verticillatalL. por
medio de los ensayos bioldgicos y farmacoldgicos.

. Los farmacéuticos debemos de realizar estudios pnai&indos en
especies botanicas, para determinar la composigiomnica y actividad
biologica de las mismas y de esta manera contridiir mas en el
mejoramiento de la salud de la poblacion.
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Extraccion con
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1. ESQUEMA DE TRABAJO. ®

Fraccion A
Tomar 10 ml. Destilar con Extraenc C.C.D usando Triterpenos / Esteroles
evaporar hast arrastre®e  éter. (Z:20exano / é@ Carotenoides
Evaporar hasta sequedad. Vapor. (8:2) Acidos Grasos
—» Sequedad y disolv Liebermann-Burchard
en 20 ml. de alcohol . FageTriterpenos / Esteroles
Fraccion A Etérea
Tomar 10 ml. y Adicionar Evaporar Edrcon Carr-Price
Fraccion A adicionar 10 mt—=» 20 mite el etan®l éter (3:1 Carotenoides
20 ml. de KOHO0.5M agua
Fase , Acidificar , Acidos
Acuosa pH 3-4 Grasos
Concentrar B Control
a 200 ml » 10 ml, evaporar 4 Disolver en Mayer  Alcaloides.
Hasequedad 3 ml. de HCI 29
Ac. Silico-Tungstico
l» .5 ml, evaporaryp AdicionarCHCL — y Carotenoides.
Fraccion B hasta setpck y R. Carr Price
180 ml
ly. 3.5 ml, evaporar,, Disolverel gidnar limaduras_,  Coloracion rojigaFlavonoides
temsequedad residuo en 2 ml deMgml de HCI  después de 10 min.
— Concentrar de MeOH caliente
Hasta 50 rﬁ[_> 4.B ml, evaporar > Disolveren 1 ml  Apfliem _ Aplicar 1 gota Fluorescerjgiaumarinas
Hasequedad agua hirviendo papeb filde KOH 0.5 M = a 366 nm
l,. 5-Bml, evaporar > Disolver en 1 rp»l AdicorR. > Anillo Triterpenos y
hasemguedad de CHCI Liebermann-Burchard Verde Esteroles
lp Bs.5 ml, evaporar® Disolver en 1 mt  Coléa roja » Emodinas

temsequedad de NBH 25%
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Fraccion &
100 ml

Reextraccion con—p concentrara |
alcohol en soxhlet. 200 ml.

FracciénE,
100ml

El,l
»5 ml.+ 2 ml de agua_p adicionar 59
FeCk.
Concentrar a 1B

30 ml.

.’

disolver en 20 ml
de HCI 10%, Retirar 3 ml

—» 5ml + 2ml Agua + 5ml Rehling » Reflujo por»

Color azur— Taninos galicos.

Color verde™ Taninos catéquicos

Precipitageo Compuestos

30 min. Color LadrilloReductores
Eis Alcalinizar Extraer con vdporar y
20, evaporar 17mlapH9 Eter(3:10) disolver con

3ml de HCI 10%

Control

Dividir muestra

1 ¥R 3 tubos de

R. Mayer_,, Alcaloides

ensayos
A. Silico -Tungstico
2E
5ml, centrar Aplicar KOH Cumarina
1@l Aplicar en ™ ver en uv™>
Fase etérea papel filtro
» 60ml, concentrar|  ,E

Concentrar a 50colocar en a 30ml
Reflujo por 30miadicionar 20ml
De agua. Evapdrasta 30ml, extraer

Con Eter(3:20)eparar

Fase acuos®
» 4cido
Exs

Presentar col®r
rojizo

5ml, evaporar y
disolver en NBH

Es

CoIo_r,Antracenésidos
rojo

> 10ml evaporar _ Adicionar  Flavonoides
Disolver en MeOH Mg. Y HCI
L Ey +» R. Lieberman Triterpenos

10ml evaporar Burchard ®» esteroles

Elevar dAntocianina
pH 9-10
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Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

» AQi:5ml+3mlde agua» Adicionar R. Luges Coloracion azul » Almidon

(2 gotas)
AQ., 5ml, evaporar,  adicionar 5 gotas dg, Coloracién,, Polisacaridos
# hasta sequedad 2S5y, y 3ml de Timol Rojiza

, AQi35ml+10mlde , Adicionar ,  Agitar, Precipitado, Mucilagos

acetona Hematoxilina Filtrar violeta
Fraccion
AQ AQ.5ml +45mlde ,  Agitar poy, Espumaspetente,, Saponina
100m > uag 10 min. por 20 min.
N AQ; 5 5ml + 1ml de Reflujo pap  Precipita 5 Compuestos Reductores
| R. Fehling 30 min.  color ladrillo
v > . -
Color azul~ Taninos Galicos
Extraccién con lp  ABmI + 2ml de » Adicionar got
Agua por reflujo de agua de Fegl

I AQ;730ml + NHjOH Extraer con Evaporar hasta  Disolver @ml
hasta pH 9 -+ FEter (3:30) » Sequedad» de HCI

AQ;
100 ml

Color verde Taninos Catéquicosp Control

R. Mayer—> Alcaloides

A. Silico tungstico

» Adicionar20 ml de HCI®»> Calentar a Ebullicior®>  flRj por 30 min.  Realizar pruebas

De la fraccion Etérea
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Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

EQUIPO UTILIZADO .

2. Molino eléctrico.

Marca: Thomas Wiley.

Modelo: N° 4 Motor Has Automatic Reset Thermal Protection.
Origen: Philadelphia, USA.

3. Equipos utilizados para las diferentes técrileasxtraccion.
DESCRIPCION CANT.

Equipo Soxhlet con camara de
extraccion y refrigerante para agua.

Refrigerante 3

$ S ot

Pinzas de 3 dedos con nuez 9

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
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Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

Balén de 500 ml (fondo plano si
Se usa parrilla)

Canasta de calentamiento con conexiéon
o parrilla con agitacion.

Matraz Erlenmeyer de 1 litro

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
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Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

Matraz Erlenmeyer de 50 ml.

Probeta graduada de
5,10y 25ml.

b

I-Ill i ”;ﬁ" "Illd
0" ¢

o

Conexién de tubo de vidrio con dos tapones
bihoradados.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
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Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

Capilares

[—————

Anillo de hierro

Mechero Bushner
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Screening Fitoquimico en @issus verticillatal.

Espatula

Vaso de precipitado de 50, 100 y 250 ml
(Beackers)

Recipiente de peltre
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