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TEMA

Determinacion de la actividad biologica en cinco especies
vegetales: Talisia nervosa, Cyclanthus bipartitus,

Seladinella artritica, Tetragastris panamansis y Crisophila
warscewiczii con cisticercos de Taenia solium.
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INTRODUCCION

Las plantas se han utilizado desde siglos como agentes terapéuticos, en este
continente los nativos por su curiosidad innata conocieron los productos naturales, al
igual que su necesidad por dar respuesta a las multiples enfermedades que le han
aquejado. Sin embargo, todo este uso tradicional sé ha enmarcado siempre en un
sistema mucho méas complejo que implica practicas culturales, alimenticias, religiosas y
magicas a las que estan indisolublemente ligadas. Hoy en dia esta practica terapéutica
naturista continua vigente en nuestros pueblos, en donde un 70% de las prescripciones
medicas estan representadas por plantas medicinales y es por estos beneficios que se
han intensificado las investigaciones cientificas para extraer y separar sustancias con

actividad bioldgica o terapéutica, de ahi las alternativas para el cuido de la salud.

Existen muchas clases o categorias de sustancias naturales producto del
metabolismo vegetal que se han clasificado segun su origen caracteristicas quimicas,
similitud estructural, molecular o su accion farmacologica. Todo este potencial que las
plantas han demostrado podemos desarrollarlo, no solo, como medio de subsistencia, si
no, valorarlos sobre la disponibilidad de fuentes de conocimientos que conlleven a una

ruta para nuevos y mejores medicamentos.

De esta manera se justifica la bisqueda a través de la realizacion del ensayo,
para determinar la actividad bioldgica en las especies vegetales a estudio, con el fin de
encontrar una alternativa en favor de la disminucion de la prevalencia de la enfermedad

(Cisticercosis) y de esta manera contribuir a la salud de la poblacion.
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OBJETIVO GENERAL

+¢ Determinar la actividad bioldgica de cinco especies vegetales Crysophila warscewiczii,

Ciclantrus bipartitus, Selaginella artritica, Talisia nervosa, Tetragastri panamensis,

en cisticerco de Taenia solium..

OBJETIVOS ESPECIFICOS
+» Elaborar extractos hidroalcholicos de las muestras sometidas al ensayo, Crysophila

warscewiczii, Cyclanthus bipartitus, Selaginella artritica, Talisia nervosa,

Tetragastri panamensis.

+» Realizar fraccionamientos a fin de obtener extractos puros, con disolventes apropiados,

cloroformo y hexano, para la realizacion del ensayo.

+¢+ Realizar pruebas de caracterizacion a los extractos en estudio.
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BIODIVERSIDAD

Las condiciones ecoldgicas, geograficas y culturales de los paises del tropico
hacen de esta region un terreno fértil para planificar y ejecutar acciones que revaliden
las practicas tradicionales e introduzcan nuevos enfoques en la produccion, industria,
desarrollo y atencion de la salud de sus pobladores con alternativas terapéuticas.
Latinoamérica es una region privilegiada por su biodiversidad, ecosistemas, ubicacion

geogréfica y riqueza cultural heredada de sus antepasados.

La biodiversidad es uno de los elementos mas importantes para el sustento de
la vida, a partir de la adopcion de préactica inadecuadas, no solo, estan desapareciendo
especies valiosas, sino ecosistemas enteros, y quizas el primer hecho a comprender es
que no solo somos custodios de la biodiversidad, si no también generadores de la
misma, tanto con las plantas medicinales como de las semillas, crianza, adaptacion,
experimentacion, multiplicacion y traslado de las plantas y animales, todo esto a
generado una impresionante diversidad biolégica que es la que nos permite el presente

subsistir.

PRINCIPALES FACTORES DE PERDIDA DE BIODIVERSIDAD.

Las causas principales de la extincion de especies y ecosistemas en Nicaragua,
tienen su origen en los estilos de desarrollo y los ecosistemas tecnoldgicos que se

utilizan en el proceso de incorporacion de los ecosistemas naturales, al desarrollo de la

sociedad.
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Estos ecosistemas sufren modificaciones profundas en su estructura,
composicion y dindmica, perdiendo consecuentemente muchos elementos de la

biodiversidad biotica. Dentro delos principales factores tenemos:

1. Destruccion y transformacion del habitat natural, principalmente por la remocion
de la cobertura vegetal natural en &reas silvestres o por la introduccion de
especies exoticas.

2. Aprovechamiento directo de las especies vegetales y animales a niveles
insostenibles.

3. Sobre explotacion extractiva de recursos naturales sobre todo en el caso
particular de las plantas medicinales nativas o de caza y pesca indiscriminada.

4. Extrema pobreza que lleva a la destruccion de los ecosistemas.

5. Perdida de practica tradicionales y de sistemas productivos en equilibrio con la

naturaleza.

Existen, ademas, ventajas y desventajas que deben ser consideradas en el
proceso de biodiversidad, las cuales entran en juego para la conservacion de las

diferentes especies.

Ventajas.

1. Al comparar la biodiversidad con los aspectos botanicos en la seleccion de
plantas, existe mayor descubrimiento de especies vegetales.

2. El proceso de obtencion de las especies es mas rapido, si se compara con el

alcance etnomedico.
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3. No es necesario el conocimiento exacto de la distribucion ecogréfica y Precision
en la identificacion taxondmica del vegetal que puede ser realizado
posteriormente.

4. Al hacer uso de la biodiversidad, la quimica taxondmica, facilita el

descubrimiento de nuevos componentes presentes en las especies.

Desventajas.

1. Avance de la frontera agricola, esto significa que cada vez se destruyen mas
ecosistemas para ocupar territorios con mono cultivos.

2. Elimpacto ambiental de las grandes obras: represas, caminos, carreteras.

3. Deforestacion a causa de la gran presion comercial ambiental, ejercida por las
grandes empresas madereras, lo que lleva a reemplazar el bosque nativo por
especies exdticas de crecimiento rapido.

4. Ausencia de informacion sobre los beneficios de los ecosistemas biodiversos.

5. De un 65-75% de las especies vegetales son indigenas de selvas tropicales, la

distancia y desarrollo humano no permiten la expansion de las biodiversidades.
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SCREENING

Para la medicina moderna se han usado muchas drogas con principios activos
medicinales. El objetivo del screening es de reducir a un nimero manejable el conjunto
de los extractos vegetales para efectuar sobre estos el fraccionamiento guiado por los

bioensayos para encontrar el 0 Ios compuestos de interés.

La estrategia de Screening comprende por lo general dos etapas: Screening
primario y Screening secundario o de orden superior. Cada una de las etapas implica
la realizacion de uno o0 mas ensayos de actividad bioldgica(bioensayo). Ambas etapas
poseen el mismo objetivo anteriormente expuesto.

Etapas del screening:

+»+ Primario: el bioensayo utilizado para el Screening primario debe reunir las siguientes

L)

caracteristicas:
1. Ser de amplio espectro, se debe detectar una amplia gama de actividades
hioldgicas.
2. Tener alta capacidad para permitir el procedimiento simultaneo de muchas
muestras.
3. Rapido.
4. Utilizar poca cantidad de muestra.

5. Ser sencillo, econémico y capaz de producir la actividad biolégica buscada.

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata 12



Ensayo de Bioactividad en Cisticercos

En la década de los sesenta los ensayos estdndar para evaluar drogas
potenciales se basaban en suministrar el material en estudio a animales de laboratorios
y observar si estos permanecian enfermos y eventualmente morian o si mostraban
alglin otro cambio en su comportamiento o estado de salud. Este tipo de Screening era
de respuesta lenta, de elevado costo de resultados imprecisos. Actualmente, los
bioensayos (que frecuentemente estdn automatizados) son mucho mas rapidos,
econdmicos y significativamente mas precisos, los estudios en animales de laboratorios
y eventualmente en seres humanos se reservan para etapas posteriores mas

especializadas.

Los extractos que poseen actividad biolégica en el screening primario pasan a
ser analizados en el screening secundario. Este emplea bioensayos mas especificos,
que generalmente son de menor capacidad, de respuesta mas lenta y tienen mayor
complejidad y costo que los bioensayos primarios. Con los extractos vegetales que
demuestran actividad en esta segunda etapa sé efectla el fraccionamiento guiado por
bioensayos a fin de detectar el o los compuestos responsables de dicha actividad. Este
fraccionamiento utiliza un bioensayo denominado monitor, que tiene las caracteristicas
de un bioensayo primario ( sencillo econdémico de alta capacidad y respuesta rapida) y
que frecuentemente es el mismo con que se realizo el Screening primario. Actualmente,
a nivel industrial, los procedimientos de Screening son efectuados por analizadores
automatizados de alta capacidad, que permiten el procesamiento muy rapido de una
gran cantidad de muestras. Una vez que los compuestos con actividad biologica son
aislados, se determina su estructura y se someten a estudios detallados y especificos

que se efectlian en vivo, y son de baja capacidad, alto costo y respuesta lenta.
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Esto estudios incluyen, por lo general, la determinacién de la farmacocinética
(que permite conocer el modo y la velocidad de distribucion de la droga) y la toxicidad
de la droga. Luego de esta etapa, las moléculas promisorias pueden ser modificadas
quimicamente en el laboratorio, si se considera que esto puede conducir, por ejemplo, a
aumentar su actividad o disminuir su toxicidad. Finalmente, se realizan los ensayos

preclinicos y clinicos.

¢+ Secundario: En esta etapa se emplean bioensayos mas especificos, que generalmente
son de menos capacidad, de respuesta mas lenta, mayor complejidad y mayor costo
que los bioensayos primarios. En este tipo de estudio la actividad biolégica demostrada
por los compuestos son aislados, determinandose su estructura y se someten a
estudios detallados y especificos que se efectian in vivo. En estos estudios por lo
general, se da la determinacion farmacocinética y de la toxicidad de la droga.
Posteriores a esta etapa las moléculas promisorias pueden ser modificadas
quimicamente en el laboratorio, si se considera que esto puede conducir a aumentar su
actividad o disminuir su toxicidad. Finalmente se realizan los ensayos preclinicos y
clinicos. La estrategia de analisis descrita, disminuye paulatinamente el nimero de
plantas y compuestos bajo estudio, lo que representa un enorme ahorro de esfuerzos,

tiempo y recursos.
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PROCESOS PARA LA EXTRACCION Y OBTENCION DE LA DROGA.

Para la realizacion del estudio es importante considerar que la materia prima o
materia vegetal seca, debe ser sometida a procesos de secamiento y estabilizacion. El
secado del material en cuestion interrumpe los procesos enzimaticos en las células
vegetales e impide el crecimiento de microorganismos, facilitando el almacenamiento y

transporte de este material sin riesgo de deterioro.

Luego de haber sido sometido el material vegetal a la primera etapa del estudio
es importante considerar el tipo de extractos con los que hemos de trabajar, conociendo
que estos extractos vegetales se clasifican, segln su consistencia en: fluidos, blandos y
secos. Como su propio nombre lo indica los fluidos son liquidos y corresponden, en
general, a la droga seca en proporcion 1:1. Para el andlisis, determinacion, ensayos y
aislamiento de cualquier tipo de planta es primordial que ésta sea sometida a las

operaciones de molienda, extraccion, concentracion, purificacion y secado.

MOLIENDA O PULVERIZACION.

La molienda tiene como objetivo, la disminucion del tamafio de las particulas de
la droga vegetal, para adecuarla a la etapa siguiente del proceso de extraccion. La
extraccion de una droga entera o dividida en fragmentos gruesos seria incompleta,
debido a la pobre penetracion del solvente en el tejido vegetal. En el caso especifico de
la droga previamente dividida, tales membranas se encuentran parcialmente destruidas,

facilitando la disolucion de los constituyentes celulares en él liquido externo.
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Sin embargo, la divisién excesiva, con formacion de polvo muy finos, causa
problemas en el transcurso de la extraccion. Ej: En el caso del proceso de precolacion
existe compactacion del polvo, lo que dificulta el paso del solvente, dando como
resultado una extraccion incompleta de la droga. En el caso de la maceracion las
particulas muy finas pueden pasar al extracto dando a este una apariencia turbia. La
filtracion de estos extractos es muy dificil, lenta y se necesita adicionar auxiliares de
filtracion. Un procedimiento que antecede a la molienda es la seleccion para aislar las
impurezas. En este proceso se separa manualmente los materiales extraios como:
pedazos de madera, metal 0 materiales de otra naturaleza. La droga molida se clasifica
de acuerdo con el tamafio de las particulas, el cual debe ser adecuado para el proceso
de extraccion. La operacion de la molienda debe ser seguido por el tamizaje del

material obtenido para adecuarlo al tamafio deseado.

La seleccion del equipo para la molienda esta en funcion de la naturaleza de la
droga vegetal y del tamafio de particulas del polvo que se pretende obtener. La
reduccion del tamafio de las particulas se consigue basicamente, utilizando dos

mecanismos: El corte y la trituracion.

Los molinos de cuchillas, que se utilizan para el corte son los mas indicados
para la mayoria de las drogas vegetales: hojas, tallos, corteza y raices y los molinos
utilizados para la trituracion son los mas indicados para las drogas desmenuzables y
para las que contienen resinas. El proceso de molienda involucra generacion de calor,
lo que puede producir una perdida de los componentes volatiles como aceites
esenciales y causar una cierta obstruccion de los tamices. Para evitar la perdida de los
componentes volatiles, el material que va a ser molido debe ser enfriado con nitrégeno o
didxido de carbono liquido, siendo necesario enfriar también el molino. Aunque el
proceso es caro, Su uso se recomienda principalmente, en la produccion de las

oleorresina.
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EXTRACCION

Consideraciones iniciales.
Antes de iniciar un proceso extractivo en una escala piloto, se debe definir la
selectividad del solvente a ser usado en el proceso. Dependiendo del proposito al que

se destine se pueden obtener:

% Extractos cuya composicion quimica, contienen la mayor parte de los
constituyentes quimicos de la planta.

«¢+ Extracto con compuestos quimicos con una determinada caracteristica.

Para el primer caso se utilizan solventes de naturaleza general, de alta polaridad
como el alcohol etilico o el metanol. Para el segundo caso se emplea un solvente
selectivo de menor polaridad, como el hexano que solo extrae de las plantas las grasas

y otros compuestos apolares.

La materia prima vegetal en la industria de los fitofarmacos esta representada por
la droga seca, de esta manera, la droga se pone en contacto con el solvente y se inicia
un proceso opuesto al proceso de secado, que tiende a reconstituir el estado original de
las células. Inicialmente el solvente penetra en la célula vegetal y expele el aire
contenido en el citoplasma, dandose inicio al proceso extractivo. La penetracion del
solvente en la célula induce un momento dipolar en las moléculas de los compuestos
que van a ser extraidos. La capacidad de asociacion puede expresarse en términos de

la constante dieléctrica.
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En el proceso de escogencia de un solvente determinado es necesario considerar
aspectos relacionados con la selectividad, la facilidad de manipulacion, el precio, la
seguridad y los riesgos en cuanto a una posible contaminacién ambiental, sin embargo

el aspecto a ser considerado es el grado de toxicidad del solvente.

Estado de division de la droga.

La eficiencia del proceso extractivo seria mayor cuanto menor sea el tamafio de
la particula, ya que asi se obtiene una mayor area de contacto con el solvente. La
penetracion del solvente en fragmentos mayores de la droga, es lenta y la salida de las
sustancias extraibles es dificil, por esta razon se recomienda la utilizacion de polvos con
un tamafio de particulas moderadas en las mayorias de la drogas, para facilitar su

extraccion.

Agitacion.
Permite que nuevas cantidades del solvente penetren en las sustancias
extraibles, entrando en contacto con el sdlido, permitiendo un nuevo punto en el

equilibrio de saturacion.

Temperatura.

De la misma manera que la agitacion, la temperatura contribuye al
desplazamiento de la constante de equilibrio de saturacion aumentando la eficiencia del
proceso, sin embargo, muchos principios activos son termolabiles y pueden ser
destruidos total o parcialmente a temperaturas elevadas. El aumento de la temperatura
puede causar la perdida de sustancias volatiles. Ej: los componentes de aceites

esenciales.
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pH.
El pH influye en la solubilidad de diversos compuestos ya que permite la

posibilidad de formacion de sales.

Naturaleza del solvente.

Entre los solventes generales los mas utilizados son los alcoholes alifaticos de
hasta tres carbonos o mezcla de estos con el agua. Con estos solventes se logran
extraer la gran mayoria de las sustancias naturales de interés como: Alcaloides,

Flavonoides, Glucosidos Cardiotdnicos y los Terpenos.

El alcohol etilico y sus mezclas con el agua es el solvente por excelencia para la
obtencion de extractos y tinturas cuando no existen estudios especificos se recomienda
utilizar una mezcla de alcohol-agua. (7:3 6 8:2) para la extraccion de las partes lefiosas
de las plantas raices y semillas, mientras que la proporcion 1:1 es recomendada para
extraer las hojas o las partes aéreas verdes, ya que a esta concentracion se evita la
extraccion de la clorofila y de las sustancias polimerizadas o resinoides que

generalmente no representan actividad terapéutica.

Tiempo de extraccion.

Este tiempo se determina experimentalmente en funcion del solvente y del
equipo seleccionado, el tiempo de extraccion debe ser suficiente para permitir la
separacion de los compuestos de interés, aunque se debe prestar cuidado para que no
sea excesivo. Prolongar el tiempo de extraccion no influye en el proceso negativamente,
pero si en los costos de energia y de mano de obra no necesaria lo que acarrea un

encarecimiento del proceso industrial.
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TIPOS DE EXTRACCION.

MACERACION.

El proceso de maceracion consiste en poner en contacto la droga con le solvente
durante varios dias. Se trata de un proceso que da como resultado un equilibrio de
concentracion entre la droga y el solvente y depende de factores que estan unidos a las
drogas. Ej: naturaleza, tamafio de las particulas, contenido de humedad y cantidad y

factores que estan relacionados con el solvente como: la selectividad y la cantidad.

El rendimiento del extracto disminuye cuando la relacién droga solvente
aumenta. Las grandes desventajas del proceso de maceracion son: la lentitud del
proceso y el hecho de no ser posible alcanzar la extraccion completa de la droga. Para
disminuir las perdidas del extracto en el residuo de la extraccion, la operacion de
maceracion puede repetirse dos o tres veces después de haber escurrido el solvente de
la extraccion anterior. El proceso de maceracion es bastante utilizado para la
preparacion en pequefia escala. El uso industrial de la maceracion se limita a la

fabricacion de extractos a partir de drogas vegetales ricas en mucilagos.

LIXIVIACION.
La lixiviacion o precolacion es la operacion en la cual un polvo depositado en un
receptaculo especiales privado de sus componentes solubles mediante el descenso de

un disolvente que pasa por él.

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata 20



Ensayo de Bioactividad en Cisticercos

Principios de lixiviacion.

Si se pone un polvo en un vaso cilindrico que contenga un diafragma en su
parte inferior y se vierte sobre él algun liquido que contenga la propiedad de disolver
parte de la sustancia, la porcion que se pone primero en contacto con él, al pasar hacia
abajo, produce su efecto disolvente en las capas sucesivas del polvo, hasta quedar
saturado e impedido; Hacia abajo por su propio peso y por la presion de la columna del
liquido que gravita sobre él, menos la fuerza capilar con que el polvo tiene a retenerlo.
Las fuerzas fisicas que tienen parte importante en la lixiviacion son las siguientes:

Gravedad, viscosidad, adherencia, friccion, 6smosis, capilaridad y solucion.

Humectacion del polvo.

La regla general es humedecer siempre el polvo para ejecutar la lixiviacion y son
muy pocas las operaciones oficiales en que no se requiere esto. Es muy clara la razon
para humedecer el polvo: si se vierte severamente un chorro de agua sobre una esponja
internamente seca, se advierte que absorbe muy poco agua, pero si remojamos bien la
esponja y se exprime para expulsar toda el agua que se pueda entonces adsorbe gran
cantidad de agua. Las drogas vegetales en su estado natural contienen humedad, pero
la desecacién humedece y reseca los tejidos, de suerte que a diferencia de las
esponjas, adsorben muy lentamente la humedad cuando el polvo esta comprimido en el
lixiviador es aun mayor la resistencia que cuando se comprime bien un polvo seco.

Los casos especiales en el que no se debe humedecer el polvo son aquellos en que la
adicion del menstruo ocasionaria adhesividad y haria que el polvo formara terrones en
lo que no penetraria faciimente el liquido. Los casos en que el polvo humedecido
ofreciera poca resistencia al paso del menstruo y aquellos en que el menstruo es tan

volatil o inflamable es inconveniente o peligroso el humedecimiento.
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DIGESTION.

La digestion es una forma de maceracion que consiste en aplicar calor
moderado a las sustancias que estan siendo tratadas. Se ejecuta en aquellos casos en
que no perjudica las temperaturas altas y con ellas se acrecienta el poder disolvente del
menstruo. Si este es volatil, es necesario conectar un condensador de reflujo al vaso en
que se realiza la digestion, de suerte que el disolvente condensado vuelve al vaso y no

hay merma o residuo de la cantidad emplea

INFUNSION

Son preparados liquidos que se elaboran por medio de la extraccion de
sustancias vegetales con agua caliente. La droga de la cual se extrae dicha sustancia
no se sujeta a la ebullicion, aunque comunmente se vierte sobre ella agua hirviendo y se
deja asentar la mixtura en un vaso cerrado hasta que se enfrié. Para preparar infusiones
se reduce la droga a polvo grueso y se evita los polvos finos porque su uso es dificil al

momento de la separacion.

CLARIFICACION DE LOS EXTRACTOS

El objetivo de esta etapa es retirar el residuo de droga que a veces queda
presente en los extractos, asi como el material indeseable formado durante el proceso
de concentracion. Mientras la precolacion da como resultado generalmente extractos
limpios, el proceso de maceracion frecuentemente involucra el paso de particulas finas
de la droga al extracto. Industrialmente la clarificacion puede obtenerse a través de la

centrifugacion o a través de la filtracion. ( filtro-prensa)
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CONCENTRACION

La concentracion representa la etapa siguiente al proceso de extraccion. El
proceso de concentracion busca aumentar el contenido de solidos en el extracto con la
finalidad:

1. Alcanzar un determinado contenido de residuo seco.
2. Fabricar extractos blandos.

3. Como etapa preliminar en la produccion de extractos secos.

La etapa de concentracion es problematica, debido a la posibilidad de

degradacion de sustancias termolabiles.

SECADO

La operacion de secado consiste en retirar el agua u otro solvente, se lleva
acabo cuando se quiere obtener extractos secos que ofrecen ventajas particulares,
como la estabilidad quimica y mayor facilidad de almacenamiento y transporte. El
secado para extracto acuoso como sustancia termolabiles, el proceso de eleccion es la
liofilacion. En cambio, para los extractos hidroalcoholicos, la atomizaciones el proceso
de eleccion, este permite condiciones casi ideales para el secado de los extractos, aln
se utiliza el proceso tradicional de secado en estufa, el cual consiste en circulacion de
aire que opera a una temperatura de 60-80°C, es adecuado para pequefias cantidades
de extractos y no pueden ser utilizados para secar productos termolabiles, otro

inconveniente es la poca uniformidad en el secado.
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FRACCIONAMIENTO O PARTICION

Es el proceso mediante el cual el material a estudio que esta en una fase, se
hace pasar a otra. La extraccion puede ser para:
1. Eliminacién del soluto (extraccion exhaustiva) utilizada para la
eliminacion de un soluto.
2. Separacion de los componentes (extraccion selectiva) utilizada para la

separacion de los componentes de una mezcla compleja.

La escogencia del procedimiento para fraccionar el extracto crudo total en sus
componentes, depende de las caracteristicas fisicas y quimicas de estos. Los métodos
separativos se pueden categorizar asi:

Métodos mecénicos
Métodos fisicos

Métodos quimicos

> w e

Métodos fisico-quimicos: consisten en la separacion mediante solventes,

atendiendo a los grupos funcionales presentes.

Para la eliminacién de un soluto el método es rapido y preciso, un montaje
sencillo si el soluto tiene un coeficiente de distribucion grande una sola operacion en el
embudo separador bastara para conseguir una buena separacion, la operacion puede
repetirse con nuevas porciones del disolvente no miscible, las veces que sea necesario.

Para conseguir una eliminacién cuantitativa.
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Uso del embudo separador.

Deben escogerse segun el tamafio apropiado, que no contengan méas de tres

cuartas partes de su volumen para facilitar el proceso cuando la extraccion de una

solucion acuosa se efectta con un solvente mas liviano que el agua (ej: Eter) se utilizan

varias porciones. Luego se depositan las fases por separado. La fase acuosa se

devuelve al embudo separador para una nueva extraccion. Si el solvente es mas pesado

que el agua ( €j. Cloroformo) la solucién acuosa se retiene en el embudo, agitdndola con

porciones sucesivas de solventes organicos.

/7
L4

>

* 0

D)

DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE PARTICION

Método de shake - Flask: El coeficiente de particion son usualmente
determinados por el tradicional método de shake — flask. En este método el
compuesto es disuelto en una fase y es adherida a otra fase, la mezcla se agita
permitiendo colocar verticalmente la mezcla separando las fases, la
concentracion del soluto en cada fase es determinada por un método analitico
conveniente.

Determinacion de la concentracion del soluto: Un requisito para la
determinacion del coeficiente de particion es la disposicion de un método
sensitivo conveniente para el ensayo de ambas fases.

Eleccion del solvente: Existe un largo numero de diferentes sistemas,
solventes — agua que puede ser usados para determinar coeficientes de
particion en conexion con disefios de drogas y estudios de estructura —
actividad, en este contexto el solvente es propuesto como un modelo para la

fase lipofilica y el agua como un modelo para la fase hidrofilica.
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METODO DE SEPARACION CROMATOGRAFICA

La separacion y purificacion de los constituyentes quimicos de plantas son
efectuadas utilizando una o mas técnicas cromatograficas, cuando dos 0 mas

compuestos son separados fisicamente por la distribucion entre dos fases:

++ Una fase estacionaria, que puede ser un solido o un liquido soportado sobre un solido.

+¢ Una fase mavil, un gas o un liquido que fluye continuamente por la fase estacionaria.

La separacion de dos componentes depende primariamente de dos diferentes
afinidades con la fase estacionaria, resultando migracion diferencial de dos
componentes individuales. Considerando la forma fisica del sistema cromatografico, se
distingue: cromatografia en columna, en la cual la fase estacionaria esta en un tubo
cilindrico; la cromatografia plana, en la cual la fase estacionaria esta dispuesta sobre
una superficie plana. Con relacion a la fase movil esta puede ser un liquido

(cromatografia liquida) o un gas (cromatografia gaseosa.

La cromatografia liquida cuando se desenvuelve en columna de vidrio, puede ser
un flujo de la fase mavil debido simplemente a la fuerza de gravedad, algunas veces
llamada cromatografia liquida por la fuerza de gravedad, o puede proceder con ayuda
de bombas de baixa 0 media presion. La utilizacion de presiones elevadas requiere uso
de columnas metdlicas, por ende la fase movil adquiere una vision mas rapida
(cromatografia de alta presion) propiciando una elevada eficiencia en la separacion de
dos constituyentes y por eso mas apropiadamente denominada de cromatografia liquida

de alta eficiencia.
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El principio bésico de cromatografia liquida en columna aplicada a la separacion
de una tintura hipotética con tres componentes. La fase estacionaria consiste de
particulas porosas, normalmente pequefias (menos de 150 micras de metros de
diametro), frente a una columna. Posteriormente a una introduccion de un pequefo
volumen de muestra, capaz de fluir a la fase movil a través de la columna. Los
componentes individuales son lentamente fluidos en diferentes velocidades,

dependiendo de la afinidad con la fase estacionaria.

La aplicacion de técnicas cromatograficas para la separacion o purificacion de
grandes cantidades de compuestos normalmente se constituyen en un procedimiento
que consume un tiempo razonable, pudiendose tornar tedioso, especialmente cuando
son tinturas complejas como extractos de plantas u otros materiales bioldgicos. Além
dijo: Se debe de observar que no existe una técnica universal capaz de solucionar
todos los problemas envueltos durante la separacion de componentes de una misma
tintura, y normalmente los mejores resultados ocurren en la utilizacion combinada de

una 0 mas técnicas cromatograficas.

Las técnicas mas utilizadas (Collins y Bragan, 1987), ven como el
desenvolvimiento de aquellas aplicadas a separacion en escala preparativa. La
cromatografia liquida en columna, utilizando una fase estacionaria de diferentes
origenes, es muy comun y extensamente impregnada. Esta técnica posee una alta
capacidad de carga, a pesar de poseer una resolucion relativamente franca la
separacion de componentes que necesitan de un largo tiempo de desenvolvimiento. Sus
variantes, cromatografia breve y reldmpago (cromatografia flash), posibilitan una
separacion rapida y con una resolucion razonable. Para extractos brutos de plantas,
conteniendo compuestos con una gran facilidad de polaridad, se tiene el propésito de

un metodo denominado cromatografia ffip-flop.
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Otras técnicas, como la cromatografia en papel y cromatografia en capa delgada

preparativa, han sido utilizadas para la preparacion de productos naturales.

Técnicas mas modernas, que requieren pequefio tiempo de desenvolvimiento,
incorporan elementos para la aceleracion centrifuga de soporte, de manera radial, como
la cromatografia en capa delgada centrifuga, entre otras que pueden ser desarrolladas
de manera rapida y con un consumo pequefio de solvente, pudiendo sustituir las
cromatografias en columnas y en capa delgada preparativa. Su desventaja esta
asociada a una resolucion, que es limitada. La cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE) preparativa y un método bastante eficiente, necesitando un tiempo relativamente
corto para su desenvolvimiento y presentando alta resolucion, a pesar de requerir una
purificacion previa de extractos brutos de plantas, a fin de evitar la contaminacion de la

columna cromatografica.

Todas las técnicas mencionadas utilizan una fase estacionaria sélida y un liquido
fijiado sobre un soporte inerte. La presencia de ese material sdlido en una columna,
sobre la placa o disco, puede causar adsorcion irreversible con compuestos muy polares
por lo mismo causar modificaciones en dos compuestos presentes de una interfase
liquido- sélido. Asimismo, técnicas de particion liquido - liquido, libre de soporte, han
sido desenvolvida. El proceso se asemeja al de una extraccion simple entre dos liquidos
no miscibles, sé efectuan en funcion de la separacion. Estd técnica, permite la
separacion de dos componentes resulta de las diferentes distribuciones de dos o varios
solutos (compuestos) entre dos fases, de acuerdo con el coeficiente de particion. Una
serie de extractos sucesivos forman la base de la cromatografia por distribucion en
contra corriente y varias modificaciones fueron realizadas con el objetivo de formar las
mas eficiente en términos de tiempo de desenvolvimiento y volumen de solvente

utilizado, en aumento de una resolucion de tinturas complejas.
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CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

La cromatografia en capa delgada consiste en la separacion de componentes, a
través de la migracion diferencial sobre una capa de adsorbente retenido sobre una
superficie plana, generalmente de vidrio y aluminio. Una ventaja sobre CP esta nos
diferencia los adsorbentes utilizados como fase estacionaria, o sefiala en su versatilidad
la rapidez de desenvolvimiento y sensibilidad. La desventaja de CCD esta la no
preparacion de cromato placas, que requiere inicialmente, o desengorduramiento de la
superficie con acetona, homogenizacion de adsorbente en agua, la aplicacion uniforme
de una capa de gel sobre la placa, finalmente, se seca y posterior se da la activacion del

adsorbente por resecamiento en estufa. (100-110 °C, 30 min.)

En algunas separaciones se puede modificar las propiedades del adsorbente por
la adicion de seis compuestos inorganicos o sustancias orgénicas, como por ejemplo
cromato placas cuyo adsorbente es de silica. Comercialmente existen soportes (placa
de vidrio o aluminio) pre-recubierto con lumina en silica gel, muchas veces incorporado
el indicador de fluorescencia verde que se excita a 254nm, cuando la cromatoplaca es
irradiada por la luz ultravioleta. Como método para que se efectle la escogencia
preliminar del solvente, se prepara la muestra en varios solventes y se aplica, a través

de capilares en las cromatoplacas.

El solvente apropiado sera aquel que formara un halo de la muestra préximo de
0.3-0.5 de radio el circulo del solvente. La aplicacion de la muestra efectuada es de
manera semejante a la CP, siendo la técnica, de desenvolvimiento ascendente
normalmente utilizada y con una saturacion de cuba cromatografica facilitada a través

del revestimiento parcial de su pared interna.
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Los valores de RF son considerablemente menos productivos que aquellos
obtenidos por CP, en virtud de la influencia de varios factores como la naturaleza del
adsorbente (tamafio de particula, aérea superficial y naturaleza quimica) y a su actividad
(contenido en agua), la naturaleza de fase movil (pureza, contenido y precision de
tintura de solvente y volatilidad), temperatura y cantidad de muestra. La deteccion de
dos componentes es normalmente efectuada utilizandose un agente revelador. Como la
CCD son adsorbentes, como silica y aluminio, son quimicamente inertes, pudiéndose
utilizar reveladores altamente reactivos, relativamente los utilizados en CP, por ejemplo,
la cromato placa puede ser utilizada con acido sulfurico concentrado, seguido de
crecimiento, siendo una de las ventajas sobre el CP. Alternativamente, los componentes
pueden ser revelados se coloca la cromato placa en una camara fechada conteniendo

cristales de iodo.

Quizas todos los compuestos (excepto alcanos) forman complejos reversibles de
transferencia de carga con yodo, formando manchas de coloracion oscura no en el
interior de la camara y que deben ser marcados para analisis posteriores. La CCD
puede ser utilizada como metodo cuantitativo de analisis directamente sobre la capa
adsorbente de la cromatoplaca o se retira de la placa la capa de adsorbente que
contiene un dos componentes, Posteriormente se determina la concentracion y
cuantificacion de los componentes individuales por medio de métodos fisicos. Una
tecnica de aislamiento muy util es la CCD preparativa, efectuada en cromato placa de
20 x 20 cm, con espesor de 2 mm, que permite la aplicacion de este en 100 mg de
muestra. En este caso, se recomienda aplicar a la muestra, posteriormente al
desenvolvimiento, delimitar el area de cada componente por irradiacion en luz
ultravioleta, y enseguida, se raspa la capa del adsorbente y se extrae, con solvente, los

componentes individuales.
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Proceso de adsorcion.

La muestra aplicada en la capa aplicada en la superficie del material por las
fuerzas electrostaticas (fuerzas de Van Der Walls, puentes de hidrogeno, efectos
inductivos, etc.) luego, cuando la capa es expuesta a un flujo por aplicacion capilar, se
inicia una competencia de enlaces entre los sitios activos del adsorvente y la sustancia

con el solvente.

Adsorbentes:
Los absorbentes mas utilizados en cromatografia de capa fina son:

+¢+ Silica gel. ( se utiliza en un 80% de las separaciones)

*

+¢+ Oxido de aluminio o Alumina. (&cida, neutra o basica)
+¢ Tierra Silica o Kieselguhr.
+¢+ Celulosa( nativa 0 micro-cristalina.

w» Poliamidas.

Estos adsorbentes deben tener las siguientes caracteristicas:

*

*,

» Tamafio de las particulas.

D)

>

L)

*

Volumen de poro.

L)

RY

*

Didmetro de poro.

L)

*

L)

*

Area superficial.

>

*,

*

Homogeneidad.

D

+ Pureza.
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Eleccion del disolvente.

El disolvente se elige segin sea la separacion: reparto, adsorcion o de
intercambio i6nico, la naturaleza de las sustancias a separar, la naturaleza del material
de relleno. Los disolventes empleados en la cromatografia de reparto son similares a los
que de usan en la cromatografia de papel. Para las separaciones por adsorcion es
fundamental que los disolventes sean puros, porque de lo contrario las impurezas

podran alterar el curso completo del desarrollo.

Si el adsorvente es de tipo gel de silice o alimina, hay que considerar que entre
mas polar es la sustancia mas intensa es la absorcion. Se comienza trabajando con los

solventes de baja polaridad y se va incrementando si es necesario.

Las separaciones basadas en el intercambio ionico, se realizan normalmente
pasando la muestra en solucidn acuosa por una columna que contiene una resina de
intercambio idnico, se realizan normalmente pasando la muestra en solucién acuosa por
una columna que contiene una resina de intercambio i6nico. En este tipo de
cromatografia los componentes se adsorben por fuerza electrostatica. El disolvente esta
contenido por soluciones acuosas con buffer en las que se puede variar el pH o la

concentracion salina para conseguir una absorcion selectiva.

Camaras para desarrollo.
Existen varios tipos de cAmaras:

++ Normal.

*

+¢+ Doble compartimiento.
¢+ Sandwich.

+ Horizontal.

*

D)

 Vario KS.
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Deteccion o visualizacion:
Si la muestra (mancha) no es coloreada, se requiere de métodos gque nos
permitan visualizar él, (los) componente. (s) También se conoce este procedimiento

como revelado.

Estos métodos son:
++ Quimicos(por inmersion o rociado). Se obtienen derivados coloreados 0
fluorescentes.

++ Fisicos (6ptico. Generalmente se utiliza radiacion UV.

Evaluacion de un cromatograma en capa fina.
Anélisis cualitativo:
+ Medida de RF (distancia recorrida por la sustancia entre la distancia
recorrida por el solvente).
++ Comparacion visual de color / intensidad.
+* Propiedades UV/IR/MS/NMR.

Aplicacion de la muestra.

La aplicacion de la muestra es tal ves el aspecto mas critico de la cromatografia
en capa fina, especialmente cuando se trata de moliendas cuantitativas. Por lo general,
se aplica una disolucion de la muestra del 0,01 al 0.1 por 100, como la mancha, a1 0 2
cm del extremo de la placa. Para una mayor eficacia, la mancha debera tener un
didmetro minimo de aproximadamente 5mm para una aplicacion cualitativa y menor
para el andlisis cuantitativo. En le caso de las diluciones diluidas, se realizan tres o
cuatro aplicaciones superpuestas secando la zona entre aplicacion y aplicacion. La
aplicacion manual de las muestras se realiza por contacto entre la placa y el capilar que

contiene la muestra o utilizando una jeringa hipodérmica.
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Desarrollo de la placa.

El desarrollo de la placa es un proceso analogo a la elusion en la cromatografia
de liquidos, en el que la muestra es transportada por la fase movil a través de la fase
estacionaria. La forma mas comun de desarrollar la placa consiste en depositar una
gota de la muestra cerca de uno de los extremos de la placa y marcar su posicion con el
lapiz. Una vez que se ha evaporado el solvente en el que estaba disuelta la muestra, se
coloca la placa en un recipiente cerrado y saturado con los vapores del disolvente con

que se efectuaré el desarrollo.

Uno de los extremos de la placa se introduce en le eluyente procurando evitar el
contacto directo de éste con la muestra. El eluyente asciende por la placa gracias al
efecto de capilaridad ejercido entre las finas particulas. A medida que el eluyente se
desplaza pasa por el punto de aplicacion de la muestra, la disuelve y la arrastra por la
placa distribuyéndose entre el disolvente que se desplaza y la fase estacionaria.
Después que el disolvente a pasado a través de la mitad o las dos terceras partes de la
longitud de la placa, se retira ésta del recipiente y se seca. Las posiciones de los
componentes de la muestra se determinan por cualquiera de los procedimientos

habituales.

Localizacion de los analitos en la placa.

Existen diversos procedimientos para localizar los componentes de la muestra
después de la separacion. Dos de los métodos que originalmente se utilizan con la
mayoria de las mezclas de sustancias organicas, cosiste en nebulizar sobre la placa una
disolucion de yodo o de &cido sulfurico, ya que ambos reaccionan con los compuestos
organicos para dar productos oscuros. También se usan otros reactivos especificos

(Ninhidrina) para localizar las especies separadas.
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Otro método de deteccidn se basa en la incorporacion de un material
fluorescente a la fase estacionaria. Una vez que ha finalizado el desarrollo, se examina
la placa bajo la luz ultravioleta. Los componentes dela muestra amortiguan la
fluorescencia del material de tal forma que, toda la placa exhibe fluorescencia excepto
los lugares donde se encuentra los componentes de la muestra, no fluorescentes. En
muchas ocasiones, las manchas reales sobre una placa presentan colas, lo que originan

manchas que no son tan simétricas.

Caracteristicas de eficacia de las placas de capa fina.
La mayoria de los pardmetros y ecuaciones desarrolladas para la cromatografia
en columna se pueden aplicar también, con ligeras modificaciones, a la cromatografia

en capa fina, aunque se necesita un nuevo parametro, el factor de retardo o RF.

FACTOR DE RETARDO
El factor de retardo para el soluto viene dado por:
RF=dr/dwm
Donde dr y dwm son las distancia lineales medidas desde la linea de aplicacion.
Los valores de los RF pueden variar desde 1 para los solutos que no se retrasan a
valores que se aproximan a 0. téngase en cuenta que si las manchas no son simétricas,

la medida de dr se basa en la posicion de la intensidad maxima.
FACTOR DE RETENCION

Solo se necesita relacionar dr y dv con tr y tM. Para establecer estas relaciones

se considera el soluto Unico que aparece en el cromatograma.
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En este caso, tR y tv corresponde a los tiempos necesarios para que la fase
movil y el soluto recorran una distancia determinada, en este caso dr. Para una fase
movil, este tiempo es igual a la distancia que recorre dividido por la velocidad lineal del

disolvente u, 0

tM=dr/u
Sin embargo, el soluto no alcanza este punto hasta que la fase movil no ha
recorrido la distancia dwv. Por tanto:
Tm=dm/u
Sustituyendo ambas ecuaciones, se obtiene:
K'=dvw-dr/dr
El factor K * también se puede expresar en funciones del factor de retardo
rescribiendo la ecuacion de la siguiente forma:
K'=1-dR/dM = ‘1-Rf
DR/dM Rf

Los factores de retencion deducidos de este modo se pueden utilizar en el

desarrollo de métodos para cromatografia en columna. Por otra parte, la obtencion de
factores de retencion por cromatografia en capa fina es, por lo general, mas sencillo y

mas rapido que a partir de los datos obtenidos en experimentos en columna.

ALTURAS DEL PLATO
Las alturas del plato aproximadas para un tipo determinado de relleno también se
pueden deducir para la cromatografia en capa fina. De este modo, el numero de platos
tedricos N viene dado por:
N =16 (drR /W) 2
La altura del plato viene dada por:
H=dr/N
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FACTORES QUE AFECTAN LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Existen tres factores:

1. Papel utilizado, presencia de impurezas y grupos carboxilos.

2. Disolventes, la seleccion de los disolventes puede emplearse por la experiencia, en

su efecto seleccion de los disolventes por la serie eleotrdpica o la constante

dieléctrica.

3. Semejante disuelve a semejante.

4. Temperatura, ésta influye en la fase movil, debido a que solventes volatiles afectan

el coeficiente de difusion entre las fases.

APLICACIONES DE LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Cromatografia en capa fina cualitativa:

Por lo general, los datos de un solo cromatograma no proporcionan la

informacion suficiente para poder identificar las distintas especies presentes en una

mezcla, debido a la variabilidad de los valores de Rf con el tamafio de la muestra, la

placa de capa fina, y las condiciones existentes durante el desarrollo. Ademas, siempre

existe la posibilidad de que dos solutos bastante diferentes pueden presentar valores de

Rf idénticos o casi idénticos en unas condiciones determinadas.

Ventajas del uso de cromatografia de capa fina.

1.

a B~ N

Equipo simple y de bajo costo.

Féacil comprension y ejecucion.

Rapidez, reproducibilidad y versatilidad en el andlisis.

Utilizacion de una pequefa cantidad de solvente y de la muestra a ser analizada.

Posibilidad de analizar varias muestras en una sola placa cromatografica.
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6. Posibilidad de revelar las placas con reactivos cromogenicos, lo cual hace
posible detectar sustancias que no se absorben en la region UV / Visible.

7. Posibilidad de efectuar separaciones en escala semi-preparativa.

Variables que afectan a los Rf

En el mejor de los casos, los valores de Rf se pueden reproducir con dos cifras
significativas, aunque con varias placas, una sola cifra significativa da una idea mas real
de la precision. Entre los factores mas importantes que determinan la magnitud de Rf se
incluyen el grosor de la fase estacionaria, la humedad que contienen las fases movil y
estacionaria, la temperatura, el grado de saturacion de la camara de desarrollo con los
vapores de la fase movil, y el tamafio de muestra. En general, no es factible un control
absoluto e estas variables. Sin embargo, se pueden conseguir un adecuado control de

sus efectos utilizando un factor de retencion relativo Rx en lugar del Rf donde:

Rx = distancia recorrida por analito

Distancia recorrida por
una sustancia de referencia

Uso de patrones.

Uno de los métodos que a menudo proporciona una identificacion experimental
de los componentes de la muestra, consiste en aplicar a la placa la muestra
desconocida y disoluciones de muestra purificadas de las especies que probablemente
pueden estar presentes en la muestra desconocida. La coincidencia entre los valores Rf
de alguna de las manchas de la muestra desconocida y el de algunos de los estandares
proporciona una gran evidencia para la identificacion de uno de los componentes de la
muestra. Sin embargo, una confirmacion adecuado consiste en repetir el experimento
con diferentes fases moviles y estacionarias, y también con distintos reactivos de

revelado.
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Método de elusion.

La identificacion de los analitos separados también se puede confirmar o
establecer, raspando y disolviendo la mancha. En este caso, se raspa la zona de la
placa que contiene el analito mediante una espatula o navaja y se recoge el sdlido sobre
un papel satinado. A continuacion se transfiere a un tubo de ensayo, donde el analito se
disuelve con un disolvente adecuado y se separa de la fase estacionaria por
centrifugacion o filtracion. La identificacion se realiza mediante técnicas como la
espectrometria de masas, la resonancia magneética nuclear o la espectroscopia de

absorcion en infrarrojo.

Cromatografia en plano bi-dimensional.

La muestra se coloca en una de las esquinas de una placa cuadrada y se realiza
el desarrollo en direccion ascendente con el primer disolvente. A continuacion se elimina
este disolvente por evaporacion, y se gira la placa noventa grados, realizando ahora el
desarrollo ascendente con el otro disolvente. Tras la eliminacion del disolvente, se
determina la posicion de los amino&cidos nebulizando la placa con nihidrina, reactivo
que forma un producto con los aminoacidos de color rosa a purpura. Las manchas

originadas se identifican comparando sus posiciones con las de los estandares.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA EN COLUMNA

La cromatografia en columna (Matos et, al 1988) es una técnica muy aplicada en
separacion y purificacion de componentes de una muestra en escala preparativa, 0 sea,
una muestra suficientemente grande para permitir diversos analisis quimicos vy fisicos
para la determinacion estructural en las mismas reacciones quimicas con los

componentes aislados.

Al principio, la cromatografia en columna por gravedad y normalmente escogida
gracias a su simplicidad y versatilidad en la adaptacion de las dimensiones de columna
cromatografica y de cantidad de adsorbente en tamafio de la muestra a ser fraccionada,
a pesar de envolver un dispendio de tiempo considerable, que se puede prolongar por
dias. Ese aumento de tiempo para el desenvolvimiento de CL clasico, con
acondicionamiento gravitacional, se debe al gran diametro medio de las particulas,
utilizada como fase estacionaria (silica y alumina, las mas comunes), que se encuentran
entre 100-250 mm y empacadas en columnas de vidrio con diametro interno
normalmente de 1-5 cm. En esos casos, una pequefia presencia es necesaria para

permitir el flujo del solvente entre las particulas de adsorbente.

Frecuentemente una pequefia columna de liquido (solvente), no toda la columna
es proveniente de un reservatorio, actia como una fuente de presion constante, en
torno de 0,1-1 atmdsfera de esa forma la velocidad de flujo de solvente muy pequefia
(aproximadamente 0,1 mL / min.), Requiriendo un largo tiempo para la separacion de

dos componentes.
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Una desventaja, es el largo tiempo ejecucion, ésta no es posible de reaccionar
entre los componentes de la atmosfera y su soporte, como reaccion de isomerizacion de
ligaciones duplas con el uso de silica en formacion de productos de condensacion

alcoholica, cuando se utiliza alumina basica.

La escogencia tanto del sistema de solvente como de adsorbente a ser utilizado
en CC debe ser orientada a partir de observacion de comportamiento de la muestra en
CCD. La cantidad de adsorbentes a ser utilizada dependera de la absortividad del
material siendo una buena regla la practica de utilizar 30 gr de adsorbente por gramo
de muestra. La construccion y dilucion por escalamiento gravitacional se efectla por
hinchamiento de la columna cromatografica lo mas uniforme posible, a fin de aumentar

la eficiencia de las separaciones entre los componentes de la muestra.

La superficie de la fase estacionaria se completa vigorosamente con la fase
movil, la columna cromatogréfica se efectla diluyéndose por accion de la gravedad con
un vaso de aproximadamente una gota por segundo, calentdndose en frascos,
Inicialmente se hace la dilacion con un solvente menos polar, aumentandose

progresivamente la polaridad de la fase mavil por adicion de un solvente mas polar.
Para el analisis de dos componentes diluidos de las columnas cromatogréficas,

los frascos colectados de la fase movil son monitoreados por CCD, reunidas de acuerdo

con la identidad y la pureza de dos componentes revelados y concentrados.
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ALGUNOS REVELADORES QUE PUEDEN SER UTILIZADOS EN CROMATOGRAFIA EN
CAPA DELEGADA

REACTIVO DE KEDDE:

¢+ Solucion A: 1 gramo de acido 3.5 dinitrobenzoico se disuelve en una mezcla de
50 ml de metanol y 50 ml de hidroxido de potasio 2N. Manchas de color violeta
azulado.

% Acido 2,4,6 trinitrobenzoico.

*s Solucion I &cido trinitrobenzoico 0.1% en una mezcla de dimetilformamida /
agua.

+¢+ Solucion II: carbonato de sodio 5% en agua.

% Solucion IlI: fosfato diacido de sodio 5% en agua.

% Pulverizar con | y luego con I, calentar de 4 a 5 minutos a 100 grados, enfriar,

pulverizar con Ill. Manchas rojo anaranjadas.

REACTIVO DE RAYMOUND:

+»» Meta dinitrobenceno en medio alcalino. Manchas violeta
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ALCALOIDES

Los alcaloides se define como sustancias orgénicas nitrogenadas complejas de
origen vegetal, conteniendo en la mayor parte de su molécula uno o varios anillos
ciclicos nitrogenados, de reaccion mas 0 menos basicos, dotados corrientemente de
una a fuerte actividad fisiologica y farmacodinamica, que presentan un conjunto d

reacciones quimicas comunes.

Se puede establecer una relacion muy estrecha entre la formacion u origen de
los alcaloides y la sintesis o destruccion de los materiales proteicos. Los alcaloides
raramente se encuentran en el estado libre; mas a menudo bajo forma de sales o
insolubles, formando combinaciones con los acidos organicos del plasma (malico,
succnico, citrico, etc.) o raramente combinados a radicales, acidos especiales, tales

como el acido aconitico, mecanico.

Un mismo vegetal contiene siempre, un conjunto de alcaloides vecinos,
constituidos por un conjunto de productos que derivan de un nicleo comdn. Aunque
muy repartidos los alcaloide, suelen faltar en las algas y los musgos, poco frecuente en
las colchicaceas y en las dicotiledoneas, notablemente en las ranunculaceas,
papaveraceas, rubiaceas, loganiaceas, apocinaceas, solanaceas, etc. Carecen de ellas
las rosaceas y cruciferas. Los drganos mas ricos de las plantas que los poseen son las
semillas, corteza y raices, encontrandose en las plantas en mayor proporcion en

periodos de vegetacion.
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CARASTERISTICAS GENERALES
1. La mayoria son metabolitos secundarios, que derivan de amino&cidos

con excepcion de los seudo alcaloides de las purinas y las adeninas.

2. El nitrégeno heterociclico que posee puede ser una amina primaria,

secundaria o terceria.

3. La basicidad de los alcaloides varia notablemente, dependiendo de la

actividad de la molécula y de los grupos funcionales.
4. Laactividad farmacoldgica es especifica de cada nucleo de alcaloide.
5. Son productos de reserva para sintesis de proteinas.
6. Actuan como nlcleo de hormonas y coenzimas.
PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS
1. La solubilidad de las sales de los alcaloides es en general opuesta a la de los
alcaloides mismos de que se derivan. Las sales son precipitables de sus
soluciones por el &cido tonico y los tannios, los &cidos fosfotungtico,
fosfomolibolicos, picricos y pricrolonico.
2. Los alcaloides dan sales dobles con las soluciones de yoduro bismuticopotasico,

etc. Y si se remplaza el yoduro potasico en estos reactivos por el yoduro de

cesio, se aumenta extraordinariamente la sensibilidad.
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3. Casi todos los alcaloides actuan sobre la luz polarizada, siendo casi todos

levogiros, aunque su poder rotatorio varie segun el disolvente empleado.

4. Los no oxigenados, compuesto de C;H y N, son corrientemente liquidos a la

temperatura ordinaria, volatiles y odorantes: nicotina, coniina y esparteina.

5. Generalmente los alcaloides son oxigenadas siendo entonces solidos a la
temperatura ordinaria poco soluble en el agua y solubles en los disolventes
organicos (éter, bencina, cloroformo, éter de petrdleo, alcohol etilico, etc.
Algunos alcaloides oxigenados son liquidos a la temperatura ordinaria:

paletierina y pilocarpina.

6. En cuanto a la basicidad de los alcaloides, es muy variable, pues mientras unos
son bases fuertes( nicotina) otro lo son sumamente débiles, como la cafeina y la
piperidina.

7. Los alcaloides poseen un punto de fusion estable o definidos.

8. La solubilidad de los alcaloides va a depender de dos factores:

++ forma de bases libres (soluble en solventes organicas de baja polaridad)

++ Forma de sales libre (solubles en solventes organicos de lata polaridad)

9. La mayoria de los alcaloides son sensibles a la luz y al color, degradandose a

temperatura mayor de los 70°C.
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TECNICAS PARA LA CARACTERIZACION DE ALCALOIDES.

Debido a la gran diversidad de estructuras que pueden presentar los alcaloides,
el tener como referencia la planta (familia y genero) el cual ha sido aislado reduce el
problema de identificacion a un niamero menor de posibilidades y clasifica al alcaloide
dentro de un determinado tipo; la posterior aplicacion de pruebas de cromatografia de
capa delgada en combinacion con reacciones generales y especificas de coloracion
hace posible en muchos casos la identificacion de un alcaloides conocido, esta
presuncion puede ser comprobada y complementada con un registro UV e IR, con
mediciones de rotacion especifica, la dispersion rotatoria a optica o de dicroismo circular

que permitan confirmar la estereoquimica.

REACCIONES DE PRECIPITACION Y COLORACION.

Para la comprobacion de la presencia de alcaloides se ha desarrollado también
un gran numero de reactivos de coloracion y de precipitacion; algunos de ellos son
considerados de aplicacion genera, en cambio otros son de uso mas especifico y
pueden servir para clasificaciones parciales de estas sustancias, generalmente se
considera que hay presencia de alcaloides si dan reaccion positiva por o menos tres de
estos reactivos. Son de uso general los reactivos de Dragendorff, Mayer, Wagnner y

especifico el reactivo de Erdmann.
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ANALISIS DE LA DROGA VEGETAL

RECONOCIMIENTO DE ALCALOIDES: Tomar 5 cc del filtrado y agregar por
las paredes del tubo de ensayo unas gotas de reactivo de Dragendorff ( iodo bismuto de
potasio) dejar reposar. Si aparece un precipitado de color amarillo se considera positivo
la reaccion. Con la fraccion B correspondiente a la fraccion fina, realice las pruebas de

almiddn, taninos, saponinas, lignina y heterosidos antraquinonicos.

Procedimiento: En tres tubos de ensayos distribuya la muestra para determinar

la presencia de taninos, saponinas, heterosidos.

PRESENCIA DE SAPONINAS: En un tubo de ensayo con la muestra agregue
agua hasta la tercera parte, luego deje escurrir unas gotas por las paredes &cido
clorhidrico diluido.

Si se observa la presencia de espuma gue persiste la reaccion se considera positiva.

PRESENCIA DE TANINOS: En un tubo de ensayo con la muestra agregue agua
hasta la mitad y caliente suave mente 15 min. Una vez fri6, a agregue por las paredes
una gotas de solucion de sal férrica y observe. La presencia de taninos se evidencia por

la aparicion de un precipitado de color gris oscuro.
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Nombre cientifico: Selaginella artritica

Sinénima: No se encontrd referencia.
Nombre comuUn: No se encontré informacion.
Género: Selaginella.

Especie: artritica.
Familia: Selaginellacea

Descripcion botanica:

Tallos de 1-2 mm de ancho, histélicos, glabros, erectos, a menudo con renuevos
en la base, generalmente no ramificados en la base, generalmente, no ramificados en
medio inferior; rizéforos restringidos a la base de los renuevos; hojas patentes que
aumenta de tamafio sobre el tallo distalmente, hojas axilares eliptico-lanceoladas, no
auriculadas de mérgenes enteros, con apice agudo; Hojas laterales en el punto de la
primera ramificacion 4.5 x 3.5mm, asimétricas, el medio acroscopico mas ancho a un
tercio de la distancia desde la base y sin una auricula basal, el medio bisiscopico de la
hoja con una auricula pequefia pero conspicua, deltada o escasamente incurvada, hojas
medias asimétricas con nervaduras incurvadas, 2-auriculadas exteriores grande, una
auricula interior mas pequefia, ambas redondeadas con margenes enteros, apice
agudo o escasamente acuminado, con células alargadas en el haz de las hojas;
megasporas 500-600 pm, micrdsporas de 22- 24 um, equinadas. Se encuentran en las

Selvas altas perennifolias, Riveras y plantios.

Usos etnomédicos: No se encontrd informacion.

Composicion Quimica: No se encontrd informacion.
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Nombre cientifico: Crysophila warscewiczii
Sinonimia: No se encontrd referencia.
Nombre comun: No se encontr6 informacion.

Geénero: Crisophila.

Especie: warscewiczii

Familia: Arecaceae

Descripcion botéanica:

Palmas solitarias, erectas; tallos 6-10m de alto y 10-15 cm de didmetro, armados
con raices espinosas ramificadas, frecuentemente con un cono de raices espinosas en
la base; plantas hermafroditas. Hojas hasta 25, palmeadas, patentes, ampliamente
redondeada de 150-200 cm de diametro, haz glabra, no lustrosa, conspicuamente
teselada, envés aplicado tomentoso con una mezcla de tricomonas blancos y rojizos,
profundamente divididas en dos mitades mas o menos iguales cada una con 20
segmentos, cada mitad a su vez dividida en 2 ¢ 3 divisiones angostas, cuneiformes y
plegadas, no tan profundas como la division central. Segmentos libres abruptamente
acuminados o cortamente bifidos; Vaina fibrosa, densamente flocosotomentosa,
partiéndose por abajo del peciolo y el resto desflecada, peciolo 100-200 cm de largo,
delgado, inerme, ligula subtriangular, con 1 cm de largo. Inflorescencias Interfoliares,
péndulas 2 veces ramificadas, con 60 cm de largo, de color marfil excepto el profilo
verde con 13 cm de largo, tubular, bifido, bicarinado, pedunculo corto, terete tomentoso,
bracteas pedunculares 4, envainadoras y persistentes, raiz 11-22 cm de largo, hasta
con 25 ramas simplemente ramificadas, cada una abrazada por una bractea primaria
grande, inflada o cocleada y decidua, volviendose mas pequefia distalmente basalmente
15-30 cm de largo, apicalmente 2 c¢cm de largo, lanadas abaxialmente; raquillas

fastigiadas 8-15 cm de largo, glabras.
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Flores subsésiles, en hileras espiraladas, protoginas; sépalos 3 mm de largo,
brevemente conados en la base; Pétalos 4 mm de largo libres, imbricados, anchamente
ovados a redondeados; estambres 6. Frutos redondeados a obovoides 13-23 mm de
didmetro, blandos, residuo estigmatico amical, epicarpio liso, mesocarpo algo carnoso,
endocarpio membranaceo; semilla globosa 9-16.5 mm de didmetro, libre del endocarpo,
endosperma homogeneo con ligeras instrucciones, embrion lateral, en o por debajo del

medio, eofilo simple, entero, blanco abaxilmente.
Poco comdn, en bosques perennifolios en la zona atlantica; 20-300m; fruto de
Noviembre a diciembre. Desde el sur de Nicaragua al norte de Panama. Un género con

8 especies distribuidas desde el oeste de México hasta el norte de Colombia. “Guara”

Usos etnomédicos: No se encontrd informacion.

Composicion Quimica: No se encontré informacion.
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Nombre cientifico: Cyclanthus bipartitus.

Sinonimia: no se encontrd referencia.
Nombre comun: No se encontr6 informacion.
Genero: Cyclanthus.

Especie: bipartitus.
Familia: Cyclanthaceae

Descripcion botanica:

Plantas terrestres, generalmente con tallo corto, con savia lechosa (escasa.
Hojas (en espiral) disticas, las ld&minas maduras profundamente bifidas casi hasta la
base (raramente enteras) con una costilla central robusta hasta el apice de cada
segmento, peciolo terete, junto con la vaina al menos tan largos como la l&mina,
espatas 4 0 5, unidas cercas del espadice, gruesas y coriaceas, espadice cilindrico.
Organos estaminados y pistilados en ciclos alternos o raramente en espiral; 0s
carpelos de cada verticilo connados formando un disco. Espadices amarillo verdosos en
frutos maduros, ciclos pistilados hinchandose y separandose para mostrar las semillas,
espadice finalmente rompiéndose en discos; semillas ovoides a globosas, largamente
pediculadas y longitudinalmente apostilladas.

Comdn en bosques muy himedos de las zonas atlanticas y norcentral; 0-1000
m; flores y frutos esporadicos todo el afio; México a PerU. Es una de las pocas especies
de Cyclanthaceae que puede persistir en areas muy himedas deforestadas. Se
diferencia de las otras plantas con flores por las costillas laterales largas y la extrema

fusion de los organos fertiles.
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El género se ubica en una subfamilia separado de los otros géneros, consta de

una especie mas de Colombia y Panama.

Usos etnomédicos: No se encontrd informacion.

Composicion Quimica: No se encontrd informacion.
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Nombre cientifico: Tetragastris panamensis.

Sinonimia: no se encontro referencia.

Nombre comdn: No se encontrd informacion.
Genero: Tretragastris.

Especie: panamensis.

Familia: Burseraceae
Descripcion botanica:

Arboles, 10-30 m de alto, corteza no exfoliante, savia lechosa. Hojas
persistentes, hasta 44 cm de largo, peciolo y raquis no alados; foliolos 7-9, los laterales
elipticos a lanceolados (oblanceolados), hasta 24 cm de largo y 6.5 cm de ancho, apice
acuminado, enteros, menuda y esparcidamente pubescentes a glabrescentes; pulvinulo
distal presente en el peciolulo terminal, ausente en los laterales. Paniculas axilares 3-15
cm de largo, con diminutos tricomas adpresos, amarillentos, flores pediceladas, 5-
meras; pétalos mucho mas largos que los sépalos 5-5.5 mm de largo, connados la
media basal, carnosos, externamente con diminutos tricomas adpresos amarillentos,
internamente glabros. Flores estaminadas con pistilodio y disco confluentes formando
un ovariodisco subgloboso a conico, rodeado y oculto por los estambres ligeramente
sobrepasando al ovariodisco; flores postiladas con estaminodios muy sobrepasado por
el pistilo, ovario 5- lobeado y 5 -locular, base hundida en un disco carnoso, estigma 5-
lobado. Frutos ampliamente turbinados 1.5-2.5 cm de largo y 1.5-3 cm de ancho. Liso y
glabros, rojizos al madurar, deshiscentes por (2-) 4 6 5 valvas; pirenos (1-) 3-5, casi
totalmente cubiertos de un pseudoarilo pulposo, dulce, blanco, cada uno con una

semilla.
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Es comin en bosques muy himedos en la zona atlantica; de 15-250 m, con
flores en febrero- septiembre, fruto en febrero- octubre, de Belice a Venezuela, las
Guayana, Brasil y Bolivia. Usada como lefia y para casas. Género neo-tropical con 12
especies.

Usos etnomédicos: No se encontrd informacion.

Composicion quimica: No se encontré informacion.
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Nombre cientifico: Talisia nervosa.

Sinonimia: no se encontro referencia.
Nombre comdn: Lengua de mujer.
Genero: Talisia.

Especie: nervosa.

Familia: Sapindaceae

Descripcion botéanica:

Arbusto o arboles pequefios, hasta 8(-10) m de alto, generalmente no
ramificados, tallos glabros. Hojas pinnaticompuestas, amontonadas en el apice del tallo
de 1 m de largo o mas largas, peciolos hasta 25 cm de largo, foliolos de 5-8 pares,
oblongo-elipticos con 20-45 cm de largos y 6.5-13 de ancho, agudos en el apice y en la
base, margen entero coriceos, glabros a veces puberulentos en el envés, nervios
laterales mayores encontrandose cerca del margen, peciolos 5-10 mm de largo,
hinchados. Inflorescencia terminal y subterminal, hasta 70 cm de largo, ampliamente
ramificada, ramas mayores acostilladas, puberulentas a tomentosas, pedicelos 2mm de
largo, con flores de 6-7 mm de largo, blancas, caliz ciliado, pétalos sericeo; discos
prominente, 6-angulo, con estambres 5 u 8. Frutos 2-3 cm de largo, grabo. Poco comun,
en bosque himedos y muy humedos, zona atlantica; 0-300m; flores Marzo-Mayo, frutos
Julio-Octubre; Nicaragua a Colombia. Estd estrechamente relacionada con T.dwyeri

Croat de Panama se usa para postes.

Usos etnomédicos: No se encontrd informacion.

Composicion quimica: No se encontrd informacion.
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Taenia solium

Generalidades.

La Tenia porcina que infecta al hombre aparece en sitios en que las personas
ingieren carne mal curada o mal cocida de cerdo. Los huevecillos embrionados, cuando
son ingeridos por el cerdo ( huésped intermediario) se desarrollan para llegar a la etapa

de larva inféctante o cisticerco, en los misculos.

Si bien la Tenia adulta se desarrolla en el hombre después de ingerir la carne
infestada, hay también infeccion de los cisticercos o larvas, por ingestion de los
huevecillos sea de fuente exdgena o por contaminacion por las propias heces. Aunque
no se ha comprobado, se piensa que el peristaltismo inverso puede llevar el contenido
intestinal con los huevecillos a las porciones supriores del Duodeno, en donde, después

de madurar las Oncosferas penetran directamente en la pared intestinal.

Por estas razones la infeccion con parasitos adultos de Taenia solium es

peligrosa para el sujeto y para los que se ponen en contacto con él.

Estos Pacientes parasitado eliminan proglotides por el ano espontaneamente o
con la materia fecal. Cuando caen a la tierra se desintegran y liberan los huevos en el
suelo. Raramente salen los huevos en el intestino y son eliminados con las
disposiciones. Los huevos infectados inmediatamente salen sin necesidad de embrionar

en la tierra.
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CISTICERCO.

La forma larvaria comin de las tenias del género Taenias se conocen como
cisticerco. Cuando se descubrieron esas etapas se desconocia su relacion con el
parasito adulto, y por ello recibieron nombres genéricos y especificos, con esa base, el
cisticerco de Taenia solium fue designado Cysticercus cellulosae, y aun se le llama

con este viejo nombre que ha dejado de tener validez taxondmica.

Un cisticerco es esencialmente en vesicula de pared delgada, que contiene
escolex. Estas larvas tienen medio centimetro o mas de didmetro. Este cisticerco tiene
color semi transparente y opalescente, forma alargada u oval, que puede alcanzar una
longitud de 0.6 a 2 cm. (Anexo) la vesicula esta llena de liquido y en un lado se observa

una zona mas opaca a manera de mancha que contiene el escolex.

CICLO DE VIDA.

El hombre es el tnico huésped definitivo natural, la tenia se adquiere al ingerir
carne mal cocida, infectada por las larvas. Poco después de la ingestion se desintegra la
membrana externa en el intestino delgado y la larva incluida u Oncosfera penetra la
pared intestinal. Las Oncosferas puede invadir la pared intestinal y penetrar un vaso
sanguineo por medio de los seis ganchos (hexacanto), puede ser transportada en la
corriente sanguinea por todo el cuerpo y alojarse en un tejido, pero con mayor
frecuencia se aloja en los musculos estriados. La larva forma una membrana y origina

un quiste que tiene en su interior, liquido y escélex este quiste se llama Cisticerco, el

cual al ser ingerido por el hombre, evagina el escolex en el intestino delgado. Este se
adhiere a la mucosa, forma Proglétides y da origen a la Taenia adulta, el periodo

patente el hombre es de 2 a 3 meses.
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Caracteristicas

La T. solium adulto puede alcanzar varios metros de longitud. El escolex es
muscular y tiene ademéas de las cuatro ventosas una doble corona de ganchitos
sobresalientes que actian en la fijacion en la mucosa intestinal. Los segmentos
maduros son mas anchos que largos y contienen un grupo de oOrganos de la
reproduccion, masculinos y femeninos. Los segmentos gravidos suelen ser mas
largos que anchos, los proglotides maduros carecen de esfinter vaginal con menos
de doce ramas uterinas, principales a cada lado y contienen un utero ramificado

lleno de huevecillos.

Un conducto uterino central se extiende en toda la longitud de un segmento grévido
y de él nacen las ramas laterales que sobresalen hacia los lados y se extienden
hacia el borde lateral de la proglétide. Estas ramas laterales principales tienen
diversas ramitas secundarias. En T. solium él numero de ramas principales en un

lado del conducto central varia de siete a diecisiete.

Clasificacion taxondmica de la Teania solium

Reino El animal

Clase Cestodo

Familia Taeniidae
Genero Taenia

Especies T. Solium,T. saginata, T. Ovis.
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HIPOTESIS

El presente estudio Monogréfico plantea que las especies sometidas a estudio

presentan actividad bioldgica al ensayarse con cisticercos de Taenia solium.

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata
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MATERIAL'Y METODO

Tipo de estudio: El presente estudio es del tipo de experimental y descriptivo.

Area de estudio: Se realizé en el Laboratorio de microbiologia y Parasitologia de la
facultad de Ciencias Medicas y en el area de productos naturales del Departamento
de Analisis y Drogas de medicamentos ubicados en la Facultad de Ciencias Quimicas
del complejo docente de la salud. (CAMPUS MEDICO)

Poblacion de estudio: 11 especies vegetales procedente de la biodiversidad en la

estacion bioldgica de Bartola Rio San Juan.

Muestra: se tomaron 5 especies de plantas recolectadas correspondiente al 40% de

la poblacion de estudio.

Variables: concentracion y tiempo.

Procedimiento: Para la ejecucion del presente estudio monogréfico se realizaron

diversas revisiones bibliograficas:

e Herbario (UNAN LEON) Miguel Ramirez Gollena.
e Biblioteca del complejo docente de la salud. ( CAMPUS MEDICO)
¢ Red de informacion. ( WEB)

¢ Biblioteca del hospital escuela Oscar Danilo Rosales. (HEODRA)

Plan de analisis: Los resultados obtenidos fueron representados y analizados a

través de tablas y fotos de las diferentes plantas a estudio.
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Procedimiento para la extraccion de ladrogay obtencion previa de los

extractos

¢+ Las especies previamente secas se pulverizaron en un molino de cuchilla.
+¢+ Se pesaron 500 gr de cada especie y se humedecié con una mezcla Etanol:
H20 (8:2)

« Los extractos son obtenidos a través de maceracion acelerada.

Maceracion acelerada: Este método se utiliza para cantidades pequefias

poniéndose en contacto la muestra con una mezcla (etanol: Agua) se agita para

humedecer uniformemente las muestras. Luego se colocan en bafio maria por

un periodo de 30-40 minutos a temperatura de 45° C.

+¢ Filtracion del macerado para la clarificacion de los extractos con papel filtro
#3. (100 ml) .

+¢+ Concentracion del filtrado a 50ml, por especie vegetal, luego se procede al

secado del concentrado hasta obtener un extracto sélido.

Fraccionamiento:

+» Utilizar embudos separadores de 250 ml, adicionar 30 ml de cada uno de los
extractos por separado. Realizar tres lavadas por especie vegetal.

+¢+ El fraccionamiento de los extractos se realizd con solventes Cloroformo y
Hexano, para su purificacion, mezclando el extracto metanolico con cada
uno de los solventes por separados con proporciones 30:30

¢ Agitar moderadamente para evitar la formacion de una emulsion, dejar
reposar hasta que las fases estén totalmente separadas.

% Los extractos con sus respectivas fracciones fueron almacenados bajo

refrigeracion..
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PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DEL ENSAYO

Obtencion de cisticerco.

++ Los trozos de cerdo infectado fueron proporcionado por el Rastro municipal
de Leon y diseccionado en el departamento de Morfologia de la facultad de
ciencias Medica para la respectiva obtencion.

¢ Los quistes se almacenaron a una temperatura de —12°C hasta la realizacion

del ensayo.

Preparacion de la muestra
% Los extractos se diluyen con una emulsion de Tween 20 al 1% hasta

concentraciones de 0.1,0.2, 0.3, 0.4 % respectivamente.

Preparacion del Estandar

++ Preparacion de una solucion de Albendazol a concentracion de 0.1, 0.2,

0.3,0.4%, con solucién de Tween 20 al 1 %.

Ensayo

+¢+ La activacion de los quistes posterior a la congelaciones realizo con dioxido

de carbono en un medio de sales biliares.

+« Tomar un grupo representativo de quistes de aproximadamente 5 mm de
longitud, adicionar a dos placas petry de cuatro cuadrantes las que contiene
5 ml de las fracciones a ensayar(Cloroformo-Hexano) estandar blanco y

extracto crudo a diferentes concentraciones 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 %.
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Evaluacion de la actividad

% El tiempo requerido para la determinar la paralisis completa se realiza en

ambiente que contenga una temperatura de mas o menos 28° C.

% Se considera actividad positiva aquella concentracion que paralicé el 80 6 90 %

de los parasitos.

+ Tabulacion de los resultados: Para la tabulacion de los resultados se evalen
la concentraciones de la muestra y es establecer en términos de porcentaje de la
concentracion versus tiempo en minutos que produce paralisis o la muerte de los

cestodos.

Cromatografia.

Preparacion de las placas cromatogréficas:

++ Se adiciona aproximadamente 200ml de agua destilada previamente calentada
a 300 g de silica gel F254, hasta obtener una mezcla homogénea y de buena
consistencia.

¢+ Vertimos esta mezcla sobre placas de vidrio previamente lavada y secada.

¢+ Una vez preparada, se deja secar por 30 minutos, después se llevaron al horno

por 20 minutos a temperatura de 40°C

++ Elaboracion de la fase movil que contiene cloroformo y metanol. ( 85: 15)

+¢+ Saturacion de la camara cromatografica por espacio de 1h.
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0

Posteriormente medimos la placa cromatografica dejando 1 cm del borde inferior

y 2 cm de distancia entre cada punto.

Siembra de 10 ul de una fraccion diferente en cada punto sefialado en la placa,

realizando este mismo procedimiento para cada especie vegetal.

Luego se dejo correr la muestra 12 cm de distancia hacia el borde superior y la

dejamos secar por 15 minutos.
Observamos las placas en el UV y sefialamos las manchas.
Posteriormente determinamos los valores de Rf de las fracciones por especie

vegetal.

Rf = distancia recorrida por la sustancia

Distancia recorrida por el solvente
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MARCHA FITOQUIMICA:
ALCALOIDES

Extraccion:

++ Tomar la cantidad del EET correspondiente a 9 g. De la planta.

¢ Afiadir HCI 5%y llevar a pH acido (2 a 3) comprobar con papel pH.

% Adicionar NaOH al 20% y llevar a pH basico (10 a 12)

¢+ Transferir el extracto alcalinizado a un embudo de separacion, extraer con

cloroformo utilizando un volumen igual al del extracto.

++ Separar el extracto cloroférmico.

% Realizar un segunda extraccion utilizando cloroformo etanol (3:2)

¢+ Separar el extracto cloroformico.

reducida.

++ Este extracto se denomina ECALC

+ Del residuo se toma una alicuota, se acidifica, y se realiza la prueba de

++ Unir los extractos cloroférmicos, concentrar hasta eliminar el solvente, a presion

precipitacion para identificacion de alcaloides. Con el objetivo de comprobar que

todos los alcaloides han sido extraidos.
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|dentificacion:

¢ En el extracto ECALC se realizara la siguiente prueba de identificacion:

++ Separar una alicuota para cromatografia

D)

* MAYER: positivo si aparece un precipitado de color blanco.

L)

)
A X4

DRAGGENDORFF: alicuota + R. Draggendorff = positivo precipitado de color

rojo ladrillo.

X4

WAGNER: alicuota + R. Wagnner = positivo precipitado de color marrdn (café)

D)

Cromatografia:

Utilizando placa de silica gel G, como fase estacionaria y como fase movil:

1) Acetato de etilo/ metanol / agua (100:13, 5:10)
2) Butanol / &cido acético / agua (10:1:3)
3) Cloroformo / metanol (85 :15)

Revelar la placa con Draggendorff ( acético) manchas de color naranja.
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FLAVONOIDES, TANINOS Y SAPONINAS.

Extraccion:
++ Elresiduo etanolico FET, tratalo con una mezcla de etanol / agua (1:7)

Calentar a 60 grados.

FLAVONOIDES.

Tomar un alicuota FET y realizar las siguientes reacciones.

Coloracion:

++ Reaccion de Shidona. Adicionar a la muestra acido clorhidrico concentrado y

limadura de magnesio. Espuma abundante y/ o coloracion roja intensa.

¢+ Reaccion de cianidina, 1 cc FET, afiadir un cc de una solucién de alcohol
clorhidrico (alcohol etilico 50 grados y acido clorhidrico concentrado 2:1 v/ v)

y 2 0 3 trocitos de magnesio. Coloracion rosa o roja.
+¢+ Reaccion en medio alcalino alicuota de FET, mas gotas de hidroxido de

potasio (5% en etanol de 95 grado) Coloracion amarrillo naranja, afiadir unas

gotas de cloruro férrico 2% coloracion azul verdosa.
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TANINOS.

Tomamos una alicuota del extracto FET y procedemos a las siguientes
reacciones:

Coloracion:
1. Cloruro férrico al 1%. Color azul si son hidrolizables, verdes si no es

hidrolizables.

2. Gelatina salada: Adicionar una cantidad igual a la mitad de la alicuota del
reactivo de gelatina sal. Solucion al 1% de gelatina y 10% de sal en agua.

Precipitado blanco frocdlenlo.

3. Acetato de zinc amoniacal: adicionar unas gotas de acetato de zinc amoniacal.

Los hidrolizables se precipitan mas faciimente.

SAPONINAS:

Tomando una alicuota del extracto FET y procedemos a las siguientes
reacciones:
Identificacion:
Con agua: adicionamos una cantidad de agua y procedemos a agitar. Observar la

presencia de espumas permanentemente por un minuto (minimo).
Directo sobre plantas:

Una pequefia cantidad de la planta fresca o pulverizada, adicionar agua y observar

la presencia de espuma.
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Identificacion.

Reacciones de coloracion:

% R. Dragendorff ( alcaloides generales.
A: 89 Bi(NO3)3.5 H20ml HNO3.
B: 27.2g KI / 54ml H20.

Mezclar, reposar, secantar y diluir a 100ml.

+ R. Erdmann (iisoquinoleinas)
A: 6 gotas de HNO3 / 100ml H20
B: 10 gotas a 20 gotas de 1 — 2mg de muestra + 8 gotas — 10 gotas de
reactivo.

Color: Rojo al Reaccionar

% R. Mayer o Valser.
A: 1.36g HgCL2 /60 ml + H20.
B: 5g KI / 10ml H20.
Mezclar y diluir a 100 ml,
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MATERIAL Y EQUIPO

MATERIAL:

«» Beaker: 1000 ml, 600ml,100ml,50ml.

s KIMAX USA

¢+ Embudos separadores: capacidad 250 ml

% Pirex

¢ Espétula Fisher

+ Vidrio reloj: Standar 25 x 25 mm

++ Balones : Capacidad: 500ml, 250ml, 200ml, 50ml, 25ml.
KIMAX USA

+¢+ Tubos de ensayo: Pirex

% Agitadores de vidrio

% Platos petry de cuatro cuadrantes: 100x100ml

¢ Pirex

¢ Mortero

+¢ Placa Cromotografica

s Clamp

¢+ Aros metélicos

¢ Papel filtro

+¢+ Papel aluminio
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EQUIPO:

+¢+ Horno: Precision scientific graup 1 GCA corporation
++ Cocina: Corning Hot plate p.c-101

%+ Soporte. Fisher Usa

¢ Refrigerador: White Westinghouse

+ Balanza analitica

% Molino

% Termometro

+ Gradillas Metélicas y de Madera

+¢+ Céamara Cromatografica y de saturacion

«» Secadora
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Crisophila warscewiczii

TablaNo 1
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
concentracion [V | M | %A |[V|M|%A [VIM|%A
T 5/0] 0% |[5/0| 0% |5|0| 0%
| 0.2% 5/0| 0% |[5/0| 0% |5|0| 0%
E 0.3% 5/0| 0% |[5/0| 0% |5|0| 0%
M 0.4% 5/0] 0% [5]/]0] 0% [5]0] 0%
P 0.1% 5/0/ 0% [5]/0] 0% [5]0] 0%
0 0.2% 5/0| 0% |[5/0| 0% |50 | 0%
0.3% 5/0| 0% |[5/0| 0% |50 | 0%
1 0.4% 54| 80% |54 80% |5 4]80%
S/ n Tween 5/0| 0% |[5/{0| 0% (5|0 0%
1%
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
T Muestra | concentracion [V | M | %A |V M| %A [VIM|%A
I 0.1% 5/0] 0% |[5/0| 0% |5|0| 0%
E 0.2% 5/0] 0% |[5/0| 0% |5|0| 0%
M 0.3% 5/0| 0% |[5/0| 0% |50 | 0%
P 0.4% 5/0| 0% |5]0] 0% [5]0] 0%
O | standar | 0.1% 5/0] 0% |5/0] 0% [5/0]| 0%
0.2% 5/0| 0% |[5/0| 0% |50 | 0%
2 0.3% 5/0| 0% |[5/0| 0% |50 | 0%
0.4% 5(4|80% |5|4)|80% |5|4]| 80%
Blanco | S/ n Tween 5/0| 0% |[5({0| 0% (5[0 0%
1%
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
T Muestra | concentracion [V | M | %A |V M| %A [VIM|%A
| 0.1% 5/0] 0% |[5/0| 0% |5|0| 0%
E 0.2% 5/0| 0% |[5/0| 0% |50 | 0%
M 0.3% 5/0| 0% |[5/0| 0% |5|0| 0%
P 0.4% 5/0| 0% |[5/0| 0% |5|0| 0%
0 Standar | 0.1% 5/0| 0% [5/0| 0% |5|0| 0%
0.2% 5/0] 0% |[5/0| 0% |5|0| 0%
3 0.3% 5/0| 0% |[5/0| 0% |5|0| 0%
0.4% 5(4|80% |5|4|80% |5|4]| 80%
S/ n Tween 5/0| 0% |[5/{0] 0% (5[0 0%
1%

V: vivos. M: muertos. % A:
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Cyclantus bipartitus

Tabla No 2
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
Muestra | concentracion [V | M | %A |V M|%A |[VIM|%A
T 0.1% 5/0| 0% |50 0% |5|0]| 0%
I|E 0.2% 5/21|40% |[5[{0| 0% [5[0| 0%
y 0.3% 5/3[60% |[5[{0| 0% [5]0| 0%
P 0.4% 5/4|180% [5[{3]60% [5[/0| 0%
0 Standar | 0.1% 5/0| 0% |[5[0| 0% (5[0 0%
0.2% 5/0| 0% |[5|0| 0% (5|0 0%
1 0.3% 5/0| 0% |[5[{0| 0% [5]|0| 0%
0.4% 5/5(100% | 5|5 [100% |5 |5 | 100%
Blanco | S/n Tween 5(0| 0% |[5/0| 0% |5|0]| 0%
1%
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
Muestra | concentracion |V | M | %A |V M|%A |[VIM|%A
T 0.1% 5/0| 0% |[5[{0| 0% [5[0| 0%
| 0.2% 5121 40% |[5[{0| 0% (5[0 0%
E 0.3% 5/3[60% 5[0 0% [5[0| 0%
M 0.4% 5/4|80% |5|4|80% [5/0| 0%
P Standar | 0.1% 5/0| 0% [5[{0| 0% (5[0 0%
0 0.2% 5/0| 0% |[5|{0| 0% (5[0 0%
0.3% 5/0| 0% |[5[{0| 0% [5|0| 0%
2 0.4% 5/5(100% | 5|5 [100% [ 5|5 | 100%
Blanco | S/ n Tween 5(0| 0% |[5/0| 0% |5|0]| 0%
1%
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
T Muestra | concentracion |V | M | %A |V M|%A |V M|%A
| 0.1% 5/0| 0% |5[{0| 0% [5]|0| 0%
E 0.2% 5/3[60% 5[0 0% [5[0| 0%
M 0.3% 5/5[100%|5/0] 0% [5]0]| 0%
P 0.4% 5/5(100% |54 |80% [5/0| 0%
0 Standar | 0.1% 5/0| 0% |[5[{0| 0% (5|0 0%
0.2% 5/0| 0% |[5[{0| 0% [5[0| 0%
3 0.3% 5/0| 0% |50 0% |5|0]| 0%
0.4% 5/5(100% | 5|1 [100% |5 |5 |100%
Blanco | S/ n Tween 5(0| 0% |[5/0| 0% |5|0]| 0%
1%
V: vivos. M: muertos. % A: % actividad.

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata
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Selaginella artritica

Tabla No 3
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
Muestra | concentracion [V (M| %A [V M| %A [V|M| %A
T 0.1% 510 0% |5/0] 0% |5|0]| 0%
| 0.2% 5/0] 0% [5[{0| 0% (5[0 | 0%
I\F7I 0.3% 5/0| 0% |[5[{0| 0% [5[0| 0%
P 0.4% 514180% |5[1]20% (5[0 0%
0 Standar | 0.1% 5/0( 0% [5{0| 0% (5[0 0%
0.2% 5/0] 0% |[5[{0| 0% (5|0 0%
1 0.3% 5/0] 0% [5[{0| 0% (5[0 0%
0.4% 5/5(100% | 5|5 [100% [ 5|5 | 100%
Blanco | S/ n Tween 5/0] 0% [5{0| 0% (5|0 0%
1%
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
Muestra | concentracion [V (M| %A [VIM| %A [V M| %A
T 0.1% 5({0| 0% (5[0 0% [5|0| 0%
| 0.2% 5/0] 0% |[5[{0| 0% (5|0 0%
E 0.3% 5/0| 0% [5[{0| 0% (5[0 | 0%
M 0.4% 5/4|180% [5[{3]60% [5[0| 0%
P Standar | 0.1% 5/0| 0% |[5({0| 0% (5[0 0%
O 0.2% 5/0| 0% |5/0| 0% (5[0 0%
0.3% 5/4|180% |5{4|80% [5|4]| 80%
2 0.4% 5/5(100% | 5|5 [100% [ 5|5 | 100%
Blanco | S/ n Tween 5/0| 0% |[5[{0| 0% (5[0 0%
1%
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
Muestra | concentracion [V (M| %A |[VIM| %A [V M| %A
T 0.1% 5/0| 0% |(5/0| 0% |[5|0| 0%
I 0.2% 5/0| 0% |5({0| 0% (5[0 0%
E 0.3% 5/0] 0% [5{0| 0% (5|0 0%
M 0.4% 5/4|180% [5[{3]60% [5[/0| 0%
P Standar | 0.1% 5/0| 0% |[5[{0| 0% (5[0 0%
o) 0.2% 5/0| 0% |[5({0| 0% (5[0 0%
0.3% 514|180% |5[4]80% 5|4 80%
3 0.4% 5/5(100% | 5|5 [100% [ 5|5 | 100%
Blanco | S/ n Tween 5/0| 0% |[5[{0| 0% (5[0 0%
1%

V:vivos. M: muertos. % A:

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata
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Talisa nervosa

Tabla No 4
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
Muestra | concentracion [V (M| %A |[VIM|%A |[V|M|%A
T 0.1% 50| 0% |5]/0] 0% |5|0]| 0%
| 0.2% 5/0] 0% [5[{0| 0% (5[0 | 0%
I\F7| 0.3% 5/0| 0% |[5[{0| 0% [5[0| 0%
P 0.4% 5/0| 0% |[5({0| 0% (5[0 0%
0 Standar | 0.1% 5/0| 0% |[5({0| 0% (5|0 0%
0.2% 5/0] 0% |[5[{0| 0% (5|0 0%
1 0.3% 5/0] 0% [5[{0| 0% (5[0 0%
0.4% 5/4|80% |54 80% [5|4]| 80%
Blanco | S/ n Tween 5/0] 0% [5{0| 0% (5|0 0%
1%
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
Muestra | concentracion [V (M| %A |[VIM| %A |[V|M|%A
T 0.1% 5/0| 0% |5({0| 0% (5[0 0%
| 0.2% 5/0] 0% |[5[{0| 0% (5|0 0%
E 0.3% 5/0| 0% [5[{0| 0% (5[0 | 0%
M 0.4% 5/0| 0% |[5[{0| 0% (5[0 0%
P Standar | 0.1% 5/0| 0% |[5({0| 0% (5[0 0%
O 0.2% 5/0| 0% |5/0| 0% (5[0 0%
0.3% 5/0] 0% [5[{0| 0% (5[0 | 0%
2 0.4% 5/4|180% |54 80% [5|4]| 80%
Blanco | S/ n Tween 5/0| 0% |[5[{0| 0% (5[0 0%
1%
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
Muestra | concentracion [V (M| %A |[VIM| %A |[V|M|%A
T 0.1% 5/0| 0% |[5[{0| 0% [5[0| 0%
I 0.2% 5/0| 0% |[5({0| 0% (5[0 0%
E 0.3% 5/0] 0% |[5[{0| 0% (5|0 0%
M 0.4% 5/0] 0% [5[{0| 0% (5[0 0%
P Standar | 0.1% 5/0| 0% |[5[{0| 0% (5[0 0%
o) 0.2% 5/0| 0% |[5({0| 0% (5|0 0%
0.3% 5/0] 0% [5|0| 0% [5]0| 0%
3 0.4% 5/4|180% |54 80% [5|4]| 80%
Blanco | S/ n Tween 510 1|0% 5/0| 0% |5|0| 0%
1%
V: vivos. M: muertos. % A: % actividad.

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata
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Tetragastris panamensis

TablaNo 5
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
Muestra | concentracion [V (M| %A |[VIM|%A |[V|M|%A
T 0.1% 50| 0% |5]/0] 0% |5|0]| 0%
| 0.2% 5/0| 0% |5[0| 0% 5[0 0%
I\F7I 0.3% 5/0| 0% |5({0| 0% (5[0 0%
P 0.4% 5/0| 0% |[5({0| 0% (5[0 0%
0 Standar | 0.1% 5/0| 0% |[5({0| 0% (5|0 0%
0.2% 5/0| 0% |5[{0| 0% (5[0 0%
1 0.3% 5/0| 0% |5/0| 0% (5[0 0%
0.4% 514|180% |5[4]80% |5|4 | 80%
Blanco | S/ n Tween 5/0] 0% [5{0| 0% (5|0 0%
1%
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
Muestra | concentracion [V (M| %A |[VIM| %A |[V|M|%A
0.1% 5/0| 0% |5({0| 0% (5[0 0%
T 0.2% 5/0] 0% [5/0] 0% [5]0] 0%
! 0.3% 5/0| 0% |5({0| 0% (5[0 0%
E 0.4% 5/0| 0% |5[{0| 0% (5[0 0%
M [Standar | 0.1% 50| 0% |5/0| 0% |5|0]| 0%
P 0.2% 50| 0% |5|0] 0% |5|0] 0%
0 0.3% 5/0| 0% |5[0| 0% 5[0 0%
5 0.4% 514|180% |5[4]80% 5|4 80%
Blanco | S/ n Tween 5/0| 0% |[5[{0| 0% (5[0 0%
1%
Fraccion Fraccion
Extracto crudo Cloroformo Hexano
Muestra | concentracion [V (M| %A |[VIM| %A |[V|M|%A
T 0.1% 5/0| 0% |5({0| 0% (5[0 0%
I 0.2% 5/0| 0% |[5({0| 0% (5[0 0%
E 0.3% 5/0| 0% |5[{0| 0% (5[0 0%
M 0.4% 5/0| 0% |5/0| 0% (5[0 0%
P Standar | 0.1% 5/0| 0% |5[{0| 0% (5[0 0%
o) 0.2% 5/0| 0% |[5({0| 0% (5|0 0%
0.3% 5/0| 0% |5/0| 0% (5[0 0%
3 0.4% 514|180% |5[4]80% |5|4 | 80%
Blanco | S/ n Tween 510 1|0% 5/0| 0% |5|0| 0%
1%
V: vivos. M: muertos. % A: % actividad.

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata
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Reacciones de Coloracion

Prueba para Alcaloides

Método

Procedimiento

Especie
Vegetal

Fraccion

C.R CD C.R

Wagner

lodo metalico 5g
yoduro de potasio
10g.

Agua c.s.p.
1000ml.

C. bipartitus

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

C. warscewiczii

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

S. artritica

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

Talisia nervosa

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

T. panamensis

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

marrén +

café +

Precipitado

café o color

marrén marron +

café +

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata
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Reacciones de Coloracion

Prueba para Alcaloides

Método Procedimiento Especie Fraccion C.R CD C.R
Vegetal
C. bipartitus Extracto crudo Rojo Intenso +
Cloroformo marron +
a: 8g Bi (NO3)3. Hexano
Dragendorff | SH20 ml C. warscewiczii | Extracto crudo -
b: 27.2 Kg / 50ml Cloroformo -
H20. Hexano Precipitado - -
Mezclar, reposar, [ s, artritica Extracto crudo . .| Rojo Intenso. +
decantar, diluir Cloroformo Rojo fadrilo == -1 ran +
100ml. Hexano 0 marron
Talisia nervosa | Extracto crudo -
Cloroformo -
Hexano
T. panamensis | Extracto crudo -
Cloroformo -
Hexano
Autor: Monterrey, Vargas, Zapata 78
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Reacciones de Coloracion

Prueba para Alcaloides

Isoquinolico
Método Procedimiento Especie Fraccion C.R CD C.R
Vegetal

C. bipartitus Extracto crudo Rojo +
. Cloroformo _ Rojo +

A: 6 gotas HNO3 Hexano Rojo _

100ml H20. C. warscewiczii | Extracto crudo 0 -
Cloroformo -

B: 10 gotas a 20 Cualquier
Erdmann ) _ Hexano ; d :
gotas H2SO4 S. artritica Extracto crudo cambio de Rojo +
Cloroformo Rojo +
- + e

1-2mg Muestra + 8 Hexano coloracion. -

6 10 gotas de Talisia nervosa | Extracto crudo -
reactivo Cloroformo -

Hexano

T. panamensis | Extracto crudo -

Cloroformo -
Hexano
Autor: Monterrey, Vargas, Zapata 79
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Reacciones de Coloracion

Prueba para Alcaloides

Método Procedimiento Especie Fraccion C.R CD C.R
Vegetal
C. bipartitus Extracto crudo P.P crema +
Cloroformo PP crema +
Hexano
a: 1.369 HgCl 2 / C. warscewiczii | Extracto crudo -
60ml H20 Cloroformo -
Mayer | b: 5g KI/ 10ml _ Hexano Precipitado : :
H20. S. artritica Extracto crudo lor PP crema +
Mezclar. Diluir a Cloroformo colo PP crema +
100ml Hexano Blanco o -
Talisia nervosa | Extracto crudo crema -
Cloroformo -
Hexano
T. panamensis | Extracto crudo -
Cloroformo -
Hexano
PP: Precipitado.
Autor: Monterrey, Vargas, Zapata 80
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Tabla No 10
Reacciones de Coloracion

Prueba para Taninos

Método

Procedimiento

Especie
Vegetal

Fraccion

C.R

C.D

C.R

Acetato de
Zinc.

C. bipartitus

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

C. warscewiczii

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

S. artritica

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

Talisia nervosa

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

T. panamensis

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

Precipitado
café
(Hidrolizable)

PP. Cafeé.

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata
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Tabla No 11

Reacciones de Coloracion

Prueba para Taninos

Método

Procedimiento

Especie
Vegetal

Fraccion

C.R

CD

C.R

Gelatina
Salada

Solucién al 1% de
gelatina + 10% sal
en agua

C. bipartitus

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

C. warscewiczii

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

S. artritica

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

Talisia nervosa

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

T. panamensis

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

Precipitado
Blanco
Floculento

PP. Blanco

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata
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Tabla No 12
Reacciones de Coloracion

Prueba para Taninos

Método Procedimiento Especie Fraccion C.R CD C.R
Vegetal

C. bipartitus Extracto crudo -

Cloroformo - -

Hexano - -

C. warscewiczii | Extracto crudo -

Cloruro Cloroformo Azl - i

Férrico 1% Hexano o . .
S. artritica Extracto crudo | Hidrolizable - -

Cloroformo verde +

Hexano - -

Talisia nervosa | Extracto crudo | Verde }

Cloroformo No - -

Hexano - -

T. panamensis | Extracto crudo | drolizable -

Cloroformo - -

Hexano

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata 83
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Tabla No 13

Reacciones de Coloracion

Prueba para Flavonoide

Método

Procedimiento

Especie
Vegetal

Fraccion

C.R

CD

C.R

Shidona

Adicionar a la
muestra 1 cc HCI
concentrado y
limadura de

Magnesio

C. bipartitus

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

C. warscewiczii

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

S. artritica

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

Talisia nervosa

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

T. panamensis

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

Rosa
0
Cualquier
cambio de

coloracion.

Rojo

Rojo

Rojo

Rojo

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata
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Tabla No 14

Reacciones de Coloracion

Prueba para Flavonoide

Método

Procedimiento

Especie
Vegetal

Fraccion

C.R

CD

C.R

Cianidina

1cc FET, mas 1cc
solucién de alcohol
clorhidrico+2 6 3
trozos de
magnesio

C. bipartitus

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

C. warscewiczii

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

S. artritica

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

Talisia nervosa

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

T. panamensis

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

Rosa

Rojo

Rojo

Rojo

Rojo

Rojo

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata
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Tabla No 15
Reacciones de Coloracion

Prueba para Saponinas

Método

Procedimiento

Especie
Vegetal

Fraccion

C.R

CD

C.R

Espuma

Se toma una
fraccion y se agita
por espacio de 1
min. Posterior a la
adiccion de H20.

C. bipartitus

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

C. warscewiczii

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

S. artritica

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

Talisia nervosa

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

T. panamensis

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

Observar la
espuma
permanente
maximo por

1 minuto

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata
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Cromatografia de capa fina.
Caracterizacion de Alcaloides
Isoquinolinicos.

Fase movil Especie Vegetal Fraccion Rf

Muestra

Standar

CHCI3: CH304
85: 15

C. bipartitus

Extracto crudo

0.778

0.803

Cloroformo

0.686

0.696

Hexano

C. warscewiczii

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

S. artritica

Extracto crudo

0.778

0.883

Cloroformo

0688

0.696

Hexano

Talisia nervosa

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

T. panamensis

Extracto crudo

Cloroformo

Hexano

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata
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ANALISIS DE RESULTADO
La evaluacion de los resultados del presente ensayo muestra que Unicamente
dos de las cinco especies vegetales muestra actividad con Cisticercos de Tenia Solium,
las dos especies activas fueron: Selaginella artritica, mostrd actividad a concentraciones
de 0.4% en intervalos de 1 a 6 horas evaluadas en extractos crudos, siendo
posteriormente a la primera hora de evaluacion se alcanza actividad maxima en

comparacion con el estandar de referencia.

Cyclanthus bipartitus, mostré actividad a concentraciones de 0.4% en al
tiempo de 6 horas de evaluacion siendo posteriormente a la primera hora de evaluacion
se alcanza la actividad biologica y a las 6 horas se alcanza actividad maxima para el
extracto crudo. La fraccion cloroformiza mostro su actividad maxima a concentracion de
0.4%, luego de 3 horas de exposicion en comparacion con el estandar de referencia.
Los resultados de la marcha fotoquimica muestra la presencia de alcaloides de tipo
isoquinolicos asi como otros compuestos tales como: Taninos, Flavonoides y saponinas,
en las especies mencionadas anteriormente, Selaginella artritica y Cyclanthus
bipartitus. Los resultados de cromatografia en capa fina para la evaluacion de los
alcaloides del grupo isoquinolicos muestra similitud presuntamente en la fraccion
cloroformica y extractos crudos respectivamente en comparacion con el estandar de

referencia.

De esta manera lo anteriormente mencionado comprueba que las especies
vegetales: Selaginella artritica y Cyclantus bipartitus, presentan actividad biologica
en cisticercos de Taenia solium y contienen compuestos de interés farmacongndstico

que pueden ser los que brinden la actividad a las especies antes mencionadas.

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata 88
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CONCLUSION

En el presente estudio monogréfico en el cual se determino la actividad biol6gica
en cinco especies vegetales sé comprobd que dos especies vegetales Unicamente
presenta actividad biolégica siendo dicha especie Selaginella artritica y Cyclanthus
bipartitus de las cuales esta ultima demostré mejor actividad en la fase de extracto

crudo y Cloroformo en la realizacion del ensayo.

La caracterizacion de ciertos compuestos presume la presencia de alcaloides del
tipo Isoquinolico, los que son determinantes en la actividad sobre cestodos (Cisticercos
de Tenia de solium) asi como otros compuestos encontrados pero no de menor

relevancia. Tales como Flavonoides, Taninos y Saponinas.
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RECOMENDACIONES

1. Almacenar los extractos crudos y fraccionado a temperatura baja, aproximadamente
de -10°C. Para evitar crecimiento de microorganismo y volatilizacion de los

solventes.

2. .Los Cisticercos deben ser almacenados a una temperatura de

-12°C. Para evitar la descomposicion por presencia de microorganismo

3. El area de trabajo debe reunir las condiciones adecuadas: temperatura, area
aseptica para la ejecucion del ensayo, tomando en cuenta la buena manipulacion
del equipo.

4. El tiempo de evaluacion en el ensayo debe ser referido en comparacion al

estandar de referencia seleccionado para la determinacion de la actividad.

Autor: Monterrey, Vargas, Zapata 90
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GLOSARIO

ABAXIAL: con relacion a un eje, apliquese al 6rgano mas alejado de él

ACROSCOPICO: dicése del 6rgano o la parte organica orientados hacia el &pice
del eje, hacia el extremo superior de un miembro, por oposicion varioscopica, en
las hojitas de los musgos existe una porcion basal acroscopica, que mira al

apice del tallito.

ADHESIVIDAD: (adhesivo) cualquier substancia inorganica natural o sintética

capaz de unir otra substancia por contacto superficial.

BASISCOPICO: apliquese al 6rgano o a la parte organica orientados hacia la

parte inferior de un miembro.
BIFIDAS: (dividido en dos partes) este vocablo se aplica a lo que esta hendido
en dos partes. En botanica sin embargo su empleo sé da al 6rgano dividido en

dos proporciones que no llegan a la mitad de su longitud total.

BRACTEA: llAmese bracteas a cualquier organo foliaseo situado en la

proximidad de las flores por su forma y tamaiio.

CORIACEA: es un termino usado con frecuencia en la descripcion botanica. Ad;.

De consistencia recia, aunque con cierta flexibilidad como el cuero.
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CUNEIFORME: Adj. De figura de cufia o parecido a la seccién longitudinal de
una cufia, cuando se trata de 6rganos laminares como las hojas que es lo mas

frecuente.

ESPADICE: espiga simple o compuesta de raquis mas 0 menos carnoso, con
las flores generalmente unicelulares, inconspicuas, rodeada de una espata y es

caracteristica de las espadifloras.

ESTIGMATICO: propio del estigma o relativo a él. dicése también de las plantas
provistas de estigma por oposicion a los astigmaticos, en este caso se emplea
asi mismo como substancia. Los astigmaticos son una de las dos grandes

desviaciones de las plantas anemogamicas.

EXFOLIACION: fenémeno en virtud del cual la corteza u otra parte organica se

divide en hojas o laminas que se desprenden de ellas.

PECIOLO: rabilo que une la lamina de la hoja a la base foliar o al tallo por lo

general su forma es rolliza y por lo comun un poco acanalada superiormente

PERENNIFOLIO, LIA: asi se designan los arboles y arbustos verdes todo el
afio, como las encinas los laureles, los pinos y las araucanas. En los arboles

viejos las hojas no se caen antes de haberse desarrollado otras nuevas.

PROFILO: es cualquier brote lateral, la primera de cada una de las dos primeras
hojas del mismo. Generalmente los profilos ocupan un lugar determinado en
dicho brote con respecto a la hoja tectriz en cuya axila ha surgido posicion que

nada tiene que ver con las de las sucesivas hojas del brote lateral.
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RECEPTACULO: lugar o casa que recibe en si, algo en su sentido pristico de la
base que sirve como asiento a las diversas pertenencias florales de una

inflorescencia.

RIZFORACEAS: del género Rizofora. Fam. de mirtales del suborden de las
mirtineas, de flores Actinomorfa, generalmente hermafroditas, heteroclamideas,

raras veces apopitalas.
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