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Psidium sartorianum es una planta autoctona de la regién de Casilda, a la cual se
le han demostrado propiedades antioxidantes que podrian convertirla en una
alternativa terapéutica. Pese a esto no se dispone de informacién farmacogndstica
que permita su propuesta como droga vegetal. Se realizd un estudio
farmacognostico de las hojas de P. sartorianum, donde se incluyé las
caracteristicas macromorfolégicas y la estandarizacion del secado por tres vias: a
la sombra, al sol y en estufa a 40°C, considerandose este ultimo el mas adecuado
de acuerdo a los parametros estudiados. Se evaluo la composicion cualitativa de
los extractos segun la marcha fitoquimica de Miranda y Cuéllar, donde se
evidenci6 de manera general la presencia de saponinas, coumarinas, acidos
grasos, quinonas, taninos y/o fenoles, flavonoides. También se determinaron los
indices farmacognosticos de la droga cruda secada en la estufa segun las Normas
Ramales de Salud Publica; cuyos valores promedios obtenidos, se encontraron
dentro del rango permisible para este tipo de material vegetal. Se calculd, ademas,
el indice de polifenoles, el contenido de fenoles y de flavonoides totales en los
extractos acuoso, etandlico e hidroalcohodlico, mostrando este ultimo los mejores
valores. Finalmente, se realizd la caracterizacion fisicoquimica de dicho extracto
mostrando resultados apropiados teniendo en consideracién la correspondencia
con extractos de P. guajava. Esta investigacion contribuye a ampliar los
conocimientos farmacognosticos de las hojas de P. sartorianum y por tanto sirve

de base para su posible propuesta como planta medicinal.
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Psidium sartorianum is a plant native to the Casilda region, which has been shown
to have antioxidant properties that could make it a therapeutic alternative. Despite
this, there is no pharmacognostic information available that would allow its
proposal as a herbal drug. A pharmacognostic study was carried out on the leaves
of P. sartorianum, which included macromorphological characteristics and
standardization of drying in three ways: in the shade, in the sun and in an oven at
40°C, the latter being considered the most adequate according to the parameters
studied. The qualitative composition of the extracts was evaluated according to the
phytochemical march of Miranda and Cuellar,™ where the presence of saponins,
coumarins, fatty acids, quinones, tannins and/or phenols, flavonoids was generally
evidenced. The pharmacognostic indices of the raw drug dried in the stove were
also determined according to the Ramales Norms of Public Health;? 3 whose
average values obtained, were found within the permissible range for this type of
vegetal material. In addition, the polyphenol index, the content of phenols and total
flavonoids in the aqueous, ethanolic and hydroalcoholic extracts were calculated,
showing the best values. Finally, the physicochemical characterization of this
extract was carried out, showing appropriate results taking into consideration the
correspondence with P. guajava extracts. This research contributes to broaden the
pharmacognostic knowledge of P. sartorianum leaves and therefore serves as a

basis for its possible proposal as a medicinal plant.

Psidium sartorianum is a plant native to the Casilda region, which has been shown
to have antioxidant properties that could make it a therapeutic alternative. Despite
this, there is no pharmacognostic information available that would allow its
proposal as a herbal drug. A pharmacognostic study was carried out on the leaves
of P. sartorianum, which included macromorphological characteristics and
standardization of drying in three ways: in the shade, in the sun and in an oven at
40°C, the latter being considered the most adequate according to the parameters
studied. The qualitative composition of the extracts was evaluated according to the
phytochemical march of Miranda and Cuellar, where the presence of saponins,
coumarins, fatty acids, quinones, tannins and/or phenols, flavonoids was generally

evidenced. The pharmacognostic indices of the raw drug dried in the stove were



also determined according to the Ramales Norms of Public Health; whose average
values obtained, were found within the permissible range for this type of vegetal
material. In addition, the polyphenol index, the content of phenols and total
flavonoids in the agueous, ethanolic and hydroalcoholic extracts were calculated,
showing the best values. Finally, the physicochemical characterization of this
extract was carried out, showing appropriate results taking into consideration the
correspondence with P. guajava extracts. This research contributes to broaden the
pharmacognostic knowledge of P. sartorianum leaves and therefore serves as a

basis for its possible proposal as a medicinal plant.
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Introduccion

Introduccion

Desde tiempos remotos el hombre se ha valido de las plantas para satisfacer sus
necesidades mas elementales y, de acuerdo a las propiedades que estas
presenten, usarlas para curar sus dolencias y enfermedades.® Nuestros
antepasados fueron transmitiendo esos conocimientos de generacion en
generacion y se insertaron en la cultura de los pueblos, sin distincion de razas,

sexos, creencias religiosas o desarrollo socioeconémico.®

A pesar del tiempo transcurrido, los adelantos en la esfera de la Quimica Organica
y el desarrollo alcanzado en la industria farmacéutica el hombre continda por
diversas razones valiéndose de los beneficios que le proporcionan las plantas del
entorno en el que se encuentra, independiente de su ubicacion geografica, de su
grado de desarrollo cultural y econdémico.® En la actualidad se estima que
alrededor de 80 % de la poblacion mundial recurre a la medicina tradicional
herbolaria para la atencién primaria de la salud.®

Cuba posee una rica flora como parte de su biodiversidad, con plantas
medicinales o que potencialmente lo son; y una tradicion popular en su empleo
para dar solucién sobre todo a problemas primarios de salud.(” El archipiélago
cubano cuenta con una flora con casi 8000 especies, cifra que lo ubica como el
territorio insular mas rico en plantas a nivel mundial y al mismo tiempo la primera
isla en nimero de especies por kilbmetros cuadrados. Alrededor del 45 % de estas
especies son endémicas o exclusivas y existen unas 155 variedades a las que se
les atribuyen propiedades medicinales, las cuales han sido estudiadas por

diferentes investigadores.®: ©)

La familia Myrtaceae esta representada por 133 géneros y 3800 especies de
arboles y arbustos, que prosperan en las areas tropicales y subtropicales del
planeta.() A esta familia pertenece el género Psidium, y aun cuando este ostenta
un importante lugar a nivel nacional y mundial dentro los rubros fruticolas, sus

potencialidades farmacolégicas alin no han sido completamente investigadas.

Estudio farmacognostico de las hojas de Psidium sartorianum



Introduccion

En el departamento de Farmacia de la Universidad Central de Las Villas (UCLV)
se trabaja desde hace algunos afos varias especies de este género, en particular
Psidium sartorianum, una planta autéctona con distribucion neotropical que se
presenta en Cuba en varias localidades de las regiones occidental y central del
pais,® ha demostrado tener actividad antioxidante medida a través de varios
ensayos © y por tanto con grandes potencialidades para su posible uso en

afecciones que involucren reacciones redox.

Tomando en consideracion estos aspectos se propone el siguiente problema
cientifico: La especie Psidium sartorianum (O. Berg) Nied ha demostrado tener
potencialidad farmacolégica fundamentalmente como  antioxidante vy
antinflamatorio, sin embargo, no se dispone de informacién farmacogndstica que
permitan su propuesta como droga vegetal y posible introduccion en la

terapéutica.

Por lo tanto, este trabajo cientifico parte de la hipo6tesis de que: Los estudios
farmacognosticos permiten emitir criterios sobre la calidad de la droga compuesta
por las hojas de Psidium sartorianum (O. Berg) Nied para su posible propuesta

como planta medicinal.

Para comprobar dicha hipétesis se plantean los siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar desde el punto de vista farmacognéstico el material vegetal procedente de
las hojas de Psidium sartorianum (O. Berg) Nied.

Objetivos especificos

e Estandarizar el método de secado del material vegetal procedente de hojas
de Psidium sartorianum (O. Berg) Nied.

e Determinar indices farmacogndésticos del material vegetal procedente de
hojas de Psidium sartorianum (O. Berg) Nied.

e Caracterizar el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Psidium sartorianum

(O. Berg) Nied a través de determinaciones fisico-quimicas.

Estudio farmacognostico de las hojas de Psidium sartorianum
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Revision Bibliogrdfica

1. Revision Bibliogréfica

1.1.Flora cubana
La flora cubana es tan heterogénea como lo es la fauna, sobresaliendo por su
extraordinaria riqueza y considerable endemismo. Esta isla est4 bendecida por la
presencia de plantas tropicales de rio y frutales, que la convierten en un
maravilloso escenario para los que gustan de la naturaleza. Integran este gran
abanico valiosos ejemplares, como la palma corcho, la palma barrigona, la

dracaena de Moa, el pino de Cuba y la planta carnivora.®

De acuerdo al resultado de la investigacion para la creacién de la obra cientifica
"La Lista Roja de la Flora Cubana 2016", el 50 % de las plantas de la flora
nacional esta en peligro de extincién, el 18 % se encuentra en peligro critico y el
25 % ya han sido declaradas extintas. Segun la publicacion Panorama Ambiental
de Cuba 2016 de la ONEI (Oficina Nacional de Estadisticas e Informacion), en
Cuba son conocidas 7949 especies de plantas y de ellas un total de 3561 son
endémicas del pais, para un 45 % de endemismo.® Son varios los factores que
han influido favorablemente en este alto nivel de endemismo y la formacién de ese
mosaico ecoldgico de gran riqueza y diversidad, como son: insularidad mdaltiple,
clima tropical lluvioso, gran extension de serpentinas y calizas, notables
extensiones de arenas cuarciticas y una estructura geomorfolégica de particular
interés, principalmente por tener un elevado porcentaje de rocas carbonatadas en
las que se desarrollan procesos cérsicos de todo tipo y donde se form6 todo un

impresionante sistema cavernario. (1%

1.2. Region de Casilda

Al sur de la provincia de Sancti Spiritus se ubican las llanuras costeras de Casilda,
(119 municipio de Trinidad, provincia de Sancti Spiritus, hacia el centro y sur de
Cuba. Es una llanura fluvio-acumulativa arenosa, que se extiende como un
margen costero, desde la Ensenada de Casilda hasta la desembocadura del rio
Agabama, donde ocupa una superficie de 70 km2.(13 En esta area ha

evolucionado una fl6rula muy particular, debido fundamentalmente a los suelos

Estudio farmacognostico de las hojas de Psidium sartorianum
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arenoso cuarciticos (siliceos) predominantes, con alto grado de acidez y bajo

contenido de materia organica, condiciones que son extremas para las plantas que

alli se establecen.(4

La flora de la zona de arenas cuarciticas de Casilda se compone de 294 taxones
infragenéricos, correspondientes a 293 especies, 212 géneros y a 83 familias
botanicas. Las familias mejor representadas en la localidad son: Fabaceae con 25
géneros y 37 especies, Poaceae (15-19), Rubiaceae (11-17), Boraginaceae (6-15)
y Apocynaceae (12-13). La mayoria de los taxones presentes en el éarea
pertenecen a la divisibn Magnoliophyta, los Unicos representantes de otras
divisiones de plantas vasculares son Acrostichum aureum y Marsilea polycarpa de
Monilophyta, asi como Zamia erosa de Cycadophyta.(! Por si fuera poco, en esa
pequefia extension arenosa conviven cuatro especies de arbustos Unicos en el
mundo, que constituyen endemismos de este lugar. Sus nombres cientificos son:
Condea rivularis, Mosiera crenulata, Psidium claraense (conocida como guayabita

de Casilda) y Varronia intricata (la llamada papita enana).®>

Pese a los valores de su diversidad bioldgica, el depdsito de arenas cuarciticas de
Casilda se encuentra entre los sitios naturales mas amenazados de la provincia,
pues algunas partes son fuertemente explotadas por la mineria, otras son
utilizadas para el cultivo de frutales, asi como para el pastoreo de ganado vacuno,
acciones estas que junto a otros impactos humanos @8 como los fuegos
intencionales, la agricultura, la “reforestacion” y la proliferacién de especies
invasoras 1% ponen en peligro de forma inmediata los importantes ecosistemas

que alli confluyen.®

1.3.Familia Myrtaceae
La familia Myrtaceae esta representada por 133 géneros y 3800 especies de
arboles y arbustos, que prosperan en las areas tropicales y subtropicales del
planeta. (")
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Es una de las familias mas importantes en la flora cubana, representada por unas
300 especies. Sus géneros se caracterizan por gran variabilidad, que se

manifiesta en el elevado numero de especies endémicas locales de poblaciones

pequeias y areas muy limitadas de las cuales 85 se encuentran amenazadas.®?

Myrtaceae es una familia en donde sus miembros son plantas dicotiledoneas.
Dentro de sus caracteristicas generales podemos decir que todas las especies son
arboladas, presentan aceites esenciales,y la flor casi siempre presenta sus
verticilos en mdultiplos de cuatro o cinco. Una caracteristica representativa de esta
familia es que el liber esta situado en ambos lados del xilema exterior, difiriendo
con el resto de las plantas. Estos arboles presentan hojas perennes, alternas y
normalmente con el margen de sus hojas no dentado, estipulas efimeras o
ausentes, con puntuaciones glandulares, aromaticas. En muchas ocasiones
podemos observar un tallo tipo exfoliativo o de textura aspera, aunque no siempre

se cumple con esta caracteristica. 17

Poseen un fruto por lo general capsular como por ejemplo en los siguientes
ejemplares: Eucalipto, Corymbia, Angophora, Leptospermum, Melaleuca,
Metrosideros. Aunque también se pueden presentar en forma de baya, cdpsula o

drupa.®”)

Varios representantes de esta familia han sido utilizados en la medicina
tradicional, principalmente en disturbios gastrointestinales, estados hemorragicos y
enfermedades infecciosas.(® Asi como antioxidantes, antirreumaticos,

antiinflamatorios y para disminuir el colesterol en la sangre. (9 20)

1.4.Género Psidium
El género Psidum pertenece a la subtribu Myrtinae @V es originario de América e
incluye mas de 100 especies,®? en Cuba esta representado solo por 11;?% las
cuales presentan frutos carnosos y embriones que tienen relativamente un
hipocdtilo largo y estrecho y usualmente cotiledones cortos, forman un caliz
cerrado o semicerrado, el cual se divide dentro de los segmentos de las flores
expandidas. Las semillas poseen una cubierta dura y ésea, con una cavidad
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interna en forma de “C”, en la que el embrion se desarrolla y emerge por medio de

un opérculo.@b

Son especies ricas en compuestos fendlicos, &cido ascérbico y carotenos,
generalmente asociadas con propiedades bioldgicas importantes, tales como
aumento de la proteccion contra la oxidacion celular, actividad antimicrobiana y

anticancerigena.

La especie tipo de este género es Psidium. guajava L. la cual se encuentra
ampliamente distribuida en todas las zonas tropicales del mundo.?? También
podemos mencionar dentro de las especies que integran este género a Psidium
cattleianum cuyas hojas contienen compuestos activos contra cepas patdégenos
de bacterias Gram-positivas resistentes a los antibiéticos; las frutas y hojas se
utilizan en la medicina tradicional contra hemorragias, diarrea y colicos,@ se
reporta que tiene propiedades antioxidante y antiinflamatoria, asi como actividad
antiproliferativa del carcinoma gastrico, cancer de mama y colorrectal.?® Psidium
claraense, también integra este género, para el que se registran como usos
conocidos el del fruto el cual es parte de la dieta de la fauna local, sobre todo
insectos, aves y reptiles; tiene potencialidades ornamentales y se presume su
utilidad medicinal, por los aceites esenciales que guarda en sus hojas.(¥ Se
incluye en este género la especie Psidium sartorianum en la cual se centra el

presente estudio.

1.5.Psidium sartorianum (O. Berg) Nied
1.5.1. Clasificacion taxonémica
De acuerdo con Delgado-Vargas et al. (2005),%? P. sartorianum, pertenece al
reino Plantae, division: Magniolophyta, clase: Magnoliopsida. Se incluye en la
subclase Rosidae, orden: Myrtales y se encuentra dentro de la familia: Myrtaceae,

género: Psidium, especie: Psidium sartorianum.

1.5.2. Descripcién botanica
Arbol que puede llegar a medir de 10 a 15 m de altura con un diametro de 30-60

cm, la corteza externa presenta color pardo-amarillenta con manchas grisaceas
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que se desprenden en placas delgadas; de corteza interna rosada;”) con ramas
grisaceas, cilindricas, algo fisuradas; las ramitas jovenes son generalmente
cilindricas o ligeramente comprimidas, pubescentes; presenta pelos generalmente

palidos, crispados o con frecuencia antrosos, que llegan a medir hasta 0.4 mm de

largo.@®

Las hojas en tiempo de floracibn son membranaceas de color verde-amarillentas,
palidas y copiosamente glandular-punteadas, en la madurez son coriaceas,
lustrosas, de colores verde o verde palidas,?®® con manchas pélidas en el haz y
verde-amarillentas y copiosamente glandular-punteadas en el envés.® Las hojas
son aromaticas, de forma elipticas a ovadolanceoladas,?® algunas presentan
formas obovadas de 2-6 cm de largo y de 0.8-3 cm de ancho,®® son glabras en
ambas superficies,?® el apice es de cortamente-acuminado a agudo, la base
puede ser de aguda a redondeada o cuneiforme;®® el peciolo es aplanado o muy
ligeramente acanalado @9 de 1.5-4 mm de largo y de 0.5-2 mm de ancho, glabro.
El nervio central estd ligeramente elevado o aplanado, glabro (con frecuencia
pubescente en hojas jovenes) en el haz, prominente y amarillento en el envés,
nervios laterales de 6-8 de cada lado, puede presentarlo escasamente visibles en
ambas superficies, con un angulo de inclinacion de 35-40°; el nervio marginal se
encuentra escasamente evidente y arqueado entre los laterales de 1-2 mm del

margen. @8

Las flores se encuentran generalmente solitarias, algunas veces en dicasios con la
flor central sésil, las laterales se encuentran sobre pedicelos de 7-8 mm de largo,
ubicados en la parte axilar;@% los pedunculos se encuentran algo comprimidos de
1- 1.5 cm de largo y hasta 1 mm de ancho en el apice, presentando pubescencia;
las yemas son de forma turbinadas a piriformes que llegan a medir de 3-5.5 mm
de largo y 2-4 mm de ancho, glabras, completamente cerradas, excepto por un
poro apical, algunos pelos largos, apiculadas, las bracteolas se presentan de
forma lineal de 3-5 mm de largo que llegan a desprenderse en alguna temporada
del afo; el hipanto presenta forma campanulada de 1-1.5 mm de largo y hasta 2

mm de ancho en el apice, copiosamente glanduloso;®@® caliz caliptrado, circunsisil
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casi al nivel del apice del ovario dividido generalmente en 4 |l6bulos o segmentos
irregulares,®® |a parte sobresaliente de 1-1.5 mm de largo, glandulosos,
pubescentes internamente;?® llega a presentar de 1-4 pétalos de forma ovada o
suborbiculados, de forma céncava de 3-4 mm de largo,®® son ciliados, algunas
veces pilosos externamente, glandulosos en ambas superficies; con el anillo
estaminal piloso;?® con una agrupacion de 80-100 estambres de 5-6 mm de largo;
anteras linear-oblongas de 0.4-0.5 mm de largo; el ovario presenta 3 léculos; con
casi 20 ovulos en cada I6culo; el estilo llega a medir de 4-6 mm de largo, con pelos

largos principalmente en la base; con estigma capitado.©®

Los frutos presentan formas de globosas a piriformes u obladas de 1-2.5 cm de
diametro de tonos amarillos, glabros cuando estdn inmaduros, pubescentes,
principalmente en la base y en el pedinculo,® con sabor dulce o agridulce,?®
coronados en el apice con los lébulos del caliz. Se presentan de 3-7 semillas
angulosas que llegan a medir de 5-8 mm de largo las cuales presenta testa 6sea y

embriones con apariencia de C.(@®)

1.5.3. Habitat y distribucion
P. sartorianum es una especie que crece tanto en climas templados subhimedos
como en climas con vegetacion tropical; en altitudes que van de 700 a los 2,450
msnm; aunque también se ha localizado en altitudes menores a 100 msnm.?? Se
puede encontrar como parte de los siguientes tipos de vegetacién: Bosque de
encino; Sabana; Selva baja caducifolia; Selva mediana subperennifolia y Matorral
espinoso. Posee una excelente adaptacion tanto al clima como al suelo,®)
tratdndose incluso de suelos pedregosos,®) es susceptible al frio, no resiste

temperaturas menores a 3 °C.(2

En América, P. sartorianum, es una especie ampliamente distribuida, ha sido
registrado en México, Belice, Guatemala, Nicaragua, Cuba, Costa Rica, Panama,
Honduras, El Salvador, norte de Colombia, Venezuela, Ecuador, Per( y Bolivia.®3)
También se puede encontrar en Uruguay, Paraguay, Brasil, Norte de Argentina,

Islas del Caribe, asi como las Antillas.(®)
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1.5.4. Usos atribuidos tradicionalmente
De esta planta se han reportado diversos usos en la medicina tradicional, entre
ellos como tdnica, astringente, expectorante, hemostética, eupéptica, antiséptica,

digestiva y ligeramente sedante. @82

En Sinaloa, México esta planta se ha reportado para tratar el resfriado, Ulceras,
diarreas y desordenes estomacales. El vastago de la planta se utiliza por via
topica para tratar abscesos, heridas de la piel, sus hojas también se han empleado
como toénico y astringente, para tratar el vomito, diarreas, dolor de estbmago y
tos.® Las frutas y hojas maceradas se usan tépicamente en heridas, partes
infectadas y Ulceras en la piel. Esta planta también se ha utilizado en el

tratamiento del asma.@

Las hojas secas y reducidas a polvo se colocan sobre la herida que produce la
caida del cordon umbilical en los recién nacidos. Las hojas en fresco se han
utilizado para reforzar las encias y activar la salivacion masticandolas durante un
rato, todos los dias.G® También se emplean para controlar los parasitos

intestinales. (8

En Amuzgo, Oaxaca, se usa para el dolor después del parto, se corta un manojito
de ramitas el cual se hierve y se toma caliente cada vez que se presente el dolor.
El fruto por su parte aporta gran cantidad de vitamina C para prevenir males

bronco-respiratorios.

Los extractos metandlicos obtenidos de frutos de arrayan presentan actividad
antifingica contra siete especies de Trichophyton,®% y los extractos hexanicos

controlan enterobacterias como Escherichia coli, Salmonella spp y Shigella spp.©”

1.5.5. Composiciéon quimica
Los metabolitos secundarios de las plantas resultan de la biosintesis,
transformacién y degradacion de compuestos enddgenos mediante proteinas

especializadas,® en las hojas del P. sartorianum destacan taninos, resina,
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sustancias amargas.?® También se han determinado flavonoides del tipo

miricetina y luteonina.®b

1.6.Estudio de secado
El proceso de secado tiene como funcién la reduccion del contenido de agua de la
droga.®® Desde tiempos antiguos y hasta nuestros dias, el secado de plantas
medicinales, granos y carnes ha sido una practica habitual de conservacion para
asegurar la disponibilidad de los productos alimenticios y medicinales durante todo
el afio. Hoy en dia “9 este fenémeno impide la alteracion de la droga vegetal con
el tiempo debido a procesos degradativos causados por enzimas, evitando el
desarrollo de microorganismos y las reacciones de hidrolisis.*?) El secado de
plantas medicinales puede efectuarse de variadas formas, de acuerdo con la
fuente de energia que se emplee para la realizacion de este proceso; de la
especie que sera secada; del 6rgano de la misma; de la sensibilidad del producto
a la temperatura; y del costo del proceso.®% Los principales métodos incluyen el
secado de forma natural al aire libre o al sol, y también a la sombra o al abrigo, y
artificialmente con aire caliente por medio de secadores y/o estufas. El método
mas antiguo y facil de secado es el secado al sol el cual es utilizado en regiones

de clima célido y seco.*?

1.7.Indices farmacogndsticos
La calidad para los medicamentos a base de plantas medicinales es un requisito
basico, no sbélo por su significacion intrinseca, sino porque constituye la base
sobre la que reposa la reproducibilidad de los parametros de seguridad y
eficacia.*® Los indices farmacognoésticos constituyen parte de los métodos
empleados para el control de la calidad de las drogas vegetales, de ahi que el
establecimiento de los mismos, es uno de los aspectos mas importantes a
considerar cuando se trata de producir y comercializar una especie con fines
medicinales.¥ Dichos ensayos se basan en la determinacién del contenido de
humedad, extractivos solubles, cenizas totales, cenizas solubles en agua y

cenizas acido-insolubles.
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1.7.1. Pérdida por desecacion
La pérdida por desecacion es un parametro de suma importancia para establecer
la calidad de una droga.® Comprende el agua libre que contiene el material
vegetal, que ha de ser inferior al 14 % para una buena conservacion del mismo “?)
un contenido superior puede generar contaminaciones con microorganismos y
hongos, alteraciones en la composicién quimica de la planta, entre otras.?) Existen

varios métodos para la determinacion de la humedad, como son el método

gravimétrico, método volumétrico y método Karl-Fisher.“>)

1.7.2. Cenizas totales
Las cenizas representan el contenido en sales minerales o en materia inorganica
de la droga que suele ser menor del 5 %,“> las mismas son indicativas de la
calidad del material vegetal con que se trabaja.“® En condiciones rigurosas, es
constante 3y nos ofrecen una base para juzgar la pureza e identidad de la droga,
brindando informacién relativa a la presencia o posible adulteracion con materias
inorganicas, cuerpos extrafilos que posea la planta, o la cantidad de estos
elementos,® asi como descubrir falsificaciones por otras drogas, tierras u otros

minerales.®5)

Su determinacion se hace necesaria ademas porque la materia mineral puede ser
responsable de alguna accién farmacolégica (por ejemplo, las sales de potasio

son responsables de la accién diurética del equiseto, diente de ledn y ortosifon).*5

El método de determinacion de cenizas totales se basa en calcinar hasta que
guedan blancas. El residuo que queda corresponde a las cenizas derivadas del
tejido vegetal (cenizas fisiologicas) y a las de la materia extrafia (cenizas no

fisologicas).”)

Las cenizas solubles en agua se calculan por la diferencia de peso entre las
cenizas totales y el residuo remanente después del tratamiento de las cenizas

totales con agua.®“®
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Por su parte las cenizas insolubles en HCI son el residuo que queda tras extraer

las totales o las sulfaricas con HCI. La silice es insoluble en HCI, por lo que indican

presencia de arena o tierra.(4?)

1.7.3. Extractivos solubles
Es la extraccion de las sustancias solubles que pueden ser en agua, etanol, o
mezclas, mediante maceracion y evaporacion hasta sequedad de una alicuota de
extracto. El método se basa en la solubilidad de sustancias activas en un solvente
dado y, cuando estas no son conocidas, en la actividad farmacolégica del extracto

obtenido con el solvente.®“")

1.8.Estudios de evaluacion fitoquimica
Las plantas producen un amplio espectro de metabolitos secundarios, los cuales
participan en sus mecanismos de defensa contra la depredacion por
microorganismos, insectos y herbivoros. Estos metabolitos son compuestos que
no se asocian directamente a los procesos de crecimiento y desarrollo, sino que le
confieren a las plantas propiedades bioldgicas.“®) Los estudios fitoquimicos
permiten la identificacion de dichos metabolitos, los cuales ademas de las
funciones antes descritas también permiten la identificacion de los metabolitos
responsables de la accion terapéutica de las plantas usadas en la medicina
popular, y con ella una base cientifica para su uso apropiado;©®® conjuntamente el
estudio de estas propiedades ha sido el punto de partida para la busqueda de

nuevos farmacos, antibiéticos, insecticidas y herbicidas.®?

1.8.1. Tamizaje Fitoquimico
El tamizaje fitoquimico es una de las etapas iniciales de la investigacion
fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales grupos
quimicos presentes en una planta y a partir de alli, orientar la extraccion y/o
fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor

interés.Gb)

El tamizaje fitoquimico consiste en la extraccion de los metabolitos presentes en la
planta con solventes apropiados y la aplicacion de reaccion de color y
Estudio farmacognostico de las hojas de Psidium sartorianum
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precipitacion. Permite la evaluacion rapida, con reacciones sensibles,
reproducibles y de bajo costo. Los resultados del tamizaje fitoquimico constituyen

Gnicamente una orientacion y debe interpretarse en conjunto con los resultados

del tamizaje farmacolégico.®

1.9.Compuestos fendlicos
Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios, entre estos los
compuestos fendlicos,®? los cuales constituyen una familia de sustancias entre las
que se encuentran los &cidos fendlicos, los frolavonoides, las quinonas y los
taninos, todos ellos pueden funcionar como eliminadores de especies reactivas del
oxigeno (ERO) o agentes quelantes de metales libres, que participan en la

formacion de otras ERO de mayor reactividad.®3
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Materiales y Métodos

2. Materiales y Métodos
Se llevd a cabo un estudio experimental en el Departamento de Farmacia,
Facultad Quimica — Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las

Villas, en el periodo comprendido entre los meses de febrero a junio de 2019.

Los reactivos y materiales empleados en las diferentes fases experimentales se

relacionan en el anexo #1.

2.1.Recoleccién y descripcion botanica del material vegetal
Las hojas de P. sartorianum fueron recolectadas por los especialistas Onel
Benigno Garcia Espinosa, Elonay Lisandi Mederos Yumar y Roberto Guerra
Merifio, el 11 de febrero del 2019 en los terrenos de Los Diasmones, localidad
geografica de Casilda municipio Trinidad, provincia Sancti Spiritus. Identificandose
taxondmicamente con las muestras del Herbario del Jardin Botanico de Sancti

Spiritus.

Una vez recolectado, el material vegetal fue trasladado en bolsas de polietileno al
Laboratorio de Quimica Farmacéutica de la Universidad Central “Marta Abreu” de
Las Villas, y lavado con abundante agua potable para eliminar cualquier residuo

de tierra, arena, polvo, insectos u otros contaminantes que este pudiera contener.

2.1.1. Descripcion macromorfolégica de las hojas de P. sartorianum
Se evaluaron 100 hojas de la planta, las cuales se clasificaron por la disposicién
en el tallo, el recorrido de las venas, contorno, forma del apice, de la base, por el
margen o borde, la consistencia, segun la superficie del limbo; se determin6
ademas la textura, superficie, color, olor y peculiaridades que esta pudiera
presentar. Se efectuaron también las mediciones de largo y ancho a estas 100
hojas con ayuda de una regla y se calcularon los valores promedios. La
descripcion macromorfologica de las hojas de la especie se realizé a simple vista y

se llevd a cabo segun la técnica descrita por Miranda y Cuellar (2001).®
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2.2.Estandarizacion del secado
Se realizd un estudio de secado del material vegetal mediante tres métodos
diferentes: secado en la sombra, al sol y en la estufa con recirculacion de aire
marca BINDER a una temperatura de 40 °C. Se hicieron tres réplicas para cada
método y se tuvo en cuenta el tiempo que demord la droga en alcanzar peso

constante, para ello se determind el peso de las muestras cada 12 horas.

Una vez secado el material vegetal hasta peso constante, el proceso de molinado
de las hojas se realiz6 en un molino de cuchilla marca IKA WERKE con tamiz de 3
mm de diametro. La droga seca y molinada se almacend en bolsas de polietileno
negras en una desecadora de vidrio protegida de la humedad hasta el momento

de su utilizacion.

Para la estandarizacion del secado se evaluaron los siguientes parametros:
caracteristicas organolépticas de la droga (color y olor), tiempo de secado, pérdida

en peso, pérdida por desecacién y composicién quimica.

Todos los datos se muestran como media + desviacion estandar (X £ DE) y fueron
procesados por el paguete Microsoft Office Excel 2013. Los datos de pérdida en
peso y pérdida por desecacién, procedentes de la estandarizacion de secado
fueron procesados en el software IBM: SPSS Statistics, version 23 del 2015
mediante un analisis de varianza utilizando un test paramétrico de ANOVA One-

Way con un nivel de confianza de 95 %.

2.2.1. Pérdida por desecacion
La determinacion se realizé por el método gravimétrico segun se especifica en la
norma citada; para ello se pes6 1g del material vegetal, con tres repeticiones, y se
transfirid a una placa Petri previamente pesada en una balanza analitica marca
Sartorius. ElI material vegetal se deseco en la estufa a 105 °C durante 3 horas.
Pasado este tiempo las placas Petri se pusieron en una desecadora de vidrio y se
dejaron enfriar hasta temperatura ambiente y se pesaron, colocandose

nuevamente en la estufa durante 1 hora. Esta operacion se repitid hasta obtener
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peso constante. Se determind el contenido de Pérdida por desecacion por

diferencia de peso, segln plantea la siguiente ecuacion:©

M
H=

M
|2\A £100(%)m/m
Donde:

M2: Masa del pesa filtro con la muestra (g)
M1: Masa del pesa filtro con la muestra desecada (Q)
M: Masa de ensayo

100: factor matematico para los calculos

2.2.2. Determinacion de las caracteristicas organolépticas
Para la determinacion de las caracteristicas organolépticas se colocé muestra
molinada de cada una de los métodos de secado sobre placas Petri y se

determiné el olor y el color de cada una.

2.2.3. Composicién quimica
Se utilizé un sistema de extraccién con una bateria de disolventes, de polaridad
creciente: éter etilico, etanol y agua, sobre el mismo material vegetal, para lograr
que cada metabolito fuera extraido adecuadamente segun su selectividad por el

disolvente empleado. El procedimiento descrito se muestra en la figura #1.
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3 g DE MATERIAL VEGETAL

|

EXTRAER CON 30 ml DE ETER DURANTE 24 h A TEMPERATURA
AMBIENTE

l

FILTRAR

l
! }

EXTRACTO ETEREO RESIDUO SOLIDO

|

EXTRAER COM 30 ml DE ETANOL
EN ZARANDA DURANTE 24 h

L

FILTRAR

! \

RESIDUO SOLIDO EXTRACTO ALCOHOLICO

k

EXTRAER CON 30 ml DE AGUA
EN ZARANDA DURANTE 24 h

|

FILTRAR

l
! |

EXTRACTO ACUQOS0

RESIDUC SOLIDO

DESECHAR

Figura #1: Extraccidon sucesiva de material vegetal para la aplicaciéon de técnicas de

Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico consistié en llevar a cabo un conjunto de ensayos quimicos

para determinar de manera aproximada y cualitativa los metabolitos presentes en

el material vegetal haciendo uso de reactivos de coloracion y precipitacion tal y

como lo describe el método de Miranda y Cuéllar, (2001).®%

Al extracto etéreo se le realizaron los ensayos de Dragendorff, Sudan Ill, Shinoda,

Baljet y Liebermann — Burchard. Sobre el extracto etanolico se efectuaron los
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ensayos de Resinas, Dragendorff, Kedde, Cloruro férrico, Shinoda, Liebermann —
Burchard, Baljet, Fehling, Borntrager, Espuma, Ninhidrina, Antocianida y Sudan III.
Por ultimo, al extracto acuoso se le practicaron los ensayos de Shinoda, Cloruro

Férrico, Fehling, Dragendorff, Espuma, Mucilagos y Ninhidrina.
En el anexo #2 se describen la descripcion de cada ensayo.

2.3.Determinacion de indices farmacogndésticos
Una vez estandarizado el secado se procedié a la determinacion de los indices
farmacognosticos, segun se establece en la Norma Ramal de Salud Puablica # 309.

“Droga cruda. Métodos de ensayo”.®

2.3.1. Pérdida por desecacion
Se determiné el contenido de humedad empleando el método gravimétrico

siguiendo el mismo procedimiento descrito en el epigrafe 2.2.1.

2.3.2. Cenizas totales, cenizas solubles en agua y cenizas insolubles
en acido clorhidrico al 10 %
» Determinacion de cenizas totales
Se pesaron 3 g del material vegetal en la balanza analitica, en un crisol de
porcelana previamente tarado. Se calentd suavemente la droga aumentando la
temperatura hasta que se carbonizé en una plancha eléctrica marca IKA C-MAG
HP 7 y luego se incinerd en un horno mufla marca Nabertherm a 750 °C durante 7
horas. Se enfri6 en una desecadora de vidrio y se peso, repitiéndose el proceso
hasta que dos pesadas sucesivas no defirieron en mas de 0,5 mg. Los intervalos
entre calentamiento y pesado fueron de 30 minutos. Los célculos para obtener la
cantidad de cenizas totales (Ct) en base anhidra se realizaron segun la férmula
siguiente:©®)
C = —M100% C, = ¢, -100
.—M 100—-H
Donde:
C1: Cenizas totales en base hidratadas
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M: Masa del crisol vacio (g)

M1: Masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M2: Masa del crisol con la ceniza (Q)

100: Factor matemético para los célculos

H: Porcentaje de humedad

Se realizaron cuatro réplicas, tomandose de estas dos muestras para llevar a cabo
la determinacion de las cenizas solubles en agua y dos para la determinacion de

las cenizas insolubles en acido clorhidrico al 10 %.

» Determinacion de cenizas solubles en agua

A las cenizas totales obtenidas, se le afiadieron 15 mL de agua destilada. El crisol
se tapo y se llevo a ebullicion durante 5 minutos, se filtré al vacio a través de papel
de filtro libre de cenizas (Xinxing Qualitative Filter Paper 101 Fast). El papel de
filtro con el residuo se transfirié al crisol inicial, se carbonizé en la plancha eléctrica
y luego se inciner6 en un horno mufla a 750 °C durante 2 horas. Posteriormente se
colocé en una desecadora de vidrio hasta enfriar a temperatura ambiente y se
pesod. Se repitid el procedimiento hasta alcanzar peso constante. Los calculos se
realizaron empleando la siguiente formula:®

M, —M. C,-100
_Ma=Meo0p c = T
M. —M ® YA 100-H

1

Cl

Donde:

C1: Porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M: Masa del crisol vacio (g).

M1: Masa del crisol con la muestra de ensayo.

M2: Masa del crisol con las cenizas.

M4: Masa del crisol con las cenizas insolubles en agua.

H: Porcentaje de Humedad.

> Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico al 10 %
A las cenizas totales obtenidas, se le anadieron 15 mL de acido clorhidrico al 10
%. El crisol se tap6 con luna de reloj y se llevo a ebullicion durante 10 minutos. Se

lavé la luna de reloj con 5 mL de agua caliente y se vertio al crisol. Luego se filtrd
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con papel de filtro libre de cenizas, se lavo el residuo con agua caliente hasta que
el filtrado acidulado con &cido nitrico concentrado; al cual se le afiadié una o dos
gotas de solucion de nitrato de plata 0,1 mol/L, no mostrara presencia de cloruros.
El papel de filtro con el residuo se transfiri6 al crisol inicial, se carboniz6 en la
plancha eléctrica y se inciner6 en un horno mufla a 750 °C durante 2 horas. Luego
se coloco en una desecadora de vidrio hasta temperatura ambiente y se peso. Se
repitid el proceso hasta peso constante. Los célculos se realizaron con el empleo
de las siguientes formulas:®

M, —M C,-100
100% Ci=
M. —M 100—H

1

C =

Donde:

C1: Porcentaje de cenizas insolubles en HCL en base hidratada.
M: Masa del crisol vacio (g).

M1: Masa del crisol con la muestra de ensayo (g).

M2: Masa del crisol con las cenizas insolubles en HCI (g).

H: Porcentaje de humedad.

2.3.3. Extractivos solubles
Se pesaron 5 g de la muestra previamente pulverizada y tamizada, se transfirieron
a un balén con tapa de 250 mL, se le afiadieron 100 mL de agua, etanol y mezcla
etanol:agua (1:1) segun corresponda; para los extractos acuoso, etandlico e
hidroetandlico respectivamente. Se agitaron durante 6 h en una zaranda marca
THYS 2 y se dejaron en reposo hasta el dia siguiente, se agitaron durante 30 min,
se dejaron reposar 30 min y se filtraron. Se tomé una alicuota de 20 mL, se
transfirid a una capsula de porcelana, se evaporo sobre bafio de agua, se deseco

a 105 °C en una estufa por 3 h, se enfriaron y se pesaron las capsulas.®

El porciento de extractivos solubles en base anhidra (Ss) se calculd mediante la

férmula siguiente:

_ R*500+100
-~ M(100— H)

Ss
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Donde:

H: Humedad de la muestra (%).
R: Residuo de la muestra (g).
M: Masa de la muestra (g).

100 y 500: factores matematicos para los célculos.

2.4.Iindice de Polifenoles Totales (IPT)
Se diluyé 1 mL de los extractos acuoso, etanélico e hidroalcohdlico en 50 mL de
agua destilada. Se realiz0 la lectura de la absorbancia (A) a 280 nm utilizando el
espectrofotometro (marca Thermo SCINTIFIC, modelo G10S UV-VIS, de
procedencia china), como blanco se empleé agua destilada. En el calculo del

indice se aplica la siguiente ecuacion: IPT= Az2go x 50 (50 factor de dilucion).®4

2.5.Cuantificaciéon de fenoles totales
El contenido total de compuestos fendlicos en los extractos de P. sartorianum se
determindé empleando la reaccion de Folin-Ciocalteau, segun el método de Pekal
(2014) con algunas variaciones, utilizando acido galico como el compuesto fendlico

de referencia.®®

v" Desarrollo de la técnica.

Preparacion de la curva de calibracion de acido galico:

Soluciéon madre de acido galico: se pesé 10 mg del mismo, se disolvi6 en agua
destilada y se enras6 a un volumen de 10 mL para obtener una solucién madre con

concentracion 1 mg/mL.

Procedimiento: Se pipetearon a partir de la disolucion madre de acido galico las
siguientes alicuotas: 68, 136, 272, 408, 544 yL. De cada una de ellas se tomaron
0.5 mL y se adiciono a continuacién 100 uL del reactivo de Folin-Ciocalteau, 0.3 mL
de etanol y 1.1 mL de agua destilada y se incubé durante 5 minutos.
Posteriormente se adicion0 1 mL de Na2COs 7% y 0.4 mL de agua destilada. La

mezcla se homogenizé y transcurridos 30 minutos en la oscuridad se midio la
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absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro marca Ray Leigh, utilizando la

solucién preparada con el mismo procedimiento sin la muestra como blanco.

Preparacion de las muestras de los extractos de P. sartorianum:

Extracto acuoso: A 25 L del extracto acuoso (a concentracion de 1 mg/mL) se le
afiadieron 0,3 mL de etanol, 100 yL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 1,75 mL de
agua destilada. Se mantuvo en la oscuridad durante 5 minutos y posteriormente se
le afadié 0,4 mL de agua y 1mL de Na2COs 7%. La mezcla se homogenizo y
transcurridos 30 minutos se midi6 la absorbancia a 765 nm en el
espectrofotometro utilizando como blanco la solucion preparada por el mismo

procedimiento, pero sin la muestra.

Extracto Etandlico: A 25 uL del extracto etandlico (a concentracion de 1 mg/mL) se
le afiadieron 0,275 mL de etanol, 100 yL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 1,6 mL
de agua. Se mantuvo en la oscuridad durante 5 minutos y posteriormente se le
afadi6 0,4 mL de agua y 1mL de Na2COs 7 %. La mezcla se homogenizo y
transcurridos 30 minutos se midi6 la absorbancia a 765 nm en el
espectrofotometro utilizando como blanco la solucion preparada por el mismo

procedimiento, pero sin la muestra.

La cantidad de compuestos fendlicos en cada extracto se determing a partir de la
ecuacion de la recta obtenida en la curva de calibracion del acido galico y se
expresd como miligramos de contenido fendlico equivalentes a acido galico por

gramo de extracto seco (mg EAG/g ES).

Extracto hidroalcoholico: A 20 uL del extracto hidroalcohdlico (a concentraciéon de
1 mg/mL) se le anadieron 290 pL de etanol, 100 uL del reactivo de Folin-
Ciocalteau y 1590 uL de agua destilada. Se mantuvo en la oscuridad durante 5
minutos y posteriormente se le afiadié 0,4 mL de agua y 1mL de Na2COs 7%. La
mezcla se homogenizo y transcurridos 30 minutos se midio la absorbancia a 765
nm en el espectrofotometro utilizando como blanco la solucion preparada por el

mismo procedimiento, pero sin la muestra.
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2.6.Cuantificacion de flavonoides totales
Se determiné el contenido total de flavonoides en los extractos de P. sartorianum,
segun la literatura descrita por (Pekal y Pyrzynska, 2014) con algunas variaciones,

utilizando quercetina como compuesto de referencia. 6

v" Desarrollo de la técnica.

Preparacion de la curva de calibracién de quercetina:

Solucion madre de quercitina: Se pesé 0,5 mg de quercetina, se disolvio en etanol
y se enrasO a un volumen de 10 mL para obtener una disolucibn madre con

concentracion 0,05 mg/mL.

Procedimiento: Se pipetearon las alicuotas correspondientes de la disolucion
madre de quercetina para la obtencion de concentraciones de 2, 4, 6, 8 y 10
pug/mL. De cada una de ellas se tomaron 2,5 mL y se le afiadio 1,25 mL de AICI3 y
1,25 mL de agua destilada. El AICls fue preparado en etanol. La mezcla se
homogenizo y transcurridos 10 minutos se midi6 la absorbancia a 420 nm contra

un blanco de soluciéon hidroalcohodlica.

Preparacion de las muestras de los extractos de P. sartorianum:

A 2,5 mL de extracto se le afiadieron 1,25 mL de agua destilada y 1,25 mL de
AICls. La mezcla se homogenizé y transcurridos 10 minutos se midio la
absorbancia a 420 nm contra un blanco de solucion hidroalcohdlica. No se realizo
prueba control para excluir en los célculos la contribucién a la absorbancia de los
extractos en ausencia de AICls ya que este queda estandarizado en la curva de
calibracion. Los resultados se expresaron como mg de quercetina equivalente por

gramo de extracto seco (MgQE/QES).

2.7.Caracterizacion fisico-quimica del extracto hidroalcohdlico
2.7.1. Obtencidn del extracto
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Para la obtencion del extracto hidroalcohdlico se pesaron 5 g del material vegetal y
se afadieron 100 mL de un solvente hidroalcohdlico (etanol/agua) a razén de 1:1.

Posteriormente se colocé en la zaranda durante 24 horas y seguidamente se filtro.

Para la caracterizacion de los extractos se determinaron los siguientes parametros
segun se establece en la Norma Ramal de Salud Publica #312: “Extractos, fluidos

y tinturas. Métodos de ensayo”.?

2.7.2. Caracteristicas organolépticas

» Determinacion del olor
Se tomo una tira de papel secante de aproximadamente 1 cm de ancho por 10 cm
de largo y se introdujo un extremo en la muestra de ensayo. Se dejo evaporar y se

determiné su olor.®

» Determinacién del color
Se tomo6 un tubo para ensayos limpio y seco, se llend hasta las tres cuartas partes
con la muestra de ensayo y se observo el color, la transparencia, la presencia de

particulas y la separacion en capas.®

2.7.3. Determinacion del pH
Se ajusto el pH-metro, marca Hanna intruments, con la solucién reguladora de pH
adecuada al rango en que se realiza la determinaciéon del valor del pH de la
muestra. Se introdujo directamente los detectores del pH-metro en la muestra y se

realizé la lectura.®

2.7.4. Determinacién del indice de refraccion
Esta determinacién se realiz6 utilizando el refractometro, marca atago®. Se coloco
sobre el prisma de medicidon una gota de agua destilada, utilizando para ello una
varilla de vidrio sin cantos agudos, se ajusté el equipo seleccionando la zona del
espectro visible que aparece en la linea limite del campo visual, moviendo el
compensador cromatico y colocando la interseccion del reticulo sobre la linea
limite de los campos claro y oscuro. Se realizaron tres lecturas y se calculd el

promedio de las mismas.®
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2.7.5. Determinacion de la densidad relativa
Se determind la densidad relativa a las tres muestras de ensayo con un

densitdmetro marca Kem (Kyoto Electronics).@

2.7.6. Analisis capilar
Se vertieron 20 mL de la muestra de ensayo en un vaso de precipitado de 100 mL
de aproximadamente 5 cm de diametro y 70 cm de altura y se introdujo en la

camara protectora.

Se coloco una banda de papel de filtro (Whatman # 1), de 4 cm de ancho por 15
cm de longitud, verticalmente de manera que su borde superior esté fijado a una
varilla metélica que permite la suspensién de la tira de papel y su extremo inferior
esté sumergido dentro de la muestra de ensayo, pero sin tocar el fondo ni las
paredes del recipiente. Transcurrido 15 minutos se retiré el papel. Una vez seco se

procedid a su inspeccion visual y caracterizacion.®

Para el analisis e interpretacion de la imagen se tuvieron en cuenta los aspectos
siguientes: color, altura, descripcion de las diferentes partes, cambios de

coloracion con vapores de amoniaco y examen bajo la luz ultravioleta.

2.7.7. Determinacion de sélidos totales
De la muestra de ensayo previamente homogeneizada se transfiri6 1 mL a una
capsula de porcelana limpia, seca y previamente tarada; la capsula se colocé en
bafio de agua y se evapord hasta que el residuo estuvo aparentemente seco;
posteriormente se pasé a una estufa a una temperatura de 105 + 2 °C durante tres

horas.

Se retird la capsula de la estufa, se coloc6 en una desecadora hasta alcanzar
temperatura ambiente y se peso. Se repitio el proceso anterior hasta obtener masa
constante.®

Los sélidos totales (St) se calcularon mediante la férmula siguiente:
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St= jError! No se encuentra el origen de la

referencia.*100

Donde:

Pr: Masa de la capsula mas el residuo (g)
P: Masa de la capsula vacia (g)

V: Volumen de la porcion de ensayo (mL)

100: Factor matematico

2.7.8. Identificacibn de metabolitos secundarios por tamizaje
fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se realiz6 siguiendo la metodologia descrita en el epigrafe

2.3.0 En este caso al extracto hidroalcohdlico se le realizaron los ensayos de

Resina, Lieberman-Buchard, Espuma, Ninhidrina, Baljet, Fehling, Bortranger,

Shinoda, Antocianidas, Sudan, Dranendorff, Kedde, Cloruro férrico y Mucilagos.
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Resultados y Discusion

3. Resultados y Discusion

3.1Recoleccidén y descripcidon botanica del material vegetal
La recoleccion se realizo en horas tempranas de la mafana, y se ejecutd de forma
manual, como se recomienda para plantas silvestres, siguiendo las buenas
practicas para este proceso establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). Se procur6 tomar las hojas y dejar ramas suficientes que garantizaran el

normal desarrollo de la planta y un uso sostenible de este recurso.

El material vegetal se colectd en buen estado vegetativo y exento de materias
extrafias, identificAndose a través de herramientas taxonomicas por el Esp. Onel
Benigno Garcia Espinosa, como Psidium sartorianum (O. Berg) Nied. Se comparo
con la muestra correspondiente a la serie 4573 (Herbario del Jardin Botanico de
Sancti Spiritus), correspondiendo en su totalidad con las caracteristicas botanicas

para la especie citada.

3.1.1 Descripcion macromorfolégica de las hojas de P. sartorianum
Las hojas de P. sartorianum se encuentran dispuestas en el tallo de forma
alternas, cortamente pecioladas, de color verde oscuro en el haz y verde limén en
el envés, presentan una textura suave, con consistencia membranosa y olor a
guayaba. Exhiben forma lanceolada, el 4pice es acuminado con base aguda y de
borde entero. Segun el recorrido de las venas las hojas se clasifican en
palminervias. Los resultados promedios para las dimensiones de largo y ancho de
las hojas son 6.18 cm y 2.15 cm respectivamente. Estas caracteristicas coinciden

con lo descrito en la bibliografia consultada.®”

3.2 Estandarizacion del secado
El exceso de agua en drogas vegetales puede ser responsable del crecimiento de
bacterias y hongos, ademas de la hidrolisis de sus constituyentes. Esto obliga a
buscar una forma de conservacion de la droga que tenga la minima cantidad de
agua posible.®® De ahi que el proceso de secado es uno de los pasos mas

importantes en el tratamiento de las drogas vegetales.(9
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El secado de la planta objeto de estudio se realizé por tres vias: a la sombra, al sol

y mediante secado artificial en la estufa a temperatura controlada de 40 °C, con

vistas a determinar el método recomendable para su secado sin afectar sus

caracteristicas fisico-quimicas. Para cada caso se realizaron tres réplicas, las

cuales fueron promediadas para obtener resultados lo mas fiables posibles.

Dichos resultados se muestran a continuacion en la figura #2.
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Sombra Sol
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Figura #2: Tiempo de secado del material vegetal

En la tabla #1 se observan los resultados de la pérdida en peso del material

vegetal durante la estandarizacion del secado y el tiempo que demor6é cada

método en obtener peso constante (tiempo de secado).

Tabla #1: Resultados del analisis de secado de las hojas de P. sartorianum

Método de | Pérdidaen peso (g) X = DE Tiempo de secado (horas)
secado
Sombra 0.4088 + 0.082 60
Sol 0.9495 + 0.15° 60
Estufa 1.3046 + 0.06° 20
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Leyenda: X: media, DE: desviacion estandar. Letras iguales indican que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre los valores y letras diferentes que si las
hay (p<0.05)

Las hojas de la planta sometidas al secado a la sombra mostraron menor pérdida
en peso y tardaron en secarse aproximadamente 60 horas. El secado al sol
resultd mas eficiente que el método a la sombra ya que permitié perder un mayor
porciento de agua en el mismo periodo de tiempo. Esto podria deberse a que, al
menos durante el dia, las muestras al sol estan expuestas a mayor temperatura.
Sin embargo, al no poder controlar la intensidad de las radiaciones, no resulta del

todo un método aconsejable. %

El andlisis de varianza demostré la existencia de diferencias estadisticas
significativas entre las pérdidas en peso de cada uno de los métodos de secado a

un nivel de confianza del 95 %.

Estas diferencias, entre los métodos de secado estudiados, pudieran ser producto,
fundamentalmente, de que en el secado natural la droga se rehidrata
continuamente por condensacion de la humedad, sobre todo en horas de la noche
donde la temperatura es menor que durante el dia y la humedad relativa aumenta,
de ahi que el peso del material vegetal, en las muestras al sol y a la sombra,
fluctuaba mucho de un dia a otro por lo que se extendié el tiempo de secado.
Como el secado depende siempre de la transmisién de calor hacia la muestra para
vaporizar el agua; y de la transmision de agua de la muestra hacia el ambiente, el
proceso seria mas eficiente si la temperatura es constante y mas alta que la
temperatura ambiente. Esto explica que el tiempo transcurrido en el secado a la

estufa sea menor, puesto que es un proceso controlado.

En comparacion con los dos métodos mencionados anteriormente el secado en
estufa resulto el méas eficiente con mayor pérdida en peso en un tiempo de secado
menor, siendo estos valores 6.4947 % y 20 horas respectivamente. Dichos
resultados estan en correspondencia con los obtenidos para hojas de Psidium

guajava L., en el que en el proceso de secado en estufa a una temperatura de 43
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+ 2 °C se obtuvo peso constante de las hojas a las 24 horas.®V y a 40 °C en el
gue se evalla el secado por conveccion de la guayaba variedad manzana, donde

a las 20 horas se obtiene peso constante de la droga.®2

3.2.1 Pérdida por desecacioén
Con respecto a la perdida por desecacion, las Normas y Farmacopeas establecen,
en dependencia del material vegetal, un contenido de pérdida por desecacion
entre 8y 14 %.(63 64)

A continuacion, en la tabla #2 se muestran los valores de Pérdida por desecacion

correspondientes a cada método de secado.

Tabla #2: Pérdida por desecacion para cada método de secado

Método de secado Pérdida por desecacion (%) X £ DE
Sombra 7.24 +£0.932
Sol 6.41 + 0.462
Estufa 5.80+£0.972

Leyenda: X: media, DE: desviacién estandar

Como se observa en la tabla anterior los menores porcentajes de pérdida por
desecacion se obtuvieron para las hojas secadas en la estufa con un 5.80 %,
seguido del secado al sol, 6.41 % y por ultimo tenemos que el porcentaje de
secado a la sombra fue mayor presentando un valor de 7.24 %. Estos resultados
estdn en correspondencia con la pérdida en peso que se obtuvo por estos
métodos de secado y como tal podrian deberse a las mismas razones descritas en

el epigrafe 3.2.

Estos resultados se corresponden en tendencia con los obtenidos en el estudio
realizado a las hojas de P. guajava,® en el que el porciento de humedad de las
muestras secadas en la estufa presentan el menor valor seguido de las secadas al
sol y secadas a la sombra, (7,5 %, 13,0 % y 13,7 % respectivamente). Aunque

estos valores superan, en todos los casos, a los obtenidos en el presente estudio.
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Los valores para el porciento de humedad estuvieron por debajo de los limites
establecidos por la Farmacopea Britanica ©% no excediendo en ninguno de los
casos el 10 %, garantizando de este modo una calidad adecuada del material

posterior al secado.

3.2.2 Determinacion de las caracteristicas organolépticas
Una vez que el material vegetal estuvo seco se triturd6 en un molino de cuchillas,
tras lo cual se determinaron las caracteristicas organolépticas del polvo, las cuales
se muestran en la figura # 3, observandose que la droga secada al sol presenta un
color mas oscuro a diferencia del secado a la estufa y a la sombra, que

conservaron el color verde propio de la planta.

g 2\

- P

Sombra Sol Estufa

Figura #3: Caracteristicas organolépticas del polvo de las hojas molinadas de

P. sartorianum para los diferentes métodos de secado.

En cuanto al olor, los polvos no conservaron el olor similar a guayaba que tenia la
planta antes de ser secada y molinada. Aunque cambid su olor original no se

apreciaron diferencias entre los tres polvos evaluados, todos con un olor

caracteristico aromatico.

El secado natural a la sombra permite la conservacion del color y el aroma de las

plantas frescas,®? no siendo siempre asi con el secado al sol, el cual puede
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provocar la pérdida de componentes fotosensibles causando a su vez cambios y

alteraciones en el color, olor y sabor originales de la droga.®“?

3.2.3 Composicion quimica
Uno de los aspectos considerados de interés en el estudio de una droga es
conocer de forma preliminar su composicion quimica general por métodos de

tamizaje fitoquimico.®"

Después de realizar una extraccion sucesiva con disolventes de polaridad
creciente, cada extracto fue analizado por separado, comparandose los resultados
para las hojas secadas por diferentes métodos, dichos resultados se muestran en
la tabla #3.

Tabla #3: Tamizaje fitoquimico de las hojas de P. sartorianum secadas por

diferentes métodos

Ensayo Metabolito Extracto Extracto Extracto
Etéreo Acuoso Etandlico
S |SA|SE|SS|SA|SE| SS | SA | SE
S
Resina - - -
Mucilagos - - -
Lieberman- Triterpenos -] - - - - -
Buchard y/o esteroides
Espuma Saponinas + |+ |+ | + - +
Ninhidrina Aminoécidos - - -
Baljet Coumarinas + |+ |+ ++ | ++ | 4+
Fehling Carbohidrato + |+ | + + + +
s reductores
Bortranger Quinonas FH+ |+ |+
Shinoda Flavonoides - - - + + + + + +
Antocianidina + + +
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S

Sudan Acidos + |+ | + R - -
grasos

Dragendorff Alcaloides - - - - - - - - -

Kedde Glicosidos - - -
cardiotonicos

Cloruro ferrico | Fenoles  ylo + |+ |+ |+ + +
taninos

Leyenda: SS: Secado a la sombra; SA: secado al aire (sol); SE: secado en estufa
Presencia; +, Ausencia: -, Intensidad: ++
Al efectuar los analisis correspondientes a los extractos etéreos se evidenciaron

resultados positivos para acidos grasos y coumarinas.

En el andlisis de los extractos etandlicos se encontraron algunas diferencias en
cuanto al método de secado fundamentalmente relacionadas con el ensayo de
Saponinas. Este fue positivo en el secado a la sombra y a la estufa siendo la
espuma formada durante el ensayo de este Ultimo caso mas intensa que en el
primero. Otras presencias positivas se encontraron para metabolitos como fenoles
y/o taninos, antocianidas, quinonas, azUcares reductores donde se pudo
evidenciar la formacibn de un precipitado, coumarinas y flavonoides,
observandose en la determinacion de estos Ultimos el desarrollo de una coloracion

naranja.

Para los extractos acuosos no se evidenciaron grandes variaciones en cuanto a
los resultados obtenidos para los extractos anteriores obteniéndose una respuesta
positiva para los ensayos de Fehling, Espuma, Shinoda y Tricloruro Férrico. En
este ultimo se desarroll6 una coloracion violeta con formacién de precipitado que
indica la presencia de taninos del tipo pirogalotonicos. Adicionalmente al realizar el
ensayo de saponinas se pudo observar que la espuma desarrollada en los
meétodos de la sombra y la estufa fueron mas intensas que la que se obtuvo para
las muestras secadas al sol. En el ensayo de Shinoda, para flavonoides, éstos

aparecieron solo en el extracto etandlico y acuoso, lo cual nos indica que estan
Estudio farmacognostico de las hojas de Psidium sartorianum

33



Resultados y Discusion

como heterésidos flavondlicos; dado que estos son solubles en agua y alcohol e

insolubles en disolventes organicos de baja polaridad.®®

En estudios fitoquimicos 8 efectuados a especies del género Psidium se revela la

presencia de acidos grasos, fenoles y/o taninos, flavonoides y espuma.

Trabajos anteriores en los que se ha estudiados la composicién quimica de la
planta en cuestion se ha reportado la presencia de metabolitos no encontrados
durante la realizacibn de este screening fitoquimico tal es el caso de los
triterpenos y/o esteroides para el caso del extracto etéreo y etandlico ?® asi como
alcaloides para el extracto acuoso.® Para este Ultimo caso algunos autores ©
refieren presencia negativa para el mismo P. sartorianum y también en algunos
casos para P. guajava.® %) Este hecho pudiera deberse posiblemente a la
sensibilidad de esta prueba o a que estos metabolitos se encontraban en una baja
concentracion durante la época de colecta.®) Adicionalmente también se han
encontrado resultados negativos para metabolitos secundarios que si manifestaron

su presencia en este estudio como coumarinas y saponinas.®

Es necesario destacar que la heterogeneidad de la presencia de los metabolitos y
su intensidad de reaccion en las diferentes estructuras varia mucho,®® es posibles
gue estos metabolitos solo sean detectables en determinadas fases del ciclo de
vida de las plantas (por ejemplo, en la floracion o la fructificacién), o segun la
época del afo. Pueden, también, aparecer s6lo en determinados 6rganos del
vegetal. La presencia y abundancia de estos metabolitos secundarios en la planta
depende de una gran cantidad de factores internos y externos. Los factores
internos son aquellos que estan relacionados con la especie en cuestion y el
desarrollo de la misma, entre estos podemos citar la edad de la planta por lo que
no se obtienen iguales resultados cuando se utilizan plantas adultas, de un buen
desarrollo, que cuando se utilizan posturas jévenes. También influye el estadio de
desarrollo de la planta, el momento idéneo para cosechar el follaje es al comenzar
la floracion. Los metabolitos tienen una distribucion desigual en los diferentes

organos de una misma planta. Las plantas son seres vivos y estan en constante
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intercambio de energia y materiales con el medio que las rodea (toman agua y
nutrientes del suelo, asimilan la luz solar, liberan oxigeno, etc.). Entre los
principales factores externos que estan relacionados con el contenido de
metabolitos secunadrios de las plantas estan: el suelo, la luz, la temperatura,®® la
época del afio, la fertilizacion y los dafios ocasionados por las plagas y

enfermedades, edades, practicas culturales, etc.@®

Al finalizar el andlisis de todos los parametros evaluados, los resultados
evidenciaron que el método mas adecuado para el secado de este material
vegetal es el secado en estufa a 40 °C, ya que permite un control continuo de la
temperatura, lo cual no es posible lograr con los demas métodos de secado. Esto
propicia que el secado se realice en un menor tiempo por lo que garantiza una
mayor pérdida de agua y por lo tanto permite obtener valores mas bajos de
humedad residual. Ademas, este permite conservar las caracteristicas
organolépticas de la droga al mismo tiempo que su composicion quimica, al

menos desde el punto de vista cualitativo.

3.3Determinacién de indices farmacogndsticos
La determinacion de los indices farmacognésticos de una droga vegetal es un
paso indispensable para proponer indices de calidad que puedan garantizar su
eficacia y seguridad. Para establecer los mismos, una vez secado el material
vegetal, se llevdé a cabo la determinacion de pérdida por desecacién, cenizas
totales, cenizas solubles en agua y cenizas insolubles en &cido clorhidrico al 10 %
al material correspondiente al secado en la estufa a 40 °C por resultar este método

el mas adecuado.

3.3.1 Determinacion de pérdida por desecacion
Un exceso de agua en la droga puede provocar la proliferacion de
microorganismos e insectos, seguido de la hidrélisis de principios activos y por

consiguiente el deterioro de la droga.®4
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El valor pérdida por desecacion para esta planta es de 5.80 % lo cual se acepta
pues dicho valor se encuentra por debajo del limite maximo establecido por las

normativas (entre 8-14 %) para drogas de esta naturaleza.

Al revisar la literatura se pudo encontrar valores de humedad residual para las
hojas de P. guajava que se encuentran alrededor de 8.50 %, valor un tanto
superior al determinado en este estudio, las diferencias pudieran estar dadas por
las caracteristicas ambientales de los lugares donde se realizaron los ensayos. Se
pudo constatar que para los meses de septiembre y noviembre de 2014, que fue
cuando se colectaron las muestras del estudio reportado, la humedad relativa
promedio de Bogota fue de 81 %;®) mientras que para el presente estudio la
humedad relativa de Cuba en febrero de 2017 fue de 75 %.(0)

3.3.2 Determinacién de Cenizas totales, cenizas solubles en agua y
cenizas insolubles en acido clorhidrico al 10 %

La determinacion de cenizas es otro de los indices farmacogndésticos importantes

a determinar en un material vegetal, ya que las plantas absorben del suelo agua y

las sales minerales para su crecimiento y desarrollo, el suelo puede estar

contaminado con metales pesados por desechos de industria y/o condiciones

medio ambientales que hacen que el material vegetal no pueda ser utilizado. ™

Por lo general, las cenizas totales se componen de carbonatos, fosfatos, sulfatos,
silicatos y silice.®® Estas permiten determinar la cantidad de material remanente
después de la ignicién: cenizas fisioldgicas, derivadas de los tejidos de la planta y
cenizas no fisioldgicas, que son el residuo después de la ignicién de la materia
extraila como polvo, arena y tierra que pudiera estar adherida a la superficie de la
droga.(’”? En el caso del estudio se tuvo especial cuidado en la seleccion y
tratamiento del material vegetal, lavando con agua potable y eliminando toda la
materia extrafia por lo que se consider6 que los valores obtenidos debian

corresponderse con las cenizas fisiologicas de la especie.

El valor de las cenizas insolubles en acido clorhidrico representa el contenido de
material inorganico extrafio (tierra, arena) y estas cenizas suelen componerse
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sobre todo de silice; y una cantidad elevada de estas, indican contaminacion con

productos térreos.®°)

Al material objeto de estudio se le realizé la determinacion de las cenizas totales,
cenizas solubles en agua y cenizas insolubles en &cido clorhidrico al 10 %, cuyos

resultados se muestran en la tabla #4.

Tabla #4: Andlisis de cenizas para las hojas de P. sartorianum

Valor de Cenizas
(%) X + DE
Cenizas totales 419 +0.07
Cenizas solubles en agua 0.81 £0.05
Cenizas insolubles en acido clorhidrico al 10% 0.53+0.05

Leyenda: X: media, DE: desviacion estandar

Las Farmacopeas plantean un indice de cenizas totales hasta el 5 %.(® En
nuestro caso los valores de cenizas hallados se encontraban por debajo del limite
exigido (4.19 %).

En estudios anteriores con P. guajava se han determinado los valores de cenizas
totales (5.960 % 2 y 7.11 % 1), Estas variaciones, en cuanto a los valores
obtenidos para este parametro farmacogndstico, estan asociadas a las
caracteristicas del suelo donde se recolecté cada muestra y al poder acumulativo
de elementos de naturaleza inorganica, fundamentalmente en este caso de las
hojas.® Pueden influir ademas la region de cultivo, el periodo de andlisis,
almacenamiento, asi como el método de secado que se haya utilizado en cada

caso.(¥

Adicionalmente se determiné el contenido de cenizas solubles en agua e
insolubles en &cido clorhidrico al 10 %, para lo que se utilizaron las cenizas totales
obtenidas anteriormente, obteniéndose un valor de 0.81 % para las primeras y de
0.53 % para las segundas. En ambas determinaciones los valores estan dentro de

los limites establecidos (alrededor del 2 % para plantas medicinales).
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3.3.3 Determinacion de extractivos solubles
La determinacion de extractivos solubles es de gran importancia pues posibilita

conocer la capacidad extractiva de los solventes utilizados.®°)

En la tabla #5 se muestran los valores de extractivos solubles, obtenidos para el

extracto acuoso, etanélico e hidroalcohdlico.

Tabla #5: Resultados de la determinacion de extractivos solubles para los

diferentes disolventes empleados

Extractos Valor de extractivos solubles (%) X = DE
Extracto Acuoso 25.70 £0.27
Extracto Etandlico 22.22 £0.17
Extracto Hidroalcohdlico 39.01 £0.30

Leyenda: X: media, DE: desviacién estandar

Los resultados revelan que se obtiene mayor rendimiento de sustancias extraibles
con el solvente hidroalcohdlico, para el cual se obtuvo un valor de 39.01 %
seguido del extracto acuoso con 25.70 % y por ultimo el etandlico con valor de
22.22 %. Estos resultados estan en relacion con la polaridad del solvente; el etanol
presenta menor polaridad que el agua, que es considerada la sustancia mas polar;
la menor extraccion con el solvente etanol es de metabolitos de polaridad baja a
intermedia, representados fundamentalmente por los triterpenos o esteroides. Eso
sugiere que el material vegetal presenta un porcentaje significativo de metabolitos
con polaridad intermedia y alta, dada la mayor extraccion con el solvente
hidroalcohdlico, por lo que este se considera como buena alternativa para la

obtencion de extractos a partir de este material vegetal.

En estudios anteriores se determind el porciento de extractivos solubles para la
pulpa de guayaba ("® obteniéndose valores que oscilaban entre 8.47-9 %, valores

similares a los reportados en otro estudio (/® con resultados de 9-10 %. En otra
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investigacion ") en la que se determiné este pardmetro a hojas de P. guajava se
obtuvieron valores de (10.9-11.7). Todos estos resultaron son menores que los
obtenidos en el presente trabajo, lo cual pudiera estar justificado si tenemos en
cuenta que las caracteristicas fisicoquimicas cambian con el cultivar, la época de

cosecha y las condiciones edafoclimaticas.(”

3.4Determinacion del indice de Polifenoles Totales (IPT)
Los polifenoles son una clase muy amplia de compuestos cuyos espectros
electrénicos tienen un pico de absorcion a 280 nm @ esto se debe a que el nlcleo
bencénico caracteristico de los compuestos polifendlicos tiene su maximo de
absorbancia a esta longitud de onda.® La lectura fotométrica a 280 nm es

entonces proporcional a la cantidad de polifenoles presentes en los extractos de la

planta.®)

Los resultados de este indice para los tres extractos de las hojas de P.

sartorianum se resumen en la tabla # 6.

Tabla #6: indice de polifenoles totales obtenido para los extractos de las hojas de

P. sartorianum.

Extractos Valor de IPT (X) £ DE
Extracto Acuoso 50.05 +0.36
Extracto Etandlico 48.9+4.24
Extracto Hidroalcohdlico 50.5+5.78

Leyenda: X: media, DE: desviacion estandar

De manera general los valores de IPT obtenidos para cada extracto mostraron
valores similares, los cuales se encuentran en concordancia con resultados
obtenidos en estudios anteriores en los que se ha determinado el IPT para P.

sartorianum y P. guajava.®

Aun asi, podemos decir que el extracto hidroalcohdlico mostré valores de IPT

ligeramente mayores a los extractos etandlico y acuoso (50,5) y aunque este
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parametro resulta solo una medida preliminar del posible contenido fendlico
presente en extractos naturales dado su sencillez y rapidez en la realizacion,®¥ se
puede inferir que el extracto hidroalcohdlico presenta una mayor concentracion de

estos metabolitos.

3.5Cuantificacion de fenoles totales
La determinacion de fenoles se realiz6 mediante la técnica de Folin-Ciocalteau, la
cual se basa en la propiedad de los fenoles de reaccionar frente a agentes
oxidantes. Este reactivo contiene molibdato y tungstato sodico que, al reaccionar
con los compuestos fendlicos presentes, forman complejos fosfomolibdico -
fosfotingstico. En medio basico la transferencia de electrones reduce estos
complejos a 6xidos de tungsteno (WsO23) y molibdeno (MosOz23), cromogenos de
color azul intenso que son proporcionales a la cantidad de grupos fendlicos

presentes en la molécula de interés.(™?

El contenido total de compuestos fendlicos se calculd empleando la curva de
calibracion del acido galico como patron, los resultados se muestran en la figura
#3 y se expresaron como miligramos equivalentes de &cido galico por gramos de

extracto seco (NgEAG/QES).

Curva de calibracion del acido galico

0.7

0.6 y = 0,1005x - 0,0063

i R*=0,9971
g 0.5 P
_g 0.4 =
—
o 0.3 .
v
-<D 0.2 .
0.1 -
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Concentracion (pg/mL)

Figura #3: Curva de calibracion del Acido Galico
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A continuacion, en la tabla #7, se muestran los resultados de compuestos

fendlicos para los extractos de P. sartorianum.

Tabla #7: Contenido de compuestos fendlicos (MgEAG/gES) en los extractos

evaluados
Extractos Valor de fenoles totales (NngEAG/QES + DE )
Extracto Acuoso 331.18 + 27
Extracto Etandlico 339.30 £ 21.45
Extracto Hidroalcoholico 459. 66 + 10.08

Leyenda: DE: desviacion estandar

Los resultados consignados en la tabla #5 indican que el extracto que presento el
mayor contenido de compuestos fendlicos totales fue el hidroalcohdlico (459
MgEAG/QES), seguido del extracto etandlico (339.30 mgEAG/gES), mientras que
el contenido de estos metabolitos en el extracto acuoso correspondioé con el menor
valor obtenido (331.18 mgEAG/QES).

La diferencia encontrada entre todos los extractos, en la determinacion de fenoles
totales, se podria deber a la capacidad de los disolventes para extraer los
compuestos desde el material vegetal, a la temperatura o al tiempo de
extraccion,(™® considerando la polaridad tanto del disolvente como la de los
compuestos fendlicos.™ En la literatura existen varios estudios donde sefialan
qgue regularmente los extractos organicos polares tienen de 3 a 4 veces mas

fenoles totales que los extractos acuosos. 0 8

Al comparar los valores obtenidos en el presente estudio con otros llevados a cabo
anteriormente para hojas de P. guajava se encontrd que los valores varian mucho
de un estudio a otro. Asi por ejemplo se hallaron valores de 23.93 mgAGE/gES;("
115.58 mgAGE/gES;® también en un experimento @3 para la determinacion de
fenoles y flavonoides, en hojas de guayabo, se determind para los primeros un
valor de 90.71 mgEAG/QES. Estas diferencias pueden deberse a que las plantas

responden a variaciones ambientales, como la fertilizacion, los dafios ocasionados
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por plagas y enfermedades y las causadas por la época del afo, lo cual influye en
la produccién de metabolitos secundarios que regulan la actividad metabdlica, tal
como los compuestos fendlicos,® asi por ejemplo, la planta en cuestion fue
recolectada en el mes de febrero, el cual es considerado un mes poco lluvioso
segun Lechea (1994) @4 y el Instituto de Meteorologia, esto pudo influir en el bajo
contenido de fenoles totales, pues se plantea que las épocas de sequia y bajas
temperaturas pueden disminuir considerablemente la proporcion y composicion de
principios activos, entre ellos los compuestos fendlicos.( Igualmente la produccién
de estos compuestos se ve afectada por el estado fenolégico de la planta, siendo
la hoja joven el estado fenolégico ideal para la cuantificacion de estos

metabolitos.®

Otros factores que pueden influir son el proceso de floracion, lo cual demanda una
alta disponibilidad de estos metabolitos para apoyar dicho proceso y la humedad,
la cual depende fundamentalmente del régimen de precipitaciones. El agua es la
encargada de transportar los principios solubles que se encuentran en el suelo e
interviene en la sintesis de metabolitos primarios que son el punto de partida en la

biosintesis de metabolitos secundarios, entre ellos, los compuestos fendlicos. ©

3.6 Cuantificacion de flavonoides
La cuantificacion de flavonoides se llevo a cabo empleando la curva de calibracion
de quercetina como patrén, la cual se muestra en la figura #4. Este método se
basa en la capacidad de absorcion de los flavonoides presentes en las muestras
de ensayo a una longitud de onda determinada. Los espectros UV presentan
bandas particulares debido a los sistemas conjugados de los anillos aroméaticos
presentes en la estructura de los flavonoides, uno de los ensayos para medir el
contenido de flavonoides totales es el colorimétrico usando cloruro de aluminio
para la formacion de complejos en las muestras a una absorbancia de 420 nm.®%
Los resultados se expresaron como miligramos de quercetina equivalentes por

gramos de extracto seco (MgQE/gES).
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Curva de calibracion de quercetina

0.7 y=0,0743x%-0,0606

0.6 R?=0,9967

Absorbancia

0 2 4 b 8 10 12

Concentracion (pug/mL)
Figura #4: Curva de calibracion de Quercetina

Los resultados de la cuantificacion espectrofotométrica de los flavonoides totales
realizadas al extracto acuoso, etandlico e hidroalcohdlico de las hojas de P.

sartorianum secadas a la estufa se presentan en la tabla #8.

Tabla #8: Contenido de flavonoides totales (MgQE/gES) en los extractos

evaluados.
Extractos Valor de flavonoides totales
(mgQE/gES + DE)
Extracto Acuoso 31 +0.65
Extracto Etandlico 45.36 + 4.68
Extracto Hidroalcohoélico 59.41 +1.16

Leyenda: DE: desviacion estandar

Como se puede observar en la tabla #7 el extracto obtenido con etanol present6
una concentracion de flavonoides de 45.36 mgQE/gES, mientras que la
concentracion de estos metabolitos en el extracto acuoso fue menor (31
MgQE/QES), esto pudiera deberse a que los flavonoides se extraen de forma

eficiente con alcoholes de baja masa molecular, en particular metanol y etanol.(®)
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A su vez, el valor de flavonoides obtenido para el extarcto hidroalcohdlico resultd
mayor que para los demas extractos (59.41 mgQE/gES). Es posible inferir que las
diferencias encontradas en estas determinaciones se deban fundamentalmente a
la flora del area ecoldgica, los ciclos evolutivos de las plantas proveedoras de
resinas que condicionan cambios en las concentraciones de las mismas,

microorganismos presentes en el entorno geogréafco, factores climatolégicos.®"

Al comparar estos resultados con otras investigaciones ®8 se tiene que para las
hojas de P. guajava se obtuvo un valor de 10.18 mgQE/gES, al respecto se indica
gue en varias especies los flavonoides varian sustancialmente entre genotipo,

cambio estacional, edad, dafios de la hoja y sitios de ubicacién.®

Segun los resultados, el extracto que tuvo mayor contenido de fenoles y a su vez
de flavonoides fue el hidroalcohdlico, lo cual son resultados l6gicos puesto que los
flavonoides son un tipo de fenoles, por lo que seria adecuado seguir analizando

con mas detalle este extracto de la planta y sus efectos en relacién con el hombre.

Considerando los resultados obtenidos, para cada extracto, en cuanto a
extractivos solubles, indice de polifenoles totales, cuantificacion de fenoles totales
y de flavonoides podemos decir que el extracto con mejores resultados es el
extracto hidroalcohdlico por lo que se decidid para continuar la investigacion

establecer la caracterizacion fisico-quimica del mismo.

3.7 Caracterizacion fisico-quimica del extracto hidroalcohdlico
3.7.1 Obtencién de los extractos
Para la obtencion del extracto hidroalcohdlico se empleé como método de
extraccidon la maceracion, con agitacion continua durante 24 horas, por ser uno de
los mas utilizados en el campo de los productos naturales, y menos agresivo para

el material vegetal ya que los metabolitos no se ven afectados por accion del calor.

3.7.2 Caracteristicas organolépticas
Al analizar las caracteristicas organolépticas del extracto hidroalcohdlico se puede

plantear que el olor que prevalecié fue el del solvente empleado, ademas se
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puede observar que presenta un color amarillo traslicido. No se observé en
ningln momento la presencia de precipitados, particulas, ni hubo separacién de

capas.

3.7.3 Determinacion del pH
El extracto posee un valor de pH de 5.44, lo cual indica el caracter ligeramente
acido del extracto, justificada por los compuestos presentes en el extracto
hidralcohdlico que son los que determinan este valor de pH; ellos en la forma
disociada tienen cargas que dificultan los procesos de trasportes pasivos en las
membranas celulares, favoreciéndose otros procesos de transporte
transmembranas.®® Entre los compuestos identificados que aportan
caracteristicas Acidas se encuentran los flavonoides, fenoles y taninos.V

Similares valores se reportan en otras investigaciones con P. guajava. (1. 65

3.7.4 Determinacion del indice de refraccion
El indice de refraccion es una constante caracteristica de cada sustancia,® por lo
tanto, tiene marcado interés a la hora de detectar adulteraciones y envejecimiento;
donde sus principales ventajas son: la rapidez y sencillez con que se puede

obtener.(®?

El indice de refraccién determinado para el extracto hidroalcohdlico es de 1.36,
valor muy parecido a los obtenidos en estudios (® donde se evallla este mismo

parametro para P. guajava.

3.7.5 Determinacion de la densidad relativa
El resultado de densidad relativa determinada al extracto hidroalcohdlico es de
0.937g/mL, valor que podemos considerar adecuados si tomamos en
consideracion la correspondencia con resultados obtenidos para extractos de

Psidium guajava.(®

3.7.6 Analisis capilar
Los resultados del andlisis capilar muestran que el extracto hidroalcohdlico es muy

poco coloreado. En él se observa bien la diferencia entre la banda y la sub-banda
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siendo estas de color amarillo claro y la subfranja de color blanco, la franja es
festonada. En cuanto a la altura podemos clasificar el extracto como alto (9 cm). Al
exponer la banda de papel a los vapores de amoniaco no se observan cambios de
coloracion. En cuanto a la fluorescencia al someterlos a la luz ultravioleta, a 366
nm, se puede plantear que el extracto hidroalcohdlico mostré fluorescencia
violacea no muy intensa para la subfranja, la banda se puede apreciar de color
violacea un poco mas intensa, mientras que la parte perteneciente a la sub-banda
permanece de color oscuro; ademéas con la luz ultravioleta se puede apreciar
mejor la forma que presenta la franja y la coloracion que toma de color amarillo.
Todo lo anterior se muestra en la Figura #5. Resultados similares para algunos de

estos parametros se obtuvieron en un estudio para P. guajava.®®

> Franja

— Sub-banda

Figura #5: Andlisis capilar del extracto hidroalcohdlico. A: sin luz ultravioleta, B: con luz

ultravioleta

3.7.7 Determinacion de solidos totales
Los solidos totales indican la presencia de sales y residuos organicos en el

extracto,®3 el resultado obtenido fue de 1.36 %.

En un estudio para P. guajava en el que se evaluo la cantidad de sélidos totales
para extractos fluidos de estos se determinaron valores que se encontraban en un

rango de 5.50 % — 15.38 %.65% Otro estudio determiné para la especie Psidium
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cattleianum Sabine, en los extractos etéreo, etandlico y acuosos resultados de
0.27 %, 1.50 % y 2.06 %,®") respectivamente.

Diferencias en los soélidos totales pueden ser atribuidas a las caracteristicas del
suelo, edad y estado vegetativo de la planta en el momento de la recoleccién. Asi
por ejemplo en el caso del estudio con P. guajava 9 la planta se encontraba en
estado vegetativo de floracion y/o fructificacion en todos los casos no siendo asi

para P. sartorianum.

3.7.8 Identificacion de metabolitos secundarios por tamizaje
fitoquimico
Los resultados del tamizaje fitoquimico para el extracto hidroalcohdlico de las

hojas de P. sartorianum se muestran a continuacion en la tabla #9

Tab la #9: Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las hojas de P.

sartorianum

Ensayo Metabolito Sombra | Sol | Estufa
Resina - - -
Mucilagos - - -
Lieberman- Triterpenos y/o - - -
Buchard esteroides
Espuma Saponinas + - +
Ninhidrina Aminoécidos - - -
Baljet Coumarinas ++ ++ ++
Fehling Carbohidratos + + +
reductores
Bortranger Quinonas +++ | |
Shinoda Flavonoides + + +
Antocianidinas + + +
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Sudan Acidos grasos - - -
Dragendorff Alcaloides - - -
Kedde Glicésidos cardiotonicos - - -
Cloruro férrico Fenoles y/o taninos + + +

Leyenda: Presencia: +, Ausencia: -, Intensidad: ++

Teniendo en cuenta los resultados del tamizaje fitoquimico se puede indicar que
en la composicion de la especie se encuentran compuestos reductores,
cumarinas, quinonas, fenoles y/o taninos, flavonoides, saponinas y antocianidas.
Estos resultados no difieren mucho de los obtenidos para los extractos analizados

anteriormente en el epigrafe 3.2.3.

Los resultados obtenidos y presentados en las tablas #2 y 7 nos muestran que la
mayor proporciéon de metabolitos se encuentra en el extracto hidroalcohdlico, por
tanto, se infiere que P. sartorianum, posee mayor proporcion de metabolitos

polares.

Los metabolitos secundarios detectados en los extractos evaluados pudieran
desempeiiar una amplia gama de efectos bioldgicos. Dentro de ellos, por ejemplo,
resulta interesante la presencia de fenoles dado que presentan una amplia gama
de actividades bioldgicas, incluyendo la actividad anticancerigena, antiinflamatoria,
antihipertensiva, estrogénica, antioxidante y efectos protectores contra
enfermedades cardiovasculares. Especialmente estos componentes pueden
ejercer efecto antioxidante como el secuestro de radicales libres, donan moléculas
de hidrégeno, barren moléculas de superdxido, quelan metales de transicion.
Estas propiedades son atribuidas principalmente al grupo hidroxilo presente en su

anillo estructural.®3

En su relacion con el hombre, los flavonoides, se utilizan para tratar enfermedades
relacionadas con procesos inflamatorios y desordenes cardiovasculares debido a
la actividad que ejercen sobre el sistema circulatorio mejorando la circulacion

periférica, la movilizaciéon del colesterol y disminuyendo la fragilidad capilar.
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Algunos flavonoides pueden presentar actividad hepatica protectora, antialérgica,
antitrombdtica, anticancerigena, antibacteriana, antifiUngica, e incluso pueden
ejercer efectos inhibidores sobre algunas enzimas. Otra de las propiedades de los
flavonoides es su capacidad para contribuir a las propiedades de los alimentos,
como el sabor o la dulzura. Ademas pueden ser utilizados en la industria de los
cosmeéticos por su actividad desodorante y reductora de la hiperpigmentacion

causada por la vejez.%%

Por su parte para los taninos, que también son considerados como compuestos
fendlicos, se ha descrito que actian como antioxidantes; inhibiendo procesos
como la peroxidacién lipidica. Actian como antiinflamatorios, antivirales,
antimicrobianos, antitumorales, cardioprotectores, inhibidores de enzimas
relacionadas con la diabetes (a-amilasa y a-glucosidasa), inmunomoduladores,
antidiarreico asociado a la astringencia, entre otras. Ademas, se reportan efectos
antinutricionales debido a que se complejan con ciertas enzimas asociadas a la

digestion y absorcién de nutrientes.®%)

La gran diversidad estructural de las saponinas se refleja en sus diferentes
propiedades bioldgicas y fisicoquimicas y en el uso que se hace de ellas en
jabones, antimicrobianos, anticancerigenos.®® Estos compuestos son poderosos
agentes tensoactivos. Cuentan con propiedades detergente, edulcorantes,
expectorantes, diurética, antiinflamatoria y se ha reportado que sirven como
materia prima para la sintesis de hormonas esteroidales como estrégenos,

anticonceptivos orales, andrégenos y otros.®?

Las quinonas se encuentran dentro de los principios activos de origen vegetal mas
utilizados en aplicaciones biomédicas.®® Ellas desempefian papeles vitales en la
bioquimica de las células y los organismos y ejercen actividades biologicas
relevantes, siendo un ejemplo de ello la Vitamina K1, que es un factor importante
en la coagulacién sanguinea y la coenzima Q, una quinona que interviene en la

cadena de transporte de electrones en las células.®® Esta familia de metabolitos
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se han utilizado como agentes antimalaricos,1° antimicrobianos,®%V

antitumorales, 102 fungicidas, (103 104 anticancerigenos, %) entre otros.

Por ultimo, en relacion a las coumarinas dentro de los compuestos lacténicos,
pudieran aportar a los extractos provenientes de P. sartorianum posible actividad
estrogeénica, insecticida, antiviral, antiinflamatoria y anticancerigena considerando

el perfil farmacologico reportado para estos metabolitos.

Esta técnica es ampliamente usada para evaluar la composicion de las drogas
vegetales. Sin embargo, es importante sefialar que esta ofrece solo una valoracion
cualitativa de la composiciéon quimica de la planta y que no puede tomarse en
ninglin caso como un resultado concluyente, ya que en la presencia o ausencia de
un metabolito puede influir la concentracion de los mismos, solubilidad en el

disolvente empleado y las interferencias de otros componentes.©2
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Conclusiones

Conclusiones

1. Se describieron para las hojas de Psidium sartorianum las caracteristicas
macromorfoldgicas.

2. El estudio de secado efectuado permitié establecer el secado en estufa a
40°C como el método mas factible para ser aplicado a la especie.

3. Se establecieron los indices farmacogndésticos de control de la calidad al
material vegetal procedente de las hojas de P. sartorianum, los cuales
estuvieron dentro de los limites establecidos en los materiales de
referencia.

4. El extracto hidroalcohdélico mostr6 los mejores resultados en cuanto a
composicién quimica y cuantificacion de fenoles.

5. Se caracterizé el extracto hidroalcohdlico procedente de la droga cruda y se

establecieron sus especificaciones de calidad.
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Recomendaciones

Recomendaciones

1. Extender el estudio farmacognoéstico a muestras procedentes de diferentes
lugares y épocas de recoleccibn con vistas a establecer las

especificaciones de calidad de la droga vegetal.

2. Completar el estudio fitoquimico de la planta con el objetivo de aislar y

caracterizar los compuestos presentes.

3. Evaluar el potencial farmacolégico del extracto hidroalcohdlico.
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Anexos

Anexo #1: Equipos, materiales y reactivos empleados

Equipos, instrumentos de medicion.

Reactivos

e Balanza digital, SARTORIUS-B51245,
Alemania.

e Cristaleria de laboratorio.

e Espectrofotometro UV-VIS,
RAYLEIGH UV-1601, China.

e Espectrofotometro, Thermo
SCINTIFIC, modelo G10S UV-VIS,
China

e Estufa, BINDER, Alemania.

e Micropipetas, RONGTAI, China.

e Molino de cuchillas, IKA WERKE mf-
10 BASIC, Alemania.

e Vortex, IKA®-GENIUS 3, Alemania

e Zaranda MLV-THYS2, Alemania

e Mufla, Nabertherm, Alemania.

e Plancha eléctrica, IKA® C-MAG HP 7.

e Papel de filtro, Xinxing Qualitative
Filter Paper 101 Fast.

e Lampara Ultravioleta, CAMAG,
Espafia.

e Densitometro, Kem (Kyoto
instruments).

e Peachimetro, Hanna intruments.

e Refractometro, atago®.

Reactivo de Dragendorff

Reactivo de Kedde A y B. (UNI-
CHEM)

Cloruro férrico (Analar)

Acido clorhidrico  concentrado
(UNI-CHEM)

Cinta de magnesio metalica
(Analar)

Acido sulfarico concentrado (UNI-
CHEM)

Anhidrido acético (UNI-CHEM)

Reactivo de Baljet A y B (UNI-
CHEM)

Reactivo de Fehling A y B (UNI-
CHEM)

Falta Borntranger

Falta Sudan

Solucién de Ninhidrina 2%.
Etanol amilico. (UNI-CHEM)
Cloroformo. (UNI-CHEM)

Etanol absoluto
Folin-Ciocalteau
Carbonato de sodio
Agua destilada

Eter etilico

Etanol 92% (UNI-CHEM)




Anexo #2: Metodologia utilizada para el tamizaje fitoquimico

Ensayo Fundamento | Reactivos | Procedimiento Evidencia
Mucﬂagos Permite reconocer la | - Una alicuota del extracto en agua se El ensayo es positivo si la
presencia de estas enfria a 0-5 °C durante 15 min. solucion toma una consistencia
estructuras tipo gelatinosa.
polisacérido
Resinas Permite reconocerla | - Adicione a 2mL de la solucién alcohélica La aparicion de un precipitado
presencia de del extracto, 10mL de agua destilada agite indica un ensayo positivo
Resinas y deje reposar.
Dragendorff Permite reconocer Reactivo de Debe evaporarse el etanol en bafio de | Se producen complejos
en un extracto la Drangendorff agua y el residuo redisolverse en 1mL de | insolubles color rojo ladrillo, de
presencia de HCl (1%). A esta solucion acuosa acida | tal manera que, si hay
alcaloides. se le afiaden 3 gotas del reactivo de | opalescencia el ensayo se
Drangendorff. considera positivo (+), si t(O.
Berg) Niedidez definida (++) y si
precipitado (+++).
Kedde Permite reconocer la Reactivos Ay B Una alicuota del extracto en etanol se Un ensayo positivo es en el que
presencia de partes iguales mezcla con 1mL del reactivo y se deja se desarrolla una coloracion
glicosidos reposar durante 5-10 min. Y se observan violacea, persistente durante 1-
cardiotonicos los cambios de coloracion. 2 horas
Cloruro Permite reconocer la Solucién de A una alicuota del extracto etandlico se le | Un ensayo positivo puede dar la
L presencia de | tricloruro férrico al adicionan 3 gotas de una solucion de | siguiente informacién general:
Ferrico compuestos 5% en solucién tricloruro férrico al 5% en solucion salina | e Coloracion  rojo  —vino,
fendlicos ylo salina fisiolégica fisiologica. compuestos fendlicos en
taninos. Si esta en general.
etanol, el ensayo . Coloracion verde intensa,
determina tanto taninos del tipo
fenoles como pirocatecdlicos.
taninos. e Coloracién azul, taninos
del tipo pirogalotanicos.
Shinoda Permite reconocer la | -Acido clorhidrico A un mililitro se le adiciona un pedacito de | El ensayo se considera positivo
presencia de concentrado cinta de magnesio metdlica. Se afiade 0.5 | cuando aparece una coloraciéon
flavonoides. -Cinta de magnesio | mL de acido clorhidrico concentrado gota | o el etanol amilico se colorea
metalico a gota. Después de la reaccion se esperan | de diferentes colores, intensos
5 min hasta la aparicion del color. en todos los casos.
- Si no se observan bien los colores se | Los colores estan relacionados
aflade 2 mL de agua y e agita la mezca | con la estructura del flavonoide.
con 1 mL de etanol amilico y se observan
los colores en esta fase.
Liebermann- Permite  reconocer | -Anhidrido acético Debe evaporarse el solvente en bafio de | Un ensayo positivo se tiene por
en un extracto la | -Acido sulfdrico agua y el residuo redisolverse en 1mL de | un cambio de coloracién:
Burchard presencia de cloroformo. Se adiciona 1mL de anhidrido 4 .
. Rosado- azul muy rapido.
triterpenos ylo acético y se mezcla bien. Por la pared del
esteroides. tubo se dejan correr 2-3 gotas de acido S. Verde intenso,  visible




sulfarico concentrado sin agitar.

aunque rapido.

6. Verde oscuro- negro, final

de la reaccion.

Baljet Permite reconocer la | Reactivo de Baljet | Se adiciona 1mL de reactivo al extracto. La aparicion de una coloracion
presencia de se considera (+) y de un
coumarinas y otros precipitado (++).
compuestos
lactonicos.

Feh"ng Permite  reconocer Soluciones Ay B Debe evaporarse el solvente en bafio de | El ensayo se considera positivo
en un extracto la mezcladas en agua y el residuo redisolverse en 1-2mL | si la solucion se colorea de rojo
presencia de | iguales cantidadesy | de agua. Se adicionan 2mL del reactivo | o aparece un precipitado rojo.
azlcares justo en el momento | (A+ B recién preparado) y se calienta en
reductores de realizar el bafio de agua de 5-10 min.

ensayo
Bortranger Permite reconocer KOH al 5% en agua A la alicuota disuelta en cloroformo, se El ensayo se considera positivo
en un extracto la adiciona 1mL del reactivo. Se agita si la fase acuosa alcalina
presencia de mezclando las fases y se deja en reposo (superior) se colorea de rosado
quinonas hasta su ulterior separacion. (++) arojo (+++)

Espuma Permite reconocer la | = -------- Se diluye en 5 veces su volumen en agua | El ensayo se considera positivo
presencia de y se agita la mezcla fuertemente durante si aparece espuma en la
saponinas, tanto del 5-10min superficie del liquido de mas de
tipo esteroidal como 2mm de espesor o altura y
triterpénicas persiste por mas de 2 min.

Ninhidrina Permite reconocer la soluciéon de La alicuota del extracto en etanol se Este ensayo se considera
presencia de nihidrina al 2% mezcla con 2mL de la solucion de positivo cuando se desarrolla un
aminoacidos libres nihidrina al 2%. La mezcla se calienta color violaceo
0 de aminas en durante 10 min en un bafio de agua.
general

Antocianida Se calientan 2mL del extracto etandlico La aparicién de un color rojo a

durante 10 min con 1mL de HCI con., se marrén en la fase amilica es

S deja enfriar y se adiciona 1mL de agua y indicativo de un ensayo
2mL de etanol amilico, se agitan y se positivo.
dejan separar las dos fases.
Sudan 1l Permite reconocer Solucién del La alicuota de la fraccion en el solvente de La presencia de compuestos

en un extracto la
presencia de
compuestos

grasos

colorante Sudan I

extraccion se le afiade 1mL del reactivo.
Se calienta en bafio de agua hasta

evaporacion del solvente.

grasos se considera positiva si
aparecen gotas o una pelicula
coloreda de rojo en el seno del
liquido o en las paredes del
tubo de ensayo,

respectivamente.







