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RESUMEN

El Peru es considerado uno de los paises mega diversos del mundo, debido a la gran
variedad de plantas que crecen en el territorio nacional; calculandose un aproximado de
25000 plantas distintas, muchas de las cuales son utilizadas en medicina tradicional desde
los tiempo del Incanato.

Una de las plantas utilizadas en la Amazonia peruana por la capacidad de sus hojas
en inducir al vomito es el Yawar Panga (Aristolochia cf. Cauliflora Ule. o Aristolochia
didyma). Esta propiedad se emplea en el Centro Takiwasi en la ciudad de Tarapoto, con el
fin de eliminar toxinas presentes en el estdbmago, asi como los excesos de comida o bebida.

El presenta trabajo responde a la necesidad de contar con informacidn relativa a los
compuestos organicos, principalmente metabolitos secundarios, de las hojas de Yawar
Panga, debido a que en la bibliografia no se reporta estudios quimicos de esta planta.

El trabajo de investigacion dio inicio con la recolecta de las hojas de Yawar Panga
realizada en el Jardin Botéanico del Centro Takiwasi asi como su identificacion botanica.
Luego se realiz6 el secado y molienda del material vegetal para realizar el analisis
cualitativo de metabolitos secundarios, marcha fitoquimica, en donde se identifico la
presencia de aminogrupos primarios y/o secundarios, grupos fendlicos, tripertenos,
esteroides, catequinas, flavonoides del tipo isoflavonas, quinonas, antronas y antranoles.

Posteriormente, se llevo a cabo la obtencidn de tres extractos brutos organicos:

i. EBO/éter (4,54 g): fue separado por columnas cromatograficas de silica gel (CC)
obteniéndose 168 mg de cristales de color blanco con impurezas de color
amarillo, que por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas se
identifico la presencia de campesterol, estigmasterol y y-sitosterol.

ii. EBO/diclorometano (10,82 g): se separd por medio de columna flash de silica
gel (CF), columna cromatografica de silica gel (CC) y placa preparativa de silica
gel (PP), donde se obtuvo 120 mg de cristales blancos, que por cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas se identificO la presencia de
campesterol, estigmasterol y y-sitosterol.

iii. EBO/etanol (4,37 g): se separd por particion liquido-liquid (PLL), columna
cromatografica de sephadex (CS) y columna sromatografica de silica gel (CC),
obteniéndose 152,9 mg de un polvo crema identificado como rotenona por los
espectros de CG-EM, espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR) y de resonancia magnética nuclear de *H y *C (RMN *H y RMN 3C).



ABSTRAC

Peru is considered one of the mega diverse countries in the world, due to the great
variety of plants that grow in the national territory; calculating an approximate of 25,000
different plants, many of which are used in traditional medicine since the time of the Incan.

One of the plants used in the Peruvian Amazon due to the ability of its leaves to
induce vomiting is Yawar Panga (Aristolochia cf. Cauliflora Ule. or Aristolochia didyma).
This property is used in the Takiwasi Center in the city of Tarapoto, in order to eliminate
toxins present in the stomach, as well as excess food or drink.

The present work responds to the need to have information related to organic
compounds, mainly secondary metabolites, of Yawar Panga leaves, due to the fact that
chemical studies of this plant are not reported in the bibliography.

The research work began with the collection of the Yawar Panga leaves carried out
in the Botanical Garden of the Takiwasi Center as well as their botanical identification.
Then, the drying and grinding of the plant material was carried out to carry out the
qualitative analysis of secondary metabolites, phytochemical progress, where the presence
of primary and / or secondary aminogroups, phenolic groups, triperthenes, steroids,
catechins, flavonoids of the isoflavone type, was identified. quinones, anthrones and
anthranols.

Subsequently, three organic raw extracts were obtained:

i. EBO/ether (4,54 g): it was separated by chromatographic column of silica gel (CC)
obtaining 168 mg of white crystals with yellow impurities, which by gas
chromatography coupled to mass spectrometry identified the presence of
campesterol, stigmasterol and y-sitosterol.

ii. EBO/dichloromethane (10,82 g): separated by means of a flash column of silica
gel (CF), chromatographic column of silica gel (CC) and preparative plate of
silica gel (PP), where 120 mg of white crystals were obtained, which by gas
chromatography coupled to mass spectrometry identified the presence of
campesterol, stigmasterol and y-sitosterol.

iii. EBO/ethanol (4,37 g): separated by liquid-liquid partition (PLL), sephadex
chromatographic column (CS) and silica gel chromatographic column (CC),
obtaining 152,9 mg of a cream powder identified as rotenone by the GC-MS
spectra, Fourier transform infrared (FTIR) and 'H and **C nuclear magnetic
resonance spectroscopy (*H NMR and C NMR).



INDICE

Pagina

INTRODUCCION 1
OBJETIVOS 5
I. Objetivo general 6
I1. Objetivos especificos 6
ESTUDIO BIBLIOGRAFICO 7
I. Aspectos generales de las hojas de Yawar Panga 8
Familia Aristolochiaceae 8

B. Hojas de Yawar Panga 12
I1. Estudios quimicos generales 13

A. Metabolitos secundarios 13

B. Anadlisis cualitativo 15

C. Pruebas especificas 16

1. Pruebade cloruro férrico 16

2. Pruebade gelatina 17

3. Pruebade Lierbermann Burchard 17

4. Prueba de Borntrager 17

5. Prueba de Dragendorff 18

6. Pruebade Mayer 18

7. Prueba de Wagner 19

8. Prueba de Rosembeim 19

9. Reaccion de Shinoda 19
10. Prueba de la espuma 20

D. Flavonoides, isoflavonas y rotenona 21

E. Esteroides y esteroles 29

1. Campesterol 30

2. Estigmasterol 31

3. y-sitosterol 32

F. ldentificacion espectroscopica 33

Vi



M W

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
Espectrometria de masas (EM)
Resonancia magnética nuclear de *H (RMN *H)

Resonancia magnética nuclear de **C (RMN 3C)

PARTE EXPERIMENTAL

2 ==

A w dPE OODdME T ®®DNDE DS I DDE @D R D

Seleccion y recoleccion de la planta

. Identificacion botéanica
.Secado y molienda

.Analisis cualitativo

Segln Rondina & Coussio
Primer analisis

Segundo analisis

Pruebas especificas de Villacrez
Flavonoides

Alcaloides

. Aislamiento de rotenona

Extraccion solido-liquido

Maceracion con éter de petrdleo
Maceracion con diclorometano
Maceracion con etanol

Separacion de rotenona

Particion liquido-liquido (PLL)

Columna cromatografica de sephadex (CS)
Purificacion por columna cromatogréafica de silica gel (CC)
Identificacion de la rotenona

Pruebas especificas

Determinacion de punto de fusion

Prueba de solubilidad

Analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometro
de masas (CG-EM)

34
36
37
39

41

42
43
43

44
44
46
46
47
47
47
48
48
48
49
50
51
51
52
53
55
55
56
56

56

vii



5. Analisis por espectrometria infrarroja con transformada

de Fourier (FTIR) 60
6. Analisis por resonancia magnética nuclear de *H (RMN H) 62
7. Analisis por resonancia magnética nuclear de *3C (RMN 3C) 65
V1. Identificacion de esteroles en el EBO/éter 68
A. Extraccion solido-liquido 68
B. Separacion de esteroles 68
1. Primera columna cromatografica de silica gel (CC) 68
2. Segunda columna cromatogréafica de silica gel (CC) 70
C. Identificacion de esteroles por cromatografia de gases
acoplado a espectrometro de masas (CG-EM) 72
1. Campesterol 74
2. Estigmasterol 75
3. y-sitosterol 76
VI1. Identificacion de esteroles en el EBO/diclorometano 77
A. Extraccion sélido-liquido 77
B. Separacion de esteroles 78
1. Columna cromatogréfica de sephadex (CF) 78
2. Columna cromatogréfica de silica gel (CC) 79
3. Placa preparativa (PP) 80
C. Identificacion de esteroles por cromatografia de gases
acoplado a espectrometro de masas (CG-EM) 82
1. Campesterol 85
2. Estigmasterol 85
3. y-sitosterol 85
CONCLUSIONES 86
RECOMENDACIONES 88
BIBLIOGRAFIA 90
ANEXOS 95

vii



Figural.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura5.
Figura 6.
Figura7.
Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.
Figura 21.
Figura 22.
Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.

Figura 27

INDICE DE FIGURAS

Rizoma.

Flor de la Aristolochia grandiflora.

Distribucién de la familia Aristolochiaceae en el mundo.

Estructura del &cido aristoloquico.

Hoja de Yawar Panga.

Foto de una hoja de Yawar Panga cortada.
Rutas de biosintesis de metabolitos secundarios.
Reaccion del &cido galico con el cloruro férrico.
Reaccion de Dragendorff en la mescalina.
Reaccion de Mayer en la mescalina.

Reaccion de Shinoda de una flavona.
Estructura base de los flavonoides.

Relacion entre tipos de flavonoides.
Principales rotenoides usados como insecticidas.

Estructura de la rotenona.

FTIR de un patrén de rotenona al 95%.

a300 MHz en CDCls.

a100 MHz en CDCls.

Estructura del ciclopentanoperhidrofenantreno.
Estructura base de los esteroles.

Estructura del campesterol.

Estructura del estigmasterol.

Estructura del y-sitosterol.

orbicularis RBK.

. Tipos de vibraciones de los enlaces.

EM de la rotenona aislada de las raices de Darris urucur.

RMN *H de rotenona aislada de las raices de Darris urucur

RMN 13C de rotenona aislada de las raices de Darris urucur

EM del estigmasterol obtenido de las raices de Mansoa alliacea.

EM del y-sitosterol obtenido de las hojas de Phyllanthus

Pagina

11
12
12
15
17
18
19
20
21
22
23
23
25
26

27

28
29
29
30
31
31
32

32
35



Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.
Figura31.
Figura 32.
Figura 33.
Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.
Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.

Figura 43.
Figura 44.

Figura 45.

Figura 46.

Figura 47.

Figura 48.
Figura 49.
Figura 50.
Figura51.
Figura 52.
Figura 53.

Formacion del ion molecular.

Efecto de un campo magnético sobre los nucleos.
Ubicacion del centro Takiwasi.

Plantacidon de Yawar Panga en el Centro Takiwasi.
Hoja seca de Yawar Panga.

Muestra seca y molida.

Diagrama de proceso quimico de la marcha fitoquimica
segun Rondina & Coussio- 1969.

Diagrama de proceso quimico de la marcha fitogquimica
segunVillacrez-1995.

EBO/etanol.

PLL del EBO/etanol.

CS de GcLoroFormo.

CC de ssilica gel de GpicLoromETANO.

GTc.

TIC de G7c.

EM de la rotenona presente en G7¢ obtén ido de

las hojas de Yawar Panga.

FTIR de rotenona aislada de las hojas de Yawar Panga.
Espectro RMN *H de la rotenona aislada de las

hojas de Yawar Panga a 300 MHz en CDCls.
Distribucion de los atomos de hidrégeno en la
molécula de rotenona.

Espectro RMN *3C de la rotenona aislada de las hojas
de Yawar Panga a 75 MHz en CDCls.

Distribucion de los &tomos de carbono en la
molécula de rotenona.

CC de EBO/eter.

CC de E4c.

Cristales con impureza amarilla en E4cc.

TIC de E4cc.

EM obtenida del campesterol presente en la muestra E4cc.

EM obtenida del estigmasterol presente en la muestra E4cc.

36
38
42
43
44
44

45

47
50
51
53
54
55
58

59
61

63

65

66

68
69
71
71
73
74
75



Figura 54. EM obtenida del y-sitosterol presente en la muestra E4cc.
Figura 55. CF de EBO/diclorometano.

Figura 57. PP de D7fc.

Figura 58. Cristales en D3fcp.

Figura 59. TIC de D3fcp.

Figura 60. EM obtenida del campesterol presente en la muestra D7fcp.

Figura 61. EM obtenida del estigmasterol presente en la muestra D7fcp.

Figura 62. EM obtenida del y-sitosterol presente en la muestra D7fcp.

76
79
81
82
84
85
85
85

Xi



INDICE DE TABLAS

Pagina
Tabla 1.
Subfamilias y géneros de la familia Aristolochiacaea. 10
Tabla 2.
Especies del género Aristolochia con propiedades medicinales. 11
Tabla 3.
Estructura base, reacciones caracteristicas y ejemplos de algunos
productos naturales. 14
Tabla 4.
Pruebas para la identificacion de metabolitos secundarios. 16
Tabla 5.
Coloracion de la fase amilica segun el tipo de flavonoides en la
reaccion de Shinoda. 20
Tabla 6.
Propiedades de algunos esteroles. 30
Tabla 7.
Regiones de un espectro FTIR.. 36
Tabla 8.
Clasificacion taxonémica del Yawar Panga. 43
Tabla 9.
Bandas de vibracion caracteristicas del espectro FTIR de la
rotenona. 62
Tabla 10.
Datos de RMN *H a 300 MHz de rotenona en CDCls, comparacion de
desplazamientos (on en ppm) con los reportados en bibliografia. 64
Tabla 11.
Datos de RMN C a 75 MHz de rotenona en CDCls, comparacion de
desplazamientos (dc en ppm) con los reportados en bibliografia. 67
Tabla 12.
Composicion de esteroles de E4cc. 74
Tabla 13.
Composicion de esteroles de D7fcp. 85

Xii



ANEXOS

ANEXO 1. Certificado por ponencia en el XXVIII

ANEXO 2. Reactivos para pruebas especificas

ANEXO 3. Acta de recolecta de Yawar Panga

ANEXO 4. Constancia de identificacion botanica de Yawar Panga

ANEXO 5. Procedimiento marcha fitoquimica de Reyna-2012
basado en Rondina & Coussio-1969

ANEXO 6. Acta de Marcha fitoquimica N°1
ANEXO 7. Acta de Marcha fitoquimica N°2
ANEXO 8. Procedimiento de pruebas especificas segunVillacrez-1995

Pagina

96
97
98
99

100
106
107
108

Xii



Dr.

Blgo.
PhD.
UNMSM

mL
pm
mm
cm
cm?
Km?

m.s.n.m.

Kg
ppm
g/mol
m/z
min.
°C

%

C5

C15
C20
UV-vis
EM
CG-EM
TIC
FTIR

ABREVIATURAS

Doctor.

Bidlogo.

Doctora.

Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Microlitros.

Mililitros.

Microlitros.

Mililitros.

Centimetros.

Centimetros inversos.

Kilometros cuadrados.

Metros sobre el nivel del mar.
Gramos.

Kilogramos.

Partes por millon.

Gramos por mol.

Relacion masa con carga.
Minutos.

Grados centigrados.

Armstrong.

Porcentaje.

Voltaje.

Cadena de 5 carbonos.

Cadena de 15 carbonos.

Cadena de 20 carbonos.
Espectroscopia ultravioleta-visible
Espectrometria de masas.
Cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometria de masas.
Cromatograma de iones totales.
Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier.
Espectro infrarrojo.

Xiv



NIR
RMN
RMN H
COsYy
RMN BC
HMQC
MHz
CDClIs

OH

dc

M*°

EBO
EBO/éter
EBO/diclorometano
EBO/etanol
cC

CF

CCF

PP

CS
PLL

Espectro infrarrojo cercano.

Resonancia magnética nuclear

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear del *H.
Espectroscopia de correlacion.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear del 3C.
Espectroscopia de correlacion cuantica maltiple hetero nuclear
Megabhercio.

Cloroformo deuterado.

Campo magnético.

Campo magnético local.

Campo magnético efectivo.

NUmero de onda.

Modos vibracionales.

Longitud de onda.

Desplazamiento quimico.

Desplazamiento quimico de hidrgeno.

Desplazamiento quimico de carbono.

lon molecular.

Extracto bruto organico.

Extracto bruto organico de éter de petroleo.

Extracto bruto organico de diclorometano.

Extracto bruto organico de etanol.

Columna cromatogréfica de silica gel.

Columna flash de silica gel.

Cromatografia de capa fina.

Placa preparativa.

Columna de sephadex.

Particion liquido-liquido.

XV



INTRODUCCION




Nuestro pais es considerado mega diverso por la gran cantidad de ecosistemas que
posee, calculdndose alrededor de 60. Los ecosistemas tienen las condiciones ambientales
necesarias para distintos tipos de plantas crezcan en ellas (Brack, 1999). En la actualidad se
estima que en el Per hay aproximadamente veinticinco mil plantas distintas, las cuales son
usadas con fines terapéuticos (plantas medicinales), decorativos y alimentarios (frutas,

verduras, tubérculos, etc.)

Las plantas medicinales, como lo es el Yawar Panga (Aristolochia cf. Cauliflora Ule.
o0 Aristolochia didyma), son utilizadas en diversas zonas del Per(, asi como en paises como
China, India y Brasil. Sin embargo, en la gran mayoria de casos los usos medicinales de las
plantas son producto de las experiencias de nuestros antepasados, que al consumir un
extracto acuoso o hacer pomadas con algunas hierbas podian aliviar sus malestares. Estos
conocimientos fueron pasados entre generaciones hasta la actualidad en donde ain hay
muchas plantas con propiedades medicinales que no han sido estudiadas pata identificar el

0 los compuestos responsables de su propiedad.

El Yawar Panga, planta utilizada en la selva peruana por la propiedad emética de las
hojas, pertenece a la familia Aristolochiaceae (Politi et al. 2018). Su nombre coman, Yawar
Panga, tiene origen quechua: Yawar que significa sangre y Panga que significa hoja ancha,
siendo la traduccion de Yawar Panga como “hoja ancha de sangre”, pues esta planta libera

un liquido color rojo semejante a la sangre cuando se cortan los tallos .

La familia a la cual pertenece el Yawar Panga, Aristolochiaceae, suelen ser
enredaderas y estdn ampliamente distribuidas en el mundo con méas de 625 especies
diferentes (Mulder, 2003). En esta familia de plantas se presenta cominmente el alcaloide
denominado &cido aristoloquico, que posee una actividad antitumoral y antimicrobiana
(Agrawal et al. 2017) pero, ademas, genera problemas renales al ser consumido (Heinrich et
al. 2009)

El Yawar Panga es utilizado por sus propiedades vomitivas en terapia asistida (Politi
et al. 2018). Ademas, se utiliza tradicionalmente para calmar la tos (Odonne et al., 2013).
En la bibliografia no se reportan estudios quimicos en los cuales se identifique los

compuestos presentes en esta planta.



El presente trabajo de investigacion pertenece a la rama de Quimica Organica de
Productos Naturales (Fitoquimica); siendo la continuacion de trabajos previos realizados en
los cursos de Proyecto de Tesis | CQ-561: “Analisis Fitoquimico Preliminar de las hojas de
Yawar Panga (Aristolochia cf. Cauliflora Ule)” y en Proyecto de Tesis Il CQ-022:
“Identificacion de los Esteroles Presentes en el Extracto Apolar de las Hojas de Yawar Panga
(Aristolochia cf. Cauliflora Ule.)”. Ademas, se emplearon los conocimientos adquiridos en
los cursos de Quimica orgénica 11l CQ-441, Quimica Organica IV CQ-444 y Quimica de
productos Naturales CQ-046.

Debido a que no se contaba con estudios previos de las hojas de Yawar Panga, el
trabajo realizado en Proyecto de Tesis | fue fundamental. En este curso se logro identificar
que las hojas de Yawar Panga poseen: aminogrupos primarios y/o secundarios, grupos

fenolicos, tripertenos, esteroides, catequinas, flavonoides, quinonas, antronas y antranoles.

En Proyecto de Tesis Il, a partir del extracto bruto organico de éter de petroleo se
logré identificar, por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, tres
esteroles: campesterol, estigmasterol y, principalmente, y-sitosterol. Estos resultados fueron
presentados en el XXVIII Congreso de la Sociedad Italo-Latinomaricana de Etnomedicina
(SILAE), realizado en setiembre de 2019 en la ciudad de La Habana, Cuba (Anexo 1).

A continuacion, se procede a mencionar los procesos desarrollados en este trabajo de

investigacion:
I Recoleccion de la muestra vegetal, hojas de Yawar Panga, del Jardin Botanico del
Centro de Rehabilitacion de Toxicomanos y de Investigacion de Medicinas

Tradicionales Takiwasi, ubicado en Tarapoto.

ii. Identificacion botanica del material vegetal en el herbario del Museo de Historia

Natural de la Universidad Nacional de San Marcos.

iii. Secado y molienda del material vegetal.



Vi.

Vii.

viii.

Identificacion de los metabolitos secundarios presentes en las hojas de Yawar

Panga mediante el andlisis fitoquimico preliminar (marchar fitoquimica).

Obtencién de extractos brutos orgéanicos por maceracién en frio con éter de
petrdleo, diclorometano y etanol, a partir de las hojas secas y pulverizadas de las

hojas de Yawar Panga.

Separacion y purificacion de los extractos brutos mediante distintas técnicas de
columna cromatografica: silica gel, columna flash y columna de sephadex; asi

como cromatografia en placa preparativa y particion liquido-liquido.

Identificacidn de los esteroles presentes mediante su analisis por cromatografia de

gases acoplado a espectrometria de masas.

Identificacion de la rotenona aislada mediante sus espectros de cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas, espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier y espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *H
y 13C.

Cabe sefialar que, como todo proyecto, se presentan riesgos propios del trabajo

fitoguimico, tales como:

Degradacion de metabolitos secundarios, por lo que se realiza el secado a maximo
40°C.

Presencia de hongos en la muestra vegetal, para evitarlo los extractos donde haya

presencia de agua seran congelados y posteriormente liofilizados.

Falta de material vegetal, de ocurrir esto se solicitaria mas hojas de Yawar Panga

al Centro Takiwasi.

Contaminacion por los solventes utilizados, con la finalidad mitigar esta
contaminacion, se trabaja bajo campanas extractoras y se concentra los extractos

en rotavapor, cuyos desechos se ponen a disposicion del personal competente.



OBJETIVOS




I. Objetivo general

Aislamiento e identificacion de los principales metabolitos secundarios presentes en

las hojas de Yawar Panga (Aristolochia cf. Cauliflora Ule. o Aristolochia didyma): rotenona,

campesterol, estigmasterol y y-sitosterol.

I1. Objetivos especificos

Vi.

Vil.

Anadlisis fitoquimico preliminar (marcha fitoquimica) de las hojas de Yawar

Panga.

Obtencion de los extractos brutos organicos de éter de petroleo, diclorometano y

etanol por medio de maceracidn convencional.

Separacion de los esteroles presentes en los extractos de éter de petrdleo y
diclorometano por columna cromatografica de silica gel (CC), columna flash de

silica gel (CF) y cromatografia en placa preparativa (PP).

Identificacion de los esteroles (campesterol, sitosterol y y-sitosterol) presentes en
los extractos de éter de petréleo y diclorometano, mediante cromatografia de gases

acoplado a espectrometria de masas (CG-EM).

Separacion de la rotenona presente en el extracto de etanol mediante particién

liquido-liquido (PLL) y columna cromatogréafica de sephadex (CS).
Purificacién de rotenona mediante CC.

Caracterizacion de la rotenona mediante sus espectros de: espectrometria de masas
(EM), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) vy
espectroscopia de resonancia magnética nuclear del *H (RMN 'H) y del BC
(RMN *3C).
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I. Aspectos generales de las hojas de Yawar Panga

En la bibliografia solo se han reportado pocos estudios de las propiedades medicinales
de las hojas de Yawar Panga; caso contrario, no se tiene estudios quimicos precedentes

relativos a los compuestos presentes en dichas hojas, ni en ninguna parte de la planta.

A. Familia Aristolochiaceae

Las plantas que pertenecen a la familia de Yawar Panga, familia Aristolochiaceae, son
perennes, en su gran mayoria viven mas de 2 afios. Presentan un tallo lefioso, del cual se
puede extraer madera, o herbaceo, los cuales son finos semejantes una enredadera (Wanke
et al., 2017). En algunos casos, presentan rizoma (multiples yemas bajo tierra de las cuales

pueden crecer diversos tallos que llegan a entrelazarse), Figura 1.

Figura 1. Rizomal.

Las hojas, en su mayoria, crecen de forma escalonada y opuesta una de la otra con
respecto al tallo. Muchas de las plantas de esta familia presentan flores, cominmente con un
olor fetido, con forma zigomorfa (simétricas respecto a un eje vertical)
(Wanke et al., 2017), Figura 2.

Fuente: Unidad de Informatica del Instituto de Quimica de la Universidad Autonoma de México.
URL.: https://uniiquim.iquimica.unam.mx/glossary/rizoma/



https://uniiquim.iquimica.unam.mx/glossary/rizoma/

Figura 2. Flor de la Aristolochia grandiflora!

La distribucién de la familia Aristolochiaceae es amplia, Figura 3, debido a que

pueden crecer en una gran variedad de habitats, como selvas tropicales, bosques secos e
incluso en la sabana.

EDistribucion dela familia Aristolochiaceae.
Figura 3. Distribucion de la familia Aristolochiaceae en el mundo?.
Esta familia pertenece al reino Plantae y esta conformada por 2 subfamilias, las cuales
son Asaroideae y Aristolochioideae. Entre ambas subfamilias se tiene un total de 7 géneros
con poco mas de 625 especies a nivel mundial (Mulder, 2003). Tabla 1, siendo el género

Aristolochia el que posee un mayor nimero de especies, cerca de 370.

IFuente: Plants of the Word online.
URL:http://www.plantsoftheworldonline.org/taxon/urn:lIsid:ipni.org:names:92978-1

2Fyente: Laboratorio de Sistemética de Plantas Vasculares.
URL:http://www.thecompositaehut.com/www _tch/webcurso_spv/familias_pv/aristolochiaceae.html



http://www.thecompositaehut.com/www_tch/webcurso_spv/familias_pv/aristolochiaceae.html

Tabla 1.

Subfamilias y géneros de la familia Aristolochiacaea.

Familia Subfamilia Géneros Habitad
Aristolochiacaea Asaroideae Saruma Se encuentra en bosques
densos, valles, a las orillas de
arroyos principalmente en
China.
Asarum Crece en zonas templadas del

hemisferio norte.

Aristolochioideae Thottea

Isotrema

Endodeca

Pararistolochia

Aristolochia

Se identificO especies en
Malasia e India.

Tiene prevalencia al noreste de
China. En zonas tropicales con
poca humedad.

Algunas especies se han
encontrado al este de América
del Norte.

Se han encontrado especies en
Australia, Africa y Papua de
Nueva Guinea.

Las especies de este género
crece en la selva tropical
principalmente en el bosque del

Amazonas.

En un gran nimero de las especies de plantas de esta familia, se encontré el alcaloide

denominado acido aristoléquico, cuya estructura se evidencia en la Figura 4. EI nombre de

este compuesto deriva del nombre de la familia Aristolochiaceae. Esta comprobado que el

acido aristoloquico produce problemas renales e incluso se le atribuye la formacion de

algunos tipos de cancer a la vejiga cuando es consumido de manera prolongada (Heinrich

et al. 2009)
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Figura 4. Estructura del acido aristoloquico.

Asi como el Yawar Panga, otras especies del género Aristolochia son usadas en

medicina tradicional, como se muestra en la Tabla 2, en las respectivas regiones donde

crecen.
Tabla 2.
Especies del género Aristolochia con propiedades medicinales.
Especie Propiedad Preparacion Referencia
Aristolochia ~ Controla el asma. Se bebe la decoccién  (Ahumada, 1970)
angustifolia de las hojas y flores.
Aristolochia  Calma los dolores del Se deja hervir las (Wu et al., 2002)
elegans reumatismo ramas Y al enfriarse el
liquido se bebe.
Aristolochia  Alivialos dolores de Con la decoccionde  (Bliss et al., 2013)
fimbriata muela. las hojas de hace
“buches”.
Aristolochia  Combate la gota. Se debe beber la (Priestap et al.,
triangularis decoccion de los 1990)
rizomas.
Aristolochia  Cura ulceras en la boca Se debe ingerir la (UrzGaetal., 1983)
chilensis y alivia la artritis. decoccion de hojas y

ramas.
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B. Hojas de Yawar Panga

El Yawar Panga, Figura 5, (Aristolochia cf. Cauliflora Ule. o Aristolochia didyma) es

una especie que pertenece al género Aristolochia de la familia Aristolochiaceae.

Figura 5. Hoja de Yawar Panga.
(Foto tomada por el Dr. Reyna en el Centro Takiwasi en 2014)

Su nombre proviene de dos palabras en quechua: Yawar que significa sangre y Panga
que significa hoja ancha, por lo que la traduccion de quechua a espariol seria: hoja ancha de
sangre; esto debido a que sus hojas tienen, en promedio, 15cm de alto y 10 cm de ancho y al

ser cortado la rama que las una al tallo desprende un liquido rojizo similar a la sangre, como

se aprecia en la Figura 6.

\

‘ o N !
Figura 6. Foto de una hoja de Yawar Panga cortada.
(Foto tomada por el Dr. Reyna en el Centro Takiwasi en 2014)
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El Yawar Panga se utiliza tradicionalmente para calmar la tos (Odonne et al., 2013),
y, principalmente, por sus propiedades vomitivas en terapia asistida con la finalidad de
expulsar las toxinas del estomago (Politi et al. 2018). Por esta importante propiedad purgante
se utiliza en el Centro de Rehabilitacion de Toxicdmanos y de Investigacion de Medicinas

Tradicionales Takiwasi en la ciudad de Tarapoto, departamento de San Martin, Per.

El tratamiento de sus pacientes inicia con la toma de la decoccion de entre 10 a 15
hojas de Yawar Panga, pues al ser una planta vomitiva permite limpiar el organismo de

drogas presentes en el sistema digestivo (Politi et al. 2008).

Antes de la ingesta del extracto de Yawar Panga se realiza un prepurgado mediante la
toma de un digestivo leve: jugo de naranja, jugo de coco Yy bicarbonato de sodio. Al dia
siguiente, el paciente consume, en pequefias cantidades, el extracto de Yawar Panga . El
prepurgado se realiza con la finalidad de preparar al organismo de tal manera que el Yawar

panga no genere dafios por su potente propiedad vomitiva.

I1. Estudios quimicos generales

A. Metabolitos secundarios

También llamados productos secundarios, productos naturales o principios activos,
no intervienen en los procesos de fotosintesis, respiracion o sintesis de proteinas, asimilacion
de nutrientes o formacion de carbohidratos, proteinas y lipidos que tienen lugar en la planta;

caso contrario de los metabolitos primarios (Ravelo et al. 2009).

Los productos naturales se dividen dependiendo de su origen biosintético y en base a

su estructura quimica, Tabla 3.
La biosintesis de los metabolitos secundarios se origina en un metabolito primario, los

principales productos naturales se biosintetizan por tres rutas caracteristicas: ruta del &cido

shikimico, ruta del acetato y ruta del &cido mevaldnico (Ravelo et al. 2009).
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Tabla 3.
Estructura base, reacciones caracteristicas y ejemplos de algunos productos

naturales.
Producto Estructura base Reacciones Ejemplos
natural caracteristicas
Esteroide Liebermann Colesterol, campesterol,
Burchard estrofantidina y
diosgenina.
Quinona Borntrager Furanonaftoquinona,

antroquinona y
filoguinona  (vitamina
K).

Flavonoide Shinoda, Apigenina, rotenona,
‘i,j/‘ Rosembeim buteia y hesperetina

O
Cumarina S Perkin Esculosido, dicumarol y
©fj acido rosmarinico.
NS
0" o

Alcaloide  Depende del aminoacido de  Wagner, Mayer  Ornitina, cocaina Yy

Q
O
|
O

nucleo. y Dragendorff.  triptéfano.

Cada ruta proporciona como resultado una familia de metabolitos secundarios,
Figura 7. Sin embargo, cabe sefialar que en el caso de los flavonoides su estructura basica

se biosintetiza por dos rutas distintas: la del &cido shikimico y la del acetato.

En la actualidad se llega al concepto de planta biodindmica, que hace referencia a
aquellas plantas que producen, por si solas, compuestos bioldgicamente activos, como los
metabolitos secundarios (Montes, 1992). De esta manera las plantas pueden considerarse
como un laboratorio de biosintesis apto para proveer y suplir sus necesidades propias y las

de los seres vivos.
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Formacion de metabolitos secundarios
A partir de metabolitos primarios

Ruta del acido

shikimico

COZ ll;')t%(s)intesis COZH

Terpenos
Esteroides l \ / l

Ac1_dos grasos EEvonoiies C_umarmas
Quinonas Lignanos

Polisacaridos .
Glicésidos <—— Glucosa + otros carbohidratos
CH>COCO5H : HO™ . o
OH

Ruta del &cidc Acido piravico Péptidos
mavaldnico Ruta del ACICO0 SNIKIMICO
O H3C OH acetato A
| R \J v
CH3COCoA Aminoacid
H OH <— o e loacidos Aminoacidos aromaticos
Acido mevalénico Acetil-CoA allfallcos / l
l l Alcaloides .
Policétidos Acidos cindmicos

H

Figura 7. Rutas de biosintesis de metabolitos secundarios (Ravelo et al. 2009).

B. Andlisis cualitativo

EL andlisis cualitativo, también conocido como marcha fitoquimica, es

procedimiento conformado por multiples reacciones de coloracion o precipitacion gque tienen

como finalidad identificar, de manera cualitativa, compuestos presentes en una determina

parte de la planta, compuestos como los metabolitos secundarios (Lock, 2016).

Algunas de las pruebas para la determinacion cualitativa de metabolitos secundarios
se muestran en la Tabla 4, con estas pruebas se arman procedimientos de analisis los cuales

permiten realizar un reconocimiento de la clase de compuestos que la parte de la planta a

estudiar posee.

La preparacion de reactivos especificos para realizar estas pruebas se muestra en
Anexo 2.

un

el
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Tabla 4.
Pruebas para la identificacion de metabolitos secundarios.

N° Prueba Metabolito secundario

1 Prueba del cloruro férrico Taninos

2 Prueba de gelatina Taninos

3 Reaccion de Lierbermann Burchard — Tripertenos y esteroides

4 Reaccion de Borntrager Quinonas, antronas y antranoles

5 Reaccion de Dragendorff Alcaloides

6 Reaccion de Mayer Alcaloides

7 Reaccion de Wagner Alcaloides

8 Reaccion de Rosembeim Leutoantocianidinas y catequinas

9 Reaccion de Shinoda Flavonoides excepto chalconas, auronas,
catequinas e isoflavononas

10 Prueba de la espuma Saponinas

A continuacion, describiremos brevemente como se realizan estas pruebas y en la
secciones D. y E. presentaremos dos clases de productos naturales, los flavonoides y
esteroides, los cuales identificamos en las hojas de Yawar Panga.

C. Pruebas especificas para identificacion de metabolitos secundarios
1. Prueba de cloruro férrico

Por medio de esta prueba se puede determinar la presencia de taninos, asi como de
grupos fendlicos libres, esto es posible pues el grupo hidroxilo reacciona con el cloruro

férrico formando un complejo de hierro el cual precipita (Lock, 2016), Figura 8.

Para llevar a cabo esta prueba se afiade una solucién acuosa de cloruro férrico al 1%

sobre un extracto acuoso, metanélico o etandlico de la muestra a analizar.
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Figura 8. Reaccion del acido galico con el cloruro férrico.

La presencia del precipitado color verde o rojo producto de la reaccion, evidencia la
formacion del complejo lo cual nos indica que la prueba es positiva, es decir, hay taninos
y/o grupos fendlicos libres en la muestra analizada.

2. Prueba de gelatina

Otra prueba usual para determinar la presencia de taninos es la prueba de la gelatina.
Esta prueba consiste en afiadir gotas de solucion acuosa de NaCl al 10% en flashatina al 1%
sobre una muestra liquida. La prueba es positiva si se observa un precipitado blanco o

turbidez, lo que depende de la concentracion de taninos en la muestra (Lock, 2016).

3. Prueba de Lierbermann Burchard

Debido a que tanto los tripertenos como los esteroides poseen estructuras similares,
pues ambos poseen 3 ciclohexanos en la misma posicién, esta prueba es positiva si hay al
menos uno de estos constituyentes. Esta prueba consiste en afiadir anhidrido acético y &cido

sulfurico concentrado sobre la muestra (Bruneton, 1991).

Inmediatamente después de afiadir ambos reactivos se debe observar un cambio de
color a rojo, rosado, purpura, naranja, azul o verde. Este cambio de color indica la presencia

de tripertenos y/o esteroides.

4. Prueba de Borntrager

La reaccion de Borntrager es utiliza frecuentemente para identificar si en una muestra

vegetal hay compuestos antraquinonicos.
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Esta reaccion consiste en agregar un reactivo alcalino como amoniaco, solucién de
hidroxido de sodio o de potasio directamente a un extracto, en donde de ser positiva se

observara una coloracion roja en el extracto analizado.

5. Prueba de Dragendorff

Para esta reaccion se utiliza el reactivo de Dragendorff que est4 preparado a base de

nitrato de bismuto (111) y yoduro de potasio.

Sobre un extracto acido, el cual permite la extraccion de los alcaloides, se adiciona
gotas del reactivo mencionado formandose asi el tetrayodo bismutado de potasio el cual
precipita. La presencia del precipitado, de color rojo, nos indica que la prueba es positiva
(Reyna, 2012).

En la Figura 9 se puede observar un ejemplo de la reaccion del reactivo de

Dragendorff con el alcaloide mescalina.

OH3C OH3C
H | + Bi(NO) N — + Bil )k + KNOg
2 3 + (ac)  Tuw, 1min. NH 4 |
(ac) (s) (sol
OH3sC OH3C

: (0]

CH30 CH30

. - (ac)

Figura 9. Reaccion de Dragendorff en la mescalina.

6. Prueba de Mayer

El reactivo empleado para esta prueba consta de una solucién acuosa de cloruro de

mercurio (1) y yoduro de potasio (Bruneton, 1991).

Se considera una prueba no selectiva, debido a que la reaccion se produce el con &tomo
de nitrogeno que todo alcaloide posee procedente del aminoacido del cual se biozintetizo;
por este motivo es posible que la prueba de un falso positivo si en el extracto donde se
adiciona el reactivo hay aminoacidos (Lock, 2016).
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La prueba es positiva cuando luego de afiadir el reactivo a la solucién a ser analizada
precipita tetrayodo mercurato de potasio, el cual es un sélido blanco. Un ejemplo de la
reaccion de Mayer se muestra en la Figura 10.

OH;C _ OH,C
H[CI +HgCl + ki T_inig + (Hgl)K2 +KCl
2 2@ (o NH (s) (ac)
OHsC OH4C \I
CH3O CH30 (0]
= (ac)

Figura 10. Reaccion de Mayer en la mescalina.

7. Prueba de Wagner

La reaccion de Wagner consiste en afiadir una solucion de yodo/yoduro de potasio
sobre un extracto acido de la muestra .Estos reactivos reaccionan con el alcaloide formando
un precipitado pardo, la presencia de este precipitado indica que la prueba es positiva (Reyna,
2012).

8. Prueba de Rosembeim

Para realizar esta prueba se debe afiadir 1 mL de HCI concentrado sobre el extracto
acuoso de la planta a estudiar, luego se somete a bafio Maria durante 20 min. Al concluir el

tiempo de calentamiento se afiade alcohol amilico sobre la muestra caliente.

De haber una coloracién parda en la fase amilica se concluye que la prueba es positiva
por ente hay catequinas y/o leucoantocianidinas en la muestra (Reyna, 2012).

9. Reaccién de Shinoda

Esta es la prueba mas comun para identificar la presencia de flavonoides en un extracto
alcoholico (Lock, 2016). Consiste en afiadir limaduras de magnesio y HCI concentrado al
extracto, posteriormente se afiade alcohol amilico. Los cambios de color de la fase amilica

dependen del tipo de flavonoide presente en la muestra como se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5.
Coloracién de la fase amilica segun el tipo de flavonoides en la reaccién de Shinoda
(Lock, 2016).

Tipos de flavonoides Coloracion luego de la prueba
Flavona y flavonoles Rojo

Flavanonoles Magenta

Flavonas Rojo, magenta violeta o azul
Isoflavonas amarillo

No todos los flavonoides dan coloracion con esta prueba, tal es el caso de las
isoflavononas, chalconas y auronas. En la Figura 11 se muestra la reaccion de Shinoda sobre
una flavona donde se obtiene una sal de color rojo, color caracteristico de este tipo de

flavonoides.

(so) @
|| /
@) (sol)

Figura 11. Reaccion de Shinoda de una flavona.

10. Prueba de la espuma

Por medio de esta prueba se puede identificar si n la muestra hay saponinas, es viable

tanto para saponinas del tipo esteroidal como triterpénicas.

La prueba consiste en calentar a bafio Maria 10 mL de agua destilada con una muestra
de 1g el material vegetal seco y pulverizado que se va a analizar, el calentamiento se lleva a
cabo durante 15 min. luego del transcurrir el este tiempo se filtra la solucién acuosa y se
agita vigorosamente. El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del

liquido la cual persiste por méas de 15 min (Reyna, 2012).
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D. Flavonoides, isoflavonas y rotenona

Los flavonoides son un tipo de metabolito secundario que se biosintetiza por la ruta
del &cido shikimico y la del acetato (Ravelo et al. 2009), siendo los flavonoides del tipo
chalcona los primeros en ser formados. Los flavonoides constituyen el grupo mas numeroso
de compuestos que se encuentran distribuidos en plantas, habiéndose reportado, hasta el
2008, mas de 8000 flavonoides distintos (Lock, 2016).

Los flavonoides tienen un nacleo basico de 15 carbonos, Figura 12, de los cuales se
originan alrededor de 10 clases de flavonoides, como las isoflavonas, flavonoles, auronas,
antiocianidinas, etc, Figura 13 (Lock, 2016). La rotenona, compuesto que hemos aislado de

las hojas de Yawar Panga es una isoflavona.

@)
Figura 12. Estructura base de los flavonoides.

Los flavonoides se encuentran generalmente como agliconas! o mas cominmente
como glicosidos?. Una caracteristica de muchos flavonoides es que son solubles en agua y
en etanol, y poseen una intensa absorcién de la luz ultravioleta y visible, debido a la presencia

de los anillos aromaticos (Lock, 2016).

Este tipo de compuestos fueron empleados en la antigiedad como colorantes, y
actualmente se usan como conservantes de grasas, también son analgésicos y antioxidantes
por lo que se encuentran en la cascara de muchas frutas como la naranja. Ademas, algunos
flavonoides son usados como otro uso es como insecticidas, principalmente las isoflavonas
(Lock, 2016), también poseen una accién farmacologica como dilatadores de redes

coronarias, tienen propiedades antihepatoxicas y antimicrobianas.

!Las agliconas son compuestos organicos obtenidos al reemplazar por un hidrégeno el gldcido de un glucésido.
2Los glucdsidos son moléculas en donde un compuesto se enlaza por un carbono anomérico a gldcidos.
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Figura 13. Relacidn entre tipos de flavonoides (Lock, 2016).

Las isoflavonas son un tipo de flavonoide que deriva de la chalcona. Algunas

isoflavonas tienen propiedad insecticida, por lo que se usaron con este fin.

Las isoflavonas se dividen en dos sub grupos: pterocarpanos y rotenoides, como se
observa en la Figura 13. Siendo los rotenoides buenos insecticidas, Figura 14
(De Souza, 2007).

La rotenona, Figura 15, es un rotenoide, proviene de las isoflavonas. Fue aislado por
primera vez en 1892 en forma de cristales de la especie Lonchocarpus nicou
(De Souza, 2007); inicialmente recibio el nombre de nicoulina, en referencia a la especie
donde fue aislada, Hasta que en 1902 fue aislado en forma de cristal color blanco de las
raices de la Derris Chinensis, la cual es una variedad de Derris elliptica, que tiene por
nombre de la planta en japonés: roh-ten (Roark, 1929) de donde proviene el nombre

rotenona.
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CH»

N CH3
Rotenona Desidrorotenona

Toxicar | Jesidrodeguelina

Figura 14. Principales rotenoides usados como insecticidas.

H3C

Figura 15. Estructura de la rotenona.

En 1929 el cientifico Roark publicé un conglomerado de las propiedades de la
rotenona obtenidas por el cientifico japones Nagai (Roark, 1929):

i.  Punto se fusion: 163 °C.
ii. Essoluble en éter y acetona e insoluble en agua.

iii. Estable en las raices de la planta y se descompone con facilidad en agua y
soluciones alcalinas.
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iv. Se demostro la presencia de dos grupos metoxilo y un grupo cetona.

v. Se calculo que las raices secas de plantas del género Derris poseen entre 0,5 a 6%
de rotenona.

Posteriormente se verificoO que la rotenona es un insecticida eficaz, superior a la
nicotina. Afortunadamente, se encontrd que se descompone totalmente a 48 horas de su
aplicacion, por lo que no hay riesgo de consumir rotenona en frutas o verduras que hayan

sido tratadas con este compuesto (Roark, 1929).

Sin embargo, en el 2007 la rotenona fue catalogada como moderadamente peligrosa y

toxina ambiental segln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). (De Souza, 2007).

Debido a su amplio uso la rotenona ha sido identificada por métodos como EM, FTIR,
RMN H yRMN %3C.

i. Del EM se obtuvo la masa molecular de la rotenona igual a 394 g/mol, el ion
molecular es correspondiente a este niumero. Ademas, se observd fragmentos
como el de m/z = 177 y m/z = 192 siendo los més sobresalientes del espectro,
Figura 16, (De Souza, 2007).

ii. Del FTIR se identific6 modos vibraciones correspondientes: al grupo carbonilo
CO (1670 cm™), al enlace CH de un aromatico (3081 cm), al doble enlace entre
carbonos (1595 cm™) y al enlace simple entre carbono y oxigeno (1194 cm™),
entre otros, Figura 17 (Othman et al., 2018).

iii. Con los espectros de RMN *H y RMN 3C se confirma la formula molecular de la

rotenona, siendo Cz3H220s, Figura 18 y 19. Fueron realizados disolviendo
rotenona en cloroformo deuterado (CDClz).
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E. Esteroidesy esteroles

Los esteroides son una clase de metabolitos secundarios que se dividen en: esteroles,
sapogeninas, glicosidos cardiacos, esteroalcaloides y hormonas esteroidales, las cuales se
consideraban unicamente de origen animal hasta que en 1966 se aislaron de tejidos de plantas
(Lock, 2016).

Los esteroides se forman por la ruta del &cido mevalonico. Son sélidos cristalinos de
color blanco y tienen un esqueleto comun que se basa en el ciclopentanoperhidrofenantreno,

Figura 20.

Figura 20. Estructura del ciclopentanoperhidrofenantreno.

Los esteroles, cuya estructura base se muestra en la Figura 21, son una clase de
esteroide, se encuentras distribuidos tanto en animales como plantas, siendo el méas conocido

el colesterol el cual es propio de animales.

HsC CH3
CHs
CHs

CH3
HO
Figura 21. Estructura base de los esteroles.
Como se puede observar en la Figura 21 la principal diferencia entre la estructura base
de los esteroides y la de los esteroles es una cadena alifatica en el ciplopentano.
Los esteroles propios de plantas también son denominados fitoesteroles, estos tienen

puntos de fusion, generalmente, menores a 200 °C. Los fitoesteroles cumplen la funcion del

29



colesterol en el cuerpo humano motivo, debido a que poseen estructuras similares al
colesterol, por el los fitoesteroles reducen la cantidad de colesterol en el cuerpo humano
(Plat & Mensink, 2001). Ademas, de tener otras propiedades, Tabla 6.

Tabla 6.
Propiedades de algunos esteroles.
N° Esterol Propiedad Referencia
1  vy-sitosterol Aumenta la citotoxicidad de extractos frente  (Luo et al., 2014)
a lineas celulares cancerigenas.
2  Estigmasterol Evita la osteoporosis y artritis. (Gabay et al., 2010)

Captador de radicales libres. (Emre et al. 2011)
3  Campesterol  Reduce la formacion de vasos sanguineos a (Choi et al., 2007)

partir de los preexistentes.

Como parte de la Tesis presentada se identificd 3 esteroles: campesterol, estigmasterol

y v-sitosterol, los cuales se describen a continuacion:
1. Campesterol

El campesterol, Figura 22, es uno de los esteroles mas comunes en plantas, abunda
principalmente  en nueces, semillas, cereales y  aceites vegetales
(Ikeda et al., 2006; Ling & Jones, 1995; Phillips et al., 2005).

Figura 22. Estructura del campesterol.
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El campesterol es uno de los esteroles quimiopreventivo, en el caso particular del
campesterol demostré tener efectividad contra cancer de mama, prdstata y pulmoén
(Awad et al., 2000; McCann et al., 2005; Schabath et al., 2005)

2. Estigmasterol

El estigmasterol, Figura 23, el segundo esterol en cuanto a abundancia en plantas se

refiere, solo superado por el sitosterol.

HO
Figura 23. Estructura del estigmasterol.

Este esterol cual ha logrado inhibir tumores cancerigenos en ratas ademas de estar
comprobada su propiedad antiosteoartriticas asi como actividad antinflamatoria
(Atuesta, G.C.P., 2017; Gabay et al., 2010). Ademas, es considerado un potente antioxidante

al ser captador de radicales libres dentro del organismo (Emre et al. 2011)

El estigmasterol es identificado principalmente por su EM, Figura 24, en donde se
aprecia que el ion molecular es 412 igual que la masa molar de la molécula. Ademas, se tiene
fragmentos como: m/z = 41, m/z = 69, m/z = 135 y m/z = 394, entre otros

(Grovas Llamocca et al., 2018).

i{',?: !
| .‘
505

| Bl BN | o
10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 440
Figura 24. EM del estigmasterol obtenido de las raices de Mansoa alliacea

)

(Grovas Llamocca et al., 2018).
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3. y-sitosterol

El y-sitosterol, Figura 25, es, junto al B-sitosterol, el esterol de mayor abundancia en

plantas.

HO

Figura 25. Estructura del y-sitosterol.

Extractos en cuya composicion se encuentra de 10 a 20% de y-sitosterol exhiben un

amplio rango de actividad citotoxica frente a lineas celulares cancerosas en ensayos de

reduccion metabdlica de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)

(Luo et al., 2014).

La identificacion del y-sitosterol se realiza por la fragmentacién del EM. Como se

observa en la Figura 26, se tiene un ion molecular correspondiente a la masa molar del y-

sitosterol (414), y otros fragmentos como: m/z = 43, m/z = 145, m/z = 163 y m/z = 396
(Gaitén et al., 2011).
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Figura 26. EM del y-sitosterol obtenido de las hojas de Phyllanthus orbicularis RBK
(Gaitén et al., 2011)
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F. Identificacidn espectroscopica de compuestos organicos (McMurry, 2012)

La espectroscopia, el estudio de la interaccion entre la radiacion electromagnética y la
materia de estudio, es el fundamento para el desarrollo de mdltiples tipos de técnicas
espectroscopicas como: espectroscopia ultravioleta, espectroscopia de resonancia magnética
nuclear, polarimetria y espectroscopia infrarroja entre otros. Todas estas técnicas tienen
como finalidad la elucidacion estructural de los compuestos presentes en una mezcla o

aquellos que se encuentran puros.

Al emplear una técnica espectroscopica se debe tener en cuenta las desventajas de la
misma asi como la informacién que se puede obtener, por ejemplo, la espectrometria
infrarroja mide las longitudes de onda en la cual un enlace vibra lo que permite identificar
los grupos funcionales presentes en la molécula, mas no nos permite saber si hay una mezcla
de compuestos, motivo por el cual se debe utilizar en compuestos de alta pureza, o cuantos

de estos grupos funcionales estan presentes en la molécula.

Debido a la utilidad de las técnicas espectroscépicas los quimicos organicos las
emplean como su principal herramienta en la elucidacion de moléculas. Dentro de la quimica

organica se emplean las siguientes técnicas:

i.  Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis): Permite la identificacion de grupos
cromoforos. Su principal desventaja es que al s6lo identificar grupos cromoforos
no da informacion de otras partes de la molécula. También, se utiliza para la

cuantificacion de compuestos por medio de la ley de Lambert-Beer.

ii. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR): Con esta técnica se
identifica los grupos funcionales presentes en las moléculas, pero no la cantidad

de cada grupo funcional ni la ubicacion que tienen en la estructura de estudio.
iii. Espectrometria de masas (EM): Nos permite conocer la masa molecular del

compuesto a estudiar por medio de la formacion de un ion molecular. Ademas, es

atil pues cada compuesto tiene una EM Unico, motivo por el cual una molécula

33



puede ser identificada mediante una comparacion con espectros entre el obtenido

y los que hayan sido reportados.

iv. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *H (RMN *H): Es la técnica
de mayor uso al momento de la elucidacion de una estructura, esto debido a que
nos brinda informacion de la composicion de atomos de hidrogeno y la vecindad
en la cual se encuentran. Ademas, es la base de técnicas como la espectroscopia
de correlacion (COSY), la cual permite conocer la relacion que hay entre un &tomo

de hidrégeno y aquellos que se encuentran a 2 o 3 enlaces.

v. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de 3C (RMN 3C): Caso similar
al RMN *H es una técnica muy (til al momento de elucidar una estructura, con la
desventaja que los andlisis con mas tardados por la poca abundancia del 3C en
comparacion con el *H. Esta técnica nos permite conocer la conformacion de
atomos de carbono y la vecindad d ellos mismos. Ademas, junto al RMN H, son
base de la espectroscopia de correlacion cuantica multiple hetero nuclear (HMQC)
la cual permite conocer la relacion entre atomos de hidrdgenos y de carbono para

distinguir cuales se encuentran enlazados.

A continuacion, procederemos a detallas las técnicas espectroscopias utilizadas para
la identificacion de metabolitos secundarios en las hojas de Yawar Panga.

1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Para la medicion con esta técnica se hace uso de la region infrarroja del espectro
electromagnético, la cual se divide en infrarrojo cercano, infrarrojo e infrarrojo lejano,
siendo utilizada por los quimicos la region del infrarrojo que abarca las longitudes de onda
(M) que van desde 2,5 x 10 cm hasta 2,5 x 103 cm. Al tener mayores longitudes de onda
que el espectro visible no hay la energia suficiente para romper enlaces, pero si para hacer

vibrar los enlaces.

Para fines de analisis se emplea el nUmero de onda (V) el cual es la inversa de A, por lo

gue un espectro FTIR tiene como eje horizontal el nimero de onda que va desde 400 a
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4000 cm™, y en el eje vertical se observa el porcentaje de transmitancia medida que va
de 0 a 100%.

La FTIR se basa en la absorcion de energia por parte de la molécula analizada, esto es
debido a que los enlaces se encuentran en constante movimiento, Figura 27, y al ser
irradiados por energia electromagnética absorben engeria si la frecuencia irradiada coincide
con alguna de las frecuencias de vibracion natural de la molécula, lo cual se ve reflejado en
picos que poseen un porcentaje de transmitancia a un determinado nimero de onda. De esta
forma se identifica que modos vibracionales tiene una molécula y con ello los grupos

funcionales que estan presentes.
Una desventaja del uso del FTIR es que las muestras analizadas tienen que tener una
alta pureza, debido a que también se generarian picos por los grupos funcionales de las

impurezas que puede o no coincidir con los de la molécula de interés.

Vibraciones de tension

Y

Simétrica Antisimétrica

X

Vibraciones de flexion

SA

Balanceo en plano Tijereteo en plano

Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano
Figura 27. Tipos de vibraciones de los enlaces®.

X

También, la interpretacion del espectro se dificulta debido a que las moléculas
organicas tienen decenas de enlaces que tienen un movimiento particular y por ende

absorben absorben en un numero de onda diferente, lo cual ocasiona que el espectro

IFuente: Universidad del Pais Basco
URL: http://www.ehu.eus/imacris/PIE06/web/IR.htm
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resultante tenga muchas sefiales. No obstante, esto es productivo debido a que la regién entre
400 y 1500 cm™ del espectro FTIR es conocida como la huella digital de las moléculas,
Tabla 7, debido a que son Unicas, al punto que si dos muestras tienen el mismo espectro en

la regién menciona es casi seguro que se trate del mismo compuesto.

Tabla 7.

Regiones de un espectro FTIR..

Region (cm™) Enlaces caracteristicos

400 - 1500 Region de la huella digital; se encuentra vibraciones de enlaces
simples entre: CO, CN y CO.

1500 - 2000 Se encuentra vibraciones procedentes de dobles enlaces entre: CO,
CNy CO.

2000 - 2850 EN esta regidn se ubican las vibraciones de los triples enlaces entre
CCyCN.

2850 - 4000 Se identifica los modos vibracionales de enlaces: CH, NH y OH, los

Gltimos generan una banda de absorcién en lugar de un pico.

2. Espectrometria de masas (EM)

La espectrometria de masa, como su nombre lo indica, es la medida de la masa; por lo

que el principal dato que se obtiene es la masa molecular del compuesto analizado.

El método consiste en cargar la molécula por medio de una ionizacién, siendo la
ionizacion por impacto de electrones la més utilizada para fines de investigacion de
fragmentos y la ionizacién quimica empleada cuando haya dudas respecto a la masa
molecular. Para poder ionizar la molécula, Figura 28, ésta debe ser vaporizar y es
bombardeada por un flujo de electrones, el choque entre el electron y la molécula desprende
un electron de valencia del compuesto analizado obteniéndose un radical cation de la

molécula el cual se denomina ion molecular.

M + e- _""M+.+ 2e-

Figura 28. Formacion del ion molecular.
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El resultado de un andlisis por EM proporciones en el eje x la relacion masa carga
(m/z) y siendo la carga igual a 1 el valor m/z es igual a la masa, motivo por el cual se logra
obtener la masa molecular del compuesto. también en este eje se encontraran picos en otros
valores de m/z correspondiente a partes o fragmentos de la molécula original que por la
cantidad de energia irradiada son formado, alguno de ellos tendra carga neutra por lo que no
aparecen en el espectro y la gran mayoria tendré la carga positiva que se genera por la pérdida
de un electron y seran vistos como picos en el espectro y con los cuales se construye la

estructura de la molécula analizada.

Por otro lado, en el eje y se grafica una abundancia relativa, asignandole al pico m/z
con mayor abundancia, el pico més alto, se le asigna el valor de 100 % y es conocido como

pico base.

Cabe sefialar que a menos que se realice una ionizacion quimica el pico base y el ion

molecular no suelen ser el mismo.

Una desventaja del EM es que es una técnica destructiva y no se puede analizar

correctamente moléculas con masas molares superiores a 2500 g/mol.

3. Resonancia magnética nuclear del *H (RMN !H)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear se basa en el concepto de que los
nacleos atémicos giran alrededor de un eje, para que ello sea posible los ndcleos deben tener
espines desapareados tal es el caso de los &tomos como *H, *C, *°F y 3!P; siendo los primeros

dos los mas usados porque son la base de las estructuras organicas.

De manera normal los espines estan orientados de manera aleatoria, lo que cambia al
aplicar un campo magnético (Bo), el cual orienta los espines en direcciones especificas, ya
sea en la misma o diferente direccion al campo aplicado. Ahora bien, si a los espines dentro
del campo se les afiade radiacion electromagnética a una frecuencia apropiada que pueda ser

absorbida y generar que los spines se invierten ocasionando una resonancia, Figura 29.
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Figura 29. Efecto de un campo magnético sobre los nucleos.

Si los nicleos solo estarian expuestos a un campo Bo los espectros de RMN sélo
tendrian una banda de absorbancia algo que resulta inutil para la elucidacion de una
estructura. Pues bien, los nucleos aplican campos magnéticos locales (BL), los cuales son
opuestos a Bo, sobre a aquellos que estan a su alrededor lo cual genera que el campo efectivo
(Be) sobre el espin disminuya y sea variado para cada tipo de atomo, es por este motivo que
los espectros RMN estan conformados por multiples picos donde cada uno representa a uno
0 mas protones que producen resonancia al absorber una determinada frecuencia del espectro

electromagnético lo cual es medido como desplazamiento quimico (9).

La informacion proporcionada por un espectro RMN *H es amplia, lo primera fuente
de informacion es el desplazamiento quimico (0) de los protones, esto depende de la
frecuencia del espectro al cual se genera la resonancia del espin y se comprende
principalmente entre valores de 10 a 0 ppm. Cabe sefialar que al ser Be mayor se necesita
mas frecuencia para que puedan generar resonancia, por ende, tendran un mayor

desplazamiento.

Aquellos protones que no tiene otros cerca (no tiene apantallamiento) absorben en el
denominado campo bajo, debido a que Be es mayor, pues no hay campos locales generados
por otros protones. Caso contrario los protones apantallados tienen un Be menor por lo que

su desplazamiento menor.

Otro dato importante del espectro es la integracion de las sefiales, que no es mas que
el area sobre cada pico, el cual al ser calculada por medio de una integracion y comparada
con el resto de los picos, nos indica la proporcion de atomos de hidrogeno que representa

cada uno de ellos.
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Una caracteristica que brinda informacién al momento de elucidar una estructura
usando el RMN H es el desdoblamiento del espin, esto se produce debdo a los pequefios
campos producidos por otros spines cercanos lo que ocasiona que en lugar de obtener un
solo pico de tengan multipletes denominados multipletes. Cuando solo se trata de un pico se
denomina singulete lo cual indica que alrededor de ese espin no hay otros protones que
generen campos, de haber dos picos es un doblete que indica que hay un espin generando un
pequefio campo por lo que en la estructura el hidrégeno de la sefial doblete estara cerca a
otro. De igual forma se tiene triplete, cuatriplete, quintuplete y multipletes, este Gltimo

cuando no hay un conteo adecuado de picos.

4. Resonancia magnética nuclear del **C (RMN 3C)

Similar a lo explicado en la seccion anterior, el espectro RMN del *C depende de la
frecuencia a la cual un espin, sometido a un campo efectivo, genera resonancia. La diferencia
mas importante entre ambos espectros es la abundancia de los protones necesarios para el
andlisis, en el caso del *3C tiene una abundancia de apenas 1%, esto genera que los espectros
sean muy ruidosos y no se puedan interpretar con una sola medicién; por ese motivo se deben
realizar multiples analisis de la misma muestra para poder obtener un espectro que nos

permita realizar la construccion de la molécula.

Ademas, mientras que el espectro de RMN *H tiene desplazamiento entre 10 y 0 ppm,
el de 13C va desde 220 hasta 0 ppm, estop debido a la baja abundancia del 3C, por lo que en
la practica se requiere mucha mas masa de la muestra para que el analisis de RMN 3C que
para el de *H en donde se puede usar apenas unos cuantos miligramos y obtener un espectro

adecuado para la interpretacion.

Dada la poca abundancia del *3C no se espera que los 4tomos cercanos generen campos
considerables sobre aquel que se encuentra siendo analizado, por lo que la diferencia de las
sefiales depende de la electronegatividad de los &tomos cercanos. Tal es el caso que aquellos
carbonos enlazados a oxigeno, nitrogeno y otro halégeno absorben en campo bajo, y los

carbonos de alcanos en campo alto.
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Esta técnica es un complemento del RMN H pues permite conocer el entorno de los atomos
de carbono a los cuales estdn enlazados los de hidrogeno, identificando el nimero de
hidrégenos enlazados a cada carbono, ademas de identificar a aquellos carbonos que no estan

enlazados a ningun hidrégeno.
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PARTE EXPERIMENTAL
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I. Seleccion y recoleccion de la planta

Se opt6 por estudiar las hojas de Yawar Panga (Aristolochia cf. Cauliflora Ule o
Aristolochia didyma) por tres motivos:

i.  Las hojas no cuentan con estudios quimicos previos referidos a su composicion
quimica.

ii. Secuenta con material vegetal suficiente para realizar el estudio.

iii. Las hojas de Yawar Panga son utilizadas en la Amazonia peruana por sus
propiedades eméticas.

La recolecta de las hojas y tallos de Yawar Panga, fue realizada por el Dr. Victor
Reyna, el 11 de febrero de 2014, con lluvia, en el Jardin Botanico del Centro de
Rehabilitacion de Toxicomanos y de Investigacion de Medicinas Tradicionales Takiwasi
(Anexo 3), ubicado en la ciudad de Tarapoto (aproximadamente 15 km? a 350 m.s.n.m.) en
la provincia de San Martin-Perd, Figura 30, centro terapéutico donde las hojas de la planta

son utilizadas por inducir al vomito.

'Cemro Takiwasi

Tarapoto
1 El Rinconcito
RC Ta - ONPE §
QRGTatAROto =D de Munay Selva
> LA BANDA
Tabacalera del Oriente Q M Katari, centro de DE SHILCAYO

AL ¥ medicina tradicional y
(5N)

Agencia Tour @9
Tarapoto Peru fon)

Figura 30. Ubicacion del centro Takiwasil.

La recolecta de Yawar Panga se realizo en conjunto con la de Yageé y ajo Sacha como

parte del proyecto titulado: Estudio Quimico del Yagé (Diploteria cabrenara).

!Mapa obtenido de Google Maps.
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I1. lIdentificacion botanica

La Identificacion botanica, Tabla 8, de la muestra recolectada, Figura 31, se realiz
por el especialista botanico, Blgo. Severo Baldeon, del Museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), el 6 de mayo de 2014
(Anexo 4).

Tabla 8.
Clasificacion taxondmica del Yawar Panga.
Clasificacion Taxonomica

Takiwasi.

(Foto tomada por el Dr. Reyna en el Centro
Takiwasi en 2014).

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Magnoliidae
Orden Aristolochiales
Familia Aristolochiaceae
Género Aristolochia
Especie Aristolochia cf. Cauliflora Ule.*

*Presenta sinonimica con Aristolochia didyma.

I11.Secado y molienda

Se recolectd 3 Kg de muestra (himeda) entre hojas y tallos, la cual al llegar a Lima se

secaron para evitar la formacion de hongos, obteniéndose 737,3 g de muestra seca. La
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muestra seca se dej6 en cajas de carton desde el 4 de marzo de 2014 hasta el 12 de noviembre

de 2018 fecha en donde se dio inicio del trabajo de investigacion.

Figura 32. Hoja seca de Yawar Panga.
(Foto tomada por L. Rojas en 2018)

Como la muestra habia estado guardada por largo tiempo, antes de iniciar el trabajo,
se volvio a realizar el secado de las hojas en una estufa Binder (modelo E028-230V-T).
Obteniéndose una masa total de 542,59 g de muestra seca. Luego toda la muestra fue molida
en un molino doméstico marca Moulinex, y de esta forma se obtuvo una masa de 532,65 g

de muestra seca y molida, Figura 33.

Figura 33. Muestra seca y molida.
(Foto tomada por L. Rojas en 2018)

1. Andlisis cualitativo

A. Segun Rondina &Coussio

El procedimiento realizado (Anexo 5) es el descrito por Reyna-2012, en base a lo

propuesto por Rondina & Coussio-1969, Figura 34.
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Figura 34. Diagrama de proceso quimico de la marcha fitoquimica segun Rondina & Coussio- 1969.

Fraceidn

1. ZecarconMal Oy
ii. Filtrar

Fase acuosa

1. Satarara con MaSOgp.
i, Filtrar

Has Od-HﬁO"—“ iii. Extraer con CHCL-EtOH (3:2)

|

| Fase clorofdrmica-etanolico |

1. Mayer.
m. Wagner.

1. Lichermarm Bumwchard.

Fase organica *

1. Dragendroff.

WNas oy HyD "_-fr

1.
- . k

Lavar con Hal Od[ﬂ’_‘

Fase acuosa

Fraccion D

[Foceen )

i. Eosenheim

1. PruebadeSlunoda

m. Mayer,
1. Wagner.
v. Dragendroff.

Fracoion E

1. Fosenheim
1. Pruebade Shinoda

45



1.

Primer analisis
I.  Muestra: 6 g de hojas secas y molidas de Yawar Panga.

ii. Fechas: 14, 15y 19 de noviembre de 2018.

iii. Resultados (Anexo 6):
Contiene: Aminogrupos primarios y/o secundarios, grupos fendlicos, tripertenos
y esteroides, catequinas, flavonoides, quinonas, antronas y antranoles.
No contiene: Taninos, alcaloides, leucoantocianidinas ni saponinas.

iv. Observaciones: Hubo un precipitado color crema en la prueba de Dragendorff.

Ademas, la reaccion de Shinoda fue positiva con coloracion naranja.

2. Segundo anélisis

i.  Muestra: 6 g de hojas secas y molidas de Yawar Panga.
ii. Fechas: del 20 al 22 de noviembre de 2018.

Iii. Resultados (Anexo 7):
Contiene: Aminogrupos primarios y/o secundarios, grupos fendlicos, tripertenos
y esteroides, catequinas, flavonoides, quinonas, antronas y antranoles.

No contiene: Taninos, alcaloides, leucoantocianidinas ni saponinas.

iv. Observaciones: Hubo dos precipitados, uno color blanco y la otra crema, en la

prueba de Dragendorff. Ademas, la reaccion de Shinoda fue positiva con

coloracion amarilla.

Al existir discrepancias en los resultados de ambos andlisis se procedio a realizar las

pruebas especificas de Villacrez para alcaloides y para flavonoides.
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B. Pruebas especificas de Villacrez

2.

El procedimiento realizado (Anexo 8) es el descrito por Villacrez-1995, Figura 35.

[ 5 g de muestra seca y pulverizada ]

i. 10 mL de H;0.
ii. Calentar a bafio Maria por 15min.

Muestra solida. < iii. Filtrar en caliente.

[ Extracto acuoso ]

\
[ Se realiza la  prueba
requerida.
Solo una prueba por extracto.

\

Figura 35. Diagrama de proceso quimico de la marcha fitoquimica segun
Villacrez-1995.

Flavonoides

i.  Muestra: 5 g de hojas secas y molidas de Yawar Panga.

ii. Fecha: 28 de noviembre de 2018.

iii. Prueba: Reaccion de Shinoda.

iv. Resultado: Se confirmd la presencia de flavonoides, la coloracién de la prueba fue

amarillo indicando que se trata de isoflavonas.

v. Discusiones: La diferencia de colores en las pruebas de Rondina & Coussio, puede
deberse a la intensidad y la luminosidad del ambiente al momento de realizar la
prueba por o que el color anaranjado tenue se puede confundir con amarillo

Alcaloides

I.  Muestra: 15 g de hojas secas y molidas de Yawar Panga.
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Fecha: 28 de noviembre de 2018

Pruebas: Reaccion de Dragendorff, reccion de Mayer y reaccion de Wagner.

iv. Resultado: Se descartd la presencia de alcaloides al no haber precipitado en
ninguna de las tres pruebas.
v. Discusiones: Los resultados obtenidos en la seccion IV.A.2. se debieron a que las

hojas de Yawar Panga contienen aminogrupos, los cuales pueden llegar a
reaccionar con los reactivos de las pruebas de alcaloides generando falsos

positivos.

Finalizados los andlisis cualitativos (marchas fitoquimicas) sobre las hojas de Yawar

Panga queda evidenciado lo siguiente:

Las hojas e Yawar Panga contienen: Aminogrupos primarios y/o secundarios,
grupos fendlicos, tripertenos y esteroides, catequinas, flavonoides del tipo

isoflavonas, quinonas, antronas y antranoles.

Las hojas de Yawar Panga no contienen: Taninos, alcaloides, leucoantocianidinas

ni saponinas.

Segun lo planteado por Agrawal en 2016, el acido aristoléquico es un alcaloide, y

teniendo un resultado negativo para alcaloides en las pruebas realizadas, se infiere que las

hojas de Yawar Panga no poseen &cido aristoloquico.

V. Aislamiento de rotenona

A. Extraccion solido-liquido

Las hojas secas y molidas de Yawar Panga (500,65 g), fueron macerados en distintos

solventes, iniciando con éter de petroleo, luego diclorometano y finalmente, etanol.
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1. Maceracion con éter de petrdleo

Vi.

Muestra: 500,65 g de hojas secas y molidas de Yawar Panga.

Solvente: Eter de petréleo.

iii. Caracteristicas:  Maceracion  convencional a temperatura ambiente

(4 maceraciones continuas de 1, 2, 3 y 4 dias por separado).

Fechas: Del 17 de diciembre de 2018 al 3 de enero del 2019.

Resultado: El extracto se concentrd en rotavapor obteniéndose 4,54 g del extracto

bruto organico de éter de petroleo (EBO/éter).

Observacion: El trabajo realizado con el EBO/éter se detalla en la seccion VI.

La muestra que fue extraida con éter de petroleo, se coloco en una campana extractora

para que se evapore el solvente y utilizar la muestra posteriormente para la maceracién con

diclorometano.

2. Maceracion con diclorometano

Muestra: 496,11 g de hojas secas y molidas de Yawar Panga previamente

extraidas con éter de petrdleo.

Solvente: Diclorometano (CH2Cly).

Caracteristicas:  Maceracion  convencional a temperatura ambiente

(3 maceraciones continuas de 1, 2 y 3 dias).

Fechas: Del 8 al 16 de enero de 2019.

Resultado: Se concentro en un rotavapor el extracto obteniéndose 10,82 g del

extracto bruto organico de éter de diclorometano (EBO/diclorometano).
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Vili.

Observacion: El trabajo realizado con el EBO/diclorometano se detalla en la

seccion VII.

La muestra que fue extraida con diclorometano, se colocé en una campana extractora

para que se evapore el solvente y utilizar la muestra posteriormente para la maceracion con

etanol.

3. Maceracion con etanol

Vi.

Muestra: 485,29 g de hojas secas y molidas de Yawar Panga previamente

extraidas con éter de petréleo y diclorometano.

Solvente: Etanol (C2HsOH).

Caracteristicas:  Maceracién  convencional a temperatura ambiente

(3 maceraciones continuas de 1, 2 y 3 dias).

Fechas: Del 7 al 14 de mayo de 2019.

Resultado: Se concentro en un rotavapor el extracto obteniéndose 4,37 g del

extracto bruto orgénico de etanol (EBO/etanol), Figura 36.

Observaciones: La muestra que fue extraida con etanol, se coloc6 en una campana

extractora para que se evapore el solvente y utilizarla para estudios posteriores.

Figura 36. EBO/etanol.

(Foto tomada por L. Rojas en 2019)
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B. Separacion de rotenona

1. Particion liquido-liquido (PLL)

i.  Muestra: 4,37 g de EBO/etanol disuelta, previamente, en una mezcla de metanol

(5mL), cloroformo (3 mL) y agua (2 mL).

ii. Fecha: 5 de junio de 2019

iii. Solventes: Cloroformo 170 mL, butanol 100 mL y agua 50 mL.

iv. Caracteristicas de la columna: 72 cm de altura'y 2 cm de didmetro.

v. Procedimiento: En la columna se trasvasé la muestra, mas 10 mL de agua.
Seguidamente se adicion6 170 mL de cloroformo, Figura 37. Se recolecto la fase

cloroférmica en dos frascos de 100 mL (F1 y F2). Los cuales luego de ser

concentrados se juntaron en un unico grupo (GcLoroFoRMO).

Figura 37. PLL del EBO/etanol.
(Foto tomada por L. Rojas en 2019)

Luego se retird la fase acuosa, guardandola para un posterior tratamiento con butanol.
La columna fue lavada con metanol, para luego afadir 100 mL de butanol y por la parte

superior de la columna se afiadio la fase acuosa, la cual al llegar a la parte inferior de la
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columna fue recolectada en un frasco de 100 mL (F3) que luego se liofilizo formando Gagua.
Finalmente se retird el extracto butandlico por la parte superior de la columna colocandose
en tres frascos de 100 mL (F4, F5 y F6) que fueron concentrados en rotavapor y luego
juntados formando el tercer grupo (GeutanoL).
vi. Resultado: Las masas de los tres grupos obtenidos son:
GcLororormo (2,4230 g), en cromatografia de capa fina (CCF) se identificd un
compuesto predominante por lo que se volvio a realizar una separacion, pero ahora
por CS.
GeuTanoL (0,9108 g), se realizd una separacion por columna cromatografica de
C18, obteniéndose tres nuevos grupos los cuales fueron liofilizados y
almacenados para estudios posteriores.
Gacua (0,9637 g), una vez liofilizada se almacené para estudios posteriores.
2. Columna cromatografica de sephadex (CS)
i. Muestra: 2,4230 g de GcLoroFORMO.
ii. Fecha: 4 de julio de 2019
iii. Solventes: Eter de petr6leo 20 mL, diclorometano 120 mL y metano 200 mL.
iv. Caracteristicas de la columna: 72 cm de altura y 2 cm de diametro.
v. Fase estacionaria: sephadex LH-20 de la marca GE Healthcare.
vi. Procedimiento: En la columna se empac6 con sephadex hasta una altura de 10 cm
en éter de petréleo. La muestra se disolvio en éter de petroleo con diclorometano

y se afiadio a la columna. Se efluyd con 20 mL de éter de petroleo, posteriormente

con 120 mL de diclorometano y finalmente con 200 mL de metanol, Figura 38.
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Vili.

Los extractos se recolectaron en balones y fueron concentrados en rotavapor y

colocados en viales de 10 mL.

Resultado: Se obtuvo tres grupos correspondiente a los solventes que se utilizaron
en la columna los cuales fueron concentrados en rotavapor, obteniendo los

siguientes grupos:

GeTer (1,1575 g), por medio de la separacion por CC y comparando las fracciones
obtenidas con un patron de esteroles en CCF, se identifico la presencia de
esteroles. Todos los grupos obtenidos se almacenaron.

GpicLoromeTano (0,5414 @), en este grupo se identifica en CCF un compuesto
mayoritario con impurezas de color marrén, motivo por el cual se realizd una

purificacion por CC.

GmetanoL (0,2939 g), se almacen6 para estudios posteriores

Figura 38. CS de GcLoroForMoO.

(Foto tomada por L. Rojas en 2019)

C. Purificacion por columna cromatografica de silica gel (CC)

Muestra: 0,5414 g de GpicLoromETANO, Se preparo una papilla con diclorometano
(10,90 g de silica gel).
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Vi.

Vii.

viii.

Xi.

Xii.

Fecha: 15 de julio de 2019

Eluyentes: Eter de petroleo 100 mL, éter de petréleo y acetato de etilo (9,5:0,5)
200 mL, éter de petroleo y acetato de etilo (9:1) 300 mL, éter de petroleo y acetato
de etilo (8:2) 600 mL, acetato de etilo y cloroformo (1:1) 250 mL y metanol 100
mL.

Caracteristicas de la columna: 72 cm de altura'y 2 cm de didmetro.

Fase estacionaria: Silica gel de porosidad 60 A y un tamafio de particula de 40-63

pm de la marca Sigma Aldrich.

Masa de silica gel: 46,00 g.

Altura de silica gel en la columna: 42 cm.

Altura de la muestra en columna: 5 cm.

Procedimiento: En la columna se colocd la silica gel en éter de petréleo y en la
parte superior la papilla preparada. La elucién inici6 con éter de petréleo y se fue

cambiando los eluyentes hasta finalizar con metanol, Figura 39. Se recolect6 en

tubos de precipitado de 13x150 mm.

..

I

i i
Ciae

e

Figura 39. CC de silica gel de GpicLoromETANO.

(Foto tomada por L. Rojas en 2019)
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xiii. Resultado: Se obtuvo 130 fracciones de aproximadamente 10 mL cada una. Estas

fueron analizadas en CCF vy se juntaron aquellas que tenian un comportamiento
similar, de esta forma se tiene 19 grupos nuevos (G1c-G19c), siento G7c (152,9
mg), Figura 40, el que presenta un sdlido crema con una sola mancha en CCF,

por lo que se decide realizar ensayos de identificacion.

Figura 40. G7c.

(Foto tomada por el L. Rojas en 2019)

D. Identificacion de la rotenona

1. Pruebas especificas

Muestra: 5 mg de G7c para cada prueba.

Fecha: 11 de noviembre de 2020.

Procedimiento: Se realizaron las pruebas de Shinoda, Bortrager, Rosembeim y
Liebermann Burchard, segun el procedimiento de andlisis descrito por
Reyna, 2012.

Resultado: Se obtuvo sélo una prueba positiva, la cual fue la reaccion de Shinoda
para determinar flavonoides, siendo de color amarillo, lo cual es caracteristico de
isoflavonas. Al no haber otra prueba positiva nos indica que G7c esta conformada

unicamente por alguna isoflavona.
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2. Determinacion de punto de fusién

I Muestra: muestra 5 mg de G7c.

ii. Fecha: 11 de noviembre de 2020.

iii. Equipo: Medidor electrotérmico de punto de fusion modelo 9100 de la marca

Thermo Scientific.

iv.  Operador: L. Rojas.

V. Procedimiento: Se sellé un capilar al cual se le afiadio la muestra y se coloco en
el medidor, se tomo la temperatura cuando toda la muestra se encontraba en fase

liquida.

Vi, Resultado: EI punto de fusion medido fue de 166,4 °C. Comparando los puntos de

fusion de isoflavonas con el obtenido, se encontrd similitud con la rotenona con

una diferencia de 3,4 °C segun lo descrito por Roark-1929.

3. Prueba de solubilidad

Se probd la solubilidad en diversos solventes, obteniéndose como resultado:

i.  Soluble en acetona, diclorometano y acetato de etilo.

ii. Poco soluble en etanol.

iii. Insoluble en agua y metanol.

Estos resultados son similares a los descritos por Roark-1929 para la rotenona.

4. Andlisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometro de masas (CG-EM)

i. Muestra: 1mg de G7c¢/mL CH2Cl..
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ii. Fecha: 19 de noviembre del 2020.

iii. Operador: J. Utano (Labicer) con la presencia de L. Rojas.

iv. Equipo: SHIMADZU, GC-2010 Plus, con automuestreador: AOC-6000, y
detector de EM SHIMADZU, GCMS-QP210 Ultra.

v. Caracteristicas del equipo:

- Columna: RESTEK. RTX-5MS, 30m x 0.25 mm ID x 0.25 um df.

- Fase movil: He 99,99% de pureza, rapidez de flujo: 1 mL/min, split: 20:1.

- Temperatura de la muestra: 250°C.

- Temperatura de la columna: inici6 en 190 °C e incrementd hasta 250 °C a una
velocidad de 10 °C/min., permaneciendo en 250 °C durante 5 min. Luego
aumento hasta 280 °C a una velocidad de 15 °C/min. permaneciendo en 280
°C durante 47 min.

- Modo de ionizacion: IE+.

- Energia de electron: 70eV.

- Temperatura de interface: 220°C.

- Temperatura de la fuente de lon: 200°C.

- Voltaje de deteccion: 350V.

- Carga de muestra: 3.0uL.

vi. Resultado: El cromatograma de iones totales (TIC) se muestra en la
Figura 41.

La concentracién de rotenona, con un tiempo de retencion de 45,015 min., en la
muestra G7c¢ es 93,42% siendo el compuesto predominante en la muestra. La identificacion
se realizé por medio de la comparacion de los espectros de masas obtenidos en el analisis,
Figura 42, con aquellos que se encontraban en la biblioteca del equipo. Cabe sefialar que la
bibliografia indica que la rotenona es de color blanco pero la muestra G7c es ligeramente

crema, esto debido a las impurezas que se encuentran en la muestra junto con la rotenona.
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Figura 41. TIC de G7c.
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Figura 42. EM de la rotenona presente en G7c¢ obtenido de las hojas de Yawar
Panga.

Con el espectro obtenido de la rotenona, Figura 42, se procedio a realizar la
fragmentacion de masas:

i lon molecular M*° = 394.

+ 2¢
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5. Andlisis por espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

I Muestra: 2 mg de rotenona.

ii.  Fecha: 23 de diciembre de 2020.
iii. Equipo: Espectrometro IR marca Perkin Elmer modelo Spectrum 4001R/NIR.
iv. Operador: J Utano (Labicer) con la presencia de L. Rojas.

V. Resultado: Se obtuvo el espectro FTIR de la muestra G7c¢ (rotenona), Figura 43.
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Espectro FTIR de G7c¢ (rotenona)
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Figura 43. FTIR de rotenona aislada de las hojas de Yawar Panga.

61



El espectro obtenido fue comparado con el reportado en la bibliografia

(Othman et al., 2018) para un patron de rotenona, en donde se observd la similitud de ambos

espectros. Ademas, se comprob6 que las bandas de vibracion, Tabla 9.

Tabla 9.
Bandas de vibracion caracteristicas del espectro FTIR de la rotenona.
N° vl(cm?) Modo vibracional
1 3081 Estiramiento C-H de un anillo aromatico.
2 2976 Estiramiento simétrico C-H de un alqueno.
3 2940 Estiramiento C-H (OCHya).
4 1800-2200 Sobrenoto del C-H de un aromatico
5 1671 Estiramiento (CO).
6 1595 Estiramiento entre carbonos de un doble enlace.
7 1445 Torsién asimétrica C-H (CHa)
8 1389 Torsion simétrica C-H (CHzs)
9 1194 Torcion simétrica de cetona.
10 1128 Estiramiento simétrico R-O-R.
11 1090 Aleteo C-H (CHy).
12 1005 Aleteo y torsion C-H anular.

6. Analisis por resonancia magnética nuclear del pontén 'H (RMN *H)

I.  Muestra: 10 mg de rotenona.

ii. Solvente: Cloroformo deuterado (CDCI3).

iii. Fecha: 2 de febrero de 2021.

iv. Modelo: Espectrometro Bruker Avance de 300 MHz.

v. Operador: PhD. Valérie Jullian de la Facultad de Farmacia de la Universidad de

Toulouse 3, Francia

vi. Resultado: Se obtuvo los espectros de RMN *H, Figura 44.
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Figura 44. Espectro RMN H de la rotenona aislada de las hojas de Yawar Panga a 300 MHz en CDCls.
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Tabla 10.
Datos de RMN H a 300 MHz de rotenona en CDCls, comparacion de desplazamientos
(on en ppm) con los reportados en bibliografia.

Nimero Integracion Acoplamiento! dH obtenido dH (de oH (Fang &
deH Souza, Casida, 1998)
2007)

1 3H S 1,76 1,77 1,77

2 1H m 2,96 2,97 2,95

3 1H m 3,30 3,31 3,32

4a 3H m 3,76 3,76 3,77

4b 3H m 3,80 3,81 3,81

4c 1H m 4,84 3,84 3,84

5 1H d 4,19 4,18 4,18

6 1H m 4,61 4,61 4,62

7a 1H S 4,92 4,93 4,94

7b 1H S 4,92 4,93 4,94

8 1H S 5,06 5,07 5,07

9 1H t 5,23 5,24 5,24
10a 1H d 6,48 6,45 6,45
10b 1H d 6,51 6,50 6,51

11 1H S 6,76 6,77 6,77

12 1H d 7,84 7,84 7,84

Como se observa en la Tabla 10, todas la sefiales pertenecen a la rotenona pese a que
la muestra presenta impurezas a las que se les atribuye la coloracion crema, lo que nos indica
que estas impurezas son despreciables en el analisis de RMN H.

Con los datos obtenidos se procedio a identificar cada hidrogeno en la molécula de
rotenona, Figura 45.

1s: singulete; d: doblete; t:triplete y m: multiplete.
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Figura 45. Distribucion de los atomos de hidrogeno en la molécula de rotenona.

7. Anadlisis por resonancia magnética nuclear del *3C (RMN *3C)

Vii.

viil.

Muestra: 20 mg de rotenona.

Solvente: Cloroformo deuterado (CDCIs).

Fecha: 2 de febrero de 2021.

Modelo: Espectrémetro Bruker Avance de 300 MHz.

Toulouse 3, Francia

Resultado: Se obtuvo los espectros de RMN *C, Figura 46

Operador: PhD. Valérie Jullian de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
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Figura 46. Espectro RMN 3C de la rotenona aislada de las hojas de Yawar Panga a 75 MHz en CDCls.
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Tabla 11.

Datos de RMN 13C a 75 MHz de rotenona en CDCls, comparacion de desplazamientos
(6c en ppm) con los reportados en bibliografia.

Numerode C Tipode C  dc obtenido dc (de Souza, oc (Fang &
2007) Casida, 1998)
1 CHs 17,24 17,09 17,0
2 CH:2 31,38 31,24 31,2
3 CH 44,70 44 57 44,5
4 OCHs 55,96 55,82 55,7
5 OCHs 56,42 56,28 56,2
6 CH: 66,38 66,24 66,1
7 CH 72,32 72,19 72,2
8 CH 87,95 87,80 87,7
9 CH 101,01 100,88 100,9
10 C 104,92 104,79 104,8
11 CH 105,00 104,86 104,7
12 CH 110,45 110,34 110,5
13 CH: 112,68 112,53 112,3
14 C 113,07 112,93 112,8
15 C 113,44 113,30 113,2
16 CH 130,09 129,95 129,8
17 C 143,14 143,00 1429
18 C 143,97 143,85 143,8
19 C 147,48 147,34 147,3
20 C 149,58 149,46 149,4
21 C 158,05 157,90 157,8
22 C 167,47 167,33 167,2
23 C 189,06 188,91 188,7
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Como se observa en la Tabla 11, todas la sefiales pertenecen a la rotenona pese a que
la muestra presenta impurezas, 1o que nos indica que estas impurezas son despreciables en

el analisis de RMN C.

Con los datos obtenidos se procedié a identificar cada carbono en la molécula de

rotenona, Figura 47.
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Figura 47. Distribucion de los &tomos de carbono en la molécula de rotenona.

V1. ldentificacion de esteroles en el EBO/éter

A. Extraccion solido-liquido

La obtencion del EBO/éter se describe en la seccion V.A.1.

B. Separacion de esteroles

1. Primera separacion por columna cromatografica de silica gel (CC)

i.  Muestra: 4,54 g de EBO/éter, su obtencion se describe en la seccion V.A.1
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Ii. Fecha: 08 de febrero de 2019

iii. Eluyentes: Eter de petrdleo 250 mL, éter de petrdleo y acetato de etilo (9,9:0,1)
150 mL, éter de petroleo y acetato de etilo (9:1) 600 mL, éter de petrdleo y acetato
de etilo (8:2) 200 mL, acetato de etilo y cloroformo (1:1) 400 mL y metanol 250
mL.

iv. Caracteristicas de la columna: 40 cm de altura 'y 4 cm de didmetro.

v. Fase estacionaria: silica gel de porosidad 60 A y un tamafio de particula de 40-
63 um de la marca Sigma Aldrich.

vi. Masade silica gel: 45.17 g.

vii. Altura de silica gel en la columna: 21 cm.

viii. Altura de la muestra en columna: 0.3 cm.

ix. Procedimiento: En la columna se coloco la silica gel en éter de petr6leo y encima
de esta la muestra disuelta en éter de petroleo. La elucién inicidé con éter de
petréleo hasta que se observara que no haya desplazamiento en la columna, en ese

momento se dejaba que el eluyente este al ras de la silica y se afiadia el siguiente

eluyente, Figura 48. Se recolectd en Erlenmeyer de 150 mL.

aw U
AN

'
s S
Figura 48. CC de EBO/éter. | ’

(Foto tomada por L. Rojas en 2019)
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Resultado: Se obtuvo 25 fracciones de aproximadamente 125 mL cada una. Estas
fueron analizadas en CCF y se juntaron aquellas que tenian un comportamiento
similar, de esta forma se tiene 6 nuevos grupos (Elc, E2c, E3c, E4c, E5c y E6c),
siento E4c (1.2624 g), que presenta cristales con abundante impureza motivo por

el cual se procedio a realizar una segunda separacion por CC.

2. Segunda separacion por columna cromatogréfica de silica gel (CC)

Vi.

Vil.

viii.

Muestra: 1.2624 g de E4c.

Fecha: 12 de marzo de 2019

Eluyentes: Eter de petréleo 200 mL, éter de petréleo y acetato de etilo (9,5:0,5)
300 mL, éter de petréleo y acetato de etilo (9:1) 450 mL, éter de petréleo y acetato
de etilo (8:2) 300 mL, acetato de etilo y cloroformo (1:1) 200 mL y metanol 100

mL.

Caracteristicas de la columna: 72 cm de altura'y 2 cm de didmetro.

Fase estacionaria: silica gel de porosidad 60 A y un tamafio de particula de 40-

63 um de la marca Sigma Aldrich.

Masa de silica gel: 45,17 g.

Altura de silica gel en la columna: 42 cm.

Altura de la muestra en columna: 0,2 cm.

Procedimiento: En la columna se coloco la silica gel en éter de petréleo y
encima de esta la muestra disuelta en éter de petrdleo. La elucion inicio con éter
de petroleo hasta que se observara que no haya desplazamiento en la columna,
en ese momento se dejaba que el eluyente este al ras de la silica y se afiadia el
siguiente eluyente, Figura 49. Se recolect6 en tubos de ensayo de 13x150 mm.
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Figura 49. CC de E4c.
(Foto tomada por L. Rojas en 2019)

X. Resultado: Se obtuvo 79 fracciones de aproximadamente 10 mL cada una. Estas
fueron analizadas en CCF y se juntaron aquellas que tenian un comportamiento
similar, de esta forma se tiene 9 nuevos grupos (Elcc, E2cc, E3cc, E4cc, E5cc,
E6cc, E7cc, E8cc y E9cc), siento E4cc (168 mg), que presenta cristales con
minima impureza de color amarillo, Figura 50, motivo por el cual se procedi6 a

realizar un analisis por CG-EM.

Figura 50. Cristales con impureza amarilla en E4cc.
(Foto tomada por L. Rojas en 2019)
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C. Identificacion de esteroles por cromatografia de gases acoplado a espectrometro
de masas (CG-EM)

Muestra: 1 mg de E4cc/mL CH2Clo.

Fecha: 04 de abril del 2019.

Operador: J. Utano (Labicer) con la presencia de L. Rojas.

Equipo: SHIMADZU, GC-2010 Plus, con automuestreador: AOC-6000, y
detector de EM SHIMADZU, GCMS-QP210 Ultra.

Caracteristicas del equipo:

- Columna: RESTEK. RTX-5MS, 30m x 0.25 mm ID x 0.25 pm df.

- Fase movil: He 99,99% de pureza, rapidez de flujo: 1 mL/min, split: 10:1.

- Temperatura de la muestra: 250°C.

- Temperatura de la columna: la temperatura de la columna vari6 de 240 °C

hasta 265 °C a una velocidad de 10 °C/min., permaneciendo en 265 °C

durante 40 min.
- Modo de ionizacion: IE+.
- Energia de electrén: 70eV.
- Temperatura de interface: 220°C.
- Temperatura de la fuente de lon: 200°C.
- Voltaje de deteccion: 350V.
- Carga de muestra: 1.0uL.

Resultado: El TIC se muestra en la Figura 51.
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Figura 51. TIC de E4cc.
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Tabla 12.
Composicién de esteroles de E4cc.

Esterol Tiempo de retencién (min)  Porcentaje en E4cc (%)

Campesterol 20,191 14,63
Estigmasterol 21,522 14,83
y-sitosterol 24,260 48,96

La identificacion se realiz6 por medio de la comparacion de los espectros de masas
obtenidos, Figuras 52, 53y 54, en el andlisis con aquellos que se encontraban en la biblioteca
del equipo utilizado. Ademas, se realizé la fragmentacion con los espectros de masas
obtenidos.
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Figura 52. EM obtenida del campesterol presente en la muestra E4cc.
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iii. m/z = 315; M*° - 85.
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Figura 53. EM obtenida del estigmasterol presente en la muestra E4cc.
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b) m/z=394; M* - 18.
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Figura 54. EM obtenida del y-sitosterol presente en la muestra E4cc.
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VII. Identificacion de esteroles en el EBO/diclorometano

A. Extraccion solido-liquido

La obtencion del EBO/éter se describe en la seccion V.A.2.
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B. Separacion de esteroles

1.

Columna cromatografica de sephadex (CF)

Vi.

Vii.

viii.

Muestra: 10,8246 g de EBO/diclorometano, su obtencidn se describe en la seccién
V.A.1. La muestra solida se diluyo en diclorometano y se combind con 35,70 g de

silica gel. Luego, en campana, se evaporé el solvente.

Fecha: 18 de febrero de 2019.

Eluyentes: Eter de petréleo 500 mL, éter de petrdleo y acetato de etilo (9:1) 900
mL, éter de petrdleo y acetato de etilo (8:2) 900 mL, acetato de etilo y cloroformo
(1:1) 800 mL y metanol 400 mL.

Caracteristicas de la columna: 35 cm de altura y 4 cm de didmetro.

Fase estacionaria: silica gel de porosidad 60 A y un tamafio de particula de 40-63

pum de la marca Sigma Aldrich.

Masa de silica gel: 156,03 g.

Altura de silica gel en la columna: 20 cm.
Altura de la muestra en columna: 5,00 cm.

Procedimiento: En la columna se coloco la silica gel en éter de petréleo y encima
de esta la muestra mezclada con silica gel. La elucion inicio con éter de petroleo,
con ayuda de vacio, hasta que se observara que no haya desplazamiento en la
columna, en ese momento se dejaba que el eluyente este al ras de la silica y se

afadia el siguiente eluyente, Figura 55. Se recolecto en balos de 500 mL.
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Figura 55. CF de EBO/diclorometano.

(Foto tomada por L. Rojas en 2019)

X. Resultado: Se obtuvo 17 fracciones de aproximadamente 250 mL cada una. Estas

fueron analizadas en CCF y se juntaron aquellas que tenian un comportamiento
similar, de esta forma se tiene 7 nuevos grupos (D1f, D2f, D3f, D4f, D5f, D6f y
D7f), siento D3f (794,2 mg), que presenta cristales con impureza de color verde,

motivo por el cual se procedi6 a realizar una separacion por CC.

2. Columna cromatogréfica de silica gel (CC)

Vi.

Muestra: 794,2 mg de D3f. La muestra sélida se diluyd en diclorometano y se

combind con 4,84 g de silica gel. Luego, en campana, se evaporé el solvente.

Fecha: 28 de mayo de 2019.

Eluyentes: Eter de petréleo 100 mL, éter de petr6leo y acetato de etilo (9,5:0,5)
100 mL, éter de petroleo y acetato de etilo (9:1) 500 mL, acetato de etilo y
cloroformo (1:1) 100 mL y metanol 50 mL.

Caracteristicas de la columna: 72 cm de altura y 2 cm de didmetro.

Fase estacionaria: silica gel de porosidad 60 A y un tamafio de particula de 40-63

pum de la marca Sigma Aldrich.

Masa de silica gel: 40,86 g.
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vii.  Alturade silica gel en la columna: 38,00 cm.
Viii. Altura de la muestra en columna: 4,50 cm.

iX. Procedimiento: En la columna se coloco la silica gel en éter de petréleo y encima
de esta la muestra mezclada con silica gel. La elucién inicio con éter de petroleo
hasta que se observara que no haya desplazamiento en la columna, en ese
momento se dejaba que el eluyente este al ras de la silica y se afiadia el siguiente
eluyente, Figura 56. Se recolect6 en tubos de ensayo de 13x150 mm.

Figura 56. CC de D3f.
(Foto tomada por L. Rojas en 2019)

xi. Resultado: Se obtuvo 70 fracciones de aproximadamente 10 mL cada una. Estas
fueron analizadas en CCF y se juntaron aquellas que tenian un comportamiento
similar, de esta forma se tiene 11 nuevos grupos (D1fc, D2fc, D3fc, D4fc, D5fc,
Dé6fc, D7fc, D8fc, D9fc, D10fc y D11fc), siento D7fc (320 mg), que presenta
cristales con impureza de color verde, motivo por el cual se procedid a realizar

una separacioén por PP,

3. Placa preparativa (PP)

i.  Muestra: 320 mg de D7fc. La muestra solida se diluyo en diclorometano para ser

sembrada en la placa.
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Fecha: 27 de agosto de 2019.

Eluyente: Eter de petrdleo y acetato de etilo (9:1).

Caracteristicas de la placa: PLC Silica Gel 60 F25 de base de vidrio de 20 x20 cm

con 2 mm de espesor de silica

Procedimiento: La placa fue calentada a 100 °C durante 30 min. Luego se la
colocé dentro de un desecador hasta que se encuentre a temperatura ambiente. La
muestra fue sembrada, formando una linea con un tubo capilar a 2 cm de la base
inferior de la placa, teniendo 1 cm de margenes derecho e izquierdo, con una
secadora doméstica se evapord el solvente y se colocé la placa dentro de un

recipiente rectangular con el eluyente, Figura 57.

Se dejo eluir hasta que el eluyente se encontrara a 2 cm de la parte superior de la
placa, posteriormente se seco el solvente con una secadora doméstica y se revel6
a 254 nm. Se observaron 6 bandas las cuales fueron raspadas para retirar la silica
de la placa, una por una, y se lavaron con diclorometano y metanol para extraer
todos los compuestos. El solvente fue concentrado en rotavapor y se guardo los

extractos en viales de 10 mL.

e

Figura 57. PP de D7fc.

Vi.

(Foto tomada por L. Rojas en 2019)

Resultado: Se obtuvo 6 nuevos grupos (D1fcp, D2fcp, D3fcp, D4fcp, D5fcp y
D6fcp), siendo D3fcp (120 mg), Figura 58, el que presenta cristales blancos por

lo que se analizé por CG-EM.
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Figura 58. Cristales en D3fcp.

(Foto tomada por L. Rojas en 2019)

C. Identificacion de esteroles por cromatografia de gases acoplado a espectrometro
de masas (CG-EM)

Muestra: 1 mg de D3fcp/mL CH2CI2.

Fecha: 27 de setiembre del 2019.

Operador: J. Utano (Labicer) con la presencia de L. Rojas.

Equipo: SHIMADZU, GC-2010 Plus, con automuestreador: AOC-6000, y
detector de EM SHIMADZU, GCMS-QP210 Ultra.

Caracteristicas del equipo:

- Columna: RESTEK. RTX-5MS, 30m x 0.25 mm ID x 0.25 pm df.
- Fase movil: He 99,99% de pureza, rapidez de flujo: 1 mL/min, split: 10:1.

- Temperatura de la muestra: 250°C.

- Temperatura de la columna: la temperatura de la columna vari6 de 240 °C

hasta 265 °C a una velocidad de 10 °C/min., permaneciendo en 265 °C

durante 40 min.
- Modo de ionizacion: IE+.
- Energia de electrén: 70eV.
- Temperatura de interface: 220°C.

- Temperatura de la fuente de lon: 200°C.



- Voltaje de deteccion: 350V.
- Carga de muestra: 1.0uL.

Iv. Resultados: el TIC de D3fcp se muestra en la Figura 59.
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Figura 59. TIC de D3fcp.
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Tabla 13.
Composicion de esteroles de D7fcp.

Esterol Tiempo de retencién (min)  Porcentaje en D7fcp (%)

Campesterol 19.086 12,69
Estigmasterol 20.358 16,51
y-sitosterol 22.970 65,30

La identificacion se realiz6 por medio de la comparacion de los espectros de masas
obtenidos, Figuras 60, 62 y 62, en el analisis con aquellos que se encontraban en la biblioteca
del equipo utilizado. Ademas, se realizd la fragmentacion con los espectros de masas

obtenidos, del mismo modo que se muestra en la seccion VI.C.
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Figura 60. EM obtenida del campesterol presente en la muestra D7fcp.

2. Estigmasterol
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Figura 61. EM obtenida del estigmasterol presente en la muestra D7fcp.

3. y-sitosterol
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Figura 62. EM obtenida del y-sitosterol presente en la muestra D7fcp.
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El analisis fitoquimico preliminar, marcha fitoquimica, de las hojas de Yawar Panga
(Aristolochia cf. Cauliflora Ule. o Aristolochia didyma) se identificé que poseen:
aminogrupos primarios Yy/o secundarios, grupos fendlicos, tripertenos, esteroides,
catequinas, flavonoides del tipo isoflavonas, quinonas, antronas y antranoles.

De los extractos brutos organicos de éter de petréleo (EBO/éter) y de diclorometano
(EBO/diclorometano) de las hojas de Yawar Panga (Aristolochia cf. Cauliflora Ule. o
Aristolochia didyma) se identificd, que en ambos se encontraban los esteroles campesterol,
estigmasterol y y-sitosterol, los cuales fueron separados por cromatografia de gases e
identificados por sus respectivos espectros de masas.

A partir del extracto bruto organico de etanol (EBO/etanol) de las hojas de Yawar
Panga (Aristolochia cf. Cauliflora Ule. o Aristolochia didyma) se aislé 152,9 mg de
rotenona, flavonoide del tipo isoflavona, el cual fue identificado por espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier, espectrometria de masas y la espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de *H y 3C.
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RECOMENDACIONES
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Con la finalidad de continuar con el presente trabajo, para conocer los compuestos que
contienen las hojas de Yawar Panga, se recomiendan las siguientes acciones:

I Realizar la identificacién de compuestos presentes en las muestras obtenidas a lo
largo de la Tesis, que no se trabajaron debido a falta de instrumentacion.

ii. Obtener el extracto acuoso de las hojas de Yawar Panga, con la finalidad de
identificar los compuestos de mayor polaridad presentes.

iii.  Analizar la decoccion preparada en el Centro Takiwasi para el consumo de sus
pacientes, para identificar si en el procedimiento que realizan extraen rotenona.
Ademas, en caso sea necesario, cuantificar la concentracion de rotenona que
consumen los pacientes.

iv. Realizar andlisis biologicos que permitan identificar cual o cuales de los

compuestos presentes en las hojas de Yawar Panga son responsables de su
actividad vomitiva.
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ANEXO 2

Reactivos para pruebas especificas

Reactivo Nihidrina:

Cloruro Férrico:

Solucién de Gelatina:

Reactivo de Dragendorff:

Reactivo de Mayer:

Reactivo de Wagner:

Solucion de nihidrina al 0,2% en etanol.

Solucidn de cloruro férrico al 1 % en agua.

Se disuelve 10 mg de cloruro de sodio en una Solucién
de Gelatina al 1%.

Sol. A: 8 g de nitrato de bismuto (111) en 20 mL de acido
nitrico

Sol. B: 27,2 g de yoduro de potasio en 50 mL de agua.
Las soluciones A y B se mezclan y se deja decantar por
24 horas. Luego de afora con agua hasta 100mL.

Sol. A: Se disuelvel,36 g de cloruro de mercurio (I1) en
60 mL de agua.

Sol. B: 5 g de yoduro de potasio en 10 mL.

Se juntan ambas soluciones y se afora a 100mL.

Se disuelve 1,27 g de yodo resublimado y 2 g de yoduro
de potasio en 20 mL de agua. La solucion se afora a 100
mL.
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ANEXO 3

Acta de recolecta de Yawar Panga

Universidad Naclonal de Ingenieria
Facultad de Clencias

Laboratorio de Investigacion de Quimica de Productos Naturales
ACTA DE RECOLECCION & RECEPCION DEL MATERIAL VEGETAL (Feb'14) N\

Referencla: Viaje de recoleccién de material vegetal en el Jardin Botanico del Centro
Takiwasi (Tarapoto. Dpta. San Martin)

Proyecto de Investigacion: "Estudio Quimico del Yagé (Diplopteris cabrerana)”
(Jefe del Proyecto. Dr. Victor M. Reyna Pinedo).

Lugar de recoleccién: Jardin Botanico del Centro Takiwasi
Racolector: Dr. Victor Reyna P., Profesor Principal FC-UNI).
Focha de recoleccidon: del lunes 10 al jueves 13 de febrero de 2014.

Recepcién de plantas en Lima: Vie 14 Feb 2014 (09h30), por José Flores G."*

PLANTAS MEDICINALES RECOLECTADAS:

1. MUESTRA N° 1 (Nombre Comun): YAGE
a) Nombre cientifico (a verificar)™ Diplopteris cabrerana
b) Fecha de recoleccion: Lunes 10 Feb (15h40-18h30)*2, con lluvia.
c) Caracteristicas de la muestra: Hojas
d) Peso de la muestra recolectada: 2 5 Kg"* (hojas humedas)
Peso de la muestra casi seca™™® 1,5 Kg (Jue.13.Feb, 16h30).
e) Muestras botinicas (2). Hojas y tallos.
f) Peso de la muestra seca: 946.2 g (Lima, 24.Feb)
2. MUESTRA N° 2 (Nombre Comun): AJO SACHA
a) Nombre cientifico (a verificar): Mansoa allicea -~ (#
b) Fecha de adquisicion: Jueves 13 .Feb (16h15)"7
c) Caracteristicas de la muestra: Raices cortadas y secas.
d) Peso de la muestra: 0.5Kg
¢) Muestras boténicas (2). Muestras en plantones (raiz, tallo y hojas)™®
Fecha de entrega (del Vivero). Jue. 13.Feb(11h15)
3. MUESTRA N° 3 (Nombre Comun): YAWAR PANGA ‘ '
a) Nombre cientifico {a verificar)™ Aristolochia didyma . et f°~\‘ g\nee X
b) Fecha de recoleccion: Martes 11 Feb (10h30- 13h) , con lluvia,
¢} Caracteristicas de la muestra: Hojas
d) Peso de la muestra recolectada: 3 Kg (hojas humedas)
Peso de la muestra casi seca: 2.25 Kg (Jue.13.Feb, 16h40)
e) Muestras botanicas (2): Hojas y tallos

f) Peso de la muestra seca: 737.3 g (Lima, 03.Mar)



ANEXO 4

Constancia de identificacion botéanica de Yawar Panga

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA

MUSEQO DE HISTORIA NATURAL

"Afo de la Promoclén de la Industria Responsable y del Compromiso Climético"

CONSTANCIA N°B87-USM-2014

i LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
. NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE.
La muestra vegetal (Tallo, hojas y frutos), recibida de Victor REYNA PINEDO;
ha sido estudlada y clasificada como: Aristolochia cf. caulifiora Ule; y tlene Ia
sigulente posicion taxondémica, segun el Sistema de Clasiflcacion de Cronquist
(1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: MAGNOLIIDAE
ORDEN: ARISTOLOCHIALES
FAMILIA: ARISTOLOCHIACEAE
GENERO: Aristolochia

ESPECIE: Aristolochia cf. caulifiora Ule,
Nombre vulgar: "Yawar Panga”
Determinado por: Blgo .Severo Baldeon.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines-
age estudios. ’

Fecha, 06 de Mayo 2014
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ANEXO 5

Procedimiento marcha fitoquimica de Reyna-2012 basado en Rondina & Coussio-1969

Obtencion de fracciones

Fraccion (a)

Se coloca 5,0 gramos de muestra seca en un balén de 100 mL, luego se adiciona 50 mL de

metanol, y se deja macerar durante 20 horas a temperatura ambiente.

Se somete la muestra, ya macerada, a reflujo durante 4 horas. Al cabo de ese tiempo se filtra

en caliente, lavando el residuo con metanol, hasta completar 50mL.

Se separa 5 mL del extracto que se obtiene, lo que constituye la fraccion (a). Descartando el

residuo soélido.

Fraccion (b)

Se lleva a sequedad los 45 mL restantes del extracto metandlico, en un rotavapor.

El residuo obtenido se extrae con 10 mL de HCl, al 1%, calentando ligeramente (50°C), y se
filtra utilizando un papel filtro lento. Se repite una vez mds esta operacidn, pero con 5 mL de
HCla) al 1%. Las soluciones d4cidas obtenidas se reciben en un Erlenmeyer de 50 mL y se
guardan para ser utilizadas posteriormente (Sec. 3.i).

El residuo sélido se disuelve con 5mL de cloroformo, con ayuda de calor (50°C) y agitacidn
vigorosa, luego se filtra a través de un embudo pequeiio utilizando papel de filtro lento. El
liquido filtrado se seca con sulfato de sodio anhidro, para obtener la fraccidn (b). El residuo

solido se descarta.

3. Fraccion (c)

La solucién acida obtenida en la seccién 2.ii, se basifica con NHs(¢) 7,5N hasta pH 9-10.
Se extrae con cloroformo (2x25 mL) en una pera de decantacidn. La fase acuosa se guarda para

su posterior utilizacion (Sec. 4.i).
La fase cloroférmica se lava con 10 mL de agua destilada. Se reune el agua de lavado con la

fase acuosa obtenida en la etapa anterior (ii).
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iv. La fase cloroférmica obtenida se seca con sulfato de sodio anhidro, filtrando luego la solucidn.

El filtrado constituye la Fraccién (c).

4. Fraccion (d)

i.  Lasolucién acuosa bdsica obtenida en la seccidon 3.ii y 3.iii se semisatura con sulfato de sodio,
agregando 0.1 g de sal por mL de solucidn, y se filtra con papel de filtro rapido. Luego se
realizan dos extracciones con 25 mL de una mezcla de cloroformo:etanol (3:2) en un embudo
de separacion de 125 mL. Se guardan las fases acuosas para su posterior uso (Sec. 5).

ii. Lafase organica se lava con una solucién semisaturada de sulfato de sodio, 0,1 g en 10 mL de
agua destilada. Se junta el lavado acuoso con la obtenida en la etapa anterior.

iii. Lafase organica se seca con sulfato de sodio anhidro y se filtra, obteniéndose la fraccion (d).

5. Fraccion (e)

i. Lasfases acuosas obtenidas en la seccidn 4.iy 4.ii constituyen la fraccion (e).

6. Fraccion (f)

i.  Enuntubo de ensayo de 18x160 se coloca 1 g de muestra seca y pulverizada, y se adiciona 10
mL de agua destilada. Se calienta la mezcla durante 15 minutos en “bafio maria”.

ii. La solucion obtenida se filtra en caliente utilizando un papel de filtro lento, completando el

filtrado a 10 mL con agua destilada, y se deja enfriar a temperatura ambiente. Constituyendo

esta solucion la fraccidn (f).

Pruebas de identificacion de los principios activos

1. Aminogrupos primarios o secundarios (Prueba de Ninhidrina)
Se realiza sobre las fracciones (a) y (f)

i.  Tomando cuidado de no tocar la parte central con los dedos, se prepara tres trozos de papel
filtro “lento” de 2x3 cm, colocando cada uno sobre una luna de reloj. Luego con la ayuda de
una pipeta pasteur se coloca, en el centro de cada uno, 1 gota de las siguientes muestras:

fraccion (a), fraccidn (f) y agua destilada. Los papeles se dejan secar a temperatura ambiente.
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ii. Luego se agrega 1 gota de la solucion de ninhidrina al 0,2% en etanol sobre la parte
central de cada uno de los tres papeles anteriores.
iii. Finalmente, lo papeles se colocan durante 30 minutos dentro de una estufa a una

temperatura de 120°C.

Observacion: un color azul o violaceo nos indica prueba positiva.

2. Grupos fendlicos libres y/o taninos (Prueba con el reactivo férrico)

Se realiza sobre la fraccion(a)

i. Elresto de la fraccion (a) se lleva sequedad en un rotavapor en un balon de 100mL.

ii. El residuo se disuelve en 0,5 mL de agua destilada y se filtra a través de un papel de
filtro lento, recibiendo el filtrado en un tubo de ensayo (13x100mm), siendo esta la
solucion (a).

iii. Se colocan 2 gotas de la solucién (a) en una placa de toque, y a continuacion se agrega

1 gota de solucién acusa de cloruro férrico al 1% y se mezcla con una bagueta.

Observaciones: un precipitado de color rojo-vino o verde nos indica prueba positiva.

3. Taninos (Prueba de la Gelatina)

Se realiza sobre “la solucién a”

i. Se colocan 4 gotas de la “solucién a” en una luna e reloj y a continuacidn se adicionan 2 gotas
de solucién de gelatina al 0,5%. Esta operacidn se realiza con 2 gotas de agua destilada como
referencia.

Observaciones: un precipitado de color blanco o turbidez nos indica prueba positiva.

4. Flavonoides (Reaccion de Shinoda) (exceptuando dihidrochalconas, chalconas, auronas,

catequinas e isoflavonas)

Se realiza sobre la fraccion (d) y (e)

i. Secoloca la fraccion (d) en un balén de 100 mLy se lleva a sequedad en un rotavapor.
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ii. Sobre el residuo se agrega 2,5 mL de etanol, dentro de un “bafio maria” a 50°C. Luego se filtra
a través de un papel de filtro lento, recibiéndose el filtrado en un tubo de ensayo (13x100).
Constituyendo esta la “solucién d”.

iii. En un tubo de ensayo se colocan 3 gotas de la “soluciéon d” con 2 mL de agua destilada, y en
otro tubo 2 mL de la fraccion (e). Luego se adiciona 1 mL de HCl 12N y unas limaduras de
magnesio, a cada tubo. Se agitan ambos tubos y luego se dejan en reposo durante 5 minutos.

iv. Se adicionan 10 gotas de alcohol amilico a cada tubo, agitando estos. Luego se dejan en reposo

para la separacién de las 2 fases.

Observaciones y resultados: una coloracion amarilla, naranja, rojo de la fase amilica nos

indica prueba positiva.

5. Triterpenoides y esteroides (Reaccion de Lieberman-Burchard)

Se realiza sobre las fracciones (b) y (c) y la “solucion d”

i. Se separa 4 mL de la fraccién (c) en un tubo de 13x100 mm y se lleva a sequedad. Luego se
disuelve el residuo con 0,2 mL de cloroformo. Constituyendo ésta la “solucién (c)”.

ii. Se colocan 5 gotas de la “solucién (d)” en un tubo de 13x100 mm vy se lleva a sequedad en un
rotavapor, disolviendo el residuo con 2 gotas de cloroformo.

iii. Entrestubos de 6x50 mm por separado, se colocan 2 gotas de la fraccidn (b), la “solucién (c)”
y la “solucion (d)”, respectivamente. Luego se agrega 2 gotas de anhidrido acético sobre ellas
y se mezcla bien.

iv. Finalmente, se agrega, a través de las paredes del tubo, sobre cada una de ellas 2 gotas de

acido sulfurico concentrado.

Observaciones: una coloracion rojo, rosado, purpura, naranja, azul o verde del anillo, nos

indica prueba positiva.

6. Naftaquinonas y antraquinonas, antronas o antranoles (Reaccion de Borrntrager)

Se realiza sobre la fraccion (b)

i. Elresto de la fraccion (b) se coloca en un tubo de ensayo de 16x180 mm, y se agrega 5 mL de

hidréxido de sodio al 5%. Luego se agita el tubo.
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Observaciones: Fase acuosa rosada o roja nos indica prueba positiva.

7. Alcaloides (Test de Dragendorff, Mayer y Wagner)

Se realiza sobre la Fraccion (c) y la “solucion d”

El resto de la fraccion (c) se lleva a sequedad y el residuo se disuelve con 2,5 mL de HCl al 1%,
luego se filtra a través de un papel filtro lento, recibiendo el filtrado en un tubo de ensayo de
13x100 mm.

Se disponen de 5 gotas de la solucién (d) en un tubo de ensayo de 13x100 mm vy se lleva a
sequedad, luego se filtra a través de un papel de filtro lento, recibiendo el filtrado en un tubo
de ensayo de 6x50 mm..

A tres tubos de ensayo de 6x50 mm, se adicionan 5 gotas de la solucion final obtenida en la
secc.7.i, por separado. Asimismo, a otros 3 tubos de ensayo de 6x50 mm, se adicionan 5 gotas
de la solucién final obtenida en la secc.7.ii, por separado. Luego se adiciona a cada tubo 2 gotas

de los reactivo de Dragendorff, Mayer y Wagner, respectivamente.

Observaciones: la formacion de precipitado rojo, crema y pardo, respectivamente nos indica

prueba positiva.

8. Leucoantocianidinas y catequinas (Reaccion de Rosenbein)

Se realiza sobre la fraccion (e) y la” solucién d”

En un tubo de ensayo de 13x100mm se colocan 3 gotas de la “solucién (d)” junto con 2 mL de
agua destilada, y en otro tubo de ensayo de 13x100 mm 2 mL de la fraccién (e).

Luego a ambos tubos se agrega 1 mL de HCl 12N, se agitan y se colocan en bafo maria durante
10 minutos.

Se dejan enfriar las mezclas, luego se agregan 10 gotas de alcohol amilico, a cada una, se agitan,

y se dejan reposar por 5 minutos.

Observaciones: una coloracion parda de la fase amilica nos indiaca prueba positiva.

9. Saponinas (Prueba de la espuma)

Se realiza sobre la fraccion (f).
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i. Se coloca 1 mL de la fraccién (f) en un tubo de ensayo de 13x100mm y se agita durante 15
segundos. Luego se deja en reposo durante 15 minutos, al cabo de lo cual se debe medir la

altura de la espuma.

Observaciones: si la espuma tiene una altura mayor o igual de 5mm y persiste por mds de 5

minutos nos indica prueba positiva.
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ANEXO 6
Acta de Marcha fitoquimica N°1

RESULTADOS DE LA MARCHA FITOQUIMICA PRELIMINAR 1
(De acuerdo al procedimiento de Rondina & Coussio-1969)

Muestra (Nombre comtin y cientifico): hojas de Yawar Panga (Aristolochia cf. cauliflora Ule)
Procedencia : Tarapoto, San Martin, Peru

Cantidad de la muestra :6g.

Fecha de Analisis : 14, 15y 19 de noviembre del 2018

Resultados Observaclones
Prueba Pruebas de F 16
° Principio Activo # (color de soluciones y/o
N coloracién " preciplitados)
a -
Aminogrupos pAimarios T
01 - Ninhidrina
Ylosecundarion f ++ Color violeta
Grupos fendlicos libres :
02 ylo Taninos Cloruro férmrico a + Color verde oscuro
03 Taninos Gelatina a -
b ++ Color verde
Reaccién
. g de
04 Tripertenos y esterocides Liebermann c Color pardo
Burchard
d - Incoloro
Quinonas, antronas o Reaccitn de 3
© antranoles Borntrager b + Color amarillo
[ -
Reaccién de
Braggendont d + Precipitado crema
c - Turbidez de color rosado
06 Alcaloides Reactivo de Mayer
d =
c - Turbidez
Reactivo de Wagner
Leuqoantodan{dinas Reaccién de - Color amarillo
07 (rojo), catequinas Rosembeim
(marrén) + Color pardo tenue
Flavonoides excepto z Incoloro
08 chalconas, auronas, | Reaccién de Shinoda
catequinas e isoflavonas + Color naranja
09 Saponinas Prueba de la espuma -
(*) Convencién: Abundanle (+++), regular (++), poco (+), negativo (-)
Para aminogrupos y lriterp ides, la i6 del color de la prueba no guarda relacién con la
tidad de ia p
RESUMEN DE RESULTADOS:

CONTIENE.- Aminogrupos primarios y/o secundarios, grupos fendlicos, tripertenos, esteroides,
catequinas, flavonoides, quinonas, antronas y antranoles.
NO CONTIENE.- Taninos, alcaloides, leucoantocianidinas ni saponinas.

Obs: Se descart6 la presencia de alcaloides y se confirmé la presencia de flavonoides con las pruebas
segun Villacrez (se realizé el dia 28.Nov.18)

V°: Elena

Céndor C.

30 de Noviembre del 2018

Luis Rojas Rodriguez
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ANEXO 7
Acta de Marcha fitoquimica N°2

RESULTADOS DE LA MARCHA FITOQUIMICA PRELIMINAR 2
(De acuerdo al procedimiento de Rondina & Coussio-1969)

Muestra (Nombre comun y cientifico): hojas de Yawar Panga (Aristolochia cf. cauliflora Ule)

Procedencia : Tarapoto, San pMartin, Perd
Cantidad de la muestra :6g.
Fecha de Andlisis : 20, 21 y 22 de noviembre del 2018
Resultados Observaciones
Pﬂ;ﬁba Principlo Activo ':: ;‘;g?:';:: Fraccién % (color de soluciones y/o
) precipitados)
a -
Aminogrupos pnmarios oo o
01 ; Ninhidrina
y/o secundarios ‘ G Cilos idieta
Grupos fendlicos libres "
02 y/o Taninos Cloruro férmico a + Color verde oscuro
03 Taninos Gelatina a -
b ++ Color verde
Reaccién
. ; de -
04 Tripertenos y esteroides Liebermann c Color pardo
Burchard
d - Incoloro
Quinonas, antronas o Reaccién de .
% antranoles Borntrager b g Color amarillo
c + Precipitado color blanco
Reaccioén de g
Craggendort d + Precipitado crema
c - Turbidez de color rosado
06 Alcaloides Reactivo de Mayer
d v
c - Turbidez
Reactivo de Wagner
d .
Leucoantocianidinas Reaccién de d - Color amarillo
07 (rojo), catequinas Rosembeim
(marrén) e + Color pardo tenue
Flavonoides excepto d %
08 chalconas, auronas, | Reaccién de Shinoda
catequinas e isoflavonas e ++ Color naranja
09 Saponinas Prueba de la espuma f -

(*) Convencién: Abundante (+++), regular (++), poco (+), negativo (-)
Para aminogrupos y Iri la 6
idad de :

dpica del color de la prueba no guarda relacién con la

pi

RESUMEN DE RESULTADOS:

CONTIENE.- Aminogrupos primarios y/o secundarios, grupos fendlicos, tripertenos, esteroides,
catequinas, flavonoides, quininas, antronas y antranoles.

NO CONTIENE.- Taninos, alcaloides, leucoantocianidinas ni saponinas.

Obs: Se descarté la presencia de alcaloides y se confirmé la presencia de flavonoides con las pruebas
segun Villacrez (se realizé el dia 28.Nov.18)

30 de Noviembre del 2018
V°: Elena Céndor C. Luis Rojas Rodriguez
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ANEXO 8

Procedimiento de pruebas especificas segun Villacrez-1995

i. Se dispuso de 5 g de muestra seca y molida, la cual se introdujo en un tubo de ensayo con
15 mL de agua destilada.

ii. Se calento la muestra a bafio Maria durante diez minutos.

iii. Luego del tiempo transcurrido se filtro sobre papel de filtro lento recibiendo la solucion
en un tubo de ensayo.

iv. Sobre la solucion filtrada se realiza la prueba deseada.

A. Flavonoides

a. Reaccion de Shinoda

Sobre la solucién filtrada se afiade una tira de magnesio y HCla) 12 N. Se deje

reaccionar y se afiade alcohol amilico.

B. Alcaloides

a. Reaccion de Dragendorff

A la solucion faltrada se afiade el reactivo de Dragendorff.

b. Reaccion de Mayer

A la solucion faltrada se afiade el reactivo de Mayer.

c. Reaccion de Wagner

A la solucion faltrada se afiade el reactivo de Wagner.
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