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1.RESUMEN

Guatemala es un pais con tierra fértil y clima apropiado para una gran variedad de
plantas, los bosques con los que cuenta son unos de los principales habitats en los que
hay una gran variabilidad de ambientes y ecosistemas, y por ello el tipo de vegetacion.
Entre este tipo de vegetacion se puede encontrar la familia Polypodiaceae, las cuales
crecen en lugares hiumedos y sombreados. Esta familia posee numerosas especies,
conocidas con el nombre comln de calahualas, con propiedades terapéuticas como

antiinflamatorios y para mantener un buen riego sanguineo, disminuyendo el colesterol.

El presente trabajo de investigacion se realizd con la finalidad de caracterizar el perfil
fitoquimico y determinar si existen diferencias fisicoquimicas y diferencias cuantitativas en
el contenido de flavonoides totales en las frondas y rizomas de Polypodium triseriale,
proveniente de los departamentos de Alta Verapaz y Petén. De esta manera se generd
informacidn fitoquimica de A. triseriale, perteneciente a las tres especies que conforman
el complejo calahuala (P. pseudoaureum, P. decumanum y P. triseriale), en los cuales se
determind que presentan los mismos metabolitos secundarios. Esto con el fin de brindar
materia prima que pueda constituir una alternativa para el mejoramiento de la salud de la

poblacion guatemalteca.

Inicialmente se realizd la caracterizacion fitoquimica mediante un tamizaje fitoquimico
utilizando ensayos macro, semimicro y técnicas de cromatografia en capa fina (CCF) que
evidenciaron la existencia de ciertos metabolitos en frondas y rizomas de los dos
departamentos, siendo estos: alcaloides, cumarinas, flavonoides, antocianinas, saponinas
y principios activos amargos. Sin embargo el rizoma del departamento de Petén no

presentd ninguna banda en la CCF.

A continuacién se realizd un procedimiento de extraccion por reflujo, con acetona y otros
reactivos, partiendo nuevamente de droga vegetal seca; se obtuvieron las muestras para
realizar la determinacion espectrofotométrica de flavonoides totales, de acuerdo al

procedimiento referido por la Farmacopea Brasilefa.



Al realizar la cuantificacion de flavonoides totales, se determind que las frondas de A~.
triseriale presentaron un 1.71% +/- 0.5274 expresado como porcentaje de quercetina
para la proveniente de Alta Verapaz y 2.01% +/- 0.0774 para la proveniente de Petén. A
diferencia de los rizomas que presentaron 0.07% +/- 0.017 como porcentaje de

quercetina para los dos departamentos.

Del estudio se evidencidé que no existe diferencia cualitativa entre la composicién quimica
de P. triseriale de los dos departamentos de Guatemala, Alta Verapaz y Petén, y las otras
dos especies pertenecientes al complejo calahuala (P. pseudoaureum y P. decumanum).
Las tres especies presentan los mismos metabolitos segun lo reportado por la literatura de

las especies P. pseudoaureum y P. decumanum.

Ademas se puede concluir que son las frondas de AP. triseriale las que contienen una
mayor presencia de flavonoides, por lo que si existe diferencia cuantitativa en el contenido

de flavonoides totales en fronda y rizoma de A. triseriale.



2.INTRODUCCION

Guatemala es un pais que posee gran variedad de flora, asi como condiciones climaticas y
agricolas que favorecen el crecimiento de especies con distintas propiedades terapéuticas;
esto representa una alternativa importante para el tratamiento curativo de diversas

enfermedades, con el fin de proporcionar mejoria a la salud del ser humano.

La utilizacién de las plantas medicinales por el hombre se remonta al principio de su
evolucién, ya que la historia de la fitoterapia demuestra que el hombre trataba
enfermedades por medio de las practicas empiricas y de la observacion. Polypodium
triseriale (Calahuala) es una de estas plantas usadas popularmente. Pertenece al grupo de
las Polipodiaceas, sin embargo en Guatemala no existen estudios sobre esta y es
importante evaluar la composicidon quimica de sus frondas y rizomas que justifican las

propiedades que se le atribuyen, como lo es con las demas especies.

La cuantificacion de los flavonoides totales en Polypodium triseriale (Calahuala), como uno
de los objetivos del estudio, tiene un papel muy importante en beneficio de la salud,
debido a que a estos metabolitos se les atribuyen las propiedades de ser antiinflamatorios

y muy Utiles para mantener un buen riego sanguineo, disminuyendo el colesterol).

En Guatemala el complejo calahuala posee tres especies (P. pseudoaureum, P.
decumanum y P. triseriale), de las cuales existen estudios Unicamente de las primeras dos,
las cuales han evidenciado la presencia de flavonoides. En este estudio se analizd la
tercera especie de este complejo, Polypodium triseriale, mediante un tamizaje fitoquimico
y cuantificacion de flavonoides totales de extractos etandlicos de rizomas y frondas
utilizando la espectrofotometria UV para poder establecer si las tres especies
pertenecientes al complejo poseian los mismos componentes quimicos y se determind si la
concentracion de flavonoides totales en PA. triseriale justifica su aplicacion y posible

actividad terapéutica.



3. ANTECEDENTES

3.1 Las Pteridofitas

Las Pteridofitas (Pteris=filicies, phyta=planta) son plantas que se han adaptado al medio
terrestre, aunque de forma incompleta. Han desarrollado un tejido epidérmico con cuticula
y estomas, lo que evita la desecacion y controla el intercambio de gases. Presentan tejidos
conductores que transportan agua, sales y sustancias elaboradas por la planta, lo que
permite su distribucién en zonas humedas y umbrosas. El poseer dichos tejidos
conductores, que actian como tejidos de sostén, les permite elevarse incluso varios
metros del suelo, con lo que pueden captar la luz con mas facilidad que las briofitas. Sin
embargo, como éstas Ultimas, necesitan el agua de lluvia o del rocio para reproducirse (2

(Ver Anexo No.1).

3.2 Los Helechos

Los helechos fueron los primeros vegetales que se adaptaron a vivir fuera del agua,
colonizando los continentes. Durante la era Paleozoica, especialmente durante el periodo
carbonifero, llegaron a constituir enormes bosques, con especies de hasta 30 metros de
alto, cuyos restos han dado lugar a la mayoria de los yacimientos de carbon que ahora se

explotan (3).

El nombre comin "helecho" es utilizado para referirse a cualquiera de los miembros de los
3 grupos monofiléticos: Polypodiopsida, Marattiales y Ophioglossaceae, antiguamente
agrupados en el taxdn Pterophyta. Las caracteristicas morfoldgicas mas sobresalientes,
que hicieron creer durante mucho tiempo que pertenecian a un mismo grupo monofilético
dentro de las plantas vasculares sin semilla, son sus caracteristicas hojas grandes
("megafilos" o "frondas"), usualmente pinnadas, con prefoliacion circinada, es decir que
las hojas se enrollan sobre si mismas desde el apice hacia la baseer anexo 2). EStas 3 lineas

suelen agruparse en dos grupos, en base a la estructura y desarrollo de los esporangios:



Las marattiales y ofioglosaceas son llamadas en conjunto "helechos eusporangiados" (pero
también son eusporangiados los equisetos y los psilotos), y los polypodiales son llamados
"helechos leptosporangiados", que hoy en dia luego de los analisis moleculares de ADN se

determind que forman un clado (grupo monofilético segun la escuela cladista) ().

A los helechos les gusta crecer en un entorno himedo donde el sol sélo tiene la
posibilidad de enviar luz filtrada al suelo. Es decir, en bosques donde también abunda toda
clase de musgos en troncos vivos 0 muertos. Los helechos suelen crecer en bosques vy alli
el sol tiene pocas oportunidades. La estructura interna de las hojas de esta planta esta
totalmente adaptada a estas condiciones: el limbo foliar (parénquima) posee grandes
espacios intercelulares; de ahi que la evaporacidn pueda ser tan abundante. Este es el

motivo por el que los helechos crecen generalmente en lugares muy himedo 3 5).

3.3 Calahuala

3.3.1 Descripcion Botdnica de las fres especies pertenecientes al complejo

calahuala:

e Phlebodium pseudoaureum

Es una especie perteneciente a la familia de las Polypodiaceae, de nombre cientifico
Phlebodium pseudoaureum y cominmente llamada Calahuala; es reconocida también por
sus sinonimos: Goniophlebium areolatum;, Phlebodium aureum;, Polypodium aureum,

Polypodium areolatu y Polypodium areolatum ().

En Mesoamérica a Phlebodium pseudoaureum se le ha llamado P. aureum, sin embargo la
primera es sblo conocida en Florida, Sudamérica, las Bahamas, Puerto Rico y las Antillas
Menores. P. decumanumy P. pseudoaureum, ambas diploides, se han hibridizado dando
origen a P. aureum, una tetraploide. También se sefiala que P. decumanum y P.

pseudoaureum (tratada como P. aureum) se ha entrecruzado en Honduras produciendo un



hibrido (posiblemente P. dictyocallis) con 74 cromosomas no apareados, 37 de los cuales

son grandes y 37 pequefos ().

El rizoma es de 0.7-1.5 cm de ancho, generalmente farinoso, con escamas de 5-8 mm
subenteras a moderadamente denticuladas, la farina blanca, las escamas concoloras,
generalmente anaranjadas, no clatradas; hojas monomorfas, pinnatisectas, a menudo
glaucas en el envés articuladas al rizoma; con apice atenuado, agudo o acuminado; pinnas
de 10-33 x 1-3 cm, glabras en el envés, los margenes engrosados y cartilaginosos, enteros
0 casi enteros; nervaduras areoladas, las aréolas con o sin nérvulos incluidos; soros
redondeados, sin parafisos, dispuestos en el apice fusionado de 2 nérvulos incluidos, en 1-
7 series entre la costa y el margen; esporas hialinas; x = 37.4 especies ().

e Phlebodium decumanum

Es una especie perteneciente a la familia de las Polypodiaceae, es la Unica especia de
phlebodium en Norteamérica, de nombre cientifico Phlebodium decumanum, Polypodium

leucotomos y comunmente llamada calahuala. ).

Es una epifita helecho, nativo de regiones tropical y subtropicales de América. Esta
confinada en el este de los continentes, extendiéndose al norte en EE.UU., Florida,
extremo sudeste de Georgia, sur del Caribe (Bahamas, Puerto Rico, Antillas Menores), y

norte y este de Sudamérica a Paraguay. )

Es un helecho rizomatoso, con rizomas de 8-15 mm (raramente de 30 mm) de diametro,
densamente cubierto de escamas doradas pardas que le da a la especie su nombre. Las
frondas son grandes y pinnatifidas (profundamente lobuladas), de 3-13 cm de largo y 1-5
c¢m de ancho, con mas de 35 pinnas; variando en color de brillante verde a glauco y con
margenes ondulados. Varios soros redondos corren a lo largo de cada lado de las pinnas,
y los diminutos esporos se dispersan anemdfilamente (por el viento). Las frondas son
siempre verdes en areas lluviosas todo el afio, ligeramente deciduas donde se marca una

estacion seca. )



Phlebodium aureum, se cree que ha surgido a través de la hibridacion entre las siguientes
P.  Pseudoaureum y P. Decumanum (Willdenow) J. Smith, un amplio especies en la

América tropical.()

e Polypodium triseriale

Es una especie perteneciente a la familia de las Polipodiaceas, de nombre cientifico
Polypodium triseriale y cominmente llamada Calahuala; es reconocida también por sus
sindnimos: Goniophlebium triseriale, Polypodium brasiliense, Polypodium neriffolium y

Anglevein fern .

Helecho epifito o rupicola con rizoma rastrero no pruinoso, 8-15mm de grueso, las
escamas 4-6 X 2-3mm, lanceoladas u ovadas con el apice acuminado, numerosas y
densas, ligeramente patentes, subclatradas, anaranjadas, grisaceas o negruzcas con el
borde mas claro; filipodios 1-2 veces el ancho del rizoma; peciolo 0.4 — 0.9 veces el largo
de la lamina, pajizo a pardo, sin alas; lamina 30-100 X 20-50 cm, 1-pinnada, anchamente

oblonga, glabra, el apice similar en forma a las pinnas laterales,7).

3.3.2 Hdbitat:

Crece silvestre en troncos de palmas, arboles de encino y roca caliza desintegrada, en
lugares de gran humedad a la sombra. Se encuentran desde Florida, México y Centro
hasta Sur América en alturas de 500-2,600 msnm?® (7, 5. En Guatemala se ha descrito en
Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chimaltenango, Escuintla, Guatemala, Huehuetenango,

Jalapa, Quetzaltenango, Suchitepéquez y Zacapa (s,9).

3.3.3 Condiciones Climdaticas:

Las condiciones climaticas bajo las cuales se encuentra la calahuala (P. triseriale) se
caracterizan por un clima templado, por época lluviosa no bien definida, alta nubosidad
que favorece la precipitacién horizontal a partir de una altitud de 800 hasta los 1200

msnm, estableciéndose las condiciones tipicas de un bosque nuboso donde la precipitacion



horizontal es mas frecuente en época seca, esta ultima condicion se da en la posicion

noreste de las montafas (10).

La humedad relativa promedio requerida por la calahuala es de al menos el 80%, esta
condicién ambiental es la que presenta menor variacion a lo largo del tiempo, esta
caracteristica de variacion se relaciona con el habito y las condiciones de bosque nuboso.
La nubosidad atmosférica predominante tiene mayor influencia en la distribucion himeda
ambiental como precipitacion horizontal y no como condicionante de la luminosidad, ya
que la calahuala requiere de condiciones particulares de cobertura de dosel para su
establecimiento, crecimiento y desarrollo. La presencia de calahuala inicia a la altitud de
800 msnm y a partir de los 1000 msnm hasta los 1225 msnm, la presencia y abundancia

de calahuala aumenta considerablemente en relacién a los otros estratos altitudinales (10).

3.3.4 Propiedades Medicinales Atribuidas

Con el mismo nombre se designan varias especies de la familia Polypodiaceae que
abundan en sitios himedos y sombreados de los bosques de la regién, en Guatemala la
mas comun es P. pseudoaureum aunque medicinalmente se utilizan también las otras
especies del complejo calahuala (2. attenuatum HBK, P. decumanum Willd. Y P. triseriale
Sw.).

La infusidn y decoccién del rizoma se usan oralmente para tratar afecciones respiratorias y
cardiacas, reumatismo, diabetes, gota, hipertensién, purificar la sangre y afecciones

genitourinarias ().

Topicamente se usa la infusion en emplasto y cataplasma para el tratamiento de
contusiones, reumatismo, Ulceras, quebraduras, cancer, cierto tipo de tumores y psoriasis

@,11). La decoccidn de las hojas se usa para detener las hemorragias (1).

Se le atribuye propiedad depurativa, diurética, desinflamante, espasmolitica, expectorante,
febrifuga, inmunomoduladora, laxante, pectoral, purgante y sudorifica (1,11).



3.3.5 Farmacognosia de la Polypodium triseriale

La materia médica son los rizomas verdosos en estado fresco y café dorado cuando secos,
son cilindricos, tortuosos, escamas moreno ferruginosas, sin un olor especial; deben reunir
las mismas caracteristicas fisicoquimicas y sanitarias de las otras materias primas usadas
para la elaboracién de productos fitofarmacéuticos. Si bien es una planta que empieza a
usarse en Europa, su uso aun no es oficinal, por lo que no se encuentra en las
farmacopeas. Existen productos fitofarmacéuticos del extracto crudo y purificado en forma

de rizoma seco, polvo, comprimidos, tintura, extracto fluido, extracto seco y capsulas (12).

3.4 Flavonoides

3.4.1 3Qué son los Flavonoides?

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al
organismo de los dafios producidos por sustancias o elementos oxidantes como los rayos
ultravioleta, la contaminacion ambiental y de sustancias nocivas presentes en los
alimentos. Los flavonoides fueron descubiertos por el premio Novel Sent Gydrgy cuando
en 1930 aisld de la cascara del limén una sustancia, la citrina que regulaba la
permeabilidad de las pequefias arterias. A partir de alli se han identificado mas de 5000
flavonoides, ampliamente distribuidos en plantas, frutas y verduras y en diversas bebidas

como el vino, la cerveza el té negro y el verde (12,13).

El organismo humano no puede producir estas sustancias, por lo cual debemos obtenerlos

de la alimentacion o en forma de suplementos farmacoldgicos (12,13).

3.4.2 Estructura Quimica de los Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios que se ubican dentro del grupo de
compuestos aromaticos y fendlicos, su estructura quimica se basa en el anillo flavona

sustituido. Poseen dos anillos bencénicos (A y B) que estan juntos por una unidad de tres



carbonos que pueden o no formar un tercer anillo, que en caso de existir es llamado anillo

C(13).

Figura No. 1 Estructura Basica de los Flavonoidesis).

3.4.3 Clasificacion de los Flavonoides

Se conocen unos 200 flavonoides naturales. Se encuentran distribuidos entre las
plantas, tanto libres como glicosidos; estos Ultimos contribuyen a darle color a las
flores, frutos y hojas. Los flavonoides presentan todos los matices de solubilidad,
desde totalmente solubles en agua hasta insolubles en ella pero solubles en éter
etilico (las agliconas muy eterificadas), pasando por los solubles en etanol
(agliconas). Por regla general los flavonoides son insolubles en éter de petrdleo, lo
que permite desengrasar un material antes de extraerlos (14).

3.4.3.1 Clasificacion de los flavonoides segun la nomenclatura de la Unidon

Internacional de Quimica Pura y Aplicada

Pueden clasificarse, segulin su esqueleto y via metabodlica, en:

v Flavonoides, derivados de la estructura 2-fenilcromen-4-ona (2-fenil-1,4-

benzopirona) (14).

Figura No.2

Esqueleto de los Flavonoides

v Isoflavonoides, derivados de la estructura 3-



fenilcromen-4-ona (3-fenil-1,4-benzopirona) (14).

| 2 Figura No. 3
3

Esqueleto de los Isoflavonoides
29

v Neoflavonoides, derivados de la estructura 4-fenilcumarina (4-fenil-1,2-

benzopirona)(i4). ‘
02.0

Figura No.4

Esqueleto de los Neoflavonoides

3.4.3.2 Clasificacion de los flavonoides segun su grupo funcional:

Dentro de los flavonoides, se reconocen 6 y quizas 7 clases principales, segun los grupos

funcionales que posean: wer anexo No.3)

1. Las chalconas estan implicadas en la estimulacion de la polinizacidon gracias a que
inducen el desarrollo de colores en el espectro de lo visible y en el UV que atraen
a insectos (mariposas y abejas) (14).

2. Las flavonas son amarillas y pueden estar en algunas flores, como en la primula,
dandoles un color amarillo a sus pétalos, o en frutos, como en la piel de las uvas,
son las responsables del color amarillento de los vinos blancos. Hay tres flavonas
importantes: la tricetina, presente en el polen de algunas mirtaceas, y también en
las podocarpaceas (Podocarpus spp.); apigenina, presente en muchas plantas
como la camomila, (Matricaria recutita) o el espino blanco (Crataegus laevigata),
da un color marréon marfilefio a las flores si se presenta sola; y luteolina, de color
amarillo, que incluso sirve para tefiir lana y otros tejidos, para lo cual se ha
empleado la retama de los tintoreros (Genista tinctoria) (14).

3. Los flavonoles suelen ser incoloros o amarillos y se encuentran en las hojas y en
muchas flores. Los mas importantes son tres: quercetina, es el flavonol amarillo

del polen de muchas fagaceas (Quercus sp.); miricetina, presente en la uva; y



kaempferol, estda presente en las inflorescencias y las protege de la luz
ultravioleta. La fisetina es un flavonol que se extrae de la planta del género
Amphipterygiumqa).

4. Hay tres flavandioles caracteristicos: leucocianidina, presente en algunas plantas,
como en el platano, o en el muérdago criollo (Ligaria cuneifolia);
leucopelargonidina, presente como tal en cierta concentracion en la alfalfa de
secano (Medicago truncatula); y leucodelfinidina, que es activa en el castafio de
indias (Aesculus hippocastanum) (4.

5. Las antocianinas, son los pigmentos hidrosolubles presentes en el liquido vacuolar
de las células responsables de la mayoria de las coloraciones rojas, azules y
violetas de las flores y hojas (14).

6. Los taninos condensados son macromoléculas constituidas por unidades de

flavonoides llamadas antocianidina. Los taninos estdn muy ampliamente
distribuidos en las plantas como en el té, donde contribuyen al sabor astringente
(14)+

7. Las auronas son responsables de la coloracion de algunas plantas. A pesar de que
se ha sugerido que estos compuestos estan relacionados estrechamente con las
chalconas, hay pocos indicios acerca de sus vias biosintéticas (i4) .

8. Las flavanonas son precursores de otros flavonoides mas complejos, pero se
encuentran como tales en altas concentraciones en los citricos. Las mas
importantes son naringenina, presente en el zumo de naranja, limén o pomelo,
dandole un sabor amargo; liquiritigenina, presente en el regaliz; y eriodictiol, se
presenta en el guisante actuando como quimioatrayente para interactuar con
agrobacterias (14).

9. Los dihidroflavonoles son los precursores directos de flavandioles y flavonoles, pero
también tienen cierta actividad como tales en algunas plantas. Hay tres
importantes: dihidromiricetina, presente en las partes aéreas de los brezos ( Erica
spp.), dihidroquercetina, en las uvas blancas o en la zarzaparrilla (Smilax

aristolochiaefolia); y dihidrokaempferol(14).



3.4.4 Actividad bioldgica de los flavonoides

Propiedades: Los flavonoides se emplearon durante mucho tiempo como colorantes de
lana, y actualmente se usan en la conservacion de grasas o jugos de frutas debido a las
propiedades antioxidantes de algunas polihidroxiflavonas. Entre otras aplicaciones, estan
la de los glicdsidos de dihidrochalconas como edulcorantes, de rotenona como insecticida,

etc (1s).

Accion Farmacoldgica: Es extensa y variada, son bien conocidas sus actividades
contra la fragilidad capilar (bioflavonoides del género Citrus. rutina y derivados),
dilatadores de las coronarias (proantocianinas de Crataegus, Arnica y Gingko),
espasmolitica (glicésidos de apigenina), antihepatotdxica (silimarina de Silybum),
colerética, estrogena y diurética. Destaca asimismo la actividad antimicrobiana de
flavonoides prenilados y otros fenoles y la accidn fungitoxica de isoflavonas, como las de

algunas especies de Lupinus (is).

3.5 Tamizaje Fitoquimico

El Tamizaje (screening) fitoquimico es una de las etapas iniciales de la investigacion
fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales grupos de
constituyentes quimicos presentes en una planta y a partir de alli, orientar la extraccién
y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés.
Consiste en la extraccion de la planta con disolventes apropiados y la aplicacion de
reacciones de coloracion y analisis por cromatografia en capa fina. Debe permitir la

evaluacion rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costogis).

3.6 Cromatografia en Capa Fina

La cromatografia en capa fina consiste en la separacion de los componentes de una
mezcla a través de la migracidon diferencial sobre una capa fina de adsorbente, retenida
sobre una superficie plana. Una solucidén de la muestra que va a ser analizada se aplica

por medio de un capilar sobre la superficie de un adsorbente inerte (silica, alimina, etc)



distribuido sobre una placa de vidrio o aluminio. La placa se coloca verticalmente dentro
de una camara previamente saturada con el vapor del eluente adecuado, de tal forma que
la parte inferior de la placa que contiene la muestra entre en contacto con la fase movil. El
eluente migra por capilaridad en la placa cromatografica, separando por migracion
diferencial los diversos componentes de la mezcla. Después que ha ocurrido, se evapora el
eluente y la placa se analiza utilizando luz UV o luz Visible, o aplicando reactivos que dan
como resultado reacciones de coloracion con las sustancias contenidas en la mezcla

analizada(is).

El Rf: Factor de retencion, es la medida de la migracion de una sustancia determinada en

un disolvente dado.

Rf: Distancia recorrida por la sustancia

Distancia recorrida por el disolvente

3.7 Métodos Espectroscopicos De Andilisis

Los métodos de andlisis que se basan en la medicién de la luz y otras formas de radiacion
electromagnética son los que mas se utilizan en la quimica analitica. La espectroscopia es
una ciencia que estudia las interacciones que suceden entre la radiacion y la materia. Los
métodos espectroscopicos de analisis miden la cantidad de radiacién producida o
absorbida por las especies atdmicas o moleculares que se analizan. Estos métodos
también se clasifican de acuerdo con la regidn del espectro electromagnético que se utiliza
para hacer la medicidén. Estas regiones incluyen los rayos y, X, ultravioleta (UV), visible,

infrarrojo (IR), las microondas y radiofrecuencias (RF) (17).

3.7.1 Espectrofotometria UV-Visible

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucion. Se basa en que las moléculas absorben las
radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de
forma lineal de la concentracion. Para hacer este tipo de medidas se emplea un



espectrofotémetro, en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa

por una solucién y medir la cantidad de luz absorbida por la misma (17).

3.7.1.1 Absorcion de la Luz

En espectroscopia el término luz no sdlo se aplica a la forma visible de radiacion
electromagnética, sino también a las formas UV e IR, que son invisibles. En
espectrofotometria de absorbancia se utilizan las regiones del ultravioleta (UV cercano, de
195-400 nm) y el visible (400-780 nm) (7).

La regidén UV se define como el rango de longitudes de onda de 195 a 400 nm. Es una
regidon de energia muy alta. Provoca dafo al ojo humano asi como quemadura comun. Los
compuestos con dobles enlaces aislados, triples enlaces, enlaces peptidicos, sistemas
aromaticos, grupos carbonilos y otros heteroatomos tienen su maxima absorbancia en la
region UV, por lo que ésta es muy importante para la determinacién cualitativa y
cuantitativa de compuestos organicos. Diversos factores -como pH, concentracion de sal y
el disolvente- que alteran la carga de las moléculas, provocan desplazamientos de los
espectros UV. La fuente de radiacidn ultravioleta es una lampara de deuterio (17).

En la regidn visible apreciamos el color visible de una solucién y que corresponde a las
longitudes de onda de luz que transmite, no que absorbe. El

color que absorbe es el complementario del color que transmite. Por tanto, para realizar
mediciones de absorcidn es necesario utilizar la longitud de onda en la que absorbe luz la
solucion coloreada. La fuente de radiacion visible suele ser una lampara de tungsteno y no

proporciona suficiente energia por debajo de 320 nm (17).

Cada especie molecular tiene la capacidad de absorber su propia frecuencia caracteristica
de la radiacion electromagnética. Este proceso transfiere energia a la molécula y provoca
una disminucidn en la intensidad de la radiacion electromagnética incidente. Por
consiguiente, la absorcion de la radiacidén atenla el rayo incidente de acuerdo con la Ley
de Lambert y Beerqy).

3.7.1.2 La Ley de la Absorcion



La ley de la absorcion, también conocida como Ley de Lambert y Beer, o simplemente Ley
de Beer, da informacién cuantitativa de cdmo es que la atenuacion de la radiacién
depende de la concentracién de las moléculas que la absorben y de la distancia que
recorre el rayo en el medio absorbente. Cuando la luz atraviesa una solucion de analito, la
intensidad de la radiacién disminuye como consecuencia de la excitacion del analito.
Cuanto mayor sea la trayectoria del rayo en la solucion de analito de una concentracién

dada, habra mas especies que absorban la radiacion y la atenuacidon serd mayor (17).

La transmitancia T de la solucion, es la fraccion de radiacidn incidente que transmite la
solucién y la absorbancia A de una solucion esta relacionada con la transmitancia en forma
logaritmica, pues el aumento de la absorbancia de una solucion se acompana de una
disminucion en la transmitancia. Los primeros instrumentos venian equipados con escalas
lineales de transmitancia; los instrumentos modernos traen escalas lineales de absorbancia

y algunos tienen una computadora que calcula la absorbancia a partir de mediciones (17).

3.7.1.3 Instrumentaciéon para la medicion de absorbancias de la luz visible vy

ultravioleta: espectrofotometro UV-visible

La medicion de absorbancia de la luz por las moléculas se realiza en unos aparatos
llamados espectrofotdmetrosver anexo no.4). AUNque pueden variar en disefio, en especial con
la incorporacion de ordenadores para el andlisis de datos, todos los espectrofotémetros
constan de:
1. Una fuente estable de energia radiante
2. Un selector de longitud de onda que aisla un regién limitada del espectro para
hacer la medicion
Uno o mas recipientes para la muestra
4. Un detector de radiacién, que convierte la energia radiante en una senal eléctrica
que puede medirse
5. Un sistema que procesa y lee la sefhal que consta, actualmente, de una

computadoray).



4. JUSTIFICACION

Hoy en dia la poblacion guatemalteca, recurre al uso de plantas a las que popularmente se
les atribuyen propiedades curativas para el tratamiento de dolencias o enfermedades, el
uso de estas plantas se debe principalmente al bajo costo, la alta accesibilidad que

poseen, asi como las propiedades populares atribuidas, tal es el caso de la calahuala.

Esta planta se encuentra dentro de la diversidad de flora que posee Guatemala.
Polypodium triseriale, esta incluida con otras dos especies (P. pseudoaureum y P.
decumanum) en el complejo conocido como calahuala, las tres pertenecientes al grupo de
las Polipodiaceas. Este complejo se utiliza popularmente como antiinflamatorios y para

mantener un buen riego sanguineo disminuyendo el colesterol.

La evaluaciéon para la comparacion de los componentes quimicos de las dos diferentes
partes de la planta seleccionada en la realizacién de los extractos se justifica debido a que
es de gran interés determinar si los componentes, concentracion y tipos de metabolitos
presentes en los extractos obtenidos de la raiz de la calahuala (Polypodium triseriale) son
iguales o diferentes en relacién con los obtenidos de la fronda de la calahuala (A.

triseriale) sin variar la metodologia utilizada para la preparacion de los extractos.

El andlisis de la tercera especie de este complejo, Polypodium triseriale es de gran
importancia para poder establecer si poseen el mismo componente quimico las tres
especies y confirmar sus particularidades medicinales especificando qué parte de la planta

contiene mayor cantidad de estos metabolitos.



5. OBJETIVOS

5.1General

Caracterizar fitoquimicamente y cuantificar flavonoides totales por medio de
espectrofotometria UV, en el extracto etandlico de rizoma y fronda de ~.

triseriale.

5.2Especificos

5.2.1 Caracterizar mediante tamizaje fitoquimico los metabolitos secundarios

presentes en las especie P. triseriale del complejo calahuala.

5.2.2 Cuantificar los flavonoides totales presentes en rizoma y fronda de A.

triseriale.

5.2.3 Determinar si los metabolitos secundarios presentes en P. triseriale son los
mismos que se encuentran en las otras dos especies pertenecientes al

complejo calahuala (P. pseudoaureum y P. decumanum).



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Universo de trabajo:

Se seleccionara el rizoma y la fronda de A. triseriale, la cual se colecté de poblaciones
silvestres, bajo manejo e identificacion de un botanico especialista de FAUSAC (Ing.

Vicente Martinez).

6.2 Poblacion:

Frondas y Rizomas de P. triseriale silvestre de Alta Verapaz y Petén.

6.3 Mvuestra:

Una Fronda y Rizoma de P. triseriale silvestre de Alta Verapaz y Petén.

6.4 Unidad Experimental:

Extractos etandlicos de rizoma y fronda de P. triseriale (calahuala).

6.5 Diseno de Estudio:

6.5.1 Tipo de estudio: Descriptivo.

6.5.2 Disefio del muestreo: Muestreo por conveniencia.

6.5.3 Andlisis de Resultados: El analisis de los datos se hara de forma descriptiva. Se hara
una replica por triplicado de la fronda y rizoma de la calahuala (Polypodium
triseriale) para determinar la concentracidon y tipos de metaboliltos presentes en
estas mediante un andlisis de la media y desviacidn estandar.

Los resultados obtenidos se compararan con estudios previos elaborados para las
otras dos especies pertenecientes al complejo (P. pseudoaureum y P. decumanum),
determinando de este modo si los metabolitos presentes en las tres especies son los

mismos.

6.6 Recursos:

6.6.1 Humanos:
6.6.1.1 Autora:



Br. Elvira Ludivid Matias Herrera
6.6.1.2 Asesora:
Licda. Sully Cruz
6.6.1.3 Revisora:
Licda. Beatriz Eugenia Medinilla Aldana
6.6.2 Institucionales:
e Universidad de San Carlos de Guatemala (USAC), Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia
e Laboratorio de Productos Naturales (LIPRONAT)

e Facultad de Agronomia (Coleccidn de especies de calahuala)

6.7 Materiales y Equipo:

6.7.1 Equipo:
e Tamiz
e Percolador de acero inoxidable
o Evaporador rotatorio BUCHI
e Bomba de vacio BUCHI
e Baldn para evaporador rotatorio de 500ml con boquilla No. 29/32
e Balanza analitica digital DENVER
e Balanza semianalitica digital DENVER
e Campana de extraccidon de gases marca LABCONCO
e Espectrofotometro UV-visible
e Desecadora
e Lampara de luz ultravioleta de ondas corta y larga
e Manta Eléctrica
e Reflujo
e Estufa
e Termdmetro
e Manguera de vacio
e Embudo
e Camara Cromatografica

e Cromatofolios de silicagel 60 Fzs4



e Micropipetas de 5uL

e Atomizadores para cromatografia en capa fina
e Refrigeradora

e Papel filtro Whatman No. 1

e Balones aforados de 100 y 50ml

e Bafio de Maria

e Cristaleria y material de laboratorio en general

6.7.2 Reactivos:

e Reactivos cromdgenos diversos.
e Estandares para cromatografia y espectrofotometria UV-VIS.
e Disolventes para extracciones, cromatografia en capa fina y analisis en

espectrofotometria UV-VIS.

6.8 Métodos:

6.8.1 Seleccion de Material:

Seleccionar y cosechar material sano de rizoma y fronda de P. triseriale, obtenido de la

coleccion de calahualas de FAUSAC.
6.8.2 Secado y Almacenamiento:

Colocar la planta en bandejas con papel Kraft y ponerlas en horno de conveccion de aire
forzado, remover la planta cada cierto tiempo, la humedad de almacenamiento no debe
ser mayor de 10% para rizomas y no mayor de 12% las frondas. Guardar en bolsa plastica

e identificar las bolsas adecuadamente (15
6.8.3 Cortado:

Cortar con tijeras el rizoma en partes pequenas aproximadamente de 1 cm de largo y
colocar el material en una bolsa plastica debidamente identificadas).

6.8.4 Tamizado:



Pasar las frondas secas por el tamiz No. 5. Y colocar el material vegetal en una bolsa

plastica debidamente identificada.
6.8.5 Percolacion:

En percolador previamente preparado con algodén y papel filtro colocar la planta cortada y
tamizada, agregar el solvente extractor, en este caso etanol al 50%, dejar por encima de
la planta y dejar reposar por el tiempo necesario (24 horas) @s).

6.8.6 Preparacion del extracto:

Se concentrara en rotavapor hasta obtencion del extracto.

6.9 Tamizaje Fitoquimico A Través De Ensayo Macro y
Semimicrogs):
Se realizan ensayos macro y semimicro en los que se evalla la formacion de precipitado y

complejos coloreados.  Se utilizan técnicas de cromatografia en capa fina (CCF)

convencionales para la caracterizacién fitoquimica.

6.9.1 Investigacion de alcaloides:

Ensayos macro y semimicro: Pesar 1g de material vegetal. Agregar 2 gotas de solucion de

hidréxido de amonio al 10% (p/v), luego anadir 25mL de metanol a 60°C. Filtrar con
papel filtro Whatman 1 y acidificar el filtrado con acido clorhidrico 2 N. La solucion

resultante dividirla en 4 tubos y evaluar de la siguiente manera:

Tubo 1: agregar 5 gotas del reactivo de Mayer’s. (Color blanco a crema).
Tubo 2: agregar 5 gotas del reactivo de Dragendorff. (Color rojo a naranja).
Tubo 3: agregar 5 gotas del reactivo de Wagner. (Color marrdn).

Tubo 4: testigo.

Usar como estandar soluciones al 1% de atropina y papaverina. Observar durante 2 horas

la existencia de precipitados, turbidez o precipitacién de complejos en los tubos.



Preparacion de Reactivos:

Mayer’s (yoduro de mercurio y potasio)
a. 1.36g de HgCl, /60mL H,O
b. 5g KI/ 10mL H,O
C. Mezclar y diluir a 100mL.

Dragendorff (yoduro de bismuto y potasio)
a. 89 Bi(NOs)3 5 H20 / 20mL HNO3
b. 27.2g KI / 50mL H;0O

c. Mezclar, reposar, decantar sobrenadante. Diluir a 100mL.
Wagner (yodo-yoduro de potasio)
a. 1.27gL, + 2gKI/5mLH;0O

b. Diluir a 100mL.

Cromatografia en capa fina: Pesar 1g de material vegetal seco y molido, agregar 1mL de

hidréxido de amonio al 10% (p/v) y extraer con 5mL de metanol. Colocar en bafio maria a
60°C durante 5 minutos. Filtrar y concentrar. Aplicar en una placa de silica gel 60 Fjss,
utilizando como estandar una solucién de atropina y papaverina al 1 por ciento en metanol
(10pL).

Fase movil: tolueno-acetato de etilo-dietilamina (70:20:10); acetato de etilo-metanol-
agua (100:13.5:10), cloroformo- dietilamina (90:10); acetona-agua-amonio concentrado
(90:7:3)

Deteccidn:
v Sin tratamiento quimico: UV 254nm fluorescencia, UV 365nm algunos fluorescen
azul o amarillo.
v Reactivo de Dragendorff: zonas cafés o naranjas en visible, los colores no son
estables.



6.9.2 Investigacion de saponinas:

Test de espuma:

Tubo 1: 100mg de material vegetal pulverizado y seco.
Tubo 2: 2mL de control de saponinas (0.5 %).

Tubo 3: 2mL de agua.

A cada tubo se le adiciona 10mL de agua destilada. Calentar en bafio de maria (60°C)
durante 30 minutos. Enfriar, tapar los tubos, agitar vigorosamente 30 a 40 segundos.
Dejar reposar los tubos durante 30 minutos, observar la formacidon de capa de espuma. Si
una capa de espuma mayor de 3cm persiste en la superficie liquida después de 30

minutos se presume la presencia de saponinas.

Cromatografia en capa fina: 2g de material vegetal seco, se extraen con 10mL de etanol

al 70% con reflujo por 10 minutos. Evaporar a 5mL y proceder a aplicar 25-40uL en una
cromatoplaca de silicagel 60 F.s4. Estandar de saponinas al 0.1 por ciento en metanol
(10uL).
Fase movil: cloroformo-metanol-agua (64:50:10), n-butanol-acido acético-agua
(50:10:40).
Deteccidn:

v Reactivo de sangre, zonas hemoliticas blancas en fondo rojo.

v" (Reactivo de Liebermann-Burchard: UV-365 o VIS zonas azules y verdes de

saponinas esteroidales, rojas y violetas de triterpenoides).
v" (Reactivo de Komarowsky: zonas azules, amarillas y rojas). (Vainillina-acido

sulfdrico y anisaldehido-acido sulfurico: zonas azules, violetas, amarillentas).

6.9.3 Investigacion de taninos:

Ensayos macro y semimicro: Extraer 10g de material vegetal pulverizado con 30mL de

etanol o metanol al 80 por ciento, filtrar y evaporar a sequedad. Anadir 25mL de agua
caliente al residuo y agitar con varilla y dejar enfriar. Agregar 1mL de solucién de cloruro

de sodio al 10 por ciento y filtrar. Adicionar 3mL del filtrado a 4 tubos de ensayo:

Tubo 1: testigo.



Tubo 2: agregar 4 a 5 gotas de solucidn de gelatina al 1 por ciento (p/v).
Tubo 3: agregar 4 a 5 gotas de gelatina-sal (1 por ciento de gelatina y cloruro de
sodio al 10%).
Tubo 4: agregar 3 a 4 gotas de solucidn de cloruro férrico al 10 por ciento (p/v).
Deteccion:
v Observar la formacion de precipitado y/o cambio de coloracion.

v Con cloruro férrico: grisaceo-negro: catecol; negro-azulado: pirogalol.

6.9.4 Investigacion de flavonoides y antocianinas:

Ensayos macro y semimicro: Extraer 3g de material vegetal pulverizado con 10mL de
etanol o metanol al 80 por ciento, filtrar y concentrar. Enfriar a temperatura ambiente y
triturar el residuo con 15mL de éter de petrdleo hasta que la extraccidon sea incolora.
Disolver el residuo en 30mL de metanol al 80 por ciento, filtrar y dividir en 5 tubos:

Tubo 1: agregar 0.5mL de acido sulfurico concentrado.

Tubo 2: agregar 3 a 5 gotas de cloruro férrico al 10 por ciento (p/v).

Tubo 3: agregar 0.5mL de acido clorhidrico concentrado y calentar en bafio de maria por
5 minutos (prueba para leucoantocianinas).

Tubo 4: agregar magnesio metalico y 0.5mL de acido clorhidrico concentrado.

Tubo 5: agregar un alcali a un extracto acuoso.

Tubo 6: agregar solucién de acido bdrico en anhidrido acético.

Tubo 7: testigo.

Deteccion:
v Evaluar las reacciones, cambios de color y/o formacion de precipitado comparados
con el testigo.
v' Desarrollo inmediato de color flavonas y flavonoles (amarillo a rojo), flavanonoles
(rojo a magenta), flavanonas (rojo, magenta, violeta, azul), isoflavonas (amarillo);

isoflavononas, chalconas y auronas no dan coloracion.

Cromatografia en capa fina: Extraer 1g de material vegetal seco pulverizado con 10mL de

metanol por 5 minutos en bafio de maria a 60°C. Filtrar la solucién y aplicar sobre las



cromatoplacas de silicagel 60 F;s4. Como estandar emplear solucion de flavonoides al 0.05
por ciento en metanol (10 pL). (Quercetina, rutina, acido clorogénico, hiperdsido).

Fase movil: acetato de etilo-acido férmico-acido acético glacial-agua (100:11:11:27), n-
butanol-acido acético-agua (40:10:50); acetato de etilo-acido formico-acido acético

glacial-etilmetilcetona-agua (50:7:3:30:10)

Deteccion:
v Sin tratamiento quimico: UV 254nm fluorescencia, zonas azules o amarillas. UV
365nm, dependiendo la estructura fluorescen amarillo, azul o verde.
v" Reactivo de Productos Naturales (NP/PEG). Fluorescencia intensa en UV-365nm.
Solucidn 1: solucién metandlica al 1 por ciento de difenilboriloxietilamina (NP).
Solucidén 2: solucién etandlica al 5 por ciento de polietilenglicol 4000 (PEG).

Aplicar a la placa vapores de amoniaco para intensificar el color de las manchas.

6.9.5 Investigacion de antraquinonas:

Prueba de Borntréger: Extraer 3g de material vegetal pulverizado con 10mL de etanol al

80 por ciento, filtrar y concentrar en bafio de maria (60°C). Disolver el residuo con 30mL
de agua destilada y filtrar. Extraer con 10mL de benceno. A la fase bencénica afiadir 5mL
de solucion de test de amonio y agitar. Observar cambios de color en la fase alcalina

(color rojo, rosado: positivo).

Prueba de Bortranger modificado: Calentar 0.3g de material vegetal pulverizado con 10mL

de hidroxido de potasio alcohdlico 0.5 N y 1mL de perdxido de hidrégeno al 3 por ciento y
calentar 10 minutos en bafio de maria a 60°C. Afadir 10 gotas de acido acético glacial
para acidificar. Extraer con 10mL de benceno. A la capa bencénica adicionar 5mL de
solucién de prueba de amonio y agitar. Observar cambios de color en fase alcalina (color

rojo, rosado: positivo).

Cromatografia en capa fina: Extraer 0.5g de material vegetal seco pulverizado con 5mL

de metanol en baifo maria (60°C) por 5 minutos. Filtrar y aplicar 10uL en la cromatoplaca

de silicagel 60 Fjss.



Estandar: solucion al 0.1 por ciento en metanol de antraquinonas (10uL). (Aloina,

flangulina A/B, glucofrangulina A/B y sus agliconas, reina, aloe-emodina, extracto de sen)

Fase movil: acetato de etilo-metanol-agua (100:17:13), acetato de etilo-metanol-agua
(100:13.5:10).

Deteccion:
v' Sin tratamiento quimico: UV 254nm fluorescencia, UV 365 nm fluorescencia
amarilla o rojo-café.

v Solucion etandlica de hidréxido de potasio al 5 o 10 por ciento.

<\

Antraquinonas: zonas rojas en visible y fluorescencia roja en UV-365 nm.
v' Antronas y antranolas: zona amarillas en visible y fluorescencia amarilla en UV-365
nm.

6.9.6 Investigacion de cumarinas:

Ensayos macro y semimicro. Medir 5 mL de extracto vegetal metandlico. Agregar 1 mL de

agua destilada hirviendo. Con un capilar aplicar 2 manchas en papel filtro. A una mancha
agregar 1 gota de hidroxido de potasio 0.5N, observar bajo luz UV de 365 nm

(fluorescencia azul o verde: positivo).

6.9.7 Investigacion de principios amargos:

Cromatografia en capa fina: Calentar 1g de material vegetal con 10mL de metanol en

bafio de Maria a 60°C por 10 minutos. Evaporar y filtrar a 2mL. Aplicar en la

cromatoplaca. Estandar: artemisina al 1 por ciento en metanol (20uL).

Fase mdvil: acetato de etilo-metanol-agua (77:15:8) y cloroformo-metanol (95:5).

Deteccion:
v" Vainillina-acido sulfurico, anisaldehido-acido sulfirico. Zonas rojas-violetas, cafés-
rojas, azules-verdes.

v (Reactivo de Liebermann-Buchard: UV-365nm: gris, café; VIS: café oscuro, gris).

6.10 Cuantificacion de flavonoides totales:



Segun Farmacopea Brasilefia: .

Preparacion de la solucion de dcido acético en Metanol (5%)

Anadir 5 ml de acido acético a 100ml de metanol.

Preparacion de la solucion de cloruro de aluminio SR (2%)

Disolver 2 g de cloruro de aluminio en 100 ml de una solucién de acido acético en

metanol.

Preparacion de la solucion acuosa de metenamina (0.5%)

Pesar 5 g de metenamina y disolver en 1 litro de agua.

Preparacién de la solucion madre

v
v
v

Pesar exactamente 0.4 g de droga pulverizada (800um)

Colocar la muestra en un balén de fondo redondo de 100 ml para reflujo.

Anadir 1 ml de soluciéon acuosa de metenamina SR, 20 ml de acetona y 2 ml de
acido clorhidrico.

Calentar en bafio maria, bajo reflujo durante 30 minutos.

Filtrar la mezcla con algodén en bafio volumétrico de 100 ml.

Regresar el residuo de la droga y el algoddn al balon de fondo redondo y adicionar
20 ml de acetona.

Calentar hasta ebullicion bajo reflujo durante 10 minutos, filtrar con algoddn en el
balén de fondo redondo para reflujo y adicionar 20 ml de acetona.

Calentar nuevamente bajo reflujo por 10 minutos.

Filtrar de nuevo recibiendo el filtrado en el mismo balén volumétrico de 100 ml
(junto con los demas filtrados).

Llevar estos filtrados a temperatura ambiente y ajustar el volumen hasta 100 ml
con acetona (solucién A).

En una ampolla de decantacion tratar 20 ml de la solucién A con 20 ml de agua y
extraer con 15 ml de acetato de etilo.

Extraer 3 veces mas con porciones 10 ml de acetato de etilo.

Reunir las porciones de acetato de etilo y lavarlas con 2 porciones de 50 ml de

agua fria.



v Transferir las porciones de acetato de etilo a un balén aforado de 50 ml y llevar

hasta el volumen con acetato de etilo.

Preparacion de la Muestra:
v Transferir 10 ml de la solucién madre a un balén aforado de 25 ml.
v" Adicionar 1 ml de reactivo de cloruro de aluminio SR y completar el volumen

con solucion metandlica de acido acético.

Preparacién de Solucidén Blanco:
Transferir 10 ml de acetato de etilo en un balén aforado de 25 ml y llevar a volumen con

una solucion metandlica de acido acético.

Procedimiento:

Medir la absorbancia de la solucidon muestra a 425 nm 30 minutos después de su
preparacion, utilizando la solucidon blanco para ajuste de cero. Calcular el contenido de

flavonoides totales, segun la ecuacion:

Q= A * 62500
500 * m * (100 - Pd)

Donde:

Q = Flavonoides totales, expresados como quercetina (%)
A = Absorbancia de la solucion muestra

m = Peso de la droga vegetal

Pd = Porcentaje de humedad (%)



7.RESULTADOS

7.1 Secado de muestras y contenido de humedad

TABLA No.1 Porcentaje de humedad residual de frondas y rizomas después de

su tratamiento en el secador; medido con la balanza de humedad. (ver Anexo No.4, Fig.

No.2)

e e Hum_edad en Humedad en
Rizoma Fronda
Polypodium triseriale (Alta Verapaz) 7.86% 12.18%
Polypodium triseriale (Petén) 6.65% 11.86%

7.2 Tamizaje fitoquimico

7.2.1 Alcaloides en fronda y rizoma de Polypodium triseriale:

7.2.1.1 Ensayo Macro y semimicro:

En la prueba de alcaloides se observd una leve turbidez que con el tiempo se fue

minimizando en los cuatro extractos analizados (frondas y rizomas de los departamentos

de Alta Verapaz y Petén), por lo que las muestras dieron negativo para la prueba

preliminar, sin embargo en el cromatograma se detectaron dos alcaloides en las frondas

de Alta Verapaz y dos en las frondas de Petén.

TABLA No.2 Prueba de Alcaloides en Polypodium triseriale yer aexo No.4, Fig. No.3 y No.4)

Resultado de Caracterizacion
macro y semi micro, de
coloracion y precipitacion

Existencia de
Muestra de c Rf determinado en alcaloides
Polypodium triseriale BT [PRECTA T | LR Cromatografia en dentro de su
capa fina composicién
Fronda de Alta 0.14: 0.40 Si hay alcaloides
Verapaz Negativo Negativo Negativo T presentes
Rizoma de Alta No se observo No hay alcaloides
Verapaz Negativo Negativo Negativo ninguna banda presentes
, ‘ . . 0.37: 0.47 Si hay alcaloides
Fronda de Petén Negativo Negativo Negativo T presentes
Rizoma de Petén Negativo Negativo Negativo No se observé No hay alcaloides




| | | | | ningunabanda |  presentes

Negativo: No se observo cambio de coloracion y/o formacion de precipitado.

7.2.2 Taninos en fronda y rizoma de Polypodium triseriale:

7.2.2.1 Ensayo Macro y semimicro:
En la prueba de taninos existi6 un tenue cambio de coloracidon pero no se formd
precipitado, por lo que las muestras dieron negativo para esta prueba. (ver Anexo No.4, Fig. No. 5)
TABLA No.3 Prueba de Taninos en Polypodium triseriale

Resultado de Caracterizacion macro y semi
micro, de coloracion y precipitacion

Muestra de Polypodium | Gelatina al | Gelatina-sal | Cloruro férrico
triseriale 1% (1%, 10 %) al 10 %
Fronda de Alta Verapaz Negativo Negativo Negativo
Rizoma de Alta Verapaz Negativo Negativo Negativo
Fronda de Petén Negativo Negativo Negativo
Rizoma de Petén Negativo Negativo Negativo

Negativo: No se observo cambio de color y/o formacion de precipitado comparados con el testigo.

7.2.3 Flavonoides y Antocianinas en fronda y rizoma de Polypodium triseriale:

7.2.3.1 Ensayo Semimicro y flavonoides detectados por cromatografia en capa fina

(Ver Anexo No.4, Fig. No.6 y No.7)

TABLA No.4 Prueba de Flavonoides y Antocianinas en Polypodium triseriale

Resultado de Rf determinado . .
Y Posibles Flavonoides
Muestra de Caracterizacion macro y en
. . .. oy . dentro de su
Polypodium triseriale | semi micro, de coloracion | Cromatografia Yy
iy . composicion
y precipitacion en capa fina
Fronda de Alta Positivo 0.19: 0.70; 0.92 | MHiperosido; Acido
Verapaz Clorogénico; Rutina
Rizoma de Alta o No se observd No hay flavonoides
Positivo .
Verapaz ninguna banda presentes
) ] ] Hiperdsido; Acido
Fronda de Petén Positivo 0.20; 0'_58’ 0.65; Clorogénico; Quercetina;
0.71; 0.89 .
Rutina
. , " No se observo No hay flavonoides
Rizoma de Petén Positivo hinguna banda presentes

Positivo: Existié cambio de color y/o formacion de precipitado comparados con el testigo.




7.2.4 Antraquinonas en fronda y rizoma de Polypodium triseriale:

7.2.4.1 Ensayo Macro y semimicCro (ver Anexo No.4, Fig. No.8)

TABLA No.5 Prueba de Antraquinonas en Polypodium triseriale

Muestra de Polypodium

Resultado de
Caracterizacion macro y

Rf determinado en

triseriale semi micro, de coloracion y | Cromatografia en capa fina
precipitacion
Fronda de Alta Verapaz Negativo N b , . band
Rizoma de Alta Verapaz Negativo O S€ 0bSErVo ninguna banda,
Fronda de Peta Neaati unicamente la del estandar
.ron a de Pe e:n ega !vo (Hojas de sen)
Rizoma de Petén Negativo

Negativo: No se observo cambio de coloracién en fase alcalina, no hubo coloracién roja o rosada.

7.2.5 Cumarinas en fronda y rizoma de Polypodium triseriale:

7.2.5.1 Ensayo Macro y semimicCro (ver Anexo No.4, Fig. No.9)

TABLA No.6 Prueba de Cumarinas en Polypodium triseriale

Muestra de Polypodium
triseriale

Resultado de
Caracterizacion macro y
semi micro, de coloraciéon y
precipitacion

Color de Fluorescencia

Fronda de Alta Verapaz Positivo Verde claro
Rizoma de Alta Verapaz Positivo Ligeramente Celeste
Fronda de Petén Positivo Verde claro

Rizoma de Petén Positivo Ligeramente Celeste

Positivo: Se observo fluorescencia azul o verde al observar bajo luz UV de 365nm

7.2.6 Saponinas en fronda y rizoma de Polypodium triseriale:

7.2.6.1 Ensayo semimicro y saponinas detectadas por cromatografia en capa fina.

En la identificacion semimicro de saponinas, los extractos de las frondas de P, triseriale
presentaron abundante espuma que permanecidé por lo menos después de 1 hora. Capa
de espuma de 1.5 cm para fronda de Alta Verapaz y 1.3 cm para fronda de Petén. (ver anexo

No.4, Fig. No. 10 y No.11)




TABLA No.7 Prueba de Saponinas en Polypodium triseriale

Muestra de
Polypodium triseriale

Resultado de
Caracterizacion macro y
semi micro, de coloracion
y precipitacion

Rf determinado
en
Cromatografia
en capa fina

Existencia de
Saponinas dentro de
su composicion

Si hay saponinas

Fronda de Alta Verapaz Positivo 0.18; 0.81; 0.95
presentes
Rizoma de Alta Verapaz Negativo 0.20; 0.95 Si hay saponinas
presentes
, - 0.18; 0.36; 0.59; Si hay saponinas
Fronda de Petén Positivo 0.80; 0.95 presentes
Rizoma de Petén Negativo 0.20; 0.95 St hay saponinas
presentes

7.2.7 Principios Amargos en fronda y rizoma de Polypodium triseriale:

7.2.7.1 Principios amargos detectados por cromatografia en capa fina. (ver anexo No.4,

Fig. No.12)

TABLA No.8 Prueba de Principios Amargos en Polypodium triseriale

Muestra de

Polypodium triseriale

Rf determinado en
Cromatografia en capa
fina

Principios Amargos dentro
de su composicion

Fronda de Alta Verapaz

0.05; 0.29; 0.39; 0.51; 0.57;

Si hay principios amargos

0.63; 0.69; 0.99 presentes

Rizoma de Alta Verapaz 0.10 Sl hay principios amargos
presentes

, 0.04; 0.27; 0.37; 0.43; 0.47; Si hay principios amargos
Fronda de Peten | o4. 0 62: 0.69; 0.78; 0.99 presentes

Rizoma de Petén

No se detectd ninguna
banda

No hay Principios amargos
presentes




7.2.7 Metabolitos presentes en las especies pertenecientes al complejo calahuala

(P. pseudoaureum, P.decumanum y P. triseriale):

TABLA No. 9 Comparaciéon de metabolitos presentes las tres especies

pertenecientes al complejo calahuala:

METABOLITOS SECUNDARIOS EVALUADOS

Esp_eC|e del Alcaloides | Taninos FIavon_0|d_esy Antraquinonas | Cumarinas | Saponinas AT

complejo calahuala Antocianinas amargq

P. pseudoaureum 2 | Negativo | Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo Positive

P. decumanum isz Negativo | Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo Positivi

gg P. triseriale (rizoma) | Negativo |Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo Positive
2%
ET®

35 P. triseriale (fronda) Positivo | Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo Positive

()

7.3 Cuantificacion de flavonoides

Una vez obtenidas las muestras de acuerdo al procedimiento descrito en el inciso 6.7, se
procedid a hacer las lecturas, iniciando por el blanco para calibrar al aparato a cero y
concluyendo con las muestras.

Las tablas No.10, No.11, No.12 y No.13 relnen los elementos necesarios para obtener el
contenido total de flavonoides y presenta los resultados, luego de haber sido aplicada la

ecuacion correspondiente.



TABLA No.9 Porcentaje de flavonoides totales en fronda de Polypodium triseriale

expresados como quercetina (%) y elementos necesarios para realizar su

calculo. (region de Alta Verapaz)

Muestra Tipo Region de especie Absorbancia Muestra de Peso de la % de
P Polypodium triseriale correccion Muestra Humedad
A Fronda Alta Verapaz 0.9519 0.3991 0.4017 12.78
B Fronda Alta Verapaz 0.9322 0.6146 0.4126 12.78
C Fronda Alta Verapaz 1.0146 0.4288 0.4084 12.78
Media de Flavonoides totales expresados como quercetina (%) = 1.7104% +/- 0.5274
TABLA No.10 Porcentaje de flavonoides totales en fronda de Polypodium triseriale
expresados como quercetina (%) y elementos necesarios para realizar su
calculo. (region Petén)
. Region de especie . Muestra de Peso de la % de
bl Tipo Polypodium triseriale P B correccion Muestra Humedad
A Fronda Petén 0.9591 0.4122 0.4037 11.86
B Fronda Petén 1.0792 0.4885 0.4106 11.86
C Fronda Petén 1.0169 0.4302 0.4026 11.86
Media de Flavonoides totales expresados como quercetina (%) = 2.0095% +/- 0.0774
TABLA No.11 Porcentaje de flavonoides totales en rizoma de Polypodium triseriale
expresados como quercetina (%) y elementos necesarios para realizar su
calculo. (regién Alta Verapaz)
. Region de especie . Muestra de Peso de la % de
e RS Polypodium triseriale Bzl correccion Muestra Humedad
A Rizoma Alta Verapaz 0.0471 0.0310 0.4027 7.86
B Rizoma Alta Verapaz 0.0482 0.0294 0.4100 7.86
C Rizoma Alta Verapaz 0.0357 0.0094 0.4058 7.86

Media de Flavonoides totales expresados como quercetina (%) = 0.0682%



+/- 0.0176

TABLA No.12 Porcentaje de flavonoides totales en rizoma de Polypodium triseriale

expresados como quercetina (%) y elementos necesarios para realizar su

calculo. (region Petén)

Muestra Tino Region de especie Absorbancia Muestra de Peso de la % de
P Polypodium triseriale correccion Muestra Humedad

A Rizoma Petén 0.0350 0.0154 0.4141 6.65

B Rizoma Petén 0.0425 0.0235 0.4014 6.65

C Rizoma Petén 0.0488 0.0211 0.3989 6.65

Media de Flavonoides totales expresados como quercetina (%) =0.0731% +/- 0.0171



8. DISCUSION DE RESULTADOS

En la presente investigacion se realizo la caracterizacion fitoquimica de los extractos de
frondas y rizomas de Polypodium triseriale (calahuala) a nivel de laboratorio, para
determinar si hay o no diferencia en la composicion quimica de la P. triseriale proveniente
de dos departamentos de Guatemala (Alta Verapaz y Petén), asi como también se realizd
la cuantificacion por espectrofotometria UV de flavonoides totales presentes en dichos
extractos para establecer si las tres especies del complejo calahuala (P. pseudoaureum, P.
decumanum y P. triseriale) poseen estos metabolitos secundarios que son los
responsables de la actividad bioldgica atribuida a la planta. EI material se obtuvo de dos
departamentos de Guatemala, siendo éstos Alta Verapaz y Petén, estos departamentos

poseen el suelo caracteristico para el crecimiento de este helecho.(,3

El analisis de la humedad de la materia prima muestra no solo el contenido de agua, sino
de toda materia volatil que se elimina por calentamiento, esto conduce a la pérdida de
peso de la muestra. En la tabla No. 1 se muestran los resultados de contenido de
humedad de las frondas y rizomas de P. triseriale, en las cuales se observa que fueron las
frondas las que presentaron mayor porcentaje de humedad para los dos departamentos
estudiados. Este dato es de utilidad para los procesos siguientes, especialmente para la

cuantificacion del contenido total de flavonoides.

Como se puede observar en la tabla No.2, las frondas y rizomas de P. triseriale
reportaron resultados negativos en los ensayos macro y semi micro de coloracién y
precipitacion para alcaloides, sin embargo al realizar la cromatoplaca en capa fina, prueba
mas sensible para deteccion de metabolitos, se evidencid la presencia de dos alcaloides
para las frondas de los dos departamentos. Esté resultado coincide con lo reportado para

las otras dos especies del complejo calahuala (P. pseudoaureumy P. decumanum). o)

En la tabla No.3 se puede observar que tanto las frondas como los rizomas de la ~.
triseriale de los departamentos de Alta Verapaz y Petén, no presentaron taninos dentro de

su composicion, tras el analisis macro y semimicro de coloracion y precipitacion, lo cual no



coincide con las otras dos especies del complejo (P. pseudoaureum y P. decumanum)

segun lo reportado por la literatura.

La tabla No.4 muestra los resultados del analisis macro y semimicro para la detecciéon de
flavonoides y antocianinas en P. triseriale, los cuales fueron positivos en frondas y rizomas
de los dos departamentos en estudio. Estos resultados se confirmaron en la cromatografia
en capa fina que se realizd, donde se observd que Unicamente las frondas de los
departamentos en estudio, Alta Verapaz y Petén, presentaban bandas caracteristicas para
los estandares de flavonoides: rutina, hiperdsido, acido clorogénico, y quercetina. Los
rizomas de ambas regiones no presentaron ninguna banda en la cromatografia en capa
fina. Los resultados que presentaron las frondas de P. triseriale de los dos departamentos
en estudio, Alta Verapaz y Petén, coincidieron con lo que se ha publicado anteriormente

para las especies P. pseudoaureumy P. decumanum.is,23)

La importancia de dichos resultados refiere a los flavonoides identificados en las frondas
de P. triseriale, perteneciente al complejo calahuala (P. pseudoaureum, P. decumanum y

P. triseriale), ya que justifican las propiedades medicinales atribuidas.

La literatura reporta para los flavonoides que el acido clorogénico ha sido referido por
Stommel y Whitaker en el afio 2,0030, como uno de los agentes secuestradores de
radicales libres mas potentes con propiedades, antimutagénica, antimicrobiales, antivirales
y reductores del colesterol LDL. Muy importante también la rutina, entre cuyas
actividades, destacan las descritas por Mozobuchi et al. en 1,969, relacionadas con la
prevencion de la hipertension e infartos. Y por su parte, el hiperdsido, a sido reportado
por Zhiyong Liu, et al. en el afio 200532 como un efectivo antioxidante en células
cerebrales. Estos datos son importantes debido a que en este estudio se determiné la
presencia de estos tres tipos de flavonoides en las frondas de AP. triseriale de los dos
departamentos, Alta Verapaz y Petén.

En la tabla No.5 se muestra que segun los ensayos macro y semi micro de coloracion y
precipitacion para la determinacién de antraquinonas en frondas y rizomas de P, triseriale

de los dos departamentos en estudio, los resultados fueron negativos al realizar la prueba



de Borntrager, y esto pudo ser confirmado al realizar la cromatografia en capa fina y no
observarse ninguna banda. Este resultado coincide con lo reportado en la literatura para
las otras dos especies pertenecientes al complejo calahuala (P. pseudoaureum y P.

decumanum)..s)

La tabla No.6 muestra que las frondas y los rizomas de P. triseriale de las regiones de Alta
Verapaz y Petén reportaron presencia de cumarinas dentro de su composicion fitoquimica,

lo cual coincide con lo reportado para las especies P. pseudoaureumy P. decumanum. o)

Segun lo muestra la tabla No.7 en la identificacion de saponinas todas las muestras de A.
triseriale (frondas y rizomas de los departamentos de Alta Verapaz y Petén) evidenciaron
la espuma caracteristica del ensayo, y en la cromatografia en capa fina ambos rizomas de
las regiones en estudio, presentaron dos bandas con Rf de 0.20 y 0.95. La fronda de la
region de Alta Verapaz presento tres bandas (Rf de 0.18, 0.81 y 0.95), mientras que la de
Petén presento cinco bandas 0.18, 0.36, 0.59, 0.80 y 0.95 respectivamente. Estos
resultados afirman que tanto frondas como rizomas contienen saponinas, lo cual coincide

con lo reportado en la literatura para las otras dos especies del complejo calahuala.

En la tabla No.8 se muestran los resultados del ensayo macro y semimicro para la
deteccion de principios amargos utilizando como estandar de referencia Neurolaena
lobata, contenida en hojas de tres puntas, la cual presenta principios amargos. Las
frondas de P. triseriale provenientes de los departamentos en estudio y el rizoma del
departamento de Alta Verapaz si contienen principios amargos debido a que presentaron
bandas que coincidieron con el estandar. Por el contrario el rizoma de A. triseriale del
departamento de Petén no reporto ninguna banda en la cromatografia en capa fina, por lo
que no contiene principios amargos. Segun lo reportado para las especies P.
pseudoaureum y P. decumanum, estas contienen principios amargos dentro de su
composicion fitoquimica, por lo que no existe diferencia para las tres especies

pertenecientes al complejo calahuala.

En las tablas No. 10, No.11, No.12 y No.13 se expresan los resultados para la

cuantificacion de flavonoides totales expresados como porcentaje de quercetina mediante



espectrofotometria ultravioleta, de extractos de frondas y rizomas de P. triseriale de las
dos regiones en estudio. Estas revelan que son las frondas de A. triseriale las que tienen
una presencia mayor de flavonoides totales expresados como % de quercetina: frondas de
la regidon de Alta Verapaz (1.71% +/-0.5274); frondas de la region de Petén (2.01% +/-
0.0774), el porcentaje de quercetina en estas frondas no varian significativamente una
con respecto a la otra, sin embargo la diferencia es comprensible al relacionar el valor de
la absorbancia con el contenido de humedad de cada una de las muestras; ya que
mientras mayor fuera la humedad, menor contenido de materia seca se aportd en el
proceso de extraccion y fue precisamente P, triseriale de la regién de Petén la que
contenia menor humedad, y por lo tanto evidenci®6 mayor % de flavonoides totales

expresados como quercetina.

Los rizomas de P. triseriale de las dos regiones en estudio Alta Verapaz (0.068% +/-
0.0176) y Petén (0.073% +/- 0.0171), presentaron porcentajes muy bajos comparados
con los de las frondas, por lo que hay muy poca presencia de flavonoides en esta parte del

helecho.

Las frondas y rizomas de P. triseriale de las dos regiones en estudio (Alta Verapaz y Petén)
contienen flavonoides, sin embargo son las frondas de esta especie las que contienen un
porcentaje de 1-2% de flavonoides, metabolitos que justifican las propiedades medicinales

atribuidas.

Con el presente trabajo se confirma que A. triseriale, perteneciente al complejo calahuala
(P. pseudoaureum, P. decumanum y P. triseriale), contiene alcaloides, flavonoides y
antocianinas, cumarinas, saponinas y principios amargos como metabolitos secundarios, lo
cual ha sido reportado en la literatura para las especies de (P. pseudoaureum, P.
decumanum), por lo que esta planta puede ser utilizada popularmente sin distincién entre

las tres especies pertenecientes al complejo.
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9. CONCLUSIONES

Se identificd la presencia de alcaloides, cumarinas, saponinas, flavonoides y
principios amargos en las muestras de los extractos etandlicos de frondas y

rizomas de Polypodium triseriale.

Al comparar la composicion quimica de las frondas de P. triseriale de las dos
regiones estudiadas, Alta Verapaz y Petén, se observd que coincidian en el hecho

que ambas presentaron alcaloides, sin embargo difieren en el tipo de los mismos.

Los rizomas de P. triseriale de la regién de Petén, no presentaron principios

amargos en su composicion quimica.

En la fronda de Polypodium triseriale se encontrd hiperdsido, acido clorogénico,

quercetina y rutina, todos ellos flavonoides, con importante actividad bioldgica.

La fronda de PA. triseriale proveniente de Alta Verapaz presentd 1.71% de
flavonoides expresados como quercetina, y la proveniente de Petén presentd

2.01%, por lo que no existe una mayor diferencia entre los departamentos.

El contenido de los compuestos fendlicos (flavonoides) encontrados en las
frondas, difiere del encontrado en los rizomas, ya que en este Ultimo, se encontrd

menor porcentaje (0.07%) de los detectados en las frondas.

El extracto de Polypodium triseriale, al igual que las otras dos especies
pertenecientes al complejo calahuala (P. pseudoaureum y P. decumanum)
contienen los mismos metabolitos, ya que se confirmd lo reportado por la
literatura, se identificaron alcaloides, flavonoides y antocianinas, cumarinas,
saponinas y principios amargos en su composicion, sobre todo la presencia de

flavonoides en sus frondas.



10. RECOMENDACIONES

10.1 Realizar validaciones metodoldgicas de diferentes métodos de extraccion,

purificacion y cuantificacion de flavonoides para las especies de Calahuala.

10.2  Realizar la evaluacion farmacoldgica de los extractos alcohdlicos de fronda y
rizoma de P. pseudoaureum con el propdsito de validar las propiedades

medicinales que se le atribuyen popularmente.

10.3  Continuar con el estudio de las especies pertenecientes al complejo, ya que

son de gran utilidad para la poblacion.
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12. ANEXOS

Anexo No. 1 Ciclo de Reproduccion de los Pteridofitas

Cara infenor de un gametofito (protalo) amplificado

...y se transforma en
el garnetofito

La espora P’i*

Célula ovular

Arquegonio
germina
Rizoides Célula ovular antes
de la fecundacién
"> Liberacion de esporas
51
\ Esporangio 3
é GENERACION
GAMETORTA,
e HAPLOIDE diss
(e}
MEIOSIS FECUNDACION ol
__ Carainferior de
una fronda
Las células
espordgenas dentro GENERACION
de los esporangios ESPOROATA,
experimentan la DIPLOIDE
melosis A Espo(oﬁto
joven que
Soros AT emerge del
(masas de gametofito
A esporangios)
Fronda
/
Desarrollo del
Fase de voluta® esporofito
Helecho (esporofito
maduro)

Raices Fzoons

Fig. 26-11. Ciclo vital de los helechos. Notese |a alternancia de generaciones muy bien definida entre
las generaciones gametofita (protaio) y esporofita (planta con hojas). En los helechos, en la fecundacion
se requiere agua como medio de transporte para los espermatozoides.



Anexo No.2 Helechos y sus partes

Partes de un Helecho:

Tipos de Frondas:

Tripinada

Entera Pinada Bipinada




Anexo No. 2 Clasificacion de los Flavonoides
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Anexo No. 4 Tamizaje Fitoquimico de Polypodium triseriale

Figura No. 1 Polypodium triseriale

(c) Vista del envés de la fronda; se pueden apreciar las hileras de soros. (d) Rizomas de P. triseriale

Figura No. 2 Secado de muestras P. triseriale




Figura No. 3 Ensayo macro y semimicro para deteccidn de alcaloides en A. triseriale

(a) Inicial (b) Después de 2 horas

Figura No. 4 Cromatografia en capa fina para deteccion de alcaloides en A. triseriale

Fase Movil: tolueno-acetato de etilo-dietilamina(70:20:10),Revelador: Reactivo de dragendorff vy

acido sulftrico concentrado para intensificar el color de las manchas.

Fronda Fronda Rizoma Rizoma papaverina
Alta V. petén

A continuacidn se presenta la interpretacion de la cromatoplaca, para la descripcion de los
extractos de frondas y rizomas de P. triseriale (Alta Verapaz y Petén).

Fronda P. triseriale Alta Verapaz presento Fronda P. triseriale Petén presentd
dos bandas con los siguientes Rfs: dos bandas con los siguientes Rfs:

Rf 1=0.14 2=0.4 Rf 3=0.37 4=0.47
Coloracion | Naranja Naranja Coloracion | Naranja Naranja

Los dos estandares produjeron un Rf cada uno con coloracidon naranja, atropina = 0.19 y
papaverina=0.47



Figura No. 5 Ensayo macro y semimicro para deteccidn de taninos en P. triseriale

Figura No. 6 Ensayo macro y semimicro para deteccién de flavonoides y antocianinas

en P. triseriale
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Figura No. 7 Cromatografia en capa fina para deteccion de flavonoides en P. triseriale
Fase Movil: acetato de etilo-acido formico-acido acético glacial-agua (100:11:11:27), Revelador:
Reactivo de productos naturales (NP/PEG) y Vapores de amoniaco para intensificar el color de las

manchas.

&

STD RS TD STD
O o a o

Pelypediam isenale Estandares flavonoides

A= P. triseriale fronda Alta Verapaz; B= P. triseriale rizoma Alta Verapaz, C= P. triseriale fronda Petén; D=P,
triseriale rizoma Petén; STD 1= Estandar Quercetina; STD 2= Estandar de Rutina; STD 3= Estandar de Acido

clorogénico, STD 4= Estandar de Hiperdsido, STD 5= Estandar Mezcla de Rutina e Hiperosido.

A continuacion se presenta la interpretacion de la cromatoplaca, para la descripcion de los

extractos de frondas y rizomas de P. triseriale (Alta Verapaz y Petén).

Las muestras produjeron los siguientes Rfs:



(A)= Fronda P. triseriale Alta Verapaz, presentd tres bandas con los siguientes Rfs

Rf 1=0.19 2=0.70 3=0.89

Coloracion | Celeste Celeste Celeste

(C)= Fronda P. triseriale Petén, presentd cinco bandas con los siguientes Rfs
Rf 4=0.20 5=0.58 6=0.65 7=0.71 8=0.89

Coloracion | Celeste Celeste Celeste Celeste Celeste

Los Rizomas de P. triseriale de la region de Alta Verapaz (B) y Petén (D) no presentaron

ninguna banda en la cromatoplaca.

Los 5 estandares produjeron los siguientes Rfs:

ESTANDAR RF COLORACION
STD 1= quercetina 9=0.79 Naranja fluorescente
10=0.46 Naranja fluorescente
STD 2= rutina 11=0.58 Naranja tenue
12=0.73 Naranja tenue
STD 3= 4cido 13=0.10 Celeste fluorescente
clorogénico 14=0.59 Celeste fluorescente
15=0.85 Celeste fluorescente
STD 4= hiperosido 16=0.71 Naranja
STD 5= mezcla de 17=0.51 Naranja
Rutina e Hiperdsido 18=0.66 Naranja tenue

Figura No. 8 Ensayo macro y semimicro para deteccion de Antraquinonas en P,

triseriale

(a) P. triseriale de la region de Petén (b) P. triseriale de la region de Alta Verapaz



Figura No. 9 Ensayo macro y semimicro para deteccion de cumarinas en P. triseriale

A= fronda P. triseriale regién Alta Verapaz
B= rizoma P. triseriale region Alta Verapaz
C= fronda P. triseriale region Petén
D= rizoma P. triseriale region Petén

Figura No.10 Ensayo macro y semimicro para deteccion de Saponinas en P. triseriale

g‘ |
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Figura No. 11 Cromatografia en capa fina para deteccion de saponinas en P. triseriale
Fase Mdvil: n-butanol-acido acético-agua (50:10:40), Revelador: anisaldehido-acido sulfdrico

e o3 e oo m standar 1 %) Estandar 0.5%|
Alta Verapaz Alta Verapaz Petén

Polypodium triseriale

(a) Cromatoplaca de Saponinas en UV

Rizoma Fronda Rizoma F’ ”:"_" m Jrssawasaios |
d/ta Verapaz /ta Verapaz Petén ibaned

Estandar Saponinas

Polypodium triseriale

(b) cromatoplaca de saponinas



A continuacion se presenta la interpretacion de la cromatoplaca, para la descripcion de los
extractos de frondas y rizomas de P. triseriale (Alta Verapaz y Petén). La altura del frente

alcanzd un desplazamiento de 8.4 cm.

(A)= Rizoma P. triseriale Alta Verapaz, presentd dos bandas con los siguientes Rfs

Rf 1=0.20 2=0.95

Coloracion | Violeta Violeta

(B)= Fronda A. triseriale Alta Verapaz, presentd tres bandas con los siguientes Rfs
Rf 3=0.18 4=0.81 5=0.95

Coloracion Violeta Violeta Violeta

(C)= Rizoma P. triseriale Petén, presentd dos bandas con los siguientes Rfs

Rf 6=0.20 7=0.95

Coloracion | Violeta Violeta

(D)= Fronda A. triseriale Petén, presento cinco bandas con los siguientes Rfs

Rf 8=0.18 9=0.36 10=0.59 | 11=0.80 12=0.95

Coloracion Violeta Violeta Violeta Violeta Verde-violeta

Los estandares produjeron los siguientes Rfs:
(S)= Estandar de saponinas 0.5% presentd dos bandas con los siguientes Rfs 13=0.19,
14=0.37, con coloracion violeta.

(S)= Estandar de saponinas 1.0% presentd dos bandas con los siguientes Rfs 15=0.19,
16=0.37, con coloracion violeta.



Figura No. 12 Cromatografia en capa fina para deteccién de principios amargos en P.
triseriale

Fase Movil: acetato de etilo-metanol-agua (77:15:8), Revelador: Vainillina-acido sulftrico

m Neurclena
Fronda Rizoma Fronda Lobata
Alta Verapaz Alta Verapaz Petén en

Estandar

Polypodium triseriale Frinciplos sliiatyes

A continuacidn se presenta la interpretacion de la cromatoplaca, para la descripcion de los
extractos de frondas y rizomas de P. triseriale (Alta Verapaz y Petén).
Las muestras produjeron los siguientes Rfs:

(A)= Fronda P. triseriale Alta Verapaz, presentd siete bandas con los siguientes Rfs

Rf 1=0.05 2=0.2 3=0.39 4=0.51 5=63 6=0.69 7=0.99




Coloracion

Café tenue

Café-roja

Café-roja

Café-roja

Café-roja

Café-roja

Café-roja

(B)= Rizoma PA. triseriale Alta Verapaz, presentd una banda con Rf 8=0.010 y coloracion

café tenue.

(C)= Fronda de P. triseriale Petén, presentd 10 bandas con los siguientes Rfs

Rf 9=0.0 | 10=0.2 | 11=0.3 | 12=0.4 | 13=0.4 | 14=0.5 | 15=0.6 | 16=0.6 | 17=0.7 | 18=0.9
4 7 7 3 7 4 2 9 8 9
Coloracio | Café Café- Café- Café- Café- Roja- Café Café Café Café-
n tenue roja roja roja roja violeta tenue tenue tenue verde

(D)= Rizoma P. triseriale Petén, no presentd banda.

El estandar produjo los siguientes Rfs:

(N)= Estandar Neurolena lobata, presentd seis bandas con los siguientes Rfs 19=0.19,
20=0.10; 21=0.44, 22=0.53; 23=0.76 y 24=0.99, todos con coloracién café-roja.




