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INTRODUCCION

Los alcaloides al estado natural se encusnbrasentes en lasangiospermas,
predominando en algunas familias como Lauracéé&gnoliaceae, Renunculaceae,
Annonaceae, Menispermaceae, Papaveraceae, FuraaridRetaceae, Apocynaceae,
Loganiaceae, Rubiaceae, Solanaceae y Berbeadaexcepcionalmente se encuentran en
bacterias, como es el caso de la piocianina presamPseudomonaeruginosay en
hongos, donde tenemos como ejemplo la presengisilbeina en hongos alucinégenos

mexicanos (3).

El género Berberis comprende cerca de 500 especies de arbustos Yesrde
distribucion cosmopolita. En Sur América se enawemirededor de 178 especies de
Berberis distribuidas desde Venezuela hasta las pampas ie €h los paramos las
diferentes variedades @erberishan sufrido una notable diversificacion, especial@e

en Ecuador y Colombia.(2)

En el Ecuador estan representadas 32 especiegpueden citar algunas corBerberis

chillacochensis Camargo, B. chimboensis C. Schneie conferta H.B.K., B.

engleriana C. Schneider, B. farinosa Benoist, Buga Kunth, B. grandiflora Turcz., B.
hallii Benoist, B. hirtellipes Ahrendt, B. hypersghDiels, B. jamesonii Lindley, B.
laidivo Camargo, B. lechleriana C. Schneider, Bant@nnii Hieron., B. lobbiana C.
Schneider, B. loxensis Benth., B. lutea Ruiz & Ra¥®. minzaensis Camargo, B.
multiflora Benth., B. paniculata Juss Ahrendt ywrszewicziHieron, todas sobre los

2000 m.s.n.m, y especialmente en el subparamo.(1)
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En la actualidadBerberishalliii Hieron es una especie que se encuentra a 2500-3000
metros en los Andes; esta localizada en los paratedSarchi, Chimborazo Cotopaxi,
Imbabura, Pichincha, Tungurahua; ha motivado erés de investigacion para realizar

el andlisis de sus metabolitos secundarios “aldasji

Se encontrd su aplicacién para trabajos posteriomao: ampliar el campo de usos y
aplicaciones de dicha especie en el ambito dedefidisminucion de la contaminacion
de los efluentes de tratamiento de tefiido con mtoduque son biodegradables,
disminuyendo la agresion al ambiente; asi como itmmén el campo medicinal, analisis
microbiolégico industrial, que inclusive puede dargar a la formacion de

microempresas o emprendimiento personal.

El conocimiento general de los metabolitos secuosi@aeBerberisa nivel mundial son
alcaloides isoquinolinicos y no existiendo maydorimacion del géner8erberisen el
Ecuador se comprobo su presencia y el método ddiftcacion que permitio valorar el

alcaloide principal que en este caso fue Berberina

Lo mas interesante en este arbusto es el princgdarante amarillo que contiene su raiz
y corteza. Este principio colorante ha sido quimieate definido como Berberina y su
formula es: (C20 H17 VO4 + 6 H20). Recolectar yliraa la identificacion taxonémica

deBerberishallii de la Parroquia de San Andrés Chimborazo- Ecuador.

Con estas razones se identifico la especiBatberishallii existente en el Sector La
Josefina-San Isidro provincia de Chimborazo, yes#iz0 el trabajo coBerberishallii

en primer lugar: luego de realizar la identificact@xondmica de la especie y una vez
obtenida la materia prima (tallos Berberishallii) fue necesario que, en conocimiento
de, que los alcaloides son los metabolitos seciwoslgresentes en las diferentes
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variedades d8erberisse realizd6 de manera preliminar Barberishalliii un Tamizaje

Fitoquimico para comprobar la presencia de lodaties isoquinolinicos.

Posteriormente se separo, purifico e identificodetermind el metabolito marcador
mediante Cromatografia de capa fina para verifc@resencia de los alcaloides, y en el
mejor de los casos permitio identificar el mayontenido de metabolitos secundarios
para realizar el estudio de cuantificacion de msmos; y para realizar sus
determinaciones mediante métodos espectroscopitdsa quimicos existentes en la
facultad de Ciencias de la ESPOCH.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 DESCRIPCIONBOTANICA

1.1.1FAMILIA BERBERIDACEAE

La familia Berberidaceae, esta constituida pordelder de 15 géneros y 650 especies,

las que se encuentran distribuidas en ambos hermssfe

Las Berberidaceae son plantas herbaceas, arbustil@Sosas de 0,3 a 6 metros de
altura, en general espinosas. De flores habituabnéermafroditas, actinomorfas,

dimeras o trimeras, con sépalos, pétalosestambres colocados en verticilos
alternantes, pétalos dispuestos en varias serieseraido de tres piezas cada uno.
Hojas persistentes o caedizas, alternas, simplesngpuestas, enteras 0 espinoso-

dentadas, pecioladas (4).

Los nectarios son de origen estaminal en 1-2 viedi¢Navas, 1976). Contienen pocos
ovulos, ascendentes o numerosos en el lado veatratropos. El fruto es una baya
generalmente pruinosa que posee semillas con esmoapabundante y embrion

pequefo o largo; cotiledones cortos (5).
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1.1.2 GENERO BERBERIS

El género Berberis consta de mas de 500 especigis&aarente distribuidas, pero mejor
representadas en los Himalayas, el oeste de Chamalgs Andes. En el Ecuador estan

representadas 32 especies.(7)

Segun la descripcion botanica dada por Land(i999), las especies dgénero
Berberis son arbustos perennes o de hoja caduca, que cemtenl y 5 metros de
altura. Presentan hojas que varian en forma yafiamdependiendo de la especie
(Grafico N°1)

GRAFICO N° 1. Hojas de Diferentes EspeciesBlerberis
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FOTOGRAFIA N° 1. Hoja deBerberishalliii

Una de las caracteristicas botanicas importansesa epresencia de espinas ks
hojas o tallos de los arbustos, las cuales vanaeuemorfologia (Grafico N° 2). Las
flores y frutos se pueden encontrar solos o enpagranes de racimos o umbelas. Las
flores usualmente son de color amarillo, naranjaop anaranjado. El perianto
tipicamente presenta 5 a 6 verticilos de 3 tépatssdos verticilos internos presentan
dos glandulas nectariferas en la superficie intemaa baja, €l o los verticilos restantes
se encuentran hacia el exterior y son algo masdgearios frutos son de color purpura
oscuro, azulados o0 negros y a veces estan tai® una capa cerosa (28).

Spines of various species of Berberis. —A. B. actinacantha, foliaceous spine (7548). —B. B. actinacantha,
star-like spine (7887). —C. B. darwinii, palmate spine (Burkhardt 57[3]). —D. B. rotundifolia, foliaceous spine (7951).
—E. B. microphiylla, one arm of a trifid spine from below and in section (8153). —F. B. grevilleana (8340), straight
trifid spine. —G. B, trigona, recurved trifid spine (8007). All collections by Landrum except for C.

GRAFICO N°2. Espinas de Varias Especies de Berberis
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FOTOGRAFIA N°2. Berberishalliii

Son Arbustos o pequefios arboles, espinosos, le@oillamHojas alternas, coriaceas,
margen entera 0 espinosa, a menudo con el envésofoy ramas secundarias con
entrenudos muy cortos apareciendo las hojas fdadast Inflorescencia racimosa o
paniculada o flores solitarias. Flores bisexuadesarillas o anaranjadas; 6 sépalos, en 2
series de 3; pétalos 6 en 2 series, con glandakedds en la superficie interna; estambres
en igual niumero que pétalos, dentados o edentadasp supero, unicarpelar, con pocos
ovulos en placentas marginales, estigma papilosoet@pice céncavo, generalmente

sésil. Drupa negro-morada, generalmente pruingsa.(6

FOTOGRAFIA N° 3. Drupa deBerberishalliii
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1.1.3Berberis halliii

Es un arbusto glabro, qumiede alcanzar hasta 1,5 metros de alferesenta espinas
de 2 a 15 mm de largbas hojas sorisas, suborbiculares, elipticasovaladas de 1,5
a 5 cm de largo y 0,6 4 cm de ancho. Estas al secarse adeuien color café
claro a verde grisacetas flores brotan simpl o en racimo, en este ultimo caso h:
veinte en un mismo tallo. Son de color amarilloagamja, de 3 a 6 mm de longitud, ¢
seis sépalos y seis pétalos en grupos alternoseslelios sépalos estan habitualme

coloreados igual que los péta

FOTOGRAFIA N° 4. Arbusto deBerberishalliii

El fruto es una pequeia baya de 5 a 15 mm de lgugoal madurar toman un color r
0 azul oscuro, a menudo con un botén rosa o violetaforma puede ser, segun

especie, esférica o alarge

Los frutos son subglobos de 6 a 7 mm de largo, azul-purpuraispalmente con 5
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semillas. ®n comestibles, ricas en vitamina C, y de sabatoadts dificil recolectarlas
por los tallos espinosos. Son un alimento impoetggdra muchas pequefias aves, que
ayudan ademas a dispersar las semillas. En Irfintelseco, conocido como Zereshk es

de consumo comun. En Ucrania se usa como aromggiearuna confitura muy popular.

En la Patagonia y otras regiones de Sudaméricaadgespecies dgerberisconocidas
comocalafatey/o michayeran conocidas y consumidas ya por los pueblgiarios, y

existen varias leyendas sobre la interaccion huroanda planta.

La corteza de la raiz es util en congestiones bbpiares y coleocistitis y contra la
retencion de orina. También es un laxante discteagplanta es venenosa y medicinal.
La planta, con excepcion de sus frutos y semidtasligeramente venenosa. Su agente
mas poderoso es la berberina, que también se sabdiene una serie de efectos
terapéuticos. En esta planta se puede desarralléaisk acidica del peligroso hongo
Puccinia graminis (6xido negro), que provoca leeenkdad de la roya de los cereales.
Es muy utilizado en jardineria como planta ornamig3y).

Lo mas interesante en este arbusto es el princgdarante amarillo que contiene su raiz
y corteza y que tiene la propiedad de adherirse fibta sin necesidad de mordiente,
razon por la cual se busca aprovechar este rechste. principio colorante ha sido

quimicamente definido con®erberinay su féormula es la siguiente: (C20 H17 VO4 + 6
H20).

‘f’ \‘a“; 4 ‘

AT

FOTOGRAFIA N° 5. Raiz deBerberishalliii
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Berberis halli “Carrasquilla” es endémica de la zona centro y dar
Ecuador, este arbusto florece entre los meses dembre y enero y es posible

encontrarlocon frutos entre enero y marzo (28).

Drellana i
|

Pastaza ."

GRAFICO N 3. UbicacionGeogréfica de Variedades Berberisen Ecuador

1.2 QUIMICA DEL GENERO BERBERIS

1.2.1 CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino: Plantae Orden: Ranunculales
Subreino: Tracheobionta Familia: Berberidaceae
Division: Magnoliophyta Subfamilia: Berberidoideae
Clase: Magnoliopsida Tribu: Berberideae

Subclase: Magnoliidae Género: Berberis
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El géneroBerberisposee una posicion uUnica dentro de la familia Betheeae debido

al gran namero de especies que lo componen, sienatas de ellas estudiadas por
sus propiedades medicinales. Se encuentra caracteri por la presencia de
alcaloides, a los que se les atribuyen muchasladg@ropiedades medicinales que

presentan estas especies (22).

1.2.2 ALCALOIDES

1.2.2.1 Definicion Etimoldgica

Etimologicamente proviene del griego alkaly: soskelygriego eidos: aspecto (2)

1.2.2.2 Datos historicos:

» Su quimica real se desarrolla desde hace dos siglos
» F.W Sertiirneer (1805) aisla la morfina

= GoOmes (1820) extrae el principio activo de la chorma

* Robiquet aisla la narcotina (1817) y codeina (1832)

* Runge (1820) descubre la cafeina

= Mein (1832) descubre la atropina

= Coniina Primer alcaloide sintetizado (1886) (40)

1.2.2.3 Definicion

= Sustancias naturales que reaccionan como bases losnddcalis. (W. Meissner
1819).

= Compuestos basicos nitrogenados de origen vegetainoal (Winterstrien y Trier
1910).

= Un alcaloide es una sustancia organica ciclicacgnéene un Nitrégeno en estado
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de oxidacion negativo y cuya distribucion es liméantre los organismos vivos.

= Los alcaloides son sustancias quimicas de origgetal de caracter alcalino, esto
se atribuye a la presencia de nitrogeno aminicsuesstructura (Robinson, 1981).
La diversidad estructural y la variedad en la at#g biolégica hacen de ellos,
junto con los antibiéticos, los grupos mas impdearde sustancias naturales con

interés terapéutico (6).

1.2.2.4 Caracteristicas Generales de los Alcadoide

" Son compuestos organicos de origen vegetal queoseam a partir de
aminoacidos.

" Son sustancias nitrogenadas de caracter basicocaputeenen un Nitrégeno
heterociclico.

" Poseen estructura compleja

" Son toxicos

" Presentan actividad fisiol6gica incluso a dosis inajas

. Precipitan con ciertos reactivos

1.2.2.5 Propiedades de los Alcaloides

= FPM: entre 100 y 900

" Alcaloides oxigenados: Generalmente son sodlidosistatizables. Incoloros e
inodoros; rara vez coloreados (Berberina de aaarillo; sanguinaria de color
rojo). Sabor desagradable amargo. Punto de fusibdgbajo de los 200 °C

" Alcaloides no oxigenados: Son liquidos, volatileolgrosos. Arrastrables en
corriente de vapor de Agua (coniina, nicotina, geprza)

" Tienen actividad optica () y (d); la levogiramegas activa; propiedad interesante
para el control de la pureza.

" Forman sales dobles con Hg, Au. Pt, |, y otros leetaesados.
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Caracter basico (par de electrones libres del Bbjdb a esto son sensibles al
calor y a la luz, son estables con &cidos organicos

En la naturaleza se encuentran en forma de salagua también como bases
libres.

Las sales cristalizadas se conservan bastanteybeamstituyen habitualmente la

forma comercial de estas moléculas.

1.2.2.6 Nomenclatura

No existe una sistematizacion. Tienen una termamaen fna”.

Son denominados siguiendo alguno de los critergqpsestes:

De acuerdo a la especie que los contiene Ephedra sp= efedrina

De acurdo al nombre vulgar de la especie que peodjm: Ergot de cornezuelo
de centenclaviceps purpurea= Ergotamina

De acuerdo al Género a partir del cual se ha atiengjm: GéneroPapaver
(Papaver somniferum) papaverina.

De acuerdo a la actividad farmacologica ejm: Adthd farmacoldgica emética =
emetina.

Raramente de acuerdo a algun investigador (Jeemt Bmbajador francés que
envié semillas de la planta del tabaco a Francillicetina, Morfina = Morfeo

Dios Griego del suefio.(52)

1.2.2.7 Funciones de los alcaloides en las plantas

Son dignos de mencién los puntos siguientes:

Siendo de naturaleza tan diversa, no puede espayass los alcaloides, como

grupo, desemperfien un papel comudn (si es que tageno) en la planta, excepto
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en situaciones en que posiblemente se requiera ommpuesto basico no
especifico.

" Como la mayoria de los alcaloides son biosintetigad partir de unidades
facilmente disponibles, mediante una serie de reaes inespecificas; su
presencia en la planta puede ser pura casualidggeaindiendo de las enzimas
presentes y de la disponibilidad de precursoremdsi aparentemente inocuos
para la planta, no son eliminados por necesidadmin seleccion natural.

" Las investigaciones estan demostrando constanteymensolo que los alcaloides
participan en el metabolismo de la planta a largaq sino también, que la
variacion diaria en el contenido alcaloidico (ctaivo y cuantitativo) es muy
comun en varias especies. Esto implica que, silbigmesencia de alcaloides no
es vital para la planta, estos deben participdagrsecuencias metabdlicas y no
son solamente productos finales de desecho deboistao.

" De acuerdo con lo que antecede, se ha establegido los alcaloides pueden
desempefiar un papel en la defensa de la planmtée fesinglete de oxigeno {0
gue esta dafiando a todos los organismos vivos raeBicido en los tejidos

vegetales en presencia de la luz. (49)

1.2.2.8 Biosintesis de Metabolitos secundarios de origeayetal

Tanto en animales como en vegetales, la energia fmr fenOmenos vitales
proviene de una cadena de oxidaciones y reducciomes las que se producen
substancias (metabolitos) utiles para el crecimiemtreproduccion del organismo o

indtiles y hasta toxicas. (40)

También es analogo el sistema de preservacion dledeacteristicas del organismo,
llamado informacion genética. Pero la diferenciagi@specializacion se enlazan con los

mecanismos empleados por el organismo en sus dramstiones de materia y energia
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(metabolism) por lo que éste experimenta algunas modificaciopasgicularmente
en la que se refiere a substancias metabolizaptessy de organismos autotréficos a

heterotroficos y elaboracion de metabolitos sectinda

En el aspecto externo, las tendencias evolutivagnaaifiestan por diferencias
morfoldgicas y fisiologicas, notables en organismmsg/ distantes y sutiles en los muy
proximos; esto permite utilizar la informacion adgla por los bioquimicos para
explicar, en términos de consideraciones biogeagtita presencia de un mismo
metabolito secundario en plantas pertenecientagamés .diferentes (especies, géneros,

tribus, etc.), o de metabolitos similares en lamagplanta.

También es importante que al proponer la estructula estereoquimica de un
metabolito secundario, se discuta su factibilidadbase a su biosintesis, pues si
no hay un mecanismo razonable es probable quédrlacega asignada sea incorrecta.
Las consideraciones biogenéticas han servido pk@egr sintesis sencillas de las
substancias y para el disefio de nuevas moléculasirgerfieran con determinado
proceso metabdlico; v.gr., factores de crecimied&sorganizadores de informacion

genética, etc. (40)

La observacion cuidadosa de las estructuras de nogoe productos naturales permite
emitir hipétesis razonables sobre sus posiblesébiegjs. Ademas del interés que ello

tiene para el bioquimico, para el quimico orgamigmifica una base firme para:

a. Elegir con mas seguridad entre varias estruchosibles para una substancia mas
probable.
b. La estereoquimica mas probable; O un camino maslsipara sintetizar un
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compuesto natural;
C. Una hipétesis que le permita escoger entre vegetddé mismo género, para
buscar compuestos parecidos o iguales, como comseieu de la extensa

coincidencia de sus patrones genéticos

Las hipotesis biogenéticas adquieren mas consiagencon el aislamiento de
compuestos postulados como intermediarios, en @tasien la misma fuente natural,
aunque con mas frecuencia en otras. También seerpsfn por la sintesis, en
condiciones similares a las de una célula, de estras naturales a partir de los
intermediarios que se les postularon o0 mas aumdmuéa introduccién al vegetal o
tejidos del mismo, de estos intermediarios contelfoeatomos marcados, lleva el
aislamiento de las substancias finales con atonasados en los sitios predichos por

el esquema biogenético.

Entre los numerosos tipos de substancias produ@dosuna planta, los alcaloides,
aceites esenciales, terpenoides, glicésidos, flades, etc., pueden 0 no encontrarse en
un determinado vegetal; carecen de funcién defimdael metabolismo y, por su
abundancia o ausencia, proporcionan a una plarateasticas quimicas utiles para su

clasificacion botanica o su aprovechamiento pdroghbre. (16)

En el Grafico No 4 aparece una interrelacion deplagluctos primarios y secundarios
del metabolismo vegetal.

Si se toman en cuenta los objetivos de la fitogoémla discusiéon se limitara a la
biogénesis de los compuestos secundarios, y sergecque en las reacciones participan
las enzimas, catalizadores organicos complejos efiegtivos y estéreo-selectivos. La
introduccion o eliminacioén de un grupo &€6s facil, con intervencion de la tiamina,

(vitamina E).
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Un grupo amino es introducido o substituido porcarbonilo con participacion de
piridoxina o sus derivados. En la hidrogenaciéneshidrogenaciétintervienen los
derivados de la nicotinamida o de la riboflavingamina E;). Ademas es facil |
introduccion o eliminacién de grupos tilo, unidos a un nitrdgeno o un oxigetr

pero no la produccion de grupos etoxi -etil. (16)

DERIVADMI= DE CARBOMNO i

w W Ty
-

1

GRAFICO NO 4. Biosintesis de Metabolitos Secundaries@¥igen Vegete
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1.2.2.9 Biogénesis de Alcaloides a partir de Féamiaa

La fenilalanina origina numerosos tipos de alcasid asi, pasando algunas
moléculas por una oxidacion, se forma la 3, 4-ddwdenilalanina y si hay
descarboxilaciéon, desanimacion y oxidaciéon, se eoleti el 3, 4-

dihidroxifenilacetaldehido.

Una condensacion de Mannich con ambas moléculaguide de una
descarboxilacién, origina la norlaudanosina. Laslasiones del anillo heterociclico

de esta molécula y su metilacion, originan la papaa.

La copulacion oxidativa de ésta, origina los alcdds de la aporfina. Una rotacion
de la molécula seguida de una copulacion, formaloaloides tipicos del opio. La
condensacion con formaldehido da los alcaloides biprberina; la fenilalanina al
oxidarse, descarboxilarse y metilarse, origina kzoalina, alcaloide tipico de las
cactaceas; ésta y sus derivados se condensan cgmnupo acetilo formando la

pellotina, la anhalonidina y la lofocerina. (GrafidNo 5.)

Los estudios con lisina contenientf€ han demostrado que ésta es el precursor de
numerosos alcaloides con ndcleo de piperidina. lAsanabasina, de [Blicotiana
glauca,la N-metiliso-pelletierinaPunica gratte.tum}ja sedamingSedum acrey

la lobelina(Lobelia. inflata)se han formado como sigue (16)
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GRAFICO NO 5. Biogénesis de Alcaloides A Partir de Fenilalanina
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1.2.2.10 Clasificacion del los Alcaloides:

Las plantas que contienen alcaloides han sidaatiis como medicamentos, alimentos,
y venenos desde la era antigua. los primeros alesldueron aislados a comienzos del
siglo XIX y la identificacion del primero de ellgsoniina), asi como la identificacion de

la estructura quimica, en 1870. (19)

Debido a la complejidad y diversidad de sus esirastquimicas la nomenclatura de los
alcaloides no ha sido esquematizada y su clasificda sido realizada por semejanza

con estructuras moleculares mas simples. Los oédies son clasificados como:
. Indolicos
. Quinolinicos
" Isoquinolinicos
" Derivados del Tropano, etc.

1.2.3 ALCALOIDES DEL GENEROBerberis

Las especies del génemerberis producen un ordenamiento muy espedia
alcaloides, los que en su mayoria constan deegtractura base isoquinolinica y
derivan biogenéticamente del aminoacidcima. (19).

Los ordenamientos que se mencionan se puedeficalasn:

Protoberberinas

Aporfinas

Bencilisoquinolinas

Proaporfinas

Protopinas

Pavinas,

(bis) Benciltetrahidroisoquinolinas

Dimeros (bis) bencilisoquinolinicos (BBI), entreast (22).
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CUADRO N°1. ALCALOIDES Y GRUPOS A LOS QUE PERTENECEN:

1.Pirrolidinicos

—CH,

AY
o
.
0
a
/]
Nemiz

Pilocarpina

Utilizada en el tratamiento del Glaucoma;
disminuye la presion intraocular

2. Derivados de la Fenilalanina

@—CHOH—?H——Cw
— NHCh,

Efedrina

Vasoconstrictor, Broncodilatador
Descongestionante nasal

2 Derivados del Morfinano

1) Morfina (Narcético, hipnotico, sedante)
2) Codeina (Sedante de la tos, analgésico)

4. Quinolinicos

HO

Q0

Quinidina (Antidiarréico)

CH,0

7
CHy0

5. Inddlicos
\ OCH,

O
b b
=

|
CHzco0” \r/\oco—\CD)—vQCH3
e

oy ocH
CH;

Reserpina (Antihipertensivo)

7 Derivados del Tropano

.CHS
N\*
,& N\
\/‘—\ \H
LCsHs
OCOC\H
CH,OH

Atropina (Antiespasmadico, broncodilatador)

6. Isoquinolinicos
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OCH;

Papaverina (Relajante muscular)

Emetina (Emético, expectorante,
amebicida)
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Los alcaloides protoberberinicos existen en el géBerberiscomo salesuaternarias
0 como tetrahidroprotoberberinas, siendo berbeeinprincipal representante de este

grupo de alcaloides y el constituyente comun daddas especies &erberis

Berberina

Por otro lado, los alcaloides BBI constituyen elyoragrupo de alcaloides del reino
vegetal, conociéndose aproximadamente 250 dimerosstd tipo. La mayoria de los
alcaloides BBI estan formados por la dmorsacion de dos unidades de N-
metilcoclaurina (coclaurina), mientras que un nlmenenor se origina por la
condensacion de una unidad de N-metilcoclaurcon una unidad de reticulina

(30).

ChAe
e
{ oH
g
oH
R=H, coclaurina.

R = Me, N-metilcoclaurina
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Una de las moléculas representantes de los aleal®®| es calafatina, la qumsee

un ordenamiento Unico y especial.

Ch
Chle E|E\|
- e N
0 M
=4 |”““~

| -

Q

Calafatina

En total se han aislado un poco mas de 200 aleslaie la familia Berberidaceae, de

los cuales alrededor de 50 han sido aislados deiespchilenas (11).

En el Cuadro N° 2 se muestra una lista de las iEspdeBerberisinvestigadas en el

mundo Yy los alcaloides identificados en cada unellds (26).

CUADRO N° 2. ALCALOIDES AISLADOS DEL GENEROBerberis

Planta Alcaloides
B. actinacanthaviart. Ex aconcaguina, andesina, chilenina, magnoflorina,
Shult pakistanamine.
B. aristataDC berberinapalmdina.
B. buxifoliaLam berberina, berbamina, oxiacantina, argemonina,

norargemoninacaldatina.

B. chilensisGillies exHook berbamina,7-O-Desmdilisotalicberina
B. darwinii Hook berberina, berlambinaxiacartina.

B. empetrifoliaLam chilenina, natalininanatalamina

B. hakeoidesHook patagonina, valdivianinajaldiberina
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o W W W™ W

o @

B.

B

. heterophyllaJuss

. ilicifolia Forg

. linearifolia Phil

. lyciumRoyle
. microphyllaForg
. morrisonensidHayadaa.

. nepalensisSpreng
. nervosaPursh

. montanaGay

. serratakoehne

. trifoliata Moric
. valdivianaPhil

virscensHook

. zebilianaSchneider

berberina, berbaminaxiacartina

berberina, berbamina, oxiacantinlii folina

berberinajatrorricing palmatina.
berberina, berbamina, berbericidina, berbericpamaina.

papaverina, berbamina, norargemoniperberina

berbamina, berberina, isotetrandrina, jatrorricina,
magnoflorina,palmaina.
jatrorricina

berberina

berberina, jatrorricingpalmaina.

berberina, berberrubina, berbamina, columbamiriegrj&ina,
oxiacantina, palmdina.
berberina

berberina, berbamunina, chitralina, natalaminaalmana,
paagonina
berbamina, berberina, berberrubina, oxiacanpaéndina.

berbamina, berlambing@xiberberina)

KIRK, O., Enciclopedia de Tecnologia Quimica, 3ra. ed.,evsduyork — Estados Unidos, John Wiley, 1998, p. 230

1.2.4 DATOS DE IDENTIFICACION DE LA BERBERINA

= BERBERINA

= Nombre quimico (IUPAC):

9,10-Dimetoxi-5,6-dihidro[1,3]dioxolo[4,5-g]isoquifi3,2-alisoquinolin-7-io o]
7,8,13,13a-Tertadehidro-9,10-dimetoxi-2,3-[metilisdxi)|berbinio.(32)
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Sinénimos:

Rizoma de Coptis; Umbellatina; Umbellatine; Umbigha Thalsine; Majarine;
Berbinium, 7,8,13,13a-tetradehidro-9,10-dimetoxd@-@netilendioxi)-; Berberine;
Berberin; 9,10-Dimetoxi-2,3- (metilendioxi)-7,8,13a-tetrahidroberbinio;
Benzo(g)-1,3-benzodioxolo(5,6-a)quinolizinio, 5,®idro-9,10-dimetoxi-; catidon
5,6-dihidro-9,10-dimetoxibenzo[g]-1,3-benzodiox&@d-a]quinolizinio. (14)

Estructura quimica:

Formula quimica:

C20H18NO4

Peso molecular

336.37

Clasificacion:

Alcaloide isoquinolinico

Propiedades fisicas y quimicas:

Alcaloide obtenido de plantas (raices, rizomas yteza) de las familias

Ranunculaceae y Berberidaceae, incluyendo espeéeiems géneroBerberis
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Mahonig Coptis Thalictrume Hydrastis Sélido cristalino en forma de agujas, de
color amarillo. Su punto de fusién es igual a 1@€5 Es soluble en agua y etanol,
pero insoluble en benceno, éter y cloroformo. Subdiadad estimada en agua es
de 0.116 mg/L a 25 °C o de 3.53x10-4 mg/L. Su foaistada se presenta siempre
como una sal acida (hidrocloruro, sulfato o sulfattdo). Frecuentemente su sal

cristaliza como solvato (hidrato). (17)

» Peligrosidad
Salud (Azul)
Inflamabilidad (Rojo)

Riesgo de Explosion (Amarillo)

= Destino en el ambiente
Persistencia

Toxicidad para los organismos y el medio ambiente

Este compuesto presenta actividad bacteriostabieatericida, fungicida, antiviral,
antiprotozoaria (antimalarica) e insecticida. Emferdintes tipos de microorganismos
inhibe el metabolismo, la formacion de endotoxiyak adherencia que permite la

colonizacion de la piel y las mucosas.(23)

1.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL GENERO Berberis

Muchas de las especies del génBesberishan jugado un rol importante dentro lde
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medicina por sus propiedades medicinales. Un eperdel esto, e8erberisvulgaris
especie que ha sido utilizada por mas de 2500 efio® alternativa medicinal para el
tratamiento de dolencias como diarrea, inflamacpiéeras, hemorragias digestivas y

enfermedades del tracto urinario (34).

Este hecho ha llevado al estudio no sélo de losstitagentes quimicos de estas
especies, sino que también ala evaluacion de rigsigqulades farmacolégicas, que
tanto extractos como compuestos aisladosBdeberis presentarian. Las propiedades
otorgadas a las distintas especies son en swriaayesponsabilidad de la presencia

de una gran diversidad de compuestos de nararalcaloidal (36).

1.3.1 ACTIVIDAD FARMACOLOGICA DE LA BERBERINA

A la berberina se le atribuyen variadas actividddesiacologicas, lo que ha llevado a
realizar diversos estudios que revelan qu& emolécula posee una serie de
propiedades, tales como antidiarreica, antiarrégnicantiinflamatoria, efectos
antipirético, analgésicos

Ademas berberina posee caracteristicas antimicrabignhibiendo el crecimiento de
muchos microorganismos, incluidos hongos, @amie y bacterias (32).

Se evalud la actividad anti fungica de berberinatrps alcaloides estructuralmente
relacionados, mostrandose que berberina presetanteresante respuesta antifingica
en ensayosn Vvitro realizados frente a varias especies de candidagnsbargo otros

compuestos como canadina y oxiberberina fuerontiutsc o presentaron escasa

actividad antifungica.

Otros alcaloides, aislados de distintas e@ss de Berberis, como berbamina,
palmatina, oxicantina, magnoflorina y columbamihan sido objeto de estudios in vivo

usando varios modelos de ratones, mostrandostetlos una importante actividad
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antiinflamatoria. El alcaloide berberrubina, haibido unaactividad antitumoral en
diversos estudios. (37).

Por todo lo expuesto anteriormente, resulta de sateoés ampliar el estudio quimico,
bioldgico y farmacoldgico de especies Blerberis,ya que estas plantas han mostrado
ser importantes fuentes de moléculas bioldgicamactigas.Berberis vulgarisha sido
ampliamente utilizada con el fin de aliviar sinte@ma curar enfermedades, llevando
a los cientificos a realizar diversos estudios dgimlos y farmacolégicos para
esclarecer sus propiedades terapéuti@eberis hallii se encuentra dentro de las
mas de 30 especies Berberisque carecen de estudios que permitan conocer ganto
composicion quimica, como propiedades biol&yid@5).

La realizacion del estudio derberis halliii pretende aportar al conocimiento actual
que se tiene sobre la composicion quimica deBarberis y de esta especie en

particular, ampliando asi el nUmero de especieatedanas estudiadas. (34)

1.4 MUESTREO, TRANSPORTE Y CONSERVACION DEL MATERIA L
VEGETAL.

1.4.1 MUESTREO

Se debe obtener una muestra representativa delgata realizar el andlisis y determinar
los niveles de los diversos componentes de la mategetal, como minerales, macro y

micronutrientes, o residuos de plaguicidas remasesn los vegetales.

La correcta utilizacion requiere efectuar adecuaddenla toma de muestras, de modo
gue sea representativa del conjunto, e interpostiaiectamente los analisis. El contenido
de sustancias depende de factores como la edad, pipsicion del tallo que se muestrea,

la disponibilidad de nutrientes del suelo, el est@gsanitario, etc.
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No se ha obtenido inconvenientes en el muestredrptarse de una planta silvestre,
aislada de los cultivos que requieren control &itosrio.

También varia mucho el contenido inorganico erdissntas partes de la planta. Para la
mayoria de las plantas, los 6rganos mas ricostaa sgstancias son los apices, las hojas
y los tallos si son fotosintéticos. Los tejidosdsefis generalmente acumulan menos
elementos. Asi mismo, el contenido en nutrientesnagor en los tejidos jovenes.
También se debe tener en cuenta la fluctuaciérl eanéenido en nutrientes que ocurre

diurna, estacional, o anualmente. (8)

Como norma general, no deben recogerse las plaoiasel tiempo humedo. Los

instrumentos que se utilizan para la toma de maesigben estar libres de contaminantes
de plaguicidas. Se deben utilizar envases nuewars gerfecto estado de limpieza. Las
muestras deben de transportarse refrigeradas yenesée asi hasta que se realice el

analisis.

1.4.2 TRANSPORTE Y CONSERVACION.

Para el transporte y almacén, la muestra se maatendas condiciones mas parecidas a

las de campo.

Pueden ser refrigeradas, conservadas en bolsaapéé @ de plastico, pero en éstas el
tiempo de permanencia ha de ser el minimo posjalejue las reacciones enzimaticas

pueden llevar a cambios en la estructura quim®ja. (
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1.4.3 LIMPIEZA Y DESCONTAMINACION:

La descontaminacién es necesaria para eliminaarstias no nativas si se determina que
el tejido esta cubierto de polvo o de materialeBidegacion. Existen muchas fuentes de

contaminacion en el campo que incluyen:

» Arrastre de fertilizantes por el viento.
* Excrementos de animales (dan lugar a contenidosetesrados en N y P)
« Contaminacion de metales por estructuras cerctipasjallado, cables, etc.

* Herramientas y contenedores metalicos oxidados.

Se deben enjuagar las muestras suavemente pagialgaiparticulas de la superficie de
las hojas. No deben lavarse demasiado, pues algontintes solubles podrian

perderse. Las muestras han de secarse suavemenie tapo o papel. (10)

1.5 TAMIZAJE FITOQUIMICO

“El Tamizaje Fitoquimico o “screening” fitoquimico Es la etapa inicial de la

investigacion para determinar cualitativamentedoscipales grupos de constituyentes
quimicos presentes en una planta y a partir deredlizar la extraccion para el

aislamiento de los grupos de mayor interés, utitivalos solventes apropiados y la
aplicacion de reacciones de coloracion. (50)

Consiste en la extraccion de la plamarberis halliii con solventes apropiados y la

aplicacion de reacciones de coloracion; debe piedaiévaluacion rapida con reacciones
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sensibles, reproducibles y de bajo costo, los tado$s del mismo constituyen

Unicamente una orientacion y deben interpretarse.

Diversos métodos de tamizaje fitoquimico estanrdesc Algunos evalian pocos grupos
de sustancias, en compensacion otros evallandarmia de compuestos de poco interés
como acidos grasos, azucares reductores, polidasarimucilagos.(52)

La cantidad de material vegetal necesario parar l@e@ruebas varia de 5 g a 200 g.

Se puede determinar la presencia de los prinGpgii@pos de compuestos quimicos,
tanto libres, como en forma de glicosidos.

Comprende los siguientes ensayos: Dragendorff, Afadgviayer, Lieberman-Buchard,
Borntrager, Baljet, Sudan Ill, Catequinas, EspurBanedict, Ninhidrina, Shinoda,
Antocianidinas, Fehling; los mismos que se apliaala raiz deBerberis halliii; para

aislar los grupos de mayor interés”. (8)

1.5.1 EXTRACCION DE MATERIAS PRIMAS VEGETALES

La Materia Prima Vegetal se define como la plamesda , droga vegetal o preparado
fitoterapéutico empleado en la investigacion; lang frescaBerberishalliii, después del
proceso de la recoleccion, secado, estabilizaci@ongervacion y el preparado como
producto triturado, pulverizado, extracto, tintuaagite fijo o volatil, cera, jugo y otros
obtenidos de las plantas frescas o de las droggetales, a través de operaciones de

extraccion, fraccionamiento, concentracion y pcaion.
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En la industria se utiliza preferencialmente conaiena prima, el material vegetal seco,
una vez que este material se sometié a processecdamiento y estabilizacion. El secado
del material en cuestidon interrumpe los procesa@s@ticos en las células vegetales e
impide el crecimiento de microorganismos, facilitarel almacenamiento y transporte de

este material sin los riesgos de deterioro.

Pocas son las plantas medicinales que son proceBadaas: una de las excepciones es
la alcachofaCynara scolymuysy en esta investigaciderberis halliii; debido a que los
procesos de secado dan como resultado un produelocbn contenidos inferiores de

principios activos. (10)

1.5.1.1 Maceracian

La maceracion es precedida de la seleccion detieriag@rima para aislar las impurezas.
Se separa manualmente los materiales extrafios gmuazos de madera, metal, o
materiales de otra naturaleza. Poner en contaalooba con el solvente, durante varios

dias con agitacion ocasional.(1)

La maceracién consiste en poner en contacto laadyog) solvente durante varios dias.
El resultado es un equilibrio de concentracioneestdrdroga y el solvente dependiendo
de la naturaleza, humedad y factores relacionadnsekt solvente como selectividad y

cantidad. El rendimiento del extracto disminuye nolta la relacion droga/solvente

aumenta. El hinchamiento de la droga es importamtgue aumenta la permeabilidad de
la pared celular y difusién del solvente. La velaci con que se obtiene el equilibrio esta
en funcion del tamafio de particula de la drogacasio del grado de hinchamiento de
las células y de las propiedades del solvente; quonejemplo su viscosidad y polaridad

(11)
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1.5.1.2 Extraccion:

“Abarca la obtencién del extracto bruto, que comdieademas de la totalidad de los
alcaloides presentes en la planta, impurezas, datrecuales estan grasas y ceras
vegetales, resinas, colorantes, taninos, y salésides organicos Para la purificacion del
extracto bruto es necesario el uso de solventesdaites y variaciones de pH, lo que

conlleva a la separacion de la fraccion alcaldidata, también llamada de base libre. El

aislamiento del alcaloide libre generalmente ocparecristalizaciones sucesivas.

La eficiencia del proceso extractivo seria mayoanto menor sea el tamafio de las

particulas, ya que asi se obtiene una mayor areardacto con el solvente”.(11)

1.5.1.3 Agitacion

La eficiencia del proceso extractivo es funcion etglilibrio de saturacion del solvente.
La agitacion hace que nuevas cantidades de so)yawitee en las sustancias extraibles,
entren en contacto con el soélido y un nuevo purdoequilibrio de saturacion sea

alcanzado.

1.5.1.4 Temperatura

La disolucién de las sustancias extraibles esitizd# por el aumento de la temperatura;
de la misma manera que la agitacion; la temperatm&ribuye al desplazamiento de la
constante de equilibrio de saturacion y aumengfitiencia del proceso. Sin embargo
muchos principios activos son termolabiles y pueslandestruidos, total o parcialmente
a temperaturas elevadas. El aumento de la tempeef@mbién puede causar la pérdida

de sustancias volatiles, como aceites esencidik. (
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1.5.1.5pH

El pH influye en la solubilidad de diversos comgtos ya que permite la posibilidad de
formacion se sales. La obtencion de alcaloidestitops un ejemplo clasico de la
influencia del pH en el proceso de extraccion. ximaecion de alcaloides con solventes
organicos de baja polaridad exige un pre tratamieah soluciones alcalinas buscando
con esto liberar los alcaloides de sus sales yvalsirlos solubles en el solvente
organico. En el caso de extraccion de alcaloidessotuciones acuosas es necesario un
pH acido, buscando con esto la conversion de lealcadles en sus respectivas sales,

solubles en agua.(11)

1.5.1.6 Naturaleza del solvente

Dependiendo de la finalidad deseada, el solvernlieagio extrae selectivamente o no,
cierta clase de compuestos. Entre los solventesrges, los mas utilizados son los
alcoholes alifaticos de hasta 3 Carbonos 0 mezrgdasstos con el 4. Estos solventes
logran extraer la gran mayoria de las sustanciasales de interés como los alcaloides,
flavonoides, glicésidos cardiotonicos y terpenogbibo a su poder extractivo estos
solventes son los indicados para los casos enogushstituyentes activos de las plantas

no son bien conocidos, siendo necesario agotarletenpente la droga.(30)

El alcohol etilico y sus mezclas con(es el solvente por excelencia para la obtencion
de extractos y tinturas. Cuando no existen estuelspecificos, se recomienda utilizar

una mezcla de alcohol: agua 7:3 ¢ 8:2 para la @itma de las partes lefiosas de la
planta; raices y semillas, mientras la proporciérid es recomendada para extraer las
hojas o las partes aéreas verdes, ya que en est@nt@acion se evita la extraccion de la
clorofila y de las sustancias polimerizadas o mdes que, generalmente, no presentan
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actividad terapéutica pero complican las siguieetapas de purificacion, por el hecho

de presentar precipitados vacios.

1.5.1.7 Tiempo de Extraccion

El tiempo de extraccion se determina experimergatmen funcién del solvente. Esta
variable es el resultado de todos los factores imeados previamente. El tiempo de
extraccion debe ser suficiente para permitir [zasgcion de los compuestos de interes,
aungque se debe prestar cuidado para que no seaivexcBrolongar el tiempo de

extraccion mas alla del estrictamente necesariafho/e en el proceso negativamente,

pero si influye en los costos. (11).

1.6 CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

1.6.1 CONCEPTO DE CROMATOGRAFIA.

La cromatografia se define como la separacién demgecla de dos 0 mas compuestos
por distribucién entre dos fases, una de las cesestacionaria y la otra una fase movil.
Varios tipos de cromatografia son posibles, degeniti de la naturaleza de las dos fases
involucradas: sélido-liquido (capa fina, papel ¢uoana), liquido-liquido y gases-liquido

( fase vapor). (13)

Todas las técnicas cromatograficas dependen dsttddcion de los componentes de la
mezcla entre dos fases inmiscibles: una fase mdwiinada también activa, que
transporta las sustancias que se separan y queegao@n relacion con la otra,
denominada fase estacionaria. La fase moévil puedeus liqguido o un gas y la

estacionaria puede ser un solido o un liquido.
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Todos los soélidos finamente pulverizados tiengmoeler de adsorber en mayor o menor
grado otras sustancias sobre su superficie; ylssimente, todas las sustancias pueden
ser adsorbidas, unas con mas facilidad que otsds.féhdomeno de adsorcion selectiva es

el principio fundamental de la cromatografia. (13)

1.6.2 CONCEPTO DE R.f.

Rf es el registro y se define como:

Rf = distancia que recorre la muestra desde elopd@taplicacion distancia que recorre
el disolvente hasta el frente del eluyente. (15)

El valor de Rf depende de las condiciones en ladesuse corre la muestra (tipo de
adsorbente, eluyente, asi como las condicionesadpldca, temperatura, vapor de
saturacion, etc.). Tiene una reproducibilidad deQ®6, por lo que es mejor correr
duplicados de la misma placa.(14)

1.6.3 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.(CCfo TLC)

En este caso se utiliza una placa recubierta cea &stacionaria manteniendo un
pequefio espesor constante a lo largo de la plaeduyente ascenderd, por capilaridad,
por la placa y arrastrara los componentes a loldegésta produciendo “manchas” de los

componentes. (42)

Se usan laminas de: vidrio como soporte del adetbeplastico (ejm: acetato) 6
metalicos
(ejm: aluminio). Los tamanos de la placa para Gfivencional son: 20 x 20; 10 x 20 y
5x2cm.
Hay placas que contienen un indicador de fluoresaepara facilitar la identificacion de



-56 -

las muestras. Si no se usa indicador y los compes@o son coloridos se requeriran

técnicas de revelado.(14)

1.6.3.1 Eluyentes mas comunes para cromatograffagnfina.

= Acetato de etilo

= Acetona

. Acido acético

= Ciclohexano

= Cloroformo

. Diclorometano

. Dietil-éter, t-butil-éter
. Etanol

. Eter de petréleo

. Eter dietilico

" Iso-propanol

. Metanol

. N-pentano, n-hexano

= Tetracloruro de carbono

= Tolueno
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1.6.3.2 Reveladores mas comunes para cromatografiapa fina

Las manchas de color son, por supuesto, inmediataruesibles; las incoloras pueden

revelarse mediante:

Luz UV: si la sustancia absorbe luz ultravioleta, miede usar una fase
estacionaria impregnada con un indicador fluorascéfR254 6 F366), el
namero que aparece como subindice nos indica lgitlmh de onda de
excitacion del indicador utilizado.

La introduccion de la placa en vapores de yodo.

El rocio con una solucién de agua/H2S04 1:1 (dedgran compartimiento
especialmente protegido y bajo una campana deceiirade gases).
Después calentar intensamente, por ejemplo, conmechero hasta

carbonizar los compuestos.(15)

1.6.3.3 Adsorbentes mas comunes para Cromatograftapa Fina.

(0]

o

Silica gel (se utiliza en el 80% de las separadpne
Oxido de Aluminio 6 Alimina (&cida, neutra 6 bayica
Celulosa (Nativa o micro-cristalina)
Poliamidas
Para la seleccion del adsorbentes deber tomar lgsierstes
consideraciones:
Polaridad
Tamario de particula

Diametro

Area Superficial
Homogeneidad

Pureza
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1.6.4 Factores que influyen en una separacion ppm&tografia de Capa Fina.

" Temperatura: a menor temperatura las sustancedsseben mas en la fase

. estacionaria.

. La cromatografia debe llevarse a cabo en un anezosiientes de aire.

. Limpieza de las placas. Muchas placas estan comé@®$ con grasa o
agentes

" plastificantes o adhesivos. Para el trabajo a peascala, éstas deben

" limpiarse corriendo primero una mezcla de clorofmyrmetanol y después
dejar

" secar completamente antes de aplicar la muestra.

" Pureza de los disolventes.(13)
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1.7 ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO

1.7.1 ESPECTROMETRIA

La espectroscopia surgié con el estudio de laantédn entre la radiacion y la materia
como funcién de la longitud de ondg.(En un principio se referia al uso de la luzhlesi
dispersada segun su longitud de onda, por ejenglompprisma. Mas tarde el concepto
se amplié6 enormemente para comprender cualquieldmet funcién de la longitud de
onda o de la frecuencia. Por tanto, la espectrasqnpede referirse a interacciones con
particulas de radiacion o a una respuesta a unacattggnante o frecuencia variant.
Una extension adicional del alcance de la definieibadio la energia (E) como variable,
al establecerse la relacid=hy para los fotones. Un grafico de la respuesta como
funcién de la longitud de onda (0 mas comunmentédauencia) se conoce como

espectro.(20)

La espectrometria es la técnica espectroscopieatasar la concentracion o la cantidad
de especies determinadas. En estos casos, ehesitol que realiza tales medidas es un
espectrémetro o espectrografo. La espectrometriaraudo se usa analiticamente para la

identificacion de sustancias mediante el espechitido 0 absorbido por las mismas. (5)

1.7.2 ESPECTROMETRIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE

La espectrometria ultravioleta-visible o espectafeetria UV-Vis implica la
espectroscopia de fotones en la region de radiadiéavioleta-visible. Utiliza la luz en
los rangos visible y adyacentes (el ultraviolet®dercano y el infrarrojo (IR) cercano.
En esta region del espectro electromagnético, lalgaulas se someten a transiciones

electrénicas.
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Esta técnica es complementaria de la espectromdtriluorescencia, que trata con
transiciones desde el estado excitado al estadd, lmaentras que la espectrometria de

absorcion mide transiciones desde el estado blassiaalo excitado. (20).

1.7.3APLICACIONES

La espectrometria UV/Vis se utiliza habitualmentela determinacion cuantitativa de

soluciones de iones metalicos de transicion y c&sies organicos muy conjugados.

» Soluciones de iones metalicos de transicion: Puedencoloreadas (es decir,
absorben la luz visible) debido a que los elecsome los atomos de metal se
pueden excitar desde un estado electronico a Btroolor de las soluciones de
iones metalicos se ve muy afectado por la presefeiatras especies, como

algunos aniones o ligandos.

= Compuestos organicogspecialmente aquellos con un alto grado de canjag,
también absorben luz en las regiones del espetgcir@magnético visible o
ultravioleta. Los disolventes para estas determonas son a menudo el agua
para los compuestos solubles en agua, o el etaral gompuestos organicos
solubles. Los disolventes organicos pueden tenarsignificativa absorcién de
UV, por lo que no todos los disolventes son adessiadara su uso en
espectrometria UV. El etanol absorbe muy débilmesrie la mayoria de
longitudes de onda. La polaridad y el pH del diesnote pueden afectar la
absorcion del espectro de un compuesto organicotirbgina, por ejemplo,
aumenta su maximo de absorcion y su coeficientexdi@cion molar cuando

aumenta el pH de 6 a 13, o cuando disminuye laidathde los disolventes.(52)

Aunque los complejos de transferencia de cargai@mttan lugar a colores,
éstos son a menudo demasiado intensos para sepsusad mediciones

cuantitativas.
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La ley de Beer-Lambert establece que la absorbaleiana solucidon es directamente
proporcional a la concentracion de la solucion. Rorto, la espectrometria UV/VIS
puede usarse para determinar la concentracion a@ealocion. Es necesario saber con
qué rapidez cambia la absorbancia con la concédrtra€sto puede ser obtenido a partir
de referencias (las tablas de coeficientes de @atinmolar) o, con mas exactitud,

determinandolo a partir de una curva de calibra(260)

1.7.4 ESPECTROFOTOMETRO ULTRAVIOLETA-VISIBLE

El instrumento utilizado en la espectrometria uloketa-visible se Illama
espectrofotometro UV-Vis. Mide la intensidad de tue pasa a través de una muestra
(), y la compara con la intensidad de luz antepakar a través de la muestra (10). La
relacion | / lo se llama transmitancia, y se exarbabitualmente como un porcentaje
(%T).

La absorbancia (A) se basa en la transmision:

=-log (%T)

Las partes basicas de un espectrofotbmetro sonfuerde de luz (a menudo una
bombilla incandescente para las longitudes de ergibles, o una lampara de arco de
deuterio en el ultravioleta), un soporte para laesina, una rejilla de difraccion o

monocromador para separar las diferentes longitddemda de la luz, y un detector. El
detector suele ser un fotodiodo o un CCD. Los foios se usan con monocromadores,

gue filtran la luz de modo que una sola longitucdbdda alcanza el detector. Las rejillas
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de difraccién se utilizan con CCDs, que recogeluade diferentelongitudes de onc

en pixeles.
Dlsposltiv de
(Rl
 m—
an l.}: - =
Monocromadar
e Ebart

Fugnle g ;
enerla :

GRAFICO N° 6 : Partes de un Espectrofotometro

Las muestras para espectrofotometrie-Vis suelen ser liquidas, aunque la absorbe
de los gases e incluso de los sélidos también poemtbrse. Las muestras suelen
colocadas en una célula transparente, conocida @ubeta. Las cubetas suelen
rectangulares, con una anchura interior de 1 cma &wchura se convierte en la longi
de ruta, L, en la Ley de Be-Lambert. También se pueden usar tubos de ensayo
cubetas en algunos instrumentos. Las mejores ailestan hechas con cuarzo de
calidad, aunque son comunes las de vidrio o ptaskt cristal y la mayoria de I
plasticos absorben en el UV, lo que limita su ddéidi para longitudes de on
visibles.(33)
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1.7.5 ESPECTRO ULTRAVIOLETA-VISIBLE

Un espectro ultravioleta-visible es esencialmemtgnafico de absorbancia de luz frente
a una longitud de onda en el rango del ultravioteta luz visible. Este espectro puede
ser producido directamente con los espectrofot@aeatras sofisticados, o bien pueden
registrarse los datos de una sola longitud de eoddos instrumentos mas simples. La

longitud de onda se representa con el simbolo

Del mismo modo, para una determinada sustancéebacerse un grafico estandar del
coeficiente de extincioreg) frente a la longitud de onda)( Este grafico estandar seria
efectivamente "la concentracion corregida” y, p@ntd, independiente de la

concentracion.

Para una sustancia determinada, la longitud de enda cual se produce el maximo de
absorbancia en el espectro se lldanmaax, y se pronuncia "lambda-max". (33)

1.7.6Reglas de Woodward-Fieser

Las reglas de Woodward-Fieser son un conjunto derghciones empiricas que pueden
utilizarse para predecik max, la longitud de onda de la absorcidbn UV-Vigrap
compuestos organicos conjugados como dienos ya®tbas longitudes de onda de los
picos de absorcion pueden correlacionarse conipgos tle enlace en una determinada
molécula, y son valiosos para determinar los grdposionales dentro de la molécula.
La absorcién UV-Vis no es, sin embargo, una pruepecifica para ningdn compuesto
determinado. La naturaleza del disolvente, el pHladeolucién, la temperatura, la
concentracion de electrolitos, y la presencia dgasigias interferentes pueden influir en
los espectros de absorcion de los compuestospas s variaciones en la anchura de
la hendidura (ancho de banda efectivo) en el esggettimetro.(16)

Ver Anexo N°. 4 (Tablas de Woodward- Fieser).
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CAPITULO Il

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se llevd a cabo en ldsolzsorios de Farmacognosia y
Fitoquimica de la Facultad de Ciencias; de la &sciSuperior Politécnica de

Chimborazo.

2.2 RECURSOS MATERIALES

2.2.1 MATERIA PRIMA

= Berberis halliii(Carrasquilla)
» Raices
= Corteza

Se adquirié la materia prima procedente del sdetqlosefina San Isidro del Cantén
Guano provincia de ChimboraZcen las siguientes coordenadas 857707,3917054 a una

altura de 3123 m.s.n.m de lo cual se tomo lagsajgara realizar la investigacion
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No° Equipo Descripcién
1 Balanza Analitica Boeco Germany
2 Bomba de vacio Vacum Pressure Pump 115 VAC:
60Hz
3 Cémara Digital
4 Camara UV Chromato-VUE Model CC-20
5 Centrifuaga Dynac CA
6 Desecador
7 Equipo de Revelado Atomizador
Cromatogréfico Bomba de vaclo
8 Espectrofotometro UV 1603 Shimadzu
9 Estufas de secado y Memmert
esterilizacion Fanem 315
10 Mufla Ivymem Optic System
11 pH metro
12 Refractometro Abbé
13 Refrigerador
14 Rotavapor Bichi R 110
15 Sorbona
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2.2.3 MATERIALES DE LABORATORIO

N° Materiales Cantidad
1 Balén esmerilado sin base de 250 m 1
2 Balén esmerilado sin base de 500 m 1
3 Cépsulas de porcelana 2
4 Corcho 1
5 Crisol 1
6 Cuba de vidrio 2
7 Embolo de succion 2
8 Embudo de Filtracion 1
9 Embudo de separacion de 250 mL 1
10 Envases de vidrio transparentes de 5
mL
11 Estiletes 2
12 Galones negros de 8 L 2
13 Gradilla para Tubos de Ensayo 2
14 Guantes de manejo descartables 1Caja de 50
unidades
15 Guantes de Nitrilo descartables 1 Docena
16 Guantes para recoleccion del arbust 2 pares
17 Libreta de apuntes 1
18 Mangueras 3
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19 Mascarillas 1 Docena

20 Matraz Erlenmeyer de 250 mL 1

21 Olla pequeia 2

22 Papel Filtro 1 pliego

23 Papel Negro 1 pliego

24 Papel Toalla 1 Rollo

25 Paquetes pequefios de gasa 5

26 Pera de succion 1

27 Picnémetro 10 mL 1

28 Pinza de cépsula 1

29 Pipeta graduada de 1 mL 1

30 Pipeta graduada de 10 mL 2

31 Pipeta graduada de 5 mL 1

32 Pipeta Pasteur 2

33 Pipeta volumétrica de 1 mL 1

34 Pipeta volumétrica de 10 mL 1

35 Piseta 1

36 Placas Cromatograficas 10*4 cm 50 unidades

37 Placas Cromatograficas Preparativa| 25 unidades
10*20 cm

38 Probeta de 100 mL 1

39 Probeta de 500 mL 1

40 Regla metélica de 20 cm 1
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41 Reverbero eléctrico 1
42 Rollo de Papel Aluminio 1
43 Saquillos de Nylon 3
44 Sierras 2
45 Tijeras 2
46 Tripode 1
47 Tubos de Ensayo 15
48 Varilla de Agitacion 1
49 Vaso de Precipitacion de 100 mL 3
50 Vaso de Precipitacion de 250 mL 2
51 Vaso de Precipitacion de 500 mL 2
2.2.4 REACTIVOS
N° Materiales Cantidad
1 Acido acético glacial 200 mL
2 Acido Clorhidrico concentrado 5 mL
3 Acido férmico 1mL
4 Acido sulfarico 0.1 M 10 mL
5 Agua destilada
6 Alcohol Potable 96% 8L
7 Borntrager 1mL
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8 Cloroformo 1200 mL
9 Cloruro Férrico 1mL
10 Dietilamina 1mL
11 Etil acetato 2 mL
12 lodo en granallas 39
13 Propanol 9mL
14 Reactivo Baljet 1mL
15 Reactivo de Dragendorff 10 mL
16 Reactivo de Fehling 2 mL
17 Reactivo de Lieberman-Buchard 2 mL
18 Reactivo de Wagner 2 mL
19 Sudan 1l 1mL
20 Tolueno 10 mL
21 Cloruro de Sodio 19
22 Amoniaco 100 mL
23 Magnesio en granallas 05¢g

2.3 FACTORES DE ESTUDIO

Los factores de estudio de esta investigacion fuero
= Alcaloides presentes en la raizBlehalliii.
» Analisis espectrofotométrico de los alcaloidesaaist.

= Se utilizaron las cortezas y raicesBiberis halliii.
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2.4 UNIDAD EXPERIMENTAL O DE ANALISIS

= Se utilizaron las Cortezas y RaicesBdéalliii.

CUADRO N° 3.PLANTA, LUGAR DE PROCEDENCIA, SUSTANCIAS A IDENTIRIARSE

Planta Lugar de Procedencia Sustancias a identificarse
Berberis halliii Sector La Josefina San Isidro ¢ Metabolitos secundarios
“Carraquilla” Cantén Guano provincia de (alcaloides)

Chimborazo

Fuente: Carolina Silva Ponce

2.5 METODOLOGIA

2.5.1 OBTENCION DE LA MATERIA PRIMA

Las raices y cortezas del arbuBerberis halliii fueron recolectadas en el Sector La

Josefina San Isidro del Canton Guano provincialidenBorazo el 7 de Mayo del 2010.
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2.5.2. COMPROBACION TAXONOMICA E IDENTIFICACION BOANICA

La identificacion taxondmica y una muestra del mateegetal fueromealizados por
el Ing. Jorge Caranqui; curador del herbario deEBPOCH quien certificd el

ejemplar.

Se procedié a obtener la materia prima, mediastéélenicas artesanales de recoleccion
considerando que el arbusto se encuentra en pa etdecuada de cosecha entre los
meses de Enero-Mayo; realizandose la recolecci@stenperiodo.

2.5.2.1 Muestreo:

Obtencién de una muestra representativa del tgtaia el analisis. Efectuando
adecuadamente la toma de muestras, de modo qua fiegresentativas del conjunto, El
contenido de sustancias depende de factores coeuatath tipo y posicion del tallo que

se muestrea, la disponibilidad de nutrientes delbsel estado fitosanitario.

2.5.2.2 Recoleccioén:

Se realiz6 en la época en la cual la planta pdseengenido maximo de sus principios

activos.

2.5.2.3 Conservacion

Las muestras se mantuvieron refrigeradas, consas\audsaquillos de nylon.
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2.5.2.4 Limpieza y descontaminacion:

La descontaminacion es necesaria para eliminaarstias extrafias que interfieren con el
analisis, fue necesario
Enjuagar las muestras suavemente para quitar tisytas de la superficie de las raices.

No deben lavarse demasiado, pues algunos nutrigsligses podrian perderse.

Una vez realizados los pasos anteriores se proeeséparar las cortezas exteriores que
recubren la raiz para obtener un extracto libreldefila. Por consiguiente pesoé las

cortezas y raices

2.5.3 EXTRACCION DE LA PLANTA FRESCA POR MACERACION

» Pesar una muestra del vegetal fresco para detereliresiduo seco (3 g).

» Dividir en fragmentos suficientemente reducidos.

» Secar en la estufa a una temperatura de 50 °€ pesb constante.

» Calcular el porcentaje de Residuo seco. Para ealtautantidad de alcohol que se

debe utilizar fue recomendable utilizar el CuadfceiN

CUADRO N° 4: ALCOHOL QUE SE DEBE UTILIZA RESPECTO AL RESIDUO SEC

Residuo seco Alcohol que se debe utilizar
25 % 90-99 %
30-35% 80 %
40-50% 70 %

Fuente: HAMMERSLAG, F ., The Technology and Chemistry of Alkaloids, 2eld., Santiago de Chile - Chile,
Hochstetter, 2008, p. 76
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2.5.4 MACERACION

En 2 envases negros con capacidad de 15 L se ®lbcle Alcohol potable EtOH 96%,
distribuyendo en cada uno respectivamente 4L déiEx€o.

Envase 1: Poner en contacto las raices (sin cdrtema el solvente Alcohol potable
EtOH 96%, durante 48 hrs con agitacion ocasional.

Envase 2: Poner en contacto las cortezas con &rgel Alcohol potable EtOH 96%,
durante 48 hrs con agitacidén ocasional.

Mantener a Temperatura inferior a 35 °C. (9)

2.5.5 EXTRACCION

Se filtra el contenido de los envases 1y 2.

Contenido envase 1: 1439 .04 g

Contenido envase 2: 1918.72 g

El extracto se concentré a presion reducida eotalapor a 70°C, durante 10 min.
(Fotografia No 6)

Total de extracto etandlico envase 1 (raices).6568.

Total de extracto etandlico envase 2 (cortezas):6469

FOTOGRAFIA No. 6 Extracto Alcohdlico
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Una vez obtenidos los 2 extractos concentradosrgee@o a utilizar el extrac
etanalico libre delorofila la cual interfiere y en los posterioregbisis cromatografico

asi como también en las determinaciones espeaimétticas

2.6 TAMIZAJE FITOQUIMICO

CUADRO No 5: ANALISIS FISICO QUIMICO CUALITATIVO EN EL EXTRACTOETANOLICO.

CXTRACTO ALSCHOLICO

|
CIDIR EN FRACCIONES

1L 2mL Tl i z1il
ENSATODE | ENSAYO DE ENgAYO0 DE k| EVEAYODE ] |
CATEQUINAS FEHING | gy c CIFe ENSAYCDE | = =pE 3 L en3 po'ciones
¥2 TEPETEED ERERMANDUCHARD frennLesy ramnas; EQRITHIACER easbetoLios) LNATOS D DRASCNDORIT
) TRITFRFFHNSFSTRRAINES) ’ (CUNORAS) MAYER Y "WAGHER
Emsh% DE 2nil ALALIDES)
RESINAS Tl ENSAYO LE 2L
FHSAY0DE BALET s ENSAYD DE
I(U\CTDNJ\S] (AMINDACIDAS) ANTOCIANIDINA
21l
ENSAJ0 EPUIA 2l
(EAPONIA ENSAY0 DE
SHINDDA

(FLALIRLIDES)

Es la etapa primordial para determinar cualitateat@ los principales grupos
constituyentes quimicos presentesB. halliii y a partir de alli realizar la extraccic
para el aislamiento de los grupos de mayor intetizando los solventes aprados y

la aplicaciérde reacciones de coloracion.)

2.6.1 ENSAYO DE [RAGENDORFF
Para el ensayo, a la solucion se le afiade a@gatel reactivo de Dragendorff,

observa;

- Opalescencia ()
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- Turbidez definida : (++)

- Precipitado : (+++)

2.6.2 ENSAYO DE WAGNER:

Adicionar 2 6 3 gotas del reactivo de Wagner yep®rta los resultados de igual forma:

- Opalescencia : (+)
- Turbidez definida : (++)
- Precipitado ; (+++)

2.6.3 ENSAYO DE MAYER:

Se adiciona 2 6 3 gotas del reactivo de Mayernggerta los resultados.

- Opalescencia ; (+)
- Turbidez definida : (++)
- Precipitado ; (+++)

2.6.4 ENSAYO DE LIEBERMAN-BUCHARD.

Permite reconocer en un extracto la presenciai@epgenos y/o esferoides, en ambos
tipos de productos debe poseer un nucleo del atadrosgeneralmente insaturado

en el anillo B y la posicion 5-6.

Se adiciona 1 mL de anhidrido acético y se mezia.lPor la pared del tubo de
ensayo se dejan resbalar 2-3 gotas de acido sudfédancentrado sin agitar. Un ensayo
positivo se tiene por un cambio rapido de coloracié
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Rosado-azul muy rapido. Verde intenso-visible aengyido.
Verde oscuro-negro-final de la reaccién.

Estas coloraciones pueden variar por interferen@asducidas por carotenos,

xantofilas y esteroides saturados que puedan pitaentes. (27)

2.6.5 ENSAYO DE BORNTRAGER.

Para detectar la presencia de quinonas.

Si la alicuota no esta en cloroformo debe ermpe el solvente en bafo de

agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroform

Se adiciona 1 mL de hidroxido de sodio, hidroxil#o potasio o amonio al 5 % en
agua. Se agita mezclando las fases y dsga en reposo hasta su ulterior

separacion.

Ensayo positivo cuando la fase acuosa alcalimgefsor) se colorea de rosado, en

este caso se reporta (++). O rojo para lo cuaperta (+++).

2.6.6 ENSAYO DE BALJET.

Para reconocer la presencia de compuestos con ayrepto lactonico, en
particular Cumarinas, aunque otros compuestosnac® pueden dar resultado positivo.
La prueba es positiva, cuando aparece una colaracprecipitado de color rojo (-H-

y +++) respectivamente. (13)
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2.6.7 ENSAYO DE SUDAN llI.

Permite conocer en un extracto la presencia de westps grasos, para ello, cuando un
extracto etéreo se evapora a sequedad en predenana solucion de Sudan 111 al 0.6 %

en glicerina- agua (1:1).

La aparicion de gotas oleosas de color rojo obsdéndica la presencia de Lipidos y/o

Aceites Esenciales.

2.6.8ENSAYO DE CATEQUINAS.

Para ello, tomar de la solucion .alcohdlica obtanidna gota con la ayuda de un
capilar y aplique la solucién sobre papel de fil®obre la mancha aplique solucion de
Carbonato de Sodio. La aparicion de una manchaeveadnelita a la luz UV, indica

positiva la prueba.

2.6.9 ENSAYO DE RESINAS

Para detectar este tipo de compuesto, adicionaméa #8e la solucién alcohdlica, 10
mL de agua destilada. La aparicion de un precipitatica un ensayo positivo.

2.6.10 ENSAYO DE ESPUMA.

Permite reconocer en un extracto la presencia dersaas, tanto del tipo
esteroidal como triterpénica. De modo que si laualia se encuentra en alcohol, se
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diluye con 5 veces su volumen en agua y se agiteelecla fuertemente durante 5-10

minutos.

El ensayo se considera positivo si aparece espunte ®uperficie del liquido de mas
de 2 mm de altura y es persistente por mas de @tosn

2.6.11 ENSAYO DEL CLORURO FERRICO.

Permite reconocer la presencia de compuestos t&rsoli/o taninos en un extracto
vegetal. Si el extracto de la planta se realiza @oohol, el ensayo determina tanto
fenoles como taninos. A una alicuota del extrad¢toh®lico se le adicionan 3 gotas
de una solucién de tricloruro férrico al 5% en saln salina fisiologica (cloruro de
sodio al 0.9 % en agua). Si el extracto es aclgsmsayo determina fundamentalmente
taninos. A una alicuota del extracto se afiade tcdm sodio para neutralizar y tres
gotas de una solucion de tricloruro férrico al Sefisolucion salina fisioldgica, un

ensayo positivo puede dar la siguiente informageémeral. (24).

Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compues$ém®licos en general.
Desarrollo de una coloracién verde intensa, tanitebsipo pirocatecolicos.
Desarrollo de una coloracién azul, taninos del fipogalotanicos.

2.6.12 ENSAYO DE N INHIDRINA.

Permite reconocer en los extractos vegetales Isepctsa de aminoacidos libres o de
aminas en general. A la fraccion disuelta en 1 raLEtanol se le adiciona 1 mL de
solucion de Ninhidrina al 5%. Se calienta en baéi@agua de 5 a 10 minutos. Si aparece

una coloracion azul o violeta el ensayo es positivo
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2.6.13 ENSAYO DE SHINODA.

Permite reconocer la presencia de flavonoiges un extracto de un vegetal. Si
la alicuota del extracto se encuentra aoohol, se diluye con 1 mL de &acido
clorhidrico concentrado y un pedacito de cirdardagnesio metéalico. Después de la
reaccion se espera 5 minutos, se aflade 1 mlcdaa amilico, se mezclan las

fases y se deja reposar hasta que se separen.

Si la alicuota del extracto se encuentra en agupracede de igual forma, a partir de la

adicion del acido clorhidrico concentrado.

El ensayo se considera positivo, cuandbalcohol amilico se colorea de

amarillo, naranja, carmelita o rojo; intenso edds los casos. (27)

2.6.14 ENSAYO DE ANTOCIANIDINAS.

Permite conocer en los extractos vegetales la pcesde estas estructuras de secuencia

Cs-Cs- Q del grupo de los flavonoides.

Se calienta 2 mi, del extracto etanélico por 10utoe con 1 mL de HCI concentrado.
Dejar enfriar y luego adicionar 1 mL de agua y 2 deLalcohol amilico. Agitar y dejar

separar las 2 fases.

La aparicion de color rojo a marron en la fase iamilndica ensayo positivo.

2.6.15 ENSAYO DE FEHLING:

Permite reconocer en un extracto la presencia deaazs reductores. Para ello, sila
alicuota del extracto no se encuentragma, debe evaporarse el solvente en
bafio de agua y el residuo redisolverse en 1-2 miagi@. Se adicionan 2 mL del
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reactivo y se calienta en bafio de agua 5-10 midatasezcla. El ensayo se considera

positivo si la solucidn se colorea de rojo o apan@®cipitado rojo. (24)

2.7 METODOS FiSICO-QUIMICOS APLICADOS AL ANALISIS DE
EXTRACTOS

Permite establecer la calidad de los extractosnatiie a partir de drogas crudas; asi

como controlar su estabilidad. (46)

2.7.1 DETERMINACION DE LOS REQUISITOS ORGANOLEPTIGO

Determinacion de olorSe toma una tira de papel secante de aproximadartent de
ancho por 10 cm de largo y se introduce un extremia muestra de ensayo. Se huele y

se determina si corresponde con la caracteristigardducto.

Determinacion del coloiSe toma un tubo de ensayo bien limpio y seco yesa hasta
las tres cuartas partes con la muestra de enssgmpserva el color, la transparencia, la

presencia de particulas y la separacion en capasfdma los resultados. (18).

2.7.2 DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA.

Se entiende por densidad relativa a la relacioneelat masa de un volumen de la
sustancia a ensayar a 25 °C y la masa de un voluguah de agua a la misma

temperatura. Este término equivale a peso especific
Materiales y reactivos.

- Picnémetro de al menos 10 mL de capacidad.

- Balanza analitica v D 0.1 mg LSP 200 g.
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Procedimiento.

Primero pésese el picnbmetro vacio y seco a 2 fiéngse con la porcién de ensayo,
manténgalo a la temperatura de 25 °C (x 1°C) dardbtmin., y ajustese el liquido al
nivel empleado, si es preciso, una tira de papeh pxtraer el exceso y secar

exteriormente el picnometro. (18)

Se pesa cuidadosamente el picnébmetro con la podegi@nsayo y se repite la operacion

con el agua destilada a 25 °C, después de limgiedmetro.
Expresion de los resultados.

La densidad relativa a 25 °C se calcula por laiside féormula:

D25: M]_—M/M 2-|V|

Donde:

M 1 = peso del picndbmetro con la muestra (g)
M2 = peso del picnémetro con el agua (g)
M = peso del picnémetro vacio (g)

Los resultados se aproximan hasta la tercera cifra.

2.7.3 DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION.

El indice de refraccibn es una constante caratiterisle cada sustancia, la cual
representa la relacion entre el seno del angulincidencia de la luz y el seno del
angulo de refraccion cuando la luz pasa oblicuaenatitavés del medio.

Esta relacion viene dada por la siguiente ecuacion:
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Sani/Sanr=n

Asi los refractdmetros utilizan como principio dedition, la determinacion del angulo
limite el cual presenta en el campo visual un estgrclaro y otro oscuro. La linea de

separacion entre ambos campos establece el amgite de la luz incidente.
Materiales y reactivos.

Refractdmetro de Abobé
Varilla de vidrio

Solucion mezcla de alcohol etilico-éter di etil{gal) para la limpieza del equipo.
Procedimiento.

Se coloca sobre el prisma de medicién una gotayddaadestilada, utilizando para ello
una varilla de vidrio que no tenga cantos agudesajssta el equipo seleccionado la
zona del espectro visible que aparece en la linggeldel campo visual, moviendo el
compensador cromatico y colocando la intersecc&raticulo sobre la linea limite de

los campos claro y oscuro.

Después de haber realizado el ajuste del refractonse coloca una gota de la muestra
de ensayo sobre el prisma de medicidn, se cierti@reb prisma y se enfoca la luz por
medio del espejo, de modo tal que la misma incaaesla apertura de entrada del

prisma de medicion y se proceda de la misma foumacqn el agua.
Expresion de los resultados.

Se hacen tres lecturas y se calcula el promediagdenismas. Dos 0 mas lecturas no

deben diferir en mas de 0.002

Si las determinaciones no se efectian a la temyperate referencia se emplea la

férmula siguiente:
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Ng %° = Ng+ 0.00044(t - 25)

Donde:N4 2° = indice de refraccion

N4’ = valor leido en la escala del aparato a la tempera
t = valor de la temperatura a que se realiza ldaited(°C)

0.00044 = factor de correccion por grado Celsius lalores se aproximan hasta las

milésimas.

2.7.4 DETERMINACION DEL pH DE EXTRACTOS

La acidez o la alcalinidad de las soluciones acussaaracterizan por el valor del indice
de hidrogeno, pH. HI pH es por tanto un indice mizné&ue se utiliza para expresar la
mayor o menor acidez de -una solucion en funciotodgelones hidrogeno. Se calcula

tedricamente mediante la ecuacion:
pH = -loga [H']
a [H*]= actividad de los iones hidrégeno

En la préactica, la medicion de pH se lleva a catorpedio de la lectura de pH en la
escala de un instrumento medidor de pH, ya setatigianalogico. Esta lectura esta en
funcién de la diferencia de potencial establecid&esun electrodo indicador y un

electrodo de referencia usando como solucion deeajie la escala del medidor de pH,

una solucion reguladora del mismo. (46)

Materiales y reactivos.

Medidor del pH con electrodo de vidrio combinado.

Solucién reguladora de pH, para rango de O - hagvesla de la siguiente forma: 2.5
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g de Bitartrato de potasio para 250 mL de agua 8¥%b)=

Procedimiento.

Ajuste el equipo con la solucion reguladora de ptécaiada al rango en que se

realizara la determinacion. Posteriormente detezs@rl valor del pH de la muestra.

Los resultados se daran apreciando hasta la décima.

2.7.5 DETERMINACION DE LOS SOLIDOS TOTALES.

La determinacién de la variacion de la masa, delsida pérdida o eliminacion de
sustancias volatiles por accion del calor, mediamteproceso de evaporacion de la
porcién de ensayo y secado del residuo en estafta masa constante, se le asigna como
sélidos totales. (46)

Materiales y Reactivos.

Céapsula de porcelana, platino o cristal.

Bafio de agua

Balanza analitica

Desecadora conteniendo silica gel

Estufa con temperatura controlada (105 £ 2 °C)

Pipeta aforada de 5 mL.

Procedimiento.

5.0 mL del producto se llevan a una capsula presmdentarada a 105 °C, se evapora
sobre bafio de agua hasta que el residuo esté tgassrie seco. Se pasa entonces
hacia una estufa y se deja hasta peso constamaxi(@pdamente 3 h). Se retira la

capsula de la estufa y se coloca en una desechdsta que alcance la temperatura

ambiente.



-85 -

Para obtener la masa constante entre una pesdadaseonantendra un tiempo de secado

de 60 minutos.
Expresion de los resultados.
La cantidad de sélidos totales, expresado en %e Ralcula por la siguiente formula:

Pr-P
St = ------- *100
\Y
Donde:
Pr = masa de la capsula mas el residuo
P = masa de la capsula vacia
V = volumen de la porcién de ensayo
100 = factor matematico para el célculo

Observacion: En caso de aceites esenciales se aenocomo residuo de evaporacion

(R).
2.7.6 ANALISIS CAPILAR

Este método se basa en los fendmenos de absoraiénrgparticion de sustancias en
materiales colorantes a través de los espaciokepdel material inerte que constituye

el papel filtro. (50).
Materiales y Reactivos.

- Beaker Pirex de 100 mL de aproximadamente 5 cnaeedro 70 cm de alto.
- Bandas de papel de filtro de 4 cm x 20 cm.
- Camara protectora de luz.
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probeta o copa graduada de 25 mL.
Lampara de luz UV de 366 nm.

Procedimiento.

Se tienen 20 mL de la muestra o de la disoluciotadauestra en un beaker de 100
mL, coloquelo en la camara protectora. Coloque baada de papel de filtro
verticalmente de manera que su extremidad infeegté sumergida dentro de la

muestra, pero sin tocar el fondo ni las paredesedgliente.

Cierre la camara y deje transcurrir 2 horas, ababeste tiempo se retirara el papel y se

deja secar. Una vez seco se procedera a su ingpetsiial y caracterizacion. (46)

Para la interpretacion de la imagen se tienen entauos aspectos siguientes:

. Color

. Altura

. Descripcion de las diferentes partes

. Cambios de coloracién con vapores de amoniaco

. Examen bajo la luz ultravioleta.

. Color: el color de la imagen se define en su cdojumcialmente como:

1 Vivamente coloreado

2. Poco coloreado

3. Muy poco coloreado

En dependencia de la tonalidad que predomine enléonnagen se detallan los colores

caracteristicos de todas las zonas.

Altura: La altura de una imagen capilar se deteanmmdiendo con una regla graduada
en cm, del borde inferior del papel a la franjaensio esta inversamente
proporcional al grado alcohdlico de la muestra. &léura promedio de una
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imagen capilar es de 8 cm aproximadamente, de @ahisq pueden clasificar las

imagenes en:

Altas (de 8 cm en adelante)

. Medianas (entre 5y 8 cm)

. Pequefas (menos de 5 cm)

. En el andlisis de la imagen se pueden distingnonas:

. Franja: limite superior de la ascensién del liquido

. Sub-franja: region generalmente poco coloreadapoemndida entre la franja y la

zona superior de la banda.

. Banda: zona generalmente pigmentada debido a Isemm@ de sustancias
coloreadas.
. Sub-banda: situada debajo de la banda hasta & kiiminmersion.

Una de las zonas de mayor interés es la franjagqteepuede ser o no traslicida, lo

gue denotara la presencia de resinas o aceitesiassry grasas.
También se debe observar la forma que la franjataddentro de ellas tenemos:

1 Lineal

2. Festonada

3. Dentada

4. Profunda dentada.

2.8 CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA

2.8.1. DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES:

Se denominan cenizas totales al residuo inorgagimose obtiene al incinerar una

droga, fundamentalmente en su determinacion grangaé
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Materiales y Reactivos
» Crisol de porcelana o platino
» Acido clorhidrico al 10%
» Tripode
* Agua destilada
» Tridngulo de porcelana
* Papelfiltro libre de cenizas
* Mechero
+ Acido nitrico
e« Mufla
» Desecadora
* Solucidn de nitrato de amonio 10 g/100 mL.

» Perodxido de Hidrogeno concentrado

Procedimiento.

Se determina la masa de no menos de 2 g ni masglde3la porcién de ensayo
pulverizada y tamizada con un a desviaciéon perrtasile 0.5 mg en un crisol de
porcelana o platino (en dependencia de la sustanafizada) previamente tarado.
Caliente suavemente la porcion de ensayo aumentdademperatura hasta
carbonizar y posteriormente incinere en un horndlana una temperatura de
700 a 750 °C, si no se sefiala otra temperaturaaemima especifica, durante 2

horas.
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Se enfria el crisol en una desecadora y se pgstiemelose el proceso hasta que dos
pesadas sucesivas no difieran en mas de 0.5 ngy(pmasa constante).

Para obtener la masa constante los intervalos esigatamiento y pesada son de 30 min.
Si el residuo presenta trazas de carbon, se leafatis gotas de solucion de perdxido de
hidrégeno concentrado, acido nitrico o soluciémiteato de amonio al 10% m/v y se
calienta hasta evaporar los solventes. Al enfliarisol el residuo es de color blanco o

casi blanco. (46)

Expresion de los resultados.

C= (M M/ M1 — M) * 100

C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada
M= masa del crisol vacio (g)

M1 = masa del crisol con la porcion de ensayo (g)
M2 = masa del crisol con la ceniza (g)

100 = factor matematico para los calculos.

Los valores se aproximan hasta las décimas.

2.8.2 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD.

Los limites de agua establecidos en las farmacopsagan entre 8 y 14% con
pocas excepciones. Los dos métodos mas usadodgtarminar el contenido de agua en
las drogas vegetales son el gravimétrico y el agpmp. El método gravimétrico es el
mas facil, pero no es aplicable a drogas que cgatesustancias volatiles. El método
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azeotrépico requiere de un equipo especial, lo coalparativamente dificulta su uso,
pero es aplicable a drogas que contengan sustatéides.

Pérdidas por Desecacion: Método Gravimétrico

Se basa en la determinacion gravimétrica en masangiestra una droga después
de ser desecada en la estufa

Materiales y Equipos:
» Balanza Analitica
» Céapsula de porcelana
» Estufa u horno de calentamiento
* Desecadora

Procedimiento:

De la muestra de laboratorio, con el grado der#&ifidn que determine la norma
especifica, se pesan 2g con desviacion permisibl®.8 mg y se transfieren a una
capsula de porcelana previamente tarada y desecdd#®b°C hasta masa constante;
seguidamente se deseca a 105 °C durante 3h. Lal@dms coloca en la desecadora
donde se deja enfriar a temperatura ambiente esa, golocandose nuevamente en la

estufa durante 1 hra, volviéndose a pesar, hastm@buna masa constante.

Expresion de los resultados:

Hg= [(M2 — M1)/ (M2 - M) ] * 100

Hg = perdida en peso por desecaciéon (%)

M2 = masa de la capsula con la muestra de ensgyos (
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M 1 = masa de la capsula con la muestra de enssgeada (g)
M = masa de la capsula vacia
1 00 = factor matematico.

Los resultados se aproximan a las décimas

2.9 EXTRACCION DE ALCALOIDES

La extraccidon abarca la obtencion del extractodyrgtie contiene ademas de la totalidad
de los alcaloides presentes en la planta, impureatas las cuales se citan grasas, ceras

vegetales, resinas, colorantes, taninos, y salésides organicos como el acido oxalico.

Para la purificacion del extracto bruto es necesael uso de solventes inmiscibles y
variaciones de pH lo que conlleva a la separac#la draccion alcaloidal bruta, también

llamada base libre”. (32)

El aislamiento del alcaloide de su base libre gdmente ocurre por cristalizaciones

sucesivas.

La extraccion de la droga vegetal se realiza cdvestes organicos o con soluciones
acuosas de acidos o de sales de reaccion acidesds libres. El segundo caso indica que

son extraidos en forma de sus sales. (3)

La extraccion y purificacion suele hacerse en laalsebasicidadEl método mas

comun de extraccidon y purificacion de alcaloidesleesitilizacion de un sistema de
acidos o bases en el cual los alcaloides sonidgracon soluciones, para luego
purificarse alcalinizando la solucion y exegagio el alcaloide con solvente

organico.
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En este proceso, sustancias solubles en agnaseparadas des alcaloides. De
esta manera pueden extraerse todos los alcaloidesionados estructuralmente

presentes en el vegetal (32).

En un embudo de separacion a 20 mL del extractwkta (149.9 g) se agregaron 15

mL de Tolueno; obteniéndose 2 fracciones:

. Fraccion 1: Extracto etandlico EtOH

. Fraccion 2: Sub-terpenos

A la fraccion 1 se le agregan 15 mL de Cloroform@Ci;. obteniéndose la

fraccion 3.

. Fraccion 3: Cloroformo HCGI

A la fraccion 1 EtOH se le agrega 15 mL de Amonialds, y se obtienen las

fracciones 4 y 5.

Fraccion 4: Alcaloides y HCGI

. Fraccion 5: (flavonoides) EtOH

Posteriormente a la fraccion 4 se realizé un bafidri@ con hielo y Acetona para
obtener el residuo seco de Alcaloides. (0.50639)

Mediante Cromatografia en capa fina y posterioeleslo con reactivo de Dragendorff,
se observd que este extracto contiene compuesta®ideos, por lo que desde
ahora en adelante se denominara extractdomlabhde Berberis halliii.

El procedimiento descrito se explica en el esquma
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CUADRO N° 6: FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO Y OBTENCION DE ALCALODES

Agregar 5 mL de Tolueno
realizar 3 lavados —

%

FOTOGRAFIA N°. 7SEPARACION DE
FRACCIONES
Adicionar 5 mL de HCGI
realizar 3 repeticiones (5 mL —
cl/repeticion)
o N
I I
l |
A
Adicionar 5 mL de NH Solucién: EtOH- NH
realizar 3 repeticiones (5 n
clrepeticion) T
A
Fraccion 4: Fraccion 5:
Alcaloides residuo ——— Flavonoides EtO

seco (0.5063 | (0.021
y



-94 -

2.10 PRUEBAS PRELIMINARES CON SOLVENTES

Una vez obtenido el residuo seco de los alcalo{@¢s063 g) se procedié a realizar
ensayos preliminares con diferentes solventesrpataar la cromatografia de Capa fina,
que fue el punto siguiente para proceder con lasitiyacion; fue necesario tomar en
consideracion que se eligié un sistema de solveespiado es decir que sea eficiente,
gue se de mejor separacion de las sustancias yeska pdentificar adecuadamente las

sustancias en la Cromatografia. (39)

Se busco un sistema de solventes adecuado comadida ia tabla No 3

GRAFICO N° 7. SISTEMA DE SOLVENTES PARA IDENTIFICAR ALCALOIDES H PLANTAS

(TABLA 1)

Sistema de Solventes para buscar Alcaloides

Proporciones (en relacion a

Mayoritarios en algunas Plantas 100 mL)
Cloroformo —Dietilamina 90: 10
Ciclohexano — Cloroformo - Dietilamina 50:40:10
Cloroformo - Acetona - Dietilamina 50 :40 :10
Cloroformo — Metanol — Amoniaco 10 % 80 :40:15
Etilacetato — Ciclohexano- Metanol — Amoniaco 25 ¢ 70:15:10:5
Etil acetato — Metanol 90:10

Tolueno — Cloroformo — Etanol

28.5:557:14.5

n-Propanol — Acido formico — Agua 90:1:9
n-Butanol — Etilacetato — Acido Férmico - Agua 30:50:10:10
Ciclohexano — Cloroformo — Acido acético Glacial 45:45:10
Cloroformo — Etanol — Acido acético Glacial 65:25:10

FUENTE: WAGNER H; Plant and Drug Analysis; 2 ed; Springner, Nueva York - Estados Unidos, 1995 , pp.

14-48
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2.11 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA A PARTIR DE RESI DUO SECO DE
ALCALOIDES

2.11.1 PREPARACION DE PLACAS CROMATOGRAFICAS PREPARVAS

La preparacion esta detallada para palcas de vi#i@ mm de espesor y 10*20, el
procedimiento es el mismo a seguir para el restpldeas que fueron preparadas
posteriormente.

» Lavar exhaustivamente las placas de vidrio 10 ,xs20arlas y colocarlas sobre

una superficie plana

* .Preparar en un erlenmeyer de 250 ml una pap#ia bomogeneizada con 16 g
de silicagel de capa fina (SO y 32 ml de agua destilada. Hasta sonido

metdalico.

« Con ayuda de un extensor, del grosor adecuadopde eatender la papilla sobre

las placas antes de que endurezca.
e Al cabo de un momento llevar las placas a la astufante 1 hra.

» Retirar las placas de la estufa y dejar en el delealurante 15 — 20 min.

GRAFICO N° 8: Preparacion de Placas
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2.11.2 COLOCACION DE MUESTRA DE ALCALOIDES SOBRE LRLACA
CROMATOGRAFICA

e A partir de 0.458 g de alcaloides secos agregak Be Etanol 96 %.
« Disolver el residuo de alcaloides secos con el &t O
Peso alcaloides + EtOH =1.3582 g

* En la placa cromatografica sefializar 1 cm de distatesde el borde inferior de

la misma.

e Con la ayuda de un Capilar despuntado o de unetePipasteur proceder a
colocar pequeinas gotas de muestra sobre la gsparando a que se seque las
manchas repetir el procedimiento por 3 0 4 vecatarelo que las manchas se

unan.

IRV
A B

GRAFICO N° 9: Colocacion de muestra sobre la placa

* Una vez secas las manchas se coloca sobre unadewddrio que contiene el
sistema de solventes Cloroformo, Etanol, Aciddiecg13: 5: 2) en relacion a
20ml. Se deja correr el solvente que ascendiévédrde las manchas y arrastré a
sus componentes a lo largo de la placa que depdadis caracteristicas

moleculares.
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* Es necesario recalcar que durante el corrido dekest, el lugar de trabajo
donde se encontraba la muestra estaba recubieartonpocortina oscura con el

propésito de evitar degradaciones de los compu€3ids

2.11.3 OBSERVACION EN LA CAMARA UV

* Una vez seca la placa inmediatamente se llevaenaison en la Camara UV.

* se observa en UV corto y largo

2.11.4 REVELADO CROMATOGRAFICO

* La sustancia utilizada para el revelado cromatagrafue el Reactivo de
Dragendorff.

e Con la ayuda de la bomba de vacio y el atomizadotrd del cual se encuentran
50 mL del reactivo de Dragendorff se arma el equige Revelado
Cromatografico.

* Colocar las placas dentro de la Sorbona en posugdical.

 Encender la bomba de vacio y a una distancia cenaditk se procede a dispersar
el reactivo revelador sobre las placas.

» Esperar de 2 — 5 min que las placas se sequen.
* |dentificar las manchas presentes.

* Observar el color de las manchas

* Calcular el Rf de las manchas reveladas

 Se denomina Ra la distancia recorrida por cada componente dmdacla

dividido por la distancia recorrida por el disolten
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2.11.5 SEPARACION DE MANCHAS REVELADAS EN LA CROMATOGRAFIA

Luego de haberse identificado que en las placasn&@&omgraficas preparativas se

presentaron 2 manchas bien diferenciadas, se skysarmdsmas:

Con la ayuda de una placa cubre-objetos se trazéinga de separacion entre las
2 manchas de cada una de las placas Cromatograficas

» Separar cuidadosamente las manchas; evitando gqoatehido de las mismas se
mezcle; pues los resultados en la lectura del &spse alterarian y ocasionarian

datos incorrectos.
* A cada mancha se les denomina como Bangdg Banda B

* Inmediatamente el contenido de BB, colocar en frascos ambar de vidrio y tapa

rosca previamente etiquetados.

2.11.5.1 Separacion de lag B B, de la Silicagel

* En el envase que contiene lg Be agrega una cantidad del sistema de solventes
(Cloroformo, Etanol, Acido acético 6.5 : 2.5 : d}p tal manera que el contenido
guede humedecido

* En el envase que contiene lg Be agrega una cantidad del sistema de solventes

(Cloroformo, Etanol,8 : 2.); de tal manera queaitenido quede humedecido
» Traspasar los contenidos de)B B, a tubos de ensayo previamente etiquetados.
* Los tubos de ensayo con B B;centrifugar durante 5 min.
* Retirar el sobrenadante de cada tubo.

* Una vez terminado el proceso se concentra el satiagte tanto de B/ B, por

separado en el rota vapor:
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By 0.2357 g

B,: 0.2023 g

2.11.5.2 Cromatografiade B B,

« En placas cromatograficas de 10 * 4 cm procedmrl@car pequefias gotas de
muestra By B, esperando a que se seque las manchas regaticedimiento

por 3 0 4 veces. Evitando que las manchas se unan.

e Sijstema de solventes:
B1: Cloroformo, Etanol, Acido acético6.5:2.5:1

B,: Cloroformo, Etanol,8 : 2

* Colocar en Cubas de vidrio que contienen el sis@#solventes indicado para

cada Banda

» Seguir el protocolo indicado para revelado y deteasion de manchas

2.12 LECTURA EN EL ESPECTROFOTOMETRO DE B; Y B;

* Tanto para By By:

* Se realiz6 diluciones de 1:10 mL

* Se llevo a lectura en el espectrofotometro.
» Se realiz6 un barrido desde (350-500 nm).

*« Se determiné las
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CUADRO N° 7: LECTURAS DE LASB Y B, EN EL ESPECTROFOTOMETRO

Bandas Solvente Absorbancia (Abs) Longitud de onda @)
Banda 1 (B1) (EtOH, HCCI3) 0.101 549 nm
Banda 2 (B2) (EtOH, HCCI3, Ac. 0.872 421 nm
Acético)
0.808 390 nm
0.793 383 nm
0.893 397 nm
0.805 389 nm

FUENTE: Carolina Silva Ponce

2.13 SEPARACION DE B2

» Se realizo cromatografias en Placas preparativisBie utilizando el mismo
sistema de solventes.

e Partiendo de 0.2023g de extracto alcaloideo.

* Se realizo la cromatografia para 10 Placas prepasat

» La B, se separ6 en 3 fracciones; a las cuales setesnited como sub-bandas:
B2 sub 1, B sub 2, B sub 3; Se observo el color de las 3 sub-bandas.

* Se observo en la Camara UV, se observo el coltasdeandas

¢ Se separo las 3 sub — bandas de la misma formsecgepararoB; y B,

e Bysub1:0.084 g

* Bysub2:0.057¢g

e Bysub 3:0.042g
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2.14 LECTURA ESPECTROFOTOMETRICA DE 3 FRACCIONES B, SUB 1; B
SUB 2B SUB 3

CUADRO N° 8: LECTURAS DE LAS SUB — BANDAS DE Bsub 1; Bsub 2 Bsub 3, EN EL

ESPECTROFOTOMETRO
Banda 2, B Solvente Longitud de onda ¢  Absorbancia (Abs)
) nm
B,sub 1 H,O 550 0.000
(EtOH, HCCH) 519 0.054
323.5 0.005
291.5 0.000
550 0.000
306.0 0.011
Sin solventes 379 0.003
B, sub 2
370 0.004
351 0.000
334 0.002
324 0.004
312 0.003
299.5 0.005
B, sub 3+ EtOH, 520.5 -0.005
B, sub 3 HCCl;
487.5 -0.003
361.5 -0.003
550.5 -0.001

Fuente : Lecturas realizadas en el Espectrofotommet UV 1603 Shimadzu Carolina
Silva
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2.15 IDENTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LA BERBE RINA
(ALCALOIDE EN MAYOR PROPORCION)

» Utilizando Acido Sulfarico 0.1 N
» Serealizo la lectura en el Espectrofotdmetro a Qnae 228 nm.

* Se establecio la Absorbancia.

2.16 APLICACION DE LAS REGLAS DE WOOWARD - FIESER PARA
IDENTIFICAR ALCALOIDES.

» Se aplicaron las Reglas de Woodward — Fieser.

e Se descarto aquellas absorbancias con similaridephladdad a lasA) de los

solventes

e Se hizo determino las estructuras de los alcalgdesentes mediante las tablas

gue proporcionan los datos de absorcion de cadauwesto.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA

Para los andlisis de control de calidad, se utillécortezas y raices de planta fresca
Berberis hallii Carrasquilla de los mismos que se separd las cortezas para@ue
existan interferencias y falsos positivos debiddaaclorofila, la materia prima fue
adquirida del Sector La Josefina San Isidro delt@auano provincia de Chimborazo
el 7 de Mayo del 2010.

3.1.1. COMPROBACION TAXONOMICA E IDENTIFICACION BOANICA

La comprobacion taxonémica e identificacion botarfige realizada por el Ing. Jorge
Caranqui, que es el curador, encargado del Herdaria Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo quien al estudiar la especie apmmoel siguiente cuadro categorial
que corresponde a la comprobacion taxondmica difidacion Botanica deBerberis

halliii.
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CUADRO N° 9. COMPROBACION TAXONOMICA E IDENTIFICACION BOTANICA [E Berberis
halliii

REINO CLASE FAMILIA GENERO ESPECIE

Plantae Magnoliopsida Berberidaceae Berberis Halliii

Fuente: Ing. Jorge Caranqui.

3.1.2. ESTUDIO MACROSCOPICO

La especie fue identificada de acuerdo a las aiatitas como un arbusto glabro, que
puede alcanzar hasta 1,5 metros de altura. Presenta

Espinas de 2 a 15 mm de largo.

Hojas son lisas, suborbiculares, elipticas de 15 @n de largo y 0,6 a 4 cm de

ancho.
Al secarse adquieren un color café claro a ver@ggo.

Las flores brotan en racimo, en este Ultimo casbaheeinte en un mismo tallo. Son de
color amarillo o naranja, de 3 a 6 mm de longitcmh) seis sépalos y seis pétalos en

grupos alternos de tres.

Los sépalos estan habitualmente coloreados igesalogupétalos.

3.1.2.1 Muestreo, Recoleccion, Conservacion, LimgpieDescontaminacion
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CUADRO N° 10: MUESTREO, RECOLECCION, CONSERVACION LIMPIEZA Y
DESCONTAMINACION DEL MATERIAL VEGETAL.

Muestreo Recolecciéon Conservacion Limpiezay
descontaminacién

Se obtuvieron Fecha de Tiempo de Se obtuvo el peso
muestras frescas ¢ Recoleccién: 7 de¢ permanencia: en ()

raices deBerberis Mayo del 2010. o

halliii Fue el minimo

posible, menos de

hrs, con el propositt Peso cortezas:
Edad:5 de evitar que las 340.123 (g)
ad:5 meses .
Raices: Fueron reacciones Peso raices:
Sitio: recolectadas antes €nzimaticas 1927.758 (g)

Semidespejado;  de completar el produzcan cambio

~ ciclovegetativode ©€n la estructur:
Suelo: Arido libre la planta. quimica.

de infestacién cor
otros arbustos.

3.1.3 EXTRACCION DE LA PLANTA FRESCA POR MACERACION

CUADRO N°11. PORCENTAJE DE RESIDUO SECO Y ALCOHOL UTILIZADO

Peso Material Peso Constante Porcentaje Residuo seco Alcohol a utilizar
Vegetal fresco (%)
39 0.831g 28 % Alcohol Potable 96 %.

Después de haberse calculado el Porcentaje deuResado se utilizé alcohol Potable al
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96 % siguiendo las indicaciones del Cuadro N° 11..

3.1.4 MACERACION Y EXTRACCION

MACERACION: El resultado es un equilibrio de conzanion entre la plantBerberis
halliii y el EtOH 96%. El hinchamiento de la droga es irgrde porque aumenta la
permeabilidad de la pared celular y difusion debhbl

EXTRACCION:

CUADRO N°12. PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS DE LASARKCES Y
TALLOS DE Berberis halliii

Envases Contenido Extracto EtOH Pocentaje de Rendimiento
concentrado
o = Rendimiento Real 100
® ~ Rendimiento Tedrico
Env, (raices) 1439.04 g 253.63 ¢ 18 %
Env,(cortezas): 1918.72 g 452.69 g 24 %

El contenido de los extractos concentrados disn@énagtablemente debido a la
recuperacion del solvente; ademas que el concentreldia dar una consistencia espesa
y libre de Etanol.

Los Porcentajes de Rendimiento del extracto deRkeises fue de 18 %, y el de las
cortezas fue del 24 % ; El % de rendimiento dedatractos es menor al 50 %, ya que la

relacion de las raices y cortezas con el EtOH 98&3menta debido a factores como el
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tiempo de permanencia entre droga y solvente .

Otros factores influyentes que afectan el posjentel rendimiento se encuentran la

temperatura y la presion a la cual se sometie®eXtractos para ser concentrados

3.2 TAMIZAJE FITOQUIMICO

Los resultados obtenidos en los extractos de leszas y raices dBerberis halliii se
aprecian en el siguiente cuadro. Con respectosArdacciones de coloracion o aparicion

de precipitados, aplicadas segun las técnicaswieage fitoquimico.

CUADRO N°13. GRUPOS FITOQUIMICOS ENCONTRADOS EN LAS RAICES Y TROS DE
Berberis hallii LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH

Interpretacion: (-) Negativo, (+) Baja evidenciat) Evidencia, (+++) Alta evidencia,

(+/-) Falsos Positivos

Ensayos Raices Cortezas
Dragendorff Opalescencia : (+++) Opalescencia : (++)
Turbidez definida (+++) Turbidez definida (++)
Alcaloid .. .
caloides Precipitado: (+++) Precipitado: (+++)
Wagner Opalescencia : (++) Opalescencia : (+++)
Alcaloides _ o _ o
Turbidez definida (++) Turbidez definida (+++)

Precipitado: (++) Precipitado: (++)
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Mayer Opalescencia : (++) Opalescencia : (+)
Turbidez definida (++) Turbidez definida (++)
Alcaloides Precipitado: (+++) Precipitado: (++)
Lieberman- +) (+)
Bichard.
(Triterpenos-
esteroides)
Sudan Il ) (++)
(Lipidos)
_ ) (+)
Catequinas
| ) (+)
Resinas
Benedict Verde Intenso (++) Verde Intenso (++)
(Taninos)
- ) )
Ninhidrina
(Aminoacidos)
Shinoda
(Flavonoides) Amarillo (+++) Amarillo (+)
- (++) )
Antocianidinas
(++) (++)
Fehling
(azucares)
¢ (+)

Clorofila
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En el cuadro RL3, se muestra la composicién quimica de los exisade Berberis
halliii, se evidencia una alta presencia de alcaloidéssetns extractos. También existe
una presencia considerable de flavonoides. AzUaaeisctores, aminas, lipidos estan

presentes tanto en las raices como en las cortezas.

La Clorofila esta presente en las cortezas y nagenaices por dicha razon se utilizé el

extracto de las raices dgerberis halliipara los ensayos posteriores

3.3 METODOS FiSICO-QUIMICOS APLICADOS AL ANALISIS DEL
EXTRACTO DE LAS RAICES de Berberis halliii

3.3.1 METODOS GENERALES PARA ANALISIS DE EXTRACTOS

CUADRO N° 14: DETERMINACIONES PARA EL ANALISIS DE EXTRACTO
ETANOLICO DE Berberis halliii

Determinaciones Resultados

Requisitos organolépticos Olor: Caracteristico, Color: Amarillo claro
Transparencia : (-)
Presencia de Particulas: (++)

Separacion en Capas : (-)

Densidad relativa.
D25: Ml—M/M 2'M

M;=229430¢g 22.9430g —11.5127g

M, = 22,6515 g D25 = 226516g — 115127 g 10261
M = 11.5127g
indice de Refraccion

Ng %° = Ng+ 0.00044(t - 25) N2> =1.267 + 0.00044 (22 °C — 25)

Ng' = 1.267
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t=22°C N2 =1.265

0.00044 = factor de correccion © C.

pH del Extracto pH=5.03

Solidos Totales

P.—P 46.4826g — 45.4023g
St = * 100 t = * 100
5mL
Pr =46.4826 P = 45.4023
V =5 mL, 100 = factor St=22
Andlisis capilar Color: Vivamente coloreado

Altura: Mediana (6 cm)

Andlisis de Imagen: Franja, Sub franja, Banda,
Sub Banda

Forma de la Franja: Dentada

Estas pruebas fueron aplicadas al extracto etandéicaices dBerberis halliii quefue
obtenido e inmediatamente se realizaron los ensayos

Mediante los requisitos organolépticos se estadnlei las caracteristicas propias del
extracto. La Densidad relativa es de 1.0261 ob&eaidealizarse una comparaciéon entre
las densidad del agua con respecto al extractoefdeencia. Estableciéndose que la
Densidad relativa es el cociente de las densidades

El indice de Refraccion de 1.265 indica la redutcite la velocidad de la luz al
propagarse.

El pH es del extracto fue 5.03 indicativo de lalez del mismo.

El resultado de los Solidos totales fue de 22 sieestos los residuos que quedaron

después de la evaporacion de la muestra y su agngesecado en estufa.
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3.3.2 CONTROL DE CALIDAD DBEBerberis halliii

CUADRO N°15: DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES

Cenizas Totales Extracto etandlico Limite

C= (M M/ M1 — M) * 100

(28.6453 — 23.6874)g
M1 = 28.6453
M, =24.1236 C=99%
100 = Factor

Los indices de cenizas, de las raices estan ddatfos limites normales establecidos
para las plantas medicinales. Las cenizas totaasifleron determinar la cantidad de
material remanente después de la ignicion: cefiigiasdgicas o derivados de los tejidos

vegetales y cenizas no vegetales.

CUADRO N°16: DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

Determinacion Raices De Berberis Halliii Limite

Humedad (%) 12% 8-14%

La presencia de exceso de agua en las drogas kegefauede promover el

crecimiento de hongos, insectos y la hidrolisicdestituyentes que pueden provocar el
deterioro de la droga. Es por ello, que los limigesel contenido de agua debe ser
determinado para las drogas vegetales, especi@nmara aquellas que absorben
facilmente la humedad o en las cuales el detepaeale ser promovido por la presencia

de un exceso de agua.



Al realizar el ensayo, se encontré que la humedathsl raices se encuentra dentro de

los limites establecidos para drogas; lo que ndisa ademas que la materia en estudio
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ha sido recolectada en la época adecuada.

3.4 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA A PARTIR DE RESIDU O SECO DE

ALCALOIDES

Fase Movil: Cloroformo, Etanol, Acido acético (B3:2).

Luego de haber probado todos y cada uno de loemely se trabajé con el sistema
Cloroformo — Etanol —Acido acético; el mismo que dnejores resultados en la

cromatografia.

Revelador: Dragendorff
Soporte: Silica Gel 60 F 254 (Merck)

Se analizaron las diferentes fracciones obtenidas:

SRR

8.3cm

B1

e | — | — | — | —

M

M: Extracto de raices de Berberis halliii

2.3cm

3.9cm

GRAFICO N°10. CROMATOGRAMA OBTENIDO DE LAS BANDAS B1 Y B2
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Se puede apreciar con nitidez la aparicion deahamas o Bandas bastante definidas.
Banda 1 : De color anaranjado al revelar con Dvdgdf se determina un Rf= 0,28

Banda 2 : De color amarillo al revelar con Drageffdse determina un Rf= 0,46

Distancia recorrida de la muestra

Distancia recorrida por el disolvente

Como se puede apreciar en el caso de la B2 exsépdricion de una tonalidad café
dentro de la mancha amarilla lo que conlleva asguesalice la separacion de las bandas
para determinar los alcaloides presentes

El color café — amarillo segun la Bibliografia icalla presencia de alcaloides; asi como
también el Rf= 0.46 indica la presencia de Berlzegim esta zona.

El proceso de separacion tiene lugar por la diteradsorcion de cada componente a la
superficie del soporte solido (silicagel), estoiroe a través de enlaces de hidrégeno o
fuerzas electrostaticas entre la molécula orgayilzasilicagel. En general cuanto mas
polar es un compuesto (mayor niumero de gruposiidnoosee) mas se retiene y menor
es su R Cuanto mayor es la polaridad del disolvente aedjtie (0 sea, cuanto mayor es
la proporcion de los disolventes mas polares, aeeyometanol) mayor sera el espacio
recorrido por todos los componentes y esta poldrggaha de ajustar de forma que las
manchas queden centradas en la placa y se pueda&zaanau composicion

adecuadamente.

3.4.1 OBSERVACION EN LA CAMARA UV

Al observarse en el UV largo previas a ser rewdalhs sustancias presentes son

fluorescentes debido a la capacidad de absorbeduwante un tiempo mucho mas
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prolongado, aun después del corte del estimulo lgugrovoca, ya que la energia
absorbida se libera lenta (incluso muchas horgsuds$ y continuamente.

FOTOGRAFIA N°. 8 FLUORESCENCIA DE LAS SUSTANCIAS EN CAMARA UV

3.4.2 PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE;B B>

CUADRO N° 17. (%) DE RENDIMIENTO DEB Y B,

Bandas Peso (g) Porcentaje de Rendimiento

Alcaloides secos: o — Rendimiento Real

= 100
Rendimiento Teorico

B, 0.2357 g 52%

B, 0.2023 g 44 %

Alcaloides secos 0.458 g
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El % de Rendimiento de las Bandas es indicativaquie existieron pérdidas de las
muestras ya sea por razones como la presion, tatapgery por el tamafio de particula

de las muestras.

3.4 ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO DE B1Y B2

CUADRO N° 18: LECTURAS DE LASB Y B, EN EL ESPECTROFOTOMETRO

Bandas Solvente Absorbancia (Abs) Longitud de onda @)
Bandal (B) (EtOH, HCC}) 0.101 549 nm
(EtOH, HCC} Ac. 0.872 421 nm
Banda 2 (B) Acético)
0.808 390 nm
0.793 383 nm
0.893 397 nm
0.805 389 nm

FUENTE: Lecturas fueron realizadas en el Espectratémetro UV 1603 Shimadzu
Carolina Silva

En la lectura del espectro de la B1, se obtuvo nad@ka que un resultado; y no existio la
presencia de Picos; lo que es indicativo de quexiste presencia de alcaloides; y se
establece que el resultado obtenido es un ind@akelos solventes que se encuentran

presentes en la muestra; y que se produjo un@@desias sustancias hacia la B2.

Se obtuvo una concentracion de 2.35 % en baskantitud de onda de 549 nm.
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GRAFICO NO 11: CURVA DE CALIBRACION DE LA B2 (Absor bancia Vsi)

Absorbancia vs {)
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GRAFICO NO 12: CURVA DE CALIBRACION DE LA B2 (Absor bancia Vs
Concentracion)

Absorbancia vs Concentracion
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En el Grafico N° 11: Se tiene la curva de Calillradle las Absorbancias respecto a las

Longitudes de Onda; que en este caso fueron predotes para realizar la separacién
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de dicha banda y realizar las determinaciones queslla se encuentran; con una
pendiente de 0.845. Se obtuvieron los primerosatiios de la presencia de Berberina,
pues segun Miranda J; la Berberina esta preserites eliferentes géneros dgerberisa

longitudes de onda entre (205 — 350 nm).

En el Grafico N° 12: Al haberse realizado las ddoes; se puede realizar la curva de
calibracion, para que por interpolacion de datossniltados se conozca directamente la
concentraciéon de acuerdo a la absorbancia queteedellas lecturas del equipo a la

longitud de onda determinada

3.6 SEPARACION DE B2

3.6.1 CROMATOGRAFIA DE B2

Al realizar las cromatografias utilizando la mistRase Movil; y lograndose una mejor

separacion y arrastre se pudo identificar 3 manbtessdiferenciadas

-~

7.3cm <

L T R
{ . - - ol } . 2.5cm
1.9 '
K cm - . o .
B2: Banda 2

GRAFICO N°13. CROMATOGRAMA OBTENIDO DE LA SEPARACIO N DE LA BANDA 2, Y
OBTENCION DE 3 FRACCIONES

Color azul: B2 sub 1
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Color rojo: B2 sub 2
Color amatrillo: B2 sub 3

Se puede apreciar con nitidez la aparicion de ancmmas tricolor Bandas bastante

definidas.

B2 sub 1: De color azul se determina un Rf=0,26
B2 sub 2: De color amarillo se determina un Rf=20,3

B2 sub 3: De color rojo se determina un Rf= 0,34

Los alcaloides minoritarios reaccionan con unaalidades rojo — café.
La berberina al encontrarse en mayor proporcionvelae tonalidades amarillas y

fluorescentes. El color azul indicativo de alcad@iddcomo calafatina.

3.6.2 IDENTIFICACION DE BERBERINA EN LA CAMARA UV

Al observar en la Camara UV en el UV largo se canpia fluorescencia de la B2 sub

2; que indica una vez mas la presencia de Berberina

CUADRO N° 19: (%) DE RENDIMIENTO DE B

0.2023(g) % Rendimiento
B2 o
Alcaloides secos: o = —endimiento Real ) o,
Rendimiento Teorico
B, sub 2 0.057 28 %

B, sub 3 0.042 21%
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3.7ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO DE 3 FRACCIONES DE B;

Se llevoé al espectrofotdmetro las sub-Bandas peteblecer las longitudes de onda; las
mismas que una vez obtenidas sirven como refergrania establecer mediante las
Reglas de Woodward y Fieser en que longitud de @edancuentra la berberina; asi
como también identificar la presencia de compuestoro la calafatina, y labertina
mediante su estructura molecular; se pudo estableselongitudes de onda y la

presencia de estos compuestos.

Es necesario afadir a este resultado las tablemdés para realizar las determinaciones

3.8 DETERMNACION DE LOS ALCALOIDES POR MEDIO DE WOO DWARD —
FIESER

A partir de las tablas (Ver Anexo N° 4) y de losodade las longitudes de onda se

procedio a cuantificar los alcaloides que se ertcaeipresentes obteniéndose:

GRAFICO N°14. PRINCIPALES ALCALOIDES DE Berberis halliii . (TABLA 2)

Berberina: (333, 373, 312 nm) Lambertina: (273; 348 ; 365) | Calafatina: 360, 300 nm
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Después de haberse obtenido las longitudes de dmdas 3 alcaloides mediante la
aplicacion de las Reglas de Woodward y Fieser s Ud presencia de los alcaloides en

la Grafico N° 15; con un rango de diferencia de5Him.

GRAFICO Ne 15. IDENTIFICACION DE LOS ALCALOIDES PRESENTES EN
LAS SUB BANDAS.DE B2 (TABLA 3)

Banda 2, Alcaloides presentes Longitud de onda Absorbancia (Abs)

B _ (A) nm
Woodward-Fieser
(+/- 5 nm)

Bysub 1 323.5 0.005
291.5 0.000
550 0.000
300 (Calafatina) 305.0 0.011
373(Berberina) 370 0.004

B, sub 2
348 (Lambertina) 351 0.001
333(Berberina) 334 0.002
324 0.004
. 12 0.003

312 (Berberina) 8

299.5 0.005

B, sub 3
487.5 0.003
365 (Lambertina), 361.5 0.003

( Calafatina)

550.5 0.001

SILVERSTEIN, R., CLAYTON, G., MORRIL T., Identificacién Espectrofotométrica de Compuestosadiaps,
Trad. del Ingles: OLIVERIO, Moreno, México DF - kéo, Diana, pp. 257-268.
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Se puede identificar que, 8erberis halliiiexiste la presencia del alcaloide principal que
es la Berberina; asi como también la Calafatinamlthertina.

Debido a que los alcaloides son sustancias fotddessno se realizaron las lecturas en
el espectro visible, debido a la degradacion cesediata que sed produce.

3.9 IDENTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LA BERBE RINA
(ALCALOIDE EN MAYOR PROPORCION)

» Utilizando Acido Sulfarico 0.1 N
* Se realizo la lectura en el Espectrofotometro a (ae 228 nm.

» Se establecio una Absorbancia de 0.006 que sel@tiona con las absorbancias
en las que se encuentra la Berberina.
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CONCLUSIONES

1. Se realiz6 la recoleccion de las Raices y talloBatberis halliiiel 7 de Mayo del
2010; dicho arbusto se encuentra presente con abciaden la Parroquia de San
Andrés Chimborazo- Ecuador. Las raices y tallogofuegecolectadas antes de
completar el ciclo vegetativo de la planta. En dentificacion taxondmica se
detalla queBerberis halliii, pertenece al Reino Plantea, Clase: Magnoliopsida,
Familia: Berberidaceae, Género: Berberis, Espddadliii, en la identificacion

colabor¢ el Ing. Jorge Caranqui.

2. El extracto de las raices dBerberis halliii, se obtuvo por maceracion y
eliminacién posterior del solvente, los alcaloides separan por medio de
Basificacion y extraccion con Cloroformo, comprothdse reaccion positiva con el
Ensayo de Dragendorff

3. El estudio quimico del extracto alcaloidal Berberis halliii, permitié aislar por
primera vez de esta planta, los alca®id Berberina, Lambertina, y
Calafatina; con los Porcentajes de Rendimientaldeé enB, sub 1 (Calafatina),
28 % en B, sub 2, (Berberina, Lambertina), 21 % ep ®Ib 3 (Lambertina,
Calafatina).

4. La Metodologia adecuada y utilizada para identifigcauantificar los alcaloides
isoquinolinicos implica Cromatografia de Capa Hwneparativa, fraccionamiento

de Bandas y Analisis Espectrofotométrico.

5. La identificacién de los alcaloides se realizo pspectroscopia UV, aplicando las
Reglas de Woodward — Fieser, considerando ANagroporcionadas por el
espectrofotometro vy ldscalculadas utilizando las Tablas de Woodward sdfie

obteniéndose para:

(7\-(” m) Espectrofotémetrb)\("'/ -5n m)Woodward - Fiese)

B, sub 1 ( 305.0 nm; 300 nm (Calafatina)).
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B, sub 2 (370 nm; 373 nm ( Berberina)), (351 nm; 848 (Lambertina)), (334
nm; 333 nm (Berberina)), (312 nm; 312 nm ( Berka@din

B, sub 3 (361.5 nm; 365 nm (Lambertina, Calafatina))
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RECOMENDACIONES

1. Seguir el estudio de la planta ya que por los deraaguestos como Lambertina y
Calafatina que estan presentes en el arbusto sde pdeterminar que posee
propiedades bioldgicas de interés.

2. De esta investigacion se determiné que la Berb&snan alcaloide que puede ser
utilizado como colorante en tinciones de fibraétioa y animal .motivo por el cual
se debera realizar un monitoreo respectivo y essdgdincion.

3. Para el Fraccionamiento de Bandas es necesarigjaradn cortina de oscuridad

con el fin de evitar degradaciones, debido a gsedmpuestos son fotosensibles.
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RESUMEN

Se investigd la identificacion y cuantificacionlds alcaloides d8erberis halliii arbusto
gue se encuentra con abundancia en el Sector disidanCantén Guano de la Provincia

de Chimborazo.

Mediante el estudio fisico — quimico, realizandor@atografia de Capa Fina y aplicando
metodologias cualitativas clasicas como el TamiEequimico; y técnicas modernas
como Espectroscopia UV, se aislaron tres compuestomturaleza alcaloidal a partir del
extracto etanodlico de lar raicesBlerberis hallii. Resultando tres Metabolitos secundarios
cuantificados e identificados como Berberina, Lamiee y Calafatina, provenientes de

una base bencilisoquinolinicos en comun.

De los Alcaloides Berberina, Lambertina y Calaftifa Berberina es el alcaloide que
posee aplicaciones de gran interés, desde el gentista terapéutico es un antitumoral, y
en el campo industrial debido a sus propiedadésr¢iras se proyecta como un colorante

natural en la gama de amarillos.

Se concluye que el mundo vegetal constituye unatdude moléculas potencialmente
importantes; esta investigacion aporta una baseefdeencia, que indica los alcaloides
presentes en una de las variedadesBegberis ecuatorianas. Se recomienda que las
sustancias identificadas sean aplicadas en losasadg la Fitoterapéutica y en el campo
Industrial, contribuyendo con el desarrollo y empgiimiento en nuestra sociedad.
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SUMMARY

A research was developed about identification andntjfication of the alkaloids
Berberis hallii,Shrubs are found in abundance in San Isidro SeGiamno Cantén from

Chimborazo Province.

Through The physical-chemical, carried out Thinetaghromatography and applying
classic qualitative methodology such as phytochahsicreening; and modem techniques
as UV spectroscopy, three compounds of an alkataiaire were insulated from the
ethanolic extract of théBerberis hallliroots. Resulting three secondary metabolites
quantified and identified as Berberine, Lamberind Calafatina, from bencilisoquinolina

base.

Being the alkaloids Berberine Lambertina and Caia#éa The Berberine is the
alkaloid providing applications of great interegtifirom therapeutic point of view is an
antitumoral, and in the industrial field is useddger being a natural dye in the yellow

spectrum

It is concluded the plant world becomes a sourcenolecules potentially important;
this research contribute a baseline, indicatingalkaloids present in one of tiBerberis
Ecuadorian varieties. It is recommended the infledtisubstances are applied in the
phytotherapy and Industrial fields, contributingbbdevelopment and entrepreneurial from

our city.
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ANEXOS

ANEXO N° 2. RESULTADOS DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO DEIEXTRACTO
DE LAS RAICES DEBerberis halliii.

Dragendorff Wagner Mayer
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Baljet Antocianinas Sudan 11

Catequinas Fehling Tamizaje Fitoquimico
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ANEXO N° 2. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Placas Preparativas Fase Movil

HCCI3, EtOH, Ac. Acético Glacial

Observacion en la Camara UV
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Revelado Cromatografico Separacién de Bandas

Revelador: Dragendorff

Cromatografia Banda 2 Revelado Cromatografico de la Banda 2

Manchas coloreadas: Azul, Rojo, Amarillo Revelador: Dragendorff
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ANEXO N° 3.BARRIDOS EN EL U\- VISIBLE DE LAS FRACCIONE:

Espectrofotometro UV Visible Unicam Espectro de Absorcién Uvde
modelo Helios. Berberina

0 A
Fracciones de Berberina eiB, sub 2
0,006
0,005
& 0,004
(%]
c
(1]
2 0003
o]
(73]
=]
< 0,002
0,001
0

0 100 200 300 400

Longitud de Onda



-137 -

Espectro de Absorcién UV de Calafatin
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ANEXO N° 4. TABLAS DE WOODWARLC- FIESER

Reglas para la Absorcién de Die

Valor base para el dieno heteroanular 214
Valor base para el dieno homoanular 253

Incrementos por
Doble enlace que extiende la conjugacion  +30

Sustituyente alquilo o residue anular +-5
Doble enlace exociclico + 5
Agrupamientos polares: OAc + 0
OAlq. + 6
SAlq. +30
Cl, Br + 5
N(Alq), +60
Correccion por solvente + 0
Xeaic = total
Célculo de IaBanda Principal de los derivados del Bent
CHO/ArCO,H/ArCO,R A (nm)
- o padre: Ar = ¢
o o residuo anular (por ejemplo,

- AsCOR) : 246

4_{ArCHO) ; 250

OH, OAlg, (ArCO,H, ArCO.R) 230

cmfo por cada sustituvente en Ar:

0 © residuo anular o-, m- + 3

= +10

—OMe, —OAlq o-, m + 7

: p- + 25

o- +11

- + 20

o= 78

o-, m- + 0

p- . +10

ol + 2

b +15

o, I +13

o +58

o, m— -+ + 20

2 +45

p- +73

0. + 20

e
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Reglas para Carbonilos, - insaturados)

[+ & o
AT ¥ Lol e
B—C=C—C=0 ; 8—C=C-C=C—-C=0
Enona Dienona
Valores bdsicos
cetonas aciclicas «,@8-insaturadas 215
cetonas o,B-insaturadas ciclicas de seis
miembros 215
cctonas o,@-insaturadas ciclicas de cinco
miembros 202
aldchidos «,@-insaturados 210
acidos v ésteres carboxilicos a,8-insaturados 195
Inerementos por
Doble enlace que extiende la conjugacién + 30
Grupo alquilo, residuo anular P +10
B +12
v v supcrior + 18
Agrupamientos polares: —OH o =55
B8 + 30
& + 50
—0OAc a,B,B + 6
—OMe o + 35
B8 +30
v +17
8 + 31
—SALlq. g + 85
—C1 o +15
8 +12
—Bl’ o -+ 2 g
B +30
—NR, g AR
Doble enlace exo =
Componente homodieno + 39
Correccién por solvente (véase la tabla
siguicnte) variable

Acnie = totals

*Los wvalores calculados generalmente quedan dentro de =+3
nm de los valores observados. Las absorptividades molares de
las enonas cisoide generalinente son menores de 10 000, mien-
tras que las absorptividades molares de las enonas transoide
son mavores de 10 000.

Correcciones por solvente
Solvente Correccién (nm)

Etanol
Metanol
Dioxano
Cloroformo
Eter

Agua
Hexano
Ciclohexano

++ 1 +4++4
Ll * RN TRV, Ve W)




Absorcione tipicas UV/Vis para romoforos aislados
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Cromoéforo Transicion A max log(e)
Nitrilo no 1 160 <1.0
Alquino - TC 170 3.0
Algueno M- T 175 3.0
Alcohol N o 180 2.5
Eter n - o 180 3.5
Cetona m -1 180 3.0
n - T 280 1.5
) T TC 190 2.0
Aldehido N~ 1t 90 10
Amina n - o 190 3.5
Acido n - 1 205 1.5
Ester n - 1t 205 1.5
Amida no 1t 210 1.5
Tiol n - o 210 3.0
Nitro ntor 271 <1.0
Azo n - 1 340

Valores basicos:

X=R
Enona de partida con anillo de seis miembros dica A=215 nm
Enona de partida en anillo de cinco miem A=202 nm
Dienona aciclica A=245 nm
X=H A=208 nm
X =0H, OR A=193 nm
Incrementos para
Doble enlace conjugado adicio 30

Doble enlace exociclico
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Doble enlace endociclico en un anillo de 5- o Zembiros para X = OH, C 5
Componente diénico homociclico 39
Sustituyente alquilo o resto de anillo o 10
B 12
y O superior 18
Grupos polares
-OH a 35
B 30
3 50
-OC(O)CH a,B.y.5 6
-OCHs a 35
B 30
y 17
3 31
-Cl a 15
By.d 12
-Br B 30
a,y,0 25
-NR, B 95
Correcion por disolvente variable
Amax (calc'd) total

Fuente: Copyright © 2002 Recursos Educativos den@ai Organica (QUIORED)UIltima modificacion:
agosto de 2002 (quiored@ugr.es)



