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RESUMEN

Los extractos botanicos provenientes de plantas consideradas alelopaticas,
constituyen una fuente natural no téxica para el organismo humano, animal, y del
medio ambiente. La planta de canela o Cinnamon canella, perteneciente a la familia
de las Lauraceas, posee un olor caracteristico, debido al aceite esencial aromatico
gue constituye del 0,5 al 2,5% de su composicion; siendo el componente
mayoritario el aldehido cindmico, el eugenol y el alcohol cindmico. De la corteza del
tallo se han preparado diferentes extractos (acuosos, aceite esencial), aislando
metabolitos secundarios como taninos (Pahlow, 1981). Por otro lado, la planta de
pinku o Piper angustifolium (Kohler), perteneciente a la familia de las Piperaceas, se
le aduce propiedades antisépticas, antifingicas, estimulantes, relajantes para
combatir la ansiedad (Flores, 2006). Su eficiencia puede variar segun la especie de
piperaceae y aungque no se conoce con exactitud la biotoxicidad de esta planta, la
etnomedicina considera como una planta medicinal que no produce efectos
secundarios cuando se usa en la dosis adecuada. Los componentes activos de las
piperdceas lo constituyen cumarinas, flavonoides, alcaloides, esteroides,
triterpenos, saponinas y fenoles (Cruz, 2009). La caracterizacion fitoquimica
complementaria de las muestras de canela y pinku se basa en la aplicacién de la
técnica de cromatografia de gases CG, un método fisico de separacion en la cual
los componentes a separar se distribuyen entre una fase estacionaria (columna
capilar) y otra fase movil (gas helio), que mediante un rango de temperaturas
controlado permite la volatilizacion de los compuestos inmersos en las muestras,

detectando los metabolitos secundarios mayoritarios.

PALABRAS CLAVE:

» CANELA
* PINKU
« TANINOS

» ALCALOIDES

» CROMATOGRAFIA DE GASES
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ABSTRACT

The botanical extracts from plants considered allelopathic, constitute a natural
source non-toxic to the human body, animal, and the environment. The plant of
cinnamon or Cinnamon canella, belonging to the family of the Lauraceae, has a
characteristic smell, due to the aromatic essential oil that is from 0.5 to 2.5 % of its
composition; still the majority component the cinamico aldehyde, eugenol and
alcohol cinamico. From the bark of the stem have been prepared different extracts
(aqueous, essential oil), isolating secondary metabolites, such as tannins (Pahlow,
1981). On the other hand, the plant of pinku or Piper angustifolium (Kohler),
belonging to the family of the Piperaceas, adduces his antiseptic, antifungoid,
stimulant, relaxing properties to fight the anxiety (Flores, 2006). Its efficiency can
change according to the species of piperaceae and although the biotoxicity of this
plant is not known by accuracy, the etnomedicina thinks like a medicinal plant that it
does not produce side effects when it is used in the suitable dose. The active
components of the piperaceas constitute it cumarinas, flavonoides, alkaloids,
steroids, triterpenos, saponinas and phenols (Cruz, 2009). The phytochemical
characterization of complementary samples of cinnamon and pinku is based on the
application of the gas chromatography technique GC, a physical method of
separation in which the components are distributed to separate between a stationary
phase (capillary column) and other mobile phase (helium gas), which has a
controlled temperature range allows the volatilization of the compounds involved in

the samples, detecting the secondary metabolites majority.

KEY WORDS:
«  CINNAMON
*  PINKU
TANNINS

 ALKALOIDS

« GAS CHROMATOGRAPHY



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

En la actualidad el uso de productos naturales tiene un amplio campo de
aplicacion, los de mayor impacto constituyen los relacionados con el cuidado
del medio ambiente, constituyéndose una fuente importante para el
reemplazo de productos quimicos aplicados por los agricultores. Por esta
razén crece la necesidad de crear alternativas biolégicas que representan

opciones mas viables de produccion para el sector agricola.

Los productos naturales, provienen en su gran mayoria de plantas
denominadas alelopéticas, convirtiéndose en un “fendmeno diagndstico”
para la busqueda de moléculas con actividades biolégicas importantes. Asi,
la alelopatia es usada como una herramienta para identificar especies de

plantas que puedan presentar efectos fitotoxicos (Oliveros, 2008).

Las plantas, en conjunto, producen mas de 100.000 sustancias de bajo
peso molecular conocidas también como metabolitos secundarios. Entre
ellos se encuentran terpenos, lignanos, alcaloides, azucares, esteroides,
acidos grasos, etc. Semejante diversidad quimica es consecuencia del
proceso evolutivo que ha llevado a la seleccién de especies con mejores
defensas contra el ataque microbiano, o la predacion de insectos y animales
(Dixon, 2001). Hoy en dia se sabe que estos metabolitos secundarios tienen
un rol importante en el mecanismo defensivo de las plantas (Jacobson,
1989). Por lo tanto en los dltimos afios se estéd retornando al uso de las
plantas como fuente de pesticidas mas seguros para el medio ambiente y la
salud humana (Ottaway, 2001).

Muchas plantas son capaces de sintetizar metabolitos secundarios que
poseen propiedades biolégicas con importancia contra insectos plagas.
(Matthews, 1993; Enriz, 2000; Calderdn, 2001; Gonzalez-Coloma; 2002). La



seleccién de plantas que contengan metabolitos secundarios capaces de ser
utilizados como insecticidas naturales debe ser de fécil cultivo y con
principios activos potentes, con alta estabilidad quimica y de O&ptima
produccion.

La obtencion de metabolitos secundarios de las diferentes especies
vegetales se basa en la aplicacion de técnicas y métodos quimicos, ya sea
utilizando solventes organicos o agua generadora de vapor saturado que al
entrar en contacto intimo con la muestra, separa los diferentes compuestos
inmersos en las muestras botanicas.

En el presente ensayo se analizard la canela y pinku como posibles
potenciales alelopaticos y mediante su caracterizacién fitoquimica se
identificara el compuesto activo mayoritario y que pudiera estar ejerciendo

algun tipo de actividad inhibitoria.

1.2 Justificacion del problema a resolver

Los extractos botanicos provenientes de plantas consideradas
alelopéticas, constituyen una fuente natural no téxica para el organismo
humano, animal, y del medio ambiente. La mayoria de ellos han sido
utilizados como alternativa al uso de agroquimicos en varios cultivos, como
por ejemplo hortalizas, frutales y flores de verano. Razén por la cual se
plantea la presente alternativa agroecolégica para minimizar y manejar
amigablemente el control fitosanitario.

Los productos sintéticos destinados a controlar plagas y enfermedades
en los vegetales han tenido un rol muy marcado en el incremento de la
produccion agricola. Sin embargo el uso continuo e indiscriminado de estas
sustancias, no s6lo ha causado enfermedades (Waterhouse, Carman, &
Gridley, 1996) y muertes por envenenamiento a corto y largo plazo, sino
también ha afectado al medio ambiente, acumulandose por bioconcentracion
en los distintos eslabones de la cadena alimenticia, en el suelo y en el agua.

Las plantas, en conjunto, producen mas de 100.000 sustancias de bajo
peso molecular conocidas también como metabolitos secundarios. Estos

son, normalmente, no-esenciales para el proceso metabdlico basico de la



planta. Entre ellos se encuentran terpenos, lignanos, alcaloides, azucares,
esteroides, acidos grasos, etc. Semejante diversidad quimica es
consecuencia del proceso evolutivo que ha llevado a la seleccion de
especies con mejores defensas contra el ataque microbiano, o la predacion
de insectos y animales (Dixon, 2001). Hoy en dia se sabe que estos
metabolitos secundarios tienen un rol importante en el mecanismo defensivo
de las plantas (Jacobson, 1989). Por lo tanto en los ultimos afios se esta
retornando al uso de las plantas como fuente de pesticidas mas seguros
para el medio ambiente y la salud humana (Ottaway, 2001).

Muchas plantas son capaces de sintetizar metabolitos secundarios que
poseen propiedades bioldgicas con importancia contra insectos plagas.
(Matthews, 1993; Enriz, 2000; Calderon, 2001; Gonzalez-Coloma; 2002). La
selecciéon de plantas que contengan metabolitos secundarios capaces de ser
utilizados como insecticidas naturales debe ser de fécil cultivo y con
principios activos potentes, con alta estabilidad quimica y de O&ptima
produccion.

Los hidrodestilados Cinnamon canella y Piper angustifolium son
productos botanicos, que por la acciéon antifingica mostrada en otros
estudios, seran utilizados con el propésito de ser aplicados como alternativa
natural para minimizar el uso de agroquimicos, y reducir significativamente la
proliferacion de patégenos fungicos tales como Fusarium sp. y Capnodium
sp., que ocasionan dafos fisiolégicos en el aspecto foliar y floral en el cultivo
de Ginger y Heliconia, razén por la cual la comercializacion local disminuye
notablemente, causando pérdidas economicas a los pequefios floricultores
de la Parroquia “La Independencia”.

Las caracterizaciones fitoquimicas de cada uno de los extractos
alelopéticos necesitardn de fundamentos cientificos que los respalden y la
utilizacion de las diferentes técnicas cromatografias y espectrofotométricas
ayudaran a su identificacion.

Sin embargo, los agricultores, al ser los principales consumidores de éste
tipo de productos naturales, no tendran accesibilidad a este tipo de



metodologia por lo que la investigacion también va dirigida a la
determinacién de pruebas rapidas de tamizaje fitoquimico. Es decir, que
simplemente con la adicién de algunas gotas de reactivos especificos, se
revelara la presencia de componentes en los extractos como: alcaloides,
taninos, fenoles, saponinas, cumarinas, flavonoides o quinonas.
Estableciendo métodos aplicativos que se encuentren a alcance de todos,
gue sean cémodos y econémicos al momento de ser utilizados.

El Ecuador al estar constituido por varios grupos étnicos y comunidades
indigenas, el uso de los extractos naturales por parte de estas
agrupaciones, tienen un sinnumero de aplicaciones. Entre las principales se
encuentran las propiedades medicinales, anti inflamatorias, de relajacion
para la canela y energizante, cicatrizante para el pinku.

Incluso el pinku, es una planta propia de la region de Santo Domingo de
los Tsachilas y la comunidad étnica propia de esa region, esta trabajando en
la comercializacion del té de pinku. Actualmente la preparacién de dicha
infusion se la esta realizando en los laboratorios de bioquimica de la carrera
de Ciencias Agropecuarias (IASA 1), a cargo del Dr. Carlos Cardenas. Es asi,
que la cuantificaciéon de los componentes fitoquimicos a realizarse en mi
proyecto de tesis, servird de aporte cientifico a la iniciativa de la comunidad
e incluso la venta del producto tendra un respaldo y por ende la acogida del

consumidor.

1.3 Objetivos

1.3.1. Objetivo general del proyecto
« Determinar los componentes fitoquimicos mayoritarios, de los
extractos de Cinnamon canella y Piper angustifolium, mediante

tamizaje, cromatografia y/o espectrofotometria.

1.3.2. Objetivos especificos
« Analizar los metabolitos secundarios presentes en los extractos de
Cinnamon canella y Piper angustifolium, mediante tamizaje

fitoquimico.



» Definir la presencia de determinados metabolitos secundarios en los
extractos de C. canella y P. angustifolium, mediante analisis
cromatografico.

e Escribir un articulo cientifico, a ser presentado en un congreso de

ciencias o sumitido en una revista indexada local o internacional.

1.4 Marco referencial

1.4.1. Alelopatia

El uso de plaguicidas botanicos tuvo su auge en EE.UU. en 1966, y
desde entonces ha declinado de manera continua. Ahora el piretro es el
Gnico producto botanico clasico que tiene un uso significativo. Algunos
insecticidas mas nuevos derivados de las plantas que han entrado en uso
son denominados como florales o productos quimicos con aroma de plantas
e incluyen limoneno, cine aldehido, y eugenol. Ademas, esta la 5-
azadiractina (metabolito secundario) presente en las semillas del arbol de
neem (Azadirachta indica), la cual es usada bajo invernaderos a campo

abierto y en diversidad de plantas (Aguirre, 2009).

Debido al mejoramiento de las técnicas de aislamiento y caracterizacion
de ingredientes activos, sumado al disefio novedoso de cultivos y bioensayo,
la investigacion es dirigida a la determinacion de la naturaleza estructural de
los productos naturales que son responsables de los efectos fitotdxicos
observados, dandole un resurgimiento a la alelopatia y convirtiéndola en un
“fenomeno diagndstico” para la busqueda de moléculas con actividades
bioldgicas importantes. Asi, la alelopatia es usada como una herramienta
para identificar especies de plantas que puedan presentar efectos fitotoxicos
(Oliveros, 2008).

1.4.2. Caracteristicas generales de Cinnamon canella (canela)

Cinamon canella J. es originaria de Ceilan (Sri Lanka) y medra en la
India, Japon, Guayana, Brasil, e islas de Borbén y Mauricio. Conocida desde

hace varios siglos con el nombre de kinnamon, antiguamente se la utilizaba



con fines terapéuticos y como especia. Perteneciente a la familia de las
Lauraceas, es conocida con varios nombres vulgares o comunes: canyella
(catalan); cannelle, cannella, cannelle odorante (francés); Cinnamom
(inglés); Zimmet, Kaneel, (aleman); caneleiro (portugués); cannella (italiano);
gui-zhi (chino); kurundu (cingalés). Morfologicamente la canela es un arbol
de hasta 7 m de altura, tronco liso cubierto por una corteza grisacea por
fuera y rojiza por dentro. Las hojas son ovaladas, persistentes, coridceas, y
recorridas longitudinalmente por cinco nervios; son de color verde brillante,
el haz, y glaucas y reticuladas en el envés. Las flores son pequeias, de
colores blanco amarillento y dispuestos en racimos laxos y sedosos. El fruto
es una baya oval de color violeta rodeada en su base por el céliz; su pulpa
es verdosa. Todas sus partes poseen el caracteristico olor a canela (Ceron,
2006).

1.4.2.1. Taxonomia

Segun (Ceron, 2006) la clasificacion taxondmica de canela es:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Laurales
Familia: Lauraceae
Género: Cinnamom

Especie: Cinnamon canella

1.4.2.2. Actividad biologica de C. canella (canela)

El olor caracteristico de la canela se debe al aceite esencial aromatico
que constituye del 0,5 al 2,5% de su composicion. ElI componente
mayoritario es el aldehido cinamico, también el eugenol y el alcohol
cinamico. Con menos proporcién encontramos el acido trans-cinamico, el
aldehido hidroxicinamico, el aldehido o-metoxicinamico, acetato cinamico,
terpenos (linalol, diterpeno), taninos, mucilago, proantocianidinas
oligoméricas y poliméricas, glucidos y trazas de cumarina (lzco, 2005).



Los fitofluidos obtenidos de la canela registran principios activos de
efectos bioldgicos, que pueden ser usados para prevenir el deterioro de
comida por accion microbiana (Juglal, 2002).

Sus beneficios medicinales se basan en los principios relajantes. Incluso
es utilizada para sedar o cicatrizar heridas a nivel de mucosas, como lo
hacen en las papilas gustativas. Su ingesta ayuda a aliviar molestias
estomacales, reduce los niveles de azucar en sangre y tan solo una media
cucharadita disminuye los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre. La
canela es muy utilizada para el tratamiento de resfriados, gripes y bronquitis,
por su alto poder calorifico. Una forma de incorporar esta especia podria ser
afadiéndola en alimentos tales como el café, té, zumos, cereales o tostadas

y chocolate con y sin leche (Pamplona, 1995).

1.4.2.3. Composicion quimica

De la corteza del tallo se han preparado diferentes extractos (acuosos,
tintura y aceite esencial), y se han evaluado para conocer su accion
antibiotica frente a varias especies (Pahlow, 1981). La canela contiene
taninos que explican su accion astringente y antidiarreica ya que precipitan
las proteinas superficiales de las células, disminuyendo su permeabilidad, y
originando una capa proteica insoluble sobre la mucosa inflamada, que
protege de las sustancias irritantes e impide las exudaciones y secrecion
mucosa, asi como la absorcién de toxinas bacterianas dando como resultado

una accion antidiarreica.

1.4.3. Caracteristicas generales de Piper angustifolium (pinku)

Segun (Cruz, 2009) Piper angustifolium (Kohler), es una planta medicinal
que se la encuentra entre los 1500 a 3000 msnm, de ahi que es considerada
como una planta propia de la serrania templada. Morfologicamente es una
planta arbustiva de hasta 2 m de alto, presenta un tallo lefioso y prisméatico
de color café oscuro; hojas glabras, rugosas, con gran cantidad de resina.

Los tallos y las hojas generan una resina algo pegajosa al tacto, considerada



como una planta cicatrizante en la serrania ecuatoriana, el alto andino

peruano, Bolivia, y parte de Colombia.

1.4.3.1. Taxonomia
Segun (Cruz, 2009) la clasificacién taxonémica para matico es la

siguiente:

Reino: Plantae

Clase: Magnoliopsida
Orden: Piperales

Familia : Piperaceae
Género: Piper

Especie: Piper angustifolium

1.4.3.2. Actividad bioldgica de fitofluidos registr ados en
Piperaceas

Los taninos tienen accién cicatrizante, anti-inflamatoria, antiséptica,
antibacterial, y antifingica. Sin embargo, su eficiencia puede variar segun la
especie de piperaceae. Aunque no se conoce con exactitud la biotoxicidad
de esta planta, la etnomedicina considera como una planta medicinal que no
produce efectos secundarios cuando se usa en la dosis adecuada. En otra
de las variedades conocidas como Piper elongatum los compuestos
principales son la Canfora (22.7%), el Canfene (21.2%), Isoborneol (11.5%).
También presenta alfa pineno, mirceno, limoneno, borneol y terpinol acetato.
El aceite esencial contiene 5-metoxi-6 (2'-propen) - benzodioxole, dillapiol,
etoxidillapiol, mirisicina y piperitona (Cruz, 2009).

Econdmicamente, las especies de la familia Piperaceae son importantes
en el mercado mundial por la producciéon de pimienta. El fruto maduro de
Piper nigrum es la fuente de pimienta blanca, mientras que el fruto inmaduro
de la misma especie es la fuente de la pimienta negra (Flores, 2006).

Numerosas especies del género Piper tienen una gran popularidad en los
sistemas de la medicina tradicional Ayurvedica de la India. En las islas del

Pacifico a partir de las raices de P. methysticum, arbusto conocido como



kava, se prepara una bebida refrescante, que es consumida habitualmente
como tranquilizante para combatir la ansiedad. Las raices y frutos de P.
chaba poseen numerosas aplicaciones en medicina y en particular son utiles
para tratar el asma, la bronquitis, el dolor de abdomen, como estimulante y
para curar afecciones hemorroidales; P. brachystachyum presenta
propiedades insecticidas y los tallos de P. futukadsura, planta medicinal
China, es ampliamente usado para el tratamiento del asma y la artritis
(Flores, 2006).

1.4.3.3. Composicion quimica

Los componentes activos mas importante del pinku desde el punto de
vista cuantitativo lo constituyen los taninos, a los cuales se les atribuye
propiedades cicatrizantes. Estas sustancias se encuentran en una
concentracion de 5 - 7%. También contiene cumarinas, flavonoides,

alcaloides, esteroides, triterpenos, saponinas y fenoles (Cruz, 2009).

1.4.4. Fase de extraccion

1.4.4.1. Extraccion por destilacion con arrastre de vapor

(Hidrodestilacion)

Cuando la destilacion separa los componentes dando lugar a dos fases
no miscibles se denomina “hidrodestilacion” (Bruneton, 2001), en donde la
materia prima esta en contacto intimo con el agua generadora de vapor
saturado (Gunter, 1948).

Segun (Bruneton, 2001), la muestra vegetal a ser extraida, sera
previamente preparada para que los aceites abandonen las glandulas en los
gue estan contenidos, para lo cual se lleva a cabo la molienda, que
dependera del tipo de muestra (hojas, flores, y partes no fibrosas o frutos y
semillas). (Guerra & Panduro, 2012), indican que los aceites esenciales son
productos obtenidos a partir de la muestra vegetal y estan formados por

varias sustancias organicas volatiles y extraibles mediante destilacion por
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arrastre de vapor. Segun la volatilidad de los compuestos que se pueden
extraer, se encuentran respectivamente: los alcoholes, aldehidos, cetonas,
ésteres, éteres, y fenoles; que se producen y se almacenan en los canales
secretores de las plantas. Incluso, afirman que todos estos componentes
fitoquimicos contienen propiedades curativas, como por ejemplo: las

propiedades espasmoliticas, sedantes y antifungicas de los ésteres.

En el proceso convencional el vapor extrae el aceite esencial del material
vegetal acompafado de “agua floral”, ésta agua contiene una pequefia
concentracion de los compuestos quimicos solubles del aceite esencial, lo
cual le otorga un ligero aroma, semejante al aceite obtenido. Si un hervidor
es usado para suministrar el vapor saturado, el agua floral puede ser
reciclada continuamente, por lo que es almacenada como un sub-producto y
va ser utilizado en el presente ensayo como los extractos naturales (Cerpa,
2007).

El generador de vapor no forma parte del recipiente donde se almacena
la materia prima, es externo y suministra un flujo constante de vapor. Su
presion es superior a la atmosférica, pero el vapor efluente, que extrae al
aceite esencial est4 a la presion atmosférica. La materia prima forma un
lecho compacto y un reflujo interno de agua debido a la condensacion del

vapor circundante (Burillo, 2003).

Para describir el proceso de hidrodestilacion se deben tomar en cuenta
las siguientes consideraciones: la materia prima vegetal es cargada en un
destilador, de manera que forme un lecho fijo compactado. Su estado puede
ser molido, cortado, entero o la combinacion de éstos. El vapor de agua es
inyectado mediante un distribuidor interno, proximo a su base y con la
presion suficiente para vencer la resistencia hidraulica del lecho. La
generacion del vapor puede ser local (hervidor), remota (caldera) o interna
(base del recipiente) (Burillo, 2003).
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Conforme el vapor entra en contacto con el lecho, la materia prima se
calienta y va liberando el aceite esencial contenido y éste, a su vez, debido a
su alta volatilidad se va evaporando. Al ser soluble en el vapor circundante,
es “arrastrado” corriente arriba hacia el tope del hidrodestilador. La mezcla,
vapor saturado y aceite esencial, fluye hacia un condensador, mediante un
“cuello de cisne” o prolongacién curvada del conducto de salida del
hidrodestilador. En el condensador, la mezcla es condensada y enfriada,
hasta la temperatura ambiental. A la salida del condensador, se obtiene una
emulsion liquida inestable, la cual, es separada en un decantador dinamico o
florentino (Burillo, 2003).

Este equipo esta lleno de agua fria al inicio de la operacion y el aceite
esencial se va acumulando, debido a su casi inmiscibilidad (baja capacidad
para disolverse) en el agua y a la diferencia de densidad y viscosidad con el
agua. Posee un ramal lateral, por el cual, el agua es desplazada para
favorecer la acumulacion del aceite. El vapor condensado acompafiante del
aceite esencial y que también se obtiene en el florentino, es llamado “agua
floral” (Alcaraz & Real, 2012).

1.4.4.2. Extraccion por maceracion hidroetandlica e

hidrometandlica

La “extraccién por maceracion”, es el proceso en que la materia prima
esta en contacto intimo con algun tipo de solvente (Dominguez, 1990). Es un
procedimiento de separacion de una sustancia que puede disolverse en
solventes no miscibles, con distinto grado de solubilidad, que estan en
contacto a través de una interfase. En la extraccion con solventes se
distribuye un soluto entre dos fases liquidas inmiscibles. Esta técnica es muy
atil para efectuar separaciones muy rapidas y limpias, de sustancias

organicas como inorganicas.

La extraccion puede clasificarse dependiendo del estado fisico de los
materiales: soélido-liquido o liquido-liquido. Por sus caracteristicas, la
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extraccion puede ser continua o discontinua. En la extraccion liquido- liquido,
el compuesto se encuentra disuelto en un disolvente A y para extraerlo se
usa un disolvente B, inmiscible en el primero. Cuando se usa un embudo de
separacion, las dos fases A y B se agitan entre si, con lo que el compuesto
se distribuye entre las dos fases de acuerdo con sus solubilidades en cada

uno de los dos liquidos (Dominguez, 1990).

La extraccion sdlido-liquido, se emplea cuando la sustancia que se desea
extraer esta contenida en un material sdélido, junto con otros componentes,
los cuales deberan ser practicamente insolubles en el disolvente utilizado. Es
muy usada para aislar sustancias naturales de origen vegetal, o bien, de
mezclas resinosas obtenidas por sintesis. Para esto, se suele emplear un
aparato Soxhlet, que es un aparato de extraccion continua (Avila, 2001).
También puede emplearse un método directo, calentando el sélido junto con
el disolvente en un matraz y colocando un refrigerante en posicion vertical
para que se condense el disolvente que esta hirviendo y no se pierda. A esta
operacion se le llama calentamiento a reflujo, y se lo hace hasta que el
producto deseado se encuentre disuelto en dicho disolvente (Fessenden,
1993).

Por lo general la extraccion por maceracion se realiza a una temperatura
ambiente de entre 15° C y 20° C. El liquido para la solucion puede ser agua,
etanol, metanol, entre otros. En la presente investigacion se experimentara
con etanol (macerado hidroetandlico), con metanol (macerado metandlico), y

con hexano (macerado hexanico).

Las dosis a macerar, siempre en términos generales, sera a razon de una
parte de planta por veinte de liquido. La maceracion es uatil cuando los
principios son facilmente solubles en frio y cuando la accién de la
temperatura los altera. La maceracion de plantas aromaticas como la de C.
canela, se debe realizar con etanol o metanol al 80 % entre las dos y doce
horas (Della, Batro, & Estévez, 2009).
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Las muestras vegetales se ponen en contacto con el solvente en un

recipiente de cierre perfecto a temperatura ambiente. Se deben realizar

agitaciones frecuentes a lo largo de varios dias, tratando de influenciar el

gradiente de concentracion. Al principio de la extraccion este gradiente esta

en su punto maximo, con el correr de los dias a pesar de la agitacion, va

disminuyendo. Como norma se macera la muestra vegetal por 7 dias con

agitacion frecuente y protegido de la luz solar. Si el solvente es agua, no

sobrepasar las 48 horas para evitar fermentacion y formacién de mohos. Se

separa el extracto del residuo por medio de un colado o prensado, se lava el

residuo con el liquido de extraccion (Della, Batro, & Estévez, 2009).

=>» Variantes

La maceracion puede ser SIMPLE o fraccionada. Para el primero
de los casos se utiliza una sola alicuota del solvente y una vez
cumplido el lapso indicado se procede a exprimir el residuo, lavado
del mismo vy filtrado de la solucién extractiva obtenida a fin de

clarificarla.

En la maceracion FRACCIONADA, el volumen total del solvente a
utilizar es fraccionado en alicuotas, y se procede como en la
maceracion simple pero con lapsos de tiempos menores para cada
uno de los pasos. Esta variante permite una mejor extraccion de
los principios solubles dado que se establecen mayor cantidad de
equilibrios. Una vez realizadas todas las extracciones, se juntan las
alicuotas de solucion extractiva obtenidas y se filtran con el fin de

clarificarlas.

También puede realizarse una maceracion COMPUESTA:
poniendo en contacto el material en forma sucesiva con distintos

solventes.
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1.4.4.3. Extraccion por maceracion hexanica

El hexano es un disolvente organico no polar y es utilizado en métodos
de extracciobn por tener baja solubilidad en agua, alta capacidad de
solvatacion hacia la sustancia que se va a extraer y bajo punto de ebullicion

para facilitar su eliminacion posterior (Fessenden, 1993).

Una caracteristica muy importante de los disolventes es la polaridad,
debido a que determina la solubilidad y el orden de elucion de los
compuestos en técnicas de separacion como la cromatografia (Jaramillo,
2001). La polaridad y, consecuentemente, la solubilidad de los compuestos
organicos en disolventes polares, aumenta con la disminucion de la longitud
de la cadena hidrocarbonada, la presencia de grupos funcionales polares y
la capacidad de formacién de puentes de hidrégeno con el disolvente
(Cienytech, 2014).

Por lo general los solventes organicos mas utilizados son el éter de
petréleo, hexano, tolueno, benceno, acetona. Los compuestos a extraerse
con mayor facilidad son los alcanos, nitros, alquinos, alquenos, éteres,

alcoholes.

El solvente adicionalmente extrae otros componentes como colorantes,
gomas, mucilagos, ceras, grasas, proteinas, carbohidratos. En la etapa de
recuperacion de los solventes (atmosférica o al vacio), después de los
condensadores ha de disponerse de una unidad de enfriamiento, para la
menor pérdida del solvente. El material residual en la marmita de destilacion,
contiene concentrados las materias odorificas y se le conoce como

“concentrado” (Sanchez, 2006).

1.4.5. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico o “screening” fitoquimico, es la etapa inicial de la
investigacion para determinar cualitativamente los principales grupos de
constituyentes quimicos presentes en una planta, y a partir de alli realizar la

extraccidon para el aislamiento de los grupos de mayor interés, utilizando los
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solventes apropiados y la aplicacion de reacciones de coloracion (Swain,
2003).

La planta es un sistema compuesto de diferentes rutas biosintéticas, cuya
principal fuente de activacion es la fotosintesis que origina en las hojas los
metabolitos primarios, y por procesos bioquimicos, con la ayuda de algunas

enzimas, se obtienen unidades azucaradas (Morales, 1997).

A través de las rutas de obtencidn de los metabolitos primarios, y por
procesos bioquimicos ayudados por enzimas, se generan metabolitos
secundarios que son los componentes finales del metabolismo de las
plantas. Estos metabolitos secundarios deben ser extraidos de la forma en
que se presenten tratando de no alterar sus propiedades bioldgicas
(Sanabria, 1983).

Los principales metabolitos a obtenerse de la extraccion de las muestras
de Cinnamon canella son: alcaloides, taninos, fenoles, saponinas,
cumarinas, flavonoides y quinonas. Los que se obtendrian de las muestras
de Piper angustifolium o los mas comunes del género Piper son: alcaloides,
lignanos, neolignanos, terpenoides, kavapironas, piperolidas, chalconas y

dihidrochalconas, flavonas y flavanonas (Flores, 2006).

(Lock, 1988), comenta que si el extracto crudo posee el efecto deseado,
podria parecer contradictorio el tener que aislar el principio activo que
contiene dicha planta. La concentracidén del principio activo de las plantas es
pequeio (generalmente 0.1 — 2.0 % en la planta, en otros casos menos que
0.01 %).

(Zuiiiga, 2011), comenta que la identificacion de alcaloides en la corteza
de canela se caracteriza mediante los reactivos de Mayer’s, Dragendorff y
Wagner. Los taninos y fenoles se identifican con el ensayo del cloruro
férrico. Mediante la prueba de la espuma se caracteriza saponinas. Con el

ensayo de Shinoda se identifican flavonoides y con el ensayo de Borntrager
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se identifican quinonas. La caracterizacion de estructuras de secuencias C6-
C3-C6 del grupo de flavonoides se determina mediante el ensayo de

antocianinas.

Segun (Rivera, 2008), las pruebas para determinar alcaloides en
muestras vegetales del género Piper se basan en los reactivos de
Dragendorff, Mayer's y Wagner. Taninos y fenoles son identificados con el
ensayo del cloruro férrico. Con la prueba de la espuma se caracterizan a las
saponinas y con el ensayo de hidroxido de potasio al 10% se determinan
cumarinas. Para la caracterizacion de flavonoides y estructuras de
secuencias C6-C3-C6 se emplea el ensayo de Shinoda y antocianinas,
respectivamente. El ensayo de Borntrager identifica quinonas.

(Rivera, 2008), indica que las pruebas -cualitativas (precipitacion,
coloracién, test de espuma, otros) realizadas en las muestras del género
Piper evidenciaron la presencia de ciertos metabolitos. En el cuadro 1 se

muestran las pruebas cualitativas y sus resultados.
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Cuadro 1.

Pruebas cualitativas realizadas en plantas del géne ro Piper. P. doell smithii, P.

peltatum y P. diandrum, respectivamente.

Especi
//'Fr/u’e’h/:s-/ P. donnell smithii P. peltatum P. diandrum
No hay presencia No hay presencia Solamente
de precipitado, sin | de precipitado, sin | presentd cambio de
embargo hay embargo hay color con el
Alcaloides cambio de color cambio de color reactivo
con los tres con los tres Dragendorff y
reactivos utilizados | reactivos utilizados Wagner (+)
(+) (+)
Presentd 0.7cm de | Presentd 1.5cm de | Presentd 0.6cm de
Saponinas espuma (+) espuma (+) espuma (+)
Taninos No se presentd ninguna reaccién (-)

Los 5 tubos examinados algunos presentaron una coloracion
Flavonoides y amarilla palida con sospecha de isoflavonas, otros no
Antocianinas presentaron coloracion por lo que se sospecha la presencia de

isoflavononas, chalconas y auronas

Antraquinonas No se presentd ninguna reaccion (-)

Cumarinas Las tres plantas reaccionaron con el hidréxido de potasio dando

una coloracién verde (+)

Fuente: (Rivera, 2008)

1.45.1. Caracteristicas de los Alcaloides

Los alcaloides constituyen el grupo mas grande de metabolitos
secundarios de plantas, conociéndose actualmente alrededor de 5500. Han
sido aislados de semillas, raices, cortezas y hojas, pudiendo encontrarse al
estado libre, como glicosidos o formando sales con &cidos organicos.
Presentan notables propiedades fisiologicas y toxicoldgicas, que se ejercen
fundamentalmente sobre el sistema nervioso central, con predominio en
alguno de sus niveles. Manifiestan significativamente actividad farmacoldgica

(Lock, 1988).
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En el término alcaloide se incluyen aquellas sustancias basicas que
contienen uno o mas atomos de nitrdgeno como parte de un sistema ciclico,
como se indica en la figura 1. La presencia de oxigeno en la estructura
determina que la sustancia sea un sélido blanco, de sabor amargo y
cristalizable. La ausencia de oxigeno en la estructura del alcaloide hace que

éste sea aceitoso, volatil u odorante (Lock, 1988).

-
0
N,
; CHj
HsC 0

Figura 1. Estructura del alcaloide — cafeina
Fuente: (Lock, 1988)

La mayoria de los alcaloides son insolubles o muy poco solubles en agua,
pero se disuelven bien en alcohol, éter, cloroformo u otros solventes
organicos. Se combinan con acidos para dar sales, comportandose entonces
como bases. Las sales son bastante solubles en agua e insolubles en
solventes organicos. En la diferencia de solubilidades de la base alcaloidea y
de sus sales en agua y en solventes organicos se basa el método general de
extraccion. Todos los alcaloides son activos a la luz polarizada. Presentan
una fluorescencia caracteristica bajo la luz UV o IR, dando lugar a espectros
caracteristicos (UNODC, 2012).

Para la investigacion de toxicos alcaloideos en materiales bioldgicos se
requiere de extraccion desde una determinada muestra, una posterior
purificacion y la aplicacion de metodologias de identificacion. Dentro de
estas Ultimas se consideran reacciones generales para alcaloides,
reacciones de caracterizacion de alcaloides y técnicas de identificacion y
cuantificacion mediante CG y HPLC (UNODC, 2012).
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Si la muestra constituye un material sélido se procedera con el método de
extraccidén continua. En caso de ser una muestra liquida se tiene el método

clasico de extraccion en ampolla.

1.45.2. Caracteristicas de los Taninos
Los taninos son compuestos polifendlicos no nitrogenados, como se

indica en la figura 2.

HO OH
OH

Figura 2. Estructura de un tanino
Fuente: (Lock, 1988)

Los taninos son muy astringentes y de gusto amargo que producen las
plantas. Tienen un ligero olor caracteristico, sabor amargo y astringente, y su
color va desde el amarillo hasta el castafio oscuro. Los taninos se utilizan en
el curtido de pieles. Tiene varias propiedades medicinales, como las de
cicatrizante de heridas y constriccion de los vasos sanguineos, lo cual
disminuiria el riesgo de enfermedades cardiacas. Se extraen de las plantas
con agua o con una mezcla de agua y alcohol, que luego se decanta y se
deja evaporar a baja temperatura hasta obtener el producto final (Lock,
1988).

La formula C14H14011, €s considerada la formula del tanino comun. Los
taninos se clasifican de acuerdo a su via de biosintesis y a sus propiedades
quimicas, y se dividen en hidrolizables y condensados. Los taninos
condensados, son polimeros de un flavonoide llamado antocianina. Los
taninos hidrolizables son polimeros heterogéneos formados por acidos

fendlicos, en particular acido galico, y azucares simples. Son mas pequefios
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que los taninos condensados y son hidrolizados con mas facilidad (Taiz,
Lincoln, & Zeiger, 2006).

1.45.3. Caracteristicas de los Fenoles

Los fenoles también llamados acido carbdlico, &cido fénico, acido fenilico,
hidroxido fenilico, hidroxibenceno u oxibenceno. Su estructura se ha utilizado
para diseflar derivados con mayor actividad antibacteriana y menor
toxicidad, sustituyendo hidrogenos del anillo bencénico por radicales
alquilicos o halégenos. Son compuestos hidroxilados en que el grupo
funcional va unido a un carbono que forma parte de un anillo aromatico
(Carey, 2000). El representante mas tipico es el fenol ordinario o acido

fénico, derivado del benceno, como se muestra en la figura 3.

OH OH

Dos formas de representar
una molécula de Fenol

Figura 3. Estructura de un fenol
Fuente: (Carey, 2000)

Los compuestos fendlicos, presentan una amplia ubicuidad en la naturaleza.
Son responsables del buen funcionamiento de las plantas y, en su relacion
con el hombre, son utilizados para tratar desordenes cardiovasculares y
prevenir algunos canceres. Poseen una estructura quimica adecuada para
ejercer actividad antioxidante, la cual esta intimamente relacionada con tales
propiedades. Para su extraccion se utilizan solventes polares cuyo extracto

posteriormente se concentra (Solomons, 1971).

El fenol es soluble en agua (1 gramo se solubiliza en 15 mL de agua) y
delicuescente (absorbe la humedad del aire y se disuelve). El fenol licuado

es miscible en alcohol, éter y glicerol. El fenol cristal es muy soluble en
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alcohol, diclorometano, cloroformo, éter, glicerol y aceites esenciales; un

gramo de fenol cristal es soluble en 70 mL de parafina liquida (Wade, 2002).

1.45.4. Caracteristicas de las Saponinas

Las saponinas esteroides son glicésidos esteroides con un nucleo
espirostano como se muestra en la figura 4. Tienen la propiedad de
hemolizar los globulos rojos y forman espuma abundante y estable al agitar

sus soluciones acuosas (Martinez, 2001).

Figura 4. Estructura de una saponina
Fuente: (Martinez, 2001)

Tiene propiedades semejantes a las del jabdn: cada molécula esta
constituida por un elemento soluble en lipidos (el esteroide o el triterpenoide)
y un elemento soluble en agua (el azucar), y forman una espuma cuando se
las agita en agua. Las saponinas son toxicas, y se cree que su toxicidad
proviene de su habilidad para formar complejos con esteroles, por lo que
podrian interferir en la asimilacion de estos por el sistema digestivo, o
romper las membranas de las células tras ser absorbidas hacia la corriente

sanguinea (Taiz, Lincoln, & Zeiger, 2006).

Las saponinas esteroides por su caracter glicosidico, son insolubles en
solventes apolares. Para obtenerlas de las plantas o animales, el material
seco y molido se desengrasa previamente con un solvente apolar

(generalmente éter de petroleo o n-hexano).
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1.4.5.5. Caracteristicas de las Cumarinas

Las cumarinas son compuestos ampliamente distribuidas en las plantas,
pudiendo encontrarse en todas las partes de la planta, desde la raiz a flores
y frutos, presentandose a menudo como mezclas, en forma libre 0 como
glicésidos. Tienen un amplio rango de actividad biolégica como la accion
anticoagulante y antibacterial del dicumarol, actividad antibidtica y
estrogénica del cumestrol, la accién fotosensibilizadora de furanocumarinas

como el bergapteno y la xantotoxina (Lock, 1988).

Todas la cumarinas se caracterizan por el sistema venzo - pirona, como
se muestra en la figura 5. Su caracter lactdénico hace que sea solubilizada
por soluciones alcalinas con la aparicion de un color amarillo en la solucion.
El hecho que aproximadamente el 95 % de las cumarinas poseen
sustituyente oxigeno en el C-7 hace que se considere a la 7-hidrocumarina o

umbeliferona como el compuesto padre, mejor que la cumarina (Lock, 1988).

Figura 5. Estructura de una cumarina
Fuente: (Lock, 1988)

Las cumarinas estan biogenéticamente relacionadas a los
fenilpropanoides como flavonoides y ligninas, asi como a las sustancias
derivadas del acetato, como esteroides y terpenoides, ya que su biosintesis
transcurre por ambas vias: via del shikimato y la via del policetido del

acetato.

1.45.6. Caracteristicas de los Flavonoides
Los flavonoides constituyen uno de los grupos mas comunes,
ampliamente distribuidos y caracteristicos de metabolitos secundarios de las

plantas. Estos compuestos, mas que ningun otro, contribuyen al color de las
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flores y frutos en la naturaleza. Los flavonoles (del latin flavus: amarillo) dan
color amarillo o naranja, mientras las antocianinas proporcionan el color rojo,
azul o violeta, es decir todos los colores del arco iris salvo el verde. Este tipo
de heterociclos con oxigeno, que son los flavonoides, esta restringido a las

plantas superiores y los helechos (Flores, 2006).

Biolégicamente, los flavonoides desempefian un papel importante en la
polinizacion y alimentacion de los insectos en las plantas; algunos tienen un
sabor amargo que repele a ciertas orugas e impide que se coman las hojas
de las especies que los contienen. Por otra parte, el hombre consume
cantidades considerables de flavonoides en la dieta vegetal, lo cual se
considera beneficioso para la salud humana, dada sus propiedades
antioxidantes, protegiendo contra enfermedades vasculares y algunos tipos

de cancer (Flores, 2006).

Sin embargo, en los ultimos afios los flavonoides han despertado el
interés de los farmacodlogos debido al amplio espectro de actividades
biolégicas que presentan, asi podemos citar su accion antialérgica, anti-
inflamatoria, antiviral, antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante,
antimutagénica, anticancerigena y como modulador de la actividad

enzimatica (Flores, 2006).

Segun (Flores, 2006), tras repetidas cromatografias del extracto de
diclorometano de las hojas de Piper aduncum, P. acutifolium, P. elongatum,
P. glabratrum, P. heterophyllum, P. pilliraneum y P. rusbyi, se ha aislado
doce flavonoides. Los flavonoides aislados se agruparon en funcion del

grado de oxidacion del anillo C de benzo-y-pirona.

1.45.7. Caracteristicas de las Quinonas y compuest  0s
relacionados
Una quinona u orto benzoquinona, es uno de los dos isébmeros de la
ciclohexanodiona o bien un derivado de los mismos. Su formula quimica es

CeH40,, y se muestra en la figura 6.
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o-Benzoquinone p-Benzoquinone

Figura 6. Estructura de una quinona u orto benzoqui  nona
Fuente: (Lock, 1988)

Las quinonas estan ampliamente presentes en el mundo natural. Son
constituyentes comunes de moléculas biolégicamente relevantes (por
ejemplo, la vitamina K1, que es la filoquinona) (Martinez, 2012). Otros sirven
como aceptor de electrones en cadenas de transporte de electrones como
las de los fotosistemas | y Il de la fotosintesis y la respiracion aerdbica. Un
ejemplo natural de quinonas como agentes oxidantes es el spray de los
escarabajos bombarderos. La hidroquinona se hace reaccionar con el
peréxido de hidrégeno para producir una rafaga ardiente de vapor, un fuerte
elemento disuasorio en el mundo animal. Las quinonas pueden reducirse
parcialmente a quinoles. Las antraquinonas son una clase de metabolitos
secundarios vegetales con una funcionalidad p-quinoide en un ndcleo

antracénico (Lock, 1988).

1.4.6. Cromatografia

La cromatografia permite separar los componentes de una sustancia. La
separacion se consigue a través de diversas técnicas. Por ejemplo, se
pueden separar moléculas en funciébn de sus cargas moleculares, sus
tamafos moleculares, sus masas moleculares, la polaridad de sus enlaces,
sus potenciales redox, sus constantes de ionizacion, o bien en funcion de la
disposicion de sus enlaces que determina su estructura isémera o0 su
quiralidad (Rubinson & Rubinson, 2001).
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1.4.6.1. Cromatografia de gases (CG)

Segun (Alvarado, 2007), la cromatografia de gases es una técnica en la
gue la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna
cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una fase movil de gas
inerte. El gas portador debe ser un gas inerte para prevenir su reaccion con
el analitico o la columna. Por lo general se emplean gases como He, Ar, No,
H., 0 CO,, y la eleccion del gas depende del tipo de detector empleado. El
almacenaje del gas puede ser en tanques a presion o empleando un

generador, especialmente en el caso del nitrégeno (N2) y del hidrogeno (H>).
El gas portador cumple dos propdsitos:

. Transportar los componentes de la muestra.

. Crear una matriz adecuada para el detector.
Un gas portador debe reunir ciertas condiciones:

. Debe ser inerte para evitar interacciones (tanto con la muestras
como con la fase estacionaria).
. Facilmente disponible y puro.

. Adecuado al detector a utilizar.

A diferencia de los otros tipos de cromatografia, la fase movil no
interacciona con las moléculas del analito, pues su Unica funcién es la de

transportar el analito a través de la columna.

En la cromatografia ocurren dos fendmenos muy importantes y que son
practicamente los vectores del proceso de separacion: la adsorcion y la
absorcion. La adsorcién es la retencion de una especie quimica en los sitios
activos de la superficie de un sélido, quedando delimitado el fenémeno a la
superficie que separa las fases o superficie interfacial. Esta retencion
superficial puede ser fisica o quimica. La adsorcibn depende de la
naturaleza de la substancia adsorbida, de la temperatura, de la naturaleza y
estado de subdivision del adsorbente, y de la concentracion. La absorcion es

la retencidn de una especie quimica por parte de una masa y depende de la
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tendencia que tiene ésta a formar mezcla o reaccionar quimicamente con la
misma (SHIMADZU, 2015).

La inyeccién de la muestra debe ser una cantidad adecuada, y debe
introducirse rapidamente para evitar el ensanchamiento de las bandas de
salida; este efecto se da con cantidades elevadas de analito. EIl método mas
utilizado emplea una microjeringa (de capacidades de varios microlitros)
como se indica en la figura 7, para introducir el analito en una camara de
vaporizacion instantanea. Esta camara esta a 50 °C por encima del punto de
ebullicion del componente menos volatil, y esta sellada por una junta de
goma de silicona septa o septum. También existe en el mercado los auto-
inyectores, que son equipos que toman la cantidad adecuada de muestra
automaticamente y la inyectan en la camara de vaporizacion directamente
(SHIMADZU, 2015).

Jeringa
guja de la jeringa

Septum

Purga del septum

Gas portador

Camara de vaporizacion % i
%\ Corexiona columna

Celumna

Figura 7. Método de inyeccion de la muestraenlac  amara de vaporizacion
Fuente: (Entrenamiento SHIMADZU)

En CG, figura 8, se emplean dos tipos de columnas: las empaquetadas o
de relleno y las tubulares abiertas o capilares. Estas dltimas son mas
comunes en la actualidad (2005) debido a su mayor rapidez y eficiencia. La
longitud de estas columnas es variable, de 2 a 60 m, y estan construidas en

acero inoxidable, vidrio, silice fundida o teflon. Debido a su longitud y a la
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necesidad de ser introducidas en un horno, las columnas suelen enrollarse
en una forma helicolidal con longitudes de 10 a 30 cm, dependiendo del
tamafo del horno (SHIMADZU, 2015).

La temperatura es una variable importante, ya que de ella va a depender
el grado de separacion de los diferentes analitos. Para ello, debe ajustarse
con una precision de décimas de grado. Dicha temperatura depende del
punto de ebullicion del analito o analitos, como también la maxima
temperatura de funcionamiento de la columna (fase estacionaria), y por lo
general se ajusta a un valor igual o ligeramente superior a él. Para estos
valores, el tiempo de elucion va a oscilar entre 2 y 30-40 minutos. Si
tenemos varios componentes con diferentes puntos de ebullicion, se ajusta
la llamada rampa de temperatura con lo cual ésta va aumentando ya sea de
forma continua o por etapas. En muchas ocasiones, el ajustar correctamente
la rampa puede significar separar bien o no los diferentes analitos. Es
recomendable utilizar temperaturas bajas para la elucion ya que aunque a
mayor temperatura la elucibn es mas répida, se corre el riesgo de
descomponer el analito (SHIMADZU, 2015).

El detector es la parte del cromatografo que se encarga de determinar
cuando ha salido el analito por el final de la columna. El detector de
ionizacion de llama (FID), es el mas usado y versatil. Basicamente es un
guemador de hidrégeno/aire, donde se mezcla el efluente de la columna
(gas portador y analito) con hidrégeno. Inmediatamente, este gas mezclado
se enciende mediante una chispa eléctrica, produciéndose una llama de alta
temperatura. La mayoria de compuestos organicos al someterse a altas
temperaturas pirolizan y se producen iones y electrones, que son
conductores eléctricos (SHIMADZU, 2015).

El montaje de una técnica analitica de CG es netamente empirica, el
perfil de los analitos que se quiera determinar, la eleccion de la fase movil,
los tiempos de retencion (elucion) estaran dados exclusivamente por las

condiciones particulares de la columna (fase estacionaria) frente al equipo.
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Las rampas de temperatura a seleccionar bien pueden isotérmicas o

escalonadas.

La eleccion del gas dependera del tipo de detector, la eleccion de la
columna (fase estacionaria) dependera de la polaridad de los compuestos a

separar, el detector dependera del tipo de compuestos a detectar.

La estabilizacion de la linea base de la fase movil en la fase estacionaria
a través del tiempo es fundamental para establecer un método. Una linea de
base (solvente) poco estable o irregular que cambia de intensidad frente al
detector a medida que eluye debe ser afinada y estabilizada antes de
introducir los analitos. El conocimiento de los parametros, del rango de
temperatura del horno, la adecuada elecciéon de la columna y su fase
estacionaria (tipo, largo y diametro), la eleccion adecuada del tipo de
detector, las temperaturas del detector e inyector, los volimenes de analito,
deberan ser establecidas de modo tal que se obtenga la mayor eficacia en
separar los analitos, y con la mejor resolucion posible. La pureza de la
muestra dependerd de la preparacion previa de la misma (SHIMADZU,
2015).

La CG es una metodologia altamente efectiva y su perfomance permite
una amplia gama de posibilidades para la quimica analitica en compuestos
organicos. La sensibilidad de la técnica CG puede incluso detectar
microgramos del analito si esta bien montada. La cuantificacion se basa en
calculos del area bajo la curva que es proporcional a la concentracién del

analito. Comunmente se usa en estandar interno de trabajo.
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Figura 8. Esquema general de un cromatografo de gas  es
Fuente: (Entrenamiento SHIMADZU)

(Noriega & Samaniego, 2014), proponen que las condiciones para el
analisis cromatografico del aceite esencial extraido de las hojas de canela
son: temperatura del inyector: 250 °C, columna capilar Factor four VF-5 ms
(30 m x 0,25 mm), gas transportador: helio 1 mL/min, Split: 200 y

condiciones de la columna tabla 1.

Tabla 1

Condiciones de la columna del cromatégrafo de gases para el analisis del aceite
esencial de las hojas de canela.

Temperatura (°C) Velocidad (°C/min) Permanencia (min) Total (min)
50 0 2 2
100 20 0 4,5
220 5 1,5 30

Fuente: (Noriega, 2014)

En dicho analisis, se detectaron 62 componentes de los cuales 30 fueron
identificados. En base a los tiempos de retencién obtenidos de cada uno de
los compuestos, se obtuvo un tiempo de 12,059 min para el cinemaldehido;
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14,564 min para el acido cinamico; y 8,274 min para el hidroxicinemaldehido;

compuestos mayoritarios del aceite esencial de la canela.

Rivera (2008), indica las condiciones cromatograficas con las que se
trabajo en tres especies distintas de piperaceas: temperatura del inyector:
250 °C, temperatura del detector: 280 °C, columna capilar HP5 (30 m x 0,5

L 'm) con las siguientes condiciones tabla 2.

Tabla 2

Condiciones de la columna del cromatdgrafo de gases para el analisis del aceite
esencial de tres especies de piperaceas.

Temperatura (°C)  Velocidad (°C/min) Permanencia (min) Total (min)
50 0 3 3
250 20 1 14

Fuente: (Rivera, 2008)

Se detectd espatulenol en P. donnell smithii, 1S,CIS-Calameneno en P.

peltatum y S-elemeno en P. diandrum; a - 5 pinenos se detectaron en dos

de las tres especies de piperaceas, con un tiempo de retencién de 9,71 min.
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1. Participantes

El presente proyecto fue financiado por fondos del laboratorio de quimica
y bioquimica de la Carrera de Ciencias Agropecuarias (IASA ) del
Departamento de Ciencias de la Vida de la Universidad de las Fuerzas
Armadas - E.S.P.E, ubicados en la Hacienda “El Prado” — Sector San
Fernando — Sangolqui. Asi como, presupuesto correspondiente al programa
de ayudas econdmicas para desarrollo de trabajo de titulacion otorgado por
el SENESCYT.

Las muestras de cortezas de canela fueron adquiridas en los mercados
locales de la provincia de Pichincha, y las muestras de hojas de pinku fueron
recolectadas en el sector de Chiguilpe, provincia de los Tsachilas —

Ecuador.

2.2. Periodo de tiempo de la investigacion

La investigacion tuvo una duracién de alrededor de 10 meses.
2.3. Disefio

2.3.1. Fase de extraccion

El tipo de disefio experimental empleado para el estudio de los
componentes fitoquimicos mayoritarios de los macerados e hidrodestilados
de canela y pinku, es un Disefio Completo al Azar (DCA), con dos factores

(muestras vegetales) y 5 niveles (métodos de extraccion).

Se utilizé este analisis estadistico debido a que su finalidad es comparar
dos o mas tratamientos y probar la hipétesis de igualdad de los tratamientos
con respecto a la media de la correspondiente variable de respuesta. Solo

utiliza dos fuentes de tratamiento: tratamientos y error aleatorio, por su
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nombre completamente al azar en el cual las corridas experimentales se
realizan en orden aleatorio, de manera que los posibles efectos ambientales
y temporales se vayan repartiendo equitativamente entre los tratamiento
(Gutiérrez & Vara, 2008).

Se trabajo con un total de 10 tratamientos, 30 unidades experimentales y

270 observaciones.

Se utilizaron 2 muestras vegetales (canela y pinku) y 5 métodos de
extraccion diferentes: macerado con hexano, macerado con metanol,

macerado con etanol, macerado con agua e hidrodestilado.

En la tabla 3 se pueden observar los tratamientos con las diferentes

combinaciones.

2.3.2. Cromatografia de gases

Se realizé un analisis cualitativo al identificar los componentes de los
hidrodestilados de cortezas de canela y hojas de pinku por medio de un
cromatoégrafo de gases, estas sustancias fueron extraidas utilizando el

destilador por arrastre de vapor.

2.3.3. Variables de respuesta
Viabilidad: observacion de presencia o ausencia de metabolitos de interés.



Tabla 3

Tratamientos con las diferentes combinaciones imple

extraccion

Canela

Pinku

Hidrodestilado
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mentadas para la fase de

AlBla

Macerado con agua

Macerado con etanol

Macerado con metanol

Macerado con hexano

Hidrodestilado

A1B1b
AlBlc
A2Bla
A2B2b
A2B2c
A3Bla
A3B1b
A3Blc
A4Bla
A4B1lb
A4Blc
A5Bla
A5B1b
A5Blc
AlB2a

Macerado con agua

Macerado con etanol

Macerado con metanol

Macerado con hexano

Al1B2b
Al1B2c
A2B2a
A2B2b
A2B2c
A3B2a
A3B2b
A3B2c
A4B2a
A4B2b
A4B2c
A5B2a
A5B2b
A5B2c
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2.4. Procedimiento

2.4.1. Fase de Recoleccion

2.4.1.1. Recoleccion de la materia prima Cinnamon ¢ anella 'y Piper
angustifolium

Las cortezas de Cinnamon canella (canela) fueron adquiridas en los
mercados locales, por su facilidad de acopio, en tanto que las hojas de pinku
0 matico tropical fueron colectadas en los senderos aledafios al rio Baba,
territorio Tsachila con la colaboracion de Agustin y Luis Calazacon nativos
colorados propios de la comunidad quienes prestaron su contingente en la

recoleccion de las muestras.

Las hojas de Pinku o matico tropical, fueron colectadas en el sector de
Chiguilpe, Provincia de los Tsachilas, a 140 km de Quito. El matico tropical
es una planta considerada medicinal para los pobladores de la comunidad
étnica de los Tsachilas y para ellos tiene varios usos etnobioldgicos.
Conocido como “pinku” en idioma safiqui, es una especie de muy poca
distribucion en Ecuador, son arboles delgados que suelen llegar hasta los 6
metros de altura (Calazacon, com. pers.).

La materia prima (hojas de pinku y cortezas de canela) fueron
transportadas en gavetas plasticas hasta los laboratorios de Bioquimica y
Toxicologia de la Carrera de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de
las Fuerzas Armadas ESPE. , Sangolqui - Ecuador. Tanto la corteza de
canela, asi como las hojas del pinku, fueron colocadas en fundas de papel
empaque perforadas, con dimensiones de 40 cm de ancho por 80 cm de
largo, con 2 kg de capacidad. En el laboratorio, las hojas de pinku y las
cortezas de canela fueron sometidas a un proceso de limpieza con el
propdsito de que se elimine o retire residuos de tierra, polvo, materiales

extrafios e impurezas que afecten la calidad de la muestra.
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a) Tamafo de la muestra

Antes del procesamiento de los extractos, las muestras colectadas fueron
pesadas y seleccionadas. Se colectaron alrededor de 4 kg de cortezas de
Cinnamon canella y hojas de Piper angustifolium, respectivamente, estas
muestras fueron sometidas a una seleccién, limpieza y depuracion, con el
propasito optimizar el proceso. De la canela se seleccionaron las cortezas de
un color mas homogéneo, no tan lefiosas, ni gruesas y con menor cantidad
de residuos adheridos que pudieren perturbar la extraccion. Del pinku o
matico se seleccionaron las hojas casi de un mismo estado fenologico, de un
color verde homogéneo, eliminando las hojas viejas, sin presencia de
machas, tierra, polvo, ni artropodos que modifiquen los ensayos, a las
mismas se las someti0 a un lavado suave con agua corriente y agua

destilada, luego se dejé escurrir al ambiente.

b) Secado o deshidratacion de la muestra

Posteriormente a esta depuracion, solamente a las hojas de P.
angustifolium, se procedi6 a deshidratarlas en una estufa a -60 °C, hasta que
las mismas muestren un estado crocante y se haya eliminado la mayor
cantidad de agua. Las cortezas de C. canella no requirieron de este
procedimiento, por la propia naturaleza de su tejido. Secas y deshidratadas
las muestras de hojas de pinku y cortezas de canela, se inicié el proceso de
molienda para la extraccién por maceracion y sin moler para la extraccion

mediante hidrodestilacion.
2.4.2. Fase de Extracciéon

2.4.2.1. Obtencién de los macerados de canelay pin  ku

En el presente proceso se empled cuatro tipos de solventes organicos
guimicamente puros: Hexano (hex), metanol (MeOH), etanol (EtOH) y agua
destilada (H2Og). Luego de pulverizada las muestras de las hojas de pinku y
cortezas de canela, se peso 10 g y se depositd en un frasco de color ambar
para evitar la incidencia de la luz, con capacidad para 300 mL, enseguida de

ello se afiadid6 120 mL del solvente organico. Este método se realizé por
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cada solvente en diferentes frascos. Posteriormente cada uno de los frascos
fueron sometidos a agitacién orbital durante 1 h a 180 rpm, terminado este
paso, los frascos fueron guardados durante 8 dias en refrigeraciéon a 4 °C en

la parte baja del refrigerador.

Para el caso de la maceracion con agua destilada, esta fue hervida con
antelacion y afadida al frasco con los 10 gramos de la muestra, luego
depositada en el refrigerador para su maceracion durante 8 dias al igual que

las demas muestras.

2.4.2.2. Obtencién de los hidrodestilados de canela  y pinku

Para éste proceso se armo el aparato de destilacidbn por arrastre de
vapor, utilizando un tanque de 12 L de capacidad, al cual se le afadieron
2000 mL de agua corriente, se monto el equipo, se ajustaron los acoples, se
insertd la rejilla, se afiadioé los 100 g de la muestra de canela troceada y se
ajustaron las tapas herméticas y demas ensambles dirigidos al refrigerante
vertical, enseguida de ello se procediéo a encender la fuente de calor y se
inicié el proceso.

El agua al hervir se evapora y éste vapor atraviesa la rejilla donde se
encuentra la muestra de canela depositada, se inspeccioné el agua fria del
refrigerante y al cabo de 30 min se registraron las primeras gotas del
hidrodestilado, el vapor emitido permite arrastrar los metabolitos secundarios
contenidos en los 100 g de canela, éste vapor arrastrado se condensa por
enfriamiento en el refrigerante, llevando consigo el hidrodestilado que es
depositado en un Erlenmeyer. ElI proceso duré cerca de 55 min y el
rendimiento obtenido aproximadamente fue de 250 mL de hidrodestilado.
Durante el tiempo transcurrido el hidrodestilado mostré las caracteristicas
descritas en el cuadro 2, éste fue trasvasado a una botella color &mbar y se
lo almacend a 4 °C en la parte baja del refrigerador, hasta sus posteriores

pruebas de tamizaje fitoquimico preliminares.
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Cuadro 2
Estimacion visual y organoléptica del hidrodestilad o de canela
Hidrodestilado Tiempo Color Olor Sabor
transcurrido
Liquido Dulce
Canela 30 min blanco Aromatico mordiscante
lechoso Penetrante picante
+++ +++ +++
Liquido Aromatico
Canela 55 min blanco ligeramente Dulce
opalino penetrante Mordiscante
++ ++ ++

Para la destilacion de pinku, se realizé el mismo proceso detallado en la

extraccion de canela, con

las mismas condiciones, es decir armado

previamente el equipo de destilacion, de igual manera se peso6 100 g de las
hojas previamente secas y troceadas de pinku, se afiadieron al tanque de
destilacion y se someti6 a la fuente de calor, pasado 30 min, el agua hervida
genera su vapor gue atraviesa las muestras de las hojas y se condensa en el
refrigerante vertical. Se recogié 250 mL del hidrodestilado en un Erlenmeyer
al cabo de aproximadamente 60 min. Durante el tiempo transcurrido el
hidrodestilado mostro las caracteristicas descritas en el cuadro 3, éste fue
trasvasado a una botella color ambar y se lo almacené a 4 °C en la parte

baja del refrigerador, hasta sus posteriores pruebas de tamizaje fitoquimico

preliminares.
Cuadro 3
Estimacion visual y organoléptica del hidrodestilad o de pinku
Hidrodestilado Tiempo Color Olor Sabor
transcurrido
Liquido Penetrante Suigéneris a
Pinku 30 min verde claro adormecedor condimento
+++ +++
Penetrante
Pinku 60 min Liquido ligeramente A
limpido adormecedor condimento

++

+
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2.4.3. Tamizaje fitoquimico

2.4.3.1. Preparacion de las muestras para el tamiza je fitoquimico

a). Para las muestras maceradas de canela y pinku

Al ejecutarse el tamizaje fitoquimico de los extractos de canela y pinku,
se inicié con las muestras inmersas en hexano, ya que el mismo, no requiere
de mayor tiempo de maceracion, luego se procedio al andlisis de las
muestras maceradas tanto en MeOH como en EtOH y posteriormente

aguellas efectuadas en agua.

A las muestras vegetales maceradas de canela y pinku se las filtré por 2
capas de algodon a presion reducida y por papel filtro #45. Se recuperd 100
ml de cada extracto y se los rota evapor6 en bafio maria a una temperatura
entre 40 °C a 45 °C y a una rotacion de 45 ppm, recuperando el solvente
organico y obteniendo la tintura de los extractos madre; terminado el
proceso, estos estuvieron listos para las respectivas diluciones y su tamizaje

fitoquimico.

A continuacion se detallan las diluciones realizadas para cada uno de los
extractos tanto de canela como de pinku, en sus cuatro solventes organicos
tabla 4.

Tabla 4

Diluciones preparadas para cada uno de los extracto s de canela y pinku, previos al
tamizaje fitoquimico.

Extracto Dilucion

Canela en hexano -

Canela en metanol 1:10
Canela en etano | 1:10
Pinku en hexano 1:100
Pinku en metanol 1:100
Pinku en etanol 1:10

Pinku en agua 1:10




39

b). Para las muestras hidrodestiladas de canelay p  inku

Las muestras hidrodestiladas de canela y pinku no requirieron filtraciones
ni rota evaporacion, ya que la naturaleza de los extractos es transparente y

permitio realizar los andlisis de manera limpida.
c). Reporte de resultados del tamizaje fitoquimico preliminar

Para reportar los resultados de las pruebas del tamizaje fitoquimico, se
consider6 las especificaciones registradas en el cuadro 4.

Cuadro 4

Significacion considerada para reportar los resulta dos de las pruebas de tamizaje
fitoquimico.

Significacion  Especificacion Comentario
(-) No registrado No hay cambio de coloracion de la alicuota
(+-) Escasa presencia Escaso cambio de coloracién de la alicuota
(+) Ligera presencia  Ligero cambio de coloracién de la alicuota
(++) Presencia Notable cambio de coloracidn de la alicuota
moderada
(+++) Presencia estable Prolongado cambio de coloracion de la
alicuota
(++++) Presencia Pronunciado y eminente cambio de
abundante coloracion de la alicuota
2.4.3.2. Andlisis fitoquimico

a). Protocolo para reconocimiento de alcaloides

De las muestras maceradas e hidrodestiladas de canela y pinku, se tomo
una alicuota de 1 mL por cada tubo de ensayo y se disolvio en 2 mL de
acido clorhidrico al 10%. Se agitdé vigorosamente por 5 min hasta obtener
una cierta transparencia del extracto. Se recuper6 1 mL y se procedid a
ensayar el reactivo de Mayer’s, Dragendorff y Wagner.

Mediante reactivo de Mayer's: al 1 mL recuperado del extracto

macerado e hidrodestilado de canela y pinku se adicioné 5 gotas del
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reactivo. Este form6 un precipitado de color crema, lo cual indicé la
presencia de alcaloides.

Mediante reactivo de Dragendorff: al 1 mL recuperado del extracto
macerado e hidrodestilado de canela y pinku se adicioné 3 gotas del
reactivo. Esté formé un precipitado de color anaranjado, lo cual indicé la
presencia de alcaloides.

Mediante el reactivo de Wagner: al 1 mL recuperado del extracto
macerado e hidrodestilado de canela y pinku se adicioné 3 gotas del
reactivo. Este formé un precipitado de color que va del amarillo al

anaranjado, lo cual indicé una prueba positiva.

b). Protocolo para reconocimiento de taninos y feno les

Ensayo del cloruro férrico

Mediante éste procedimiento se permiti6 reconocer la presencia de
compuestos fendlicos y/o taninos en las muestras maceradas e
hidrodestiladas de canela y pinku, descrito en el siguiente proceso: se tomo
una alicuota de 1 mL por cada tubo de ensayo, se afiadid6 3 gotas de
acetato de sodio para neutralizar las muestras y 0.5 mL de una solucién de

Cloruro férrico al 5 % en solucién salina fisioldgica.

El ensayo dio positivo para las alicuotas de los macerados e
hidrodestilado de canela, los cuales desarrollaron una coloracién azul
intensa, indicando la presencia de taninos del tipo pirogalotanicos. El mismo
ensayo efectuado en alicuotas de pinku, macerado como hidrodestilado, dio
negativo, no registrandose reaccion colorimétrica esperada para este tipo de

compuestos activos.

c). Protocolo para reconocimiento de saponinas

Ensayo de espuma

Mediante éste procedimiento se permiti6 reconocer la presencia de

saponinas, tanto del tipo esteroidal como triterpénica en las muestras
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maceradas e hidrodestiladas de canela y pinku, que se describe a
continuacion: se tomé una alicuota de 1 mL por cada tubo de ensayo y se
las diluyd con 5 veces su volumen en agua. Se agité la mezcla fuertemente

de manera manual y vertical entre 5 a 10 minutos.

El ensayo dio positivo al aparecer espuma con burbujas de forma
hexagonal en la superficie del fitofluido, con alturas entre 4 mm hasta 20
mm, por mas de 2 minutos, lo cual se considera prueba viable. Lo contrario
ocurrid cuando en los ensayos, la presencia de espuma después de la
agitacion no permanecia en los rangos para considerarse una prueba

positiva.

d). Protocolo para reconocimiento de cumarinas

De las muestras maceradas e hidrodestiladas de canela y pinku, se tomo
una alicuota de 1 mL por cada tubo de ensayo, y se les afiadié 3 gotas de
una solucién de hidroxido de potasio (KOH) al 10%, dando una coloracién

amatrillenta. Luego se adicion6 0.5 mL de HCI 1N.

El ensayo dio positivo, en la prueba de coloracion, cuando se desvanecio
el color amarillento de las muestra maceradas e hidrodestiladas de canela y
pinku, al acidularlos con el HCI 1N. El ensayo dio negativo al no registrarse

la reaccién colorimétrica esperada para este tipo de compuestos activos.

e). Protocolo para reconocimiento de flavonoides

Ensayo de shinoda

De las muestras maceradas e hidrodestiladas de canela y pinku, se tomo
una alicuota de 1 mL para cada tubo de ensayo, y se las diluyé con 1 mL de
HCI concentrado, enseguida se afiadié un segmento de aproximadamente
0.5 cm de cinta de magnesio metalico como indicador. En éste
procedimiento se produjo una reaccion exotérmica con efectos
efervescentes y ascendentes registrados en el tubo de ensayo, para lo cual

se esper0 5 minutos para que se estabilice la reaccion y enseguida se
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afiadid 1 mL de alcohol amilico, se mezclaron las fases y se dejo reposar

hasta que éstas vuelvan a separarse.

El ensayo dio positivo de acuerdo al protocolo establecido, cuando el
alcohol amilico agregado se coloreo con gamas que fueron del amarillo al
naranja, carmelita o rojo intenso, para varias pruebas realizadas. El ensayo
dio negativo, cuando el alcohol amilico no reaccion6é dando las colorimetrias

esperadas.
f). Ensayo de antocianinas

Este protocolo permiti6 conocer antocianinas generales en los extractos
vegetales macerados e hidrodestilados de canela y pinku, la presencia se
determind, cuando a 1 mL de la muestra se calenté por 2 minutos, luego se
afiadio 1 mL de HCI concentrado y se siguid calentando hasta
aproximadamente 10 minutos, se dejo enfriar y luego se afadid 1 mL de
agua y 2 mL de alcohol amilico. Por altimo se agitd el tubo de ensayo y se
dej6 separar las 2 fases.

El ensayo dio positivo, cuando el alcohol amilico agregado a las muestras
maceradas e hidrodestiladas en diferentes tubos de ensayo, se colore6 de
rojo a marrén en varios de ellos. El ensayo dio negativo, cuando el alcohol
amilico agregado, no registré la reaccion colorimétrica esperada para este

tipo de compuestos activos.

g). Protocolo para reconocimiento de quinonas

Ensayo de bérntrager

De las muestras maceradas en Hxn, MtOH y EtOH de canela y pinku, se
tomd como alicuota 1 mL para cada tubo de ensayo y se sometieron a bafio
maria para acelerar su evaporacion. Luego el residuo se redisolvié en 1 mL
de cloroformo. Posteriormente se adiciond 1 mL de hidroxido de potasio al

10 %, se agit6 el tubo de ensayo mezclando las fases y se lo dejé en reposo
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hasta su separacion. Para las muestras maceradas en agua y para los
hidrodestilados de canela y pinku, se afiadié directamente el cloroformo y se

sigui6 con el mismo procedimiento.

El ensayo dio positivo cuando al agregar el cloroformo a cada tubo de
ensayo, las fases se separaron y aquella que migré a la superficie, se
colored de rosado a rojo. El ensayo se consideré negativo, cuando la fase
superior formada no registré la reaccion colorimétrica esperada para este

tipo de compuestos activos.
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/ Extraccion por \
: \ Maceracion /

\ 4
Filtracion

Rota - Evaporacién

Tamizaje fitoquimico

Figura 9. Esquema del procedimiento para el registr 0 de metabolitos secundarios en
los macerados de C. canella y P. angustifolium.
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Preparacion

=

Extraccion por
Hidrodestilacion

Tamizaje fitoquimico

Figura 10. Esquema del procedimiento para el regist  ro de metabolitos secundarios en los
hidrodestilados de C. canella y P. angustifolium.
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2.4.4. Cromatografia de gases CG

Los andlisis cromatograficos complementarios se realizaron en muestras
hidrodestiladas de las cortezas de canela y de las hojas de pinku, de las
cuales se tomo¢ alicuotas de 2 uL, que se inyectaron en un equipo de
cromatografia a través de su autoinyector (Shimadzu) AOC-20i a un
cromatégrafo de gases (Shimadzu, GC-2014) con detector de ionizacion de
flama (FID). El CG esta provisto de una columna capilar SH RXI-5MS de 15
m de largo y 0,25 mm de espesor, cuyo gas portador fue el helio y el flujo de
85,6 mL min™. La rampa calibrada para la separacién de los compuestos del
hidrodestilado de canela fue:

» Latemperatura del puerto de inyeccion fue de 250 °C.
» Latemperatura del detector fue de 330 °C.

Para el caso del pinku, la rampa de temperatura utilizada para la separacion

fue la siguiente:
» Latemperatura del puerto de inyeccion fue de 250 °C.

« Latemperatura del detector fue de 280 °C.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. Identificacion mediante tamizaje fitoquimico

3.1.1. Tamizaje fitoquimico del extracto de canela  en hex

El cuadro 5 muestra la apreciacion cualitativa de los metabolitos en el
extracto de canela utilizando como solvente hex. Con el reactivo de Wagner
se evidencio alcaloides, mediante la prueba de espuma se evidencié escasa
presencia de saponinas, también se registr0 una presencia estable de
cumarinas, al igual que en el reconocimiento de flavonoides y antocianinas

fue positivo, abundante para flavonoides y estable para antocianinas.

Cuadro 5

Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto de canela en hex.

Prueba Color Presencia Caracter istica de la prueba
Alcaloides
Mayer Amarillo =0 No registrado.
Dragendorff Anaranjado (=0 No registrado.
Wagner Anaranjado (+++) =4 Presencia estable.

amarillento

Taninos y Anaranjado (++) =3 Presencia moderada.
fenoles verdoso
Saponinas Incoloro (+-)=1 Escasa presencia.
Cumarinas Verde palido (++) =3 Presencia moderada.
Flavonoides Amarillo (++++) =5 Presencia abundante.
Antocianinas Marrén (++)=3 Presencia moderada.

Quinonas Blanquecino =0 No registrado.
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3.1.2. Tamizaje fitoquimico extracto de canelaen M eOH

El cuadro 6 muestra la apreciacion cualitativa de los metabolitos en el
extracto de canela utilizando como solvente MeOH. Las pruebas de Mayer,
Dragendorff y Wagner evidenciaron la presencia de alcaloides, mediante la
prueba del cloruro férrico se registré taninos del tipo pirogalotanicos,
mientras que la prueba de espuma evidencié leve presencia de saponinas,
las pruebas para reconocimiento de flavonoides y antocianinas fueron

positivas indicando una presencia abundante, también se registré quinonas.

Cuadro 6

Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto de canela en MeOH.

Prueba Color Presencia Caracteristica de la prueba
Alcaloides
Mayer Crema (+-)=1 Escasa presencia.
Dragendorff Crema (+-)=1 Escasa presencia.
Wagner Anaranjado (+++) =4 Presencia estable.

amarillento

Taninos 'y Azul intenso (++++) =5 Presencia abundante.
fenoles
Saponinas Incoloro (=2 Ligera presencia.
Cumarinas Amarillo palido (=0 No registrado.
Flavonoides Rojo (++++) =5 Presencia abundante.
Antocianinas Rojo (++++) =5 Presencia abundante.

Quinonas Rosado (++++) =5 Presencia abundante.




3.1.3. Tamizaje fitoquimico extracto de canelaen E tOH

El cuadro 7 muestra la apreciacion cualitativa de los metabolitos en el
extracto de canela utilizando como solvente EtOH. Las pruebas de
Dragendorff y Wagner evidenciaron la presencia de alcaloides, mediante la
prueba del cloruro férrico se registré taninos del tipo pirogalotanicos,
mientras que la prueba de la espuma evidencio una presencia abundante de
saponinas, las pruebas para reconocimiento de flavonoides y antocianinas

fueron positivas indicando una presencia abundante, también se registro

quinonas.

Cuadro 7

Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto de

canela en EtOH.

Prueba Color Presencia Caracteristica de la prueba
Alcaloides
Mayer Incoloro (-)=0 No registrado.
Dragendorff Anaranjado (+++) =4 Presencia estable.
Wagner Anaranjado (+++) =4 Presencia estable.

amarillento

Taninos y Azul intenso (++++) =5 Presencia abundante.
fenoles
Saponinas Incoloro (++++) =5 Presencia abundante.
Cumarinas Amarillo palido (-)=0 No registrado.
Flavonoides Amarillo (++++) =5 Presencia abundante.
Antocianinas Rojo (++++) =5 Presencia abundante.
Quinonas Rosado (++++) =5 Presencia abundante.
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3.1.4. Tamizaje fitoquimico extracto de canelaenH .0

El cuadro 8 muestra la apreciacion cualitativa de los metabolitos en el
extracto de canela utilizando como solvente H,O. Las pruebas de
Dragendorff y Wagner evidenciaron la presencia de alcaloides, la prueba del
cloruro férrico registré taninos del tipo pirogalotanicos, mientras que la
presencia de cumarinas fue estable, las pruebas para reconocimiento de
flavonoides y antocianinas fueron positivas, indicando una presencia

abundante, también se registré quinonas.

Cuadro 8

Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto de canela en H 0.

Prueba Color Presencia Caracteristica de la prueba
Alcaloides
Mayer Incoloro (=0 No registrado.
Dragendorff Anaranjado (+++) =4 Presencia estable.
Wagner Anaranjado (+++) =4 Presencia estable.

amarillento

Taninos y Azul intenso (++++) =5 Presencia abundante.
fenoles
Saponinas Incoloro (=0 No registrado.
Cumarinas Anaranjado (+++) =4 Presencia estable.
Flavonoides Amarillo (++++) =5 Presencia abundante.
Antocianinas Rojo (++++) =5 Presencia abundante.
Quinonas Rosado (+++) =4 Presencia estable.
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3.1.5. Tamizaje fitoquimico hidrodestilado de canel a
El cuadro 9 muestra la apreciacion cualitativa de los metabolitos en el
hidrodestilado de canela. La prueba de Wagner evidencid la presencia de

alcaloides.

Cuadro 9

Resultados del tamizaje fitoquimico del hidrodestil ado de canela.

Prueba Color Presencia Caracteristica de la prueba
Alcaloides
Mayer Incoloro -)=0 No registrado.
Dragendorff Incoloro =0 No registrado.
Wagner Anaranjado (+++) =4 Presencia estable.

amarillento
Taninos 'y Anaranjado =0 No registrado.
fenoles
Saponinas Incoloro (=0 No registrado.
Cumarinas Incoloro =0 No registrado.
Flavonoides Incoloro (-)=0 No registrado.
Antocianinas - - No se realiz6 la prueba, debido a que
no se registré flavonoides.

Quinonas Incoloro =0 No registrado.
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3.1.6. Tamizaje fitoquimico extracto de pinku en he X

El cuadro 10 muestra la apreciacion cualitativa de los metabolitos en el
extracto de pinku utilizando como solvente hex. Las pruebas de Mayer,
Dragendorff y Wagner evidenciaron la presencia de alcaloides, también se
registré una leve presencia de cumarinas, el ensayo de Boérntrager indico

escasa presencia de quinonas.

Cuadro 10

Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto de pinku en hex.

Prueba Color Presencia Caracteristi ca de la prueba
Alcaloides
Mayer Crema (+++) =4 Presencia estable.
Dragendorff Crema (+++) =4 Presencia estable.
Wagner Anaranjado (+++) =4 Presencia estable.

amarillento

Taninos y Amarillo (-)=0 No registrado.
fenoles
Saponinas Incoloro (-)=0 No registrado.
Cumarinas Amarillo (=2 Ligera presencia.
Flavonoides Verde (-)=0 No registrado.
Antocianinas - - No se realiz6 la prueba, debido a que

no se registré flavonoides.

Quinonas Carmelita (+-)=1 Escasa presencia.
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3.1.7. Tamizaje fitoquimico extracto de pinku en Me  OH

El cuadro 11 muestra la apreciacion cualitativa de los metabolitos en el
extracto de pinku utilizando como solvente MeOH. Las pruebas de Mayer,
Dragendorff y Wagner evidenciaron la presencia de alcaloides, la prueba de
la espuma indico la presencia estable de saponinas, también se registré una
leve presencia de cumarinas, las pruebas para reconocimiento de
flavonoides y antocianinas fueron positivas indicando una presencia escasa,

al igual que el ensayo de Bérntrager en el reconocimiento de quinonas.

Cuadro 11

Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto de pinku en MeOH.

Prueba Color Presencia Caracteristica de la prueba

Alcaloides

Mayer Crema (+++) =4 Presencia estable.

Dragendorff Crema (+++) =4 Presencia estable.

Wagner Anaranjado (+++) =4 Presencia estable.
amarillento

Taninos y Anaranjado (=0 No registrado.

fenoles amarillento

Saponinas Incoloro (++)=3 Presencia moderada.

Cumarinas Amarillo (=2 Ligera presencia.

Verde (+-)=1 Escasa presencia.

Flavonoides amarillento

Antocianinas Verde (+-)=1 Escasa presencia.
amarillento

Quinonas Carmelita (+-)=1 Escasa presencia.
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3.1.8. Tamizaje fitoquimico extracto de pinku en Et OH

El cuadro 12 muestra la apreciacion cualitativa de los metabolitos en el
extracto de pinku utilizando como solvente EtOH. Las pruebas de
Dragendorff y Wagner evidenciaron la presencia de alcaloides, la prueba de
la espuma indico la presencia escasa de saponinas, también se registré una
presencia estable de cumarinas, las pruebas para reconocimiento de
flavonoides y antocianinas fueron positivas, moderada para flavonoides y

escasa para antocianinas.

Cuadro 12

Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto de pinku en EtOH.

Prueba Color Presencia Caracteristica de la prueba

Alcaloides

Mayer Incoloro (=0 No registrado.

Dragendorff Crema (+++) =4 Presencia estable.

Wagner Anaranjado (+++) =4 Presencia estable.

amarillento

Taninos y Anaranjado (=0 No registrado.

fenoles amarillento

Saponinas Incoloro (+-)=1 Escasa presencia.

Cumarinas Crema (+++) =4 Presencia estable.

Flavonoides Amarillo (++)=3 Presencia moderada.
palido

Antocianinas Amarillo (+-)=1 Escasa presencia.
palido

Quinonas Verde (-)=0 No registrado.
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3.1.9. Tamizaje fitoquimico extracto de pinkuenH ,0

El cuadro 13 muestra la apreciacion cualitativa de los metabolitos en el
extracto de pinku utilizando como solvente H,O. Las pruebas de Mayer y
Wagner evidenciaron la presencia de alcaloides, la prueba de la espuma
indico ligera presencia de saponinas, también se registrO una presencia
abundante de cumarinas, las pruebas para reconocimiento de flavonoides y
antocianinas fueron positivas, moderada para flavonoides y escasa para

antocianinas.

Cuadro 13

Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto de pinku en MeOH .

Prueba Color Presencia Caracteristica de la prueba

Alcaloides

Mayer Crema (+-)=1 Escasa presencia.

Dragendorff Incoloro (=0 No registrado.

Wagner Anaranjado (+++) =4 Presencia estable.

amarillento

Taninos y Amarillo (-)=0 No registrado.

fenoles verdoso

Saponinas Incoloro (+)=2 Ligera presencia.

Cumarinas Anaranjado  (++++) =5 Presencia abundante.

Flavonoides Amarillo (++)=3 Presencia moderada.
palido

Antocianinas Amarillo (+-)=1 Escasa presencia.
palido

Quinonas Blanquecino (=0 No registrado.




3.1.10.

hidrodestilado de pinku. La prueba de Wagner evidencié la presencia de

alcaloides, mientras que la prueba de la espuma indico ligera presencia de

El cuadro 14 muestra la apreciacion cualitativa de los metabolitos en el

saponinas.

Cuadro 14

Resultados del tamizaje fitoquimico del hidrodestil

Tamizaje fitoquimico en el hidrodestilado d

ado de pinku.

Prueba Color Presencia Caracteristica de la prueba
Alcaloides
Mayer Incoloro =0 No registrado.
Dragendorff Incoloro (+++) =4 Presencia estable.
Wagner Anaranjado  (+++) =4 Presencia estable.

amarillento
Taninos y Anaranjado (=0 No registrado.
fenoles
Saponinas Incoloro (+)=2 Ligera presencia.
Cumarinas Incoloro (=0 No registrado.
Flavonoides Incoloro (-)=0 No registrado.
Antocianinas - - No se realiz6 la prueba, debido a que
no se registré flavonoides.
Quinonas Blanquecino (=0 No registrado.
3.2. Resultados de identificacion de metabolitos se  cundarios en C.

canella

Se registraron mayor cantidad de metabolitos secundarios en el extracto

de C. Canella macerado en EtOH, y se muestran a continuacion:

e pinku
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Alcaloides  Taninos  Saponinas Flavonoides Antocianin as  Quinonas

3.3. Resultados de identificacion de metabolitos se  cundarios en P.
angustifolium
Se registraron mayor cantidad de metabolitos secundarios en el
extracto de P. Angustifolium macerado en MeOH, y se muestran a

continuacion:

Alcaloides Saponinas Cumarinas Quinonas

A

Los metabolitos secundarios identificados en las muestras de canela y
pinku, registrados en las tabla 5, que refleja el tamizaje fitoquimico
efectuado. Estos datos no cumplieron con el supuesto de normalidad, por lo
tanto; se realizo la prueba de Kruskal-Wallis como alternativa no paramétrica
del método ANOVA, ésta se aplico a la presencia o ausencia de metabolitos

secundarios mayoritarios evaluados cualitativamente.
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Tabla b

Método de extraccion, desviacion estdndar y mediana s correspondientes al andlisis
de metabolitos secundarios en extractos de canelay pinku.

METODO DE EXTRACCION D.E. Medianas
c-EtOH 2.12 5.00
c—H,0 2.01 4.00
c-hidrodestilado 1.33 0.00
c-hex 1.90 3.00
c—MeOH 2.24 4.00
p-EtCH 1.83 1.00
p-H-0 1.86 1.00
p-hidrodestilado 1.76 0.00
p-hex 1.87 1.00
p-MtQH 1.56 2.00

Los metabolitos secundarios tienen una presencia diferentemente
significativa, segun el método de extraccion; por lo que se registra medias y

medianas diferentemente significativas (H= 20,39; p= 0,009).

El extracto de canela macerado en EtOH presentd abundantes
metabolitos secundarios (Mediana = 5.00), seguido del extracto de canela
macerado en H,O y del extracto de canela macerado en MeOH con una
presencia moderada de metabolitos secundarios (Medianas = 4.00). Por otro
lado no se registré metabolitos secundarios en el hidrodestilado de canela y
en el hidrodestilado de pinku (Medianas = 0.00), asi como también hubo una
escasa presencia de metabolitos en el extracto de pinku macerado en EtOH,
en el extracto de pinku macerado en H,O y en el extracto de pinku macerado
en hex (Medianas = 1.00).

Los diferentes métodos de extraccion utilizados para el tamizaje
fitoquimico presentaron una distribucion observada similar a la distribucién
esperada de la escala de registro utilizada en el presente estudio,
(Ghomogeneidad= 5,62; p= 0,35); figura 11.
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Figura 11. G. de homogeneidad de la escala de regis tro estable observada vs.
Esperada.

La figura 12 muestra un dendograma correspondiente a la cantidad de
metabolitos secundarios similares obtenidos por cada método de extraccion,
en donde se registra dos grupos heterogéneos: macerados e hidrodestilado
de pinku y macerados e hidrodestilado de canela, basandose en una
distancia de similitud euclidiana. Asi queda reflejada la formacién de los

conglomerados y las distancias entre ellos.

La observacion mas distante al resto de los métodos de extraccion de
metabolitos secundarios es el hidrodestilado de pinku, ya que es la ultima
(mayor distancia) en incorporarse al cluster final. Por el contrario, la
observacion mas cercana entre si es el grupo del macerado de canela en
hex — macerado de canela en H,O — macerado de canela en EtOH, que

forman el primer grupo (distancia igual a cero).

El dendograma también nos indica la composicion de cada cluster en
cada paso, si se quisiera hacer una division en seis conglomerados se
comprobaria que las observaciones de macerado de pinku en MeOH,
macerado de pinku en hex, hidrodestilado de pinku, macerado de pinku en
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H.O, macerado de pinku en EtOH, quedarian aisladas formando cada una

de ellas un cluster de tamafio 1 y el resto de observaciones formarian otro

grupo.

También se registrd una relacién cofenetica de 0.81, lo que indica que la
ejecucion del tamizaje fitoquimico en los extractos e hidrodestilados de C.
canella y Piper angustifolium, fue realizado correctamente y se obtuvo

resultados positivos y fehacientes.

p-MtOH

p-hex

p-hidrodestilado

p-H20

p-EtOH
c-MeOH

c-hidrodestilado

c-hex

c-H20

c-EOH

Figura 12. Dendograma correspondiente a la cantidad de metabolitos secundarios
obtenidos segun el método de extraccion.

3.4. Cromatografia de gases CG

En el andlisis cromatografico complementario realizado en el
hidrodestilado de la corteza de canela, se identific6 un pico alto, que de
acuerdo a tiempos de retencion establecidos corresponderia a aldehido
cinamico, el cual se registré en un tiempo de alrededor de 8,335 minutos y
un area bajo la curva de 732509. El cromatograma del aldehido cindmico se

muestra en la figura 13.
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Figura 13. Cromatograma de hidrodestilado de la cor

teza de Cinnamon canella.
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En el analisis efectuado al hidrodestilado de las hojas de pinku, se

registrd principalmente picos que corresponden a a -/ pinenos con un

tiempo de retencién estimado de 7,660 minutos y un area bajo la curva de

603337. El cromatograma del a - S pinenos se muestra en la figura 14.

CROMATOGRAMA DE HIDRODESTILADD DE PINKU
Intensity
400000

200000

200000

T BED f alfa y beta PINENOS

100000

Figura 14. Cromatograma de hidrodestilado de hojas

de Piper angustifolium.
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CAPITULO 4

DISCUSION

De acuerdo a Avila (2001), el aislamiento de sustancias naturales de
origen vegetal o de mezclas resinosas obtenidas por sintesis, emplea un
método de extraccion continua solido-liquido, en donde se obtiene una
muestra vegetal junto con otros componentes, los cuales deberan ser
practicamente insolubles en el disolvente utilizado. En la presente
investigacion se aplicé dicho método, macerando muestras vegetales de
canela y pinku en solventes: hex, MeOH, EtOH y H,0; a 8 °C por 7 dias; lo
cual se ratifica con los protocolos enunciados por Della, et al, (2009), quien
sugiere agitacion frecuente, filtracion especifica y proteccién a la luz, lo cual
mejorara el registro de obtencion de los metabolitos secundarios. Segun
Fessenden (1993), enuncia que la extraccion con el hexano es ideal por su
baja solubilidad, alta capacidad de solvatacién y bajo punto de ebullicién en
referencia al solvente, lo que se corrobora en el presente estudio, en donde
los extractos de canela o pinku tratados con hexano, mejoraron

notablemente la obtencién previo a un tamizaje fitoquimico.

En lo referente al hidrodestilado, Bruneton (2001), indica que una muestra
vegetal a ser extraida, debe estar en contacto intimo con el agua generadora
de vapor saturado, lo cual tiende a volatilizar en conjunto con los aceites que
suelen encontrarse en las cavidades lisigenas y esquizdgenas de las
semillas, hojas, flores, frutos y partes no fibrosas. La hidrodestilacion
efectuada en la canela y pinku, en donde, las cortezas de canela
previamente trozadas fueron sometidas al vapor del tanque de destilacion,
arrastré una esencia caracteristica con propiedades diversas (ver Cuadro 2);
de similar manera ocurri6 con las hojas de pinku (ver Cuadro 3), cuyo
protocolo coincide con los expuesto por Guerra & Panduro (2013), que
indican que los aceites esenciales estan formados por varias sustancias

organicas volatiles y extraibles mediante destilacion por arrastre de vapor.
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Segun Guerra & Panduro (2013), la volatilidad de los compuestos que se
pueden extraer, se encuentran respectivamente: los alcoholes, aldehidos,
cetonas, ésteres, éteres, y fenoles; que se producen y almacenan en los
canales lisigenos y esquizogénicos secretores de las plantas; dichos
compuestos denominados metabolitos secundarios se pueden revelar
mediante tamizaje fitoquimico. Swain (2003), indica que el tamizaje
fitoquimico es la etapa inicial de investigacion para determinar
cualitativamente los principales grupos de constituyentes quimicos presentes
en una planta, utilizando solventes apropiados y reacciones de coloracion. A
lo que la presente investigacion se acopla, utilizando distintas pruebas de
identificacion para determinar alcaloides, taninos, fenoles y otros

constituyentes quimicos.

Flores (2006), identifica a varios metabolitos principales de la canela tales
como: aldehidos cinamicos, alcaloides, taninos, fenoles, saponinas,
cumarinas, flavonoides, entre otros; lo que se confirma con el tamizaje
fitoquimico realizado en la presente investigacion en donde el macerado de
canela en EtOH, registr6 mayor porcentaje de metabolitos secundarios, en lo
referente a presencia de alcaloides, fenoles y otros. De similar manera
Alonso en el 2004, obtiene taninos de caracter astringente, que actian
precipitando proteinas superficiales en células, lo que impide proliferacion de
toxinas fangicas, de igual manera los metabolitos secundarios consignados
en éste documento, obtenidos de los macerados e hidrodestilados de canela
fueron probados en vitro y en campo frente a fungopatégenos frecuentes en

flores tropicales limitando su proliferacion.

En estudios desarrollados por Cruz (2009), se reportan varios
componentes fitoquimicos en el género Piper, entre los que se describen:
taninos, alcaloides, cumarinas, flavonoides, saponinas, fenoles, entre otros.
De similar manera algunos de estos compuestos se obtuvieron
experimentalmente en la presente investigacion, mediante un tamizaje

fitoquimico a P. anfustifolium macerado en MeOH, cuyos analisis revelaron:
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quinonas, alcaloides, saponinas, cumarinas, flavonoides y antocianinas

siguiendo métodos semejantes.

Segun Rivera (2008), las pruebas cualitativas (precipitacion, coloracion,
test de espuma y otros), realizadas en algunas muestras del género Piper
son las mas reveladoras para indicar compuestos fitoquimicos. Los
protocolos ejecutados en este experimento, se basaron en una marcha
fitoquimica y fueron semejantes en cuanto a cambios de coloracion,
precipitacion y efervescencia en varios ensayos con diferentes reactivos de
identificacion, lo que corrobora la marcha efectuada a P. angustifolium con

los solventes empleados.

Segun Castafo, (2012). En los perfiles cromatograficos de los
metabolitos secundarios registrados experimentalmente por CG-EM en los
aceites esenciales de canela y clavo se reportaron componentes
mayoritarios de eugenol y al cinemaldehido para el aceite esencial de
canela, lo que coincide con los estudios realizados en el presente
documento, mediante cromatografia de gases, en el cual se registro picos,
siendo el mas prominente el de cinemaldehido. Ello también concuerda con
Noriega & Samaniego (2014), que aducen la deteccién del cinemaldehido a
un tiempo de retencién estimado de 8,274 min, pardmetro similar al obtenido
en los analisis cromatograficos complementarios realizados en el

hidrodestilado de las cortezas de la canela.

Por otro lado, los andlisis cromatograficos realizados por Rivera (2008),
en tres especies de Piperaceas, en las cuales identificd alfa y beta pinenos
presentes como metabolitos secundarios, lo que corrobora con la
cromatografia efectuada a el hidrodestilado de pinku, en donde se registré
picos similares, a los £ pinenos, que tiene un tiempo de retencién similar al
obtenido por Rivera (2008), dentro de un rango tolerable a TR (7,660 y 9,71).

Este resultado implica ciertas diferencias en la retencion cuando se utilizan

columnas capilares de entre 15 a 30 m en espiral.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Por medio del tamizaje fitoquimico se logré identificar una abundante
presencia de taninos pirogalotanicos, flavonoides, antocianinas,
guinonas y saponinas, en el extracto de Cinnamon canella macerado
en EtOH.

Por medio del tamizaje fitoquimico realizado en el extracto de Piper
angustifolium macerado en MeOH; se logré identificar una presencia

estable de alcaloides.

En los hidrodestilados de C. canella y P. angustifolium, se registré una
escasa presencia de metabolitos secundarios; esto se debe a que por
hidrodestilacion se arrastra la mayoria de compuestos aromaticos
integrados por isoprenos y terpenos que constituyen los aceites

esenciales.

Se identific6 el pico cromatografico aldehido cinamico en el

hidrodestilado de la corteza de C. canella, y a-/£ pinenos en el

hidrodestilado de las hojas de P. angustifolium.
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CAPITULO 6

RECOMENDACIONES

Establecer pruebas de tamizaje fitoquimico que interpreten una mayor
diversidad de metabolitos secundarios en Cinnamon canella y Piper

angustifolium.

Experimentar con diferentes concentraciones de los hidrodestilados
de Cinnamon canella y Piper angustifolium, en donde se pueda

registrar una mayor cantidad de metabolitos secundarios.

Realizar un estudio farmacolégico de los metalitos secundarios
obtenidos en este proyecto para proporcionar informacion con

respecto a los usos medicinales que se les puede atribuir.

Analizar los aceites esenciales de Cinnamon canella y Piper
angustifolium en un cromatégrafo de gases acoplado a masas para

identificar la mayor parte de metabolitos secundarios.
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