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1. RESUMEN
Los usos tradicionales de las plantas para el tratamiento de enfermedades se
atribuyen a la presencia de metabolitos secundarios, como la familia Rosaceae
caracterizada por contener taninos, sorbitol, triterpenos y esteroides. Lachemilla es un
género de Rosaceae, nativo y diverso de la region andina, utilizado con fines medicinales y

ambientales en Colombia y Ecuador.

Se determind que en dos localidades de los Andes del Ecuador (Fierro Urco y
Papallacta), las hojas de Lachemilla orbiculata contienen alcaloides, triterpenos,
compuestos lacténicos, taninos, fenoles, quinonas, flavonoides y azucares reductores. Una
cuantificacion total de fenoles revel6 que una muestra de Fierro Urco, L. orbiculata posee
356,35 mg EAG/g y una de Papallacta 368,8 mg EAG/g lo que evidencia la capacidad
antioxidante de la especie. Ademas, se aislo el compuesto terpénico mas abundante en cada
localidad: 25,9 mg en Fierro Urco y 6,9 mg en Papallacta, identificados, por medio del
analisis de Resonancia Magnética Nuclear: *H, **C y DEPT, como estigmasterol, esterol

reportado por primera vez en el género Lachemilla.

Las pruebas de suelo revelaron que la muestra recolectada en Fierro Urco contiene
mas materia organica que la de Papallacta, estos resultados podrian explicar en parte la
cantidad de metabolitos secundarios encontrados en L.orbiculata. Adicionalmente, los
analisis indicaron que el pH de las muestras es neutro, lo que posiblemente no tiene una

relacién importante en la transferencia de carbonos del suelo a la planta.

Palabras clave: Analisis, estigmasterol, fenoles, Fierro Urco, fitoquimica, Lachemilla

orbiculata, Papallacta.



2. ABSTRACT

Traditional uses of plants for the treatment of diseases are attributed to the presence
of secondary metabolites, such as Rosaceae family characterized by containing tannin,
sorbitol, triterpenes and steroids. Lachemilla is a genus of Rosaceae, native and diverse in
the Andean region, is used with medicinal and environmental purposes in Colombia and

Ecuador.

It was determined, at two locations in the Ecuadorian Andes (Fierro Urco and
Papallacta), that the leaves of Lachemilla orbiculata contain alkaloids, triterpenes, lactonic
compounds, tannins, phenols, quinones, flavonoids and reducing sugars. A quantification of
total phenols in the two localities revealed that Fierro Urco L. orbiculata has 356.35 mg
GAE/g and Papallacta has 368.8 mg GAE/g, which shows a considerable antioxidant
capacity of the spicies. Furthermore, the most abundant terpene was isolated in each
locality: 25.9 mg of Fierro Urco and 6.9 mg of Papallacta identified, through analysis of
Nuclear Magnetic Resonance: 'H, *3C and DEPT, as stigmasterol, sterol reported for the

first time in the genre Lachemilla.

Soil tests revealed that the sample collected in Fierro Urco contains more organic
matter than the Papallacta’s sample, which could explain in part the amount of secondary
metabolites found in each locality. Additionally, the results indicated that the samples’s pH
are neutral, which may not have an important bearing on the transfer of carbon from the

soil to the plant.

Key words: Analysis, Fierro Urco, Lachemilla orbiculata, phenols,

phytochemistry, Papallacta, stigmasterol.



3. INTRODUCCION

El uso medicinal de las plantas para el alivio de dolencias y el tratamiento de
enfermedades data de hace aproximadamente cinco milenios. En la actualidad las plantas
contindan siendo las mas importantes fuentes de medicamentos en muchas poblaciones

humanas de diversas zonas, incluyendo en los paramos (Hoffman, 2003; Nates et al., 1996).

Los usos tradicionales de plantas para el tratamiento y profilaxis de diferentes
desordenes fisicos se atribuyen a la presencia de metabolitos secundarios como fenoles,

vitaminas, carotenos que se encuentran en las especies vegetales (Kiselova, et al., 2006).

El andlisis de los metabolitos secundarios de las plantas permite comprender mejor
la importancia de especies Utiles, la clasificacion taxonémica y las relaciones evolutivas y

ecoldgicas entre especies (Smith, 1975).

3.1. METABOLITOS SECUNDARIOS

Los metabolitos secundarios son compuestos organicos relacionados con el
crecimiento y desarrollo de la planta, se encuentran distribuidos de forma diferencial a lo

largo de los grupos taxonémicos (Croteau et al., 2000).

Los metabolitos secundarios son el resultado de diversas rutas metabdlicas que
actuan sobre diferentes sustratos (Pichersky y Gang, 2000). Genéticamente, entre el 15y
20 % de los genes de las plantas codifican para la formacion de enzimas del metabolismo

secundario (Pichersky y Gang, 2000); la hibridacion entre variedades o especies también



puede generar cambios en los patrones de la variacion quimica en las rutas metabdlicas

secundarias, y por consecuencia en las relaciones plantas-herbivoros (Orians, 2000).

En las plantas, la mayoria de metabolitos secundarios cumplen funciones de defensa
contra depredadores y agentes alelopaticos (Judd et al., 2008), tienen propiedades
inhibitorias del desarrollo y el comportamiento de los insectos, son reguladores del
crecimiento y disuasivos de la ovoposicion y la alimentacion. (Cavalcante et al., 2006;
Celis et al., 2008; Vigliano et al., 2008; Wheeler y Isman, 2001; y Castillo et al., 2010).
Colaboran en la dispersion y polinizacién de plantas (Judd et al., 2008; Kokaly et al.,
2009), contribuyen a las funciones adaptativas, de aclimatacion y de respuesta a

condiciones de estres (Anttonen, 2007).

En la salud humana, los metabolitos secundarios tienen mucha importancia; se han
relacionado con la disminucion en la mortalidad y en la incidencia de asma, en la reduccion

del riesgo de contraer cancer, diabetes y otras enfermedades (Anttonen, 2007).

Los metabolitos secundarios mas importantes son los terpenos (hormonas,
pigmentos o aceites esenciales), los compuestos fendélicos (cumarinas, flavonoides, lignina,
taninos), glucésidos (saponinas, glucésidos cardioténicos, glucésidos cianogénicos y

glucosinolatos) y alcaloides (Avalos y Pérez, 2009; Smith, 1975).

En taxonomia, los metabolitos méas utilizados incluyen alcaloides, betalinas,
antocianinas, glucosidos cianogénicos, terpenoides, fenoles, flavonoides (Avalos y Pérez,

2009; Judd et al., 2008; Smith, 1975).



3.1.1. TERPENOS

Los terpenos o isoterpenos se caracterizan por provenir de la ruta biosintética de los
isopentenil y dimetilalil pirofosfato que ocurre en los tricomas glandulares de las hojas, en

las exudaciones de las yemas y de la corteza (Walton y Brown, 1999).

Quimicamente, se forman de hidrocarburos insaturados ciclicos con diferentes
grados de oxigenacion (alcohdlico, cetdnicos, etc.) en los grupos sustituyentes adjuntos a la

base del esqueleto de carbono (Walton'y Brown, 1999).

Los terpenos son el grupo més abundante de productos naturales; son toxinas,
repelentes o atrayentes de otros organismos por lo que cumplen funciones ecoldgicas en

interacciones antagdnicas o mutualistas (Gershenzonl y Dudareva, 2007).

Los terpenos o terpenoides incluyen hormonas (giberelinas y acido abscisico),
pigmentos carotenoides (carotenos Yy xantofilas), esteroles (ergosterol, sitosterol,
colesterol), derivados de los esteroles (glucdsidos cardiacos), latex y aceites esenciales

(Avalos y Pérez, 2009).

Gran parte de los terpenoides tienen usos comerciales como aromas y fragancias, en
la alimentacion y la cosmética o en la calidad de productos agricolas, mientras que otros
compuestos terpenoides tienen importancia medicinal por sus propiedades
anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas, etc. (Avalos y Pérez,

2009).



Se subdividen de acuerdo al nimero de unidades de 5-carbonos (Cs) que poseen.
Los grupos principales son los monoterpenoides (Cip), diterpenoides (Cy), triterpenoides

(Csp), tetraterpenoides (Cy4o) (Walton'y Brown, 1999).

SUBDIVISION GENERAL DE TERPENOS

Tipo Ejemplo Estructura Nombre
Monoterpeno ?W Mentol
Diterpeno Giberelina

HO
HOOC COOH
Triterpeno [-sitoesterol
HO
Tetraterpeno AU T T S Tl W B-caroteno

(Davis y Croteau, 2000)



Los triterpenos son el grupo mas extenso de terpenos, se caracterizan por poseer seis
unidades de isopropeno, e incluyen a esteroides y esteroles derivados del escualeno (Avalos

y Pérez, 2009; Primo, 1995; Walton y Brown, 1999).

Los esteroides que contienen un grupo alcohol, como casi todos los esteroides
vegetales, se denominan esteroles. Los més abundantes en plantas son el estigmasterol y el
sitoesterol, que difieren entre si porque el primero presenta un doble enlace entre C,, y Cos

(Avalos y Pérez, 2009).

3.1.2. ESTEROLES

Los esteroles son esenciales para los eucariotes, pero a diferencia de los animales,
las plantas sintetizan gran cantidad de esteroles, entre estos los predominantes son el

sitoesterol estigmasterol y el 24-metilcolesterol (Hartmann, 1998).

Una de las funciones mas importantes de los esteroles es la de formar parte de las
membranas celulares, al mismo tiempo que determinan su viscosidad y estabilidad, algunos
tienen funciones protectoras frente a insectos, y otros esteroles, como el estigmasterol
pueden ser utilizados en la multiplicacion celular en plantas. (Avalos y Pérez, 2009;

Hoffmann, 1951).



3.1.2.1 ESTIGMASTEROL

La formula molecular del etigmasterol es CogHygO (NIST, 2011). Es uno de los fitoesteroles
mas abundantes, es sintetizado durante el crecimiento de las plantas, y proporciona fluidez
y permeabilidad a las membranas celulares (De-Eknamkul y Potduang, 2003; Hartmann,

1998).

En medicina, se ha utilizado el estigmasterol en el tratamiento de pacientes
hipercolesterolémicos (Nigon et al., 2001) y es recomendado, conjuntamente con otros

fitoesteroles, para reducir la absorcion de colesterol (Foley et al., 2010).

3.1.3. FENOLES

Los compuestos fenolicos son estructuras aromaticas con varios grupos hidroxilos
como sustituyentes (Walton y Brown, 1999), provienen del mismo intermediario: la
fenilalanina, del &cido siquimico o de precursores biosintéticos como el acido gélico que

también da origen a taninos hidrolizables y al &cido el&gico (Anttonen, 2007).

Los compuestos fendlicos se caracterizan por poseer al menos un anillo fendlico con

uno o0 mas grupos de acido hidroxilo (Anttonen, 2007).

Los fenoles pueden ser divididos en varios grupos dependiendo de la estructura
aglicona que acompafie a un azucar o un grupo carboxilico (Anttonen, 2007), se encuentran

distribuidos en diferentes grupos dependiendo de la estructura vegetal (Larson, 1988).



Los compuestos fendlicos se encuentran generalmente en las plantas vasculares y
poseen roles de adaptacion y aclimatacion, cumplen funciones en las interacciones con
otros organismos y son importantes en la salud humana como antioxidantes y

antimicrobiales (Anttonen, 2007).

En las plantas los compuestos fenolicos mas abundantes son los &cidos
hidroxibenzoicos, hidroxindmicos, taninos hidrolizables, flavonoides, flavonas,

proantocianidinas di y triméricas, y antocianidinas (Méaatta-Riihinen et al., 2004).

TIPOS DE FLAVONOIDES

(Rispail et al., 2005)



3.2. IMPORTANCIA DE LA FITOQUIMICA EN LA FAMILIA ROSACEAE JUSS.

La familia Rosaceae se compone de alrededor de 100 géneros y 3000 especies
distribuidas mundialmente. En el Ecuador se han registrado 17 géneros de Rosaceae, de los
cuales diez son nativos, por ejemplo: Lachemilla, Polylepis, Acaena, Hesperomeles

(Jorgensen y Ledn, 1999; Romoleroux, 1996).

Rosaceae tiene gran importancia econémica debido a que varios géneros como
Malus (manzana), Prunus (cerezas, damasco, durazno, capuli), Fragaria (frutilla) son

fuentes de alimento comercializados a nivel mundial (De Avila, 2005).

La familia Rosaceae se ha caracterizado quimicamente, en la taxonomia tradicional,
por la presencia de taninos, proantocianidinas, acido elagico y géalico, saponinas

triterpénicas, sorbitol (Cronquist, 1981) triterpenos y esteroides (Wallaart, 1980).

Los glucosidos cianogénicos, flavonoides y taninos son los metabolitos con mayor

importancia taxondmica en la familia (Okuda et al., 1992; Wallaart, 1980).

Judd et al. (2008) considerd algunas caracteristicas como la presencia o ausencia de
sorbitol, flavonoides, glucésidos cianogénicos y acido elagico para subdividir a Rosaceae

en tres subfamilias: Spiraeoideae, Dryadoideae y Rosoideae.

Las subfamilias Dryadoideae y Spiraeoideae se caracterizan por la presencia de
sorbitol, glucdsidos cianogénicos y flavones; mientras que la subfamilia Rosoideae presenta
acido elagico (Judd et al., 2008); Wilkes y Glasl (2001) consideran la presencia del acido 2-

Pirone-4,6-dicarboxilicosil como un marcador taxondmico de esta subfamilia.



Adicionalmente, en la familia Rosaceae se han realizado diversos estudios
fitoquimicos no taxondmicos (Loayza et al., 2002; Tiberti et al., 2007; Tucker et al., 2003;
Hamad et al., 2010), principalmente en especies de importancia comercial (Tiberti et al.,

2007; Hakkinen, et al., 1999).

Se conoce que el compuesto 7-estigmasterol esta presente en cantidades bajas en el
albaricoque (Prunus domestica), melocoton (Prunus americana) y durazno (Prunus
persica), todos pertenecientes a la familia Rosaceae, y son potenciales sustituyentes del

aceite de almendra (Hassanein, 1999).

En la familia Rosaceae también se ha reportado la presencia de taninos como

antioxidantes con usos potenciales a nivel comercial (Oszmianski et al., 2007).

La manzana (Malus domestica), por su alto contenido de polifenoles antioxidantes y
acido ascarbico, podria reducir el riesgo de adquirir enfermedades degenerativas como el
cancer y afecciones cardiovasculares (Kunradi et al., 2009); asi mismo varias especies de
Prunus han sido utilizadas pupularmente como laxantes, y para el tratamiento de la
faringitis (Gilani et al., 2000; Wang, 1997), y se conoce que otras especies como Fragaria
ananassa, Rubus glaucus, Rubus idaeus; R. arcticus, R. chamaemorus, Aronia melocarpa
var. grandifolia y Crataegosorbus mitschurinii contienen acido clorogénico, catequinas,
epicatequinas, quercetinas, antocianinas, entre otros compuestos (Riihinen, 2005; Vasco et

al., 2009).

Los analisis fitoquimicos, especialmente aquellos relacionados con la
determinacion total de fenoles en el género Prunus son varios (Nakatani et al., 2000; Ong
& Khoo, 2000; Takeoka 2003), de estos un analisis importante es el realizado en P.

domestica por Donovan et al., (1998) quienes recomiendan el consumo de esta fruta para la



dieta diaria por tener actividad antioxidante, gracias a la presencia de compuestos fendlicos

como &cidos hidroxicinamicos en altas concentraciones (Donovan et al., 1998).

Dentro de la familia Rosaceae otro género importante es el de las “peras”, Pyrus
del que se conoce que la exudacién de tallos, hojas y brotes posee una fuerte actividad
antibacterial al igual que el extracto de los tejidos de especies del mismo género

(Hildebrand and Schroth 1964a, b; Jin y Sato, 2003).

En las raices de Pyrus communis L. se ha encontrado arbutina, compuesto fendlico

conocido por su propiedad antioxidante (Petkou, 2002).

También se han realizado estudios en especies de Rosaceae que no son ampliamente
comercializadas, pero que tienen importancia etnoboténica, por ejemplo, la especie
Polylepis australis es utilizada por poblaciones indigenas en el noreste de Argentina en
infusiones para tratar la diabetes, y gracias a la presencia de terpenos, acido oleandlico y
ursdlico se ha confirmado la actividad diurética de la especie (Daud et al., 2007;

Lampasona et al., 1992).

Las especies de Rubus han sido utilizadas popularmente para tratar infecciones,
diabetes y otras enfermedades, su actividad fue comprobada con andlisis quimicos que
reconocen sus propiedades analgésicas (Kanegusuku et al., 2007), gracias a la presencia de
diterpenos, triterpenos, compuestos fenolicos, acidos organicos, compuestos volatiles,
glucésidos diterpénicos, entre otros (Chou et al., 1987; Maga et al., 1992; Mingsheng,

1994; Niero et al., 1999; Richards et al., 1994; Shepherd et al., 1999).



En Brasil, Rubus imperialis es una especie utilizada popularmente, su estudio
fitoquimico certifica la actividad anticéptica y su uso para tratar enfermedades infecciosas

cuténeas (Niero et al., 2002; Bella Cruz et al., 2006).

En China, la especie Rubus chingii, utilizada tradicionalmente, posee una potente
actividad antioxidante, atenuando dafios oxidativos en medios citotoxicos (Yau et al.,

2002).

Rubus idaeus, especie de importancia tradicional en el tratamiento de fiebres,
desordenes estomacales, durante un analisis mostrd actividad relajante en células

gastrointestinales in vitro (Rojas et al., 2002).

El género Potentilla se lo usa para el tratamiento de inflamaciones, algunas formas
de cancer, infecciones bacterianas, virales o fungicas, es uno de los géneros que tienen mas
concentracion de proantocianidinas en las raices. Segin un estudio realizado por
Oszmianski et al., (2007) Potentilla es un género con alta actividad contra las caries,
antioxidante y antibacteriana, con gran numero de &cidos organicos, triterpenos,
flavonoides, cumarinas y poliprenoles y otros compuestos (Tomczyk y Latté, K., 2009;

Tomczyk, 2010 a, b))

Para el género Aphanes se conoce que las hojas de una de las especies: A. arvensis,
son utilizadas como aditivo alimenticio, con posibles aplicaciones cosméticas vy
farmaceéuticas debido a su potencial antioxidante y a su baja capacidad citotoxica (Burrows,

2005; Condrat et al., 2010; Hamad et al., 2010).

Para Alchemilla se ha reportado la presencia de compuestos fendlicos en gran

numero de especies (Ayaz y Hayirlioglu, 2001), y la presencia de compuestos flavonoicos



como quercetina-3-arabinopiranésido quercetina-3-glucurénido, taninos, polifenoles,
cumarinas y acidos grasos (Fraisse et al., 2000; Ondrejovic, 2009; Schimmer y Eschelbach,

1997; Yeung y Che, 2010).

Alchemilla xanthochlora presenta compuestos lipofilicos como el B-caroteno o
licopeno, ademéas de compuestos flavonodicos o cumarinas glicosidicas por lo que se
considera una especie con potenciales usos antioxidantes (Ondrejovic et al., 2009).
Ademas, A. xanthochlora presenta compuestos oleicos volatiles: terpenos, aldehidos,
hidrocarburos, eésteres, entre otros, siendo los de mayor proporcion los compuestos

terpénicos (Falchero et al., 2009).

Alchemilla vulgaris es usada popularmente durante la menopausia y contra colicos,
en el tratamiento de Ulceras, eczemas, y lesiones de la piel, como astringente, antidiarréico,
diurético, depurativo y para tratar afecciones urogenitales, antidiarreicas y antisépticas
debido a su contenido polifendlico (Condrat et al., 2010; Fraisse et al., 1999) y a la
capacidad de actuar como protector frente a la citotoxicidad en células mamarias

(Kiselova, et al., 2006)

Quimicamente A. vulgaris presenta taninos hidrolizables (elagitaninos); polifenoles,
aceites esenciales, fitoesterol, acido palmitico, flavonoides, taninos, entre otros compuestos,
y posee propiedades astringentes que inhiben la oxidacion de LDL, es antiinflamatorio,

diurético, antihemorragico, antidiarréico (Del Rio, 2005; Trouillas et al., 2003).

Alchemilla vulgaris estd involucrada en la proteccion de tejidos conjuntivos y
elasticos con un efecto adverso al de las enzimas proteoliticas, sin presentar toxicidad
(Jonadet, 1986). El extracto de A. vulgaris juega un papel importante en la proliferacién de

células animales cultivadas in vitro debido a una posible asociacion con la actividad



promitotica en células epiteliales y miofibroblastos sugiriendo que in vivo podrian reducir
la destruccion de la matriz extracelular de tejidos dérmicos (Shrivastava et al., 2007) y

puede generar la sintesis de hormonas en la tiroides (Borodin et al., 1999).

En el Ecuador Vasco et al. (2009) identificaron y cuantificaron los compuestos
fendlicos de los frutos de las siguientes especies de Rosaceae: Fragaria ananasa, Rubus
glaucus, Prunus salicina y Prunus serotina var. capuli encontrando que los componentes
principales son elagitaninos, glucésidos cianidinicos, proantocianidinas, pelargonidinas en

diferentes concentraciones, todos con propiedades antioxidantes.

Los usos populares, la actividad bioldgica, las aplicaciones médicas y nutricionales,
en concordancia con los datos quimicos y etnofarmacolégicos enfatizan la importancia de

los estudios quimicos en la familia Rosaceae (De Avila, 2005).

3.3. GENERO LACHEMILLA (FOCKE) RYDB.

Lachemilla es un género monofilético de aproximadamente 80 especies (Gehrke et
al., 2008; Morales, 2010; Romoleroux, 1996) ubicado en la familia Rosaceae, subfamilia

Rosoideae (Hutchinson 1964).

Notov y Kusnetzova (2004) ubican a Lachemilla en la tribu Potentilleae, en la
subtribu Alchemillinae junto a Alchemilla, y Aphanes debido a que estos tres géneros

comparten varias caracteristicas morfoldgicas.

Alchemilla y Lachemilla difieren, principalmente, en aspectos como la distribucion

geografica, la ecologia, el nimero y posicion de estambres y anteras (Romoleroux, 1996).



En cuanto a los usos, en Colombia todas las especies de Lachemilla, especialmente
L. orbiculata, L. pectinata, L. mutisii y L. aphanoides se emplean en infusiones para el
tratamiento de la enteritis, de diarreas, disenterias y hemorragias intestinales, también son

utilizadas en lavados contra las hemorroides con resultados positivos (Garcia, 1992).

Ecoldgicamente Lachemilla contribuye en la formacion de reservorios naturales de
agua por encontrarse formando asociaciones con otras plantas en los paramos (Romoleroux,

2004).

En el Ecuador L. aphanoides, L. galioides, L. hirta, L. nivali y L. orbiculata son
utilizadas en la medicina popular para curar afecciones indeterminadas, para la

reforestacion, evitar la erosion de los suelos, entre otros usos (De la Torre et al., 2008).

3.4. LACHEMILLA ORBICULATA (RUIZ & PAVON) RYDB.

Lachemilla orbiculara se caracteriza por presentar habito estolonifero; Hojas
basales en rosetas, lamina palmatilobada orbicular-reniforme, cartaceas o subcoriéceas,
I6bulos obtusos o redondos, margen crenado-aserrado; peciolos vellosos, sericeos o
glabros; carecen de hojas y estipulas distales. Inflorescencias en cimas terminales con
bracteas connadas que envuelven parcialmente a las flores; cada flor posee cuatro sepalos y
cuatro episépalos, un hipantio campanulado-elongado, dos a cuatro carpelos, estigma

subclavado (Perry, 1929; Romoleroux, 2004) (Anexo 1).



Esta especie se distribuye desde Venezuela hasta Per( (Gaviria, 1997; Morales,
2010; Rothmaler, 1937; Romoleroux, 1996). En el Ecuador Lachemilla orbiculata ha sido

reportada en toda la region andina entre los 2230 y los 4300 m.s.n.m (Romoleroux, 1996).

Lachemilla orbiculata conocida como “orejuela” o “plegadera”, en Colombia es
utilizada como forraje, astringente y diurética, para el tratamiento de la diarrea,

hemorroides, hemorragias intestinales y enfermedades hepéticas (Garcia, 1992).

Se ha analizado la actividad antioxidante de esta especie en una localidad de
Colombia, mostrando que el extracto etanolico tiene actividad antioxidante mas alta que el

extracto comercial del Rosmarinus officinalis (Romero) (Argoti et al., 2011).

En el Ecuador Lachemilla orbiculata se utiliza para evitar la erosién de los suelos,
como forraje de ganado vacuno, caprino y de cuyes (De la Torre et al., 2008), en la
comunidad de Zuleta, en la provincia de Imbabura se la conoce como “orejuelo” o

“Chitski” (Aguilar et al., 2009).

En este trabajo se presenta un analisis fitoquimico de Lachemilla orbiculata que es

el primero efectuado en Ecuador.

3.5. JUSTIFICACION

La presente investigacion se enfoca en el analisis fitoquimico de Lachemilla
orbiculata por ser una especie andina ampliamente distribuida en los paramos del Ecuador,

de la que no se conocen sus compuestos quimicos (Romoleroux, 2004).



Se considera la presencia de fenoles, terpenos y esteroles en diversas especies de la
familia Rosaceae (Hassanein, 1999; Kanegusuku et al., 2007; Yau et al., 2002) asi como la
importancia de estos compuestos para el ser humano (Wolbis et al., 2001; Tomczyk y
Latté, K., 2009; Tomczyk, 2010 a, b; Vasco et al., 2009). Ademas de los usos de
Lachemilla en la medicina popular y medioambiental (de la Torre et al., 2008; Garcia,
1992) y los conocimientos sobre la actividad antioxidante reportados para una localidad de

Colombia. (Argoti et al., 2011)

Esta investigacion toma en cuenta la cercania taxonomica entre los géneros
Lachemilla y Alchemilla (Focke, 1888; Perry, 1929; Rothmaler, 1937; Notov y Kusnetzova,

2004), asi como las aplicaciones de Alchemilla en la etnobotanica europea.

Asi mismo, al ser el suelo un factor determinante para la composiciéon quimica de
las plantas (Cabidot, et al., 1987) se considera las diferencias en los componentes edaficos
de las localidades en las que se realiza el estudio (Papallacta y Fierro Urco) como posibles

influyentes en las diferencias fitoquimicas de las muestras recolectadas.

El conocimiento de los metabolitos secundarios de Lachemilla orbiculata implica
aportar a posteriores analisis quimiotaxonémicos, a estudios que permitan sustentar los

usos de especies vegetales y argumenta la importancian de la conservacion de los paramos.



3.6. OBJETIVOS

3.6.1. GENERAL

Analizar los metabolitos secundarios de Lachemilla orbiculata en dos localidades del

Ecuador.

3.6.2. ESPECIFICOS

- Determinar la presencia de los principales grupos de metabolitos secundarios de

Lachemilla orbiculata en dos localidades del Ecuador.

- Identificar al menos un metabolito secundario presente en Lachemilla

orbiculata.

- Relacionar la composicion del suelo con la composicion quimica de Lachemilla

orbiculata en dos localidades del Ecuador.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. AREA DE ESTUDIO

El ecosistema paramo se localiza entre los 3000 y los 5000 m.s.n.m. y los 11 °Ny 8
°S de latitud, su distribucion es continua a lo largo de los Andes. A pesar de sus
condiciones agrestes, la flora vascular del paramo es una de las floras mas diversas de las

altas montafas tropicales (Ledn- Yanez, 2000).

En los paramos, las angiospermas son un grupo predominante de plantas, con 101
géneros de monocotiledoneas y 346 géneros de dicotiledoneas agrupados en 85 familias.
Rosaceae es una de las 10 familias més diversas, se encuentra representada por 11 géneros

y 76 especies (Sklenar et al., 2005).

En el Ecuador, el pdramo se extiende en las zonas altas de la Cordillera Andina con
una superficie de alrededor de 12.560 km? (Ledn- Yanez, 2000). Se encuentra en 18 de las
24 provincias existentes en la cordillera occidental, oriental y la region austral (Baguero et

al., 2004).

En la region andina, los factores geograficos y climéaticos juegan un papel
importante en la distribucion vegetal debido a que en los paramos la formacion de “islas”
separadas en las areas del limite superior de los bosques que actian como refugios

interglaciares (Van der Hammen, 2000).



4.1.1. PARAMO DE PAPALLACTA

También Ilamado paramo de la Virgen, se encuentra localizado en la Reserva
Ecologica Cayambe Coca en la cordillera oriental entre las provincias de Pichincha y Napo

(Ledn- Yanez, 1993).

La reserva Cayambe-Coca incluye diferentes ecosistemas, como los bosques
siempre-verdes montanos bajo y alto, el bosque de neblina, el pAramo de pajonal, el paramo

pantanoso (Coloma, 2007).

Las familias mas diversas del paramo de Guamani son Asteraceae, Poaceae y
Rosaceae. En muchas zonas se encuentran extensiones de almohadillas caracterizadas por
la presencia de especies de los género Diplostephium, Plantago, Xenophyllum, Azorella;
Diplostephium rupestre es una de las especies que se encuentra ampliamente distribuiada
en algunas zonas del paramo de Papallacta, que junto a Huperzia crassa, musgos y liquenes
complementan los espacios que no han sido cubiertos por las almohadillas (Lauer et al.,

2001; Leo6n- Yanez, 1993).

La cordillera oriental de los Andes, de la que es parte el pAramo de Guamani, esta
formada principalmente, por rocas metamdrficas del precAmbrico con esquistos cristalinos
de la edad paleozoica-jurésica, adicionalmente contiene arcillas, tobas y areniscas

(Hofstede et al., 1998).

En la zona de Papallacta, el suelo se encuentra cubierto por lava y materiales

piroclasticos de andesitas y dacitas de origen neoterciario y cuaternario (Sauer, 1965).



4.1.2. PARAMO DE FIERRO URCO

Fierro Urco se encuentra en la provincia de Loja, cerca al pueblo Saraguro en el
limite del Nudo de Loja junto al Cerro Chinchilla. ElI paramo se extiende entre los 3100-
3700 m.s.n.m. en las zonas de la Cordillera Austral, de Amaluza y de Saraguro (Richter y

Moreira-Mufioz, 2005).

El paramo alto tropical de Fierro Urco se caracteriza por suelos humedos, con
tierras heladas que albergan vegetacion de tipo arbustivo, generalmente de hasta 1,5 m de

alto (Richter y Moreira-Mufioz, 2005).

La flora predominante se compone de Baccharis genistelloides, Chuquiraga
jussieui, Diplostephium empetrifolium, Hieracium frigidum (Asteraceae), Blechnum
aurantium (Blechnaceae) Brachyotum andreanum (Melastomataceae), Escallonia
myrtilloides (Grossulariaceae), Huperzia reflexa (Lycopodiaceae), Hypericum decandrum
(Hypericaceae), Gaultheria amoena, Macleania rupestris, Pernettya prostrata, Vaccinium
floribundum (Ericaceae), Neurolepis elata, N. laegaardii, Chusquea neurophylla (Poaceae),
Puya eryngioides, Puya nitida (Bromeliaceae), existen grandes extensiones dedicadas a la
agricultura y la ganaderia donde prevalecen cultivos alimenticios y pastizales de
Calamagrostis macrophylla, Stipa ichu y S. rosea (Poaceae) (Richter y Moreira-Mufioz,

2005).

Los suelos de la region austral provienen de tobas volcanicas del neoterciario, han
sido afectados por las glaciaciones, y se encuentran parcialmente cubiertos por un

paleosuelo ferralitico muy arcilloso (Podwojewski y Poulenard, 2000; Sauer, 1965).



4.2. RECOLECCION DE MUESTRAS

Las muestras fueron recolectadas directamente de su habitat en dos salidas de

campo en el mes de abril y mayo del 2011 en las localidades de Fierro Urco y Papallacta.

Se recolect6 especimenes de Lachemilla orbiculata, se seleccioné las hojas (lamina
y peciolo) hasta completar un kilo de material fresco; se las secd a temperatura ambiente
por una semana, se las tamiz6 para desechar la tierra e impurezas y se las triturd. Tabla 1.

Figuras 1, 2.

Ademas se tom6 muestras de suelo de los 10 cm superficiales en el lugar en que se

colect6 a Lachemilla orbiculata (Figura 3). Se guard6 el material a 4 °C.

Se recolectd especimenes para el Herbario QCA y el Herbario de la Universidad

Técnica Particular de Loja (UTPL).

4.3 PRUEBAS FITOQUIMICAS PRELIMINARES

Las hojas de Lachemilla orbiculata fueron secadas al ambiente por una semana. Se
trituré y pesé 37,9 g del material para ser sometido a tres extracciones sucesivas segun la

metodologia descrita por Migdalia y Culler (2001) segun el siguiente esquema.



OBTENCION DE EXTRACTOS VEGETALES

Se macerd en la oscuridad por 96 h con
200 ml de éter etilico

Se filtro I
Extracto etéreo I

Residuo solido

Se macer6 el residuo con 200 ml de
etanol por 96 h

Se filtré I

Residuo solido Extracto alcohélico I

Se macer6 el residuo con 200 ml
de agua destilada por 96 h

Se filtro

Residuo sélido I Extracto acuoso I

Las pruebas en cada extracto fueron realizadas por triplicado.




4.3.1 ANALISIS A PARTIR DEL EXTRACTO ETEREO

Acidos grasos

- Sudan I1I: A5 ml del extracto se afiadié 1 ml de la solucion de Sudan 11, se
calent6 en bafio de agua a 65 °C por 10 min. hasta que se evapore parte del

solvente.
Alcaloides

- Dragendorff: Se calent6 en bafio de agua 5 ml de extracto durante 1 h, se dejé
evaporar 3 ml del solvente, se afiadié 1 ml de &cido clorhidrico al 1% en agua;

se adiciono tres gotas del reactivo de Dragendorff.

- Mayer: Se procedi6 igual que con la prueba de Dragendorff, una vez obtenida
la solucién acida se afiadidé 0,5 g de cloruro de sodio en polvo, se agitd y se

adiciono tres gotas del reactivo de Mayer.

- Wagner: Se procedi6 igual que con la prueba de Dragendorff, a la solucién

acida se afiadio tres gotas de reactivo de Wagner.
Compuestos lacténicos

- Baljet: Se calentd 5 ml de extracto en bafio de agua por 1 h, se evapor6é 3 ml del

solvente; se afiadio 1 ml de alcohol y 1 ml del reactivo de Baljet.

Triterpenos y esteroides



- Liebermann Burchard: Se evapord el solvente de 2 ml de extracto, se adiciond
1 ml de cloroformo y 1 ml de anhidrido acético, se mezclé bien. Por las paredes

del tubo se dejo resbalar tres gotas de acido sulfdrico concentrado sin agitar.

4.3.2. ANALISIS A PARTIR DEL EXTRACTO ALCOHOLICO

Catequinas

- Ensayo de catequinas: Se tom6 1 ml de la solucion con un capilar y se la
aplicé sobre un papel filtro. Sobre la mancha se adicion6 una solucion de

carbonato de sodio.
Resinas
- Ensayo de resinas: A 2 ml del extracto se adicion6 10 ml de agua destilada.
Compuestos lactonicos
- Ensayo de Baljet: A 2 ml del extracto se le afiadié 1 ml del reactivo de Baljet.
Saponinas

- Ensayo de la espuma: Se diluyé 2 ml del extracto con 10 ml de agua y se

mezclé fuertemente durante 10 min.
Compuestos fenolicos y/o taninos

- Ensayo de cloruro férrico: Se tomé 2 ml del extracto, se le agreg6 3 gotas de

una solucion de tricloruro férrico al 5% en una solucion salina fisiologica.



Aminas y Aminoé&cidos libres

- Ensayo de nihidrina: Se tomé 2 ml del extracto y se mezclé con 2 ml de
solucion al 2% de nihidrina en agua. Se calentd la mezcla en bafio de agua

durante 10 min.
Quinonas

- Ensayo de Borntrager: Se evapord 1 ml del solvente en bafio de agua, se le
agreg6 1 ml de cloroformo y 1 ml de hidréxido de sodio al 5 % en agua. Se

agitd y dejo en reposo hasta su ulterior separacion.
Flavonoides

- Ensayo de Shinoda: A 2 ml del extracto alcohdlico se afiadio 1 ml de &cido
clorhidrico concentrado y una cinta de magnesio metalico. Se dejé en reposo

durante 5 min., se adiciondé 1 ml de alcohol amilico, se mezcl6 y dejo reposar.
Estructuras de secuencias C3-C6-C3 del grupo flavonodico

- Ensayo de Antocianidina: Se calenté 2 ml del extracto etandlico y 1 ml de
HCL concentrado durante 10 minutos. Se dejé enfriar y se adicion6 1 ml de

agua y 2 ml de alcohol amilico. Se agitd y se dejo separar las dos fases.
Alcaloides

- Ensayo de Dragendorff, Meyer y Wagner: Se tom6 2 ml del extracto y se

procedio de la misma forma que con los extractos etéreos.



AzUcares reductores

- Ensayo de Fehling: Se evapord 1 ml del solvente de una alicuota de 2 ml, se
adiciond 2 ml de agua y 2 ml del reactivo, se calent6 a bafio de agua a 40 °C por

10 min.
Triterpenos y/o esteroides

- Ensayo de Liebermann Bucrchard: Se evapord 1 ml del solvente de 2 ml de
extracto; se adicion6 1 ml de cloroformo y 1 ml de anhidrido acético, se mezcld
bien. Por las paredes del tubo se dejé deslizar tres gotas de acido sulfdrico

concentrado sin agitar.

4.3.3. ANALISIS A PARTIR DEL EXTRACTO ACUOSO

Mucilagos
- Ensayo de Mucilagos: Se tomé 2 ml del extracto, se enfrié a 5 °C por 10 min.
Alcaloides

- Ensayo de Dragendorff, Meyer y Wagner: Se tomé 2 ml del extracto y se

procedié de la misma forma que con los extractos etéreos y alcohélicos.
Taninos:

- Ensayo de cloruro férrico: A 2 ml del extracto se afiadié acetato de sodio y
tres gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5% en solucion salina

fisioldgica.



Flavonoides

- Ensayo de Shinoda: Se afiadié 1 ml de &acido clorhidrico concentrado y un
pedazo de cinta de magnesio metalico a 2 ml del extracto. Se esperéd 5 min.
después de la reaccion y se afiadio 1 ml de acido amilico, se mezclo y se dejé

reposar hasta que las fases se separen.
Azlcares reductores

- Ensayo de Feheling: A 2 ml del extracto se afiadié 2 ml del reactivo, se calentd

a bafo de agua a 40 °C por 10 min.
Saponinas

- Ensayo de la espuma: Se agitdé 2 ml del extracto en un tubo de ensayo por 10

min.

4.4. DETERMINACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Se trabajé con una muestra de Fierro Urco (S03°41°40,7" W079°18°07,8"; 3023

m.s.n.m) y una muestra de Papallacta (S00°22°31,6” W078°09°08.3”’; 3376 m.s.n.m).

4.4.1 PREPARACION DE MUESTRAS

Los extractos alcoholicos fueron realizados segun la Tabla 2, se dejaron macerar

por 96 h en un recipiente cerrado en la oscuridad. Posteriormente, se coloco las muestras en



un Rotavapor Heidolph a 40 °C hasta que el alcohol se evapore totalmente, se recogio el
extracto adherido a las paredes con 30 ml de acetona, se lo colocé en un bafio seco Digital
DryBath Labnet a 37 °C durante una noche hasta que se evapore el acetona. Las

caracteristicas de los extractos se muestran en la Tabla 3.

Las muestras se refrigeraron a 4°C hasta ser transportada al Laboratorio de Quimica
Aplicada de la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL) donde se realizar6 la
determinacion total de fenoles, la cromatografia de columna y de capa fina, y el anlisis de

resonancia magnética nuclear.

4.4.2 DETERMINACION TOTAL DE FENOLES

La determinacién de los fenoles totales se realiz6 utilizando el método Folin-
Ciocalteu citado por Thaipong et al. (2006). A 150 pl del extracto alcoholico seco se
adiciond 2400 pl de agua destilada, 150 pl de Folin 0,25 N. Se agit6 por 2 min., se dejé
reaccionar por 3 min., se agreg6 300 pl de carbonato de sodio 1 N, se dej6 reposar por 2 h
en la oscuridad, se midi6 las absorbancias en el espectrofotometro modelo 6400 Jenway,
New York, USA a 725 nm, se report6 el valor promedio de 5 repeticiones (Ovaca y Pineda,

2011).

Los estandares se realizaron con una solucion stock de 0,0268 g en 100 ml (260
ppm) de acido galico en metanol, se realizaron alicuotas de 0,4; 1; 2; 4 ml y se afor6 a 10

ml de metanol (Ovaca y Pineda, 2011).

Se tom¢6 150 ul de cada concentracion y se sumoé 2400 ul de agua destilada, 150 pl



de Folin 0,25 N, se agit6 a temperatura ambiente por 2 min, se dejo6 reaccionar por 3 min, se
agreg6 300 pl de carbonato de sodio 1 N (en agua), se dejo reposar por 2 h en la oscuridad,
se determino las absorvancias a 725 nm (Gutiérrez et al., 2008; Ovaca y Pineda, 2011;

Thaipong et al., 2006).

Se determind la cantidad total de fenoles utilizando la formula C=cV/m donde c es
la concentracion de &cido galico (absorbancia), V es el volumen de la muestra y m la

cantidad de extracto etandlico seco con el que se realizd el analisis (Argoti et al., 2011).

4.4.3. CROMATOGRAFIA DE COLUMNA Y CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

(TLC)

Se realiz6 un fraccionamiento inicial con hexano y diclorometano en un embudo de
decantacion. Se recolectd la fase mas densa, la del diclorometano, se dejo evaporar el
solvente y con 5 g del extracto seco méas 10 g de silica gel en polvo (Merck 0.015-0.040

mm) se elaboré una mezcla conocida como papina.

Se insert6 un tampén de algoddn en una bureta, se afiadié de 90 g de silica gel en
polvo (Merck 0.015-0.040 mm), se compact6 bien la columna, se aplicé la papina y los
solventes no polares (Fase movil) (Fox & Whitesell, 2000) en concentraciones que

incrementaban la polaridad cada cinco unidades de acetato de etilo en Hexano. Figura 4.

Se realizaron cromatografias de capa fina de cada fraccion con placas de silica gel
60 Fu54 MERCK (fase directa de 250 um) en las que se coloco las muestras a 1 cm del

extremo inferior de la placa, se la sumergio en los solventes, y se dejo correr 4,5 cm, se



calcularon los Rfs (factores de retencion) correspondientes. Los solventes utilizados para la
fase mavil fueron: Hexano: Acetato de etilo (1:1). El revelado se realizé con luz de 254 y

365 nm, con &cido sulfarico, vainillina y calor.

Una vez que se obtuvieron las fracciones se dejo evaporar el solvente y se agrego
metanol para disolver compuestos polares y dejar que se precipiten las particulas no
polares. Se realizd6 TLCs individuales del compuesto precipitado redisuelto en gotas de
diclorometano. Se midié el punto de fusion del compuesto en un equipo Fisher Jhons

(Melting point apparatus). Anexo 2.

4.4.4. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

La Resonancia magnética nuclear es una técnica espectroscopica que determina la
estructura molecular de un compuesto puro, informa sobre la configuracion y simetria de la
molecula. En la RMN se pueden observar unicamente compuestos que contengan nucleos
magnéticos ya que los estados de transicion del espin nuclear se miden excitando los
nacleos de la muestra con pulsaciones de radiofrecuencia y observando el entorno de la

magnetizacion (Shriver et al., 1998)

Se disolvio en cloroformo deuterado (CDClI3) 10 mg del compuesto aislado en las
fracciones 8 y 9 de Fierro Urco, se inyectd la muestra en un equipo de Resnoancia
Magnética Nuclear Varian 400 MHz. (Anexo 3). Se realizaron pruebas de protones,

carbonos y DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer).

De la muestra de Papallacta se disolvié 6,9 mg del compuesto en CDCl; y se



realizaron los mismos analisis que para la muestra de Fierro Urco.

4.5. ANALISIS DE SUELOS

La determinacién de cationes, pH y de materia organica de las muestras de suelos
fue realizada en el Instituto de Analisis de Suelos y Aguas del Instituto Nacional Autonomo

de Investigaciones Agropecuarias del Ecuador (INIAP).



5. RESULTADOS

5.1. PRUEBAS FITOQUIMICAS PRELIMINARES

En los extractos etéreos, utilizando las pruebas de Dragendorff, Meyer y Wagner se
observo la presencia de alcaloides en los tres extractos por la aparicion de precipitados,
opalescencia y turbidez. En el Andlisis de Dragendorff, la muestra de Fierro Urc tuvo un

positivo mas evidente (Tabla 4. Figuras 5, 6, 7).

La prueba de Liebermann-Burchard revel6 la presencia de triterpenos con un
precipitado acompariado de cambio de coloracion de verde a verde oscuro o negro (Figura
9); la presencia de compuestos lactonicos se evidencid con un precipitado rojo en la prueba

de Baljet para los tres extractos (Tabla 4. Figura 9).

En el extracto etéreo se realiz6 también la prueba para acidos grasos en la que no

hubo una reaccion positiva en ninguno de los tres extractos (Tabla 4).

En los extractos alcohdlicos, el ensayo de Baljet reaccion6 positivamente para la
presencia de compuestos lactonicos con un precipitado rojo en las tres muestras (Tabla 5.

Figura 10).

La presencia de triterpenos y esteroides en el mismo extracto fue evidenciada con
una coloracion verde oscura en donde la muestra de Fierro Urco presentd mayor intensidad

como producto de la prueba de Liebermann-Burchard (Tabla 5. Figura 11).



La presencia de fenoles y taninos fue revelada con una coloracion incial rojiza, y

posteriormente verde intensa (Tabla 5. Figura 12).

Las pruebas de quinonas realizadas con el ensayo de Borntrager evidenciaron una

coloracion rojo intensa, un positivo evidente en los tres extractos (Tabla 5. Figura 13).

Se observd la presencia de flavonoides con el ensayo de Shinoda en el que los tres
extractos manifestaron una reaccion positiva con un cambio de coloracion de verde a rojizo
en todos los casos, las dos muestras de Papallacta tuvieron coloraciones mas intensas

(Tabla 5. Figura 14).

Las pruebas para alcaloides: Dragendorff, Mayer y Wagner produjeron una reaccién
positiva con opalescencia, turbidez y la apariciéon de un precipitado segun se indica en la
Tabla 5 para las tres muestras, aunque el ensayo de Dragendorff reacion6 con mayor

opalescencia en el extracto de Fierro Urco (Tabla 5. Figuras 15, 16, 17 respectivamente).

En los extractos alcohdlicos de las tres muestras se observo resultados negativos
para la presencia de catequinas, resinas, azlcares reductores saponinas, aminoacidos y

antocianidinas (Tabla 5).

En el extracto acuoso se observo la presencia de alcaloides con las pruebas de
Dragendorff, Mayer y Wagner, en donde los resultados fueron més evidentes para la prueba

de Wagner (Tabla 6. Figuras 18, 19, 20).

Para el mismo extracto, la presencia de fenoles y taninos fue positiva con una
coloracion violeta-rojiza en los tres extractos (Tabla 6. Figura 21). La prueba de Shinoda
mostré también una reaccion positiva, evidenciando la aparicion de flavonoides (Tabla 6.

Figura 22)



En este extracto se observd una reaccion positiva para los azlcares reductores
debido al ensayo realizado con el Reactivo de Felhing, los extractos tuvieron una

coloracion rojiza (Tabla 6 Figura 23).

En los tres extractos acuosos no hubo reacciones positivas para las pruebas de

saponinas y mucilagos (Tabla 6).

5.2. DETERMINACION TOTAL DE FENOLES

La absorbancia de las soluciones de acido galico se establecio desde 0 hasta 0, 467
nm segun se indica en la Tabla 7, los resultados incrementan de forma proporcional a las

concentraciones de cada solucion.

La ecuacién de la recta elaborada a partir de las absorbancias del &cido galico fue de

Y=0,0045X-0,0119 con un R?=0,9915.

Los resultados obtenidos se encuentran expresados como el equivalente del acido
galico usando la ecuacion C=cV/m, donde ¢ (mg/ml) es la concentracion de acido galico
obtenido de la regresion de la recta (Y=0,0045X-0,0119 con un R?=0,9915), V (ml) es el
volumen de la solucién de extracto analizado, y “m” (g) es el peso del extracto seco con el
que se realizo la solucion. El contenido total de fenoles en Fierro Urco fue 356,35 mg

EAG/g y 368,8 mg EAG/g en Papallacta (Tablas 7 y 8. Figura 24).



5.3. CROMATOGRAFIA DE COLUMNA

En la muestra de Fierro Urco se obtuvieron 68 fracciones de 200 ml, de las cuales
dos eluyeron con hexano al 100%; seis con hexano y acetato de etilo en relacion 90:10; 51
con hexano, acetato de etilo en relacion 85:15, y 9 con hexano, acetato de etilo en

proporcion 75:25.

De la muestra de Papallacta se obtuvieron 15 fracciones de 200 ml, de las cuales
tres eluyeron con hexano al 100%; 10 con hexano y acetato de etilo en relacion 90:10, y 2

con hexano, acetato de etilo en relacion 85:15.

Las TLCs (Cromatografia de capa fina) aplicadas a cada fraccion mostraron la
presencia de clorofilas debido a que éstas presentaron coloraciones rojizas en la luz de 365
nm, grises en la luz de 254 nm y verdes después del revelado con vainillina y &cido

sulfarico (Tabla 9).

Ademaés se obtuvo manchas con varias coloraciones con Rfs diferentes en las TLCs,
que denotan varios metabolitos secundarios, los cuales no puedieron ser determinados
debido a que no eluyeron cantidades altas como para realizar los analisis que identifiquen

dichos compuestos.

Los Rfs de laos metabolitos obtenidos varian entre 0,933 a 0,30 en Fierro Urco; y
para Papallacta, entre 0.95 y 0,55 lo que indica que los compuestos fraccionados son no

polares en su gran mayoria.



En todas las TLCs de las fracciones de Papallacta y en 56 de las 68 fracciones de

Fierro Urco se revelaron coloraciones plomizas o plomizas-violetas después del revelado.

El perfil cromatografico de Lachemilla orbiculata realizado para compuestos no
polares, permite la confirmacion del grupo quimico de compuestos, en su mayoria terpenos.
Sin embargo, la mayoria de fracciones no mostraron ningun precipitado, por lo que no se

las pudo analizar con otras técnicas.

De la muestra de Fierro Urco las fracciones 8 y 9 purificadas contenian un
precipitado blanquecino, al igual que la fracciones 7 de Papallacta. Las caracteristicas,

incluyendo los puntos de fusion constan en la tabla 11 y en las figuras 25 y 26.

5.4. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

El analisis '"H de la muestra de Fiero Urco mostré 17 sefiales, de las cuales seis
(1,008; 0,913; 0,864; 0,822; 0,806 y 0,68) corresponden a desplazamientos de 3 H, siete
corresponden a 1 H y cinco sefiales no se pudieron identificar. Las sefiales encontradas
corresponden a hidrogenos de los carbonos Cs, Cq, Cy, C7, C1g, Cy, Cz6, Cag, C27Y Cig, Y UN
H corresponde al grupo OH unido al Cs; En algunos casos, mas de un hidrégeno

corresponde a un solo carbono. (Tabla 12, Figura 27 y 28).

En la muestra de Papallacta se obtuvieron 27 sefiales pertenecientes a hidrdgenos,
de las cuales seis (1,009; 0,914; 0,846; 0,823; 0,806 y 0,681) corresponden a
desplazamientos de 3H, una (1,49) a desplazamientos de 2 H, diez a desplazamientos de 1
H, ocho sefiales no pudieron ser identificadas. Las sefiales fueron de hidrdgenos de

diferentes carbonos: Cl, Cle, C7, C11, C12, C17, Clg, Cg, C26, C27, C29 Yy C18’ algunos



hidrogenos fueron de los mismos carbonos y 1 H pertenece al grupo OH unido al C; (Tabla

12. Figuras 27 y 29).

En el analisis de **C para la muestra de Fierro Urco se observaron 28 sefiales
(ademés de las sefiales del solvente) que correspondian a carbonos de diferentes tipos: C,
CH, CH,, CHj3 determinados con el andlisis DEPT (Tabla 15. Figuras 27 y 30, 32. Anexos

4y5).

En el anélisis de *C del compuesto aislado de la muestra de Papallacta se
observaron 29 sefiales (ademas de las sefiales del solvente) que correspondieron a diferentes
tipos de Carbonos: C, CH, CH,, CHjs, con la particularidad que para el C,s se observaron
dos sefiales: 29,321 y 29,855 las que se tomaron en cuenta como una sola sefial para dicho

carbono (Tabla 13, Figuras 27, 31y 33).

Las diferencias en los desplazamientos de los carbonos en cada una de las muestras
varian entre si, mostrando valores ligeramente mas altos en el espectro del compuesto de
Papallacta, las diferencias poseen un promedio de 0,188, siendo la méas elevada 0,70 para al

Cus y la mas baja de 0,169 (Tabla 14).

Los C7 y Cg tuvieron una misma sefial duplicada que se expresé en un mismo pico a

un desplazamiento de 31,900 ppm (Tabla 14).

Todos estos andlisis mostraron que se trata del mismo compuesto terpénico aislado

de las muestras de las dos localidades, un esterol: el estigmasterol (Figura 27).



5.5. ANALISIS DE SUELOS

Los andlisis de suelos revelaron que los compuestos mas abundantes para la muestra
de Fierro Urco son el nitrégeno y el hierro segln se indica en las tablas 15 y 16, figuras 34,
35 (anexo 6), otra caracteristica de esta muestra es la alta cantidad de materia organica
(14,10%) y el pH &cido (4,97), mientras que los compuestos con menor proporcion fueron

el calcio y el boro. (Tablas 15, 16 y 17. Figuras 36 y 37. Anexo 6).

En la muestra de suelo de Papallacta existi6 mayor concentracién de hierro; en
cambio el magnesio y el boro son los que tienen menor cantidad, segin se observa en las
tablas 17 y 18, figuras 36, 37 y el anexo 7. El pH de esta muestra fue acido (5,25); el
contenido de materia orgénica fue de 8,20% (Tablas 15, 16 y 17. Figuras 36 y 37. Anexo

7).



6. DISCUSION

6.1 PRUEBAS FITOQUIMICAS PRELIMINARES

Las pruebas fitoquimicas preliminares revelaron que el extracto alcoholico es el que
recoge mas metabolitos secundarios en comparacion con los extractos etéreos y acuosos,
estos resultados concuerdan con los reportados para otras especies de diferentes familias
(Oliveira et al., 2008).

Céceres et al. (2005) sugieren que los aceites esenciales son las sustancias que
contienen mayor cantidad de metabolitos secundarios, sin embargo, Lachemilla orbiculata
no posee aceites esenciales segun lo observado con el ensayo de Sudan I que resultd
negativo para los tres extractos, y que conjuntamente con la ausencia de exudaciones
verdosas y de un olor caracteristico indican que L. orbiculata no es una especie aromatica
(Skaria et al., 2007).

En los extractos etéreos, alcohdlicos y acuosos los resultados para alcaloides fueron
positivos, lo que indica que, posiblemente en Lachemilla orbiculata, estos se encuentran
formando sales con otros compuestos polares y bases con moléculas no polares (Chavez et
al., 2007; Repetto y Repetto, 2009). La presencia de alcaloides en L. orbiculata podria
tener importancia farmacoldgica y quimiotaxonémica debido a que en Rosaceae
contribuyen con las propiedades antisépticas de Rubus ideaeus, ademas de que han
permitido definir la historia geolégica de poblaciones de Spireae japonica en China
(Cobzac et al., 2005; Zhang et al., 2006).

Existieron diferencias en la intensidad de las reacciones ocurridas con las pruebas

de Dragendorff, Wagner y Mayer para alcaloides, probablemente debido a la concentracion



de estos compuestos en cada uno de los extractos o a la sensibilidad de las pruebas para
detectar cantidades pequefias de compuestos (Chévez et al., 2007).

La prueba de azUcares reductores fue positiva para las tres muestras evidenciando,
probablemente la presencia de glucosa y otros azucares reductores reportados para géneros
de Rosaceae como Pyrus y Malus, donde la presencia de estos metabolitos incrementa el
potencial alimenticio de los frutos (Shakir et al., 2007).

En los extractos alcoholicos y acuosos, las hojas de Lachemilla orbiculata
presentaron fenoles, posiblemente relacionados con la pigmentacion de los peciolos o con
la proteccion contra rayos UV de las hojas (Simdes et al., 2004).

Los compuestos fendlicos encontrados coinciden con los reportados para
Alchemilla, el género hermano de Lachemilla, en donde los flavonoides explican los usos
de especies del género en el tratamiento de enfermedades (Adegboye et al., 2008; Condrat
et al., 2010; Nikitina et al., 2007).

Algunos compuestos fenolicos registrados en Lachemilla orbiculata como taninos,
flavonoides y quinonas coinciden con las caracteristicas quimiotaxonémicas de la familia
Rosaceae (Edeoga et al., 2005; Judd et al., 2008) y estan presentes en hojas, flores y frutos
de los géneros Prunus, Rubus, Malus, Potentilla, en los que se ha demostrando su
capacidad antioxidante, su actividad antimicrobial, sus posibles usos a nivel comercial y en
la nutricion humana (Oszmianski et al., 2007; Scalbert, 1991; Vasco et al., 2009; Yau et
al., 2002).

Los terpenos encontrados en Lachemilla orbiculata pueden estar relacionados con
propiedades antiinflamatorias, como es el caso de las hojas y flores de Prunus spinosa
donde la presencia de terpenos Yy esteroles corroboran los usos de la especie (Wolbis et al.,

2001).



Se ha confirmado la presencia de terpenos de tipo lactonico, reportados como
constituyentes de aromas de algunas especies de Prunus (Gomez y Ledbetter, 2010), y que
en Lachemilla orbiculata pueden cumplir funciones similares, sin embargo los resultados
fueron negativos para la presencia de saponinas en los extractos acuosos y alcohdlicos, al
igual que en especies de Rosaceae del género Cydonia, mientras que en Rubus brasilensis
han sido identificados en varias partes del habito (Edeoga et al., 2005; Pateh et al., 2011).

Se obtuvo resultados negativos para la presencia de resinas y mucilagos al igual que
en Cydonia vulgaris, sin embargo, estos metabolitos se encuentran asociados al epicarpio
de las frutas y semillas en numerosas familias, incluyendo Rosaceae (Edeoga et al., 2005;
Pateh et al., 2011; Parlato, 2011).

La ausencia de catequinas y antocianidinas en Lachemilla orbiculata difiere de los
resultados obtenidos para Pyrus, Malus y Alchemilla (Gonzalez et al., 2001; Madhuri y
Pandey, 2009; Pfeiffer et al., 2006) que han sido consideradas como caracteristicas
quimicas de la familia Rosaceae, por lo que su ausencia podria ser una caracteristica
quimiotaxonomica del género.

Las pruebas que arrojaron resultados negativos no comprueban definitivamente la
inexistencia de tales metabolitos, ya que pueden explicarse, en parte a la sensibilidad de la
prueba para caracterizar pequefias concentraciones de sustancia o a la interferencia de otros

compuestos en la reaccion de reconocimiento (Chavez et al., 2007).

6.2 DETERMINACION TOTAL DE FENOLES

El contenido total de fenoles de la muestra de Fierro Urco es de 356,35 mg EAG/g y

el de la muestra de Papallacta es de 368,8 mg EAG/g. La diferencia entre los valores es de



12,56 mg. Al comparar ambos valores con el valor reportado para Lachemilla orbiculata en
una localidad de Colombia (134.49 mg EAG/g), las muestras de Fierro Urco y Papallacta
tienen un incremento de 221,86 mg y 234,31 mg EAG/g en el contenido total de fenoles.

Estas diferencias pueden explicarse por las circunstancias climaticas, la época del
afio en la que se recolectdé el material, las caracteristicas del suelo: pH, cantidad de
nutrientes o incluso a factores genotipicos que juegan un rol importante en la produccion de
algunos tipos de fenoles como antocianinas, flavonoides (Dragovic et al., 2010; Macrecroft
etal., 1992).

Varios autores han reportado diferencias en el contenido total de fenoles en los
frutos de Vaccinium corymbosum (Ericaceae), entre 358.7 mg EAG/100 g y 528.2 mg
EAG/100 g de material fresco, atribuyendo estas diferencias a las condiciones
mediombientales de los cultivos, lo que podria explicar, también las diferencias en el
contenido total de fenoles de Lachemilla orbiculata en las dos localidades analizadas
(Dragovic et al., 2010; Howard et al., 2003; Zheng et al., 2003).

Asi mismo gran parte de la actividad biologica de los extractos de Potentilla
(Rosaceae) es descrita a partir de su alto contenido fenolico (Connor et al., 2002). Se ha
reportado para una especie del género una variacion en el contenido total de fenoles de 49.9
+ 1.5 mg EAG/g hasta 116.3 + 3.9 mg EAG/g de material seco (Tomczyk et al., 2010Db).

Los valores reportados en Potentilla son similares a los encontrados en L. orbiculata
por Argoti et al. (2011), sin embargo los resultados fueron duplicados para las muestras
recolectadas en Fierro Urco y Papallacta. Considerando que los datos obtenidos para
Vaccinium corymbosum estan expresados por cada 100 g de material fresco, y que en
Lachemilla orbiculata tanto Argoti et al. (2010) como en este trabajo se obtuvieron valores

expresados por cada gramo de material seco, se puede sefialar que los extractos obtenidos



del material seco de L. orbiculata tienen un alto contenido fendlico.

El contenido total de fenoles ésta relacionado directamente con la actividad
antioxidante debido a que los fenoles poseen propiedades redox, y actuan como agentes
reductores, donadores de hidrogeno (Connor et al., 2002; Harrison y Were, 2007; Rice-
Evans et al., 1997). El contenido total de fenoles y las caracteristicas antioxidantes han sido
reportadas anteriormente en la especie y en la familia Rosaceae (Argoti et al., 2011;
Kiselova et al., 2006; Nikitina et al., 2007; Vasco et al., 2009).

Metodoldgicamente, se debe considerar que la curva de calibracion en el rango de
las concentraciones examinadas, demostrard ser lineal por tener un coeficiente de
correlacion de 0,99. Ademas se ha demostrado que el método espectrofotométrico,
utilizado en la cuantificacion de fenoles es preciso en el anélisis cuantitativo de algunos

metabolitos secundarios como los fenoles (Velazquez, 2004).

La técnica para determinar el contenido total de fenoles con el Reactivo de Folin-
Cicalteo ha sido ampliamente utilizada (Argoti et al., 2011; Dragovic et al., 2010), sin
embargo el método no proporciona una caracterizacion del tipo de compuestos
polifendlicos de las muestras (Tomczyk et al., 2010b) por lo que en estudios
quimiotaxonémicos no debe usarse el contenido total de fenoles, sino la identificacion

de los mismos en las especies de un mismo clado.

6.3 CROMATOGRAFIA DE COLUMNA Y DE CAPA FINA

Durante el fraccionamiento, de la columna cromatografica de la muestra de Fierro

Urco eluyeron 68 fracciones, mientras que de la muestra de Papallacta 15. La diferencia de



la velocidad con la que eluyeron los compuestos puede deberse a condiciones
experimentales: diferencias en el didmetro de las columnas o de la abertura por donde
eluyeron las fases mdviles de cada caso o a la presion ejercida sobre la fase estacionaria
(Freifelder, 2003).

Varios Rfs que constan en las tablas 9 y 10 coinciden con los reportados en la
literatura para compuestos fenolicos, sin embargo las coloraciones observadas bajo la luz
de 365 nm y con el revelado de vainilla, &cido sulfarico y calor no fueron amarillas o
anaranjadas como se espera para los fenoles (Aldana, 2007; Seigler et al., 2002),
descartando su presencia en las fracciones no polares.

Asi mismo, las manchas en las TLCs con Rfs entre 0,19 y 0,86 después del revelado
con vainillina, acido sulfarico y calor se tornaron de coloracion azul o violeta, como se
observa en la Figura 26, segin Sanchez et al. (2010) estas caracteristicas son tipicas de
compuestos terpénicos.

La seleccion del compuesto terpénico a ser purificado de cada extracto analizado, se
realiz6 debido a que fue el compuesto mayoritario entre las fracciones no polares obtenidas,
y en consideracion de que tradicionalmente la fitoquimica se ha encargado del estudio e
identificacion de los metabolitos secundarios con mayor concentracion (Cechinel y Yunes,
1998).

Otros compuestos no polares observados en el fraccionamiento fueron clorofilas
(identificadas por presentar con el revelado quimico coloraciones verdes y bajo la luz de
254 nm coloraciones plomas) que verifican la capacidad de elusion de la fase movil, sin
embargo, considerando que gran parte de los metabolitos secundarios pueden ser aislados
con solventes de polaridad intermedia, como se confirmo en la marcha fitoquimica, no se

descarta la posibilidad de encontrar otros compuestos quimicos en concentraciones



importantes con solventes semipolares y polares en la fase movil (Valdivieso, 2010).
Posteriormente se determind su punto de fusion en los compuestos aislados. Estos
resultados son similares en ambos casos y concuerdan con los reportados para el

estigmasterol (Steele y Mosettig, 1963).

6.4 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Los espectros de H y C obtenidos con la técnica de RMN son tipicos de
compuestos terpénicos, esteroidales debido a que la mayorfa de sefiales del *H NMR se
sobrelapan en multipletes (grupos de méas de tres sefiales) en la region de bajo
desplazamiento quimico (Forgo y Kdvér, 2004).

La identificacion de moléculas esteroidales se realizd a través de sefales
caracteristicas, entre estas las correspondientes al hidroxilo, las de los grupos metilo y a los
enlaces dobles fuera de los anillos (Forgo y Kovér, 2004).

Las sefiales que se tomaron en cuenta fueron el singlete del desplazamiento quimico
7,260 ppm para la muestra de Fierro Urco y Papallacta. Este hidrégeno tiene el mayor
desplazamiento, por lo que se puede tratar de radicales como R-OH, CHCl3, se debe tomar
en cuenta que la influencia quimica de los compuestos aledafios a cada hidrégeno pueden
variar su desplazamiento (Hesse et al., 1999).

El desplazamiento en duplete que en la muestra de Fierro Urco y Papallacta se
encuentran en aproximadamente 5,4 ppm en el espectro de *H RMN corresponden a sefiales
de los Cy, y Cy3 reportados en la literarura como los unicos dobles enlaces fuera de los
anillos, se desplazan a valores similares por formar parte del mismo doble enlace, y por que

los hidrogenos circundantes tienen caracteristicas similares. (De-Ekamkul y Potduang,



2003; Forgo y Kovér, 2004; Subhadhirasakul y Pechpongs, 2005). Las sefiales de los Cy, y
Co3 son las Unicas que diferencian al stigmasterol del B-sitosterol, un fitoesterol que carace
de un doble enlace entre los carbonos sefialados, y en cuyo caso el nimero de hidrogenos
de los Cy, y Cp3 produce desplazamientos diferentes (De-Ekamkul y Potduang, 2003).

Otros desplazamientos determinantes para el estigmasterol fueron los
correspondientes a las sefiales de menor desplazamiento equivalentes a sefiales de los
grupos CHs de los C1g de cada muestra debido a que fueron facilmente identificables en los
espectros y concuerdan casi exactamente con los reportados en la literatura (Forgo y Kovér,
2004).

En el espectro de *C NMR, sin las sefiales del solvente (tres para Fierro Urco y
cinco para Papallacta), la muestra de Fierro Urco posee 28 sefiales y la de Papallacta 29. El
Cos en la muestra de Fierro Urco corresponde a 29,151 ppm y que en el analisis DEPT se
observa como un CH, mientras que en la muestra de Papallacta corresponde a dos sefiales:
29,855 y 29,321 ppm esto ocurre debido a que la intensidad relativa de una sefial en la
espectroscopia de RMN proton y de carbon es proporcional al nimero de protones y
carbones que contribuyen a la sefial (Hesse et al., 1999) y a que la curva de integracién
definida para cada espectro *C puede variar por la cantidad de la muestra analizada, por la
presencia de impuresas y a condiciones externas que varian la sensibilidad del equipo
(Hesse et al., 1999)

Las sefiales correspondientes a 31,9 ppm en la muestra de Fierro Urco y 32,07 ppm
en la muestra de Papallacta son sefiales que se encuentran duplicadas para dos carbonos:
CH, y CH, debido a que los tiempos entre los impulsos provocados por carbonos similares

fueron demasiado cortos como para permitir la relajacién de los sistemas de spins de ambos



carbonos y producir dos sefiales, apareciendo como una sola (De-Eknamkul y Potduang,
2003; Forgo y Kdver, 2004; Hesse et al., 1999).

En el anélisis DEPT los acoplamientos **C y 'H se replican en otros campos: una
sefial de un CH3 puede observarse también en el campo correspondiente a los CH, y CH
por las interacciones de los ndcleos atdmicos cuando se relajan los spins. Para minimizar
los errores fue necesario comparar los datos obtenidos en el espectro **C NMR con los
resultados del analisis DEPT (Duddeck et al., 2000) de forma que solo los desplazamientos
con valores detectados por el equipo para el espectro de *3C y los reportados en el DEPT
sean los que se toman como sefiales de cada carbono.

Los desplazamientos quimicos de los espectros de *C NMR de Fierro Urco y de
Papallacta muestran diferencias entre 0,17 y 0,7 ppm, teniendo un promedio de 0,188 en los
desplazamientos de las muestras. Estas diferencias son quimicamente no significativas y
pueden deberse a las condiciones experimentales en las que fueron realizadas las
resonancias, confirmandose que se trata de la misma molécula en las dos localidades (De-
Ekamkul y Potduang, 2003; Forgo y Kdvér, 2004; Subhadhirasakul y Pechpongs, 2005).

La presencia del estigmasterol en Lachemilla orbiculata puede tener estar
involucrada en las funciones protectoras frente a insectos, en la multiplicacion celular de
tejidos vegetales 0 puede encontrarse proporcionando estabilidad y viscosidad a las paredes
celulares como se ha reportado para otros géneros, incluyendo a Prunus de la familia
Rosaceae (Avalos y Pérez, 2009; Hoffmann, 1951; Wolbis et al., 2001).

El estigmasterol es un fitoesterol relacionado con la creacion de esteroles y de
hormonas sexuales, en otras especies vegetales es aislado y utilizado para la evaluacion
biologica y para reducir la absorcion del colesterol en seres humanos (Edeoga et al., 2005;

Foley et al., 2010; Ling y Jones, 1995), por lo que Lachemilla orbiculata podria ser



estudiada para éstos fines.

El estigmasterol aislado en Fierro Urco fue 25,9 mg y en Papallacta, 6,9 mg, la
diferencia entre los dos compuestos podria esta relacionada con factores climaticos o
edéficos, y no con la técnica cromatografica debido a que después de obtener el compuesto
en ambas columnas, éstas siguieron eluyendo y no mostraron las mismas caracteristicas

(Dragovic et al., 2010).

6.5 ANALISIS DE SUELOS

La muestra de suelo de Fierro Urco presenté mayor concentracion de compuestos; se
encontré 14,10% de materia orgénica en Fierro Urco, mientras que en la muestra de suelo
de Papallacta se encontrd 8,20%, estas diferencias pueden explicarse por factores como la
presencia y distribucion de microorganismos, el flujo de agua, los usos que han tenido los
suelos, la cobertura vegetal y la humedad de la superficie (Casper y Cahill, 1996; Fu et al.,
1999; Jackson y Caldwell, 1993).

La concentracion de materia organica tiene una relacion directamente proporcional
con la transferencia de carbonos del suelo hacia la planta (Van Bergeijk y Noordijk, 1992),
de forma que el porcentaje de materia organica en las dos localidades puede explicar, en
parte la cantidad de compuestos con carbono encontrados, como es el caso del
estigmasterol en cada localidad.

Por otra parte el pH del suelo que para la muestra de Fierro Urco fue de 4,97 y para
la de Papallacta fue de 5,25 posiblemente no tiene una relacion importante con la
transferencia de carbonos del suelo a la planta, debido a que en otros estudios no se

considera determinante al pH neutro del suelo (Van Bergeijk y Noordijk, 1992).



7. RECOMENDACIONES

Lachemilla orbiculata al tener gran cantidad de antioxidantes naturales es una
especie con potencial para la evaluacion de sus constituyentes en especies
animales, y como bactericida (Hammad et al., 2010; Nikitina et al., 2007) y

podria ser recomendada en la dieta alimenticia (Kiselova et al., 2006).

Lachemilla orbiculata debe ser analizada a través de otros métodos como DPPH
2,2-difenil-1-picrilhidracilo y la expulsion de radicales libres (RSA por sus
siglas en ingles) que corroboren los resultados obtenidos en este trabajo (Argoti

et al., 2011; Hamad et al., 2010)

Se deberia  continuar la investigacion en Lachemilla orbiculata con
cromatografia en columna utilizando solventes semipolares y polares con el fin

de identificar y cuantificar otros metabolitos secundarios importantes.

Es necesario realizar estudios fitoquimicos con mas muestras de Lachemilla
orbiculata de varias localidades para tener una vision mas integral de las
propiedades quimicas de la especie, asi como de otras especies del género
Lachemilla y de otros géneros de los paramos del Ecuador para sustentar los
usos tradicionales de las plantas y argumentar la importancia de la conservacion

de los ecosistemas andinos.
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9. FIGURAS



Figura 1. Recoleccion de hojas (lamina y peciolo) de Lachemilla orbiculata (Fierro Urco-
Loja).

Figura 2. Hojas secas de Lachemilla orbiculata, listas para triturar.



Figura 3. Recoleccion de muestras de suelo en Papallacta (Mismo procedimiento para

Fierro Urco).

Figura 4. Columna cromatogréfica armada.



Figura 5. Prueba de Dragendorff en extracto etéreo. a) Extractos control. Orden de arriba
hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Ensayos
Dragendorff. Orden de izquierda a derecha: Fierro Urco, Camino Viejo a Papallacta y

laguna de Papallacta. Positivo: Cambio de color, opalescencia, turbidez.

-

Figura 6. Prueba de Mayer en extracto etéreo. a) Extractos control. Orden de arriba hacia
abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de Mayer.
Orden de arriba hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro

Urco. Positivo: Opalescencia, turbidez definida.



Figura 7. Prueba de Wagner en extracto etéreo. a) Extractos control. Orden de arriba hacia
abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de
Wagner. Orden de izquierda a derecha: Fierro Urco, Camino Viejo a Papallacta y laguna de

Papallacta. Positivo: Opalescecia, turbidez, presipitado.

Figura 8. Prueba de Baljet en extracto etéreo. a) Extractos control. Orden de arriba hacia
abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de Baljet.
Orden de izquierda a derecha: Fierro Urco, Camino Viejo a Papallacta y laguna de

Papallacta. Positivo: Coloracion o presipitado rojo.



Figura 9. Prueba de Liebermann-Burchard en extracto etéreo. a) Extractos control. Orden
de arriba hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b)
Prueba de Liebermann-Burchard. Orden de arriba hacia abajo: Fierro Urco, Camino Viejo a

Papallacta y Laguna de Papallacta. Positivo: Verde-oscuo, negro.

Figura 10. Prueba de Baljet en extracto alcohdlico. a) Extractos control. Orden de arriba
hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de
Baljet. Orden de izquierda a derecha: Fierro Urco, Camino Viejo a Papallacta y laguna de

Papallacta. Positivo: Coloracion o presipitado rojizo.



Figura 11. Prueba de Liebermann-Buchard en extracto alcohdlico. a) Extractos control.
Orden de arriba hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro
Urco. b) Prueba de Liebermann-Burchard. Orden de izquierda a derecha: Fierro Urco,
Camino Viejo a Papallacta y laguna de Papallacta. Positivo: Verde intenso visible aunque

répido.

Figura 12. Prueba de ClsFe en extracto alcohdlico. a) Extractos control. Orden de arriba
hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de
ClsFe. Orden de arriba hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y

Fierro Urco. Positivo: Coloracion azul: taninos.



Figura 13. Prueba de Borntrager en extracto alcohdlico. a) Extractos control. Orden de
arriba hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b)
Prueba de Borntrager. Orden de izquierda a derecha: Fierro Urco, Camino Viejo a

Papallacta y laguna de Papallacta. Positivo: Fase con tonalidades rojizas- cafés.

Figura 14. Prueba de Shinoda en extracto alcohdlico. a) Extractos control. Orden de arriba
hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de
Shinoda. Orden de arriba hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y

Fierro Urco. Positivo: Amarillo, naranja o tonalidades rojizas.



Figura 15. Prueba de Dragendorff en extracto alcohdlico. a) Extractos control. Orden de
arriba hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b)
Prueba de Dragendorff. Orden de izquierda a derecha: Fierro Urco, Camino Viejo a

Papallacta y laguna de Papallacta. Positivo: Opalescencia, turbidez, presipitado.

Figura 16. Prueba de Mayer en extracto alcohdlico. a) Extractos control. Orden de arriba
hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de
Mayer. Orden de izquierda a derecha: Fierro Urco, Camino Viejo a Papallacta y laguna de

Papallacta. Positivo: Opalescencia, turbidez, presipitado.



Figura 17. Prueba de Wagner en extracto alcohdlico. a) Extractos control. Orden de arriba
hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de
Wagner. Orden de izquierda a derecha: Fierro Urco, Camino Viejo a Papallacta y laguna de

Papallacta. Positivo: Opalescencia, turbidez, presipitado.

Figura 18. Prueba de Dragendorff en extracto acuoso. a) Extractos control. Orden de arriba
hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de
Dragendorff. Orden: Fierro Urco, Camino Viejo a Papallacta y laguna de Papallacta.

Positivo: Cambio de coloracion, opalescencia, turbidez, presipitado.



Figura 19. Prueba de Mayer en extracto acuoso. a) Extractos control. Orden de arriba
hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de
Mayer. Orden: Fierro Urco, Camino Viejo a Papallacta y Laguna de Papallacta. Positivo:

Cambio de coloracion, opalescencia, turbidez, presipitado.

Figura 20. Prueba de Wagner en extracto acuoso. a) Extractos control. Orden deaArriba
hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de
Wagner. Orden: Fierro Urco, Camino Viejo a Papallacta y laguna de Papallacta. Positivo:

Cambio de coloracidn, opalescencia, turbidez, presipitado.



Figura 21. Prueba de ClsFe en extracto acuoso. a) Extractos control. Orden de Arriba
hacia abajo: laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de
ClsFe. Orden de arriba hacia abajo: Laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y

Fierro Urco. Positivo: Coloracion azul: taninos.

Figura 22. Prueba de Shinoda en extracto acuoso. a) Extractos control. Orden de Arriba
hacia abajo: laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de
Shinoda. Orden de Izquiera a derecha: Fierro Urco, Camino Viejo a Papallacta y Laguna de

Papallacta. Positivo: Coloracion amarillo, naranja o rojizo.



Figura 23. Prueba de Felhing en extracto acuoso. a) Extractos control. Orden de Arriba
hacia abajo: laguna de Papallacta, Camino Viejo a Papallacta y Fierro Urco. b) Prueba de
Fehling. Orden de izquierda a derecha: Fierro Urco, Camino Viejo a Papallacta y laguna de

Papallacta.Positivo: Aparicion de un precipitado y de coloraciones rojizas.
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Figura 25. Cromatografia de Capa Fin. a) Fracciones 8 y 9 de la muestra de Fierro Urco.

b) Fraccion 7 de la muestra de Papallacta.



Figura 26. Compuesto aislado del extracto. a) Fracciones 8 y 9 de Fierro Urco. b) Fraccion

7 de Papallacta.

ESTIGMASTEROL

Figura 27. Estructura quimica del estigmasterol.
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Figura 28. Espectro de RMN *H del estigmasterol de la muestra de Fierro Urco en CDCl3 (400 MHz).
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Figura 29. Espectro de RMN *H del estigmasterol de la muestra de Papallacta en CDCl; (400 MHz).
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Figura 32. Espectro de RMN DEPT del estigmasterol de la muestra de Fierro Urco en CDCl; (400 MHz).



. 08 T 28
CARBONOS ,
CH2 412 Ff 11

-

R
CARBUMNUS

CH

-3
CARBONOS
CUATERNARIOS .
5 10 13
III|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|III
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 33. Espectro de RMN DEPT del del estigmasterol de la muestra de Papallacta en CDCI3; (400 MHz).



Cationes: Muestra de Fierro Urco
mg/ kg (ppm)

m Nitrogeno
W Fosforo

H Azufre
BZinc

H Cobre

W Hierro

= Manganesio

= Boro

Cationes: Muestrade Fierro Urco
(meq/100ml)

B Potasio
B Calcio
1 Magnesio

B Aluminio

Figura 34. Cantidad de cationes en la muestra de suelo de Fierro Urco.
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Figura 35. Cantidad de cationes en la muestra de suelo de Papallacta.
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10. TABLAS



Tablal. Muestras de Lachemilla orbiculata colectadas

Peso material seco

Fecha Localidad Altitud Coordenadas :
triturado (gramos)
: S03°41°40,7"
30/4/11 Fierro Urco 3023m.s.n.m W079°18°07,8" 229,75
. - S00°17°54.1"
18/5/11 Papallacta. Camino Viejo 3758m.s.n.m W078°13 50,3" 233,30
18/5/11 Papallacta. Junto a la laguna  3376m.s.n.m Sbb2 S 234,71

W078°09°08.3”

Tabla 2. Cantidad de Lachemilla orbiculata en alcohol absoluto para la obtencion de

extractos alcohélicos

Material
Localidad triturado Alcohol (ml)
(gramos)
Fierro Urco 191,85 790
Papallacta. Camino Viejo 195,40 800
Papallacta. Junto a la laguna 196,80 800

Tabla 3. Caracteristicas de los extractos alcohdlicos

Extracto sin

Localidad alcohol (gramos) Apariencia
. Verde oscuro intenso, no posee un olor
Fierro Urcu 44,44 oL 1 p
caracteristico, viscoso, no muy denso.
. .. Verde oscuro intenso, apariencia mas
Papallacta. Camino Viejo 59,52 . . P
liquida, levemente viscoso.
Verde oscuro intenso, sin  olor
Papallacta. Junto a la laguna 42,85

caracteristico, muy viscoso.




Tabla 4. Marcha fitoquimica. Presencia o ausencia de metabolitos secundarios en extracto etéreo

Extracto Etéreo

Papallacta

Compuesto Prueba AT (Camino PEIgEL i Observaciones
Urco . (Laguna)
Viejo)
A Sudan - - - Cambio de color al permanecer en calor
Grasos
Cambio de color y Opalescencia para Fierro Urco,
Dragendorff < + + mientras que para las muestras de Papallacta solo hubo
Cambio de coloracion
Alcaloides Mayer + + + Cambio de color sin opalescencia ni turbidez
Wagner N N N Turbidez al colocar el reactiva, se forma fase coloidal y
opaca
Comp uestos Baljet i 3 3 Precipitado rojizo
Lactonicos
Triterpenos Efé)ﬁ;gann 0 ¥ ¥ Cambio de coloracion a azul verdoso inmediato
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Tabla 5. Marcha fitoquimica. Presencia o ausencia de metabolitos secundarios en extracto alcohdlico

Extracto Alcohodlico

. Papallacta
Compuesto Prueba I (Camino PR Observaciones
Urco . (Laguna)
Viejo)
Catequinas - - -
Resinas - - -
Azlcares Fehling i i i Los extractos se tornaron de coloracion azul, pero
reductores ninguno tuvo tonos rojizos
Compuestos Baljet N N N Tienen diferencias bien marcadas con el positivo del
lactonicos extracto etéreo
Se coloco en el Vortex, pero no hubo espuma ni
Saponinas Espuma - - - durante ni  inmediatamente  después  del
procedimiento.
Triterpenos y Liebermann it N N El extracto de Fierro Urco mostré una tonalidad mas
esteroides Burchard intensa
Feqoles y ClsFe + + + Reaccion inmediata
taninos
Nihidrina Aminoécidos - - -
Quinonas Borntrager A4 e 3= e 3= e Coloracion roja intensa
Flavonoides  Shinoda N N et La coloracion es levemente mas intensa en la muestra
de Papallacta
Antocianidina - - - No se formaron fases ni hubo coloracion marron.
Dragendorff ++ + + mas Evidente en Fierro Urco
Alcaloides Mayer + + + Opalescencia leve
Wagner iy s ++ Fierro Urco presenté mas turbidez, sin embargo no

hubo un precipitado considerable.
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Tabla 6. Marcha fitoquimica. Presencia o ausencia de metabolitos secundarios en extracto acuoso

Extracto Acuoso

Papallacta
Compuesto  Prueba  Fierro (Camino Papallacta Observaciones
Urco Viejo) (Laguna)
Dragendorff — ++ + + Precipitado minimo en las muestras.
Mayer i + + Tonalidades distintas de los extractos.
Alcaloides En la muestra de la laguna de Papallacta existe mas cambio de
Wagner ++ ++ ++ coloracion y turbidez, en el extracto de Fierro Urco se observo
un precipitado.
Feno_les y ClFe ot et et Color Violet_a intenso._En la muestra (_jg la Lagun_a de Papallacta
Taninos se observa cierta tonalidad rojiza, casi imperceptible
Flavonoides  Shinoda ++ ++ ++
Saponinas Espuma i i i _Se col_oc() en el Vortex, pero no hub_o espuma ni durante ni
inmediatamente después del procedimiento.
Az. .
Reductores el * * *
Mucilagos - - -
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Tabla 7. Valores de las soluciones de acido galico

Concentracion sol. Madre Concentracion Absorbancia
Vol. Sol. 1
mg/ml (ppm) mg/ml sol 2 (nm)
0 0 0
0,4 10,75 0,0089
26 1 26,88 0,116
2 53,77 0,248
4 107,55 0,467
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Tabla 8. Determinacién total de fenoles

Concentracion de Concentracién V. de solucion Extracto Contenido fendlico
Absorbancia  ac. Galico mg/L mg/ml ' mi etanolico total
(ppm) seco (g) (mg EAG/g)
Fierro Urco 0,389 89,0889 0,08909 10 0,0025 356,35
Papallacta 0,403 92,2 0,0922 10 0,0025 368,38
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Tabla 9. Cromatografia en columna y TLC de la muestra de Fierro Urco

Polaridad Posible
(Hexano: Ac. de No. Fraccion Rf UV 365nm UV 254 nm Revelado + calor c
) ompuesto
etilo)
100:0 1,2 - - - -
3 0,53 - - Plomo
4 - - - -
0,53 - - Celeste- Plomizo
90:10 5 0,60 Fluorescencia Verde - -
0,73 Rojizo Fluorescente - - Clorofila
0,82 Fluorescencia Verde - -
6 0,8 - - Celeste-Plomizo
7 0,73 - - Plomo
8 0,68 - - Lila Rojizo
9 0,68 - - Lila Rojizo
0,84 Fluorescencia Verde - - Clorofila
10. 11 0,68 ) - - Plomo _
' 0,88 Rojizo Fluorescente - - Clorofila
) 12 0,88 Rojizo Fluorescente - - Clorofila
S5 3 0,84 i i Lila Plomizo
0,93 Rojizo Fluorescente - - Clorofila
14,15 0,93 Rojizo Fluorescente - - Clorofila
0,62 - Plomo Lila Plomizo
16-18 0,71 - - Lila Plomizo
0,80 - - Lila Rojizo
0,84 Rojizo Fluorescente - Verde Clorofila
19 0,80 Rojizo Fluorescente - - Clorofila
20 0,84 - - Plomo
21 0,93 Rojizo Fluorescente - Verde Clorofila
22-24 0,68 Rojizo Fluorescente - Verde Clorofila
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Continuacioén tabla 9

75:25

25-27

28-34

S5554

40-46

47-52

53-58

59

60-63

0,75
0,82
0,66
0,73
0,62
0,53
0,62
0,6

0,51
0,57
0,84
0,68
0,73
0,84
0,46
0,66
0,73
0,80
0,22
0,33
0,44
0,55
0,88
0,84
0,33
0,53
0,66
0,73
0,95

Rojizo Fluorescente

Rojizo Fluorescente

Rojizo Fluorescente

Rojizo Fluorescente

Rojizo Fluorescente

Verde

Rojizo Fluorescente

Rojizo Fluorescente

Rojizo Fluorescente

Verde

Rojizo Fluorescente

Azul Fluorescente

Plomo

Lila Plomizo
Lila Plomizo
Verde

Lila Plomizo

Plomo

Plomo

Verde

Celeste- Turquesa
Rojiza

Lila Plomizo
Verde

Plomo

Lila

Celeste- Turquesa
Verde

Lila Rojizo

Lila

Plomo

Verde

Verde

Celeste- Turquesa
Rojiza

Clorofila

Clorofila

Clorofila

Clorofila

Clorofila

Clorofila

Clorofila

Clorofila

Clorofila
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Continuacioén tabla 9

64,65,66

67,68

0,69
0,58
0,23
0,69
0,30

Rojizo Fluorescente
Verde

Celeste- Plomizo

Celeste- Turquesa
Lila- Rojizo

Clorofila
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Tabla 10. Cromatografia en columna y TLC de la muestra de Papallacta

Polaridad .
(Hexano: Ac. No. Fraccion Rf Luz UV 365nm Him LN et Revelado + calor Foglols
- nm Compuesto
De etilo)
100:0 1,2,3 - - - -
4,5 0,95 Fluorescencia Verde - Color Plomizo Clorofila
6 0,95 Fluorescencia Verde - Color Lila Intenso Clorofila
7 0,68 - - Violeta Intense
8,9 0,66 Rojizo, Fluorescente Azl Verde- Plomizo Clorofila
10 0,73 - - Plomo
0,8 - - Plomo
0,55 - - Lila- Plomizo
0,62 - Plomo Amarillo
90:10 11 0,71 Rojizo, Fluorescente Plomo Verde _ Clorofila
’ 0,80 - - Rosado- Lila Intense
0,86 Rojizo, Fluorescente Plomo Verde Clorofila
0,95 Verde Plomo
12 0,80 - - Rosado- Lila Intense
0,55 - - Lila- Plomizo
0,62 - Plomo Amarillo
13 0,71 Rojizo, Fluorescente Plomo Verde Clorofila
0,80 - - Rosado- Lila Intense
0,86 Rojizo, Fluorescente Plomo Verde Clorofila
0,70 - Plomo Plomo
0,78 - - Lila- Plomizo
85:15 14Yis 0,83 Rojo Plomo Verde Clorofila
0,90 - - Lila
0,96 Verde Plomo- Azul Plomo

120



Tabla 11. Caracteristicas de los compuestos aislados

Gradiente . Cantidad ..
: ., Apariencia . Caracteristicas Punto de
Localidad Fraccion fisica Rf obtenida TLC fusion °C
Acet. Etilo (mg)
Aparecio con el
revelado de Ac.
Fierro Urco 8,9 Polvo blanco 0,7 25,9 Sulfdrico, vainillina 133- 136
y calor. Color violeta
intenso
Aparecidé solo con el
revelado de Ac.
Polvo - -
Papallacta 7 . 0,86 6,9 Sulfarico, vainillina 121- 127
blanquecino

y calor Violeta
intenso.




Tabla 12. Desplazamiento en el espectro de protdén de Fierro Urco y Papallacta

Desplazamiento(ppm)

No. No.
Fierro Urco Papallacta deC deH
7,26 7.260 1H
3,49 3 1H
1,833 1,833 1 1H
1,675 16 1H
1,671
1,659
1,654
1,642
1,529 2 1H
1,496 1,496 7 1H
1,490 11 2H
1,477 7 1H
1,284 16 1H
1,264
1,253 1,254
1,162 12 1H
1,149 17 1H
1,117 17 1H
1,008 1,009 19 3H
0,930 0,930 9 1H
0,921 0,922
0,913 0,914 28 3H
0,864 0,086 26 3H
0,845 0,846
0,827 0,827
0,822 0,823 29 3H
0,806 0,806 27 3H

0,680 0,681 18 3H




Tabla 13. RMN 3 C de los compuestos de Fierro Urco y Papallacta

Node C  Desplazamientos (ppm)

en la Fierro DEPT
Fraleer A Urco Papallacta

5 140,750 140,920 C

6 121,709 121,878 CH
1 71,802 71,980 CH
14 56,764 56,934 CH
17 56,052 56,222 CH
9 50,128 50,298 CH
24 45,838 46,008 CH
10 42,315 42,485 C

4 42,299 42,462  CH2
12 39,767 39,937 CH2
1 37,243 37,413 CH2
13 36,500 36,669 C

20 36,136 36,305 CH
22 33,944 34,114 CH

7,8 31,900 32,0710 CH, CH
2 31,668 31,830 CH;
29,855

25 29,151 29321 CH
16 28,230 28,399 CH;
23 26,077 26,247 CH
15 24,296 24458  CH,
28 23,065 23,235 CH;
11 21,075 21,244  CH,
26 19,805 19,967 CHs
19 19,379 19,549  CHj;
27 19,023 19,192 CHs;
21 18,767 18,937 CHs
29 11,968 12,138  CH3

18 11,844 12,014  CHs




Tabla 14. Diferencias de los desplazamientos entre los Carbonos analizados de las dos

localidades.

No de C FLIJ?";:'(;)O Papallacta Diferencia
5 140,750 140,92 0,170
6 121,709 121,878 0,169
1 71,802 71,98 0,178
14 56,764 56,934 0,170
17 56,052 56,222 0,170
9 50,128 50,298 0,170

24 45,838 46,008 0,170
10 42,315 42,485 0,170
4 42,299 42,462 0,163
12 39,767 39,937 0,170
1 37,243 37,413 0,170
13 36,500 36,669 0,169
20 36,136 36,305 0,169
22 33,944 34,114 0,170
7,8 31,900 32,07 0,170
2 31,668 31,83 0,162
29,855
25 29,151 29,321 0,704
16 28,230 28,399 0,169
23 26,077 26,247 0,170
15 24,296 24,458 0,162
28 23,065 23,235 0,170
11 21,075 21,244 0,169
26 19,805 19,967 0,162
19 19,379 19,549 0,170
27 19,023 19,192 0,169
21 18,767 18,937 0,170
29 11,968 12,138 0,170
18 11,844 12,014 0,170

Promedio 0,188




Tabla 15. Cantidad de cationes de las muestras de suelo de Papallacta y Fierro Urco.

Tabla 16. Cantidad de cationes de las muestras de Papallacta y Fierro Urco

Tabla 17. Porcentaje de Materia organica en porcentaje de las muestras de Papallacta y

Fierro Urco

Fierro Urco Papallacta
Cation Cantidad (ml/ kg)
Nitrogeno 136 65
Fosforo 13 20
Azufre 17 18
Zinc 4 4
Cobre 4,4 2,8
Hierro 852 552
Manganesio 31,7 8,9
Boro 0,3 0,65

Fierro Urco Papallacta
Catién Cantidad (meqg/ 100ml)
Potasio 0,44 0,23
Calcio 2,9 5,4
Magnesio 1,3 0,99
Aluminio 2,1 0,8

Fierro Urco

Nutriente

Cantidad (%)

Materia organica

14,1 8,2

Papallacta



11. ANEXOS



Anexo 1. Lachemilla orbiculata

Hojas de Lachemilla orbiculata

Sem

Foto: Tania Génzalez. Dibujos: tomados

Habito de L. orbiculata y modificados de Romoleroux (1996).



Anexo 2.

Equipo para determinar el Punto de Fusion Fisher Jhons (Melting point

apparatus)

Anexo 3.

Equipo de Resonancia Magnética Nuclear Varian 400 MHz



Anexo 4. Resultados *H, *C y DEPT del estigmasterol de la muestra de

Fierro Urco en CDCl; (400 MHz).



Anexo 5. Resultados *H, *C y DEPT del estigmasterol de la muestra de

Papallacta en CDCl; (400 MHZz).



Anexo 6. Analisis de suelo de la muestra de Fierro Urco



Anexo 7. Analisis de suelo de la muestra de Papallacta



12. GLOSARIO

Absorbancia: Expresa la extension de absorcion luminica cuando la energia radiante pasa
a través de una solucion.

Acido clorogénico: Compuesto fendlico que contribuye con el color y sabor de estructuras
vegetales.

Acido palmitico: A. Hexadecanoico; el acido graso mas abundante en los seres humanos.
Acido siquimico: Intermediario de la ruta de biosintesis de fenoles. Esta presente en
plantas, hongos y bacterias, pero no en animales.

Alcaloide: Sustancia orgénica nitrogenada de origen vegetal con un nucleo heterociclico.
Aldehido: Compuesto organico que posee un grupo —CHO unido a hidrogeno o al carbono
de un radical orgéanico. Algunos intervienen en el metabolismo vegetal como es el caso del
formaldehido.

Alelopatico: La alelopatia es el grado de inhibicion del crecimiento que provoca una planta
sobre otra, entre especies diferentes y entre cultivares de la mima especie por la presencia
de compuestos quimicos (Aleloquimicos).

Antocianinas: Pigmento de flor y frutos, usualmente glucdsidos. Los mas representativos
son la mistilina y la sambucina.

Betalina: Compuesto fendlico, contiene nitrégeno. Su funcién principal es ser el pigmento
de las flores.

Bréacteas connadas: Organo foliaceo situado en la proximidad de las flores, distinto por sus
caracteristicas de las hojas normales y de las que constituyen el céliz y la corola que,

habiendo nacido conjuntamente aparecen mas 0 menos unidos entre si.



Cianidina: Una antocianidina con dos grupos —OH en el anillo bencénico situado a la
derecha, proporciona el color de moras, manzanas, fresas.

Cromatografia: El andlisis cromatografico es un método fisico-quimico que permite
separar componentes de una sustancia, a traves de la interaccion de cada uno de los
elementos de la mezcla con un disolvente que constituye la fase movil y con un sélido que
es la fase estacionaria. La separacion cromatografica ocurre por la afinidad relativa de cada
compuesto con las fases, y por ende por la velocidad con la que fluye por la fase
estacionaria.

Cromatografia de capa fina (TLC por sus siglas en inglés): Variante de la cromatografia
de columna o de papel. La fase fija estad formada por una capa uniforme de adsorbente. La
fase fija se adhiere a una placa rigida, generalmente de vidrio, y puede prepararse en
cromatofolios.

Cromatografia de columna: Las técnicas de cromatografia se valen de la diferencia de
solubilidad de las distintas moléculas en una fase movil en relacion con una dase
estacionaria. En la cromatografia de liquidos la fase movil (el eluyente) es un liquido y la
fase estacionaria es un solido compuesto de particulas pequefias en torno a las cuales fluye
el liquido.

Cumarina: Estructura quimica simple, posee dos 0 mas fenoles hidroxilicos que pueden
ser clasificados como reductores. Las cumarinas se encuentran en la naturaleza derivados
de esqueletos de glucosa.g

Espectrofotometro: instrumento optico que mide la energia luminosa transmitida a través
de una solucion o un gas a cualquier longitud de onda determinada dentro de una banda

continua de longitudes de onda.



Fase movil: es un fluido que viaja a través de la muestra y de la fase estacionaria para
arrastrar compuestos quimicos con diferente solubilidad.

Fenilalanina: aminoéacido aromético esencial que forma el 5% de las proteinas.
Flavonoides: Grupo mayoritario de compuestos fenolicos, posee un ndcleo de 15C. Posee
dos anillos benzoicos unidos por una estructura C3, normalmente, el nucleo del flavonoide
estd unido a un azlcar y forma un glucésido polar. La mayoria de flavonoides se
encuentren las vacuolas de las células vegetales.

Glucésidos: Son compuestos que poseen grupos -OH, -NH2 y -SH que pueden
reaccionar con —OH del carb6n de un mososacarido con pérdida de una molécula de agua.
Es una molécula compuesta por un glicido (generalmente monosacéridos) y un compuesto
no glucidico. Glucosinolatos: Glucésidos que contienen J-D-Thioglucosa.

Hidrocarburo insaturado: Es un hidrocarburo en que algun aomo de carbono no esta
saturado (es decir, unido a otros cuatro 4tomos exclusivamente por enlaces simples) sino
que tiene algun enlace doble o triple. Los hidrocarburos insaturados pueden ser de dos
tipos: alquenos (con dobles enlaces) y alquinos (con triples enlaces).

Hojas pamatilobadas: Organo foliaceo de nervadura palmeada dividida hasta la mitad en
I6bulos muy marcados y mas o menos redondos.

Isopropeno: Precursor de las proteinas liposolubles y de compuestos terpeénicos

Lignina: Substancias que acompafia a la celulosa en las paredes celulares de los tejidos.
Forma un 25% de la madera seca. Es de caracter hidroaromatico, con grupos hidroxilos
metilados en un 15- 20%.

Margen creanado-aserrado: muesca, recortado y a modo de sierra, con dientes agudos y
proximos.

Polifenol: Varias moléculas con las caracteristicas de los fenoles.
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Proantocianidinas: Cadenas polimericas de flavonoides como flavonas y catequinas.
RMN: M¢étodo espectroscopico mas utilizado para la determinacion de la estructura
molecular. Da informacion sobre la forma y simetria con un grado de precision mayor que
lo que es posible con otras técnicas espectroscopicas.

Saponinas: Glucésidos de esteroides o de triterpenoides, que forman soluciones coloidales
espumosas.

Sericeos: Cubierto de pelos adpresos, generalmente cortos, rectos y que tienen un cierto
brillo, como de seda.

Solucién de cloruro férrico: Se disuelve CLzFe al 10 % en agua.

Solucién reactiva de Baljet: Dos soluciones elaboradas independientemente que al
momento de ser utilizadas se las mezcla. Sol. A: 1 g de acido picrico en 100 ml de etanol;
Sol B. 10 g de NaOH en 100 ml de agua.

Solucién reactiva de Dragendorff: Solucion preparada con 21,3 ml de &cido nitrico
aforado a 62 ml. En 20 ml de ésta solucién se disuelven 5 g de subnitrato de bismuto.
Separadamente se disuelve 31,2 g de yoduro de potasio en 69 ml de agua. Se mezcla las dos
soluciones.

Solucién reactiva de Mayer: Sol A. 1,258 g cloruro mercdrico se disuelven en 60 ml de
agua. Sol. B. 5 gr de yoduro de potasio en 20 ml de agua, se mezclan ambas soluciones y se
afora a 100 ml con agua.

Solucion reactiva Sudan I11: Solucion al 6 % de Sudan 111 en una solucion al 50% de
alcohol y glicerina.

Solucion reactiva de Wagner: Se disuelven 2 g de yodo y 2 g de yoduro de potasio en 100

ml.
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Sorbitol: Compuesto que se forma por la reduccion de azlcares con seis carbonos
(aldohosas y cetohexosas).
Taninos: son metabolitos secundarios de las plantas, fenolicos, no nitrogenados, solubles

en agua y no en alcohol ni solventes organicos.

(Atkins, 2007; Bennington, 2000; Devore y Mufioz, 1983; Dias, 2006; Font- Quer, 1982;
Fox y Whitesell, 2000; Garritz y Chamizo, 1998; Gil, 2010; Marcano y Hasegawa, 2002;

Migdalia y Culler, 2001; Shriver et al., 2004; Taiz y Zeiger, 2006; Teijon et al., 2006).
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