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ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR DE Clethra fimbriata Kunth (CLETHRACEE)
A PARTIR DE EXTRACTOS ETANOLICOS DE HOJAS Y TALLOS.

1. RESUMEN

Con el fin de aumentar y contribuir en el conocimiento de la flora colombiana, especificamente del
bosque Alto Andino, paramo y subparamo en cuanto a la composicion quimica, se eligié a la
especie Clethra fimbriata género Clethra, con el objetivo de determinar la presencia de los
principales grupos de metabolitos secundarios. Esta especie ha sido reportada como medicinal
debido a su capacidad como febrifugo, pero no se le han realizado ningun tipo de estudios
fitoquimicos. En este estudio se realizé un analisis fitoquimico preliminar del material vegetal
previamente colectado a partir de extractos etandlicos de dos de sus organos: hojas y tallos, los
cuales se fraccionaron con un solvente de polaridad media; diclorometano y posteriormente se les
realizaron pruebas cualitativas de tubo para identificar los principales metabolitos secundarios, a
saber: flavonoides, alcaloides, triterpenos y esteroides, cumarinas, saponinas, lactonas, heterosidos
cardiotonicos, taninos y fenoles. Se realizd un estudio cromatografico posterior utilizando la
técnica de cromatografia en capa delgada, esto con el fin de corroborar los resultados obtenidos en
las pruebas de tubo. Esta caracterizacion fitoquimica preliminar se presenta como base para
posteriores estudios; estudios mas amplios y especificos que permitan una utilizacién racional de
recursos que sirvan como fuente de desarrollo regional y nacional, contribuyendo al conocimiento
quimico de este género presente en los ecosistemas de alta montafa, asi como al conocimiento de
la biodiversidad en general. Los grupos de metabolitos secundarios encontrados en esta especie
coincidieron con los reportados para Clethra arborea; flavonoides, saponinas, triterpenos y

esteroides, ademas de otros compuestos como alcaloides y quinonas.

2. INTRODUCCION

Las plantas han sido Utiles para el hombre desde hace siglos principalmente con propdsitos
medicinales y aun hoy, y a pesar de los avances de la industria y la medicina moderna, se siguen

utilizando de forma tradicional y de forma sistematica. De esta manera las plantas se utilizan en



diferentes formas que van desde decocciones e infusiones en zonas rurales y paises en via de
desarrollo hasta productos fitoterapéuticos, principios activos y medicamentos en paises
desarrollados. Esto ha Illevado a una expansion en el area fitoquimica y por lo tanto a la utilizacion
de extractos, produccion y aislamiento de sustancias puras naturales, extraidos de plantas
medicinales cuyo mercado aumento en un 2000%, desde 1980 en Europa, Norte América y Asia,
en parte debido a la creciente demanda y preferencia de productos de origen natural (Sharapin
2002; Calixto 2000).

Existen plantas medicinales en todo el mundo pero son mas abundantes en las zonas tropicales
(Calixto 2000). Colombia es uno de los paises con mayor riqueza y biodiversidad, y la mayor
cantidad de registros de riqueza vegetal se encuentra en la region andina o cordillerana, teniendo
al paramo como area geografica representativa de la biodiversidad colombiana y fuente de materias
primas importantes en agricultura, salud y biotecnologia, cuyo aprovechamiento favorece el

desarrollo socioeconomico del pais (Rangel 2001).

Pese a las caracterizaciones, registros y estudios de plantas utiles presentes en Colombia,
principalmente por el instituto Von Humboldt, todavia existe una gran cantidad de plantas de
importancia econdmica y cientifica que no han sido estudiadas. ” Entre 1.656 plantas medicinales
reportadas, solo 206 especies (12,5%) presentan mas de tres referencias documentadas en las que
se evidencia su uso terapéutico tradicional, mientras que 1.452 (87,5%) especies no presentan este
namero de registros” (Bernal et al., 2011). La especie Clethra fimbriata ha sido reportada y
enunciada como medicinal por algunas comunidades, principalmente en Boyaca, debido a su
capacidad como febrifugo, su corteza se hace polvo y se disuelve para su ingestion, pero se
desconoce su composicion quimica y sus principios activos con actividad bioldgica especifica. No
existe informacion de su perfil quimico y muy poca acerca de su biologia. Clethra fimbriata
pertenece a la familia Clethraceae, orden Ericales, es originaria de Sudamérica y se encuentra en
los boques de alta montafia; bosque alto andino, bosque de niebla, pardmo y subparamo entre los
2500 y 3600 msnm, es una especie cuya forma de vida es arbustiva o de arbol pequefio, sus hojas
son levemente coriaceas, aserradas con pubescencias en el envés y de color verde-amarillo, sus
flores en racimos son blancas pubescentes y estan ubicadas en el apice de las ramas y sus frutos

son capsulares (Flores et al., 2010).



Para conocer la composicion quimica y los constituyentes biolégicamente activos se realizan
estudios fitoquimicos preliminares como primer acercamiento y posteriormente estudios de
actividad bioldgica con el fin de conocer los compuestos presentes en una planta (u organismo)
determinada, y de esta forma reconocer los principales grupos de metabolitos secundarios que
poseen o pueden poseer propiedades medicinales o de importancia industrial. La investigacion
fitoquimica consiste en una investigacion cualitativa preliminar y una posterior estructural, para
este estudio se desarrollaron Unicamente pruebas fitoquimicas preliminares cualitativas a partir de
extractos etanolicos de hojas y tallos de la especie Clethra fimbriata teniendo en cuenta que de los
tallos viene su capacidad como febrifugo (Amin 2011; Plazas 2012; Carvajal et al., 2009). El
objetivo de este estudio consisti6 en determinar la presencia de los principales grupos de
metabolitos secundarios; flavonoides, alcaloides, cumarinas, quinonas, lactonas, saponosidos,
heterdsidos cardiotonicos, esteroides, triterpenos, taninos y fenoles, a partir de extractos de hojas
y tallos de Clethra fimbriata utilizando pruebas de tubo y posteriormente el método de
cromatografia en capa delgada, aportando al vacio en el conocimiento que hay en cuanto a esta
especie y este género.

Este estudio se centra en la composicion quimica (caracterizacion de los principales grupos de
metabolitos secundarios) de forma cualitativa; presencia/ausencia y no cuantitativa ni funcional
(actividad).

3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Paises en desarrollo como Colombia han sido proveedores de materias primas durante décadas
permitiendo a los paises industrializados el aprovechamiento de compuestos extraidos de la
naturaleza, principalmente de las plantas. En Sudamérica, Asia y Africa hay cierto desinterés para
desarrollar programas de estudio de las riquezas autoctonas que permitan ofrecer soluciones a
ciertas necesidades o problemas relacionados con la salud y el desarrollo industrial. Sin embargo a
medida que se van adquiriendo nuevas tecnologias paises como Colombia se concientizan de su
propia riqueza y sus beneficios (Bilbao 1997; Bernal et al., 2011). Las plantas a partir de su
metabolismo secundario generan compuestos que aunque no son estrictamente vitales tienen una
funcién importante para su supervivencia. Estos compuestos son metabolitos secundarios que

poseen caracteristicas propias relacionadas con la bioquimica de la planta y el factor ambiental.



Los principales usos de estos metabolitos secundarios son: medicinales (en el caso de principios
activos), plaguicidas, cosméticos, edulcorantes y colorantes, entre otros. En la actualidad la
mayoria de medicamentos provienen de fuentes naturales en su mayoria plantas y
microorganismos, aunque solo cerca del 5-10% de las plantas superiores han sido estudiadas en
investigaciones fitoquimicas lo que representa una muy pequefia fraccion de la biodiversidad
(Sarker 2006; Toscano 2006).

Existe informacion sobre la utilizacion de especies vegetales en muchos paises y se encuentra
recopilada y registrada formalmente en documentos como; farmacopeas o vademecum de plantas
medicinales, también en congresos, monografias, articulos y estrategias de politicas nacionales
donde algunas de las especies que han sido reportadas como medicinales, de uso industrial,
ornamental o maderero, ain no se les han realizado estudios que permitan conocer su biologia 'y su
composicion quimica. Tal es el caso de la especie Clethra fimbriata la cual ha sido reportada como
planta medicinal en el marco del proyecto paramo andino de fundetropico en el paramo el Rabanal.
Y a la cual no se le ha realizado ningun tipo de estudio quimico, terapéutico o farmacéutico. Esta
especie constituye un patrimonio fitoquimico (en cuanto a su uso cultural, y se espera que también
cientifico) importante a pesar de desconocer su composicion quimica, teniendo en cuenta que

existen pocos estudios quimicos de la flora alto andina y de paramo (Plazas 2012).

En general el género Clethra no ha sido muy estudiado, la mayoria de las especies de este género
no han sido investigadas a la fecha, en cuanto a biologia, ecologia o quimica, solo se han reportado
estudios fitoquimicos para algunas pocas especies, tales como Clethra arbdérea y Clethra
barbanervis, en estos estudios se ha evidenciado a partir del extracto metandlico de sus hojas, la
presencia de acidos fendlicos, flavonoides, triterpenos y saponinas (Llorent et al., 2015). Estos
estudios sefialan la falta de conocimiento cientifico del género Clethra asi como de datos
bibliograficos que permitan conocer cuales son los principales grupos de metabolitos secundarios

presentes en este género y esta especie.

4. JUSTIFICACION

Colombia ha sido catalogada como uno de los paises mas diversos en flora silvestre en el mundo y

posee la extension mas grande de paramos, los cuales albergan cerca de 118 familias con 566



géneros y 3379 especies, aproximadamente el 12% del total de especies vegetales de todo el pais.
Muchas de estas especies pueden ser la base para la elaboracién de medicinas, fibras y alimentos
(Plazas 2012). En el caso de las plantas medicinales exclusivas para Colombia, sin mencionar
plantas con potencial industrial y otros, solo 5 especies (lo que corresponde al 2%) tienen 3
referencias documentadas de uso terapéutico, mientras que 208 de estas especies (98%) no. Esto
demuestra el poco valor que se le ha otorgado a las investigaciones sobre el patrimonio natural
nacional, probablemente debido al insuficiente desarrollo investigativo, que ademéas debe
incentivar investigaciones etnobotanicas y culturales generando una mayor apreciacion de la flora
(y la biodiversidad en general) nativa de Colombia y por lo tanto logrando que estas especies
puedan persistir en los diversos ecosistemas nacionales y sean aprovechadas de forma sostenible
(Bernal et al., 2011).

El conocimiento y para este caso especificamente el conocimiento de la composicion quimica (en
cuanto a los principales grupos de metabolitos secundarios) y el registro de plantas es importante
en la medida en que ofrece una base cientifica y tedrica, que puede orientar investigaciones
posteriores las cuales pueden determinar compuestos con posible actividad biologica (principios
activos) o de interés industrial, ofreciendo ingredientes o sustancias alternativas y adicionales, para
suplir necesidades importantes no solo en la industria a nivel econémico, sino ademas en
comunidades y etnias de todo el mundo que utilizan estas plantas de acuerdo a su conocimiento

cultural, para este caso el uso de la especie C. fimbriata (Sukumaran 2012).

Por esto es pertinente el estudio fitoquimico preliminar de las plantas de interés medicinal e
industrial, principalmente las reportadas como medicinales en Colombia, (y especificamente para
este estudio el de Clethra fimbriata) esta evaluacion debe ser un analisis continuo y permanente,
con el fin de que sus resultados aumenten el conocimiento cientifico y sean una herramienta para
la toma de decisiones respecto a la investigacion cientifica, la tecnologia, la conservacion y el uso
sostenible de los recursos, que contribuyan a la seguridad social en salud y por lo tanto al desarrollo
del pais (Bernal et al., 2011). Y teniendo en cuenta que existen pocos estudios quimicos de la flora
alto andina y de paramo en el pais (Plazas 2012) en el presente estudio se realiz6 un analisis
fitoquimico preliminar que permitié evidenciar la presencia de algunos de los principales grupos

de metabolitos secundarios en C. fimbriata, estableciendo una base tedrica que podria guiar



estudios especificos posteriores. Ademas de aumentar y aportar al conocimiento en cuanto a la

composicion quimica de especies andinas de nuestro pais.

Los resultados de este estudio podrian soportar investigaciones donde se aislen componentes
especificos y se estudie la actividad bioldgica especifica de los compuestos obtenidos, en caso de

que esta especie los presente.

5. MARCO TEORICO

En la actualidad se han reportado y estudiado diversas especies, géneros y familias botanicas a
nivel etnobotéanico, biolégico y quimico, muchas de estas especies son endémicas y foraneas
naturalizadas, entre las familias mas representativas y estudiadas en Colombia estan: Asteraceae,
Piperaceae, Fabaceae, Malvaceae, Rubiaceae, Poaceae y Euphorfiaceae, una familia presente en
los bosques alto andinos, paramos y subparamos es la familia Clethraceae (género Clethra) con
pocas especies reportadas en Colombia, entre ellas Clethra fagifolia, Clethra arborea y Clethra
fimbriata, de las cuales se encuentra poca bibliografia especialmente respecto a estudios
fitogquimicos que para Clethra fimbriata son nulos y solo existe informacion en la literatura de su
biologia y distribucién. Especies del género como Clethra barbinervis y Clethra arborea han sido
estudiadas quimicamente en otros paises (Rivera & Cordoba. 1998; Flores et al., 2010; Bernal
etal., 2011).

Los constituyentes que se busca identificar se agrupan segiin como se generen biosintéticamente,
de esta forma se tienen; terpenos, esteroides, flavonoides, cromenos, benzofuranos, cumarinas,
quinonas, lignanos, saponinas, taninos, lactonas y alcaloides, que se encuentran en los diferentes
organos de las plantas y que tienen propiedades antioxidantes, antifingicas, antibacteriales,
antileucémicas, citotdxicas, antipiréticas, coagulantes y muchos otros beneficios a nivel
farmacoldgico e industrial. Para el caso de Clethra fimbriata su capacidad como febrifugo proviene
del tallo (especificamente de su corteza) (Garcia et al., 2012; Amin & Emilio 2011; Flores et al.,
2010). Estudios fitoquimicos en especies relacionadas como Clethra arbérea (Anexo 1) y Clethra
barbinervis han mostrado que estas especies poseen acidos fendlicos como el acido tartarico, acido
cafeico y oleuropeina, y flavonoides como kaempferol, catechina, quercetina (flavonoles) y rutina.

Y triterpenos y saponinas en el caso de Clethra barbinervis (Llorent et al., 2015).



5.1. ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO

Los Ericales muestran una gran variedad de metabolitos secundarios, algunos poco comunes y/o
restringidos (especificos) para cada familia. Las principales clases de metabolitos secundaros en
los Ericales son en orden decreciente: flavonoides, triterpenos, saponinas, quinonas, acidos

fendlicos, lignanos, alcaloides, cumarinas, taninos y esteroides (do Nascimento et al., 2015).

Flavonoides: los flavonoides son compuestos fendlicos. Se distribuyen principalmente en las
hojas, semillas y frutos. Los flavonoides son pigmentos y copigmentos responsables de la
coloracion de las flores y frutos, ademas protegen la planta de la oxidacién ultravioleta al ubicarse
en la cuticula foliar, en las células epidérmicas de las hojas y en el mesdéfilo (en las vacuolas de

este). Generalmente son hidrosolubles.

Gran parte de los flavonoides tienen una estructura basica, el 2-fenilcromano, los flavonoides se
pueden agrupar en varias clases segun el grado de oxidacion del anillo piranico central, que puede
estar abierto. Los flavonoides lipdfilos presentes en los tejidos superficiales de las hojas se pueden
extraer con solventes de polaridad media como el diclorometano. La caracterizacion de flavonoides
se realiza generalmente en cromatografia en papel, con vapores de amoniaco estos dan colores

amarillo, naranja y rojo (Claus 1968).

Taninos: los taninos se encuentran ampliamente distribuidos en los vegetales, generalmente se
localizan en las hojas, frutos (inmaduros) y tallos. Se ha sugerido que los taninos protegen a la
planta debido a su accion antiséptica, también que son productos de desecho de las plantas debido

a la alta concentracion que poseen las hojas de especies caducifolias (hojas destinadas a caer).

Los taninos son compuestos quimicos formados por polifenoles, algunos pueden ser de naturaleza
glicosidica no cristalizables que forman con el agua soluciones coloidales. Generan soluciones
color azul oscuro 0 negro grisaceo con sales férricas, color rojo con ferricianuro de potasio y
amoniaco. Y se precipitan al mezclarse con sales de cobre, plomo, estafio y con soluciones acuosas

concentradas de bicarbonato de potasio (Claus 1968).

Alcaloides: son compuestos organicos nitrogenados, generalmente contienen un atomo de
nitrégeno procedente de un grupo amino, aungue algunos pueden poseer mas de cuatro nitrégenos.
Generalmente los alcaloides son solubles en éter, cloroformo y otros solventes relativamente no

polares, estos son insolubles o muy poco solubles en agua, pero en presencia de acidos forman



sales solubles. También forman sales con compuestos de mercurio, oro, platino y otros metales
pesados obteniéndose precipitados. Los reactivos o reveladores mas comunes de alcaloides son:
reactivo de Wagner (yodo en yoduro de potasio), reactivo de Mayer (yoduro mercurico potasico)
y reactivo Dragendorff (yoduro de bismuto y potasio)

Son de distribucion més restringida, entre las angiospermas algunas familias presentan especies
que sintetizan alcaloides; Leguminosas, Liliaceas, Papaveraceas, Rubiédceas, Solanaceas y
Berberidaceas, otras como las Labiadas y las Rosaceas no los presentan. Las Gimnospermas rara
vez los presentan (solo Taxaceas). Los alcaloides se localizan en las semillas, hojas, frutos, tallos,

raices y cortezas. También se pueden encontrar en hongos como: Amanita citrina (Claus 1968).

Saponinas: Las saponinas o sapondsidos son heterdsidos naturales frecuentes, se caracterizan por
sus propiedades tenso-activas; forman disoluciones espumosas en agua. La saponaria “Saponaria
officinalis” ha sido ampliamente utilizada como detergente por lo tanto las saponinas han sido
utilizadas en la explotacion industrial y cosmética. La mayor parte de los saponosidos son

hemoliticos y son tdxicos para animales de sangre fria, especialmente los peces.

Las saponinas se diferencian en dos grupos segun su genina (aglicona o aglucona) la cual se une a
diferentes azucares simples. Estos heterdsidos pueden contener hasta 11 osas (generalmente entre

4y 5) formando una cadena (monodesmosidos) o dos cadenas (bidesmasidos) (Bruneton 2001).

Fenoles: los acidos fenolicos, derivados hidroxilados del acido benzoico son muy frecuentes ya
sean libres o unidos a un heterdsido o a ésteres. Algunos como el acido galico son constituyentes
de taninos hidrolizables. Estos acidos esterifican los hidroxilos de varios metabolitos secundarios
como los flavonoides, sapondsidos y algunos alcaloides. Los fenoles simples son restringidos en la

naturaleza.

Los fenoles son solubles en disolventes organicos polares en medio ligeramente acido, su
extraccion se lleva acabo generalmente sobre el material fresco con una disolucién hidro-
alcohdlica, y dada la inestabilidad de estos compuestos se debe evitar trabajar con pH excesivo y

concentrar las disoluciones a menos de 30°C (Bruneton 2001).

Cumarinas: las cumarinas son 2H-benzopiran-2-onas que se pueden considerar como lactonas de

los 4cidos 2-hidroxi-Z-cinamicos. Las cumarinas se encuentran distribuidas en todas las familias



boténicas. Las cumarinas provienen de un precursor denominado umbeliferona (7-

hidroxicumarina).

Las cumarinas provienen del metabolismo de la fenilalanina y quedan constituidas una vez se ha
hidroxilado la umbeliferona. Las cumarinas libres son solubles en alcoholes y solventes organicos,
para su purificacion se pueden utilizar las propiedades especificas de las lactonas; solubilizacion
en medio alcalino (por ejemplo KOH), se pueden revelar cumarinas mediante cromatografia en
capa fina examinada por luz ultravioleta que en presencia de amoniaco genera colores que varian

del azul y el amarillo al violeta (Bruneton 2001).

Quinonas: las quinonas son compuestos oxigenados, son el producto de la oxidacion de derivados
aromaticos, las quinonas pueden estar conjugadas con un nucleo bencénico (benzoquinonas) o con
un sistema aromatico policiclico (naftoquinonas, antraquinonas), también pueden asociarse con
otros metabolitos secundarios formando flavonoides-quinonas y quinonas con esqueleto terpénico.
Se han descrito mas de 1200 quinonas distribuidas ampliamente en el reino vegetal (también en

hongos, liquenes y algunos artrépodos).

Los precursores de las quinonas son principalmente fenilalanina, mevalonato y acetato y su sintesis
ocurre por via: acetato/malato, acido mevalonico y via acido 4-hidroxibenzoico. Las quinonas
libres son practicamente insolubles en agua (aunque las naftoquinonas y las benzoquinonas son
arrastrables por vapor de agua) pero se pueden extraer con solventes organicos. La principal
reaccion para su determinacion es la de Borntrager-Krauss (medio alcalino acuoso) la cual genera

coloraciones de rojo-naranja a violeta-purpura (Bruneton 2001).

Triterpenos y esteroides: Los triterpenos se basan en mas de 40 esqueletos diferentes,
generalmente de 30 carbonos (< 27 para esteroides) formando varios ciclos (esqueletos tetra y
pentaciclicos) y generalmente hidroxilados. Se ha mencionado que no existen diferencias
fundamentales entre triterpenos y esteroides, los esteroides son considerados como triterpenos
tetraciclicos que han perdido tres 0 mas grupos metilo, aunque su diferenciacion es compleja y
generalmente se tiene en cuenta la biosintesis de cada compuesto. El paso de un esqueleto de 30 C
a un esteroide (< 27 C) implica al menos una desmetilacion en C-14 y C-4, ademéas estos
compuestos pueden presentar modificaciones secundarias como hidroxilaciones secundarias,

insaturaciones y lactonizaciones (sapondsidos) (Bruneton 2001).
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Lactonas: Las lactonas forman ciclos de carbono que se nombran segin su nimero, de esta forma
se tienen o, B, y y 6 lactonas. Estas se pueden asociar con terpenos formando sequiterpelactonas;
poseen un esqueleto fundamental de 15 carbonos derivados de tres unidades de isopreno, son
compuestos insolubles en agua, se disuelven en metanol, etanol y cloroformo. Se han encontrado
principalmente en las partes aéreas de las plantas, especialmente en las asteraceas. A este grupo de
metabolitos se los ha caracterizado por su actividad citotdxica, pudiendo ser antibacterianas,

antifungicas y antihelminticas (Dominguez 1985).

Heterdsidos cardiotdnicos: constituyen un grupo bien diferenciado de metabolitos utilizados en
tratamientos de insuficiencia cardiaca. Solo estan presentes en algunas familias botanicas y se
distribuyen en todos los 6rganos. Estructuralmente constan de una genina (aglicona) esteroidica y
una parte osidica, comunmente oligosidica. Generalmente son solubles en agua, etanol y menos

soluble en cloroformo (Bruneton 2001).
5.2. CLASIFICACION Y DESCRIPCION TAXONOMICA

El género Clethra pertenece a la familia Clethraceae, la cual pertenece al orden Ericales, aunque
han habido cambios y actualizaciones en la nomenclatura, el género Clethra se mantiene en su
posicién inicial segin la taxonomia APG (2009) y apoyada por estudios moleculares usando
secuencias de ADN de dos plasmidos mitocondriales que soportan las relaciones filogenéticas

dentro del orden (do Nascimento et al., 2015).
5.2.1. Orden Ericales

En Cundinamarca, de este orden se pueden encontrar las familias: Clethraceae, Pyrrolaceae y
Ericaceae. Este orden presenta hojas simples sin estipulas, flores bisexuales, pentaciclicas (cinco
verticilos), perianto heterémero (caliz y corola), corola gamopétala (pétalos unidos) estambres
obdiplostémonos (dos verticilos de estambres), libres. Gineceo isocarpelar, con ovario stpero en

los géneros primitivos y rudimentos seminales unitegumentados (Camargo 1979).
5.2.2. Familia Clethraceae

Esta es una familia nativa de Asiay América. Arbustos y arboles pequefios con pelos estrellados,
hojas alternas, pubescentes o tomentosas, aserradas, con nervaduras prominentes en el envés, flores
bisexuales, pentameras, actinomorfas (simétricas), inflorescencias generalmente terminales en

racimos o en paniculas sin bractéolas, caliz 5 bifido, pétalos (5) blanco marfil o crema, libres
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imbricados. Estambres (10) repartidos en dos verticilos pueden ser glabros o pubescentes, libres,
filamentos filiformes, anteras con dos tecas con dehiscencia por poros apicales; polen con granos
sueltos. Un Gnico pistilo con un ovario 3 carpelar, 3 l6cular, stpero, pubescente, con placentacion
axial, rudimentos seminales (6évulos) numerosos, estilo (1), estigma 3-lobado. Fruto en capsula.

Semillas comprimidas a veces aladas. Endosperma presente (Camargo 1979; Vargas 2002).
5.2.3. Genero Clethra
Sinénimos: Cuellaria R & P., 1798; Crossophrys Klotzsch, 1851.

Este género comprende a la fecha 80 especies distribuidas desde el sureste de Estados Unidos hasta
el neotropico, presente entre los 1800 y > 3000 msnm. Arbustos de hojas alternas, simples, a veces
coriaceas, de margen dentada (aserrada), enves con pelos simples, inflorescencias terminales en
racimo, pétalos libres o a veces connados (mas o menos unidos) en la base. Estambres de 9 — 11,
ovario supero, tricarpelar, con tres léculos. Fruto capsular, loculicida (se abre por el medio de los

carpelos), céliz persistente (Camargo. 1979; Vargas. 2002).
5.2.4. Clethra fimbriata Kunth

Se le conoce con el nombre comun de manzano, falso manzano, azafran y en algunos lugares como
encenillo. Es una especie originaria de Norte de Suramérica, poco frecuente, se puede encontrar en
bosques secundarios y bordes de caminos. Su tronco puede llegar a medir hasta 40 cm de diametro,
su corteza se desprende como escamas, es de copa grande que cuando es joven presenta un color
grisaceo y al madurar su color se vuelve parecido al 6xido (ferrugineo). Clethra fimbriata es una
especie de crecimiento rapido, crece en suelos rocosos poco profundos. Generalmente es atacada
por insectos especialmente en los tejidos de crecimiento secundario (ramas). Su floracion es de
mayo a septiembre, fructificacion de octubre a diciembre. Es una especie perennifolia. Su corteza
se ha reportado como febrifugo, sus semillas sirven como alimento para algunas aves, su madera
se utiliza en carpinteria y ebanisteria y en algunos lugares como el paramo El Rabanal es empleada

como cerca viva y es plantada para la proteccion de cuencas hidrogréaficas (Flores et al., 2010).
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Figura 1. Clethra fimbriata. Hojas Figura 2. Clethra fimbriata.

Autor foto: Villarreal, L Autor foto: Villarreal, L

5.2.5. Clasificacion taxonémica de Clethra fimbriata
Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: CLETHRACEAE (Klotzsch. 1851)
Género: Clethra (Klotzsch. 1851)
Especie: Clethra fimbriata Kunth  [( H.B.K) — Humboldt, Bonpland, Kunth. 1818]

Tomado de: http://www.biodiversidad.co/fichas/1763. SIB PORTAL DE DATOS

5.2.6. Descripcion taxondémica de Clethra fimbriata

Es un arbusto, arbol o arbolito que puede llegar a medir hasta 8 metros, ramas con pelos estrellados
y ferrugineos. Hojas simples alternas (Fig 1y 2), obovadas (elipto-oblongas), de textura cartacea,

margen crenada (o semi -aserrada), de color verde olivo brillante, ferrugineas (ocraceas) en el envés
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(Fig. 4), pubescentes (pelos estrellados), con nervaduras prominentes, de 3 — 7 cm de largo y 1-5
cm de ancho. Inflorescencias en racimos, 10 cm de largo, terminales con indumento ferrugineo.
Flores de color blanco o crema, 8 mm de didmetro, tomentosas, pétalos con margen fimbriado, con
bracteas generalmente mas largas que la flor. Fruto capsular que se abre en tres partes, £ 5 mm,
globoso, con estilo persistente (manteniéndose como un apéndice del fruto) e indumento
ferrugineo. Las semillas miden aproximadamente 3 mm de ancho por 2 mm de largo, elipticas de

color marron claro (Camargo. 1979; Garcia et al., 2006).

Figura. 3 Clethra fimbriata. llustracion. Figura. 4 Clethra fimbriata

Tomado de: Camargo. 1979 Autor foto: Villarreal, L

5.3.DISTRIBUCION

Especie de piso térmico frio que se encuentra en las cordilleras Central y Oriental, en paramos,
subparamos, bosques alto andinos y bosques de niebla, también se ha reportado en la Sierra Nevada
de Santa Marta. Entre los 2500 y 3600 msnm.

En Bogota se encuentra entre los matorrales de los cerros orientales; Monserrate, sierra de siete
picos, en la quebrada EI Chico, en El Retiro vertiente oriental, valle del rio san Cristobal, alto La
Horqueta, cerro Guadalupe, cerros vecinos de Suba entre la Calera y Bogota, paramo la Calera,

sabana de Bogota, paramo de Chipaque, Zipaquird, EI Mortifio (entre Zipaquira y Pacho), en la
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localidad de Usme, la quebrada La Vieja, pAramo El Rabanal y el paramo de Gutiérrez (Camargo.
1979; Garcia et al., 2006).

6. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento quimico de Clethra fimbriata (Clethraceae) mediante un estudio

fitoquimico preliminar.

6.1. Objetivos especificos

1. Determinar la presencia de los principales grupos de metabolitos secundarios mediante
pruebas cualitativas en tubo de ensayo a partir de extractos etanolicos de hojas y tallos

2. Corroborar la presencia de los metabolitos secundarios mediante analisis cromatogréafico

empleando reveladores especificos.

7. METODOLOGIA
7.1. Colecta del material

Las muestras vegetales de Clethra fimbriata se colectaron en el cerro Manjui (Fig. 5), municipio
de Cota, departamento Cundinamarca, coordenadas 4°48"40"N 74°07°15"0 a una altitud de 2850
msnm. Se colectaron varios ejemplares, solamente tomando tallos y hojas, no se encontraron
plantas en periodo floracién o fructificacion, por lo tanto no se colectaron estos érganos. Se tuvo
en cuenta que en la literatura reportada la parte utilizada como medicinal (febrifugo) es la corteza
del tallo (Flores et al., 2010). En el momento de la colecta, siguiendo el debido procedimiento
(Sanabria 1997; Plazas 2012; Calderdn 1963) parte de los ejemplares se guardaron en bolsas
ziploc y dos muestras se prensaron en papel periddico (Fig 6 y 7) con el fin de utilizar estos
ejemplares en la determinacion taxonomica la cual se llevd acabo con ayuda de material
bibliografico del jardin botanico, en el herbario de la Pontificia Universidad Javeriana, en donde

se registrd debidamente en la coleccion con el numero HPUJ:028040
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Figura 5. Cerro Manjui Figura 6. Material prensado Figura 7. Material prensado

Autor foto: Villarreal, L Autor foto: Villarreal, L Autor foto: Villarreal, L

7.2. Procesamiento del material

Las muestras colectadas, tallos y hojas se secaron a condiciones normales; presion y temperatura
ambiente durante 8 dias. Posteriormente se macerd el material seco por separado, las hojas se
trituraron en una picadora y luego se maceraron con un mortero. Los tallos se disminuyeron con
tijeras de poda, hasta que se obtuvieron pequefias particulas (Sanabria 1997; Carvajal, 2009;
Plazas 2012).

7.3. Obtencién de extractos

Las dos fracciones de material seco y molido de hojas y tallos se pesaron y se sometieron
separadamente a extraccién por maceracion en frio con etanol al 95% en un balén de fondo plano
1000 mL (Fig. 9) para las hojas y en un beaker 500mL (Fig. 8) para los tallos, a temperatura
ambiente durante 8 dias agitando frecuentemente. Se agregd solvente suficiente hasta cubrir las

muestras.
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Figura 8. Extracto etandlico tallos Figura 9. Extracto etandlico Hojas
Autor foto: Villarreal, L Autor foto: Villarreal, L

Posteriormente se filtraron y se concentraron los extractos (Fig. 10) a presion reducida (rota vapor)
durante una hora, a una temperatura de 65°C, recuperando el solvente (Fig. 11), el cual se empled

nuevamente para repetir el proceso de extraccion (Carvajal, 2009; Plazas 2012).

Figura 10. Extracto concentrado. Hojas Figura 11. Segunda extraccion

Autor foto: Villarreal, L Autor foto: Villarreal, L
7.4. Fraccionamiento de los extractos

Los extractos etanolicos obtenidos de hojas y tallos de C. fimbriata se secaron al vacio,
posteriormente se fraccionaron mediante extraccion solido-liquido discontinua utilizando como
solvente de polaridad media el diclorometano. Las soluciones con diclorometano se filtraron

separando asi la fraccion o parte apolar de la polar, este procedimiento se realizd hasta que el
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solvente no presentd ningun color. Se obtuvieron 4 extractos, 2 extractos polares (fraccion

etandlica) de hojas y tallos, y dos extractos apolares (fraccion diclorometano) de hojas y tallos.

7.5. Andlisis fitoquimico preliminar

El anélisis fitoquimico preliminar se realiz6 siguiendo una metodologia basada en los protocolos
propuestos por; Calder6n (1963), Dominguez (1985), Bilbao (1997) la guia de farmacognosia de
la universidad de Antioquia (2013, 2009) y la guia de fitoquimica de la Pontificia Universidad
Javeriana. (Fig. 12). Se realizaron pruebas cualitativas en tubo de ensayo para los siguientes grupos
de metabolitos secundarios: Flavonoides, Alcaloides, Saponinas, Heterdsidos cardiotonicos,
Cumarinas, Lactonas, Quinonas, taninos, esteroles y triterpenos. A cada grupo de metabolitos
secundarios se le realizaron 2 pruebas fitoquimicas y dichas pruebas se emplearon tanto para las
fracciones apolares como las polares de tallos y hojas (Tabla 1). Para la pruebas de alcaloides a
los extractos se les elimind el solvente y se acidificaron con acido clorhidrico al 5%. Como control
negativo se usoé el reactivo de cada prueba y el extracto diluido en el respectivo solvente (Tabla
3).

Posteriormente se utilizaron pruebas de coloracion en cromatografia de capa delgada con el fin de
corroborar los resultados obtenidos en la primera parte. El analisis cromatografico se realizo
empleando placas cromatograficas de silica gel F2s4 (Merck) como fase estacionaria y como fase
movil se usaron dos mezclas diferentes: primero se usé una mezcla de éter de petréleo-acetato de
etilo en proporcion 7:3 y luego una mezcla de diclorometano-acetato de etilo en proporcion 8:2.
Las placas se revelaron con luz UV de longitud de onda corta 254nm y larga 365nm, se revelaron
ademas con amoniaco, reactivo de Wagner y con vainillina 1% en acido sulfdrico y temperatura

(se calentaron las placas después de agregar vainillina).
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Tabla 1. Pruebas cualitativas empleadas para cada grupo de metabolitos secundarios y extractos
a los que se les aplico.

Metabolitos
secundarios

Prueba

Reactivos

Extractos

Organos de la
planta

Shinoda

HCI 20% y Mg

Flavonoides L eucoantocianidinas Polar y apolar Hojas y tallos
HCI y temperatura (T)
HgCl2, Kl y agua
Mayer destilada Polar y apolar Hojas y tallos
Alcaloides Dragendorff Bi2(COs)s, HCL y KI (acidulado)
SR Agua destilada
Saponinas Polar y apolar Hojas y tallos
REESE Vainillina 1% en etanol
H2S0O4, tolueno, NaOH
Hz504 5% en NH3 2% , (T) .
Quinonas Borntrager-Krauss Polar'y apolar Hojas y tallos
KOH 5% y benceno
Leqal Piridina, nitroprusiato de
g sodio y KOH 2N
Acido 3,5- | Polary apolar Hojas y tallos
Lactonas Kedde dinitrobenzoico 3% en
metanol y KOH 6%
NaOH NaOH 10%
cumarinas C_Iorhlc_iratq de | Polary apolar Hojas y tallos
hidroxilamina 2%,

Hidroxamato férrico

NaOH 2N, HCL 2N,

Fez(SO4)3 5%, CoHsO2 y

Keller Killiani | 1250+ FeCls 1% en
Heterosidos etanol, (T) Polar y apolar Hojas y tallos
cardiotonicos m-dinitrobenceno 1% en
Raymond
etanol
Salkowski H,SO4
Esteroles y Polar y apolar Hojas y tallos
triterpenos Liebermann- Na2SOs4, H.SOs  y yap 135 Y
Buchard anhidrido acético
el g Gelatina NaOH

Taninos y fenoles

Cloruro férrico

FeClsz 1%

Polar y apolar

Hojas y tallos




Material vegetal molido seco

Volumen 1
Extracto

Fraccionamiento con diclorometano

Extraccion con etanol 96%
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diclorometanico

Volumen 2 Extracto

etandlico polar apolar
Analisis|de: Analisis de:
| 1
Flavonoides Flavonoides
Dilucién|con agua acidificacion HCI acidificacidon HCl Dilucién con agua
Quinonas Quinonas
Saponinas i Alcaloides Saponinas .
Esteroides y P Alcaloides P Esteroides y

triterpenos
Lactonas

Cumarinas
Taninos

Heterosidos
cardiotdnicos

triterpenos
Lactonas

Cumarinas
Taninos

Heterosidos
cardiotdnicos

Figura 12. Metodologia pruebas cualitativas andlisis fitoquimico preliminar




20

8. RESULTADOS

8.1. ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

Los resultados del analisis fitoquimico preliminar para pruebas cualitativas en tubo se resumen en
la tabla 4.

La cantidad de material vegetal empleada fue menor a la propuesta por Calderén (1963) 50gr. Pero

se considero suficiente para realizar las pruebas, las cuales se hicieron a nivel cualitativo y no
cuantitativo.

Tabla 2. Porcentajes de rendimiento de los extractos

Organo Peso material Peso extracto Rendimiento
seco (9) (9) (%)
Hojas 38.4 7,91 20.5
Tallos 16.0 2,26 14

Tabla 3. Convenciones utilizadas

C- | control negativo Reactivo utilizado

C1- | control negativo Extracto etandlico de hojas

C2- | control negativo Extracto etandlico de tallos

C3- | control negativo Extracto diclorometano de hojas

C4- | control negativo Extracto diclorometano de tallos

HP | prueba Extracto mas reactivo. Hojas (hojas polar)

TP | prueba Extracto mas reactivo. Tallos (tallos polar)
HAP | prueba Extracto mas reactivo. Hojas (hojas apolar)
TAP | prueba Extracto mas reactivo. Tallos (tallos apolar)
Extracto polar = etandlico Extracto apolar = diclorometano




Tabla 4. Resultados del andlisis fitoquimico preliminar de hojas y tallos de C. fimbriata.

Extracto polar

Extracto apolar

Metabolito Prueba
Hojas Tallos Hojas | Tallos
Shinoda + + - -
Flavonoides
Leucoantocianidinas + + - -
Mayer + + - -
Alcaloides
Dragendorff + + - -
NaOH - - - -
Cumarinas
Hidroxamato férrico - - - -
Espuma + - - -
Saponinas
Rosenthaler - - - -
Gelatina-sal + + - -
Taninos y fenoles
Cloruro férrico + + - -
Salkowski + + + +
Esteroides
triterpenos Liebermann- + + + +
Buchard
- - + +
Heterosidos Keller Killiani
cardiotonicos Raymond - - - -
Legal - - - -
Lactonas
Kedde - - - -
H>SO4 + + - -
Quinonas
Borntrager-Krauss + + - -

(+) Prueba positiva (-) Prueba negativa

21
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El anélisis de flavonoides mediante la prueba Shinoda fue positivo para el extracto polar de hojas
y tallos, la prueba de leucoantocianidinas fue positiva para los extractos polares de hojas y tallos.
Las pruebas Shinoda y Leucoantocianidinas para flavonoides fueron negativas en los extractos

apolares de tallos y hojas.

8.1.1. Flavonoides

Shinoda

HP C1- C- C2- TP C-
Figura 13. Prueba Shinoda para Flavonoides de extractos polares de hojas y tallos

HAP TAP C3- C4-
Figura 14. Prueba Shinoda para extractos apolares de hojas y tallos
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Leucoantocianidinas

HP Cl1- C- TP C2- C-
Figura 15. Prueba Leucoantocianidinas para extractos polares de hojas y tallos

HAP C3- C- TAP C4- C-
Figura 16. Prueba Leucoantocianidinas para extractos polares de hojas y tallos

8.1.2. Alcaloides

Para el andlisis de alcaloides se realizaron las pruebas Dragendorff y Mayer las cuales fueron
positivas para los extractos polares de hojas y tallos. A diferencia de los extractos apolares para los

cuales las pruebas fueron negativas.
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Dragendorff

HP C- C1- TP C- C2-
Figura 17. Prueba Dragendorff para alcaloides de extractos &cidos de la fraccién polar de
hojas y tallos

HAP C3- C- TAP C4- C-
Figura 18. Prueba Dragendorff para extractos acidos de la fraccion apolar de hojas y tallos

Mayer

HP C- C1- TP C- C2-
Figura 19. Prueba Mayer para alcaloides para extractos polares de hojas y tallos
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HAP C3- C- TAP C- C4-
Figura 20. Prueba Mayer para alcaloides para extractos apolares de hojas y tallos

8.1.3. Cumarinas.
Las pruebas NaOH e hidoxmato férrico fueron negativas para todos los extractos

NaOH

Cl- C- HP C2- C- TP

HAP C3- C- TAP C4- C-
Figura 22. Prueba NaOH para cumarinas para extractos apolares de hojas y tallos
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Hidroxamato férrico

Figura 23. Prueba de hidroxamato férrico para cumarinas extractos polares y apolares de hojas y
tallos

8.1.4. Saponinas

La prueba de la espuma para determinar la presencia de saponinas fue positiva Unicamente para el
extracto polar de hojas. En los demas extractos no se evidencid la presencia de saponinas ni con
la prueba de la espuma ni con la prueba de Rosenthaler.

Espuma

TP HP TAP HAP

El control (C-) para esta prueba fue agua

Figura 24. Prueba de la espuma para saponinas. Extractos polares y apolares de hojas y tallos
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Rosenthaler

C1- HP C- TP C2- C-
Figura 25. Prueba Rosenthaler para saponinas para los extractos polares de hojas y tallos

HAP C3- C- C- TAP C4-
Figura 26. Prueba Rosenthaler para saponinas para los extractos Apolares de hojas y tallos

8.1.5. Taninos y fenoles

Se determino la presencia de taninos y fenoles Gnicamente en lo extractos polares de hojas y tallos,

mediante las pruebas gelatina-sal y cloruro férrico.
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Gelatina-sal

HP C1- C- TP C2- C-
Figura 27. Prueba gelatina sal para taninos para extractos polares de hojas y tallos

HAP C3- C- TAP C4- C-
Figura 28. Prueba gelatina sal para taninos para extractos apolares de hojas y tallos

Cloruro férrico

HP C1- C- C2- TP C-
Figura 29. Prueba cloruro férrico para taninos para extractos polares de hojas y tallos
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HAP C3- C- TAP C4- C-

Figura 30. Prueba cloruro férrico para taninos para extractos apolares de hojas y tallos
8.1.6. Triterpenos y esteroides
Las pruebas Salkowski y Liebermann-Buchard fueron positivas para todos los extractos.

Salkowski

C1- HP C- TP C2- C-
Figura 31. Prueba Slakowski para esteroides y triterpenos para extractos polar de hojas y tallos

HAP C3- C- TAP C4- C- >30 min
Figura 32. Prueba Slakowski para esteroides y triterpenos para extractos apolar de hojas y tallos
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Liebermann-Buchard

HP C1- C- C2- TP C-
Figura 33. Prueba Liebermann- Buchard para esteroides y triterpenos para extractos
polares de hojas y tallos

C3- HAP C- C4- TAP C-
Figura 34. Prueba Liebermann- Buchard para esteroides y triterpenos para extractos
apolares de hojas y tallos

8.1.7. Heterosidos cardiotonicos

Las pruebas cualitativas para determinar la presencia de heterosidos fueron las pruebas Keller
Killiani y Raymond. Solo fue positiva la prueba de Keller-Killiani en el extracto apolar de hojas y

tallos.



Keller-Killiani

C1- HP C- TP C2- C-
Figura 35. Prueba Keller-Killiani para heterdsidos cardiotdnicos para extractos polares de
hojas y tallos

HAP C3- C- TAP C4- C-
Figura 36. Prueba Keller-Killiani para herésidos cardiotdnicos para extractos apolares de
hojas y tallos

Raymond

C1- HP C- TP C2- C-
Figura 37. Prueba Raymond para heterdsidos cardiotonicos para extractos polares de hojas
y tallos



HAP C3- C- TAP C4- C-
Figura 38. Prueba Raymond para heterdsidos cardiotonicos para extractos apolares de
hojas y tallos

8.1.8. Lactonas

No se evidencio la presencia de lactonas en ninguno de los extractos polares o apolares.

Legal

HP C1- C- TP C2- C-
Figura 39. Prueba de Legal para lactonas para extractos polares de hojas y tallos

C- C3- HAP C- C4- TAP
Figura 40. Prueba de Legal para lactonas para extractos apolares de hojas y tallos
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Kedde

HP C- C1- TP C- C2-
Figura 41. Prueba Kedde para lactonas para extractos polares de hojas y tallos

HAP C3- C- TAP C4- C
Figura 42. Prueba Kedde para lactonas para extractos apolares de hojas y tallos

8.1.9. Quinonas
La presencia de quinonas se evidencio en los extractos polares de tallos y hojas

H>SO4

HP C1- C- TP C2- C-
Figura 43. Prueba &cido sulfurico para quinonas para extractos polares de hojas y tallos
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HAP C3- C- TAP C4- C-
Figura 44. Prueba acido sulfarico para quinonas para extractos apolares de hojas y tallos
KOH

HP C1- C- TP C2- C-
Figura 45. Prueba hidroxido de potasio (Borntrager-Krauss) para quinonas para extractos
polares de hojas y tallos

HAP C3- C- TAP C4- C-
Figura 46. Prueba hidroxido de potasio (Borntrager-Krauss) para quinonas para extractos
apolares de hojas y tallos
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8.2. ANALISIS CROMATOGRAFICO

Figura 47. Cromatografias reveladas con Vainillina para extractos polares y apolares de hojas y
tallos

Fase estacionaria: silica gel
Fase movil: éter de petrdleo / acetato de etilo 7:3

Placa 2 hojas y tallos fraccion apolar

Revelador: Vainillina 1%+T (temperatura) luz UV onda larga luz UV onda corta

Figura 48. Cromatografia de la fraccion apolar de hojas y tallos. Eter de petréleo / acetato de etilo
7:3
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Placa 3 hojas y tallos fraccion polar

Revelador: Vainillina1% + T luz UV onda larga luz UV onda corta

Figura 49. Cromatografia de la fraccion polar de hojas y tallos. Eter de petrdleo / acetato de etilo
7:3

Fase mévil: Diclorometano / acetato de etilo 8:2

Placa 1 hojas y tallos fraccion apolar

Revelador:  Vainillina 1% +T luz UV onda larga luz UV onda corta

Figura 50. Cromatografia de la fraccidn apolar de hojas y tallos. Diclorometano / acetato de etilo
8:2
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Placa 4 hojas y tallos fraccion polar

Revelador: Vainillinal1% + T luz UV onda larga luz UV onda corta

Figura 51. Cromatografia de la fraccion polar de hojas y tallos. Diclorometano / acetato de etilo
8:2

Fase movil: éter de petrdleo / acetato de etilo 7:3

Placa 5y 6 hojas y tallos fracciones polar (5) y apolar (6)

MAT 1AK HAP TAP  HP TP

Revelador:  Amoniaco luz UV onda larga luz UV onda corta

Figura 52. Cromatografia de la fraccion polar y apolar de hojas y tallos. Eter de petréleo / acetato
de etilo 7:3
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Placa 7 hojas y tallos fraccion polar

Revelador: Reactivo de Wagner

Figura 53. Cromatografia de la fraccion polar de hojas y tallos. Eter de petr6leo / acetato de etilo
7:3

9. DISCUSION

Las pruebas cualitativas para flavonoides permitieron evidenciar la presencia de flavonoides en los
extractos polares de hojas y tallos de C. fimbriata. Los flavonoides se encuentran ampliamente
distribuidos en las plantas y son muy comunes en el orden de los Ericales (do Nascimento et al.,
2015). Su presencia en las hojas se debe a que son pigmentos y copigmentos vegetales que ademas
de dar coloracién protegen la planta de la oxidacion ultravioleta ubicandose en la cuticula foliar.
(Claus 1968). Algunos flavonoides se ubican en el tallo y los tejidos lefiosos. La presencia de
flavonoides en los extractos polares (Fig 13 y 15) de hojas y tallos se puede deber a que estos son
muy solubles en solventes polares (flavonas, flavonoles y antocianinas), aunque los flavonoides
presentan solubilidad en un gran rango de disolventes polares y apolares. Los flavonoides
estuvieron ausentes en los extractos apolares (Fig 14 y 16). La coloracion roja del extracto polar
de hojas y la coloracion naranja del extracto polar de tallos generadas rapidamente al reaccionar
con HCl y Mg (prueba Shinoda) se debe a la presencia de flavonas, flavononas o flavonoles (Fig.
13). La coloracion roja oscura (Fig. 15) es caracteristica de la leucoantocianidinas (flavandiol-3,4)
al agregar HCI 2N y calentar (prueba leucoantocianidinas). En el caso de la prueba Shinoda al

agregar HCI en presencia de Mg el H™ del acido reduce un oxigeno de la benzopirona (para
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flavonoides con anillo y benzopirona), y en el caso de la prueba de leucoantocianidinas al agregar
HCI concentrado se genera una oxidacion, probablemente produciéndose una antocianidina
responsable de la coloracion roja (Bilbao 1997; Mercano 2002; Sanabria et al., 1997;
Dominguez 1985).

La presencia de flavonoides se confirmé mediante el analisis cromatografico en capa delgada.
Generalmente para este analisis se usa una fase mavil de acetato de etilo y agua sobre silica gel. El
cromatofolio con las muestras de extractos polares de hojas y tallos revelado con amoniaco
evidencid manchas débilmente coloreadas de color amarillo y naranja (Rf= 0,71 y Rf= 0,78
respectivamente, placa 6, Fig 52) diferentes a las xantofilas y las clorofilas, ya que a diferencia de
estas los flavonoides antes de ser revelados con amoniaco son casi incoloros y se encuentran en
menor cantidad como se puede observar en las placas cromatogréficas 5 y 6 (Fig. 52). Al ser
reveladas con luz UV (onda larga 365nm) se observan manchas fluorescentes azul claro (Rf =0,85
placa 6) propias de la catequinas, pertenecientes a los flavonoles. También se observa una
fluorescencia débil de color amarillo (Rf= 0,71 placa 6) caracteristica de las flavonas y los
glucdsidos flavonolicos; (Dominguez 1985) placa cromatografica 6 (Fig. 52). Hay que anotar que
los colores amarillos y verdes que se muestran en la placa 5 de la figura 52 corresponden a otros

pigmentos.

Para determinar la presencia de alcaloides se acidularon los extractos con HCI 5%, eliminando
previamente el solvente ya que solventes como el etanol disuelven los precipitados. Las pruebas
para alcaloides fueron positivas para los extractos polares de hojas y tallos (Fig 17 y 19). Esta
determinacion se basa en la capacidad que tienen los alcaloides de precipitarse al combinarse con
metales y metaloides, en reactivos como; tetrayodomercuriato potasico o reactivo de Mayer vy el
yoduro de bismuto y potasio reactivo Dragendorff el cual genera una precipitacion color naranja o
marron (Fig. 17) (Dominguez 1985; Calderdn 1963; Bruneton 2001). En presencia de estos
reactivos los alcaloides forman sales dobles insolubles que por diferencia de densidad se precipitan
(sales dobles con el bismuto en el caso de la prueba de Dragendorff). EI yoduro potasico reacciona
con el cloruro mercurico generando un precipitado rojo, que en presencia de iones yoduro forma
anion incoloro que reacciona con los alcaloides produciendo un precipitado de color pardo para el
caso del reactivo de Mayer (Fig. 19). No obstante, hay que anotar que algunas proteinas pueden

precipitarse con estos reactivos (Bilbao 1997). Aunque los alcaloides se encuentran cominmente
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en el orden de los Ericales no se han encontrado alcaloides en las demas especies estudiadas de

este género (Llorent et al., 2015).

En el estudio cromatografico al revelar con luz ultravioleta longitud de onda larga se obtuvo una
fluorescencia color turquesa (Rf =0,8 placa 4) o azul muy claro (Fig. 51) caracteristica de un grupo
de alcaloides denominados alcaloides oxinddlicos (Mora 2008). Al revelar con el reactivo de
Wagner (Fig. 53) se generaron manchas marrones (Rf=0,17 y Rf=0,37. Placa 7) que probablemente
corresponden a los alcaloides (Dominguez 1985).

No se establecié la presencia de cumarinas en ninguno de los extractos. Este tipo de metabolitos al
poseer una estructura y-lactona generan coloracion amarilla al reaccionar disolviéndose en una
solucién alcalina de NaOH. En la figura 21 se observa que hay un cambio de coloracién en los
extractos polares de tallos y hojas al igual que en los extractos apolares (Fig. 22) pero no coincide
con los resultados reportados como positivos en la literatura. La prueba de hidroxamato férrico
también fue negativa para cumarinas, esta prueba es positiva si se genera fluorescencia anaranjada
(Carvajal et al.,, 2009), la cual no se evidencido en ninguno de los extractos (Fig. 23).
Probablemente este tipo de metabolitos secundarios no son frecuentes en el genero Clethra ya que
tampoco se han reportado cumarinas en las especies estudiadas de este género (Llorent et al.,
2015).

En el analisis cualitativo de saponinas solo fue positivo el extracto polar de hojas con la prueba de
la espuma, pero no fue positivo con la prueba de Rosenthaler para el mismo extracto. Los demas
extractos; tallos polar, hojas y tallos apolar no presentaron saponinas. Las saponinas al igual que
los cardiotonicos disminuyen la tension superficial del agua produciendo espuma estable que
permanece por mas de 15 minutos (Fig. 24). La presencia de saponinas Gnicamente en hojas de la
fraccion polar se debe a que estas dada su alta polaridad se extraen principalmente con solventes
polares como el etanol, probablemente se encuentran Unicamente en hojas (en esta especie) debido
a su funcién antimicrobiana y antifungica como sistema de defensa vegetal de las hojas (Bilbao
1997; Bruneton 2001).

La presencia de saponinas en el extracto polar de hojas se corrobora con el analisis cromatogréafico
de las placas con muestras polares de hojas y tallos (Fig 49 y 51). Los colores azul y azul-violeta
(Rf=0,45 placa 4) y amarillo afirman la presencia de saponinas en hojas de la fraccion polar al

revelar con vainillina 1% y posteriormente calentar (Wagner & Bladt 1996).
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La prueba gelatina-sal para taninos y fenoles permitié evidenciar la presencia de taninos en el
extracto polar de hojas y tallos (Fig. 27). La prueba de tubo es positiva ya que muestra una
precipitacion de taninos. Los taninos al ser polifenoles poseen grupos hidroxilos (hidroxilos
fendlicos) que forman enlaces cruzados con proteinas (también tienen afinidad con alcaloides) y
otros biopolimeros como la gelatina la cual es un polimero de péptidos, de esta forma al unirse
estas dos macromoléculas (taninos-gelatina) por diferencia de densidad se precipitan. Los
resultados obtenidos son soportados por la prueba de cloruro férrico que también fue positiva para
los extractos polares de hojas y tallos (Fig. 29). La coloracion obtenida; azul oscuro, afirma la
presencia de taninos y fenoles que reaccionan con la solucién acuosa de FeClz al 1%, y su
coloracion indica la presencia de taninos derivados del &cido galico. Las pruebas de taninos y
fenoles fueron negativas para los extractos apolares de hojas y tallos, debido al caracter
hidrosoluble (polar) de los taninos. Los extractos apolares de hojas y tallos muestran dos fases
producto de la poca solubilizacion que tiene el reactivo gelatina-sal con los extractos diluidos con
diclorometano (solvente) no se debe confundir con una reaccion positiva de precipitacion (Fig 28
y 30). Se han considerado los taninos como sustancias de excrecion y mecanismo de defensa, por
lo tanto su presencia es comun en 6rganos expuestos como las hojas y las ramas, en donde se
localizan debajo de la corteza (Bilbao 1997; Bruneton 2001). Al revelar con vainillina 1% y
temperatura en el analisis cromatogréafico, los taninos generan colores cereza o rosado intenso
(Martinez 2007), estos colores no se observan claramente en las placas 3y 4 (Fig 49 y 51) pero
posiblemente estan entre la mancha (analito) fucsia (Rf=0,75 placa 4) y el violeta Rf =0,45 el cual

probablemente corresponde a saponinas, como ya se menciond.

Las pruebas para esteroides y triterpenos fueron positivas tanto para los extractos polares como los
apolares. Con el reactivo de Salkowski se observo una coloracidn roja muy oscura, casi negra en
todos los extracto, afirmando la presencia de esteroides y triterpenos. Los extractos apolares de
tallos al cabo de 30 minutos cambiaron su coloracion a verde claro y los extractos apolares de hojas
cambiaron a un amarillo claro (Fig 31y 32), estos cambios de coloracién indican la presencia de
esteroles. De igual forma la prueba de Liebarmann-Bachard fue positiva para todos los extractos.
Los extractos polares de hojas y tallos con este reactivo generaron una coloracion naranja
confirmando la presencia de esteroides y triterpenos. Los extractos apolares de hojas con la prueba
Liebarmann-Buchard reaccionaron produciendo una coloracion verde-azulosa que se intensifico

luego de 10 minutos debido a la presencia de esteroles (probablemente colesterol) (Fig. 33). Los
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extractos apolares de tallos presentaron una coloracion verde méas opaca (Fig. 34). Sustancias como
los carotenos y las xantofilas también pueden dar positivas para estas pruebas, pero estos generan
coloraciones inmediatas. Los esteroles y triterpenos son principalmente apolares, su presencia en
los extractos polares puede deberse a esteroides saponificados. Los mecanismos y los
requerimientos estructurales para que la prueba sea positiva ain no se conocen (Calderon 1963;
Dominguez 1985; Bilbao 1997). Los triterpenos y esteroides son comunes en todas las familias
boténicas y se localizan generalmente en todos los 6rganos debido a que son precursores de otras

moléculas.

Las placas cromatograficas reveladas con luz UV onda larga muestran colores azules oscuros
propios de los triterpenos (Rf=0,95y Rf=0,93 Placa 1) (Fig. 50) (Wagner & Bladt 1996). Ademas
se encuentran al final de la placa debido a que son apolares y se arrastran mas facilmente con el

eluyente.

En cuanto al analisis cualitativo de heterdsidos cardiotonicos se tomaron como negativas las
pruebas realizadas (Keller-Killiani y Raymond). Los extractos apolares de hojas y tallos para el
reactivo de Keller-Killiani presentaron los resultados reportados como positivos en la literatura,
solo estos extractos presentaron la coloracion caracteristica; azul-verdoso, sin embargo esta prueba
es especifica para desoxiazucares, por lo tanto no es suficiente para confirmar la presencia de
heterdsidos cardiotdnicos (Fig. 36). La prueba Keller-killiani para extractos polares de hojas y
tallos (Fig. 35) genero una coloracion roja diferente a la coloracion reportada como positiva (azul-
verdoso) para estos compuestos, esta coloracion se desarrolla cuando un acido en presencia de
hierro interactta con un azucar (Bilbao 1997; Bruneton 2001). La prueba de Raymond la cual
segun la literatura debe exhibir una coloracion azul o rojo-violeta para heterdsidos cardioténicos,
fue negativa para hojas y tallos del extracto polar donde se generd un marrén oscuro estable (Fig.
37) también fue negativa para los extractos apolares de hojas y tallos generandose un color verde

claro (o amarillo verdoso) producto de la disolucion del extracto con el reactivo (Fig. 38).

Los heterosidos cardiotonicos generan fluorescencia muy débil o no la generan. Al revelar con
vainillina en acido sulfurico y calentar la placa por lo general se producen colores marrones.
(Wagner & Bladt 1996). Con base en las pruebas Keller-Killiani y Raymond, no se estableci6 la

presencia de heterosidos cardiotdnicos en hojas y tallos de los extractos polar y apolar. (Al ser una
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especie no estudiada es dificil establecer una referencia precisa de presencia/ausencia de

compuestos)

En el analisis de lactonas mediante las pruebas Legal y Kedde no se determind su presencia en
ningun extracto. Lo cual coincide con los resultados obtenidos para Clethra arbérea (Llorent et
al., 2015) y de los Ericales en general (do Nascimento et al., 2015). La presencia de las lactonas
en las plantas es poco frecuente, estas se encuentran solo en algunas familias botanicas de las
angiospermas principalmente las asterdceas y también se encuentran en algunas briofitas
(Bruneton 2001). ComUnmente se localizan en pubescencias a nivel de las hojas. Al revelar con
vainillina 1% se generan manchas rojas (No observadas). El resultado negativo de la prueba de
Kedde especifico para el anillo lactonico que hace parte de la estructura de los heterdsidos
cardiotonicos confirma la ausencia de este grupo de metabolitos (Amaringo et al., 2011).

Se determin® la presencia de quinonas en los extractos polares de hojas y tallos mediante las
pruebas H.SO4y Borntrager-Krauss. Las quinonas en presencia de acidos y alcalis concentrados
dan colores rojos y amarillos. El acido sulfurico diluido mas calentamiento hidroliza los glucdsidos
cambiando el pH. El color amarillo de la fraccion polar de hojas y tallos (Fig. 43) confirma la
presencia de quinonas; las antroquinonas dan esta coloracion. La coloracién roja resultante al
aplicar el reactivo Borntrager-Krauss a los extractos polares de hojas y tallos confirma la presencia
de quinonas. Al agregar KOH a la muestra y posteriormente extraer con benceno se forman dos
fases una alcalina de color amarillo y una bencénica, al separarlas y agregar KOH a la fase alcalina
que lleva las quinonas se genera una coloracion roja propia de las 1,4-naftoquinonas. Varios grupos
OH y dobles enlaces conjugados tienen un efecto batocromico en el que cambia la longitud de onda
de absorcién de las quinonas cambiando de color segun la acidez o en este caso la basicidad. Las
quinonas muestran coloracion violeta (Rf=0,37 placa 3) al ser reveladas con luz UV (Fig 49y 51)
(Sanabria et al., 1997; Dominguez 1985; Bilbao 1997). En los estudios realizados para Cletha

arborea no se habian encontrado quinonas, aunque Son comunes en angiospermas.

Los Rf se midieron con el fin de referenciar las manchas (analitos) en las placas cromatogréaficas
ya que no se pueden utilizar para la identificacion de sustancias en este caso, esto debido que los
Rf cobran importancia solo en procedimientos reproducibles de precisiébn con placas

cromatograficas y proporciones de solventes especificas.
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Los agentes cromogénicos empleados fueron: amoniaco, vainillina 1% en &cido sulfarico con
calentamiento, reactivo de Wagner y luz UV. Teniendo como principal referencia la vainillina 1%
debido a su capacidad de revelador universal.

Ademas hay que anotar que los procedimientos en los que se basé este estudio, a las fracciones
apolares solo les realizaron pruebas de triterpenos y esteroides, debido al caracter polar (en su
mayoria) de los deméas grupos de metabolitos secundarios. En este estudio se realizaron las mismas
pruebas para todos los grupos de metabolitos aca contemplados tanto para la fraccion apolar como
la polar. Todas las pruebas de; flavonoides, alcaloides, quinonas, taninos, etc., que se le realizaron
a las fracciones apolares de tallos y hojas se hicieron con el fin de ratificar y demostrar un buen

procedimiento de extraccion y fraccionamiento.

10. CONCLUSIONES

Se determind mediante pruebas cualitativas de tubo la presencia de alcaloides, flavonoides,
quinonas, taninos y fenoles en los extractos polares de hojas y tallos. Se establecieron como
ausentes los heterdsidos cardiotonicos en los extractos polar y apolar de hojas y tallos. Siendo junto
a las lactonas los unicos grupos de metabolitos secundarios que no se encuentran reportados en los

Ericales

Se establecié como positiva la presencia de saponinas las cuales se identificaron Gnicamente en el
extracto polar de hojas con la prueba de la espuma, aunque respaldando este resultado con el
analisis cromatografico en el cual los colores azul y azul-violeta (Rf=0,45 placa 4) confirman la
presencia de saponinas. Se determiné la presencia de esteroles y triterpenos en los extractos
apolares y polares de hojas y tallos, siendo el Unico grupo de metabolitos secundarios en estar

presentes en los dos 6rganos y en las dos fracciones (polar y apolar).

Las pruebas para lactonas y cumarinas fueron negativas para todos los extractos. Su ausencia
coincide con los resultados obtenidos en los estudios fitoquimicos realizados en Clethra arbdrea y

los Ericales. Salvo las cumarinas las cuales si se han reportado en el orden de los Ericales
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11. RECOMENDACIONES

Debido al objetivo del estudio de establecer una base tedrica y cientifica se recomienda y se espera

continuar con los estudios quimicos de esta especie y este género.

Realizar estudios fitoquimicos cuantitativos y bioldgicos con el fin de determinar el compuesto o
los compuestos bioactivos con propiedad de febrifugo.

Realizar pruebas fitoquimicas diferentes a la prueba de Raymond para heterdsidos cardiotonicos y
pruebas fitoquimicas diferentes para saponinas, para corroborar los resultados obtenidos en este
estudio.

Seguir los estudios fitoquimicos de la flora de alta montafia, especialmente bosque alto andino,

paramo y subparamo donde el acceso es restringido.
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13. ANEXOS

Anexo 1

Metabolitos reportados en Clethra arboérea y en los Ericales en general

Clethra arborea

Metabolitos secundarios | Hojas
Flavonoides +
Fenoles +
Saponinas -
Triterpenos -

Ericales

Metabolitos secundarios | Presencia/Ausencia

Flavonoides +

Fenoles

Saponinas

Triterpenos

Quinonas

Lignanos

Alcaloides

Cumarinas

R R R

Taninos




