UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

CONTRIBUCION AL ESTUDIO FiTOQUIMICO DE LA
CNIDOSCOLUS ACONITIFOLIUS CHAYC 0 COPAPAYO

TESIS DOCTORAL

PRESENTADA FOR

Elisa Ordonez Castiro

COMD ACTO PREVIO DE SU INVESTIOURA
ACADEMICA PARA OBTENER EL TITULO DE

DOCTOR EN QUIMICA Y FARMACIA

JUNIO DE 1965

SAN SALVACOOR REPUBLICA DE EL SALVADOR CENTRO AMERICA



f'\-»:“; \l{ ~
|

N

3

(| R AERIE RLL B LB
INVENTARI(O" 10124287

NIVERSIDAD D27

RECTQR:

Dr. Ffabio Castilln Figucroa

LT CRETARIO CaNNEFR AL

o

Dr. iMerin Flores Jjlacall

FACULTAD D3

e

75 Z L SALVADOR

48

DICcANO -

Dr. Victor JAlejandro Berdugo

S ECAFEFTARIA

Dra. Leticia Calles de Romero .

-

L, i



JURADOSE FXANTNADORES :

PRINER ZXAMEN GENERLL PRIVADQ DE  DOCTORAHIENTO

Dr. Rafael [rauz Rodriguez
Dro. Jna Medrano de Soundy

Dr. Gin ¥. Ywok

SEQUNDQ EXAMEN GEVERIL PRIVADO DE DOCTOR/:MIENTQ

Dr. Julio César Mordn Ramirez
br. francisce Flores Gonzdlez

Dr. Carlos /fata Gavidia

T

&1
Ca
I
%1

Lic. Oscar 0. Cuéllar

Dr. Gin Y. Xwok

Dr. Francisco flores Gonzdlez.




":dt-: I" - L:- :\- ;‘"I' L
L. - E i
s Al S O
} 2
I\
e
L D E D I ¢ 4 T 0 R I U
’,l
e
T
o A la memoria de mi gquerido e inolvidable padre:
- Don J. S.LV..DOR ORDG.VEZ.
o £ omi madre:
Dofia QLIVIA C. v. de ORDO.EZ
- conn todo amor y agredecimientc.
o
A mi hermano:
ABr. LULE 8. BiRlVLI 0.
Cor especial cariia.
Jd mis hermanos:
f Dr. SALV..DOR ORDO.EZ C.STRC v
1
Lv Srta. MIRGOTH ORDO.2Z C.STRO
-

Con todo carifio.

; A todos los demds miembros de mi familia, profesores,

compariierns y omigos.




e | _ Al Licenciado OSQIR ORLIWNDO CUFLLIR,

A 1 con mi eterno agradecimicento por guiarme éen la

glaboracidn de esta Tesis.




I # p I C F

LITRODUCCION

WTERINLES Y HETONOS

a) Deseripcidn botdnice

b) Recccionecs de Fdentificacién

c) Hétcdos en Jislamiento,

Purificacisin ¢ identificacidn.

PoRTE  DNPERINENT.LL

DISCUSTON DE RESULTADOS

CONCLUSIONES

BIBLICGR. FILi

Ly



_1..-

Aunque €l estudio de los componentes de las plantas se ignora,
se¢ inicid cuando el hombre intentd usar con fines medicinales, ali-——
menticios e industriales los extractos de los vegetales, pya poer l1os
cfles de 1660 y 1700 existia en FParis la Academia de Ciencics gue 52
dedicd e estudiar plantas en gran escala, Fue Sheele (2) considerado
como el creador de la Moderna Fitogquimica el primero gquc llamd a eg—
ta clase de estudios con eése nombre. Se ha itrataedo de definir la Fi-
toquimica y entre la mds acertade se puede enunciar: "Es el arte de
separar de las plantas sus conatituyentes guimicos, ¢ sea, el aislo—
miento de los mds importantes componentes quimicos de 1os vegetales,
mis precisamente, lo gquimice de la unidad wital, la célula vegetal |,
centro de los fendmenos qué proceden al desarrollo de las planites(3).

La flora tropicel de Centro América e€s abundantisimo ersenal -
de utiles especies vegetales al hombre, en todas las ramas de la ac-—
tividad humana, principalmente en los aspectos medicineles o indis——
triales.

La enumeracidn completa y metddica de las plantas tutilecs de il
Salvador no se ha hecho hasta ¢l dfa (17).

A F1 Salvador no le cupo cn suerte, como a (Costa Rica, la ex—
ploracidn cientifica de su flora., Aungue se han hecho intentos de pi
blicar algo concerniente a la flora de EI Salvador como los trabajos
gue se describen a continuacidn, ninguna ha proporcionado un catdlarn:
sistemdtico de la florec. A este respectc se pueden enunciur la BIQLO-
GIi CENTRAL-AMERICANA (17). EFiI botdnice inglés Hemsley fue quien pro—

pard une lista de tedas las plantas gque, entonccs, se cabia sxistip -



¢n féxico, £mérica Central iy Panomd; pero las coleccioncs hotdnicas -
disponibles en cguel ticrnpo eran,sin &mbergo, inadecuadas para tal pri
pésito en lo que correspondic ¢ la América Central. In comporacion ~-—
con las otras republicas centroamdricanas, £1 Salvaedor recibid escac:
meneidn en le Biolegia, pucs fucron registredes gquizd, eun menod do -
60 eapecies.

Las plantas de Pl Salvador cnuneradasd por fdemsley jucron coloc-
tades por Barcley, Kinds, Skinner, Foges y Bernowlli; pero es posiile
que todos €stos colectores solamenic visitaron €l poefs itneidentalmanic
despucs dc¢ la publicecicr de lc BIOLOGIA (1879~1888) ncda frc chicdid
al conocimicnto de Ic flore scelvadorcric hasia 1852 y 1853 en gue HOI.O.
Sharnon, un ingenicro encargade del trazo del ferrocarril Intcrnacio--
nal de Centroamérica, hizo uno pequeila coleccidn de plentag juc Juc
enviades al capitdn John Dow Smith, de Baltimore.

M. Pitter, guc cs bicn conocido por su trebejo cicntijico c¢i. 1o
América Centrel, visitd El1 Salvador on 1907 ¢ hizo wuna prquaic coloc--
cién de plantas, nuchas de ¢llog jucron colectedas en la vecindad

Irzalco y estdn ahora en Washington.

~

Fl doctor A. &. Hitchcook del U.S. Departamcint of dgriculcir.. -
visitd la América Ceéntral en 1911 con ¢l propdsito de colectur zoou
El zolvctd cn varias locelidades de El Solvador iy 0btuno wne esLorss
representacion de las plantas deé e¢ste grupe, pero desaforiunadorent
una gran parte de las cspecinmencs fue perdida vn el trdnsito.

En arios siguicnrtcs hubo Llrabajos cancernicntes o la Floro

dorena entre los cuales podemos rnchcionar: 1lcs de Colderdn [(20);

= y Ll W

Guzmdn (17); Ing. Félix Choussy (23) vy ¥. Arteega (21).
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En toda parte de¢ América tropical las plantas natives proporcio—
nan una parte importante de la riqueza del pais y su estudio €8 asun—

to de gran interés para el bicnestar nacional.

Los métodos utilizados en el Andlisis Fitoquimico se han desarro
llado en muchus pafses como Alvmania, Inglaterrae, Estados Unides y ME
xico,utilizando téenicas gue difieren entre si, en las formas de ex—
traceién 6 en la finalidad del Andlisis (4).- Es asi como al estudiar
se¢ sustancias que producen accidn fistoldgica, ¢s wsual investigar al
caloides, glucdsidos, cardiotdnicos, saponinas, flavonoides y cianoge
néticos.

In caso de interesar la aplicacidn industrial, o los usos alimen
ticios se investigan, Accites, grasas, ceras, colorantes, azicares, —
etc. En el caso prescnte en que se¢ cstudiara el aspecto fFisioldgico —
ge procedid a trabajar en €1 € identificar sustancias gue pucden lle-
gar ¢ tener wusos medicinales . En los dltimos afios los estudios fito—

qufmicos se han incremcntado grandemcnte, en todos aquellos pafses, -

que como México, Brasil, Rstados Unidos y la India, pos¢en una extensa

y variada flora medicinal, siendo recomcndable ¢l inicio en (entro Amé

rica, que también la posee.

Las téenicas recomendadas para ¢l Andlisis fitoguimico (5), com——

prende la eleccidn adecuada del matcrial gque se investigard, su reco—
leccidn, conservacidn, clasificacidn, sccado y triturecidn para posti—
riormente proceder a su cxtraccidn. Paraz esto existen muchas téenicas,
algunas de las cuales han de uwsarse d¢ acuerdo @ lo obtenido en Iag —

prucbas preliminares,

B

En este trabajo se¢ siguid la técnica dc extraccibn con disolventes

i .
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de polaridad creciente, por ejemplo, éter de petrdleo, ctanol al Y &

agua amoniacal.

l.- ETER DE FETROLEQ:

2.~ ETANOL AL 90 % :

Fo= AGUA  AHONIACAL

Aceltes csencicles
Eteres aromiticos
Esteroles

grasas y Cercs
Carotencidea

Clororfiln

Heterdsidos

Adeidos Orgdnicoo
Resinas

dlcaloides

Aminas .
Saponines

mninos

Protcinas

Axicares

Amino Acidos

Seles orgdnicas [ nin ™. _.
Peetinas

AImiddn

Gomas y rueilunod
Hemicealuloscs

Nuclevprotefnag.- T
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Las cantidaedes extraidas oscilan de 100 a 150 gramos de material .';
y pucden llevarse a cabo én un extractor tipo Soxhlet 5 por percolacidn %
en los que 3e pucden utilizar mayorcs cantidades, siempre gque hayen —— i;
muestras asequibles para cstos trabajos, ya que log pdrfodos de flora— i
cidn y coleccidn de fruto se pucden haccr dificiles en detcrmina—— r
das &pocas del aFo, <

En el presente trabajo se estudid el COPAPAYO, CHAYQ & CHAIDRL, - 'i
debiéndose su eleccidn a que segin el dominio popular producc una accién‘:z
lactdgena al ser ingeridos sus cocimicntos. _;

Fue clasificado por primcra vez por I. M. Johnston (19) con el —— ?g
nombre de JATROPHA ACCNITOFOLIA, pero cn 1923 Miller la clasificé con - -j
el nombre de¢ CNIDOSCOLUS ACONITOFOLIUS con el cual hoy se conocc. ‘i

Por 1o gue toca a lag Cnidoscolus, han sido estudiodes solamente

¢l Cnidoscolus Phyllacanthus y el Cnidoscolus Stimolosos (7), cstos gé- ﬂg
A
neros existen sobre todo el sur de México, Guatemala, Honduras, Costa — .

Rica y FEl Salvador.

Con respecto al Cnidoscolus Phyllacanthus s¢ reporta en qus Sus —
semillaes fueron analizadas, encontrdndoles el 509 de accite y el 35-7%
de Protefnas y entre los amino acidos presentes cstdn: Cystefna, Glici-—.
na, Acido Glutamico, Citrullina, Theonina, Valina, Alanina, Tirosina, Fo.-

nilaelanina, Leucine, Arginina, Asperragina, Glutamina.

E1 Cnidoscolus Aconitofolius no ha sido invcstigado todouvia Y cone.

iy
-
-

la accidn fisioldgica que se l¢ atribuye se cree de gran provecho el —

propésito del presente trabajo.
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Ir.- HATERTALES 7 METODOS.

DESCRIPCIQN DE LA PLANT: Y:;UGAREB DV RECOLECCION

Fl Copapavo (Cnidoscolus Aconitofolius) Fig. 1-2, ¢3 un arbusio
ramificado ¢ poca altura, generaimente de 5 a 5 metros de altura, con
un tronco pdlido grueso, peciolos de 10 a 20 cms. de¢ largo y algunas -
veccs mds peguerios, comiinmcnte en forma de glebo. En Guatuwala les he-
Jus son dspcras Y cerdosas, muy variables c¢n forma, la mayoria de 210
20 cma. de largo, poca profumdasa 6 profundas de 35 a 7 14bulos e¢n forma
d. corazdn en la basc, alge grucsas y carnosas cuando vstdn frescas, —
globuladas sin cordoncs de cerdes, a mconuwde profundos I8buloa, poro ——
lag formas de las fojas en las cultivadas son a menudo d¢ ldbulea Licn
angulados & muy irregularcs,

Floruvs con pltalog cavdizos, sdépalos blencos corn cetambrea gleo-
bosos, pequerios, pubescontes (cubiertos con velloclidades) blancos o =-
anarillentos, cstambres con filamentos cstaminados comurnmcntc de 4 .
de¢ largo, monodelfos, sipeclos libres espatulales de 6 o 9 mm, doe lergs
pistilo con ovario pubescente, cdpsule con supcrficie brillante con pr
ca3 o0 numerosas cerdas.

Este mediano erbusto (20) es combnmente plantedo cn setoa y eo
cas d¢ las casas Yy S¢ Ccrée que no €8 nativo de Coentro América. .

EFsta cspeciv 8¢ cneuentre distribulde ca campos Y torrenros o -
108 pucblos de¢ Nejape, Apepe, San Hartin, Villa Delgado, Santo Torule
cantiago Texacuangos.

Las florvs, fruto y la planta ch geoncral pucde scr recalcctadf,q.

de prefervncia on los meses de scptivmbre a febrero.
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Ia recoleccisn se¢ hizo cn 108 mescs de septiembre a cnero ¢n los

pucblos de ifejaopa, Apopa,

Vilia Delga:lo

y Santo Tomds.

Fn todos 1los casos el matericl sceco y molido Sc cxtrajo.

Haciéndosc la separacidén d¢ tallo, hojes y fruto. En un aparcto

tipo Soxhict,
adiseclventces:
Bter dé Petréleo

Amoniacal al 20 ¢.

Los extractos sc

Bafio reria, y presidn

s8¢ llevaror & cabo las extraccicnces con 103 sipulontas -~

(p. de <b. 30-70 CO); Btanol de¢ 90 grados Yy .guc

concentraron casi a Scguedad,

a temperatura de —

reducida, finalmente ¢l cxtructo s¢ sccd ¢ tompo

ratura bajo, déjdncolc expucsto al ambicnte § coiv ung corricntec de ai-

re calienic.
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REACCIONES DZ IDENTIFICACION:

Los alcaloides se¢ determinaron por les siguientes reacciones colaridas

vy de precipitacidn con los siguicntes reactivos (3) (8) (9).

REACTIVC DE WAQNZR.— (Solucidén de yodo-yoduro de potasioc)

REACTIVO DE MEYER.— (Mercuriyoduro dé potasiuv), produce un precipitado

blanco con solucioncs al 1% de la mayeria de loe —
glcaloides,

EEACTIVO DE HAGER.— (Solucidn de deido pferico en agua) que forma pro—

eipitados amarillos.

REACTIVO DE SONNERSCHEIN.- (Acido Fosfomolibdico), forma precipitados —

color naranja.

REACTIVO DE DRAGENDORFF.— (Solucidn de¢ Bismuto ycduro de potasio) for-—

ma precipitados de color rojo.
Laus prucbas se hicicron a la gotae en placas de vidrio o parcelana. JArie—
dicndo a una gota del extracto previamente ecidulado con Acido Clorai—
drico de dos a itres gotas del reactivo. Conviegne haccr todas les pruc——
bas para obtvner mayor informacidn.

FLAVONOLES. H ET 0D O (8) (14)

A 1 ml. de Extracto Alcohdlico wegetal, sé¢ le afiade 0.5 ml. de deido -
Clorhidrico al 10%, y luego se leé agrega unaes limadures de nagnesio arnil
gamado. F1 color producido serd roje pdlidc u obscuro. Av¥adir un poco —
de¢ Alecohel Isoamilico y agiter, ¢l color pusa a la capa iscamilico.

T 4 N T N 0 4

REACTIVO DE CLORURQ FERRICC. Unas gotas de c¢stc reactive dan coloreacic-—

nes eaules, verdes o negras con extractos contenicndo taninos y fenoles.
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ESTERQLES.

RBFACCION DE LIERERIAN-BURCHIRD (11) (12)

Sc afiads una solucibn reciente de una gota de deido sulfirico ¢n 1 nml,
de anhidrido acético heledo, y 1 ml. de cloroformo a una solucidn de¢ —
10 mg. del esterol en 0.5 @ un ml. de cloroformo. S¢ obs<crva el desa——

rrolla del color y tonos a intervalos de 2,5, 20 y 60 minutos.

{}

REACCION DE CALXOWSKI.— (13)

ool Ty

A una solucién de Ia muestra (1 a 5 mg ) en 0,5 ml. de cloroformo sc
1¢ agrega 0.5 ml. de¢ acido sulfirico. Al agitar aparecc una coloracidn
roja. Se deja separar lus 2 capas, s¢ decanta Ia del decido y se vierts

2a capa cloroyfdérmica cn aguz, obscrudndose ¢l color formado.

e o By i e w N w

-

REACQIONIDS DE COLORACION DX LAS PROTEINIS.— (15)

REACCION XAJTGPROTEIZA.— (Xanto del griego — AMARILLC). Es caraateris—

tica de amino acidos aromdticos (fenilelanina, tirosine, triptofanc).
" 4 2 ce. de la nmuestre se le agregen 1 ml. de acido nitrico conc.- S¢ =

observe un precipitado que Sc torna amarillo al calentar. Agregando ——

:
:
g
5
-
N

amonfaco hasta neutralizar, ¢l precipitade se disuclve y cl I1{gquido &o

torne anaranjado.

RE/CCION DE BUIRET.— FEs caracteristica decl erlace peptidico.

4 3 ml. de la solucidn protéica se lc ariade 5 gotas de solucidn de aud
Jato de cobre y se agita, enseguida agregar 2 ml. de una solucidn de >k
NaOH y se observa la formacidén de un color vwiolcta cn las protéeinas ——

primitivas,

REACCION DE MILLON. R EZ 4 C T I ¥V 0 Disolver Hg. en Acido Nitrico; ol

wna parte de¢ Hg y 2 partes de Acido Nitrico en peso. Diluir ¢l results
a7

do ocorn 2 partes de Aouwuc Destilado.
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A unos c.c. de Ia sclucidn pretéica s¢ l¢ agroge unas gotas del
reactive; sc forma wun priecipltado que sc torna rojizo por ol calento-—
miento,

DETERITTNACTON DEL PORCENTAJs DF PROTEINLS.—

REACTIVOS ., ~

Acido Swulyiurico concentrado — Sulfato de Sodio anhidrico — osulfato do
Cebre — Indicador Rojo d¢ Ketilo — Sol de #aOH N/10 - Sol de Ac. Sulfi
rico N/10 y NaQH ol 50 4.

PROCEDTI N IENTLO

1.~ Pesar un gromo de la muestra y colocarla on un baldn Kjeldahl.

I,

= Jdgregar 15-18 graxos de sulfato de sodioc anhidrido y 1 gr. d¢ sul-
Jete de cobre.— Verter 25 ml. do deido sulfirico concentrade y 1lc
var ¢l baldn al aparato digestor.

3.— Calentor hasta complita oxidacidn (cproximadamcnte 2 horas)

4.~ FEnfriar y cgregar 200 nl. dc¢ Ague Deéstilada

5.— Ayregar con cuidedo 50~8C ml. dc Sol de MNeQH al 50 %

=)
|

Ilewverlo al aperato deéstilador, coneéctur y mezclar, destilar ocui——
dando de que el extremo del tubo condensador c¢sté sumcrgido en la
Sol. deida, la cual deberd tener agrégedo ¢l indicador Rojn de Hé—
tilo.

7. Destilar wros 150 ml. y titular cste destilado con NeOH X/10.

&.— % NITROGZVO X 6,25 = @ PROTZINAS.

LINTO DE FUSI0N. —

el

£ emplca le tlenice del capilar (27) ¢n tubo thiele, wsando wun batio

dc scido Sulfurico.

DrTECCION DEL NUMERQ DE SUSTAFTCIAS B UNA MUESTRA =~

Sc utilizaron los mdtodos de CQrometografia en Papel y ¢n Capa Delgaaa
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que se detallan en la parte cxperimental. ]E
REACCTONES DE CARBOHIDRATOS. (15) :
REACCIQN DE FELLING.— REACTIVOS.-
SOLUCION A.- Solucién Cdprica.- Disuélvase 34.6 gr. de cristales ¢ - .i
4

sulfata cuprico en 500 ce. d¢ Agua Destilada.

SOLUCION B.- Solucidn Alcalina de Tartrato.— Disuélvansc 173 gr. de —

tartrato sddico potdsico cristalizado y 50 gr. de hidrdéxido de sodio ¢n

500 ece, de agua destilada.

1
.
‘f
i
%
“
Latas soluciones 3¢ guardan por separcdo y Sc unen cn partcs igueles en
el momcnto de usarse. j

=

REACCION DE REDUCCION.— Una d¢ las mds impeortantes cs la de FIHLIMNG,

que¢ consiste en: a 2 ce. de reactivo de Fehling (soluciones wnidas) —-A”i

agragar igual cantidad del liguido a investigar. Se¢ llcva a la ebulli—u'a

Fi
cidn y si hay un cambin rdpido dc¢l azul al rojo, indica le prcsencia LIEL-‘;‘

-

Glucosa.

FURIFICACION DE LAS SUSTANCIAS.-—

Se utilizd Columna de Cromatografia empacada con Silica—gel adadifndole.

-

solventcs de polaridad asccndente.

IDENTIFTCACION DE SUSTANCTIAS. —

Loas aemino deidos por CROMATOGRAFIA EN PAPEL, comparande aus Rf. con aqgi
tancias patrones., En el caso de¢ los alcaloides por c¢ste método Y eﬁ"dcg“‘.;

eristelizacidn,



III = PARTE EAXAPERINENTAL

METODO  GrENERAL DOF EFXTRACCIONE

Las extracciones se¢ efectuaron con ¢l material seco, molido, -——
ugando sucesivamcntc los sigulentis disolventes:

ITER DE PETROLEQ, ETANCL AL 90 %, Yy JAGUA AMONIACAL

S¢ procurd en cada caso cxtre<r exhaustivamente., . los precin!-
tados separados en cada extracto por fFiltracidn, se les did la closi-
ficacidn que aparece en la tabla -} 1.

Los filtrados se concentraron y finalmente se secaron. La mayc--
ria de los residuos obtenidos fueron de¢ aspecto resinoso y paatoso, dé
color negro amariliento,

Los resultados de estas extraccionces se resumen e¢h lea tabla F 1.

Se separd la planta en tallolV hojasy fruto, la clasificacidn dc
103 residuos y concenitrados se¢ les antepuso las iniciales de T y & rez

pectivamente para diferenciarlos entre si.

Tallo y hojas.-—

S¢ pesaron 125 gramos de tallocs y hojas perfectamente pulverizi-
dos. Los principales producitos fueron:

PRECIPITADQ T-.1B: Fue €l unico precipitado gue sc¢ obtuvo, do color —-

amarillo verdoso, did l1lama caraceteristica do compucsto orginico i
ce le tomd el punto de fusidn descomponiéndose a 290 grades, pero sin
Ilegar a fundir.

CONCENTRADO T—iC.— Se dividid en 2 partes: wna parte sc¢ Ilevd a ewers

rar todo el solvente y se obtuvo una resina de color negro con oloy ¢

racteristico, se¢ le hicicron las prucbas de alcaloides dando negativad
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Ies prucbas. La otra parte sc concentrd a Bado de Jario » dando ncegati
vae las pruebas dc cateroles y flavonolces. Pero dicron posiitivas las —

pruebas de PROTEINAS.

CONCENTRADD T-AG.— Con ezte concenirado sa procedid ijual que con cl
cencunirado T-dAF, dividicndo en @ porcionce,be Io primera ae chtnwo —— .
i regineg de colar negro cojesoso, que av 1o hiciuvren lea prucbes de

aletloldes dando negativas; y a lo segunde porcidn se le concenird y —

ac le hicieron pruebas de cardohiidrctos dando positivas.

TR0~

Dif poaitivae las pruchbes de alealoides ¢ Ias quc &2 prodd au aocidn — 'y

figioldgica,
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REACCIONZS GEEIALES DE FROTEINAS Fi EXTRACTO ALCGOHQOLICO

OF TALLO ¥  HOJH

ROACCIONES DE COLORICION (15)

REACCION DE MILLON.— Solucidn Adlcohdlica mds gotas de reactive se jorme |

un precipttade que por calentamiento s¢ vuelve de

color rojico.— POSITIVA.

REACCION ."ANTOPROTEICA.- Svolucidn Alcohdlice mds c.c. de deido nitried -
se vuelve de color amarillo al calenter, pero ol —

ponerlc amaonfaco se¢ wvuelve rojizo.— POSITIVA.

REACCION DE MOLISCH.~ 2 ml. d¢ Sol Alcohdlice mds 2 gotas de sol.de ai—e'

no did ninguna coloracidn entre las 2 capud.— N
TIVA.

L2LICCTON DE BIURET.— 4 unos ce. de lc Sol. Jdlcondlica se le agrege sol.

de¢ ecoloracidn. YUEGATIVA.

BEA0CICHES ~ DE  PRECIPITACION

nitrato de plata did un precipitado.— POSITIVA.

REACCTON CONN SULFATO DE ZINC.~ Solucidén alcchdélica mds gotas de gol.

sulfate de Zn Jdid precipitado.— POSITIV..

AEACCION CO:l SULFITO DE Ny - Sol. alcohdlice mds gotas dc sols dé sul-'_

to de Mg did precipitade.— POSITIVA.

PEACCION CON CLORURO DE_SODIO.— Sol. alcohdlica mds gotas de aol, de —ab

cloruro de sodio, did un precipitado muy ten.ue.-".

POSITIVA. —



TRATAMIENTO DEL EXTRACTO ALCOQHOLICO DE  TALLO0 ¥  HOJAS.—

l.— En vistae d¢ guc €l extracto did pruebac bastante positivas de pro
tctnas, se procedid primera a determinar el porcentajc de é€stas ,
averiguar su numero y a identificarlas.

2.~ El porecentaje de proteinas encontredo fuc del 6.25 &

3.—- Cromatografia #n Papel.— Para esto se cortaron tiras deé papel —-—

tYhatman No. 1, de 42 cm. de largo por 19 cm. de¢ ancho, [ d¢ ccucel
do con la técnica usual sc¢ colocd con un sub-capilar una goto de
la solucidn del extracto.
Se coloceron las tires en una cdmara cromatogrdfica y se desarro-
1laron por 2l método ascendcnte (21) utilizande como fase nivil -
unc mezecla de alcohcl n-butilico, :lecido Acético Yy agua €n Propor—
cioncs (5:1:4) y reveldndose con Solucidn Reactivo de Ninhidrina
al 0.2 % (6), habicndo cncontrado que el nidmero de manchas jue 7.
4,— Identificacidn de Amino dcidos.- Se siguid el nmismo mltodo compi-
rando con solucidén .01 M dé amino decidos conocidos, llegando @ —

itdentificarlos por su Rf.

Distancia m.m.a qué 8¢ desplazd ¢l soluto

BT,

Distancia en m.m. a que sc desplazd el soluente
Los Amino dcidos prescntes en el Extracto Aleohdlico fucron 7 uue

Sons

&Ny 0 4 B R K 5 Bfs=—

Lim o SERTN  cvevman o wes v i Bam e v Sa vaas osn gk v v eZb8

2o TN CEUTARTCD:  iwse o v wown swwse s R T R ERPC © Pe- -
a= CISTEINA oiao.-.. $5 GBS A e s RS R O Ty R R
4.— LEUCTHA VR R VR G Mae S e W Ba s @ aen s o 1080 F

s ERGENTMNL o e v o eose o v s sraed vus swnm 5 s sgeg eogore (Grdbbid

8.— ALANINA e e imie wieie e mies wee m e e e & e deie e e v e s ea e 2BF
Za= VALIHA 3 o B e S e b wa B fiene Tl ¥ EREEe B i Ao AR

OBTENIDOS EN 2 CROMATOGRAMAS  Fig. 4 y 5
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HoJA # 1

R

EATRACTO ALCOHOLICO

GLICIN.

ACIDO GLUTANICO

ACTIDO ASPARTICO

EXTRACTO LLCOHOLICO

CISTEIN/

SERINA

TIROSINA

LEUCINA

Hoqh # 2

10.- EXTRACTO ALCOHOLICO

11.
12,
13.
14.
15,
16.
17.

18.

- FENTLALANIN

- CISTINA

— VALIM!

- EXTRACTO JLLCOHOLICO

~ THEONINA

ARGTNIN:
- ALANIMNA

— EXTRAICTO CONCENTRADO.
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TRITAHIENTO DEL EXTRACTO LJICUOT0 DF HOJ.LS,

RELCCION D MOLISH.- . 2 ml, d¢ Sol, cowosa 8¢ le agrega 2 gotas
de alfa-naftcl a la cual sc¢ Ic arode 4 ml. de
doide suljurico, formdndosc un anille colaor —
vinlcta entre las 2 capas. Jsto indice lo pre

sencic de Glucoproteinas,— POSITIV..

P

RE..CCIQN DE FEHLING.— £ 2 ce. de reactivo de Fehling (sclucioncs -

unidas) sc le agrega 2 cc. de la sol. cecuosa
v s&¢ Ileva a ebullicidn, depositdndose én ¢l
Sforndo del tubo wun precipitade de color rojo -

ladrillo.— POSITIV..—

En vista de las prucbas positivas se procedid a identificar, el car
bohidrato gue se cncuentra seguremente e¢n la planta, la glucosa.

Pora esto se prepaerd su Ozazona, identificdndose por la forme de sus

cristales al microscopio.

M .

o |
-

[ ST
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Se pesaron 100 gramos de fruto, el cual se pulverizd y sz
l¢ puso cn un extractor, al cual sc¢ le hizo pasar alechol de 20 —--

grados hasta cxtraer cxhowstivamentc.

Fl vxtracto se¢ concentrd y oc le hizo las prucbas de alea

loides, dando ¢l siguicnte resultado:

RILCTIVQ DF H'GER - POSITIV::
RELCTIVO NF DRIGETDORFR ORILESCENTE
RELCTIVO DF Y. .GHER 0P LESCENTE
REACTIVO DE MEYER OPILESCENT,
REACTIVO DE SONNERSCHEIN POSITTY.:

CoN 1 31"":

Color amari
1la cafeso-

S0.=-
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Con el extracto alcohblico ya concentrado se proccedid a ha
cer una cromatogreffa en capa Jdelgada, para e€llo wtilizamos una mez
cla de pegquefics cantidades de Silica Gel y Yeso (SO4Ca al HéO) en
proporciones de 9:1; se¢ pulverizan haste casi 200 mellas y sc¢ coloca

en una muflec pera calentar a 180 grados durante 48 horas.

. PRAVPA R, CTON DFEF L.t TNMLS

Se deben lavar las ldminas con agua y detergente, cnjuagan—
do con bastante agua y colocdndoles scbre una tealla limpia y seea.
La ldmina scca debe ser tomada por los dos codos o por los extremos,
¢ con pinzas, Sin tocar la superficie de trabdajo con los dedos.

Una vez preparadas las ldminas se¢ hacc una mezela de 25 gr.
de Silica (Silica mds yeso) con 66 ml. de claroformo, mis 33 ml., de —~
alcohol metilico, agitendo constantemente hasta obtener wuna mezcia 7

la cual s¢ aplica de un nmodo especial sobre la superficie de la 1dmi

Tk & MT da

na, teniende cuidado gue quede una superjicie homogénea, s¢ 1levae @

la cstufa para secarlas (1 h.), lucgo s¢ coloca con sub-capilar una
gota del exiracto.

Iz Idminc s¢ coloca eén wuna cdmara usando cono fase mévil
benceno, reveldndose con veporcs de yodo; aparéciemndo una adla

mancha, lo Que nos indieca yue ac trata de un solo alcaloide.
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Les sustcncice que s¢ ricogieron cn los boakers 2 3 y 4 4 -
Jucron e cspecete liguiio =spego, ¢ calor amorillo clars y con clar

7 .
vao i

alcohdlico, Su procedid a conbinarlas y lucgo

[¥x)
[}
N~
o
€y
™~
~
-
~
(s}
S
| 1

nacidndeles lucge las pruches 1. alezlsides.

Pl precipitade obtenics se le Jdisolvid en ,cido Clorhidrico, obto——

nidéndose lce siguicrntes resultadss

LL.CTIVO DE FLIGER - POSITIV.

REACTIVG DE DR GENDORFF NIRITT T

HILCTTIVO DR VEGNER - —— - AEGAITIVA

pELCOTIV0 DE fIDYDR ——————————— MR TIVL

RLCTIVO DI SCIINEASCHEINT  —— -— RIS

Fl 7iltrado gue s¢ anbtuve fuc de colar amarills, hacidéndelc 2o
quivntes prucdas:

AECPIVO D HAGER —_—— POIIDIT.

RELCTIVC DF DIL\GEMNDORFF ~~~ —— - OP. LESCENT:

2E CTIVC DE K. GNER - —_— - ————————— QPADESCELRTT

RL.CTIVO DE RYEE ——

JELOTLV0 LE SONNERSCHEILN - - POSITIT. .
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La sustancia quc g2 rceougid en el beaker £ 5 fus de aspecitco -

liguido csprso, de cclor verde olaro, inodors. Se proccdid a hacerle

les pruebas de alcaloides.

RELCTIVO DF HoGER —_—= NEGATIV
L, C°IVe DE DRIGENDCRFF - HNECLTTT,
RELCTIVO DE FHAiGHUET ——— - WEGLTIVS
REACTIVO D MEYDR - NEG:TT.
RELCTIVO DE SOQNHERSCHETH ———— IS TEVS

De 2os resvitedos entorioresd ¢ pucde deducir gue al wiilizor
como wluente alcohel cn ¢i becaker 4, era vl qgue contenia ¢l cler——
loide =2n wno forme bastantu concentrada,cbtenidndose  cn 1ne prucc

cantidades grandes de precipitado. o se Jogrd cristelizarlo, puit

sc tratd de identificurlo ¢ 1x moncra sitguicnte:



Se Lrate con =] Heacgive da Zraut y ss abtuvieren unes cristulss que

vistes al micrescepie tien=n la lerma siTuiente,ver Fig # 6

Cristales cue se

Fig #7 .=

Fig.it 6

obtuvierren ¢on el deactive de Clerure Mercurice, var

Fig.f 7 .
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PRUEB..5 FISIOLOGIC..5 CON LOS EZXTE. CTOS JLCCHOLICOS Y ..CUCS0S D&

TaLLOS, HOJ..S Y 7rRUTQ. -

Para cllo se hicieron cvxpirimentos ci cuyas d¢ cdad y pcso -
apropizdod para &l caso. Poniendn cspecial atencidr en las cxiractos

de Fruto que Jdieron positivaes 1as reacciones Jde alealoides.

PITRICTO . 0U050 _DE _HOJLS.
CUY.: g 1a.— Sc procodid a dar ure pegueiin JoSis de (XErGCEo acudgd

(1 e.c.) una vez al ¢iv, lucgo se le cumentd la dosis
a 2 ¢c.c. tres veues al dia, sin lograr ninpidn cfecto -

fisivldyico.

FXDTRICTC ACUSGSQ DE FRUTO.

CUY.: ¢ 2B,— L esta cuya s¢ 1lv did wune dosis dc 2 c.c. d¢ Extractc

acuczo, 3 weees al Jdie durantc 15 dies consccutivos, -

pern sin lograr ningit €fccto risioldpico.

PATRACTY L LCOYQLICO DS T, ILIQ ¥ FOJLLS.

CUY.. &£ 3C.~ 4 esta torccra cuya sc 1¢ proccdid a dar una Jo3is de
Extracto ilconrdlics, 2 c.c. durantc 15 dias, 2 vceus
taries, poro sin tuner ningun cyécto fisieldgico.
LDXTR,. CT0 ALCOBOLICO DI PRUTO.
eur.: 4D .- Se procudid a darle dosis dc¢ 2.5 c.c. deé cxtracto, 3

veces diarias, pero sin lvgrar ningin efecto.
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IV = DISGCUSION _DE LOS  RESULT..DOS.-—

7l rendimicnto de todos leos extractos fuc poce y sclamenic con
gl e¢xtracto del Jter de Potrdlee nog did un procipitado.
En el reste o log vxtractos no Aubicrun precipitados, sino gd

lu

M

lemente residuos, ¢l precipitade del Bter de Petrdlco sc seed y s
temd ol punto de fusidn, viendo que a los 290 grados empicza o descom-
ponerse, pero gin lograr fundir, dando 1lama caracteristica de compucs

to orgdnico.

-

Con el extracto alecohdilice de lus hojas se deteectd lo presen——
cia de proteéfnas, aungue la prucba de Biurcet fuc débilmente positiva; -

€sto s¢ debe a hidrolisis de datas.

So anecaontraron 7 oanino Jdcidos, de log cuales 3 son Lmiko dcidos

Fsunetales y 8¢ identificaron por CRCMITOGRLFILL, comparando Sus respec—
tivos Rf. Ningtn cxtrectec de las hojas did positivas las pruebas dc al
caloidces,

El cxtracto acucso de talle y hojas demostrd la prescneia de —

carbohidratos gque s investigd y rcsultd ser uno de c¢llos, como ¢s co—

rin ¢n las plantas, la (lucosa.

El cxtractc alcohdlico del fruto did positives las pruchas de —
elecalnides, que por las pruchas de CROM.TOGR.FL: nos indied gue s¢ tra—
taba dec uno solc. For las pruebas dc c¢fecte fisioldgico c¢n cuyas, sc
observd que no produce ninguna accidn lactogenica, unicamcnte un hincha

micnto de las gldndulas con los extractos elecohdlicos, pero se crée sé

o
’
£

deba al efecto del Etanol,
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V-CcoxvCoCL IS IOoNEE .—
investigd ¢l Chayo o Jopapaye (Cnidoscolus .econitofolius)

?

guc pertencee a la familia do las Fuforbideeas, con ol objeto de pro-—

- . - . . s . -
bar lag accioncs fisialdgicas gque so le atribuyen, asi como investigar

sus compancntes, principalmentce o gue podria considecrarsc principics

activos, cumu se¢rian las Proteinas y JAlcaloides, llegando a concluir -

1o siguiente:

1

In el extracto alcohélico de tallo y hojas se identifica—

ron 7 Amino Acidos gque son: VALINA, LEUCINA, ARGININA (sien
do estos AMINO ACIDOS ESENCIALES), Serinae, Acido Glutdnicn,
Cisteifna y Alanina, que seguramente son producto de hidrlli
sis de proteinas, aungue algunns pueden enconirarse aisla——
dns.,

-

Fl pnrcentaje de proteinas gue se encontré jue de 6.25 %,

/4

El extracto ccuosc de lae hojas did preitivas las pruebas —
de carbohidratos, identificdndese entre éstos Ie Glucosa ¥

se puede deducir la presencia de (Glucecproteinas,

Il extracto alcohilica (cone,) del fruto dif poesitivas les

pruebas de alcaeloides, tratdndose de buscar algin princi—-—

pito active, Se efectud CROMATOGRAFI EN PAPEL y (AR DELGA

Li, llegando a conprobar gque se trata de uno sclo. ¥ por —

la CROMATOCRAFIA EN COLUMNA se logrd concentrar, pero no —

aislar cristales de alcueloides. Fsto es debido a la pegue—

fa cantidad de frutoe con que se contaeba y o la poca proda—

bilidad de su recoleccidn, ya gueé se da en cantidades mul

peguerias y en diferente época del afio.



w F8

4— Por les pruebas hechas en cupas, se concluye que la plan
ta ne posee ninguna aceidn fisioldgica directa en las —-
gldndulas de secresidn ldctea; sino mds bier, por su con
tenidn protéice y de carbohidratos, al tomar sus infusip
nes se aumenta la presencia de éstas en la dieta y por -
consiguiente, aumenta la secreqibn ldectea; pa que el pro

ducto de secrecidn ¢3 rice en Proteinas y Carbohidratos.

[ Y R R
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