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Resumen                                                          
 
 

La especie Cariniana domestica (Colomero) perteneciente a la familia Lecitidácea, se 

encuentra distribuida principalmente en los países de Brasil, Perú y Bolivia donde es 

conocida por sus usos tradicionales antiinflamatorios, antioxidantes y anticoagulantes. 

En los últimos años, se ha reportado un estudio sobre la actividad pesticida del extracto 

acuoso de la especie C. domestica que crece en la localidad de Sapecho, ubicado al norte 

del departamento de La Paz. En función a los antecedentes reportados de la especie, en 

el presente trabajo se realizó la caracterización fitoquímica en extractos de hojas y corte-

za de C. domestica (Colomero), orientada a la determinación de tipos de metabolitos 

secundarios, así como a la obtención de compuestos puros mayoritarios y fracciones 

ricas en componentes bioactivos, como compuestos fenólicos y saponinas.  

 

Así, se realizó inicialmente la obtención de extractos de distinta polaridad con Éter de 

Petróleo, AcOEt, EtOH, EtOH:H2O y H2O de los cuales se realizó un análisis fitoquími-

co preliminar que mostró la presencia mayoritaria de alcaloides, triterpenos, saponinas, 

compuestos fenólicos y glucósidos cardiotónicos, dentro los extractos de EtOH, 

EtOH:H2O y H2O de hojas, así como la presencia mayoritaria de compuestos fenólicos y 

taninos dentro de los extractos de corteza, composición que fue confirmada mediante un 

análisis cromatográfico mediante placas TLC de los extractos obtenidos.  

 

Con base en el estudio fitoquímico preliminar y el análisis cromatográfico por TLC se 

seleccionó el extracto de AcOEt de corteza para realizar el aislamiento de un triterpeno 

mayoritario, por lo que este extracto fue sometido a sucesivas cromatografías en colum-

na con Sílicagel G60, lográndose el aislamiento de un triterpeno cuya estructura fue de-

terminada por comparación con datos bibliográficos de RMN 13C como Acido Arjunóli-

co, compuesto que, según reportes científicos, posee propiedades antinflamatorias, anti-

oxidantes e insecticidas.  

 

Para la obtención de fracciones ricas en compuestos fenólicos y saponinas se seleccionó 

el extracto etanólico de hojas, el cual fue sometido a fraccionamientos sucesivos líquido-
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líquido con AcOEt y n-BuOH, además de la fase butanólica se realizó una cromatografía 

Sephadex lográndose obtener una fracción F1 rica en saponinas y otra F2 rica en com-

puestos fenólicos. Para comprobar que se obtuvo una fracción rica en saponinas se cuan-

tifico las mismas en los extractos EtOH, EtOH:H2O, la fase n-BuOH y la F1, utilizando 

una técnica de cromatografía HPLC, determinando que la fracción F1 contenía una ma-

yor concentración de saponinas (477 mg de saponina/g ES extracto seco). 

 

Para determinar si se obtuvo una fracción rica en compuestos fenólicos, se cuantifico 

flavonoides, por un método espectroscópico UV/Vis con AlCl3, y fenólicos totales, por 

la técnica de Folin- Ciocalteu, en los extractos de AcOEt, EtOH y EtOH:H2O, así como 

en las fases de AcOEt y n-BuOH  y en la fracción F2. Determinándose, en la cuantifica-

ción de flavonoides totales, que la fracción F2 es la más rica en flavonoides, seguida de 

la fase de AcOEt, de acuerdo a lo esperado en el fraccionamiento. Por otra parte, en la 

cuantificación de fenoles totales se determinó un mayor contenido de fenoles en el ex-

tracto de EtOH:H2O y fracciones F. AcOEt y F2 (381, 373 y 303 mg de ácido gálico/g 

ES, respectivamente), sugiriendo que la especie además de flavonoides, posee compues-

tos fenólicos simples y taninos. 

 

Finalmente, se determinó la capacidad de inhibición de radicales libres por el método de 

ABTS, de los mismos extractos y compuestos evaluados en su contenido de flavonoides 

y compuestos fenólicos, determinándose una relación directamente proporcional entre el 

contenido de compuestos fenólicos totales y la capacidad antioxidante. Por lo que el ex-

tracto de EtOH:H2O y fracciones F. AcOEt y F2 son las de mayor capacidad antioxidan-

te.  

 

Palabras clave: Análisis fitoquímico, ácido arjunólico, saponinas, flavonoides, fe-

noles totales, antioxidantes. 
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CAPITULO I 

 

MARCO INTRODUCTORIO 

 

1.1.INTRODUCCION  

 

Bolivia, por su diversidad vegetal es considerada como uno de los 15 países con mayor 

diversidad en el mundo. Debido a su ubicación geográfica condiciones de clima, suelos, 

y humedad, entre otros, ha desarrollado varios tipos de regiones con diferentes ecosiste-

mas (Ministerio de Medio Ambiente y Agua, 2014).  

 

Una región muy importante es la zona Andina tropical que se encuentra al norte de La 

Paz que abarca un 13,7% de todo el territorio boliviano (Ministerio de Medio Ambiente 

y Agua, 2014). Los estudios florísticos y vegetativos de esta región se han incrementado 

en los últimos años debido a que en esta zona se encuentra una diversidad de especies 

vegetales con interesantes propiedades químicas, biológicas y etnofarmacológicas, lo 

que genera oportunidades para nuevos estudios de caracterización química de especies 

de la región, con el fin de encontrar metabolitos secundarios que sean de interés farma-

cológico, agroindustrial, nutracéutico o cosmético entre otros.   

 

El contenido de metabolitos en una determinada especie puede variar en concentración o 

netamente en la presencia de algún tipo de metabolito según lo que la planta necesite 

para sobrevivir a distintas condiciones de clima, suelos o repeler ataques ocasionados 

por depredadores, etc. Es decir que puede biosintetizar metabolitos que requiera para 

poder usarlos como mecanismo de defensa ante factores externos, sin embargo también 

pueden biosintetizar metabolitos que le ayude a atraer insectos para poder realizar la 

polinización o atraer insectos para su alimentación como es el caso de las plantas carní-

voras (Marco, 2006).  

 

El metabolismo secundario de las plantas ha sido estudiado proporcionándonos distintas 

rutas biosintéticas para determinados metabolitos, por ejemplo: la ruta del ácido meva-

lonico para compuestos terpénicos y esteroídicos, la ruta del ácido shikímico para la bio-

síntesis de compuestos fenólicos, etc. Del mismo modo, estos estudios nos han llevado 
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al descubrimiento de una variedad de compuestos biosintetizados por una ruta biosintéti-

ca o por la combinación de dos o más rutas de biosíntesis. Pero las investigaciones fue-

ron más allá, llegando a determinar las bondades curativas u otras propiedades que ofre-

cían en función a la estructura que presentaban, como las actividades antioxidantes, anti-

inflamatorias, antitirosinasa, antifúngicas y antimalaricas, entre otras. Muchos de estos 

compuestos bioactivos, o fracciones enriquecidas en los mismos, sirvieron de base para 

la producción de fármacos o fitofármacos, como es el caso del desarrollo del producto 

denominado “Chillkaflam” elaborado en base a una fracción enriquecida en flavonoides 

de la especie Baccharis latifolia (Chillka),  entre la UMSA y laboratorios LAFAR (Al-

manza & Salcedo, 2012). 

 

Es por ello, que el trabajo tiene como principal interés el análisis químico de los metabo-

litos secundarios presentes en la corteza y hojas de la especie Cariniana domestica, un 

árbol del Norte del departamento de La Paz conocido comúnmente con el nombre de 

“Colomero”, que según Carlos Pardo, un agrónomo residente en esa localidad, posee 

propiedades biopesticidas que fueron evaluadas mediante pruebas in situ, por otra parte 

el libro de Cavalcante (2019) reporta que la corteza presenta buena actividad anticoagu-

lante, antioxidante y antinflamatoria. De la misma forma Janovik, et. al., 2012 informa 

que la infusión de la planta se utiliza tradicionalmente como remedio antiinflamatorio y 

antifúngico. Con todos estos antecedentes reportados de la especie, el objetivo final es 

determinar la cantidad y tipo de metabolitos mayoritarios que contiene, para que con 

base en esto se pueda aportar a posteriores estudios para el desarrollo de un producto con 

potencial valor dentro de los campos de la medicina y/o la agroindustria. 

 

1.2.OBJETIVOS  

 

1.2.1. Objetivo general  

 

Caracterizar la composición fitoquímica en extractos de hojas y corteza de la especie 

Cariniana domestica (Colomero). 
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1.2.2. Objetivos específicos  

 

• Preparación de extractos de distinta polaridad por maceración en éter de pe-

tróleo, acetato de etilo, etanol, etanol-agua y agua a partir del material vegetal 

seco (corteza y hojas). 

 

• Realizar un estudio fitoquímico preliminar para la identificación de los gru-

pos de metabolitos secundarios en cada uno de los extractos obtenidos. 

 

• Analizar perfiles cromatográficos de los extractos de corteza y hojas, median-

te la técnica de cromatografía en capa fina (TLC). 

 

• Aislar e identificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en los 

extractos. 

 

• Obtener fracciones ricas en saponinas y compuestos fenólicos. 

 

• Cuantificar las saponinas y compuestos fenólicos en extractos y la planta. 

 

1.3.Justificación  

 

Desde la antigüedad se han empleado las plantas como una fuente de alimentación y 

otros usos, estas también han jugado un papel muy importante dentro de la medicina 

tradicional que desarrollaron los pueblos originarios para calmar sus dolencias, estos 

conocimientos se transmitieron de generación en generación hasta la actualidad, siendo 

aún tomados en cuenta por gran parte de la población. Basados en estos conocimientos, 

se han desarrollado diversos estudios químicos y biológicos de estas plantas, con el prin-

cipal afán de encontrar los principios activos responsables de sus propiedades curativas. 

 

El norte del departamento de La Paz, pertenece a los andes tropicales y posee una vasta 

diversidad de plantas, que en algunos casos han sido aplicadas dentro de la medicina 
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tradicional, o dentro el campo de la agricultura por los pueblos originarios. La especie C. 

domestica se encuentra distribuida principalmente en Sud América, dentro del territorio 

boliviano se encuentra en los departamentos de La Paz, Pando, Beni, Cochabamba y 

Santa Cruz. El uso principal que se le atribuye a esta especie es el uso en carpintería por 

su alta resistencia a la humedad y al ataque de plagas. Sin embargo en Brasil se emplea 

la infusión de la corteza como remedio antiinflamatorio y antimicrobiano (Janovik et al., 

2012).  De esta especie se han realizado investigaciones en Brasil reportándose, en ex-

tractos de corteza y hojas, la presencia de terpenos (lupeol, β-amirina, β-sitosterol y es-

tigmasterol) y compuestos fenólicos (Ac. cafeico, Ac. clorogénico, Ac. gálico, campfe-

rol, rutina y quercetina) ( Janovik et al., 2012); Además se realizó el estudio de la activi-

dad antioxidante mediante pruebas con DPPH, siendo su actividad mayor al patrón de 

referencia (ácido ascórbico).  

 

Respecto a antecedentes de estudios de la especie C. domestica (Colomero) en Bolivia, 

sólo se conoce el reporte en la localidad de Sapecho, ubicada dentro de la provincia Sud 

Yungas, de Carlos Pardo agrónomo residente en esa localidad, quien realizó pruebas in 

situ con extractos de la corteza aplicándolos a diversos cultivos, verificando su propie-

dad como biopesticida. Con base a estos antecedentes, el presente trabajo tiene como 

principal objetivo el analizar químicamente los diferentes compuestos bioactivos presen-

tes en hojas y corteza de la especie C. domestica, para que en base a los resultados de 

este trabajo se promuevan otros estudios que respalden un potencial uso de esta planta 

debido al contenido de compuestos bioactivos con propiedades hemolíticas, biopestici-

das, antioxidantes y antiinflamatorias, u otras. 
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CAPITULO II 

 

2. Marco teórico  

 

2.1.Descripción taxonómica de la planta  

 
Tabla 1: Descripción taxonómica del Colo-

mero. 

Reino  Plantae 

Filo Tracheophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Ericales 

Familia Lecythidaceae 

Genero Cariniana Casar 

Especie Cariniana domestica Miers 

  Fuente: https://www.qbif.org/es/species/3083031. 

 

 

2.2.Distribución geográfica 

 

La especie C. domestica Miers, pertenece a la familia Lecythidaceae, dicha familia está 

conformada por 25 géneros y 310 especies, se encuentran distribuidas en la región tropi-

cal de Sudamérica, Asia y África (Lima et al, 2002). 

 

Las caracterizaciones químicas realizadas a especies de esta familia han reportado la 

presencia de compuestos fenólicos, terpenos, cumarinas y ácidos grasos, que exhiben 

propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antifúngicas y una importante aplicación 

en el tratamiento contra las leishmanias (Alconchel Gago et al., 2014, Callisaya A. & 

Alvarado K., 2016, Limachi Valdez et al., 2009, Oliveira Almeida et al., 2011) 

https://www.qbif.org/es/species/3083031
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Figura 1: Distribución de géneros y especies de la familia Lecythidaceae. Fuente: 

http://mobot.org/MOBOT/Reseach/APweb/welcome.html 

En América latina se encuentra dentro de los países de Brasil, Bolivia, Colombia y Perú, 

debido a la calidad de su madera es comercializada para el uso en carpintería. En Bolivia 

se encuentra distribuida dentro los departamentos de Pando, La Paz, Beni y Santa Cruz 

(Mostacedo & Rumiz, 2010). 

 

Tabla 2: Distribución geográfica del Colomero (C. domestica) en Bolivia 

Departamento Provincia Ubicación 

 

Beni 

Vaca Diez Sudoeste de Riberalta 

Camino hacia Hamburgo 

 

 

 

 

 

Santa Cruz 

Florida Laguna Volcanes 

 

Guarayos 

Asención de Guarayos hacia La Chon-

ta 

Camino a Urubicha 

Ñuflo Chávez Perseverancia 

Rio Negro 

 

Velazco 

Cerro Pelau 

Bajo Paraguá 

Santa Rosa de la Roca 

Guadalupe hacia los Limones 

 

 

 

 

Pando 

Abuná Nuevo Mundo 

Madre de Dios El Sena 

Concesión Mobil Oil 

 

Manuripi 

A 35Km de Puerto América 

Filadelfia 

http://mobot.org/MOBOT/Reseach/APweb/welcome.html
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Puerto Rico Conquista 

Nicolás Suarez Porvenir, Villa Bella a 29Km al sud-

oeste de cobija 

 

 

 

 

La Paz 

 

 

Abel Iturralde 

Parque Nacional y Arrea Natural de 

Manejo Integrado Madidi 

Comunidad San José de Uchupiamo-

nas 

Ixiamas 

Franz Tamayo Madidi subiendo el Río Tuichi 

Orillas de la laguna Santa Rosa 

Sud Yungas Rio Quiquibey 

 Fuente: Ministerio de Medio Ambiente, 2020. 

 

   

Figura 2: Mapa de distribución geográfica del Colomero (C. domestica) en Bolivia. 

Fuente: https://www.gbif.org/es/occurrence/search?offset=120&country=BO&taxon 

2.3. Compuestos bioactivos de la especie Cariniana domestica  

 

Los estudios fitoquímicos realizados a la especie C. domestica evidenciaron la presencia 

de: Saponinas, compuestos fenólicos (taninos, flavonoides y flavonas), fitoesteroles, 

terpenos pentacíclicos, cumarinas y xantonas ( Janovik et al., 2012).  

 

Janovik realizó varias publicaciones de la especie, inicialmente el 2009, reportó el con-

tenido de polifenoles, taninos y flavonoides en extractos crudos y fracciones de la corte-

za, analizados mediante la técnica de HPLC-DAD. Para el año 2011 realizó la cuantifi-

https://www.gbif.org/es/occurrence/search?offset=120&country=BO&taxon
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cación de compuestos fenólicos totales y flavonoides en hojas de C. domestica y además 

verificó la actividad antioxidante mediante la técnica de DPPH, siendo la fracción de 

acetato de etilo la más efectiva con un IC50 entre 5,12±0,34 µg/mL y 14,17±0,32 µg/mL 

( Janovik et al., 2011). El mismo año realizo el aislamiento de seis compuestos fenólicos 

en extractos de hojas y corteza mediante la técnica de Cromatografía Liquida de Alta 

Eficiencia (HPLC), los compuestos identificados fueron los ácidos cafeico, gálico y clo-

rogénico, además de la rutina, quercetina y campferol (Figura 3)  (Janovik, 2011). 
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Figura 3: compuestos fenólicos aislados de corteza y hojas de Colomero. a) Ácido caféico, b) 

acido gálico, c) ácido clorogénico, d) rutina, e) quercetina y f) campferol. Fuente: Janovik, 

2011. 

En posteriores estudios realizados por Vanessa Janovik et al., 2012, fueron aislados dos 

triterpenos pentacíclicos y dos  fitoesteroles de la corteza de C. domestica que fueron 

identificados como lupeol, β -sitosterol, β-amirina y estigmasterol (Figura 4), finalmen-

te el extracto crudo de diclorometano fue sometido a un ensayo in vitro para la verifica-

ción de la actividad antioxidante, el extracto presentó un valor de IC50=16,4±0,06 µg/mL 

e) 

a) 

d) 

c) b) 

f) 
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valor que fue comparado frente al ácido ascórbico con IC50=9,02±0,21 µg/mL. Llegando 

a demostrar que el extracto presenta buena actividad antioxidante.  
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Figura 4: terpenos aislados de la corteza de Colomero. a) Lupeol, b) b-amirina, c) b-sitosterol y 

d) estigmasterol.  Fuente: Janovik et al, 2012. 

El mismo año (2012) se evaluó la actividad antioxidante mediante los ensayos de 

TBARS y DPPH, además se cuantifico el contenido de compuestos fenólicos y carote-

nos en extracto crudo (hidroalcoholico) y fracciones (diclorometano, acetato de etilo y 

butanol) de corteza. En la determinación cuantitativa de compuestos fenólicos se empleó 

la técnica de Folin-Ciocalteu empleando al acido pirogálico como patrón de referencia, 

siendo la fracción de acetato de etilo la más alta en contenido de compuestos fenólicos 

(309.3±2.73 µg/g) y la fracción de diclorometano la de menor contenido (54.6±0.33 

µg/g). Sin embargo la actividad antioxidante, determinada por los métodos de DPPH y 

TBARS, de la fracción de diclorometano resultó mayor que la de acetato de etilo mL-1 

respectivamente, mientras que de la fracción de acetato de etilo fue 6.5±0.81 µg mL-1 y 

11.11±0.85 µg mL-1 respectivamente ( Janovik et al., 2012). 

 

En 2015, se evaluó la efectividad de los extractos crudos de Calendula officinalis L, 

Nasturtium officinale; además de extractos crudos y fracciones (diclorometano, acetato 

de etilo y butanol) de C. domestica ante el crecimiento del Paenibacillus larvae que pro-

duce una seria infección en abejas en etapa larval y vive dentro de las abejas hasta la 

etapa adulta generando muertes por debilitamiento y como consecuencia grandes pérdi-

das de colonias (S.G. et al., 2012). Los resultados obtenidos exhiben que los extractos 

crudos de C. officinalis y de N. officinale presentan MIC`s de 12.76 y 30.51 mg/mL res-

pectivamente, sin embargo el extracto crudo y la fracción con diclorometano de C. do-

mestica no presentaron actividad inhibitoria frente al P. larvae, mientras que las fraccio-

c) y d) 
a) b) 
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nes de acetato de etilo y de butanol presentaron una baja actividad de inhibición de 4.06 

y 0.98 mg/mL respectivamente. En el mismo estudio se evaluó la toxicidad, de los ex-

tractos y fracciones, en abejas y fue comparada con un experimento aplicando DDT, 

mostrando que los extractos resultaron no ser muy tóxicos en comparación al DDT 

(Piana et al., 2015). 

 

Finalmente, en 2018, se evaluó la actividad antiinflamatoria del extracto crudo (hidroal-

coholico) y las fracciones (acetato de etilo, diclorometano y butanol) de frutos de C. do-

mestica en edemas inducidos en orejas de ratones por aceite de croton. La aplicación fue 

tópica de extracto crudo, fracciones, y de los compuestos aislados β-sitosterol, lupeol y 

estigmasterol, en formulaciones en gel. El extracto crudo y las fracciones de diclorome-

tano, n-butanol y acetato de etilo disminuyeron el edema agudo del oído con una inhibi-

ción máxima (Imax) de 97 ± 2, 86 ± 1, 81 ± 4 y 95 ± 2%, respectivamente. El β-sitosterol, 

el lupeol y el estigmasterol también redujeron el edema en  46 ± 8, 51 ± 7 y 62 ± 7%, 

respectivamente (Brum et al., 2019). 

 

2.4.Análisis fitoquímico preliminar 

 

Desde la antigüedad las plantas han sido empleadas por el ser humano para su alimenta-

ción y como remedio ante las enfermedades que lo aquejaban, este tipo de plantas las 

denominaron plantas medicinales (Lock, 1998). La propiedad curativa de una planta 

medicinal era difícil de explicar, hasta que las caracterizaciones químicas y biológicas 

realizadas por científicos explicaron que la acción terapéutica de una planta se debe a la 

presencia de compuestos bioactivos denominados metabolitos secundarios (Perez et al., 

2016).  

 

En la actualidad se han desarrollado distintos métodos empleados para la identificación 

preliminar de los diferentes tipos de metabolitos secundarios de una planta. Estos méto-

dos de identificación consisten en una alteración química a la estructura del metabolito, 

como la modificación de un grupo funcional, la ruptura de un sistema cíclico o la forma-

ción de un complejo y como resultado de estas modificaciones químicas a la estructura 

del metabolito se puede apreciar un cambio de coloración, formación de precipitado o el 
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desprendimiento de gases, es lo que se conoce como un análisis fitoquímico preliminar 

(Coy et al., 2014).  

 

2.5. Metabolitos secundarios 

  

Los metabolitos que se encuentran dentro de un organismo vivo son producto de un con-

junto de reacciones biológicas, proceso se denomina metabolismo, y pueden clasificarse 

en dos grandes grupos:  

 

 Compuestos derivados del metabolismo primario (metabolitos primarios), son 

esenciales para el funcionamiento de los organismos, en esta etapa son consumi-

dos la mayor parte del contenido de carbono, nitrógeno y energía para la biosín-

tesis de aminoácidos, nucleótidos, azucares y lípidos (Avalos & Perez, 2009). 

 

 Compuestos derivados del metabolismo secundario (metabolitos secundarios), a 

diferencia de los metabolitos primarios estos no son esenciales para la vida como 

tal, las plantas destinan gran parte de la energía y del carbono asimilado  para la 

biosíntesis de estos metabolitos, se producen de manera restringida (están delimi-

tados entre grupos taxonómicos) y normalmente son producidos en pocas canti-

dades (Marco, 2006).  

 

En la naturaleza existe un mayor porcentaje de los productos provenientes del metabo-

lismo primario, sin embargo dentro de un organismo vegetal existen una variedad de 

compuestos derivados del metabolismo secundario, que son producidos como mecanis-

mos de defensa ante procesos de estrés biótico y abiótico, que le permiten una mejor 

adaptación a la planta dentro del entorno en el que se desarrolla (Acero  & Mingarro, 

2016). 

 

Los metabolitos secundarios tienen funciones específicas dentro de la planta como dar 

coloración a flores y frutos para atraer a insectos que ayuden a la reproducción y por 

tanto preservación de la especie. Además pueden tener  propiedades protectoras ante 
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predadores y actuar como repelentes, dándoles olores y sabores que puedan ser desagra-

dables para la amenaza, así como tener la capacidad de defensa ante otros factores pató-

genos que amenacen con el desarrollo de la planta, actuando como biopesticidas (Acero 

& Mingarro, 2016; Marcano & Hasegawa, 2018; Marco, 2006). 

 

Las principales rutas de biosíntesis de metabolitos secundarios derivan del metabolismo 

primario del carbono (Figura 5) y pueden ser agrupadas en tres grandes: Ruta del ácido 

mevalónico para terpenoides, ruta del ácido shikímico para compuestos fenólicos y ruta 

del metabolismo del nitrógeno (aminoácidos) para alcaloides (Acero & Mingarro, 2016). 
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Figura 5: Principales rutas de biosíntesis para la producción de metaboli-

tos secundarios. Fuente: Marco, 2006 
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2.5.1. Terpenos 

 

Los terpenos son producto del metabolismo secundario provienen de la ruta del ácido 

mevalonico y en otros casos de la ruta del fosfato de desoxixilulosa (Dewik, 2001), son 

de una gran diversidad estructural y se encuentran ampliamente distribuidos en el reino 

vegetal, su presencia generalmente se debe a factores genéticos de la especie y climáti-

cos; según Marco, hasta el año 2006 fueron reportados más de 30.000 compuestos terpé-

nicos. Además presentan una amplia variedad de grupos funcionales que se encuentran 

como sustituyentes o forman parte del esqueleto carbonado, en primer lugar tenemos a 

los grupos oxigenados (alcoholes, ésteres. éteres, ácidos carboxílicos, aldehídos, cetonas, 

acetales, etc.), seguido de los compuestos terpénicos que involucran a halógenos y azu-

fre, elementos que generalmente se encuentran en compuestos de origen marino, y por 

ultimo tenemos a los terpenos con átomos de nitrógeno y estas son clasificados como 

alcaloides o pseudoalcaloides  (Marcano & Hasegawa, 2018). 

 

Toda la familia de los terpenoides tiene como precursor biosintético a la unidad de iso-

preno unidos de forma asimétrica (1-4) de cabeza cola Figura 6, y todas obedecen a la 

regla de (𝐶5)𝑛. Estos compuestos se encuentran clasificados en función al número de 

unidades de isopreno que conforman la estructura ver tabla 3. 

 

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

+
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CH3

CH3

CH3 CH3

  
Figura 6: Unión de isoprenos para la formación de terpenos.  Fuente: Kuklinski, 1999 

 

 
Tabla 3: Clasificación de los terpenos y sus precursores. 

Terpeno  Nº de 

carbonos  

Nº de 

isopreno 

Precursor 

Monoterpeno 10 2 Geranil PP 

Sesquiterpeno  15 3 Farnesil PP 

Diterpeno  20 4 Geranil-Geranil PP 

Triterpeno  30 6 Escualeno  

Tetraterpeno  40 8 15-cis fitoeno 

PP=Piro fosfato   Fuente: Kuklinski, 1999.      
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2.5.1.1.Triterpenos 

 

Los triterpenos son uno de los grupos con mayor diversidad estructural, hasta el año 

2014 se han encontrado más de 20.000 compuestos triterpénicos con una diversa aplica-

ción dentro de la industria farmacéutica, alimenticia y cosmética; los triterpenos simples 

pueden actuar potencialmente como moléculas de señalización, mientras que los triter-

penos complejos como las saponinas presentan actividades protectoras ante patógenos y 

plagas (Ghosh, 2016; Thimmappa et al., 2014). 

 

Este diverso grupo de metabolitos son biosintetizados por la ruta del ácido mevalonico y 

tienen como precursor al escualeno, su diversidad estructural se debe principalmente al 

esqueleto base que presenta. Existen los esqueletos triterpénicos pentacíclicos (lupeol, α-

amirina y β-amirina), tetracíclicos (dammarano) y esteroidales (espirostano y furostanol) 

(Kuklinski, 1999) Figura 7.  
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Figura 7: Clasificación y estructura base de los triterpenos. Fuente: Kuklinski, 1999. 

 

Otro aspecto muy importante son los grupos sustituyentes que puede presentar el esque-

leto base,  que pueden ser hidroxilo, carboxilo, carbonilo, alquilo, malonilo y glicosilo 

(Ghosh, 2016) 

 

2.5.1.2. Actividad biológica de los triterpenos 

 

La diversidad estructural de los triterpenos condujo a que este tipo de metabolitos sean 

aplicados dentro del campo de la medicina tradicional y la medicina con tecnología so-

fisticada por sus efectos analgésicos, hepatoprotectores, antitumorales, anti-

inflamatorios, antioxidantes y efectores del sistema inmune (Fernández, 2014). 

 

a. Efecto antiinflamatorio  

 

Uno de los triterpenos con mayor valor farmacéutico en cuanto a la actividad antinfla-

matoria es el ácido ursólico, que ha sido evaluado frente a modelos celulares tanto in 

vitro como in vivo, demostrando su capacidad en la reducción de la inflamación produ-

cida por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina, péptidos β-amiloide, ácido kaínico y 

otros. Además, este es importante ante la inhibición de inflamaciones producidas en el 

cerebro, evitando así las enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, 

depresión, lesión cerebral traumática y envejecimiento (Ramos-Hryb et al., 2017). 

 

b. Efecto contra el Virus de Inmunodeficiencia Humana VIH 

 

En la revisión bibliográfica realizada por Macías et al., 2010, fueron reportados 71 tri-

terpenos activos de diferentes fuentes vegetales empleados en el tratamiento contra el 

                   Espirostano                                                  Furostanol 
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Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), en estos estudios se ha determinado que el 

mecanismo de acción de los triterpenos a nivel molecular es principalmente de inhibi-

ción de la interacción virus-célula, adsorción dentro de la célula y replicación del ARN 

del virus del VIH. 
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Figura 8: Triterpenos con actividad anti-VIH. Fuente: Macías et al, 2010. 

 

c. Efecto anti-cáncer  

 

Los estudios químicos, farmacológicos y fármaco-cinéticos realizados a las drogas vege-

tales, han llevado a encontrar moléculas bioactivas contra diversos males que afectan a 

la población, entre estos el cáncer. El cáncer es una de las principales causas de la mor-

talidad mundial (Siegel et al., 2016), afecta a las células somáticas, que son encargadas 

del desarrollo y crecimiento de órganos en un ser pluricelular, estas sufren procesos de 

proliferación, diferenciación y apoptosis. Según la Organización Panamericana de la 

Salud (OPS), dentro el continente americano el cáncer es la segunda causa de mortalidad 

dentro la población, en 2018 se han reportado 3,8 millones de nuevos casos y 1,4 millo-

nes de personas fallecidas por esta enfermedad (OPS, 2020). 

 

Los triterpenos han sido ampliamente estudiados en este campo, estableciéndose meca-

nismos de acción en células cancerígenas mediante pruebas “in vivo” de cuatro triterpe-

nos (ácido betunílico, ácido oleanólico, ácido ursólico y curcubacina B) (Figura 9). Los 
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principales mecanismos que coadyuvan con la actividad anti-cancerígena son: la induc-

ción apoptótica, la inhibición de proliferación de células cancerígenas, antitumorales, 

antiangiogénicas. Sin embargo estas no afectan a células y tejidos sanos (Reyes, 2007).  
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Figura 9: triterpenos inhibidores de células cancerosas. Fuente: Reyes, 2007. 

 

2.5.2. Saponinas  

 

Las saponinas son metabolitos secundarios de elevado peso molecular, con característi-

cas bivalentes o anfóteras debido a que están conformados por una parte apolar (aglicona 

o genina) unida a una parte polar (monosacáridos u oligosacáridos) mediante un enlace 

glicosidica (Figura 10). En función al número de uniones de azucares con la genina, 

estas pueden ser denominadas mono-, di- o tri-desmosidícas; de este modo las saponinas 

monodesmosídicas tienen solo una unión glicosidica, conteniendo normalmente un oli-

gosacárido unido al carbono 3 de su genina mediante un enlace de tipo éter. Mientras 

que, las saponinas bidesmosídicas tienen unidos dos oligosacáridos a su genina, un oli-

gosacárido se encuentra unido al carbono 3 mediante enlace de tipo éter, mientras que el 

otro oligosacárido se encuentra unido al carbono 28 mediante un enlace de tipo éster 

(Figura 10) (Ahumada et al., 2016 Bruni, 1999 Galarraga, 2011).   
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Figura 10: Estructura base de una saponina monodesmósidica. Fuente: Ahumada et al, 2016 

 

Las saponinas se clasifican en dos grandes grupos en función de la genina que presentan. 

En el primer grupo se encuentran las saponinas con genina de tipo esteroidal (Figura 

11) que son muy frecuentes en las angiospermas monocotiledóneas. El segundo grupo 

son las saponinas con genina triterpénica, este tipo de saponinas son muy frecuentes en 

las angiospermas dicotiledóneas. Existe un tercer grupo conocidas con aminas esteroida-

les (Figura 11) que por algunos autores son considerados como saponinas estero-

alcaloidales, mientras que otros autores los clasifican como pseudoalcaloides (Bruneton, 

1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las saponinas generalmente están constituidas por una o dos cadenas de oligosacáridos 

unidos a su genina, aunque en algunos casos solamente se encuentran conformadas por 

uno o dos monosacáridos. Una saponina puede contener oligosacáridos de hasta 11 uni-

  
Figura 11: Estructura base de las geninas presentes en las saponinas. 

Fuente: Bruneton, 1999. 
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dades de monosacáridos, sin embargo es muy común encontrar saponinas con oligosacá-

ridos de 3 a 5 unidades de monosacáridos; estos oligosacáridos pueden estar ordenados 

de forma lineal o ramificada (Figura 12) (Evans, 2009) 
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Figura 12: tipos de oligosacáridos unidos a una genina. Fuente: Evans, 2009 

 

Este tipo de metabolitos, son biosintetizados generalmente por plantas superiores que 

durante mucho tiempo y en distintas partes de mundo han sido empleados por sus pro-

piedades detergentes. Esta propiedad es característica de las saponinas, ya que rompen la 

tensión superficial de las soluciones acuosas formando una espuma estable en el tiempo 

y es por ello por lo que son considerados como tenso-activos naturales (Evans, 2009; 

Kuklinski, 1999).  

 

También son caracterizadas por sus propiedades hemolíticas a causa de las saponinas 

con genina de tipo esteroidal que tienen mayor índice de hemolisis que las saponinas con 

geninas triterpénicas. Cuando una solución acuosa de saponinas es puesta en contacto 

directo al torrente sanguíneo esta es altamente tóxica, por otro lado, si esta es suminis-

trada por vía oral la toxicidad es menor debido a la escasa biodisponibilidad en el orga-

nismo, por tanto, estos metabolitos no llegan con gran impacto al torrente sanguíneo. 

Son altamente tóxicos para los animales de sangre fría en especial los peces, esto daría 

como explicación de la aplicación de saponinas en bajas concentraciones (1-5ppm) co-

mo uso tradicional en la pesca, siendo esta la concentración necesaria para romper los 
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capilares branquiales interrumpiendo así la respiración y el equilibrio osmótico (Capasso 

et al., 2011).    

  

2.5.2.1. Actividad biológica de las saponinas  

 

Las saponinas presentan varias propiedades biológicas, las más conocidas son la hemolí-

tica y la tensoactiva pero a medida que se fue estudiando este tipo de metabolitos se re-

portaron otras actividades como antiadipogénica, inmunoadyuvante, citotóxica, antifún-

gica, antiinflamatoria, hipocolesterolemia, surfactante, antioxidante y molusquicida. To-

das estas actividades pueden ser variantes en función a la estructura del metabolito. 

 

a. Tenso-activos naturales 

 

Este tipo de metabolitos son biosintetizados generalmente por plantas superiores, que 

durante mucho tiempo y en distintas partes de mundo han sido empleadas como deter-

gentes. Esta propiedad es característica de las saponinas, ya que rompen la tensión su-

perficial de las soluciones acuosas formando una espuma estable en el tiempo y es por 

ello por lo que son considerados como tenso-activos naturales (Evans, 2009; Kuklinski, 

1999).  

 

b. Actividad hemolítica  

 

Las saponinas presentan actividad hemolítica, con esto nos referimos que se produce la 

ruptura de la membrana del eritrocito generando la liberación de la hemoglobina. La 

ruptura se debe a la interacción de la aglicona de la saponina con los esteroles que ro-

dean a la membrana del eritrocito (Hernandez & Hermosilla, 2014).  

 

Por tanto la capacidad de hemolisis de una saponina está en función a la estructura que 

presenta, una saponina monodesmosídica tendrá mayor actividad que una saponina bi o 

tridesmosídica ya que el número de azucares  que rodea a la aglicona hace que la molé-

cula sea de mayor tamaño generando un impedimento estérico que dificulta  la interac-

ción de la aglicona con la membrana del eritrocito (Hernandez & Hermosilla, 2014).  
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Además, las saponinas con genina de tipo esteroidal tienen un mayor índice de hemolisis 

que las saponinas con geninas triterpénicas. Por sus propiedades hemolíticas, cuando una 

solución acuosa de saponinas es puesta en contacto directo al torrente sanguíneo esta 

puede ser altamente tóxica, por otro lado, si esta es suministrada por vía oral la toxicidad 

es menor debido a la escasa biodisponibilidad en el organismo, por tanto, estos metaboli-

tos no llegan con gran impacto al torrente sanguíneo. Por otra parte, son altamente tóxi-

cas para los animales de sangre fría en especial los peces, esto explicaría  la aplicación 

de saponinas en bajas concentraciones (1-5ppm) como uso tradicional en la pesca, sien-

do esta la concentración necesaria para romper los capilares branquiales interrumpiendo 

así la respiración y el equilibrio osmótico (Capasso et al., 2011).     

 

c. Actividad antifúngica y antibacteriana  

 

Estas actividades tienen cierta similitud con la actividad hemolítica, la estructura de la 

saponina es fundamental para la ruptura de la membrana del microorganismo. Las sapo-

ninas con mayor actividad ante fitopatógenos son las monodesmosídicas y esta actividad 

se incrementa cuando el oligosacárido contiene 4 o 5 unidades de monosacáridos salvo 

algunas excepciones (Bruneton, 1993). 

 

Respecto a la actividad antibacteriana, las saponinas interactúan con los lípidos u otros 

esteroles presentes en la membrana bacteriana rompiéndola y generando así la muerte 

celular (Santos et al., 2005), algunas veces las saponinas resultaron ser activas en los 

ensayos in vitro frente a virus (actividad antiviral).  

 

d. Actividad antiinflamatoria  

 

Una aplicación que se le adiciono a las saponinas es la actividad antiinflamatoria, pue-

den actuar como inhibidores de la degradación de los corticoides, e interferir con el me-

tabolismo de los mediadores de la inflamación. Esta propiedad se han comprobado con 

saponinas aisladas de Solidago virgaurea L., que presentan geninas triterpénicas acidas 

(Bruneton, 1993). 
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La actividad puede tener distintas causas (inhibición de la degradación de corticoides, 

interferencia con el metabolismo de mediadores de la inflamación, etc.) pero normal-

mente se debe a la genina principalmente triterpénica (Bruneton, 1993). 

 

2.5.3. Compuestos fenólicos 

 

Los compuestos fenólicos pueden ser biosintetizados principalmente por dos rutas: la 

ruta del ácido shikímico (fenoles sencillos, ácidos fenólicos, cumarinas, lignanos, flavo-

noides, antocianinas y taninos) y por la ruta del ácido mevalonico (antraquinonas y hete-

rósidos antracenicos) (Kuklinski, 1999). 

 

2.5.3.1. Fenoles sencillos y ácidos fenólicos  

 

Los fenoles simples y ácidos fenólicos se encuentran ampliamente distribuidos en plan-

tas superiores y helechos (Porras & Lopez, 2009). Los fenoles sencillos estructuralmente 

están conformados por un anillo aromático unido a 2 o 3 grupos hidroxilo (Figura 13), 

mientras que los ácidos fenólicos pueden se clasificados en dos grupos, los ácidos hido-

xibenzoicos y los ácidos hidroxicinamicos (Peñarrieta et al, 2014) 

 

 

Figura 13: Estructura base de los fenoles simples. Fuente: Peñarrieta et al, 2014. 

 

Los ácidos hidroxibenzoicos, por un lado, son aquellos metabolitos que tienen un grupo 

ácido unido a un anillo fenólico y conforman una estructura de tipo C6-C1. Entre ellos 

los más comunes son los ácidos p-hidroxibenzoico, gálico y vinílico. Sin embargo los 

ácidos hidroxicinamicos forman una estructura base C6-C3, los más comunes son los 
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ácidos cumárico, caféico y ferúlico que a su vez estas se encuentran conjugados con áci-

do tartárico o con el ácido quínico, rara vez estos se encuentran en estado libre (Valencia 

et al, 2017) 

 

Figura 14: Clasificación y estructura base de los ácidos fenóli-

cos. Fuente: Peñarrieta et al, 2014. 

 

 

2.5.3.2. Flavonoides 

 

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en frutas, hojas, flores y corte-

zas de plantas superiores (Marco, 2006; Zaragoza et al., 2002); hasta el año 2012 se re-

portaron alrededor de 10.000 variantes estructurales nuevas (Weston & Mathesius, 

2013). Estos metabolitos se clasifican en siete grupos (Figura 15), la mayoría de estos 

compuestos son responsables de la coloración que pueda presentar los distintos órganos 

de la planta, y principalmente de la coloración amarilla en flores. Además, estos pueden 

presentar coloraciones naranja, rosadas y azules, particularmente cuando contienen anto-

cianinas que cumplen diversas funciones dentro la planta, como ser protectoras ante la 

radiación UV, antioxidante y quelantes de elementos metálicos (Capasso, 2011) 
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Figura 15: Clasificación estructural de los flavonoides. Fuente: Marco, 2006. 

 

2.5.3.3. Actividad biológica de compuestos Fenólicos  

 

El gran interés por los compuestos fenólicos surge por su actividad antioxidante, por la 

que pueden ser aplicados en alimentos debido a la retardación de la peroxidación lipídica 

mejorando así la calidad y el valor nutricional de los alimentos, o por sus actividades 

antiinflamatoria, antialérgicas, antimicrobiana, anticancerígenas, entre otras, que apoyan 

un uso medicinal (Valencia et al, 2017:Rivas et al, 2017).  

 

Los compuestos fenólicos como antioxidantes son reguladores del estrés oxidativo pro-

ducido a nivel celular eliminando así especies reactivas de oxigeno o nitrógeno que pro-

vocan el desequilibrio de la célula. El principal mecanismo de estos compuestos para la 

regulación de estas especies reactivas es la donación de un átomo de hidrogeno que por 

consecuencia forma un radical fenóxido, más estable y de menor impacto para las célu-

las (Valencia et al, 2017). 
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2.6. Análisis de actividad antioxidante 

 

2.6.1. Método para la determinación de Fenoles totales 

  

El método empleado para la cuantificación de fenoles totales es denominado Folin-

Ciocalteu (F-C) que en la antigüedad se empleaba para la determinación de tirosina y 

proteínas pero con el paso del tiempo se fue modificando para la determinación del con-

tenido de compuestos fenólicos (Muñoz et al, 2017).  

 

Figura 16: Reacción del reactivo de Folin-Ciocalteu con Acido Gálico. Fuen-

te: Adaptación de Muñoz et al, 2017. 

 

El reactivo de Folin-Ciocalteu está compuesto por una solución acuosa de fosfotungta-

tos-molibdatos de color amarillo que al reaccionar (reacción de óxido-reducción) con 

uno o dos electrones da un cambio de coloración en solución tornándose azulado, cam-

bio que puede ser medido en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 760nm. 

Según Huang et al, 2005 para la cuantificación de compuestos fenólicos es necesario 

regular el medio a un pH cercano a 10 para que los fenolatos formados reaccionen con el 

reactivo de Folin-Ciocalteu (Figura 16). 

 

Otros autores mencionan que la cuantificación de compuestos fenólicos dentro de un 

extracto vegetal es interferida por la presencia de azucares reductores, aminoácidos y 

ácido ascórbico dando falsos datos elevados respecto a la concentración de compuestos 

fenólicos (Ludwing et al, 2013). 
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La cuantificación de fenoles totales está directamente relacionada a la actividad antioxi-

dante debido a los reconocidos mecanismos antioxidantes de los fenoles.  

 

2.6.2. Determinación de actividad antioxidante inhibidora de radicales li-

bres 

 

Los antioxidantes son de naturaleza sintética (BTH, BHA y TBHQ) (Tabla 4) o natural 

(compuestos fenólicos, flavonoides, vitaminas, etc.) (Avello & Suwalsky, 2006), estas 

sustancias son capaces de dar estabilidad a Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) que 

pueden formarse a nivel mitocondrial siendo el radical superóxido el principal precursor 

de la producción de las ERO (Tabla 5) dando paso a un estrés oxidativo (EO) a nivel 

celular de un sistema biológico (Maestro & Borja, 1993; Bonola Gallardo et al, 2014; 

Carvajal, 2019).  

 

Tabla 4: Antioxidantes de naturaleza sintética nocivas para la salud.  

   

Butilhidroxitolueno Butilhodroxianisol ter-butilhidroquinona 

BTH BHA TBHQ 

Fuente: Adaptación a Avello & Suwalsky, 2006. 

 

Tabla 5: Especies Reactivas de Oxigeno. 

Radicales 

Superóxido  𝑂2
.− Radical alcoxilo 𝑅𝑂. 

Hidroxilo 𝑂𝐻 
.  Radical peroxilo 𝑅𝑂𝑂. 

No radicales 

Peróxido de hidrogeno 𝐻2𝑂2 Ozono  𝑂3 

Oxigeno singulete  𝑂2
1 Peróxido orgánico 𝑅 − 𝑂𝑂 − 𝑅 

Acido hipocloroso 𝐻𝑂𝐶𝑙 Ácido hipobromoso 𝐻𝐵𝑟𝑂 
 Fuente: Carvajal, 2019 
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El interés por el uso de compuestos con actividad antioxidante se encuentra en su aplica-

ción dentro del campo alimenticio como inhibidores de la formación de colores y sabo-

res desagradables en aceites u otro tipo de alimentos (Maestro & Borja, 1993), por otro 

lado también es de un gran interés dentro el campo de la medicina debido a que la alta 

concentración de ERO puede ocasionar daños por oxidación a biomoléculas como pro-

teínas, lípidos, ADN, etc. En consecuencia, se desencadenan enfermedades a nivel car-

diovascular, gastrointestinal y neurodegenerativas (Bonola et al, 2014; Scalbert et al, 

2005).  

Los métodos para la determinación de la actividad antioxidante se basan principalmente 

en la reacción de grupos cromóforos donde una la variación de la coloración directamen-

te proporcional a la concentración de compuestos fenólicos, sin embargo la actividad 

antioxidante no se debe principalmente a la suma de actividad que presenta cada compo-

nente de la muestra pues también debe considerarse los efectos de sinergismo e inhibi-

ción (Kuskoski et al, 2005). Existen varias técnicas que son empleadas para la determi-

nación de la capacidad antioxidante (ABTS, DPPH, DMPD, DMPO y FRAP), de las 

cuales ABTS y DPPH son los métodos empleados con mayor frecuencia (Kuskoski et al, 

2005). 

  

 

 
Figura 17: Reacción de formación del radical ABTS por la adición de un oxidante fuerte. 

Fuente: Lew et al, 2014 

 

El método ABTS consiste en una etapa inicial de la formación del radical intermediario 

de coloración azul (Figura 17), haciendo reaccionar el reactivo con un oxidante fuerte 

como el persulfato de amonio u otro oxidante fuerte. Cuando esta solución se añade a 

una determinada muestra esta reduce su coloración por la estabilización del radical 

mediante la donación de un electrón o de hidrogeno (Huet, 2017). 
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2.7. Técnicas cromatográficas 

 

Las técnicas cromatográficas son métodos de separación aplicados a mezclas de com-

puestos, se basa principalmente en la afinidad de compuestos a dos fases, una fase esta-

cionaria de gran área y una fase móvil que fluye a través de la fase estacionaria. Según la 

técnica cromatográfica la fase estacionaria puede ser solida o líquido y la fase móvil 

puede ser líquido o gas (Claure, 2005). 

 

Estas técnicas pueden clasificarse de acuerdo a varios factores, pero principalmente va 

de acuerdo a la interacción de la muestra entre ambas fases (móvil y estacionaria) 

(Castaños, 2015). A continuación se presenta una clasificación general sobre las técnicas 

cromatográficas (Tabla 6). 

 

Tabla 6: Clasificación general de las técnicas cromatográfica. Fuente: https://www.studocu.   

com/universidad-nacional/quimica-biorganica-teoria/resumenes/cromatografia/3735697/view. 

Clasificación general Fase estacionaria Fase móvil Mecanismo de sepa-

ración 

 

Cromatografía liquida 

(LC) 

Solido Liquido  Adsorción 

Exclusión 

Resina intercambiadora Liquido Intercambio iónico 

Liquido Liquido Reparto 

Cromatografía gaseosa 

(GC) 

Liquido Gas Adsorción 

Solido Gas Adsorción 

Cromatografía de fluido 

supercríticos (SFC) 

Solido-especies orgánicas Fluido super-

crítico 

Reparto 

 

 

2.7.1. Cromatografía de adsorción en Sílica Gel F-254 

 

Esta técnica cromatográfica es denominada también cromatografía de partición basada 

principalmente en la afinidad a la fase móvil y la fase estacionaria. El procedimiento de 

separación para mezclas de compuestos o extractos vegetales consiste en introducir la 

muestra en la parte superior de la columna para empezar con la elución en gradiente, es 

decir con un aumento de polaridad para que los compuestos vayan saliendo progresiva-

mente con el eluyente de acuerdo a su polaridad. La velocidad de elución es mayor 

cuanto mayor sea el coeficiente de partición.  
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Figura 18: Proceso de separación en una columna cro-

matográfica con Sílica Gel. Fuente: GE Healthcare. 

 

2.7.2. Cromatografía de exclusión molecular en Sephadex LH-20  

 

La técnica cromatográfica Sephadex LH-20 es denominada también cromatografía por 

exclusión o filtración, esta consiste en una fase estacionaria compacta y porosa formada 

principalmente por esferas de dextrano hidroxipropilado de una gran estabilidad química 

y física.  En esta técnica el flujo de elución es isocrática es decir que la composición del 

eluyente permanece constante ya que separa a los componente de la mezcla por tamaño 

molecular y no por afinidad con el eluyente como en el caso de la columna con sílica gel 

(GE Healthcare, 2018) 

 
Figura 19: Proceso de separación con Sephadex LH-20. (A) vista interna de 

dextrano hidroxipropilado, (B) separación por tamaño molecular y (C) vista de 

una columna de Sephadex LH-20. Fuente: GE Healthcare, 2018. 

 

2.7.3. Cromatografía de capa fina 

 

La cromatografía de capa fina (TLC) es una técnica ampliamente usada debido a su ra-

pidez sensibilidad y bajo costo. Principalmente es empleada para la determinación de 

componentes dentro de una mezcla de compuestos, además para la determinación de la 
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pureza y naturaleza de un compuesto, el control del avance de una reacción o el avance 

de la separación de  fracciones en una columna cromatográfica (Cai, 2014; Stahl, 1969).   

 

Figura 20: Sistema para la elución de placas TLC. Fuente: Cai, 2014. 

 

Esta técnica está consta principalmente con dos fases:  

 

 fase estacionaria, pueden ser de soporte de vidrio, aluminio o de plástico (PET). 

las placas cromatográficas comúnmente utilizadas tienen como material adsor-

bente la Silica 60, pero también existen placas cromatográficas con material ad-

sorbente de: celulosa, alúmina y poliamida que pueden ser empleados de acuerdo 

con la naturaleza de los compuestos en estudio (Cai, 2014). 

 

 fase móvil, es la parte más importante ya que esta tiene mayor influencia dentro 

de esta técnica. Generalmente está constituido por un solo componente pero pue-

de llegar a mezclas hasta de cinco componentes, la fase móvil siempre debe tener 

una consistencia homogénea y sin rastros de turbidez (Cai, 2014; Stahl, 1969).  

 

2.7.4. Cromatografía Liquida de Alta Resolución (HPLC) 

 

 

La cromatografía liquida de alta resolución o HPLC es una técnica analítica ampliamen-

te usada para la determinación cualitativa y cuantitativa de componentes presentes den-

tro de una muestra, empleando columnas desde 2 a 5 mm de diámetro y con una longitud 

aproximada de 3 a 30 cm. Un factor muy importante es el tamaño de partícula de la fase 

estacionaria que debería estar comprendida de 150 a 200 µm para que la fase móvil se 
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mueva con mayor fluidez con ayuda de una bomba de presión. (Claure, 2005; Castaños, 

2015). 

Esta técnica puede trabajar con dos sistemas de elución, una de ellas es la técnica de 

elución isocrática que consiste en la elución por una mezcla de polaridad constante (una 

sola composición durante la manipulación) y la segunda técnica consiste en la elución en 

gradiente, dentro esta técnica la composición de la mezcla se modifica mientras dura la 

manipulación (Jaen, 2006).  

 

Las principales ventajas que brinda la aplicación de esta técnica cromatográfica son 

(Claure, 2005; Jaen, 2006):  

 Alta resolución, respuesta lineal y poco ruido de fondo. 

 Velocidad, consta de una bomba generalmente de doble pistón con la que se su-

ministra presión para la rápida elución de la muestra. 

 Sensibilidad, detectan la minina concentración de analito con sencillez. 

 Resultados cuantitativos, proporciona cromatogramas con información de la 

concentración del analito. 

 

2.8.Técnicas espectroscópicas 

 

2.8.1.  Espectroscopia UV-Vis 

 

La mayoría de las técnicas espectroscópicas se basa principalmente en la interacción de 

la radiación electromagnética con las moléculas. De la misma manera la espectroscopía 

UV-Vis aprovecha esta propiedad para producir así saltos electrónicos desde un estado 

basal a un estado excitado y así medir la energía absorbida por las moléculas (Cuesta et 

al, 2015). 

 

Dentro de esta técnica los rangos aplicados se dividen en dos: una primera región com-

prende longitudes de onda desde los 200 a 400 nm (rango ultravioleta), mientras que la 

otra región comprende de 400 a 800 nm (rango visible). Sin embargo si se consideran 

longitudes de onda menores a 200 nm estas no tienen la energía suficiente para realizar 

la transición de su estado basal a un estado excitado, por otro lado a longitudes de onda 
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mayores a 800 nm (rangos de Rayos X) la energía es demasiado alta llegando a expulsar 

al electrón (fluorescencia de rayos X) (Forster, 2004) 

 

Figura 21: a) Recta de calibración empleada para la cuantificación de anali-

tos, b) Desviacion de la linealidad debido al empleo de altas cocentraciones 

de analitos. fuente: 

https://www.upct.es/~minaeees/espectro_electromagnetico.pdf 

 

Esta técnica es ampliamente usada para la determinación cuantitativa de analítos me-

diante la construcción de una recta de calibración, esto es posible debido a que la ley de 

Lambert-Beer establece una relación directamente proporcional entre la absorbancia y la 

concentración (Cuesta et al, 2015). Asi pues esta tecnica tambien presenta una serie de 

limitaciones que principalmente se reducen a 3 puntos muy importantes que son: la 

concentrcion (en esta tecnica deben aplicarse a soluciones no mayores a 10-2 M de 

concentracion), la falta de uniformidad dentro la muestra debido a la presencia de 

impurezas y desviaciones quimicas debido a la inestabilidad del analito dentro la 

solucion, pueden llevar a una variación en los valores de absorbancia (Serrano, 2010). 

 

2.8.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear RMN 

 

La resonancia magnética nuclear RMN es una técnica de elucidación estructural utiliza-

da ampliamente en la química orgánica. Se basa en las propiedades magnéticas de algu-

nos núcleos de elementos como el 1 H, 13 C, 15 N, y otros núcleos que posean un spin 

diferente de cero. 

 

El movimiento de cualquier partícula cargada tiene un campo magnético asociado. Es 

decir, que genera un dipolo magnético, que en un campo magnético corresponde a un 

a) b) 

https://www.upct.es/~minaeees/espectro_electromagnetico.pdf
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momento magnético μ. El μ de un núcleo está íntimamente relacionado a su momento 

angular. Es decir, que μ es directamente proporcional al spin nuclear. (Ioannis, 2002) 

 

Cada uno de los protones y neutrones de los núcleos atómicos tienen spin 1/2 (igual que 

los electrones) y el spin total de un núcleo se encuentra representado por I que es la su-

matoria de los spines de las partículas de las que se encentra compuesta. Dicha sumato-

ria no es sencilla y se debe tomar en cuenta que el valor de I depende principalmente del 

estado en el que se encuentra el numero atomico (apareado o desapareado) “Z” y del 

número másico “A”. en función a estos criterios, los casos podemos clasificarlos de la 

siguiente manera. (Ioannis, 2002) 

 Si el núcleo se encuenta con Z impar y A impar: Estos núcleos tendrán un valor 

de spin I semientero (1/2, 3/2, 5/2, etc) y todos pueden ser analizados por RMN. 

Por ejemplo 1H (1/2), 15N (1/2), 19F (1/2) y 11B (3/2).  

 Si el núcleo se encuentra con Z impar y A par: Estos núcleos tendrán un valor de 

spin I entero (1, 2, 3, etc) y todos pueden ser analizados por RMN. Por ejemplo      

2 H (1), 14N (1) y 10B (3).  

 Si el núcleo se encuentra con Z par y A impar: Estos núcleos tendrán un valor de 

spin I semientero (1/2, 3/2, 5/2, etc) y todos pueden ser analizados por RMN. Por 

ejemplo tenemos 13C (1/2) y 17º (5/2).  

 Si el núcleo se encuentra con Z par y A par: Estos núcleos tendrán un valor de 

spin igual a cero y, por lo tanto, estos no serán afectados por campos magnéticos, 

de este modo este tipo de átomos serán inactivos a la RMN. Por ejemplo son 12C 

y 16O. En presencia de un campo magnético, cada spin nuclear puede adoptar di-

ferentes orientaciones. 
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CAPITULO III            

3. PARTE EXPERIMENTAL  

3.1. Material vegetal  

 

La corteza y hojas de Colomero (C. domestica) fue recolectado en el sector denominado 

La Brecha B a 10 kilómetros de la carretera Sapecho- Rurrenabaque (S 15⁰32′31,7″ W 

67⁰16′18,7″) (Figura 22) en el mes de enero de 2020. El material vegetal recolectado se 

sometió a un proceso de secado a temperatura ambiente por 72 horas. Una vez seco, se 

procedió a picar la corteza en trozos pequeños, para luego almacenar los trozos de corte-

za y las hojas en sobres manila separados hasta el momento de su uso. 

 

 

Figura 22: Punto de muestreo de corteza y hojas de Colomero (C. domestica). 

Fuente: Elaboracion propia. 
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3.2. Obtención de extractos  

 

Se realizaron cinco extracciones continuas utilizando solventes en orden creciente de 

polaridad: éter de petróleo, acetato de etilo, etanol, etanol: agua (50:50) y agua. Partien-

do de 300 gr de corteza seca y picada con solvente en relación 1:7 (p/v). Por otro lado, 

los extractos de hojas fueron preparados con 150 gr de material vegetal seco y picado, 

con una relación de solvente 1:5 (p/v) (Figura 23). Posteriormente cada extracto con 

solvente orgánico fue concentrado a presión reducida en un rotaevaporador IKA RB10 a 

100 revoluciones por minuto. 

 

 

Figura 23: Esquema de preparación de extractos de 

corteza y hojas de Colomero. Fuente: Elaboracion 

propia. 
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Los extractos hidroalcohólicos fueron concentrados a presión reducida en un rotaevapo-

rador hasta eliminar todo el Etanol. El volumen de extracto restante fue puesto en reci-

pientes de plástico pesados, congelados y llevados al liofilizador por 72 horas. Los ex-

tractos acuosos fueron liofilizados. Una vez que los extractos estaban secos, fueron pe-

sados y se calculó el rendimiento de extracción  

 

3.3.Análisis fitoquímico preliminar  

 

Para cada extracto se realizó pruebas cualitativas específicas para la identificación de 

metabolitos secundarios como: alcaloides, azucares reductores, saponinas, triterpenos, 

glucósidos cardiotónicos, fenólicos, taninos, flavonoides y proteínas.  

 

 

Figura 24: Esquema de preparación de extractos para la identificación de 

metabolitos secundarios. Fuente: Elaboración propia. 

 

Para la determinación de alcaloides, azucares reductores, fenólicos y flavonoides. En un 

tubo de ensayo se pesó 0.2g de extracto seco (etéreo, acetato de etilo, etanólico, hidro-

alcohólico o acuoso), se añadió 15 mL de etanol de 96ºGL y se dejó reposar durante 24 
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horas, el mismo procedimiento se realiza empleando agua en lugar de etanol (Figura 

24).  

Una vez transcurrido el tiempo se colocaron 2ml del líquido sobrenadante en cinco tubos 

de ensayo limpios seco y numerado, para posteriormente realizar las pruebas específicas 

como se indica en la (Tabla 7). 

 

Tabla 7: Procedimiento experimental para la determinación cualitativa de alcaloides, 

azúcares reductores, compuestos fenólicos y flavonoides en extracto de corteza y hojas 

de C. domestica. 

Metabolito Test Procedimiento 

 

 

 

Alcaloides 

 

Mayer 

Al tubo número 1 se añadió cinco gotas del reactivo de 

Mayer por la pared del tubo de ensayo y se dejó en reposo 

por unos minutos. La formación de un precipitado blanco 

o crema indicó la presencia de alcaloides 

 

Dragendorf 

Al tubo número 2 se añadió 1 ml de reactivo de Dragen-

dorf, la formación de un precipitado amarillo indicó prue-

ba positiva de alcaloides 

 

Azucares 

reductores 

 

Fehling 

Al tubo número 3 se añadió 1 ml de reactivo de Fehling A 

y 1 ml de Fehling B, se calentó por unos minutos. La for-

mación de un precipitado rojo ladrillo indico la presencia 

de azucares reductores. 

 

Fenólicos 

 

Cloruro 

férrico 

Al tubo número 4 se le añadió 5 gotas de solución de clo-

ruro férrico al 5%. La formación de un precipitado de 

color verde oscuro o azul oscuro indico prueba positiva a 

compuestos fenólicos. 

 

 

Flavonoides 

 

 

Shinoda 

Al tubo número 5 se añadió un pequeño trozo de magne-

sio metálico, posteriormente se añadieron por las paredes 

del tubo 5 gotas de ácido clorhídrico concentrado. se dejó 

reposar por unos minutos, un cambio de coloración a rosa 

pálido, naranja o violeta indico la presencia de flavonoi-

des  
Fuente: Laboratory Handbook for the fraction of Natural Extracts. 

 

Como siguiente paso se determinaron: saponinas, taninos y proteínas. Para realizar estas 

pruebas en un tubo de ensayo se pesó 0,2g de extracto (etéreo, acetato de etilo, etanólico, 

etanol-agua o acuoso), se añadió agua destilada y se dejó reposar por 24 horas. Pasado el 

tiempo se procedió a colocar pequeñas porciones del líquido sobrenadante en cuatro tu-

bos de ensayos limpios, secos y numerados. Y se realizaron las pruebas específicas co-

mo se describen en la (Tabla 8).  
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Tabla 8: Procedimiento experimental para la determinación cualitativa de taninos, sapo-

ninas y proteínas en extractos de corteza y hojas de C. domestica. 

Metabolito Test Procedimiento 

 

 

 

 

Taninos  

 

Acetato de 

plomo 

Al tubo número 1 se añadió por las paredes del tubo 1 ml de 

una solución de acetato de plomo al 10% y se dejó en reposo 

por unos minutos. La formación de un precipitado blanco vo-

luminoso indicó la presencia de taninos 

 

Gelatina-

sal 

Al tubo número 2 se añadió 1 ml de solución caliente de gela-

tina al 1% conteniendo cloruro de sodio al 10%, la formación 

de un precipitado blanco indicó prueba positiva para taninos. 

 

Saponinas 

 

Espuma  

El tubo número 3 fue agitado por 10 minutos para la forma-

ción de espuma, se midió la altura de espuma y se dejó repo-

sar por 15 minutos. Una espuma persistente en el tiempo de 

reposo indica presencia de saponinas. 

 

Proteínas  

 

Biuret  

Al tubo número 4 se le añadió 1ml de solución de reactivo de 

Biuret. Un cambio de coloración a azul oscuro o violeta indica 

prueba positiva para proteínas. 
Fuente: Laboratory Handbook for the fraction of Natural Extracts. 

 

Finalmente se analizaron la presencia de triterpenos y glucósidos cardiotónicos. Para 

ello se realizaron pruebas directas al extracto seco, para cada extracto se tomaron 10mg 

y fueron repartidos en 4 tubos de ensayo limpios, secos y numerados. Y se realizaron las 

pruebas específicas como se describe en la (Tabla 9):  

 

Tabla 9: Procedimiento experimental para la determinación de glucósidos cardiotónicos 

y triterpenos en extractos secos de C. domestica 

Metabolito Test Procedimiento 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Glucósidos 

cardiotónicos  

 

 

 

Kedde 

A la porción de extracto que se encuentra en el tubo 

número 1 se añadió 1 ml de metanol y se agito por 

unos minutos, se decanta la solución a otro tubo de 

ensayo donde se añaden reactivo de Kedde I (Acido 

3,5-dinitrobenzoico en metanol) y reactivo de Kedde 

II (hidróxido de potasio). Un cambio de coloración 

(azul) de la solución indico prueba positiva a glucósi-

dos cardiotónicos. 

 

Baljet 

En un tubo de ensayo se prepara una mezcla 1:1 de 

solución 1 (ácido pícrico al 1% en etanol) y solución 2 

(hidróxido de sodio al 10%). Se añadió 5 gotas de la 

mezcla anterior al tubo 2 con una porción de extracto, 

un cambio de coloración a rojo intenso indico prueba 
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positiva para glucósido cardiotónicos   

 

Keller- Killa-

ni 

Al tubo número 3 se añadió 1 ml de ácido acético gla-

cial, posteriormente se añadió 2 gotas de una solución 

de cloruro férrico al 5%. Cuidadosamente y por las 

paredes del tubo de ensayo fueron añadidos 1 ml de 

ácido sulfúrico concentrado. Si la capa superior mues-

tra una coloración azul indica presencia de glucósidos 

cardiotónicos    

 

Triterpenos 

 

Liebermann-

Bouchard  

Al tubo número 4 se añaden 1 ml de anhídrido acético 

y lentamente por las paredes del tubo se añaden cuida-

dosamente 5 gotas de ácido sulfúrico concentrado. Un 

cambio de coloración indica presencia de triterpenos. 
Fuente: Laboratory Handbook for the fraction of Natural Extracts. 

 

 

3.4.Perfil cromatográfico 

 

El perfil cromatográfico se realizó para una mejor visualización de la cantidad de meta-

bolitos presentes en los extractos, para esto se empleó la técnica de cromatografía de 

capa fina (CCF) de fase normal, empleando como reveladores al ácido sulfúrico al 5% 

(revelador universal) y el cloruro férrico al 5% (revelador para compuestos fenólicos). 

 

Cada extracto y muestra fueron sembrados mediante capilar en una placa de Silica gel 

60 F254 de 5cm y se esperó hasta que la muestra sembrada se encuentre completamente 

seca. Posteriormente se preparó el eluyente adecuado para cada extracto y se lo vertió 

dentro de un vaso de precipitado dejando reposar por 2 min. 

 

Finalmente, se introdujo la placa con la muestra sembrada dentro del vaso de precipitado 

y se esperó hasta que el eluyente haya recorrido hasta el borde superior, se secaron las 

placas y se revelaron con ácido sulfúrico al 5% y cloruro férrico al 5% 

 

3.5.Separación, aislamiento e identificación de metabolitos  

 

El aislamiento de metabolitos secundarios se realizó de cada extracto como se describe a 

continuación:  
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3.5.1. Aislamiento de metabolitos en extracto de Acetato de Etilo de hojas  

 

Para el aislamiento de metabolitos secundarios del extracto de acetato de etilo, en primer 

lugar se realizó un fraccionamiento al extracto crudo con una mezcla 1:1 de éter de pe-

tróleo (20-40) y acetato de etilo dejando en reposo por 24 horas. Pasado el tiempo de 

fraccionamiento se filtró el sobrenadante y se realizó un control mediante placas TLC 

del residuo y el sobrenadante con un sistema de elución de éter de petróleo (20-40): 

AcOEt en una proporción de 3:7 (Figura 25). Posteriormente se concentró el sobrena-

dante en un rotaevaporador a presión reducida. 

 

 

Figura 25: Placa TLC de 1) Extracto crudo de 

AcOEt y 2) Fracción éter de petróleo (20-40): 

AcOEt 1:1. Fuente: Elaboración propia 

 

Con la fracción obtenida se realizó una columna VLC (Columna A) empaquetada con 

éter de petróleo 20-40, fueron sembrados 0.53 g de la fracción obtenida del extracto cru-

do y como fase móvil se empleó mezclas de éter de petróleo 20-40: acetato de etilo en 

orden creciente de polaridad y se realizó el control por placas TLC con un sistema de 

elución éter de petróleo (40-60): AcOEt 3:7 (Figura 26 y 27).  

 

    1          2 
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Figura 26: Esquema del tratamiento y fraccionamiento (Columna A) del extracto de 

AcOEt de corteza. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

Figura 27: Placas TLC realizadas a fracciones obte-

nidas de la Columna A. Fuente: Elaboración propia. 

 

Posteriormente se realizó una columna abierta de flujo continuo (Columna B) con Sílica 

gel como fase estacionaria, empacada con éter de petróleo 40-60: acetato de etilo en re-

lación (95:5), donde fueron sembrados 120.5 mg de extracto de las uniones obtenidas 

(13-16) en la columna A. Las fracciones fueron colectadas en tubos de ensayo y contro-

lados mediante cromatografía de capa fina, las fracciones que contenían metabolitos con 

mismo Rf fueron unidas, concentradas hasta la cuarta parte de su volumen inicial y se 
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esperó para que la molécula pueda cristalizar (Figura 28). Los cristales obtenidos 

(COMPUESTO 1), correspondientes probablemente a un compuesto puro, fueron ana-

lizados por TLC, pesados y llevados a análisis por espectroscopia de resonancia magné-

tica nuclear (RMN) para determinar su estructura. 

 

 
Figura 28: Compuesto cristalizado y placa TLC de 

cristales (C) y sobrenadante (S). Fuente; Elabora-

ción propia. 

Compuesto 1 RMN 13C (300 MHz, CDCl3) δ 185.9 (C-28), 142.3 (C-13), 125.9 (C-12), 

81.0 (C-3), 77.2 (C-24), 70.6 (C-2), 49.7 (C-5), 47.4 (C-1), 46.9 (C-9), 44.5 (C-4), 40.9 

(C-14; C-18), 39.7 (C-8; C-10), 37.8 (C-19), 34.8 (C-21), 32.7 (C-7), 32.1 (C-20), 29.7 

(C-22), 28.3 (C-15), 28.1 (C-29), 27.4 (C-30), 25.4 (C-27), 24.2 (C-16), 23.6 (C-11), 

19.8 (C-6; C-26), 17.0 (C-25), 14.2 (C-23). 

 

3.5.2 Separación de fracciones ricas en compuestos fenólicos y saponinas del 

extracto etanólico de hojas  

 

Para la obtención de una fracción rica en saponinas se realizaron 3 extracciones del ex-

tracto etanólico de hojas, para eso fueron disueltos 6,2 g de extracto seco en una mezcla 

etanol: agua en una relación 50:50.  Una primera extracción se realizó con éter de petró-

leo (40-60) para separar principalmente clorofilas. Para la segunda extracción se eliminó 

el etanol de la mezcla en un rota-evaporador y se adiciono acetato de etilo. Finalmente, 

para la tercera extracción se añadió al residuo acuoso de la anterior separación n-butanol 

(Figura 29). Todas las fracciones fueron monitoreadas mediante placas TLC.  

 



 

45 

 

 
Figura 29: Esquema de tratamientos realizados al extracto etanólico de hojas. Fuente: 

elaboración propia. 

 

 
Figura 30: Fracciones obtenidas en el proceso de separación reali-

zado al extracto etanólico con éter de petróleo, AcOEt y n-BuOH. 

Fuente: Elaboración propia. 

 

La Fase de n-butanol fue sometida a una separación por cromatografía de exclusión mo-

lecular, mediante tres columnas Sephadex LH-20, utilizando etanol como fase móvil, 

donde fueron sembrados 100.1, 303,3 y 302,1 mg de extracto seco respectivamente. Se 

recolectaron 29 fracciones de la columna que al ser monitoreadas mediante placas TLC 

con un sistema de eluyentes de AcOEt:EtOH:H2O:AcOH (85:15:5:5) (Figura 32) dieron 

dos fracciones: F1 (5-9, fracción rica en saponinas) 160.6mg y F2 (10-22, fracción rica 

en compuestos fenólicos) 34.5 mg (Figura 31). 
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Figura 31: Fraccionamiento de la fase n-

butanolico mediante Sephadex LH-20. Fuente: 

Elaboración propia 

 

 
Figura 32: Placas TLC de control a fracciones obtenidas por Sephadex LH-20 

del extracto n-butanolico. Fuente: Elaboración propia. 

 

Por otra parte, la Fase de Acetato de Etilo fue también sometida a un fraccionamiento 

para la obtención de una fracción rica en compuestos fenólicos. Así, se realizó un frac-

cionamiento mediante columna con sílica gel donde fueron sembrados 304,3 mg de la 

fase de acetato de etilo empleando AcOEt y AcOEt: MeOH hasta un 3% de MeOH co-

mo fase móvil (Figura 33), colectándose 31 tubos que al ser monitoreados mediante 

placas TLC con un sistema de eluyentes AcOEt:EtOH:H2O:AcOH (90:10:2:3) dio las 

fracciones F3 (fenólicos) y F4 (clorofila) (Figura 34) 
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Figura 33: Esquema de fraccionamiento de la fase de AcOEt 

obtenido a partir del Extracto Etanólico de Hojas. Fuente ela-

boración propia 

 

 
Figura 34: Placas TLC de fracción rica en compuestos fe-

nólicos F3 y fracción rica en clorofila F4. Fuente: Elabora-

cion propia. 

 

3.5.2. Cuantificación de saponinas mayoritarias por HPLC 

 

Para la cuantificación de saponinas mayoritarias se emplearon las técnicas cromatográfi-

cas de HPLC preparativa y analítica. Se trabajó con la fracción rica en saponinas (F1), 

obtenida como se detalla en el apartado 3.5.2, desarrollando inicialmente un método para 

la separación de saponinas en el HPLC analítico, basado en uno previamente establecido 

en el Laboratorio de Bioorgánica del IIQ para saponinas de quinua . El método HPLC 

utilizado tiene las siguientes características:  
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Tabla 10: Parámetros utilizados en el HPLC analítico. 

Inyección de muestra 25 µL 

Tiempo de corrida  45 min. 

Columna 

Tipo C18 

Diámetro 4.6 mm 

Longitud  250 mm 

Tamaño de partícula  5 µm 

Elución 

Mezcla  Acetonitrilo:Agua 

(67:33) 

Tipo de elución  Isocrático 

Presión  83 bar 

Fuente: Elaboración propia. 

 

Con el método desarrollado en el HPLC analítico, se trabajó en el HPLC preparativo 

para la obtención de saponinas separadas. Así, se obtuvo una fracción más pura (4.6 mg) 

compuesta por dos saponinas mayoritarias, con una pureza del 97%, con la que después 

se realizó la construcción de una curva de calibración, en el HPLC analítico, que nos 

brindaría una concentración aproximada de las dos saponinas mayoritarias dentro de 

extractos y fracciones obtenidas de hojas de Colomero en función al área que presentan 

los picos. Para la construcción de la curva de calibración se preparó una solución madre 

de 9200 ppm de la cual fueron preparadas cinco soluciones patrón de 100µL, de concen-

traciones 1420, 2840, 4260, 5680 y 7100 ppm. Cada una de las soluciones patrón fueron 

inyectadas por triplicado y se calculó el área de los picos (Figura 35), obteniendo una 

curva de calibración con un valor de R2=0.9905 (Figura 36)   
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Figura 35: Proceso experimental realizado para la obtención de patrón de sapo-

ninas de Colomero y construcción de curva patrón. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

Figura 36: Curva de calibración obtenida para la cuantificación de saponinas por HPLC. Fuen-

te: Elaboración propia. 

 

La mayoría de las muestras fueron preparadas con una mezcla de acetonitrilo: agua 

(60:40) pasando luego por un filtrado con filtros de 35 µm de porosidad para la elimina-

ción de partículas, sólo en el caso de los extractos crudos hidroalcohólico y acuoso se 

pasó antes por una columna Sephadex LH-20 para la eliminación de taninos. Las mues-

tras fueron inyectadas por duplicado con un tiempo de corrida de 20 min para finalmente 

medir el área de los picos. 

 

3.5.4. Cuantificación de flavonoides totales  

La cuantificación de flavonoides totales se realizó en los extractos crudos de AcOEt, 

EtOH y EtOH:H2O, en las fases de ButOH y AcOEt obtenidas del extracto EtOH de 

hojas y en las fracciones ricas en fenólicos (F2 y F3), es decir en todos los extractos y 

fracciones donde anteriormente se determinó posibles flavonoides por TLC. Para la 
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cuantificación se utilizó el método por quelación con AlCl3 descrito por (Mammen, 

2012), realizando una curva de calibración empleando soluciones etanólicas de Querce-

tina como estándar. Así, se preparó una solución madre de Quercetina a 500 ppm a partir 

de la cual se obtuvieron por dilución 8 soluciones de distintas concentraciones (5, 10, 20, 

30, 40, 50, 75 y 100 ppm).  

 

 

Figura 37: Reacción de quelación de flavonoides con cloruro de Aluminio. Fuente: 

Mammen, 2012 

 

Para la reacción de quelación de la Quercetina en un tubo de ensayo fueron introducidos 

30 µL de la solución estándar (Quercetina), 1970 µL de etanol destilado, 100 µL de 

AlCl3 al 10%, 100 µL de AcOK 1M y 2800 µL de agua destilada Figura 38.  

 

 Figura 38: Esquema para la obtención de la curva de calibración con 

Quercetina. Fuente: Elaboración propia 
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La mezcla rápidamente se llevó a agitación mediante un vórtex y se dejó en reposo por 

un intervalo de 30 minutos, posteriormente se midió las absorbancias a una longitud de 

onda fija de 426nm en celdas de 10 mm de distancia. Obteniendo así una curva de cali-

bración con un valor de R2=0.9978 Figura 39 

 

 

Figura 39: Curva de calibración de Quercetina para la cuantificación de 

flavonoides totales. Fuente: Elaboración propia 

 

Los extractos (AcOEt, EtOH, HA EtOH:H2O) y las fases de ButOH y AcOEt fueron 

preparadas a una concentración de 1000 ppm, mientras que las fracciones ricas en com-

puestos fenólicos fueron preparadas a una concentración de 500 ppm. Todas las mues-

tras fueron preparadas en etanol destilado a un volumen de 25ml. La quelación de las 

muestras se realizó mediante el mismo método descrito en la Figura 40 

 

 
Figura 40: Extractos y fracciones preparadas para la deter-

minación de flavonoides totales. Fuente: Elaboración propia. 
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3.5.5. Cuantificación de fenoles totales por Folin- Ciocalteu 

 

Para la determinación de fenoles totales se siguió el procedimiento reportado por 

Ikumawoyi et al, 2017 (Figura 41), para ello se realizó la construcción de una curva de 

calibración empleando ácido gálico de 98% de pureza, como estándar, dentro un medio 

básico regulado con carbonato de sodio al 7.5% p/v y con el reactivo Folin-Ciocalteu (F-

C).  

 

Para la construcción de la curva de calibración se preparó una solución madre de ácido 

gálico a una concentración de 1000 ppm, de la cual fueron preparadas 9 soluciones pa-

trón de 5-80 ppm de concentración. En un tubo de ensayo se añadió 0.5 mL de la solu-

ción estándar, 2,5 mL del reactivo F-C y 2 ml de solución de carbonato de sodio.  Las 

muestras fueron encubadas por 30 min en una estufa a 40°C, pasado el tiempo de incu-

bación las muestras fueron medidas por triplicado una longitud de onda de 765nm (Fi-

guras 41), obteniendo así una curva de calibración de buena linealidad con un valor de 

R2=0.9998 (Figura 42) 

 

 

 Figura 41: Esquema de preparación de muestras patrón para la 

determinación de fenoles totales. Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 42: Muestras patrón de ácido gálico después de la incu-

bación. Fuente: Elaboración propia. 

 

Los mismos extractos crudos y fracciones utilizados en la cuantificación de flavonoides 

totales fueron utilizados para la cuantificación de Fenoles Totales por esta técnica. Estos 

fueron preparados a una concentración de 2000 ppm (Figura 43), y posteriormente pre-

parados e incubados en las mismas condiciones que las muestras patrón de ácido gálico 

(Figura 44). 

 

 
Figura 43: Muestras de extractos crudos y fracciones obtenidas de hojas de C. domesti-

ca. Fuente: Elaboracion propia. 

 

 
Figura 44: Muestras preparadas para la medición a 765nm. Fuente: Elaboración propia 
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3.5.6. Determinación de la actividad antioxidante mediante la técnica ABTS 

 

La determinación de la actividad antioxidante se realizó mediante la técnica de ABTS 

con un método basado en el descrito por Demoliner et al (2018), para ello se preparó 10 

ml de una solución acuosa 7 mM de ABTS que posteriormente fue mezclada con 10 ml 

de una solución de persulfato de potasio 2.45 mM, la mezcla se agito en un vortex y se 

dejó reposar por 12 horas a temperatura ambiente y en ausencia de luz. Como una etapa 

final de la preparación del reactivo de ABTS se diluyo la mezcla con etanol hasta que al 

medir su absorbancia a 734 nm de un valor igual a 0.700. 

 

 

Figura 45: Muestras estándar de trolox para la construccion 

de la curva de calibración. Fuente: Elaboración propia. 

 

Para la determinación se empleó como estándar Trolox, con el cual se realizó una curva 

de calibración con soluciones de concentraciones entre 10 y 100 µM, posteriormente las 

muestras estándar fueron preparadas tomando 20 µL del estándar, 813 µL de etanol des-

tilado y 4167 µL de reactivo ABTS.+ (Figura 46), obteniendo asi una curva de calibra-

cion de alta linealidad R2=0.9994 (Figura 47). Se siguió el mismo procedimiento para 

las muestras de extractos y fracciones, utilizando nuevamente las mismas muestras utili-

zadas para la determinación de flavonoides totales. 
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Figura 47: Curva de calibración en porcentaje de inhibición 

respecto al Trolox. Fuente: Elaboracion propia. 

Figura 46: Esquema de preparación de muestras para la elaboración 

de la curva de calibración. Fuente: elaboración propia. 
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CAPITULO IV 

 

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES  

 

La especie Cariniana domestica, es un árbol del Norte del departamento de La Paz co-

nocido comúnmente con el nombre de “Colomero”, que según residentes del lugar posee 

propiedades biopesticidas y en Brasil es utilizada tradicionalmente como remedio antiin-

flamatorio y antifúngico. Esto motivo estudios científicos de un grupo de Brasil ( Jano-

vik et al., 2012) que determinó, en extractos de corteza y hojas, la presencia de triterpe-

nos (lupeol y β-amirina), fitoesteroles (β-sitosterol y estigmasterol) y compuestos fenóli-

cos (Ac. caféico, Ac. clorogénico, Ac. gálico, campferol, rutina y quercetina); además de 

actividad antioxidante en los compuestos fenólicos.  

 

Sabemos que los metabolitos secundarios varían de acuerdo al medio ambiente en que se 

desarrolla la planta, por lo que mediante este estudio quisimos determinar el tipo de me-

tabolitos presentes en una especie colectada en Sapecho (Norte de La Paz), además de 

cuantificar los metabolitos mayoritarios presentes, así como determinar las propiedades 

antioxidantes de los compuestos fenólicos. 

 

Para esto, empezamos con un proceso de extracción de amplio espectro, de hojas y cor-

teza de C. domestica, empleando solventes en orden creciente de polaridad (éter de pe-

tróleo, acetato de etilo, etanol, etanol: agua (50:50) y agua) de acuerdo al método de ex-

tracción descrito en la sección 3.2. 

  

4.2.Determinación de rendimiento de extracción  

 

Los extractos obtenidos, fueron secados y pesados, determinándose los rendimientos 

obtenidos para corteza y hojas (Ver Tabla 11). Respecto a la corteza, se obtuvieron al-

tos rendimientos dentro de los extractos etanólico, hidroalcohólico y acuoso (4.37, 14.21 

y 6.20% respectivamente) y bajos rendimientos para los extractos de éter de petróleo y 

acetato de etilo (0.44 y 0.26% respectivamente). 
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Por otro lado dentro de los extractos de hojas se obtuvieron los mayores rendimientos 

dentro de los extractos etanólico y hidroalcohólico, con 6.10 y 19.16% respectivamente, 

y bajos rendimientos para los extractos etéreo, acetato de etilo y acuoso, con 1.11, 1.32 y 

2.61%, respectivamente. Lo que nos indica que dentro de la planta existen principalmen-

te metabolitos secundarios de mediana y alta polaridad. 

 

Tabla 11: rendimientos de extracción de corteza y 

hojas de Colomero (C. domestica). 

Órgano de 

la planta 

Fracción Rendimiento 

[%] 

 

 

Corteza 

Etéreo   0.44% 

Acetato de etilo 0.26% 

Etanólico  4.37% 

Hidroalcohólico 14.21% 

acuoso 6.20% 

 

 

Hojas 

Etéreo   1.11% 

Acetato de etilo 1.32% 

Etanólico  6.10% 

Hidroalcohólico 19.16% 

acuoso 2.61% 

Fuente: Elaboración propia. 

 

4.2. Análisis fitoquímico preliminar 

 

Luego, los extractos crudos fueron sometidos a un estudio fitoquímico preliminar, reali-

zado según la metodología descrita en la sección 3.3, para la identificación de tipos de 

metabolitos secundarios presentes en cada extracto (Tabla 11), observándose varias di-

ferencias en la composición de metabolitos secundarios en hojas y cortezas, como por 

ejemplo la presencia de triterpenos y saponinas en el extracto EtOH de hojas que no se 

observan en el extracto EtOH de corteza. De hecho, las saponinas se encuentran en las 

hojas y no en la corteza. En cuanto a los flavonoides, también se observa mayor cantidad 

en los extractos de hojas (AcOEt y EtOH), mientras que los fenólicos hay tanto en hojas 

como en corteza, sin embargo no debemos olvidar que los taninos también son fenólicos 

y que normalmente están presentes en la corteza, pero que no son de nuestro interés.  
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Por otra parte, en este estudio preliminar se ven diferencias con el estudio desarrollado 

en Brasil, ya que nuestro estudio fitoquímico preliminar nos permitió determinar la pre-

sencia de alcaloides, terpenos, azucares reductores, flavonoides, compuestos fenólicos y 

taninos; mientras que los estudios en Brasil (Janovik et al, 2012) determinaron dentro la 

corteza triterpenos, compuestos fenólicos y saponinas.  

 

La composición determinada dentro de los extractos de hojas, con presencia de alcaloi-

des, triterpenos, saponinas, azucares reductores, glucósidos cardiotónicos flavonoides, 

compuestos fenólicos y taninos, hace más interesante el estudio dentro de los extractos 

de hojas. Los resultados se muestran en la Tabla 12.  

 

Tabla 12: Resultados obtenidos en el estudio fitoquímico preliminar realizados a extractos de 

hojas y corteza de Colomero (C. domestica) 

(+++)=presencia alta, (++)=presencia moderada, (+)=presencia baja, (-)=ausencia, (*)=presencia excesiva 

Fuente: Elaboración propia  
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E
x

t.
 A

c.
  

alcaloides Dragendorf ++ ++ + - - ++ + - - - 

Mayer ++ ++ + - - - - - - - 

triterpenos Lieberman 

Bouchard 

+++ +++ ++ + - +++ ++ - - - 

Saponinas Espuma - - + ++ + - - - - - 

Azucares 

reductores 

Fehling - + ++ + +  - ++

+ 

++ + 

G. cardiotó-

nicos 

 

Kedde - - - - - - - - - - 

Baljet - +++ ++ + + - + + + + 

Keller-Killani ++ +++ + + + - + - - - 

Flavonoides Shinoda - ++ ++ + - - - + - - 

Fenólicos Cloruro férri-

co 

- + +++* +++* +++

* 

- - ++

+ 

+++ ++ 

Taninos Ac. de plomo - + +++ +++ +++ - - ++

+ 

+++ +++ 

Gelatina - + ++ +++ + - - ++

+ 

+++ +++ 

Proteínas Ninhidrina - - - - - - - - - - 
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4.3. Perfil cromatográfico  

 

Finalmente, para un mejor análisis de la composición cualitativa de los extractos, se ana-

lizó su perfil cromatográfico mediante placas TLC eluídas con solventes de diferente 

polaridad y reveladas con ácido sulfúrico, un revelador de amplio espectro. Así se ob-

servó los perfiles cromatográficos de los extractos mostrados en la Tabla 13:  

 

Tabla 13: Placas TLC realizadas a extractos obtenidos de hojas y corteza. 

Extracto  Placa Fase móvil  Revelador  

Hojas Corteza 
 

 

 

(1) Extracto etéreo 

 

(2) Extracto aceta-

to 

 

  

 

Hojas 

Éter de petróleo 

(20-40): acetato 

de etilo, 20:80. 

Corteza 

Éter de petróleo 

(20-40): acetato 

de etilo, 95:5. 

 

 

 

 

 

Ácido sulfúrico 

al 5%. 

 

 

 

 

Extractos 

(1)Etanólico 

(2)Hidroalcoholico 

(3)Acuoso 

 

  

 

 

 

 

Acetato de etilo: 

etanol: agua: 

ácido acético, 

70:30:5:5. 

 

 

 

 

 

Ácido sulfúrico 

al 5%. 

Fuente: Elaboración propia. 
 

De acuerdo a los resultados obtenidos, en las placas TLC de extractos etanólico e hi-

droalcohólico de hojas se observa la probable presencia de saponinas (color rosado) y 

compuestos fenólicos (amarillo), en baja concentración, mientras que en el extracto 

acuoso no se identifica la presencia de saponinas, dato que correlaciona con el análisis 

fitoquímico preliminar realizado a estos extractos (Ver Tabla 11). Por otra parte, anali-

zando la placa realizada a los extractos etanólico, hidroalcohólico y acuoso de corteza, 

1      2 1      2 

 1         2       3 1        2      3 
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se observa que no poseen la misma composición que los extractos de hojas, no determi-

nándose la presencia de saponinas y observándose sólo una presencia de compuestos 

fenólicos (amarillo) y azucares reductores (marrón). Finalmente, realizando un análisis 

de los extractos etéreo y de AcOEt, vemos que tanto los extractos de hojas como de cor-

teza se ven con una interesante composición de metabolitos secundarios, particularmente 

se evidenció la presencia de terpenos que fueron determinados por la coloración caracte-

rística que presentan al revelarse en placas TLC (rosa, café y azul) (Krebs et al, 1969), 

en especial se observa un terpeno claramente mayoritario en el extracto de AcOEt de 

corteza. 

 

Por lo que, considerando el perfil cromatográfico por TLC, y el estudio fitoquímico pre-

liminar, se decidió trabajar con el extracto de AcOEt de corteza, con el objetivo de sepa-

rar el terpenoide mayoritario y con el extracto etanólico de hojas para el análisis de sa-

poninas y compuestos fenólicos.  

 

4.4. Aislamiento e identificación de metabolitos  

 

4.4.1. Extracto de acetato de etilo de corteza 

 

Para la separación del terpenoide mayoritario se seleccionó el extracto de AcOEt de cor-

teza,  del cual se realizó inicialmente una separación con una mezcla 1:1 de éter de pe-

tróleo (20-40) y acetato de etilo, la fracción soluble se concentró y se realizó una colum-

na abierta en Silicagel G60, utilizando como eluyente una mezcla de AcOEt:EP (5:95) 

obteniéndose en una fracción el compuesto mayoritario 1, el cual fue sometido a cristali-

zación y luego a análisis por espectroscopia de RMN de 1H y 13C determinándose que se 

trataba de un triterpeno tipo oleanano, cuya estructura probable es un isómero del ácido 

arjulonico (Figura 48), gracias a la comparación de datos de RMN 13C con datos biblio-

gráficos (Lima et al, 2002), sin embargo todavía se observaba impurezas y por proble-

mas en el equipo de RMN del IIQ, no se pudo realizar experimentos de RMN 2D. Por lo 

que la estructura todavía debe ser confirmada. 
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Figura 48: Comparación de datos de RMN13C a) Experimental Compuesto 1 y b) Teórico Ac. 

Arjulonico (Lima et al, 2002). Fuente: Elaboración propia 

 

 

Figura 49: Espectro de carbono 13 del compuesto 1. Fuente: Elaboración propia. 

-. 

En la Figura 48 se puede observar una gran coincidencia de datos excepto en el C-24, 

por lo que propusimos un cambio en la estereoquímica del C-4 que afectaría los despla-

zamientos de C-23 y C-24. Sin embargo, como dijimos anteriormente, la estructura se 

debe confirmar por experimentos de RMN 2D, porque el cambio de estereoquímica 

también puede ser en el C-2. Pero, la presencia de este tipo de compuestos en la especie 
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además se encuentra respaldada porque ya fueron reportados en otras especies del géne-

ro, como en Cariniana rubra (Lima et al, 2002). 

 

El ácido arjunólico, dentro del campo de la farmacología, es denominado como la nueva 

promesa de la medicina terapéutica, debido a sus diversas actividades biológicas, que 

incluyen actividades: antioxidantes, antifúngicas, antibacterianas, anticolinesterasas, 

antitumorales, antiasmáticas, de cicatrización de heridas e inhibidoras del crecimiento de 

insectos (Jyotirmoy & Parames C., 2013). 

 

Este metabolito, ha sido ampliamente estudiado y se le atribuye una buena actividad 

antimicrobiana, actuando principalmente a nivel gastrointestinal evitando dolores esto-

macales y diarrea (JD et al, 2005). Además, se realizaron pruebas in vitro frente a distin-

tos agentes patógenos, demostrando una alta inhibición contra: Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Microsporum canis y Sporothrix 

schenckii y baja capacidad de inhibición para el Aspergillus fumigatus. (Masoko et al, 

2008). Por otro lado, se informó que la citotoxicidad en hepatocitos inducidos por NaF 

del acido Arjulonico es comparable frente a de la vitamina C, protejiendo a los 

hepatocitos y previniendo su muerte necrótica (Jyotirmoy et al, 2008).  

 

4.4.2. Separación de fracciones ricas en compuestos fenólicos y saponinas del 

extracto etanólico de hojas. 

 

Para la obtención de las fracciones ricas en saponinas y compuestos fenólicos se empleó 

el extracto etanólico de hojas de C. domestica, el cual inicialmente se disolvió (6.20 g) 

en una mezcla de etanol: agua (1:1), para posteriormente realizar extracciones liquido- 

liquido con solventes en orden creciente de polaridad obteniendo cuatro fracciones. La 

primera extracción se realizó con éter de petróleo 40-60, para la eliminación de clorofi-

las que contiene el extracto, obteniendo un residuo verdoso con un rendimiento de 

3.78%. 
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Antes de realizar la segunda extracción con acetato de etilo, se llevó la solución hidroal-

coholica resultante a un rotaevaporador para la eliminación de etanol y de esta manera 

evitar la formación de una sola fase por la miscibilidad del etanol y acetato de etilo; así 

con la fase acuosa obtenida se realizó la extracción con acetato de etilo obteniendo una 

solución amarillenta que al ser analizada por placas TLC mostró la presencia de com-

puestos fenólicos y clorofila, en menor cantidad, con un rendimiento de 7.79%.  

 

La tercera extracción de la fase acuosa resultante se realizó con n-butanol, esto con el fin 

de obtener una fracción rica en saponinas, ya que las saponinas son solubles en este tipo 

de solventes por su mediana polaridad, obteniendo una solución de color naranja, que al 

realizar una placa cromatográfica mostró la presencia de saponinas y compuestos fenóli-

cos, con un rendimiento de 28.07%. Finalmente, la fase acuosa final se analizó mediante 

placas TLC mostrando la presencia de azúcares de una coloración marrón, por lo que no 

fue tomada en cuenta. 

 

Para a obtención de una fracción rica en saponinas, libre de compuestos fenólicos, se 

realizó una columna cromatográfica de exclusión molecular (Sephadex LH-20) al ex-

tracto butanólico, con etanol como fase móvil, obteniendo así una fracción rica en sapo-

ninas (F1) y otra fracción rica en compuestos fenólicos (F2).  

 

Por otra parte, la fracción de acetato de etilo correspondiente a la segunda extracción, 

que mostró la presencia de compuestos fenólicos y clorofila, fue sometida a una croma-

tografía en columna abierta de Sílica gel G60, con un sistema de elución AcOEt: MeOH 

95:5, donde se obtuvo dos fracciones, una fracción rica en compuestos fenólicos (F3) y 

otra fracción rica en clorofilas que no se tomó en cuenta para posteriores estudios.  

 

4.5. Cuantificación de Saponinas mayoritarias  

 

El desarrollo de la metodología para el análisis de saponinas por el método de HPLC 

analítico, fue basado inicialmente en métodos ya desarrollados anteriormente para sapo-

ninas de quinua por el laboratorio de Bio-orgánica del IIQ, parámetros que después fue-

ron modificados como se indica en el apartado 3.5.3 en función a las saponinas de Co-
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lomero (C. domestica) (Figura 50). Con el método desarrollado, se obtuvo una fracción 

más pura de saponina (pureza del 97%) que fue utilizada como referencia (Figura 51) 

para la construcción de una curva de calibración (y=2,6305+864.39; R2=0.9904) para la 

cuantificación aproximada de saponinas mayoritarias dentro extractos crudos EtOH, 

EtOH; H2O y fracciones ricas en saponinas F. BuOH y F1.  

 

 

 
Figura 50: Cromatograma HPLC de la Fracción rica en saponinas. Fuente: Elaboración propia. 

 

 
Figura 51: Cromatograma de la fracción de saponinas obtenida por la técnica de HPLC prepara-

tivo, utilizada posteriormente como referencia. Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 52: Proyección de Cromatograma de la fracción de saponinas de 

referencia en 3D. Fuente: Elaboración propia. 

Posteriormente, se prepararon las muestras de extractos crudos y fracciones donde se vio 

por TLC la presencia de saponinas. Para la preparación de extractos crudos, en primer 

lugar se realizó un tratamiento para la eliminación de taninos mediante cromatografía de 

exclusión molecular Sephadex LH-20, la fracción obtenida de este tratamiento fue con-

centrada, pesada y disuelta nuevamente en una mezcla de agua: acetonitrilo 40:60 para 

finalmente pasar la solución por filtros de 35µm de malla para la eliminación de partícu-

las que podrían dañar a la columna del equipo. Por otra parte, las fracciones ricas en sa-

poninas no requirieron la eliminación de taninos y fueron preparadas directamente en la 

mezcla de agua: acetonitrilo y filtradas. 

 

Tabla 14: Concentración aproximada de saponinas en extractos y fracciones. 

extracto Conc. 

[mg/g ES] 

Etanólico  7,06±0.08 

Butanólico  120,94±0.37 

F. rica en saponinas 477,70±5.26 

Hidroalcohólico  6,55±0.21 

Fuente: Elaboracion propia 

 

Así, con la ecuación de la curva de calibración, se determinó la concentración aproxima-

da de saponinas mayoritarias, expresada en mg de saponinas/g de extracto seco (Tabla 

14), determinando dentro del extracto crudo etanólico 7.06±0.008 mg/g ES y en el ex-

tracto hidroalcohólico de hojas 6.55±0.21 mg/gr ES. En la fracción butanólica, obtenida 

del fraccionamiento realizado al extracto etanólico, se determinó 120.94±0.37 mg/g ES y 
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dentro la fracción rica de saponinas (F2), obtenidas mediante cromatografía con Sepha-

dex LH-20, se determinó 477.70±5.26 mg/g ES Figura 53.  

 

 

Figura 53: Concentración aproximada de saponinas mayoritarias en extractos y 

fracciones en mg de saponinas/g de extracto seco. Fuente: elaboración propia. 

 

Finalmente, dentro el extracto acuoso no se llegó a determinar la presencia de estas sa-

poninas, dato que correlaciona con placas TLC realizadas a extractos y pruebas fitoquí-

micas preliminares. Este resultado que indica que las saponinas son de mediana polari-

dad siendo mayormente solubles en etanol y mezclas hidroalcoholicas, lo que nos lleva-

ría a pensar que se trata de saponinas con pocos azúcares, probablemente monodesmosí-

dicas como las reportadas dentro la especie Cariniana rubra (Lima et al, 2002). 

 

4.7.Cuantificación de flavonoides totales  

 

Para la cuantificación de flavonoides totales, se realizó la construcción de la curva de 

calibración, descrita en la sección 3.5.4. , utilizando Quercetina como patrón, para esto 

se prepararon soluciones de quercetina a 7 concentraciones, de las cuales se determinó la 

absorbancia por triplicado. A este conjunto de datos se realizó un análisis estadístico 

para la exclusión de datos empleando la prueba de Grubbs y el criterio de Chauvenet al 

95% de confianza.  

De esta manera se obtuvo la curva patrón de Quercetina (y= 0,008x -0,0012) con un R2 

de 0.9978 Ver anexo 5 

0

100

200

300

400

500

etanolico butanolico fraccion rica en
saponinas

extracto
hidroalcoholicoC

o
n

c
e

n
tr

a
c
io

n
 d

e
 S

a
p

o
n

in
a

s
 

[m
g

/g
r 

E
S

]

Concentración de Saponinas en Extractos y 
Fracciones  



 

67 

 

 

  

Figura 54: Concentración de flavonoides totales en [mg/g extracto seco] presen-

tes en extractos y fracciones de hojas de Colomero. Fuente Elaboración propia 

 

En función a la curva de calibración obtenida se logró determinar los miligramos de 

flavonoides presentes por gramo de extracto seco (Figura 54). Así, los resultados obte-

nidos nos indican el extracto de acetato de etilo (2.717±0.203 mg/g ES) muestra mayor 

contenido de flavonoides totales que el extracto etanólico (2.005±0.494 mg/gr ES) y el 

extracto hidroalcohólico (0.737±0.158 mg/gr ES) (Tabla 15). 

 

Tabla 15: Contenido de flavonoides totales en extractos crudos y fracciones obtenidas. 

Extracto Cons.  [mg/g 

ES] 

 

AcOEt 377,40±28.25 

EtOH 265,50±60.3 

F.AcOEt 680,73±25.97 

ButOH 295,31±29.33 

F2 1934,38±115.59 

F3 563,89±89.63 

EtOH: H2O 97,40±17.39 

Fuente: Elaboración propia 
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Por otro lado, también se observa que el proceso para obtener una fracción rica en flavo-

noides fue correcto, ya que al realizar la extracción liquido-liquido al extracto etanólico 

con AcOEt se obtuvo una fracción con mayor concentración de flavonoides, fracción de 

acetato de etilo (F. AcOEt) con una concentración de 4.937±0.205 mg/g ES. Por otra 

parte en la fracción de n-butanol se obtuvo una concentración de flavonoides totales de 

2.170±0.237 mg/g ES y en la F2 (rica en compuestos fenólicos), derivada de la fracción 

de n-BuOH, se obtuvo la mayor concentración de flavonoides totales. 

 

Analizando las concentraciones obtenidas de extractos crudos y fracciones se observa 

una afinidad de los flavonoides con los solventes de menor polaridad como el acetato de 

etilo, este tipo de comportamiento ya ha sido estudiado y reportado por Turkmen et al, 

2006. 

 

4.8.Cuantificación de Fenoles Totales (F-C) 

 

Para la determinación de fenoles totales se empleó la técnica de Folin-Ciocalteu, lográn-

dose cuantificar la concentración de estos en Eq. mg ácido gálico/g ES, en extractos y 

fracciones donde se observó fenoles por cromatografía TLC.  

 

Tabla 16: Fenoles totales en extractos y fracciones de Colomero (C. domestica). 

 

Fenoles totales 

Muestra EAG (mg/g de 

extracto) 
AcOEt 33,642±0.373 

EtOH 290,922±0.452 
H2O:EtOH 381,048±0.452 
F ButOH 244,998±0.412 
F AcOEt 373,032±0.249 
F2 302,773±0.249 

 
Fuente: Elaboración propia  

 

Así pues en la Tabla 16 se observa que el contenido de fenoles totales dentro los extrac-

tos crudos va en orden decreciente H2O:EtOH˃EtOH˃AcOEt con valores de 
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381.048±0.452, 290.922±0.452 y 33.642±0.373 mg/g ES, respectivamente. Por otro la-

do, la fracción de AcOEt, obtenida partiendo del extracto etanólico de hojas, exhibió una 

mayor concentración de fenoles totales (373.032±0.249 Eq mg AG/g ES) comparada 

con la fracción purificada (F2) y la fracción butanólica (302.773±0.249 y 244.998±0.412 

mg/gr ES, respectivamente) (Figura 55).  

 

 
Figura 55: Concentración de fenoles totales en extractos crudos y fracciones 

de hojas de Colomero. Fuente: Elaboracion propia. 

 

El contenido de fenoles totales obtenido dentro del extracto hidroalcohólico es mayor al 

reportado por Janovik et al, 2009 (268±3.266 mg/g ES), sin embargo estos valores no 

son comparables ya que el tratamiento para la obtención de extractos realizado a la 

muestra de hojas seca no fue igual. Por otra parte, si analizamos estos datos con los de 

flavonoides podemos decir que una buena parte de los fenólicos determinados en el ex-

tracto EtOH son flavonoides, lo mismo que en la fracción de AcOEt; mientras que los 

fenoles determinados en el extracto hidroalcohólico claramente no son flavonoides. 

 

4.9. Determinación de la actividad antioxidante 

 

Aplicando el método 𝐴𝐵𝑇𝑆 ∙+ se determinó la capacidad antioxidante de las soluciones 

de extractos crudos (AcOEt, EtOH y EtOH:H2O) y fracciones (AcOEt, BuOH y F2) pre-

paradas también para la cuantificación de fenoles totales, observándose una correlación 

directa entre el contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante equivalente al 

trolox (TEAC) 
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Tabla 17: Resultados obtenidos de la capacidad antioxidante equivalente al trolox. 

 

 

Muestra 

 

Masa de 

muestra en 

mg 

 

ET (µM/g de 

extracto ) 

AcOEt 1 37,219±0.209 

EtOH 1,1 339,051±0.272 

EtOH:H2O 1,1 516,338±0.395 

F. BuOH 1 264,975±0.299 

F. AcOEt 1 475,175±0.194 

F2 1 367,109±0.352 

Fuente: Elaboración propia 

 

Así, dentro los extractos crudos, se observó un comportamiento similar al observado en 

la determinación de fenoles totales (Tabla 17), estableciendo una menor actividad para 

los extractos de menor polaridad, siendo el extracto de acetato de etilo (37.22±0.21 

µM/g de extracto) el que presentó menor actividad, una actividad media se observó den-

tro extracto etanólico (339.05±0.27 µM/g de extracto) y una alta actividad para el extrac-

to hidroalcohólico (516.34±0.39 µM/g de extracto). Igualmente, entre las fracciones la 

que presentó mayor actividad inhibitoria de radicales libres ABTS.+ fue la fracción de 

AcOEt. 

 

 

Figura 56: Resultados de la actividad antioxidante ABTS en extractos crudos y fraccio-

nes de hojas de colomero. Fuente: Elaboración propia. 
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CAPÍTULO V 

 

CONCLUSIONES Y/O RECOMENDACIONES 

 

 Se obtuvo extractos de un amplio gradiente de polaridad de corteza y hojas de 

Cariniana domestica, determinándose altos rendimientos en los extractos etanó-

lico, hidroalcohólico y acuoso de ambas partes de la planta, con un rendimiento 

de 4.37, 14.21 y 5.20%, respectivamente, para la corteza y 6.31, 19.11 y 2.61%, 

respectivamente, para las hojas.  

 

 Se realizó una determinación cualitativa de familias de metabolitos secundarios 

presentes en extractos obtenidos a partir de corteza y hojas, mediante un estudio 

fitoquímico preliminar, determinándose en la corteza la presencia minoritaria de 

alcaloides, azucares reductores, saponinas, triterpenos, flavonoides y glucósidos 

cardiotónicos, además de la presencia mayoritaria de compuestos fenólicos y ta-

ninos. Mientras que en los extractos de hojas, se determinó la presencia mayori-

taria de compuestos fenólicos, saponinas, triterpenos, alcaloides y glucósidos 

cardiotónicos. 

 

 Se analizó el perfil cromatográfico de los extractos mediante placas TLC en con-

junto con los resultados del estudio fitoquímico preliminar determinándose en los 

extractos etanólico e hidroalcohólico de hojas la presencia de saponinas (color 

rosado) y compuestos fenólicos (amarillo), considerando la menor complejidad 

del extracto de etanólico, este fue seleccionado para la obtención de fracciones 

ricas en saponinas y fenólicos. 

 

 Por otra parte, el extracto de AcOEt de corteza mostró en su cromatografía TLC 

la presencia clara de un terpenoide mayoritario, por lo que fue sometido a suce-

sivas separaciones, lográndose aislar el compuesto 1, que fue analizado por es-

pectroscopía de RMN 1D estableciéndose la estructura, por comparación con da-

tos bibliográficos RMN13C, del Ácido Arjulonico, la cual debe ser confirmada 



 

72 

 

posteriormente mediante espectros bi-dimensionales (COSY, HSQC y HMBC), 

además de espectros DEPT. 

 

 Empleando la técnica de cromatografía HPLC se determinó la concentración 

aproximada de saponinas mayoritarias dentro de extractos crudos, expresada en 

mg de saponinas por g de Extracto Seco (ES): EtOH 7.06 ±0.08 mg/g ES, 

H2O:EtOH 6.55±0.21 mg/g ES, fracción rica en saponinas 477.7±5.26 mg/g ES 

y fracción ButOH 120.94±0.37 mg/g ES. Observándose claramente que con el 

proceso realizado si se logró obtener una fracción rica en saponinas. Sin embargo 

se recomienda realizar la cuantificación de saponinas en base a un compuesto 

identificado de referencia (patrón), para la obtención de un valor de concentra-

ción de mayor exactitud. 

 

 La cuantificación de flavonoides totales, se realizó por un método UV-Vis, obte-

niendo resultados expresados como mg de quercetina/g de ES. Así, se determinó 

una alta concentración de flavonoides dentro el extracto de acetato de etilo 

(2.717±0.203 mg/g ES), seguida por el extracto etanólico (2.005±0.494 mg/g ES) 

y por último el extracto hidroalcohólico (0.737±0.158 mg/g ES). Además, se de-

terminó una buena concentración de flavonoides totales en la fase de acetato de 

etilo obtenida del Ex. Etanólico de hojas (4.937±0.205 mg/gr ES) y dentro la fase 

de n-butanol también obtenida a partir del Ex EtOH (2.170±0.237 mg/gr ES), así 

como en las fracciones obtenidas de la fase n-BuOH, F2 y F3, determinándose 

claramente que la fracción F2 es la más rica en flavonoides, de acuerdo con lo 

esperado durante el fraccionamiento. Es recomendable realizar la identificación 

de los flavonoides presentes dentro de extractos y fracciones ricas en estos meta-

bolitos. 

 

 Se determinó el contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante de ex-

tractos crudos y fracciones de hojas de Colomero donde previamente se determi-

naron fenólicos por TLC. El método utilizado para la determinación de fenólicos 

fue el de Folin-Ciocalteu y el de actividad antioxidante fue el inhibición de radi-
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cales libres ABTS. En ambas determinaciones hubo una correlación entre el con-

tenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante, obteniendo altos porcenta-

jes de inhibición dentro los extractos hidroalcohólico, fase de AcOEt y fracción 

rica en compuestos fenólicos (F2). Es recomendable complementar el estudio de 

la actividad antioxidante mediante otras pruebas como el DPPH, además de la 

identificación de los compuestos fenólicos que participan en dicha actividad. 
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Anexo 1: Carta de solicitud de identificación taxonómica dirigida al Herbario Nacional 

de Bolivia LPB. Fuente: Elaboración propia. 
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Anexo 2: Carta de confirmación de clasificación taxonómica. Fuente: Herbario Nacio-

nal de Bolivia (LPB) 
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Anexo 3: Pesos obtenidos en el proceso de extracción en Corteza y Hojas de la especie 

Cariniana domestica. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

Extractos de Corteza 

Extracto Solvente m matraz 

vacío [g] 

m matraz+extracto 

[g] 

m extracto  

[g] 

Etéreo Éter de petró-

leo 60-80 

38.7851 40.0978 1.3127 

Acetato acetato de 

etilo 

44.5349 45.3131 0.7782 

Etanólico etanol 96ºGL 34.0520 47.1797 13.1277 

Hidroalcoholico Etanol: agua, 

50:50 

37.9637 80.6061 42.6424 

acuoso Agua destilada 96.2856 111.8885 15.6029 

 

 

Extractos de Hojas 

Extracto Solvente m matraz 

vacío [g] 

m matraz+extracto 

[g] 

m extracto  

[g] 

Etéreo Éter de petró-

leo 40-60 

44.5348 46.1952 1.6604 

Acetato acetato de 

etilo 

34.0527 35.9935 1.9408 

Etanólico etanol 96ºGL 39.3037 48.7689 9.4652 

Hidroalcoholico Etanol: agua, 

50:50 

22.7610 51.5078 28.7468 

acuoso Agua destilada 40.8629 48.6842 7.8213 
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Anexo 4: Rendimientos obtenidos en el proceso de extracción de la especie Cariniana 

domestica. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

Extractos de Corteza 

Extracto Solvente Tiempo 

[Hrs] 

Extracto 

seco [g] 

Rendimiento 

[%] 

Etéreo Éter de petróleo 

60-80 

24 1.3127 0.44% 

Acetato acetato de etilo 24 0.7782 0.26% 

Etanólico etanol 96ºGL 24 13.1277 4.37% 

Hidroalcoholico Etanol: agua, 

50:50 

48 42.6424 14.21% 

Acuoso Agua destilada 48 15.6029 6.20% 

 

 

 

 

Extractos de Hojas 

extracto Solvente Tiempo 

[Hrs] 

Extracto 

seco [g] 

Rendimiento 

[%] 

Etéreo Éter de petróleo 

60-80 

24 1.6604 1.11 

Acetato acetato de etilo 24 1.9408 1.32 

Etanólico etanol 96ºGL 24 9.4652 6.10 

Hidroalcoholico Etanol: agua, 

50:50 

48 28.7468 19.16 

48 3.3284 2.22 

Acuoso Agua destilada 48 7.8213 2.61 
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Anexo 5: Exclusión de datos para la curva de calibración mediante la Prueba de Grubbs 

Fuente: Elaboración propia. 

 

 

Rechazo de datos 

G al 95% 2,11      si n ˂G tabulado =Se acepta ; n ˃G tabulado = Se rechaza                           

n Blanco 10 ppm 20 ppm 30 ppm 40 ppm 50 ppm 75 ppm 100 ppm 

1 0,000 1,479 1,886 1,438 1,182 1,356 0,838 1,033 

2 0,000 1,479 0,471 1,438 1,182 1,171 0,838 1,033 

3 0,000 0,185 0,471 1,046 0,698 1,171 0,838 1,033 

4 0,000 0,185 0,471 0,523 0,215 0,123 0,479 0,516 

5 0,000 0,185 0,471 0,523 0,215 0,123 0,479 0,000 

6 0,000 0,185 0,943 0,523 0,215 0,308 0,479 0,000 

7 0,000 0,185 0,943 0,523 1,236 1,048 1,317 1,033 

8 0,000 0,185 0,943 0,915 1,236 1,048 1,317 1,033 

9 0,000 1,849 0,943 0,915 1,236 1,048 1,317 1,549 
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Anexo 6: Exclusión de datos de muestras según la prueba de Grubbs. Fuente: Elabora-

cion propia. 

 

Datos de absorbancia obtenidos en la medición de  

n AcOEt EtOH HA F AcOEt F ButOH F1 F2 

1 0,019 0,012 0,005 0,033 0,014 0,044 0,013 

2 0,019 0,012 0,005 0,033 0,014 0,044 0,013 

3 0,019 0,013 0,005 0,033 0,015 0,045 0,013 

4 0,019 0,013 0,006 0,033 0,015 0,049 0,014 

5 0,019 0,013 0,006 0,033 0,015 0,049 0,014 

6 0,019 0,013 0,006 0,035 0,015 0,050 0,014 

7 0,022 0,019 0,007 0,035 0,017 0,050 0,018 

8 0,022 0,019 0,007 0,036 0,018 0,050 0,018 

9 0,025 0,020 0,008 0,036 0,018 0,050 0,019 

Promedio 0,020 0,015 0,006 0,034 0,016 0,048 0,015 

SD 0,002 0,003 0,001 0,001 0,002 0,003 0,002 

   Se desprecia el dato.  

 
Concentración de flavonoides totales en extractos y fracciones 

AcOEt EtOH HA F AcOEt F 

ButOH 

F1 F2 

22,25 13,50 4,75 39,75 16,00 53,50 14,75 

22,25 13,50 4,75 39,75 16,00 53,50 14,75 

22,25 14,75 4,75 39,75 17,25 54,75 14,75 

22,25 14,75 6,00 39,75 17,25 59,75 16,00 

22,25 14,75 6,00 39,75 17,25 59,75 16,00 

22,25 14,75 6,00 42,25 17,25 61,00 16,00 

26,00 22,25 7,25 42,25 19,75 61,00 21,00 

26,00 22,25 7,25 43,50 21,00 61,00 21,00 

- 23,50 8,50 43,50 21,00 61,00 22,25 

Promedio 23,19 16,31 5,84 40,84 17,72 58,03 16,78 

SD 1,74 3,71 1,04 1,56 1,76 3,47 2,67 
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Anexo 7: Curva de calibración y datos de áreas en extractos crudos y fracciones ricas en 

saponinas. Fuente: Elaboración propia. 

 

CURVA PATRON 

Conc. ppm Área 1 Área 2 Área 3 Promedio SD 

1420 5320,7 5267,3 5435,9 5341,3 86,2 

2840 9088,6 9036,1 9013,4 9046,0 38,6 

4260 12124,7 11933,4 12059,2 12039,1 97,2 

5680 15037,5 15234,2 14999,4 15090,4 126,0 

7100 19575,8 19815,3 19706,0 19699,0 119,9 

 

 
 

Extracto  Área 1 Área 2 Promedio SD 

BuOH 121,21 120,68 120,94 0,37 

EtOH 7,06 7,06 7,06 0,08 

HA 6,69 6,40 6,55 0,21 

Ext. Rico 87,52 86,03 86,78 1,05 
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Anexo 8: Datos obtenidos para la construcción de la curva de calibración de Ácido Gálico.             Fuente: Elaboración propia 

 
Conc. 
mg/L 

Abs 1 Abs 2 Prom. 
1 

N° Abs 1 Abs 2 Prom 2 N° Abs 1 Abs 2 Prom 3 Prom de 
Abs 

SD 

  0,006 0,008 0,007 B1 0,006 0,008 0,007 B1 0,005 0,006 0,0055     

  0,005 0,005 0,005 B2 0,005 0,005 0,005 B2 0,004 0,004 0,004     

        B3       B3 0,005 0,005 0,005     

  0,007 0,008 0,0075 B4 0,007 0,008 0,0075 B4 0,004 0,005 0,0045     

  0,006 0,006 0,006 B5 0,006 0,006 0,006 B5 0 0 0     

0     0,000       0,000       0,0038 0 0 

5 0,064 0,064 0,064 1 0,064 0,064 0,064 1 0,06 0,061 0,0605 0,057 0,001 

10 0,121 0,122 0,1215 2 0,121 0,122 0,1215 2 0,12 0,121 0,1205 0,116 0,001 

20 0,241 0,241 0,241 3 0,24 0,241 0,2405 3 0,236 0,238 0,237 0,234 0,001 

30 0,359 0,36 0,3595 4 0,361 0,359 0,36 4 0,357 0,36 0,3585 0,354 0,001 

40 0,467 0,467 0,467 5 0,465 0,467 0,466 5 0,464 0,462 0,463 0,460 0,001 

50 0,59 0,591 0,5905 6 0,59 0,591 0,5905 6 0,587 0,586 0,5865 0,584 0,001 

60 0,69 0,69 0,69 7 0,69 0,69 0,69 7 0,689 0,688 0,6885 0,684 0,001 

70 0,814 0,815 0,8145 8 0,815 0,815 0,815 8 0,814 0,813 0,8135 0,809 0,001 

80 0,936 0,936 0,936 9 0,937 0,936 0,9365 9 0,936 0,934 0,935 0,930 0,001 
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Anexo 9: Datos obtenidos para la construcción de la curva de calibración con ABTS. Fuente: Elaboración propia 

 

 

N° C1 Um Abs 1 Abs 1 Prom. 
1 

Abs 5 Abs 5 Prom 
4 

Abs 3 Abs 3 Prom 
3 

Abs 
promedio 

% Inhibicion 

Blanco B1    0,560 0,559 0,560 0,559 0,56 0,5595   

Blanco B2 0,559 0,560 0,5595 0,559 0,558 0,559      

Blanco B3 0,557 0,557 0,557 0,558 0,558 0,558 0,561 0,56 0,5605   

Blanco B4       0,559 0,558 0,5585   

Blanco B5 0,56 0,559 0,560 0,559 0,558 0,559 0,56 0,559 0,5595   

 0   0,559   0,559   0,560 0,559 0,000 

1 10 0,515 0,516 0,516 0,517 0,516 0,517 0,515 0,517 0,516 0,516 7,681 

2 20 0,455 0,454 0,455 0,454 0,455 0,455 0,456 0,455 0,456 0,455 18,624 

3 30 0,403 0,404 0,404 0,404 0,404 0,404 0,403 0,403 0,403 0,404 27,809 

4 40 0,356 0,356 0,356 0,357 0,358 0,358 0,357 0,357 0,357 0,357 36,158 

5 50 0,296 0,297 0,297 0,298 0,297 0,298 0,296 0,297 0,297 0,297 46,893 

6 60 0,244 0,244 0,244 0,245 0,247 0,246 0,244 0,244 0,244 0,245 56,226 

7 70 0,191 0,192 0,192 0,191 0,191 0,191 0,191 0,192 0,192 0,191 65,768 

8 80 0,132 0,133 0,133 0,132 0,132 0,132 0,132 0,133 0,133 0,132 76,324 

9 90 0,074 0,075 0,075 0,074 0,074 0,074 0,073 0,074 0,074 0,074 86,760 

10 100 0,022 0,022 0,022 0,023 0,022 0,023 0,022 0,021 0,022 0,022 96,064 

 


