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RESUMEN

En este trabajo se investigo los principales metabolitos secundarios presentes en el extracto
etanolico de hojas de Desmodium vargasianum Schubert “pie de perro”. El tamizaje
fitoquimico realizado en el extracto etandlico sugiere la presencia de compuestos fendlicos
(flavonoides, taninos) y alcaloides. Se realizd la cromatografia en capa fina, dando positivo
flavonoides, taninos y alcaloides. Finalmente se cuantificaron flavonoides totales y taninos
totales. En la cuantificacion de flavonoides totales por espectrofotometria UV-VIS se obtuvo
202,05 + 1,10 mg QE/g de extracto etandlico (EE). En cuanto a la cuantificacion de taninos
totales por espectrofotometria UV-VIS se obtuvo 178,50 + 0,75 mg ATE/g de EE.
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PRELIMINARY QUALITATIVE FITOCHEMICAL STUDY
AND QUANTIFICATION OF FLAVONOIDS AND TANNINS OF
ETHANOLIC EXTRACT OF LEAVES OF
Desmodium vargasianum Schubert

ABSTRACT

In this work the secondary metabolites of Desmodium. vargasianum Schubert “pie de
perro” leaves ethanolic extract was investigated. The phytochemical screening realized on
the ethanolic extract suggests the presence of phenolic compounds (flavonoids, tannins)
and alkaloids. The thin layer chromatography was positive for flavonoids, tannins and
alkaloids. Finally, total flavonoids and total tannins were quantified. In the quantification of
total flavonoids by UV-VIS spectrophotometry, 202,05 + 1,10 mg QE/g of ethanolic extract
(EE) was obtained. As for the total tannins quantification by UV-VIS spectrophotometry,
178,50 = 0,75 mg TAE/g EE was obtained.

Key words: Desmodium vargasianum Schubert, polyphenolics, flavonoids, tannins and
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INTRODUCCION

La planta Desmodium vargasianum Schubert pertenece a la familia Fabacea, es una especie
nativa que crece en Pert, Ecuador y Bolivia. En Peru crece en los departamentos de Ancash,
Apurimac, Ayacucho, Cusco, Huancavelica, La Libertad, Lambayeque, Lima y Piura. Esta
planta es un subarbusto conocida con los nombres comunes de “pie de perro” y “pega pega”,
es considerada como planta endémica'??. El estudio etnobotanico de la planta, reportado en
la literatura, hace referencia que las hojas se utilizan en decoccion como calmante, diurética,
contra enfermedades hepaticas, depurador del rifion y para dolores musculares, asi como
desinflamante?. En la provincia de Sullana, del departamento de Piura del Pert, esta planta es
conocida como “mifiate” y es de utilidad forrajera para el ganado®*.

Los flavonoides son metabolitos secundarios que se encuentran presentes en las plantas, los
cuales tienen una estructura quimica de quince carbonos con dos anillos benceno unidos a
través de un anillo pirano heterociclico. Los flavonoides se clasifican de acuerdo a su estado
de oxidacion y patron de sustitucion del anillo pirano en flavonoles, flavonas, isoflavonas,
flavononas, flavononoles y flavan-3-oles, mientras que los compuestos individuales dentro de
una clase difieren en el patron de sustitucion de los anillos benceno. Los flavonoides son de
especial interés en la investigacion de productos naturales por presentar actividad biologica,
tales como antioxidante, antiinflamatorio, hepatoprotector, antibacteriano y antiviral®.

Los alcaloides son compuestos nitrogenados, por lo general heterociclicos basicos y con
actividad bioldgica diversa. Las especies del género Desmodium pueden contener alcaloides
tales como salsolina, salsolidina (tetrahidroisoquinolinas), derivados de B-fenetilaminas®
y derivados de triptamina’. En Desmodium gyrans fueron identificados 2 alcaloides, uno
de estructura isoquinolinica (1-[(3,4-dietoxifenil) metil]-*’-dietoxi-isoquinolina) y el otro
pirazolinico (3,4-dimetil-4-nitro-2-pirazolina-5-ona)®.

Los taninos son compuestos polifendlicos que se encuentran presentes como metabolitos
secundarios en varias especies vegetales. Los taninos segun su estructura quimica se
clasifican en dos grupos: hidrolizables y condensados. Los taninos hidrolizables son ésteres
de acido galico y acido elagico glicosilados y los taninos condensados o proantocianidinas
son polimeros de flavan-3-ol y/o flavan-3,4-diol. Los taninos segun su estructura quimica
presentan diferentes efectos farmacologicos tales como antioxidante y antimicrobiano, con
actividad frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Bacillus anthracis y
Shigella dysenteriae y efecto cicatrizante’.

Los objetivos de la presente investigacion fueron: 1) Determinar cualitativamente los
principales metabolitos secundarios mediante el tamizaje fitoquimico y la cromatografia
en capa fina del extracto etandlico de hojas de D. vargasianum Schubert 2) Cuantificar el
contenido de flavonoides y taninos totales del extracto etandlico de hojas de D. vargasianum
Schubert.
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PARTE EXPERIMENTAL

Muestra

La especie vegetal D. vargasianum Schubert, "pie de perro", fue recolectada en la provincia
de Huarochiri del departamento de Lima, a 1100 msnm en el mes de agosto del 2015, durante
la etapa de floracion. La clasificacion taxonomica de la planta fue realizada en el herbario del
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos por el bidlogo
Severo Baldeoén Malpartida.

La planta fue secada a la sombra a temperatura ambiente por dos semanas, se utilizé papel
kraft, cambiandose de papel cada 24 horas. Se seleccionaron las hojas secas y fueron
pulverizadas en un molino de cuchillas tipo Wiley. Se incorporé el polvo de hojas secas en
frasco de vidrio estéril de color &mbar con tapa de polipropileno de color negro.

Se determind la humedad de la planta mediante el método gravimétrico'®. Se pesod 10 g de
la muestra de hojas frescas en balanza analitica OHAUS y se secd hasta peso constante en
estufa MEMMERT a 105°C durante 5 horas y se peso la muestra. Se continu6 con el secado
y la pesada a intervalos de 1 hora hasta que la diferencia entre dos pesadas sucesivas no sea
mayor de 0,25 %. De igual forma se procedio con las hojas secas, usandose una muestra de
2 gramos.

Extracto etanolico

Se incorpor6 100 g de polvo de hojas secas de D. vargasianum Schubert en 1 L de etanol 70°
y se macer6 dentro del lapso de 24 horas de efectuada la molienda, en frasco ambar de 2 L
protegido de la luz y el calor y se agité diariamente por 15 dias. Luego, se filtro y se llevo a
estufa de aire circulante a 40 °C en fuentes de vidrio de pirex. Se desec6 en 4 dias y se obtuvo
un residuo de peso constante que se denomino extracto etanolico.

Ensayo de solubilidad

De manera secuencial se ordend y etiquetd los tubos de ensayo con los nombres de los
solventes de diferente polaridad'. Se introdujo a cada tubo de ensayo 20 mg de extracto
etanolico de hojas de D. Vargasianum Schubert y en cada tubo se afiadio ImL de solvente
(agua destilada, metanol, etanol 96 %, ctanol 70 %, diclorometano, cloroformo, n hexano
y éter dietilico). Se agité cada tubo de ensayo y se procedio a observar los resultados de
solubilidad por un tiempo maximo de 10 minutos.

Tamizaje fitoquimico

Se utilizo el extracto etandlico seco de hojas de D. Vargasianum Schubert para realizar
las pruebas fisicoquimicas de caracterizacion, de cambios de coloracion y formacion de
precipitados'?.

Cromatografia en capa fina

Se realizo la cromatografia en capa fina, usando como fase estacionaria silica gel 60 GF,,, y
como fase movil los solventes n-butanol: dcido acético : agua (BAW) (4:1:5) para confirmar
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la presencia de los metabolitos secundarios''. Se aplico la siembra del extracto etanélico seco,
previamente reconstituido en etanol 70 % usando capilares nuevos. Los reveladores usados
fueron: tricloruro férrico al 1 % para taninos, Dragendorff para alcaloides y tricloruro de
aluminio para flavonoides. En el caso de los flavonoides se observo la placa cromatografica
aluz UV de 365 nm antes y después del revelado.

Cuantificacién de flavonoides totales

Se cuantificaron los flavonoides totales presentes en el extracto etandlico seco por
espectrofotometria a una longitud de onda de 415 nm por triplicado, segtn literatura'®. Se
preparo la curva de calibracion, se pesaron 2,70 mg de quercetina de grado Q.P. y se disolvid
con etanol 80 % en cantidad suficiente para 10 mL de solucion. Luego se tomo sucesivamente
100 pL, 175 puL, 350 uL y 750 pL de la solucidon preparada previamente para diluirlo con
etanol 80 % hasta su enrase respectivo en fiolas 10 mL x 4, siendo las concentraciones
teoricas de las soluciones estandares de 2,70 pg/mL, 4,73 ng/mL, 9,45 pg/mLy 18,90 ug/mL,
respectivamente. A cada disolucion preparada se afiadio 200 pL de acetato de sodio 1 M y
200 pL de nitrato de aluminio al 10 %, se dejo reposar por 40 minutos y se realiz6 la lectura
en el espectrofotometro UV-VIS a 415 nm. Por otro lado, para la preparacion de la muestra
por triplicado se pesaron 30,9 mg del extracto etandlico seco y se diluyeron en tres fiolas de
25 mL con etanol al 80 %. Se tomaron 0,5 mL de cada muestra y se diluyeron a 25 mL. Se
tomo una alicuota de ImL de cada fiola y se agregaron 200 pL de acetato de sodio 1 My 200
pL de solucion de nitrato de aluminio al 10 %. Se dejo reposar por 40 minutos. Finalmente, se
procedio a leer las absorbancias de las muestras en el espectrofotometro UV-VIS a 415 nm de
longitud de onda. La cantidad de flavonoides fue expresada como mg quercetina equivalente
por gramo de muestra.

Cuantificacion de taninos totales

Se cuantificaron los taninos totales del extracto etandlico seco por espectrofotometria UV-VIS
a 700 nm por triplicado, segun literatura'. Se prepard previamente una curva de calibracion
a las concentraciones de 2, 4, 8, 10 y 25 ppm del patrén acido tanico. Se peso 0,50 g de
extracto etanolico seco y se disolvié en 50 mL de metanol — agua 25:25 v/v. El método consta
de dos etapas. En la primera etapa se realizo varias diluciones de la muestra, se adiciono el
reactivo de Folin-Ciocalteu y carbonato de sodio al 20 % y se formo un complejo coloreado
azul; asimismo, se prepar6 el blanco, sin la incorporacion de la muestra. En la segunda etapa
se realizo la separacion de taninos usandose gelatina al 25 %, caolin 2,5 % y solucion acida
de cloruro de sodio. Se agit6 y filtré al vacio, posteriormente se adicion6 el reactivo de
Folin-Ciocalteu, solucion de carbonato de sodio al 20 % y agua desionizada; asimismo, se
preparo el blanco, sin la incorporacion de la muestra. Se tapd con papel de aluminio y se
dejo reposar por 1 hora para la lectura en el espectrofotometro. Finalmente, se procedio a
leer las absorbancias del patron acido tanico para elaborar la curva de calibracion, luego se
realizo la lectura de la muestra de la primera etapa, la cual representa el contenido total de
fenoles y la lectura de la muestra de la segunda etapa, que representa el contenido de los
fenoles residuales. La cuantificacion de los taninos totales se obtiene mediante la resta de las
absorbancias de los fenoles totales y los fenoles residuales. El resultado fue expresado como
mg de taninos equivalentes de acido tanico por gramo de muestra.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion del porcentaje de humedad

El porcentaje de humedad encontrado en las hojas frescas es de 72,90 % y en las hojas secas
es de 7,53 %, como se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de humedad de hojas frescas y secas de Desmodium vargasianum

Muestra: Hojas frescas

N Pesafiltro Muestra Pesafiltro + % Humedad
vacio (g) humedad (g) Muestra seca

1 24,7752 10,0215 32,0473 72,54 %

2 24,7752 10,0215 32,0157 73,25 %

Media = 72,90 %

Muestra: Hojas secas
1 23,1054 2,0324 23,2597 7,59 %
2 23,1054 2,0324 23,2572 7,47 %

Media= 7,53 %

Ensayo de solubilidad

Con el ensayo de solubilidad se evidenci6 que el extracto etandlico de hojas de D. vargasianum
Schubert es soluble en solventes polares, se presenta en la tabla 2.

Tamizaje fitoquimico

El método de tamizaje fitoquimico sugiere la presencia de determinados metabolitos
secundarios en el extracto etandlico de las hojas de D. vargasianum (tabla 3).

Tabla 2. Ensayo de solubilidad del extracto etandlico de hojas de D. vargasianum

SOLVENTE RESULTADO
Agua destilada ++
Metanol ++
Etanol 96 % +++
Etanol 70 % +++
Diclorometano ++
Cloroformo -
n-hexano -

Eter dietilico -

Leyenda: -: Insoluble, +: Poco soluble, ++: Soluble, +++: Muy soluble
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Tabla 3. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de hojas de D. vargasianum

METABOLITO REACCION RESULTADO
. Molish +

Carbohidratos Antrona .

Aminoécidos libres y Ninhidrina -

grupos aminos

Compuestos fendlicos Tricloruro férrico +++

Taninos Gelatina-NaCl +

Flavonoides Shinoda ++

Triterpenoides y Lieberman- Buchard +

esteroides

Naftaquinonas, Borntranger -

antraquinonas y

antronas

Antocianinas Rosenheim -
Mayer ++

Alcaloides Dragendorff ++
Wagner ++

Saponinas Espuma -

Glucoésidos Vainillina + H>SO4 ¢ +

Leyenda: -: Ausencia, +: Leve, ++: Moderado +++: Abundante

Cromatografia en capa fina
La cromatografia en capa fina confirmo¢ la presencia de flavonoides, taninos y alcaloides en
el extracto etandlico de hojas de D. vargasianum Schubert.

Cuantificacion de flavonoides

La cantidad de flavonoides totales estan expresados en mg de quercetina equivalente/g. Se
obtuvo 202,05 + 1,10 mg QE/g de extracto etandlico de hojas de D. vargasianum, la ecuacion
de la curva de calibracion del quercetina patron fue: Y= 0,0399X + 0,0574, r*= 0,9998 con
p <5%. En relacion a la cantidad de flavonoides en plantas del género Desmodium se tiene
el reporte que presenta diferencias cuantitativas significativas, asi tenemos que D. gyran® y
D. gangeticum'® se hallo que contienen 70,50 + 2,00 mg QE/g y 37,02 + 0,15 mg QE/g de
extracto metanolico de hojas, respectivamente.

Cuantificacion de taninos

La cantidad de taninos totales estan expresados en mg de acido tanico equivalente/g. Se
hallo 178,50 + 0,75 mg ATE/g de extracto etandlico de hojas de D. vargasianum, la ecuacion
de la curva de calibracion del acido tanico obtenida fue: Y= 0,0952X + 0,0493, 1*=0,9996
con p < 5%, esto representa a 1,80 + 0,01 g ATE/100 g de hoja seca. La concentracion
de taninos es muy variable, dependiendo de la especie, tipo de tejido, cultivo, estado de
desarrollo y condiciones ambientales. El contenido de taninos totales de especies forrajeras,
principalmente de la familia Fabaceae, oscilan entre 1,57 a 9,16 g ATE/100 g de muestra
seca!”!®. El contenido de 2 a 5 % de taninos expresado como acido tanico equivalente se
consideran de moderada concentracion, a partir de 6 % se considera de alta concentracion, en
Desmodium molliculum se hall6 5,17 + 0,10 g ATE/100 g de planta seca'.
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CONCLUSIONES

1. En el tamizaje fitoquimico del extracto etanolico de hojas de D. vargasianum Schubert
se encontraron compuestos fenolicos (flavonoides, taninos) como componentes
mayoritarios, también se observd presencia alcaloides. La presencia de estos
metabolitos secundarios fue confirmada mediante cromatografia en capa fina utilizando
los reveladores especificos.

2. Se encontr6é que el extracto etandlico de hojas de D. vargasianum Schubert tiene un
contenido de flavonoides de 202,05 = 1,10 mg QE/g y un contenido de taninos de
178,50 = 0,75 mg ATE/g.
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