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RESUMEN
En la presente investigacion se efectud el estudio etnomedicinal de las especies Grias
neuberthii y Grias peruviana conocidas como piton y apay respectivamente. A Grias
neuberthii se la utiliza principalmente como hemético (semilla) por los grupos étnicos:
Kiwcha, Shuar, Huaorani, Cofan, mientras que Grias peruviana es utilizada
mayormente como energizante (tallo) por los grupos étnicos: Shuar, Waorani,
Tsachila.

Se obtuvieron 3 extractos de las diferentes estructuras morfologicas de cada especie
en disolventes como hexano, acetato de etilo, metanol, etanol y agua, a los cuales se
les realizd tamizaje fitoquimico para evaluar la presencia de grupos quimicos como:
carbohidratos, proteinas, grasas, alcaloides, taninos, flavonoides, saponinas, terpenos
esteroides y quinonas. Mediante la esterificacion de los extractos hexanicos de fruto
de ambas especies, se efectud la identificacion de &cidos grasos presentes en las
mismas. Los extractos que presentaron mayor actividad en las lineas celulares de
cancer humano se los fraccion6 mediante cromatografia en columna abierta,
obteniendo de Grias neuberthii 5 fracciones y de Grias peruviana 2 fracciones, que

podrian ser compuestos puros.

Palabras clave: etnomedicina, Grias neuberthii, Grias peruviana, esterificacion,

tamizaje fitoquimico.



ABSTRACT
In the present investigation the ethnomedicinal study of Grias neuberthii and Grias
peruviana specie was carried out, known as piton and apay respectively. Grias
neuberthii was mainly used as blood (seed) by human groups as: Kiwcha, shuar,
huaorani, cofan while Grias peruviana is mostly use as an energizer (steam) by groups

as: Shuar, Waorani, Tsachila.

Were obtained three extracts of the different morphological structures of each species
in solvents such as hexane, ethyl acetate, methanol and ethanol-water. A
phytochemical screening was performed to every extract in order ti evaluate the
presence of chemical fractions as: carbohydrates, fat proteins, alkaloids, tannins,
flavonoids, saponins, terpenes, steroids and quinones. By the esterification of hexanic
extracts of fruit of both species, were identified the presence of fatty acids in Booth
species. The extracts that showed a greatest activity in human cancer cell lines were
fractionated by open column chromatography, obtaining from Grias neuberthii 5
fractions and from Grias peruviana 2, which could be pure compounds.

Key words: ethnomedicine, Grias neuberthii, Grias peruviana, esterification,

phytochemical screening.



INTRODUCCION
Ecuador es un pais megadiverso, cuenta con un sinnumero de plantas medicinales,
las cuales han sido utilizadas por los distintos grupos étnicos desde tiempos
aborigenes hasta la actualidad para la prevencion y curacion de enfermedades, dichos
saberes ancestrales han sido transmitidos de forma oral, lo que hoy nos permite
conocer tanto las propiedades de tipo medicinal asi como las especies vegetales a las

cuales se les atribuye las mismas.

Durante muchos afios las plantas han sido utilizadas con fines médicos, basandose
Gnicamente en los conocimientos revelados por nuestros antecesores, puesto que no
se ha comprobado cientificamente su poder curativo. En la actualidad ha surgido el
interés de muchos investigadores por comprobar su potencial medicinal, mediante la
busqueda de los componentes responsables de dicha propiedad.

A fin cumplir este cometido, se ha hecho uso de una herramienta cientifica, la que
permite el estudio a profundidad de los compuestos quimicos derivados de las
especies vegetales, que les dan a estas la caracteristica medicinal, dicha herramienta
se denomina fitoquimica. Estas investigaciones han contribuido en el ambito de la
medicina debido a que gracias a estos estudios se ha logrado el descubrimiento de
nuevos farmacos a partir de plantas.

En nuestra Amazonia se desarrollan las especies Grias neuberthii y Grias peruviana,
las cuales pertenecen a la familia Lecythidaceae, conocidas comdnmente como piton y
apai respectivamente. Estas especies vegetales describen usos de tipo medicinal
entre los que destacan para Grias neuberthii: dolor corporal, dolor de cabeza,
inflamaciones; para Grias peruviana tratamiento de sinusitis, acné y laxante. De la
misma forma existen reportes de compuestos que han sido identificados en estas
especies tales como: acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados en
Grias neuberthii; sapogeninas, esteroides, taninos y esteres para Grias peruviana,
mientras que en ambas especies se han identificado compuestos organicos volatiles

gue contienen nitrégeno.

Ante lo expuesto se ve reflejada la importancia que tiene la ethomedicina como tal en
nuestro pais, pues aunque son pocos los estudios realizados sobre etnomedicina se
evidencia la diversidad de usos que tienen las plantas medicinales para los grupos
étnicos que la utilizan y de la misma manera la importancia que tiene la propagacion
de dichos usos a fin de mantener en primer lugar la diversidad de nuestro pais, asi
como comprobar cientificamente la certeza de los mismos, lo que permitira determinar

la estructura morfolégica a la cual se debe el efecto medicinal atribuido a las diversas
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especies vegetales presentes en el pais y finalmente no menos importante contribuir
en el ambito médico en el descubrimiento de nuevos medicamentos de origen natural.
Asi mismo se puede evidenciar que los distintos compuestos quimicos reportados para
ambas especies han sido identificados mas no han sido aislados, por tal razon
consideramos importante llevar a efecto un estudio mas detallado, que a la vez
contribuya al aprovechamiento de nuestros recursos naturales, asi como al a&mbito

fitoquimico de especies de la Amazonia del pais.
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1. Fin, proposito y componentes del proyecto.

1.1. Fin del proyecto.

Contribuir con el estudio de etnomedicina y fitoquimica de las especies Grias
neuberthii J.F.Macbr. y Grias peruviana Miers, nativas de la Amazonia del Ecuador.

1.2. Proposito del proyecto.
Determinar el uso medicinal e identificar metabolitos secundarios de dos especies de

Lecythidaceae en el Ecuador: Grias neuberthii J.F.Macbr. y Grias peruviana Miers.

1.3. Componentes del proyecto.

» Levantar un registro de uso medicinal de Grias neuberthii J.F.Macbr. y Grias
peruviana Miers. en los especimenes depositados en la red de herbarios del
Ecuador y asi como en herbarios internacionales.

» Obtener extractos de hexano, acetato de etilo, metanol y agua de Grias
neuberthii J.F.Macbr. y Grias peruviana Miers.

» Aislar, caracterizar e identificar metabolitos secundarios de los extractos con
mayor riqueza fitoquimica de Grias neuberthii J.F.Macbr. y Grias peruviana
Miers
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2. Marco tedrico
2.1. Etnomedicina.
2.1.1. Definicion.
Es un subcampo de la antropologia médica y se ocupa del estudio de las medicinas
tradicionales: no solo aquellas que tienen una fuente escrita relevante, sino
especialmente aquellas cuyos conocimientos y practicas se han transmitido oralmente
a lo largo de los siglos. En el &mbito cientifico, los estudios etnomédicos se
caracterizan generalmente por un fuerte enfoque antropolégico, mas que un
biomédico. El enfoque de estos estudios es entonces la percepcion y el contexto de

uso de los medicamentos tradicionales, y no su bioevaluacion.!

Engloba una serie de sistemas médicos tradicionales, a menudo aborigenes, que
utilizan plantas nativas y hierbas, que pueden ser administrados por un curandero o un
chaman. Los practicantes etnomédicos generalmente reciben su educacion a través
de un largo aprendizaje, y pueden administrar la terapia en un ritual y evocar la ayuda
de una deidad.

2.1.2. Uso de plantas desde la antigliedad hasta la fecha.
Desde la antigledad las plantas han proporcionado al hombre todas sus necesidades

en términos de refugio, ropa, comida, sabores, fragancias y también medicinas.’

La gran mayoria de la gente en este planeta todavia confia en la medicina tradicional
(plantas medicinales y otros materiales) para sus necesidades diarias del cuidado
médico. También es un hecho que una cuarta parte de todas las recetas médicas son
formulaciones basadas en sustancias derivadas de plantas o analogos sintéticos
derivados de plantas y, segun la OMS la mayor parte de la poblacién de casi todos los
paises en vias de desarrollo regularmente usa y depende de la medicina tradicional

por sus necesidades de asistencia diaria.*

Durante milenios, en todo el mundo se ha curado a los enfermos con remedios

derivados de plantas, conocimiento que ha pasado de generaciéon en generacion.®

La medicina moderna tiene sus raices en la medicina antigua, y es probable que
muchos nuevos remedios importantes sean descubiertos y comercializados en el
futuro, como lo ha sido hasta ahora, siguiendo las pistas proporcionadas por los

conocimientos y experiencias tradicionales. *

En los tiempos més remotos, los pueblos primitivos atribuian los efectos curativos de

las plantas a la intervencion de alguno de sus dioses. En nuestros dias, los cientificos



han descubierto y desarrollado drogas efectivas para el tratamiento de diversas

afecciones a partir de compuestos aislados de diferentes plantas.®

Las plantas medicinales tipicamente contienen mezclas de diferentes compuestos
guimicos que pueden actuar individualmente, aditivamente o en sinergia para mejorar
la salud. Una sola planta puede, por ejemplo, contener sustancias amargas que
estimulan la digestién, compuestos antiinflamatorios que reducen las hinchazones y el
dolor, compuestos fendlicos que pueden actuar como antioxidantes y venotdnicos,
taninos como antibacterianos y antifingicos que actian como antibidticos naturales,
Sustancias diuréticas que mejoran la eliminacion de los productos de desecho y
toxinas y alcaloides que mejoran el estado de animo y dan una sensacion de

bienestar.?

Tal ha sido el éxito de las plantas como fuente para aislar compuestos bioactivos para
su uso directo o como precursores de moléculas modificadas por sintesis quimica para
producir nuevas entidades patentables con mayor actividad y/o menor toxicidad que,
en la actualidad, casi el 25% de los farmacos que se prescriben contienen uno 0 mas
principios activos derivados de alguna planta, segun datos del National Prescription
Audit de los Estados Unidos obtenidos s6lo de farmacias.’

2.1.3. Etnobotéanica y medicina.

2.1.3.1.  Etnoboténica.
La etnobotanica incorpora en su estudio la cultura o la practica del conocimiento
antiguo que trata de la interaccién entre los pueblos y las plantas. La etnobotanica
tiene sus raices en la botanica, el estudio de las plantas. "Cada poblacién humana
clasifica las plantas a través de su cultura, desarrolla actitudes y creencias y aprende
el uso de las plantas, mientras que el comportamiento humano tiene un impacto
directo en las comunidades vegetales con las que interactian; Las propias plantas

también imponen limitaciones a los seres humanos.®

Tal es asi que se define como es una ciencia interdisciplinaria que combina el estudio
del pueblo, con el estudio de las plantas y tiene ademas estrecha relacion con otras
ciencias como la taxonomia botanica y antropologia, sirviendo de apoyo a la medicina,
fitoquimica y a la conservacién de la biodiversidad. Cabe recalcar que la etnoboténica
no tiene solamente un enfoque medicinal, puesto que abarca diversas categorias de
usos que van desde plantas utilizadas para: alimentacién, adornos, construccion, caza
asi como también las utilizadas para fines medicinales. Siendo esta disciplina ejercida

no tan solo por un tipo de profesionales, sino que es multidisciplinaria, ejercida por:



botanicos, antropdlogos, farmaceutas, quimicos, historiadores y arquitectos entre

otros.®

2.1.3.2. Busqueda de nuevos medicamentos usando un enfoque ethomédico.
Desde los primeros tiempos el hombre ha acudido a la naturaleza para obtener
sustancias que o bien le ayudaran a paliar los sintomas de sus enfermedades, o bien
le facilitaran la obtencion del alimento. Esta es la causa de que en la actualidad el
modelo de aproximadamente la mitad de los productos que se dispone sea de origen

natural.*°

Las plantas han constituido la base de los sistemas de medicina tradicional, que se
han utilizado durante miles de afos. El uso de plantas en sistemas de medicina
tradicional de muchas culturas ha sido ampliamente documentado. Estos sistemas
basados en plantas siguen desempefiando un papel esencial en el cuidado de la salud
y la Organizacién Mundial de la Salud estima que el 80% de los habitantes del mundo
contindan dependiendo principalmente de los sistemas de medicamentos tradicionales
para su atencion de la salud. Los productos vegetales también juegan un papel
importante en los sistemas de salud del 20% restante de la poblacion, principalmente
residentes en paises desarrollados. El analisis de los datos sobre prescripciones
otorgadas en las farmacias comunitarias en los Estados Unidos de 1959 a 1980 indica
que el 25% contenia extractos de plantas o principios activos derivados de plantas
superiores y al menos 119 sustancias quimicas, derivadas de 90 especies vegetales,

pueden considerarse importantes Drogas en uso. '

De estos 119 farmacos, el 74% fueron descubiertos como resultado de estudios
quimicos dirigidos al aislamiento de los principios activos de plantas usadas en

medicina tradicional.®

Las plantas superiores han demostrado ser una fuente importante de nuevos
compuestos bioactivos, tanto por presentar actividad farmacologica per se, como por
representar nuevos tipos moleculares para el desarrollo de drogas, incluyendo
antihipertensivos, analgésicos, citotoxicos y antiinflamatorios. Esto incluye compuestos
que son medicamentos de primera eleccién o incluso los Unicos existentes para el
tratamiento de éstas afecciones. Ejemplos son la vincristina y vinblastina, alcaloides
aislados de Catharantus roseus utilizados clinicamente para el tratamiento de varios

tipos de linfomas y leucemias, o como el taxol, extraido de Taxus baccata.

Ademas de los beneficios directos del descubrimiento de nuevos agentes naturales

activos, el conocimiento de la flora medicinal como fuente de nuevos farmacos
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contribuye a su valorizacién, conservacion, y a la generacion de nuevas oportunidades

de actividades econémicas tendientes a su explotacién econémica racional.*?

2.1.4. Importancia de la etnomedicina.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud hasta el 80% de la poblacion de algunos
paises en desarrollo depende de la medicina tradicional y de las plantas medicinales

para responder a sus necesidades de atencion médica.*®

Los estudios etnomedicinales son significativos para el descubrimiento de nuevos

medicamentos crudos de plantas medicinales reportadas por los indigenas.**

El estudio de la etnomedicina proporciona un puente entre la medicina occidental y las
practicas de curacion cultural de los pueblos indigenas. También ayuda a abordar la
aparente desconexion que las sociedades modernas tienen con la tierra que

habitamos y sus sistemas naturales.™

El uso de plantas medicinales para aliviar o sanar ciertas afecciones, ha sido
importante porque: Es una préctica tradicional, que destaca en las poblaciones de
bajos recursos econdmicos inicialmente, pero ahora con las caracteristicas de ser muy
utiles ha dejado de ser una moda para ser una opcion de salud, permite que se validen
los conocimientos que nuestros ancestros nos transmitieron, legitimando el

conocimiento tradicional.*®

La importancia de la ethomedicina radica en los beneficios potenciales para la
humanidad en términos de las farmacopeas tradicionales que sirven de base para el
descubrimiento de nuevos farmacos.!” Tal es su importancia que la OMS aprob6 una
resolucién en 2009, en los que constan aspectos de: conservacion, propagacion,
investigacion acerca de la ethomedicina como un medio que permite una relacién

directa con la salud.*®

2.1.4.1. La etnomedicina en Ecuador.
El Ecuador es un pais megadiverso en biodiversidad y en riqueza cultural, al poseer 18
pueblos y 14 nacionalidades, sus saberes ancestrales en medicina tradicional son muy
amplios, saberes que han empezado desde el origen mismo y han sabido preservarse
hasta el dia de hoy, llevando asi al Ecuador a poseer una medicina tradicional amplia 'y

generosa.™

El uso de plantas medicinales en el Ecuador, como en el mundo entero se remonta a
épocas inmemoriales, donde para la curacion de sus enfermedades el hombre

Unicamente disponia de especies vegetales. La presencia humana en el Ecuador, se
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remonta a mas de once mil afios, como lo atestiguan las piezas talladas en obsidiana.
A lo largo de esos milenios el hombre primitivo debié haber sufrido dolor fisico,
traumatismos, heridas, afecciones respiratorias, trastornos gastrointestinales y entre
otras dolencias. Y de la misma manera que descubri6 el valor alimenticio de ciertos
productos vegetales en un medio de tan extraordinaria biodiversidad, debi6é también ir

descubriendo el valor curativo de muchas plantas. *

Dando asi origen a la medicina tradicional en el Ecuador, misma que empezé con el
conocimiento de las propiedades de ciertas plantas y se convirtio6 en un complejo
sistema de conocimientos, practicas y creencias cuyos origenes son las distintas
culturas pre-incas que gradualmente fueron homogeneizandose bajo el aparato
centralizador del Tahuantinsuyo Incaico; sistema que brindé un aporte sustancial a la

medicina autdctona. %

Ecuador de acuerdo a su Constitucion, es una nacion pluriétnica y multicultural; de ahi
qgue los saberes ancestrales y la medicina tradicional se reconstituye culturalmente

como prioridad en nuestra constitucion, y como paradigma contemporaneo.

Es imposible negar la eficiencia de la herbolaria utilizada por la medicina tradicional,
pues la mayor parte de la poblacién ecuatoriana utiliza o utilizé6 al menos una vez,
algunas de estas plantas para aliviar o curar males menores: dolor de cabeza, dolor
abdominal, tos, diarrea, y otros trastornos. Por tanto, el uso medicinal de las plantas
esta ampliamente difundido en el pais. Se estima que alrededor del 70% de la

poblacion hace uso de ellas para la atencién primaria de salud. %

A través de la medicina tradicional el conocimiento empirico se transmitié de
generaciébn en generacién hasta nuestros dias, constituyéndose en parte de la
medicina popular. Y es deber ético no solo de los pueblos y nacionalidades del
Ecuador sino de todo el pueblo ecuatoriano el preservar y desarrollar sosteniblemente
sus espacios sagrados, conocimientos, tecnologias y practicas, ya que tras miles de

afios de existencia la medicina tradicional contintia demostrando su potencial.™

2.15. Género Grias

2.1.5.1. Descripcion del género Grias
El género Grias pertenece a la familia Lecythidaceae especificamente al grupo
principal de Angiospermas (Plantas con flores). Este género incluye 22 especies de las
cuales solo 9 han sido aceptadas, dentro de estas se incluyen Grias neuberthii J.F.

Macbr y Grias peruviana Miers.?
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Comprende especies nativas de las regiones tropiacles del Caribe y Sudamérica.
Son &rboles de pequefio o0 mediano tamafio que alcanzan los 5-15 m de altura. Tienen
las hojas perennes, alternas, simples, anchamente lanceoladas y muy largas, de hasta
un metro de longitud, con los margenes serrados u ondulados. Las flores son de color
blanco-crema a amarillo con cuatro pétalos. El fruto es de 6-15 cm de longitud,

carnoso y comestible en algunas especies.*

2.1.5.2. Descripcion morfologica de Grias neuberthii Macbr y Grias peruviana
Miers.
Estas descripciones proveen las principales caracteristicas fisicas de ambas especies,
mismas que fueron facilitadas por el especialista mundial del Género Grias Msc.
Xavier Cornejo.

2.1.5.2.1. Grias neuberthii Macbr.
Arboles muy ramificados, hasta 30 m; el tronco hasta 60 cm, cilindrico hasta la base;
la corteza lisa. Hojas espiraladas; peciolos ausentes o hasta 7.5 cm x 4-7 mm; laminas
oblanceoladas, 32-120 x 12-22 cm, coriaceas, glabras, base atenuada, margenes
enteros, apenas revoluto hacia la porcion distal, 4pice acuminado; 23-42 pares de
nervios secundarios, los nervios terciarios débiles y percurrentes. Inflorescencias
caulinares, 1 a varios racimos que emergen de prominencias lefiosas, raquis 5-35 cm,
glabro, cada uno produce desde 10 hasta muchas flores; pedicelos 6-27 mm,
subtendidos por una bractea oblonga, 7-13 x 4-9 mm, y que portan un par de
bracteolas ampliamente ovadas, 3-11 x 3-7 mm, localizadas justo debajo del hipantio.
Botones florales globosos; flores maduras 5-8 cm diam.; hipantio pubescente; céliz con
4 l6bulos libres desde la prefloracién; pétalos oblongos hasta suborbiculares, 2-3 x 1.5-
2 cm, divergentes en antesis, hasta 5 mm de grosor, usualmente amarillos, con tintes
rosado y rojo, glabros; anillo estaminal 2-4 mm de alto, los filamentos curvados hacia
el interior; ovario 4-locular. Frutos fusiformes, 7-18 x 5-10 cm, lisos, de color cafe,
glabros, el mesocarpo amarillo hasta anaranjado, 8-14 mm de grosor. Semilla 1, 6-14 x

4-7 cm, con 8 costillas longitudinales.

2.1.5.2.2. Grias peruviana Miers.

Arboles muy ramificados, hasta 30 m; el tronco hasta 50 cm, cilindrico hasta la base;
la corteza lisa. Hojas espiraladas; peciolos ausentes o hasta 11.5 cm x 2-8 mm,;
laminas oblanceoladas, 20-120 x 8-35 cm, coriaceas, glabras, base cuneada u obtusa,
margenes enteros hasta serruladas, apenas revoluto hacia la porcion distal, apice

acuminado; 11-50 pares de nervios secundarios, los nervios terciarios débiles y
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percurrentes. Inflorescencias caulinares y ramifloras, 1 a varios racimos que emergen
de prominencias lefiosas, raquis 0.5-11.5 cm, glabro, cada uno produce desde 1 hasta
15 flores; pedicelos 8-70 mm, subtendidos por una bréactea triangular hasta ovada, 1-3
X 2-4 mm. Botones florales ovados; flores maduras 3.5-7 cm didmetro.; hipantio glabro
hasta pubescente; caliz con I6bulos fusionados en la prefloracion, separandose en 2-4
I6bulos irregulares; pétalos oblongos hasta elipticos, rara vez obovados, 1.7-3 x 1-2.5
cm, divergentes en antesis, usualmente amarillos, glabros; anillo estaminal 2-9 mm de
alto, los filamentos curvados hacia el interior; ovario 4-locular. Frutos elipticos,
fusiformes u obovados, 7.5-13 x 5-7 cm, lisos, de color café-verdosos, glabro, el
mesocarpo amarillo hasta anaranjado, 4-15 mm de grosor. Semilla 1, 5-10 x 2.5-5 cm,
con 8 costillas longitudinales.

2.1.5.3. Distribucion de Grias neuberthii Macbr y Grias peruviana Miers en
Ecuador.
2.1.5.3.1. Grias neuberthii Macbr.
La figura 1 muestra la distribucion de la especie Grias neuberthii en Ecuador, pudiendo
evidenciar que esta se desarrolla a lo largo de toda la Amazonia.

\mazonas

tate Geographer
Googl

SRty “Googleearth
N ya(N GEBCO . ) »\Ls;//”/?

cchas de imagenes: 4/9/2013  3°26'45.51" S 76°36'S7:43" O elevacion 193 m alt..cjo 2190.96fkm

Figura 1. Mapa de distribucion de Grias neuberthii en Ecuador
Fuente: USDSG *°
Elaboracién: USDSG %

2.1.5.3.2. Grias peruviana Miers.

La especie Grias peruviana, se desarrolla en algunas provincias de las regiones Costa

y Amazonia, como se puede apreciar en la figura 2 (Fig. 2).
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Figura 2. Mapa de distribucion de Grias peruvian en Ecuador
Fuente: USDSG %
Elaboracion: USDSG 2

2.1.5.4. Uso medicinal de especies: Grias neuberthii Macbr., Grias peruviana

Miers.

2.1.5.4.1. Grias neuberthii Macbr.
La especie Grias neuberthii tiene como habitat el clima tropical himedo, se utiliza en la
medicina tradicional: el mesocarpio rallado y mezclado con agua es purgativo, la
semilla es usada como anti disentérico y cocida es usada como enema, el jugo de la
semilla combate la sinusitis, la pulpa cocida en agua y tomada es usada como laxante,

la infusién de la corteza es usada para detener la hemorragia uterina.””’

La infusion de esta especie es utilizada por los quechuas (Pastaza) como purificante
emético, contra la inapetencia y malaria. Se conoce como "Sacha mangua" que
significa mango del bosque silvestre.?®

La decoccién de la corteza es emética; se la toma en caso de dolores del estbmago
para "lavar" el organismo. La decoccién hecha con las semillas tiene el mismo uso. La
decoccion preparada con la pulpa de la fruta es conocida como purgativo por los
Siona. Los Quichuas toman la infusibn de la corteza para detener hemorragias

uterinas; la infusion es también abortiva y esterilizante.?

2.1.5.4.2. Grias peruviana Miers.
Esta planta crece en la regién occidental de la Amazonia, habitando bosques aluviales
y temporalmente inundables, formando zonas denominadas "sacha manguales" o
"manchales de Sacha mangua". Es una especie muy productiva ya que las plantas
producen frutos desde que alcanzan los 20 cm. de alto, aprovechandose la semilla, la

flor y la pulpa del fruto.
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En medicina tradicional se utiliza la semilla para el tratamiento de la sinusitis
extrayendo el zumo e instilando en las fosas nasales. Para el acné se aplica bajo la
forma de emplastos en la zona afectada; como laxante y depurativo se hace beber el
zumo de las semillas como laxante, emético y antiinflamatorio en cocimiento, asi como
para evitar la hemorragia uterina se usa bajo la forma de infusion. El fruto también es
usado como alimento cortado en rodajas y mezclado con harina de yuca tostada o
farifia.*

Asi mismo las hojas jovenes se trituran en agua y se beben para facilitar el parto.*

2.2. Fitoquimica.

La fitoquimica es el estudio de los fitoquimicos, que son productos quimicos derivados
de las plantas. Especificamente, la fitoquimica describe el gran numero de
compuestos metabdlicos secundarios (Metabolitos secundarios) encontrados en las
plantas. Muchos de estos son conocidos por proporcionar proteccion contra ataques
de insectos y enfermedades de las plantas. También exhiben una serie de funciones
de proteccién para los consumidores humanos.** Tiene como objetivo el aislamiento,
analisis, purificacion, elucidacion de la estructura y caracterizacion de la actividad
biolégica de distintas sustancias producidas por los vegetales; e incluye la extraccion y

evaluacion cualitativa y cuantitativa de los componentes quimicos de las plantas.®

Asi mismo trata sobre los métodos de obtencion de esos componentes activos, su
clasificacion de acuerdo al grupo funcional quimico organico a que pertenece y estudia

los métodos analiticos para comprobar su calidad.?

2.2.1. Estudios fitoquimicos del género Grias.

2.2.1.1. Grias neuberthii Macbr.
Los analisis efectuados a la pulpa del fruto muestran la presencia de lipidos en un 18%
y de carotenos con 2.23 mg/100g (Brack, 1999), alimentos esenciales en la dieta

humana y animal.

En estudios fitoquimicos realizados a la pulpa de la fruta del sachamango mediante el
uso de tres diferentes disolventes apolares y polares, asi como extraccion con CO,
presurizado, se obtuvieron Aacidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados como: miristico (1), pentanoico (2), palmitico (3), margarico (4),
estearico (5), araquirico (6), palmitoleico (7), oleico (8), gadoleico (9), erucico (10),

linoleico (11), linolénico (12).

De los acidos grasos saturados (27.36%) el acido palmitico (24.39%) es el mayoritario
y es muy comun encontrarlo en los vegetales, no asi el acido margarico (0.14%) ya

gue se encuentra mayoritariamente en las grasas de animales y en pocos casos en
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grasas vegetales. Los &cidos grasos monoinsaturados (51.11%), generalmente
presentan el doble enlace entre los carbonos 9y 10, el alto contenido del acido oleico
(45.31%) indica la alta calidad que puede tener la industrializaciébn del aceite
comestible de este fruto, ya que es superado solamente por el olivo, cartamo y

cantidad similar en la manteca de cerdo y el mani.

Los acidos linoleico (18.17%) y linolénico (1.73%), son acidos grasos poliinsaturados
(19.90%), y ademas de ser considerados esenciales porque el organismo no puede
sintetizarlos. Estos compuestos tienen que ser consumidos del 1 al 2% del total de los
lipidos porque tienen la propiedad de ser antioxidantes.*’

Ademas se reporta la identificacibn de compuestos organicos volatiles que contienen
nitrégeno como: indol (13) y 3-metilbutanonitrilo (14). * Ver figura 3.

0 0 0 0 o
H,C H,C H,C HaC H,C
OH 3 OH OH OH
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18 . 6 5 OH 7 5 OH
6
7 8
0 0 0
oy = oy = VYN O
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0 CH3
5 O NH H3C XN
12 13 14

Figura 3.Estructura de los metabolitos secundarios identificados de Grias neuberthii
Fuente: Autoras
Elaboracién: Autoras

2.2.1.2. Grias peruviana Miers.
Un estudio de las semillas para determinar su actividad antimicrobiana vy
antiinflamatoria, previo estudio fitoquimico, establecié que el contenido de proteinas en
las semillas es mayor que en el propio fruto (9.41 %). Asi mismo se ha identificado la
presencia de sapogeninas, esteroides y taninos. Se ha realizado ensayos para

determinar la actividad antibacteriana y antiinflamatoria, para lo cual se empled
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extractos hidroalcohdlicos sometidos a pruebas de actividad antibacteriana, asi como

en procesos inflamatorios.

Las pruebas realizadas muestran que la semilla ejerce una actividad bactericida sobre
cepas de: Staphylococcus aureus, Micrococcus, luteus, Pseudomona acruginosa, y
bacteriostética, sobre Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtillis, Salmonella tiphy,
Céandida albicans, Escherichia coli, Aspergillus niger y Propionibacterium acnes. Esta
tltima actividad ha despertado interés, para ensayar el producto en el tratamiento del
acné. Se ha elaborado un gel a base de extracto seco y se viene realizando ensayos

clinicos en pacientes que presentan acné, con resultados bastante satisfactorios. *°

Asi mismo estudios reportan la identificacion de compuestos organicos volatiles que
contienen nitrégeno como: indol (15) y 3-metilbutanonitrilo (16). * En esencias florales
se reconocid la presencia del éster derivado de acidos grasos, acetato de 2-
metilpropilo (17). * Ver figura 4.

CH
D L. -
NH HaC X CHy

17
15 16

Figura 4. Estructura de los metabolitos secundarios identificados de Grias peruviana
Fuente: Autoras
Elaboracion: Autoras

2.2.2. Algunas técnicas de aislamiento, identificacién y caracterizacion

de metabolitos secundarios.

2.2.2.1. Cromatografia.
Permite separar los componentes o solutos de una mezcla sobre la base de las
cantidades relativas de cada soluto distribuidas entre una corriente de fluido movil,
denominada fase mévil, y una fase estacionaria contigua. La fase movil puede ser un

liquido o un gas, mientras que la fase estacionaria es un sélido o un liquido.®’

2.2.2.1.1. Cromatografia en columna.
La cromatografia en columna es uno de los métodos mas Utiles para la separacion y
purificacién tanto de sélidos como de liquidos. Esta es una técnica sélido - liquido en la
que la fase estacionaria es una fase solida y mévil es un liquido. El principio de la
cromatografia en columna se basa en la adsorcion diferencial de la sustancia por el

adsorbente.®®
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Los mismos principios usados en la cromatografia de capa fina se pueden aplicar a

mayor escala para separar las mezclas en cromatografia en columna.®

2.2.2.1.2. Cromatografia en capa fina.
La cromatografia de capa fina o (Thin-layer chromatography) TLC por sus siglas en
inglés, es una técnica muy cominmente utilizada en quimica sintética para identificar
compuestos, determinar su pureza y seguir el progreso de una reaccién. También
permite la optimizacién del sistema disolvente para un problema de separacion dado.
En comparacion con la cromatografia en columna, sélo requiere pequefas cantidades

del compuesto y es mucho més rapida también.*

2.2.2.1.3. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
La cromatografia de gases por espectrometria de masas (GC/MS) es una técnica
instrumental que comprende un cromatégrafo de gases (GC) acoplado a un
espectrémetro de masas (MS), mediante el cual pueden separarse, identificarse y

cuantificarse mezclas complejas de sustancias quimicas.*

Los analisis GC-MS pueden trabajar en muestras liquidas, gaseosas y sélidas, pero se
limitan principalmente a compuestos volatiles y semi-volatiles. Consiste esencialmente
en que una muestra que se volatiliza y se transporta por un gas inerte a través de una
columna capilar de vidrio revestida. La "fase estacionaria" esta unida al interior de la
columna. El tiempo que se tarda un compuesto especifico para pasar a través de la
columna a un detector se llama su "tiempo de retencion”, que puede ser utilizado para

la identificacion en comparacion con una referencia.*

2.2.2.2. Punto de fusion.
El punto de fusion es la temperatura de cambio del estado sélido al estado liquido.
Para que esto ocurra es necesario que se rompan las fuerzas intermoleculares que
mantienen cohesionados en una estructura cristalina las moléculas de un compuesto y
por tanto su valor dependera del balance de las diferentes fuerzas intermoleculares.
Por ello, dos compuestos diferentes, aunque presenten estructuras similares, tendran
diferentes puntos de fusion y por tanto una de las utilidades de la determinacion del

punto de fusion es la posibilidad de identificar sustancias.

Ademas, la presencia de impurezas, incluso en pequefas cantidades, produce una
disminucion del punto de fusion, acompafado generalmente de un incremento del
intervalo en que funde, por ello otra de las utilidades de la medida del punto de fusién

es como criterio de pureza de un determinado compuesto.*®
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2.2.2.3. Cristalizacion.
Es la técnica mas simple y eficaz para purificar compuestos organicos solidos.
Consiste en la disoluciébn de un sélido impuro en la menor cantidad posible del
disolvente adecuado en caliente. En estas condiciones se genera una disolucion
saturada que al enfriar se sobresatura produciéndose la cristalizacion. El proceso de
cristalizacién es un proceso dinamico, de manera que las moléculas que estan en la
disolucion estan en equilibrio con las que forman parte de la red cristalina. El elevado
grado de ordenacion de una red cristalina excluye la participacion de impurezas en la
misma. Para ello, es conveniente que el proceso de enfriamiento se produzca
lentamente de forma que los cristales se formen poco a poco y el lento crecimiento de
la red cristalina excluya las impurezas. Si el enfriamiento de la disolucion es muy

rapido las impurezas pueden quedar atrapadas en la red cristalina.**

2.2.2.4. Resonancia nuclear magnética.
La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es la herramienta analitica que proporciona
mayor informacion estructural y estereoquimica de un compuesto en un tiempo

asequible.

Se fundamenta en la absorciébn de energia (radiofrecuencias) por un nucleo
magnéticamente activo, que esta orientado en el seno de un campo magnético, y que

por efecto de esa energia cambia su orientacion.*

La RMN o espectroscopia de resonancia magnética nuclear es una técnica usada para
determinar la estructura Unica de un compuesto. ldentifica la estructura de carbono-

hidrogeno de un compuesto orgénico.*

En muchos casos informa sobre la forma y simetria con un grado de precision mayor

de lo que es posible con otras técnicas espectroscopicas.*’
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CAPITULO I
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3. Materiales y métodos
3.1. Metodologia empleada para ethomedicina.
En la figura 5 se muestran los métodos empleados para llevar a cabo esta

investigacion, en lo concerniente a la parte de etnomedicina.

Revisién de herbarios nacionales e
internacionales que reporten usos
medicinales

Visita a bibliotecas de herbarios nacionales

Elaboracion de tablas que reporten usos medicinales, a
partir de la informacién recolectada de la red de herbarios

Fotografiar los especimenes etnobotanicos e identificacion
por el especialista internacional en la familia Lecythidaceae

Figura 5. Esquema de metodologia para etnomedicina.
Fuente: Autoras
Elaboracion: Autoras

3.1.1. Revision de herbarios nacionales e internacionales.
Se realiz6 una revision detenida en herbarios internacionales como: Missouri Botanical
Garden (MO), New York Botanical Garden (NY) y el de la Universidad de Aarhus
(AAU), a través de sus plataformas en internet, especificando la blisqueda como la
referida a Ecuador, considerando solo aquellos vouchers que reportan uso medicinal.
De la misma forma se efectud la revisién en herbarios nacionales: el de la Pontificia
Universidad Catodlica del Ecuador (QCA), Herbario Nacional de Ecuador (QCNE), y
Herbario “Reinaldo Espinosa” de la Universidad Nacional de Loja (LOJA) mediante la
visita a dichos herbarios, cabe recalcar que estos fueron aquellos donde habian
colecciones de las especies Grias en Ecuador, sin embargo se hizo la consulta via

telefonica, o mediante correo electrénico a todos los herbarios del pais.

3.1.2. Identificacion en la familia de los especimenes.
Luego de haber realizado una blsqueda tanto en herbarios nacionales como
internacionales, se procedio a la validacion de la identificacién de las especies que

reportan usos medicinales en vouchers de todos los herbarios del Ecuador con ayuda
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del especialista mundial del Género Grias el Magister Xavier Cornejo, registrandose

21 especimenes de herbario ver anexo 1.

3.1.3. Uso medicinal de Grias neuberthii Macbr., & Grias peruviana Miers.
Una vez que se recab6 la informacion etnomedica mediante la revision de los
vouchers en los herbarios mencionados anteriormente, se identificaron: los principales
grupos étnicos que les atribuian dichos usos medicinales a ambas especies, los
nombres vernaculos con los que eran denominadas estas especies, la estructura
morfélogica utilizada para los diferentes padecimientos, el uso etnomédico y
finalmente a través de las coordenadas la ubicacion especifica donde se encuentran
ambas especies de Grias en nuestro pais, luego se elabor6é bases de datos que

contienen toda esta informacion tanto de herbarios internacionales como nacionales.

3.2. Esquema de metodologia empleada para fitoquimica.
En la figura 6 se muestra la metodologia utilizada para la evaluacion fitoquimica de las

dos especies de Grias.

Seleccion y recoleccion de la
materia vegetal

A

Obtencion de extractos

e Trituracion Identificacién de acidos
¢ Secado o grasos por cromatografia
e Maceracién estatica > de gases acoplado al
e Filtracion detector de ionizacion de
e Concentracion llama (GC-FID)
e Liofilizacion

Y

Tamizaje fitoquimico
Y Caracterizacion de metabolitos
Aislamiento de metabolitos secundarios:
secundarios: _ | « Determinacién de punto de fusion
e Cromatografia en columna abierta " |« Cromatografia de gases acoplada a
e Cromatografia en capa fina espectroscopia de mas (CG-EM)
e Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Figura 6 Esquema de metodologia para fitoquimica
Fuente: Autoras
Elaboracién: Autoras.
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3.2.1. Seleccidn y recoleccion de la materia vegetal.

La seleccion de la especie vegetal se realizd en base a informacién bibliogréafica. El
proceso de recoleccion de la especie Grias peruviana se llevé a cabo en la Quinta
Experimental el Padmi, ubicada en el cantén El Pangui, en la provincia de Zamora
Chinchipe en Ecuador, con coordenadas S 03°44'28.69"; W 78°36'56.08" a 807 msnm,
mientras que la especie Grias neuberthii fue recolectada en una finca en Lumbaqui,
ubicada en la provincia Sucumbios en Ecuador, con coordenadas S 00°01'46"; W
77°10'24 a 366 msnm. Una vez identificadas las especies un comprobante de cada
ejemplar fue depositado en el Herbario de la Universidad Nacional de Loja, Ecuador
con el namero de voucher 49, identificados por el MSc. Xavier Cornejo y Zhofre
Aguirre, PhD.

3.2.2. Obtencién de extractos.

3.2.2.1. Maceracion estatica.
Inicialmente la materia vegetal se clasifico en sus diferentes estructuras morfolégicas
como son: hojas, tallos, mesocarpo, epicarpo, endocarpo, y embrién, clasificadas las
estructuras se trituraron, para lo cual se partio de 4.09 Kg de especie Grias peruviana,
y 1.35 Kg de Grias neuberthii posteriormente se sometieron a un proceso de secado
en un secadero de bandejas con flujo de aire una temperatura de 35°C por el lapso de
3 a 5 dias o hasta que haya invariabilidad de humedad, por separado a cada
estructura se la macer6 en frascos Boeco de 1000ml utilizando 700ml de disolvente,
mientras que las hojas debido a que se conté con mayor cantidad se las macerd en
tachos de vidrio utilizando 5 litros de disolvente. Cada maceracion fue realizada en
periodos de 3 dias, para ello se utilizé disolventes con polaridad ascendente iniciando
con hexano (Hex), luego acetato de etilo (AcOEt) y finalmente metanol (MeOH),
transcurrido el tiempo de maceracién se procedié a filtrar al vacio, el liquido obtenido
fue colocado en un rotaevaporador Buchi modelo R - 210. A presién reducida y entre
30 y 35 °C a fin de eliminar el disolvente; de esta forma se obtuvo los diferentes
extractos, se llevaron a cabo tres extracciones con cada disolvente. Se determiné el
rendimiento de cada uno de los extractos, haciendo uso de la relaciéon entre la
cantidad de extracto obtenido y la cantidad de materia vegetal seca utilizada. Los

extractos fueron almacenados a 4°C para su posterior uso.

3.2.2.2. Liofilizacién.
Se realiz6 tres infusiones con agua, de cada estructura morfoldégica de la especie

Grias peruviana: flores, tallos, semillas, fruto y hojas con un peso humedo de 259.33 g,
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936.99 g, 853.47 g, 850.74 g, y 212.9 g respectivamente, y con un volumen de 250 ml
de agua destilada, previamente hervida para cada parte de la especie vegetal. Se filtr6
a presion reducida y el filtrado se colocé en 5 frascos Boeco por separado segun la
estructura morfologica de la especie, se procedié a taparlos herméticamente para
luego llevarlos a congelacion a -18°C, teniendo en cuenta que los frascos Boeco se
encuentren con una inclinacion aproximada de 25°. Para la obtencion de extractos se
utilizé un proceso de liofilizacion que se basa en sublimar el hielo, este proceso tuvo
un tiempo de duracion de 24 horas por cada frasco, obteniendo asi los extractos

liofilizados, mismos que fueron pesados.

Se determiné el rendimiento de cada uno de los extractos, haciendo uso de la relacién
entre la cantidad de extracto obtenido y la cantidad de materia vegetal utilizada,

mediante la siguiente formula:

Cantidad de extracto obtenido (Kg)

100
Cantidad de materia vegetal fresca (Kg) i

Rendimiento (%) =

Formula (1)

3.2.3. Identificacion de acidos grasos por cromatografia de gases
acoplado al detector de ionizacién de llama (GC-FID).
Se inici6 la determinacion de acidos grasos empleando la metodologia descrita en la
tesis de pre-grado de Cadme and Calva *®, para lo cual se pes6 0.1 g de extracto
hexanico de fruto en tubos de centrifuga de ambas especies por separado, posterior a
ello se adicion6 2 ml de n-hexano a cada tubo, se tap6 y se agitdé hasta disolver la
grasa, luego se colocd 0.2 ml de solucidon metandlica de KOH 2N, se llevé a agitacion
por el lapso de 30 segundos y se centrifugd durante 10 minutos a 200 rpm. Finalmente

se coloco la muestra preparada en viales ambar para su inyeccién en el equipo.

A continuacién en las siguientes tablas se muestran las condiciones del equipo con las

cuales se realiz6 la determinacién de acidos grasos.

Tabla 1. Especificaciones del Horno del Cromatografo

Initial temp: 50 °C (On)

Initial time: 1 min

Ramps:

# Rate Final temp Final time
1 25°C/min 175 0.00
2 4 °C/min 215 0.00
3 2.5°C/min 230 8.00
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4 0.0 Off

Post temp: 0.0 0°C
Post time: 0.00 min
Run time: 29.75 min

Fuente: Cadme and Calva ®
Elaboracién: Cadme and Calva

Tabla 2 Especificaciones de la entrada posterior

Mode: Split

Initial temp: | 250 °C (On)
Pressure: 33.40 psi (On)
Split ratio:

Split flow: 103.1 mL/min
Total flow: 107.7 mL/min
Gas saver: | Off

Gas type: Helium

Fuente: Cadme and Calva ®
Elaboracion: Cadme and Calva *®

Tabla 3 Especificaciones de la Columna Cromatogréfica

Capillary Column:

Model Number:

Agilent 122-2362 DB-23

Max temperature:

250 °C

Nominal length: 60.0 m

Nominal Diameter: 250.00 um
Nominal film thickness: | 0.25 um

Mode: constant pressure
Pressure: 33.0 psi

Nominal initial flow: 2.1 mL/min
Average velocity: 33 cm/sec

Inlet: Back Inlet

Outlet: Back Detector

Outlet pressure:

ambient

Fuente: Cadme and Calva *

8

Elaboracion: Cadme and Calva *®

Tabla 4 Especificaciones del Detector (FID)

Temperature:

280 °C (On)

Hydrogen Flow:

30.0 mL/min (On)

Air Flow: | 300.0 mL/min (On)
Mode: Constant makeup flow
Flow: | 0.0 mL/min (Off)
Makeup Gas Type: | Nitrogen
Flame: On
Electrometer: On
List offset: 2.0
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Fuente: Cadme and Calva *
Elaboracién: Cadme and Calva *

Tabla 5 Especificaciones de la Sefal

Data rate: 20 Hz

Type: back det-col comp 2
Save Data: On

Zero: 15.5 (Off)

Range: 0

Fast Peaks: | Off

Attenuation: |0
Fuente: Cadme and Calva ®
Elaboracion: Cadme and Calva *®

Tabla 6 Especificaciones del Inyector Automatico 7683 series

Sample Washes: 3

Sample Pumps: 6

Injection Volume: 1.0 microliters
Syringe Size: 10.0 microliters

Postlnj Solvent A Washes: 3
Postlnj Solvent B Washes: |0

Voscosity Delay: 0 seconds
Plunger Speed: Fast
Prelnjection Dwell: 0.00 minutes
Postlnjection Dwell: 0.00 minutes

Fuente: Cadme and Calva ®
Elaboracion: Cadme and Calva *®

Para el célculo de la determinaciéon de la concentracion de acidos grasos presentes en
ambas especies, se realizé curvas de calibracién a diferentes concentraciones de los
acidos grasos identificados en las dos especies, obteniendo una linealidad con un
coeficiente de correlacion (R?) igual a 0.99, con lo cual confirmamos que los datos son
directamente proporcionales a la concentracion final. Dichas curvas se muestran en el
anexo 3. Los datos utilizados para construir las curvas de calibracion fueron tomados
de Cadme and Calva *®

3.2.4. Aislamiento de metabolitos secundarios.
3.2.4.1. Union de extractos.
Los extractos obtenidos de las estructuras morfolégicas de ambas especies que

presentaron un perfil cromatografico similar se unieron.

3.2.4.2.  Tamizaje fitoquimico.

Segun bibliografia se realizé tamizaje fitoquimico a los extractos obtenidos.
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49 Con la ayuda de una espatula se colocé una pequefia cantidad de la muestra en
tubos de ensayo individuales, luego se solubiliz6 con etanol las muestras excepto
aquellas que se utilizo para evaluar la presencia de terpenos-esteroides.

Posteriormente se realiz6 los siguientes ensayos:

Determinacion de proteinas (Ensayo de Ninhidrina): Se agreg6 dos gotas de una
solucion de ninhidrina al 2% al extracto. Una coloracién purpura-azul indica la

presencia de aminoacidos. Se utilizé6 como estandar el 4cido glutdmico.

Determinaciéon de carbohidratos - azucares reductores (Ensayo de Fehling): Se
adicion6 1ml de Fehling 1 y 1ml de Fehling 2, luego se calenté de 5-10 min (cerca del
punto de ebullicién si es necesario). El ensayo se considera positivo si la solucién se

colorea de rojo o aparece precipitado rojo. Fructosa fue utilizada como estandar.

Determinacion de grasas (Ensayo de Sudan): Se adicion6 1 ml de una solucién
diluida en agua del colorante Sudan Ill o Sudan IV. Luego se calent6 en bafio de agua
hasta evaporacién del solvente. La presencia de compuestos grasos se considera
positiva si aparecen gotas o una pelicula coloreada de rojo en el seno del liquido o en

las paredes del tubo de ensayo. Se utilizé como estandar la glicerina.
Determinacion de alcaloides (Ensayo de Wagner y Dragendorff):

Ensayo de Wagner: Se adicion6 a la muestra una gota de &cido clorhidrico

concentrado (calentar suavemente y dejar enfriar), posterior a ello se agregd unas
gotas del reactivo de Wagner. Si se observa opalescencia (+), turbidez definida (++),
precipitado coposo (+++).

Ensayo de Dagendorff: Se adicion6 a la muestra una gota de acido clorhidrico

concentrado (calentar suavemente y dejar enfriar), luego se agregé unas gotas del
reactivo de Drangendorff. Si se observa opalescencia (+), turbidez definida (++),
precipitado coposo (+++). Se utilizd6 como estandar la Fraccion alcaloidea de una

especie de la familia Huperzia.

Determinacién de terpenos-esteroides (Ensayo de Lieberman Burchard): Se
disolvio la alicuota del extracto seco con 1 ml de cloroformo, luego se adicion6 1 ml de
anhidrido acético y se mezcl6 bien. Por la pared del tubo de ensayo se dejo resbalar 2
- 3 gotas de acido sulfarico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un
cambio rapido de coloracion:

-Rosado-azul muy rapido.

- Verde intenso-visible aunque répido.
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-Verde oscuro-negro-final de la reaccion.

Se utiliz6 como estafiar la resina de Parthenium argentatum

Determinacion de Saponinas (Ensayo de espuma): A la muestra que se solubilizé
en etanol se procedié a diluirla cinco veces su volumen con agua destilada, luego se
agitd la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos. El ensayo se considera positivo si
aparece espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm de altura y persiste por

mas de 2 minutos. Se utiliz6 como estandar papa.

Determinacion de Quinonas (Ensayo de Borntrager): Se disolvio la alicuota del
extracto en 1 ml de cloroformo, luego se adicioné 1 ml de hidréxido de sodio, de
potasio o amonio al 5% en agua. Se agit6 mezclando las fases y se dejé en reposo
hasta su separacion. Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado o rojo,

el ensayo se considera positivo. Coloracién rosada (++), coloracién roja (+++).

3.2.4.3. Montaje de columna.
A los extractos con mayor actividad antitumoral (esta determinacion parte de otra tesis
de licenciatura): union 4 correspondiente al extracto de acetato de etilo (GPU4A),
unién 5 correspondiente al extracto de metanol (GPU5M) de la especie Grias
peruviana, fruto metanol (GNFM) y tallos metanol (GNTM) de la especie Grias
neuberthii, se les realiz6 cromatografia, inicialmente se monté columna de 300mg,

20g, 89 y 59 respectivamente de cada extracto.

En el montaje de estas columnas se utilizé silica gel 60 (0.015-0.040 mm) como fase
estacionaria, para su elucién se utilizaron mezclas de disolventes de distintas
polaridades: hexano, acetato de etilo, metanol y agua en varias proporciones, se
efectud la recoleccion de separaciones y posterior a ello se cromatografié en capa fina
a cada una de estas, a fin de determinar similitud de perfil cromatografico que permita
su unioén.

En la tabla 7 se muestran las caracteristicas principales con las que se realiz6 el

montaje de columna de cada uno de los extractos antes mencionado.

Tabla 7. Condiciones para cromatografia en columna abierta de extractos de Grias neuberthii y

Grias peruviana con mayor actividad antitumoral.

Condiciones de elucion de cromatografia en columna abierta

Extracto

Dimensiones

Relacién
Peso extracto > Polaridades Volumen de
extracto ‘silica Diametro | Altura separaciones
: (cm) (cm)
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GPU4A | 300mg

1:25

Hex:AcOEt 9:1
Hex:AcOEt 8.5:1.5
Hex:AcOEt 8:2
Hex:AcOEt 7.5:2.5
Hex:AcOEt 7:3
Hex:AcOEt 6:4
Hex:AcOEt 1:1
Hex:AcOEt 2.5:7.5
Hex 100%
AcOEt:MeOH
7.5:2.5

8ml

GPU5M 20g

1:25

6.5 75

AcOEt:MeOH:H,O
7.7:1.3:1
MeOH 100%

MeOH:H,0 9:1

8ml

GNFM 8g

1:14

AcOEt:MeOH:H,O
7.7:1.3:1
AcOEt:MeOH 1:1
MeOH 100%

20ml

GNTM 59

1:22

AcOEt:MeOH:H,O
7.7:1.3:1
AcOEt:MeOH 1:1
MeOH 100%
MeOH:H,0 9:1

5ml

Fuente: Autoras
Elaboracion: Autoras

Figura 7. Montaje y elucién en columna abierta.

Fuente: Autoras.
Elaboracién: Autoras

30




3.2.4.4. Cromatografia en capa fina.
Producto de la cromatografia en columna abierta se recolectaron fracciones de 8ml,
las cuales fueron sembradas en placas de aluminio cubiertas de silice gel 60 Fys4,
siendo eluidas en polaridades preparadas con mezclas de disolventes como: hexano,
acetato de etilo y metanol en varias proporciones, y silice gel C18, la visualizacion se
la realiz6é en luz UV 254 y 365 nm, cada placa fue revelada con &cido sulftrico al 5% y

vainillina al 1%.

3.2.45. Union y purificacion.
La unién de fracciones fue realizada mediante la identificacion de la similitud del perfil
cromatogréfico de cada fraccion que consiste en aspectos visuales similares de: Rf en
la placa de silica gel luego de reveladas asi como también las caracteristicas
observadas en la luz ultravioleta de 254 y 365nm.

Se procedi6 a purificar los compuestos, esto en base al grado de solubilidad de los
mismos, para ello se probé disolviendo pequefias alicuotas de cada compuesto en
diferentes disolventes, determinado asi cual fuera el mas Optimo para efectuar el

lavado de los mismos.

3.2.4.6. Microcolumna.
Se efectu6 el fraccionamiento en microcolumna de las fracciones: GNFMF4
correspondiente a la fraccion 4 obtenida de la columna del extracto de fruto metanol
(GNFM), GNFMF4F2 de la fraccion 2 obtenida de la microcolumna de la fraccion 4 de
la columna de fruto metanol, GNFMF4F3 de la fraccién 3 obtenida de la microcolumna
de la fraccion 4 de la columna de fruto metanol, GNFMF5 de la fraccion 5 obtenida de
la columna del extracto de fruto metanol (GNFM), siendo todas estas de la especie
Grias neuberthii, utilizando una columna de 2 cm de diametro y 30 cm de altura de
cuerpo, silica gel 60 (0.015-0.040mm) como fase estacionaria, para su elucion se
emplearon mezclas de disolventes como: hexano, acetato de etilo y metanol en
diferentes proporciones. Se recolectaron separaciones a las cuales se les realiz6
cromatografia en capa fina, para luego ser unidas mediante similitud en su perfil

cromatogréfico.

La tabla 8 muestra las condiciones que se utilizo para la elucion de las micro columnas

de las fracciones obtenidas por cromatografia en columna abierta.

Tabla 8. Condiciones para motaje de microcolumna de las fracciones obtenidas de
cromatografia en columna.

Condiciones de elucién de micro columna de fracciones

Extracto | Peso | Relacion |  Polaridades | Volumen de
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extracto
(mg)

extracto:silica

separaciones

GNFMF4

198

1:25

Hex:AcOEt 3:7
Hex:AcOEt 1:1
AcOEt 100%
AcOEt:MeOH 1:1
MeOH 100%

(ml)
8

GNFMF4F2

148

1:40

Hex 100%
Hex:AcOEt 9.5:0.5
Hex:AcOEt 9:1
Hex:AcOEt 8.5:1.5
Hex:AcOEt 8:2
Hex:AcOEt 7:3
Hex:AcOEt 6:4
AcOEt 100%
AcOEt:MeOH 1:1
MeOH 100%

GNFMF4F3

19.7

1:150

Hex 100%
Hex:AcOEt 9.5:0.5
Hex:AcOEt 8.5:1.5

Hex:AcOEt 8:2
Hex:AcOEt 6:4
Hex:AcOEt 1:1
Hex:AcOEt 4:6
Hex:AcOEt 3:7
Hex:AcOEt 2:8
AcOEt 100%
AcOEt:MeOH 1:1
MeOH 100%

GNFMF5

147.6

1:125

Hex:AcOEt 8:2
Hex:AcOEt 1:1
Hex:AcOEt 2:8
AcOEt 100%
AcOEt:MeOH 1:1
MeOH 100%

GNTMF13

194.8

1:154

AcOEt:MeOH:H,O
7.5:2:0.5
MeOH
100%

GNTMF13F1

87

1/:150

AcOEt:MeOH:H,O
7.5:2:0.5
MeOH
100%
MeOH:H,O
9:1

GPUSMF5

108.8

1:185

Hex:AcOEt 3:7
AcOEt 100 %
AcOEt:MeOH 1:1

GPU5SMF5F11

24

1:750

AcOEt
100%
AcOEt:MeOH 9:1
AcOEt:MeOH 1:1
MeOH
100%
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GPU5SMF5F12 19 1:750 AcOEt 5
100%
AcOEt:MeOH
9.05:0.5
AcOEt:MeOH 9:1
AcOEt:MeOH
8.5:1.5
AcOEt:MeOH
8:2
AcOEt:MeOH
1:1
MeOH
100%

Fuente: Autoras
Elaboracién: Autoras

3.2.5. Caracterizacion de metabolitos secundarios.

3.2.5.1. Punto de fusion.
Ya purificados los metabolitos secundarios, se determiné su punto de fusion utilizando
un equipo Fisher Johns, serial 40-22 de 50-60 Hz. Los puntos de fusién no fueron

corregidos.

3.2.5.2. Factor de retencion.
El factor de retencion fue determinado para cada uno de los compuestos aislados, este
factor relaciona la distancia recorrida por la muestra (desde el punto de siembra) y la

distancia recorrida por el disolvente. Expresado mediante la siguiente formula:

Distancia recorrida por la muestra

Distancia recorrida por el disolvente

Formula (2)
3.2.5.3. Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG/EM).
Para determinar los espectros de masas se utilizé6 un cromatografo de gases (Agilent
Technologies 6890N), acoplado a un espectrometro de masas (Agilent Technologies

5973 inert), y columnas cromatograficas como BSNS y HP INNOWax.

3.2.5.4. Resonancia magnética nuclear.
Mediante el equipo de resonancia magnética nuclear modelo Varian 400 MHz-
Premium Schelded se obtuvieron los espectros de RMN tanto de *H y **C a 400 y 100
MHz respectivamente, para la disolucion de la muestras se emple6 disolventes
deuterados. Los desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamientos (J)

fueron expresas en partes por millén (ppm) y Hz respectivamente.
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CAPITULO IV
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4. Resultados y discusion
4.1.
4.1.1.

Grias neuberthii Macbr.

Usos medicinales reportados en herbarios internacionales.

En la tabla 9 se muestra la informacién que se recab6 en herbarios internacionales

acerca de los usos medicinales atribuidos a la especie Grias neuberthii.

Tabla 9. Reporte de usos medicinales de Grias neuberthii en herbarios internacionales

Usos medicinales de Grias neuberthii reportados en vouchers etnobotéanicos de Ecuador
Estructura .
. Grupo Nombre morfolégica SE{pISElITCln
Provincia . . Uso de Herbario y | Coordenadas
étnico | vernéculo(s) de la planta
colector (es)
usada
Napo Kichwa Piton Dolor estomacal, Corteza del 2828 (AAU) 00°26'00"S
tratamiento de fruto H. Balslev 076°38'00"0
placenta,
depuracién
estomacal luego
del parto
Napo Kichwa Piton Hemético, Corteza, 2852 (AAU) 00°28'S
antitumoral Semilla H. Balslev 076°33'0
Napo Kichwa | Piton, pitun Hemético, 1002 (MO) 01°00'S
malaria ) E. Kohn 077°40'0
Napo Kichwa Hemético, Semilla 7790 (MO) 01°01'S
malaria D. Neill, et al 077°36'0
Napo Kichwa Piton Hemético Corteza del 8683 (MO) 01°02's
fruto D. Neill, et al 077°57'0
Napo Kichwa Pitén Hemético, semilla, 11963 (MO) 00°54'S
paludismo corteza del C. Ceron, R. 077°49'0
tallo Salazar
Sucumbios | Kichwa Pitén Dolor estomacal, Semilla 2828 (QCA) -
tratamientos H. Balslev, S.
después del Dea
parto
Orellana Kichwa Pitén Hemético, Corteza, 2852 (QCA) -
antitumoral Semilla H. Balslev, S.
Dea
Napo Kichwa Pitén Barfios postparto Corteza, 362 (QCA) -
(recuperacion) Semilla M. Rios et al.
Orellana Kichwa Piton Forunculos y Corteza del 57 (QCA) -
golpes, tallo R. Alarcén
hemorragia
uterina, abortos,
esterilidad
Morona Shuar Apaij Diarrea fruto y corteza 8255 (QCQ) -
Santiago del fruto W. Van Asdall

Fuente: Autoras

Elaboraciéon: Autoras.

35




Los usos medicinales reportados en herbarios internacionales de la especie Grias
neuberthii Macbr muestran que los grupos étnicos: Kichwa y Shuar le dan un uso
mayoritario como hemético (semilla) en un 28.57 %, y en un menor porcentaje en usos
como: dolor estomacal (corteza del fruto) con 9.52 %, tratamiento de placenta (corteza
del fruto) con 4.76 %, depuracion estomacal postparto (corteza del fruto) con 4.76 %,
antitumoral (semilla) con 9.52 %, malaria (semilla) con 9.52 %, paludismo (corteza del
tallo) con 4.76 %, bafios postparto con 4.76 (corteza) %, forinculos y golpes (corteza
del tallo) con 4.76 %, hemorragia uterina (corteza del tallo) con 4.76 %, abortos

(coreteza del tallo) con 4.76 %, esterilidad (corteza del tallo) con 4.76 % y diarrea

(fruto) con 4.76 %.

4.1.2.

Grias peruviana Miers.

La tabla 10 muestra la informacion obtenida de la revision de herbarios internacionales

en vouchers etnobotanicos que reportaron usos medicinales para Grias peruviana.

Tabla 10. Reporte de usos medicinales de Grias peruviana en herbarios internacionales

Usos medicinales de Grias peruviana reportados en vouchers etnobotanicos de Ecuador

Estructura .
. bre morfoloégica Espemmgn i
Provincia ('qupo No'm Uso Herbario y Coordenadas
étnico | vernaculo(s) de la planta
colector (es)
usada
Morona Shuar Apai Disenteria Semilla RBAE2000 03°26'00"S
Santiago (MO), QCNE | 078°31'00"O
H. Jimpikit
Morona Shuar Apay, apai Anticonceptivo, Corteza, 105 (MO) 02°37'S
Santiago esterilidad, semilla C.F. Limbach 077°38'0
leishmaniasis
cutanea
Orellana Shuar Apai Descongestionante, | Fruto, hoja 001 (MO) 00°50'57"S
antidiarreico W. Guerreroy | 077°55'00"O
A. Herrera
Orellana | Waorani Vengaka Antipirético Fruto 403 (MO, 00°59'06"S
QCNE) 076°50'55"0
B. Freire y D.
Naranjo
Pichincha Energizante Corteza del 40121 (AAU) 00°21'S
- - tallo L. Kvist; L. B 079°22'0
Holm- Nielsen
Pichincha | Tséachila Tsoda Energizante Corteza del 40220 (AAU) 00°21'S
tallo L. Kvist; L. B 079°22'0
Holm- Nielsen
Zamora Shuar Apay, Cdlicos Semilla 8261 (MO) 00°21'S
Chinchipe aguacate de estomacales W. Palacios; G. 079°22'0
monte Aymard; E.
Freire
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Morona Shuar Apai Antiparasitario, Parte 093 (NY) 02°37' S, 77°
Santiago lavado rectal interna de la P. Mendoza; 47' O
semilla M. Vega
Morona Shuar Apay, apai Anticonceptivo, Corteza, 105 (NY) 02°37' S, 77°
Santiago esterilidad semilla C.F. Limbach 38'0
Santo Tsachila Tsoda Energizante Corteza del 40220 (NY) 00°21'S
Domingo tallo L. Kvist; L. B 079°22'0
de los Holm- Nielsen
Tsachilas
Pichincha Tonificador Cortezadel | 40121 (QCA) 00°21'S
- - fruto L.P. Kuvist, L. 079°22'0
Holm-Nielsen

Fuente: Autoras

Elaboracién: Autoras

Los usos medicinales reportados en herbarios internacionales de la especie Grias
peruviana Miers muestran que los grupos étnicos: Shuar, Waorani y Tsachila le dan
un mayor uso como energizante (corteza del tallo) en un 18.75 %, y en un menor
porcentaje en usos como: disenteria (semilla) con 6.25 %, anticonceptivo (corteza) con
12.5 %, esterilidad (corteza) con 12.5 %, leishmaniasis cutanea (semilla) con 6.25 %,
descongestionante (fruto) con 6.25 %, antidiarréico (hoja) con 6.25 %, antipirético
(fruto) con 6.25 %, colicos estomacales (semilla) con 6.25 %, antiparasitario (semilla)
con 6.25 %, lavado rectal (semilla) con 6.25 % y como tonificador (corteza del fruto)
con 6.25 %.

4.2.
4.2.1.

Las tablas 11 y 12 muestran los distintos usos medicinales atribuidos a ambas

Usos medicinales reportados en herbarios nacionales.

Grias neuberthii Macbr y Grias peruviana Miers.

especies, aclarando que para su elaboracion se tomaron en cuenta nada mas los
vouchers de herbario que fueron identificados por el especialista mundial del género
Grias, teniendo disponible como evidencia de esta identificacion un anexo fotografico

(ver anexo 1).

37



Tabla 11. Usos medicinales de Grias neuberthii reportados en vouchers etnobotanicos de herbarios de Ecuador.

Estructura 2
- Espécimen de .
. e Nombre morfologica . Numero de
Provincia Grupo étnico . Uso Herbario y colector Coordenadas
vernaculo(s) de la planta (es) foto
usada
Orellana Huaorani ofiuwe Para espinillas Corteza 234 QCNE Reserva REH 1
D. Naranjo y B Freire | Comunidad
Bataburo a 20
minutos en  auto
desde el rio Tiguino,
200 Km al sur del
Coca por la via Auca
Orellana Huaorani nempokawe Pinchazo de avispa Hoja 418 QCNE Reserva REH 2
B. Freire y D. Naranjo | Comunidad Noneno
165 km al sur del
Coca Rio Shiripuno
Orellana Huaorani ofiuwe Para espinillas Corteza 557 QCNE Reserva REH 3
B. Freire y D. Naranjo | Comunidad
Bataburo a 20
minutos en  auto
desde el rio Tiguino,
200 Km al sur del
Coca por la via Auca
Sucumbios Cofan Ttettechuchd Hemético Semilla 20818 QCNE MO Sinangue 00°08'N 4y 4da
C. E. Ceron 077°27'0
Sucumbios Kichwa piton Dolores post parto, fiebre y vomitos Corteza 313 QCNE, QAP 00°01'46"S 5
M.A. Chinchero, D. 77°10'2.4"0O
Andi, G. Yasacama,
J. Daguay R.
Huatatuca
Fruto asado comestible Fruto
Orellana Huaorani wenaka Paludismo Semilla 336 QCNE 76°50'55"0 6
D. Naranjo y B. Freire 0°89'0.6"S
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Napo Kichwa piton Semilla 11963 QCNE, MO 77°49'0 00°54'S 7
Paludismo, hemético C. Cerony R.
Salazar
Post parto, para limpiar el organismo Corteza
Sucumbios Cofan T'cucho Hemético Semilla 147 QCNE, MO 00°05'N 77°26'0 8
A. Alvarez, J. Shuira,
C. Dahuay J.
Umenda
Napo Kichwa piton muyu Hemético para malaria - 1159 QCNE 77°40'0 01°00'S 9
mallqui E. Kohn
Napo Kichwa Piton, pitun Malaria, magia para caseria, - 1002 QCNE 77°40'0 1°00'S 10
Hemeético E. Kohn
Napo Kichwa piton Hemeético para tratamiento post parto Corteza 8683 QCNE, MO 01°02'S 77°57'0O 11
D. Neill y School for
Field Studies
Napo Kichwa piton Dolor de estbmago, hemético para Corteza 2828 QCNE, QCA 00°28'S 76°43'0 12
tratamiento post parto interna H. Balslev y Santos
Dea
Napo Kichwa piton Antiparasitario, para tratamiento de Corteza 8044 QCNE, NY 01°04'S 77°36'0O 13
leishmaniasis X. Cornejo y H.
Grochowski

Fuente: Autoras.
Elaboracion:
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Los usos medicinales reportados en herbarios nacionales de la especie Grias
neuberthii Macbr, muestran que los grupos étnicos: Huaorani, Kichwa y Cofan les dan
un mayor uso como hemético (semilla) en un 26.32 %, y en un menor porcentaje en
usos como: tratamiento de espinillas (corteza) con 10.53 %, pinchazo de avispas
(hoja) con 5.26 %, tratamiento postparto ( corteza) con 15.79 %, tratamiento de fiebre
(corteza) con 5.26 %, tratamiento de vomito (corteza) con 5.26%, paludismo (semilla)
con 10.53 %, malaria 5.26 %, tratamiendo de dolores estomacales (corteza) con
5.26%, antiparasitario (corteza) con 5.26 % y para curacion de heridas (corteza) con
5.26%.

No se logré la identificacién de los tres primeros vouchers de la tabla por parte del
especialista internacional de Grias Mgtr. Xavier Cornejo.

La especie presenta usos medicinales que guardan relacion con los antes
mencionados, en estudios anteriores se reportan usos para esta especie que en
nuestra investigacion tambien han sido evidenciados tales como: purgativo, para
detener la hemorragia uterina?’, purificante hemético, contra la malaria® vy
esterilizante?®, mientras que los usos como: tratamiento de dolores estomacales,
antitumoral, tratamiento de espinillas y tratamiento postparto por los grupos étnicos

Shuar, Huaorani, Kichwa y Cofan son reportados por primera vez.

Tabla 12. Usos medicinales de Grias peruviana reportados en vouchers etnobotanicos de herbarios de

Ecuador.

Provincia

Grupo
étnico

Nombre
vernaculo(s)

Uso

Estructura

morfoldgica

de la planta
usada

Espécimen
de
herbario y
colector
(es)

Coordenadas

Numero
de foto

Zamora
Chinchipe

Shuar

Aguacate de
monte, apay

Colicos
estomacales

Semilla

8261
QCNE, MO
W. Palacios
G. Aymard
y E. Freire

78°37'0
04°07'S

14

Pastaza

544 QCA
S. Baez, A.
Backevall,
B Stahly B

Oligard

15

Pichincha

Tséachila
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Fuente: Autoras
Elaboraciéon: Autoras

Los usos medicinales reportados en herbarios nacionales de la especie Grias
peruviana Miers no registraron un uso mayoritario por parte de los grupos étnicos:
Tséchila y Shuar, ellos utilizan diferentes estructuras morfolégicas: tratamiento de
(tallos),

tratamiento postparto (fruto) y contra mordedura de serpiente (fruto).

célicos estomacales (semilla), energizante desparasitante  (semilla),

Esta especie presentd un uso medicinal similar a los mencionados anteriormente como
lo es el facilitar el parto®™, es por los usos como: energizante, anticonceptivo,
esterilizante atribuidos por los grupos étnicos Tséachila, Shuar y Waorani son
reportados por primera vez.
4.3. Rendimiento de extractos obtenidos.

4.3.1. Extractos de Grias neuberthii Macbr.
En la tabla 13 se muestra los rendimientos de los extractos obtenidos asi como sus

principales caracteristicas: disolvente, peso, y su valor de rendimiento.
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Tabla 13. Rendimientos de los extractos obtenidos de las diferentes estructuras morfologicas de la
especie Grias neuberthii Macbr.

Grias neuberthii
Rendimiento de extractos
Est,rulctura Disolvente Caodigo Apariencia fisica SEReliEe
morfoldgica usada (%)
Fruto carnoso Hexano GNFH Aceite amarillo naranja 19.60
Acetato de GNFA Aceite verde 2.70
etilo amarillento
Metanol GNFM Pastoso café 4.44
Tallos Hexano GNTH Jalea amatrillento 0.54
Acetato de GNTA Solido verdoso 0.23
etilo
Metanol GNTM So6lido amatrillento 9.39
Hojas Hexano GNHH Jalea verdoso 3.41
Acetato de GNHA Solido verdoso 1.42
etilo
Metanol GNHM Sélido café 22.97
Epicarpo maduro Hexano GNEmMH Aceite amarillo naranja 32.24
Acetato de GNEmMA Aceite verde 18.62
etilo amarillento
Metanol GNEmMM Pastoso café 4.77
Mesocarpo Hexano GNMmH Aceite amarillo naranja 34.20
m r -
CLllife Acetato de GNMmA Aceite verde 6.81
etilo amarillento
Metanol GNMmM Pastoso café 1.56
Epicarpo Hexano GNEH Aceite amarillo naranja 29.09
Acetato de GNEA Aceite verde 14.67
etilo amarillento
Metanol GNEM Pastoso café 3.55
Embrién Hexano GNEBH Aceite amarillo naranja 0.17
Acetato de GNEBA Aceite verde 1.37
etilo amarillento
Metanol GNEBM Pastoso café 5.82
Mesocarpo Hexano GNMH Aceite amarillo naranja 0.20
Acetato de GNMA Aceite verde 0.07
etilo amarillento
Metanol GNMM Pastoso café 0.01

Fuente: Autoras.
Elaboracién: Autoras
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4.3.2. Extractos de Grias peruviana Miers.

La tabla 14 muestra la informacién que se utiliz6 para el calculo de rendimiento de

cada uno de los extractos obtenidos, asi como como las caracteristicas principales de

dichos extractos.

Tabla 14. Rendimientos de los extractos obtenidos de las diferentes estructuras morfoldgicas de la

especie Grias peruviana Miers.

Grias peruviana
Rendimiento de extractos

Estructura
morfologica Disolvente Cédigo Apariencia fisica Rendimiento %
usada
Endocarpo Hexano GPEDH Grumoso verdoso 3.84
Acetato de GPEDA Jalea verdoso 1.56
etilo
Metanol GPEDM Sélido café 4.49
Mesocarpo Hexano GPMH Grumoso verdoso 0.28
Acetato de GPMA Jalea verdoso 0.32
etilo
Metanol GPMM Pastoso café 9.08
Epicarpo Hexano GPEH Grumoso verdoso 0.50
Acetato de GPEA Jalea verdoso 0.79
etilo
Metanol GPEM Sdélido café 10.35
Embrién Hexano GPEBH Grumoso verdoso 0.49
Acetato de GPEBA Jalea verdoso 0.81
etilo
Metanol GPEBM Sdélido café 22.96
Hojas viejas Hexano GPHVH Pastoso verde amarillento 1.92
Acetato de GPHVA Solido verde oscuro 1.87
etilo
Metanol GPHVM Semisodlido café amarillento 16.93
Hojas JOvenes Hexano GPHJH Pastoso verde amarillento 0.61
Acetato de GPHJA Solido verde oscuro 1.25
etilo
Metanol GPHJIM Semisolido café amarillento 12.84
Tallos Hexano GPTH Jalea amarillento 0.49
Acetato de GPTA Soélido grumoso amarillento 0.84
etilo
Metanol GPTM Jalea amarillento 7.15
Hojas Agua GPHAG Falio GIIESD ERlE 0.52
amarillento
Tallos Agua GPTAG Polvo café verdoso 0.18
Flores Agua GPFIAG Polvo fino café claro 0.49
Mesocarpo Agua GPMAG Polvo café oscuro 0.13
Engecarpoie REIE GPEDEBAG Polvo 0.38
Embrion
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Polvo grueso café

Hojas Etanol GPHET amarillento 6.97
Tallos Etanol GPTET Polvo café verdoso 6.12
Flores Etanol GPFLET Polvo fino café claro 4.44
Mesocarpo Etanol GPMET Polvo café oscuro 6.80
Endocarpo &
Embrion Etanol GPEDEBET Polvo 3.35

Fuente: Autoras.
Elaboracién: Autoras.

4.4, Union de extractos obtenidos.

4.4.1.

Grias neuberthii.

A continuaciéon se muestran las placas de los extractos de hexano, de las diferentes

estructuras morfolégicas, eluidas en varias polaridades.
Hex:CH,Cl,

9:1 7:3

Hex:CH,CI,

CH,Cl,
100%

CH.Cl,
100%

Figura 8. Cromatografia en capa fina de extractos hexanicos, obtenidos de la especie Grias

neuberthii.

FM: mesocarpo maduro, CF: epicarpo, FN: mesocarpo, CFM: epicarpo maduro, SFN: embrién,
F: fruto carnoso, H: hojas, T: tallos.

Fuente: Autoras.

Elaboracion: Autoras

La figura 9 muestra las placas de los extractos de acetato de etilo, mismo que se

corrieron en varias polaridades.
Hex:CH,CI,

Hex:CH,Cl,

1:1




Figura 9. Cromatografia en capa fina de extractos de Acetato de etilo, obtenidos de la especie
Grias neuberthii.

FM: mesocarpo maduro, CF: epicarpo, FN: mesocarpo, CFM epicarpo maduro, SFN embrién,
F fruto carnoso, H hojas, T tallos.

Fuente: Autoras.

Elaboracién: Autoras.

En la Figura 10 se aprecian la cromatografia en capa fina de los extractos metandlicos
de las estructuras morfolégicas, eluidas en varias polaridades.

CH,Cl,:MeOH AcOEt CH,CI,
91 100% 100%

Figura 10. Cromatografia en capa fina de extractos metandlicos, obtenidos de la especie
Grias neuberthii.

FM: mesocarpo maduro, CF: epicarpo, FN: mesocarpo, CFM: epicarpo maduro, SFN:
embrion, F: fruto carnoso, H: hojas, T: tallos.

Fuente: Autoras.

Elaboracién: Autoras

La tabla 15 muestra las uniones resultantes luego de comparar el perfil cromatografico

de los diferentes extractos, asi como su peso, disolvente y codigo respectivo.

Tabla 15. Uniones de extractos obtenidos de la especie Grias neuberthii Macbr

Grias neuberthii
Unidén de extractos

Unién 1 (Mesocarpo maduro, Epicarpo
maduro, Epicarpo y Mesocarpo) 55 RAEEE EREALR
Unién 2 (Epicarpo, Mesocarpo y Acetato de
Epicarpo maduro) ezl etilo EllZ
Unién 3 (Mesocarpo y Mesocarpo 248 Metanol GNU3M
maduro) '

Fuente: Autoras.
Elaboracion: Autoras
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Debido a que los extractos obtenidos presentaron similtud en su perfil cromatografico,
se obtuvieron 3 uniones en disolventes la primera que corresponde a hexano, la
segunda a acetato de etilo y finalmente la tercera a metanol.

4.4.2. Grias peruviana.
En la Figura 11 se observa la cromatografia en capa fina de los extractos hexanicos

obtenidos, corridos en diferentes polaridades.

Hex Hex:CH-Cl, Hex:CH-Cl, CH-Cl,
100% 7:3 9:1 100%

Figura 11. Cromatografia en capa fina de extractos hexanicos, obtenidos de la especie Grias
peruviana.

EB: embrién, E: epicarpo, M: mesocarpo, T tallos, HJ: hojas jévenes, HV: hojas viejas

Fuente: Autoras.

Elaboracion: Autoras

La Figura 12 muestra el perfil cromatogréfico de los extractos obtenidos de acetato de

etilo eluidos en diferentes polaridades.

Hex:AcOEt Hex: CH,Cl, CH,Cl,
7:3 73 100%
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f'l

wve w HV

Figura 12. Cromatografia en capa fina de extractos de Acetato de etilo, obtenidos de la
especie Grias peruviana.

M: mesocarpo, T: tallos, E: epicarpo, EB: embrion, HJ: hojas jovenes, HV: hojas viejas
Fuente: Autoras.
Elaboracién: Autoras

En la Figura 13, se puede apreciar las placas correspondientes a los extractos
obtenidos de metanol, los cuales se eluyeron en varias polaridades.

CHZCIZ'MeOH AcOEt CH,CI,
100% 100%

Figura 13 Cromatografia en capa fina de extractos metandlicos, obtenidos de la especie Grias
peruviana.

M: mesocarpo, T: tallos, E: epicarpo, EB: embrién, HJ: hojas jévenes, HV: hojas viejas
Fuente: Autoras.
Elaboracién: Autoras

En la tabla 16 se muestra las uniones obtenidas luego de haber comparado el perfil

cromatpgrafico de cada uno de los extractos resultantes, asi como su peso y codigo
respectivo.

Tabla 16. Uniones de extractos obtenidos de la especie Grias peruviana Miers.

Grias peruviana
Unién de extractos

47



Unién 1. (Mesocarpo, Endocarpo, 161 eI GPU1H
Epicarpo y Embrion) '

Union 2 (H_qjas viejas & hojas 2197 Hexano GPU2H
jovenes)

SIlEt & (RIS WIS & el 26.83 Acetato de etilo GPU3A
jévenes)

Union 4 (Embrion & Epicarpo) 0.37 Acetato de etilo GPU4A

Union 5 (Epicarpo & embrién) 28.79 Metanol GPU5S5M

Fuente: Autoras
Elaboracién: Autoras

Debido a que los extractos obtenidos presentaron similtud en su perfil cromatografico,

se obtuvieron 5 uniones, dos de hexano, dos de acetato de etilo y una de metanol.

4.5. Determinacién de la concentracion de &cidos grasos identificados por
cromatografia de gases acoplado al detector de ionizacién de llama (FID).
La tabla 17 muestra las concentraciones de los diferentes acidos grasos presentes en

la especie Grias neuberthii.

Tabla 17 Concentracién de acidos grasos identificados en la especie Grias neuberthii.

Acido graso | Concentracién Concentracién

(ppm) (%)

Acido palmitico 3.95 10.475

Acido estearico 5.27 36.691

Acido elaidico 31.65 23.064

Acido eurico 16.79 10.031

No identificados - 19.739
TOTAL 100

Fuente: Autoras.
Elaboracién: Autoras

Alva, et al. *° realizaron la caracterizacion de &cidos grasos del fruto de la especie
Grias neuberthii , obteniendo un total de 12 acidos grasos como: miristico, pentanoico,
palmitico, margarico, estearico, araquirico, palmitoleico, oleico, gadoleico, erucico,
linoleico, linolénico, mientras que la identificacion que se realizé en el presente trabajo
muestra un total de 4 acidos grasos, de los cuales los acidos palmitico y estearico
fueron identificados en ambas investigaciones aunque en diferente concentracion, esto
podia deberse esto a que el contenido de los principios activos varia segun la hora del
dia®! en el que se realiz6 la recoleccion de la especie, asi mismo los contenidos de
humedad y aceite en épocas equivalentes de madurez *?, ademés factores como el
clima y la radiacion solar que inciden notablemente en la biosintesis de los principios

activos, temperatura que incide notablemente en el desarrollo y metabolismo de las
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plantas, el exceso y defecto de agua en el suelo pueden ser factores limitantes para el

crecimiento y metabolismo de determinadas plantas medicinales.>®

La tabla 18 muestra las concentraciones de los diferentes acidos grasos presentes en

la especie Grias peruviana.

Tabla 18 Concentracién de acidos grasos identificados en la especie Grias peruviana.

_ Concentraciéon | Concentracion

Acido graso (ppm) (%)

Acido estearico 597.23 1.255

Acido elaidico 3259.41 3.454

Acido oleico 707.57 1.478

Acido linoleico 584674.91 57.691

No identificados - 36.122
TOTAL 100

Fuente: Autoras.
Elaboracién: Autoras

En la especie Grias peruviana se identifico el acido linoleico como el mayoritario con
una concentracion del 57.691%, la presencia de este acido podria justificar los usos
etnomedicinales que se le atribuyen al fruto de la misma, como lo son para el
tratamiento de acné y postparto, debido a las propiedades que presenta este 4cido,
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como son el tener referencia particular al acné y tratar la depresién tanto en

embarazadas como en otro tipo de pacientes *°.
4.6. Tamizaje fitoquimico.

Se realizé un tamizaje fitoquimico a los diferentes extractos de las dos especies, para
evaluar la presencia de compuestos quimicos en los mismos. Los resultados de los

ensayos realizados se muestran en la Tabla 19.
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Tabla 19. Tamizaje fitoquimico de ambas especies

Grias neuberthii

Muestra

Carbohidratos

Proteinas

Grasas

Alcaloides

Taninos

Flavonoides

Saponinas

Terpenos-
Esteroides

Quinonas

Fruto Hexano
(GNFH)

+

Fruto AcOEt
(GNFA)

Fruto MeOH
(GNFM)

++

Hojas MeOH
(GNHM)

++

Tallos MeOH
(GNTM)

Grias peruviana

Muestra

Carbohidratos

Proteinas

Grasas

Alcaloides

Taninos

Flavonoides

Saponinas

Terpenos-
Esteroides

Quinonas

Fruto MeOH
(GPU5M)

+

Fruto EtOH
(GPME)

Fruto H20
(GPMAG)

Hojas Hexano
(GPHH)

Hojas AcOEt
(GPHA)

Hojas MeOH
(GPHJM)

++
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Hojas EtOH
(GPHE)

++

Hojas H20
(GPHAG)

Tallos Hexano
(GPTH)

Tallos AcOEt
(GPTA)

Tallos MeOH
(GPTM)

Tallos EtOH
(GPTE)

Tallos H20
(GPTAG)

Flores EtOH
(GPFIE)

++

Flores H20
(GPFIAG)

+++

++

Fuente: Autoras.

Elaboracién: Autoras
+:positivo razonable; ++: positivo fuerte, +++: positivo muy fuerte; - : ausencia.
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4.7.

Actividad bioldgica.

Posterior a la unién de extractos con perfil cromatogréfico similar, se envio los mismos

para evaluacion de su actividad citotoxica en lineas celulares de cancer étnico.

La tabla 20 muestra el porcentaje de viabilidad de los extractos que resultaron con

mayor actividad en las lineas celulares de cancer étnico en las cuales fueron

probados.

Tabla 20 Porcentaje de viabilidad de los extractos mas activos en lineas celulares de cancer étnico.

Viabilidad
Cédigo | Extracto | RKO A-549 MCF-7 PC3 D-384 U-251 SV‘E’;6313'
GPU2H Lrj]g')‘(’;ni' 235+4.23 | 80+2.01 | 88.3+7.87 | 110.4+9.91 | 103.5+6.78 | 92.2+3.62 | 106.8+1.03
Hojas
GPHVM | viejas- | 57.6¢8.86 | 84.5:8.3 | 126.5:6.08 | 43.1:+9.86 | 54.3:t0.49 | 30.8+6.28 | 85.2+7.91
metanol
Hojas
GPHIM | j6venes- | 57.6+8.95 | 79.3+6.88 | 88.7+4.18 | 53.5:8.08 | 33.9+3.35 | 35:1.78 | 109.8+9.20
metanol
GNFM mFer;J;gol 72.2+6.38 | 93.145.60 | 48.7+3.75 | 70.148.20 | 80.2+7.88 | 124.5+0.70 | 105.0+8.67
GNTM n::g’nsc;l 15.3+3.61 | 13.748.61 | 15.8+7.60 | 4.9+370 | 9.7+3.45 | 255+8.78 | 10.4+2.24
GNHM r:]"eotlaar?c')l 915+4.95 | 89.6+5.74 | 126.8+5.86 | 44.7+3.43 | 45.6+4.81 | 95.7+6.24 | 114.6+3.68

Fuente: Tesis de licenciatura. Jimmy Samaniego
Elaboracion: Tesis de licenciatura. Jimmy Samaniego
RKO y SW613-B3: colon rectal; A-549: pulmonar; MCF-7: mama; PC3: préstata; D-384 y U-251: astrocitoma cerebral.

En la tabla 21 se presentan los resultados obtenidos en cuanto a ICs,, concentracion

inhibitoria 50 de los extractos que presentaron mayor actividad antitumoral en siete

lineas celulares de cancer humano en las que fueron probados.

Tabla 21 Concentracion inhibitoria 50 (ICsg) de extractos con mayor actividad antitumoral de ambas especies de Grias.

Concentracion inhibitoria 50 (ICs)

Cédigo

Extracto

RKO

A-549

MCF-7

PC3

D-384

U-251

SW613-
B3

GPU2H

Union 2-
hexano

42.0+0.08 -

GPHVM

Hojas
viejas- -
metanol

51.1+0.09

GPHIM

Hojas
jovenes- -
metanol

53.8+0.04

44.2+0.10
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GNTM r::{frfol 31.8+0.01 | 55.4+0.12 | 39.1+0.08 | 17.4+0.07 | 21.7+0.07 | 18.5+0.13 | 28.0+0.07
GNHM | Hojas- ] ] ] 64.3+0.03 | 48.7+0.04 i ]
metanol

Fuente: Tesis de licenciatura. Jimmy Samaniego

Elaboracion: Tesis de licenciatura. Jimmy Samaniego
RKO y SW613-B3: Cancer de colon; A-549: cancer pulmonar; MCF-7: cancer de mama; PC3: cancer de prostata;
D-384 y U-251: astrocitoma cerebral.

El extracto correspondiente a tallos de metanol de la especie Grias neuberthii,
presenté mayor actividad antitumoral en las 7 lineas celulares en las cuales se probo
el mismo, asi como tambien el extracto de fruto metanol presento actividad antitumoral
en la linea celular de cancer de mama, lo que podriamos relacionarlo con la actividad
antitumoral que le atribuyen los Kiwcha al embrion del fruto, de igual forma los
extractos de hojas de metanol y la unién del fruto de la especie Grias peruviana
presentaron actividad, pudiendo destacar este resultado como un nuevo aporte
atribuible a esta especie.
4.8. Aislamiento de metabolitos secundarios.

4.8.1. Extracto de Acetato de etilo correspondiente a la uniéon 4 de

embrion y epicarpo (GPU4A), de la especie Grias peruviana Miers.

Mediante cromatografia en columna abierta se obtuvieron 90 separaciones con un
volumen de 8ml cada una, mismas que se unieron segun su similitud de perfil
cromatogréfico, obteniendose en total 31 fracciones (GPU4AF1-GPU4AF31), las

cuales presentaron las caracteristicas expuestas en la tabla 22.

Tabla 22. Fracciones obtenidas del extracto de Acetato de etilo correspondiente a la Unién 4,
de la especie Grias peruviana Miers.

Fraccion Separacion Polaridad Apariencia Peso
(mg)
GPU4AF1 1 FeX Aot . 0.10
GPU4AF2 2 Hexgb:\i:OEt Semisolido blanco 10
GPUA4AF3 3 Hex Aot . 0.10
GPU4AF4 4 Hex;ﬁfOEt Sélido verdoso 29.30
GPU4AF5 5 Hex;ﬁfOEt Semisdlido transparente 6.30
GPU4AF6 6-9 HexﬁfOEt Semisolido verdoso 11.00
GPU4AF7 10 Hex;ﬁ’OEt Semis6lido verdoso 1.70
GPU4AF8 11-14 Hex:gﬁ fOEt Cristales transparentes 6.60
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GPU4AF9 15 H%ﬁ__ﬁfga Soélido blanquecino 2.10
GPU4AF10 16-17 H??;’ga Sélido verdoso 5.20
GPU4AF11 18 e Sélido verdoso 2.60
GPU4AF12 19-20 H??;’ga Semislido verde 5.10
GPU4AF13 | 21-23 e Sélido verdoso 7.70
GPU4AF14 |  24-30 FEXASORL | semisolido verdoso 10.10
GPU4AF15 |  31-50 oo Sélido verdoso 15.20
GPU4AF16 51-57 HeX:?A:gOEt Viscoso verdoso 7.30
GPU4AF17 58-60 Hexé‘ZOEt Viscoso verdoso 7.30
GPU4AF18 61-63 Hex:lA:\;:OEt Viscoso verdoso 4.90
GPU4AF19 64-66 Hexﬁ‘fOEt Semisélido verdoso 6.70
GPU4AF20 | 67-68 HEXACORL Sélido verdoso 3.00
GPU4AF21 69-70 Hez’fﬁ“;ga Semisélido verdoso 8.00
GPU4AF22 71-76 1383‘/0 Viscoso verdoso 14.20
GPU4AF23 77-80 1383% Ser;‘r'ﬁg'r'iﬁgr:’tgrde 10.30
GPU4AF24 81 AC%F;??EOH Sélido transparente 2.70
GPU4AF25 82 ACC;F;;;'EOH Viscoso verdoso 3.40
GPU4AF26 83-84 AC%F;??EOH Sélido verdoso 67.20
GPU4AF27 85-86 ACC;F;;;'EOH Viscoso verdoso 7.20
GPU4AF28 87 AC%F;??EOH Semisélido verdoso 1.80
GPU4AF29 88 ACORLMIEON Sélido verdoso 1.00
GPU4AF30 89 AC%F;??EOH Viscoso verdoso 1.30
GPU4AF31 90 ACC;I_E;Z.IEOH Solido transparente 0.20

Fuente: Autoras

Elaboracion: Autoras

4.8.2.

Mediante cromatografia en columna abierta se obtuvieron 50 separaciones con un

Extracto metandlico de fruto, de la especie Grias neuberthii Macbr.

volumen de 20ml cada una, mismas que se unieron segun su similitud de perfil
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cromatografico, obteniendose en total 29 fracciones (GNFMF1-GNFMF29), las cuales

presentaron las siguientes caracteristicas expuestas en la tabla 23.

Tabla 23. Fracciones obtenidas del extracto metandlico de fruto, de la especie Grias neuberthii
Machbr.

Fraccion Separacion Polaridad Apariencia Peso
(mg)
GNFMF1 1-4 ACO?:?'\{'fg:T:HZO Solido blanquecino 0.60
GNFMF2 5 ACO??{T&THZO Viscoso café amarillento | 264.90
GNFMF3 6 ACO?:?'\{'E(;T:HZO Acuoso verdoso 248.90
GNFMF4 7 ACOEF;Y'E%THZO Acuoso verdoso 198.00
GNFMF5 8 ACO?:?'\:/IngT:HZO Semisélido verdoso 149.00
GNFMF6 9 ACOEF;Y'E%THZO Semisolido verdoso 107.70
GNFMF7 10-12 ACO?:?'\:/If (;:II:HZO Viscoso verdoso 190.70
GNFMF8 13 ACOE7'[.Z7|\{|fg:|;|-ZH20 Viscoso Café amarillento | 23.50
GNFMF9 14 ACO?:?'\:AngT:HZO Viscoso Café amarillento | 16.80
GNFMF10 15-19 AcOE7t.:7I\{I1e. 2:|_1|:H20 Viscoso Café amarillento | 143.60
GNFMF11 20-21 ACOE{[‘:?'\:/If‘ g:T:HZO Viscoso café 67.70
ER A2 22-24 AcOE7t.:7I\{I1e. g:T:HZO Viscoso café 88.70
GNFMF13 o5 ACOE’[.Z;\:/T.(??:T:Hzo Café viscoso 24.40
GNFMF14 26 AcOE7t.:7I\{I1e.%):I-1|:H20 Viscoso Café amarillento | 39.10
GNFMF15 27 AcOE7t.:7I\:/If.(§:I-1|:HzO Viscoso café 47.30
GNFMF16 28 ACO??{T?THZO Viscoso café 25.90
GNFMF17 29 ACOE7t.:7I\{Ile.g:I1|ZHzO Viscoso café 60.60
GNFMFIS | 3033 |ACOEENMERNIOT  semissiido cafe 236.60
ONFMFLS | 3435  |ACOREMEDIO|  semisslido caté | 1210.20
GNFMF20 37 ACOEF;Y'ngHZO Semisdlido café 167.70
GNFMF21 38 ACO?:?'\{IES:T:HZO Semisoélido café 113.80
GNFMF22 39-40 ACOE7t_:7'\:/If (3?:|'1|in0 Viscoso café 113.10
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GNFMF23 g1 |ACOELMEOHH.O Sélido café 98.10
GNFMF24 42 |ACOELMEOHH.O Sélido café 26.40
ONFMF2S | 4344 |ACOEENMEQHFOT  semissiido café 72.20
ONFMF26 | 4546  |[ACOTEMEOHO|  semisslido caté | 1169.00
GNFMF27 a7 |POOEMEOTELOT  semisolido cafe 248.80
GNFMF28 | 48 49 ACOELMeOH Sélido café 491.70
GNFMF29 50 'l/lgoo(;: Solido café amarillento | 97.40

Fuente: Autoras
Elaboracién: Autoras

4.8.2.1.

fruto, de la especie Grias neuberthii Macbr.

Fraccién 4 de la columna correspondiente al extracto metandlico de

Luego de haber realizado cromatografia en capa fina, de la fraccion 4 (GNFMF4), se

observo la presencia de 3 manchas que podian ser facilmente separables, por lo que

se decidié realizar microlumna de la misma, habiendo recogido 61 separaciones de

8ml cada una, las cuales se unieron mediante la similitud en su perfil cromatogréfico,
logrando un total de 9 fracciones (GNFMF4F1-GNFMF4F9). En la tabla 24 se

muestran las caracteristicas de cada una de ellas.

Tabla 24. Fracciones obtenidas de la microcolumna correspondiente a la fracciéon 4, de la

columna del extracto metandlico de fruto, de la especie Grias neuberthii Macbr.

Fraccion | Separacion Polaridad Apariencia Peso
(mg)
GNFMF4F1 1 Hexiﬁ\;OEt Transparente 1.50
GNFMF4F2 2 Hex;ﬁ(?:OEt Semisélido verdoso 148.00
GNFMF4F3 3 Hex?;:OEt Semisélido verdoso 19.70
GNFMF4F4 4 Hex;ﬁ(?:OEt Viscoso verdoso 7.10
GNFMF4F5 5.8 Hex?;:OEt Sélido blanquecino 24.20
CIRIFIFEIRS 9-18 Hex:gﬁgOEt Solido blanquecino 12.00
GNFMFAF7 19-46 Hexﬁcl:OEt Solido blanquecino 6.40
GNFMF4F8 47 ACOEltf'erOH Sélido café e
GNFMFAF9 | 4861 T Sélido café 1.00

Fuente: Autoras
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Elaboracién: Autoras

4.8.2.1.1. Fraccibn 2 de la microclumna de la fraccion 4 de la columna
correspondiente al extracto metandlico de fruto, de la especie Grias
neuberthii Macbr.
Se realiz6 una microcoluma de la fraccion 2 (GNFMF4F2) obtenida en la
microcolumna de la fraccién 4 de la columna correspondiente al extracto metandlico de
fruto, esto debido a que se cromatografié en capa fina a la misma y se observé la
presencia de 3 manchas facilmente separables, obteniendo 87 separaciones de 8 ml
cada una, aquellas que se unieron debido a la similitud en su perfil cromatogréfico,
logrando obtener 26 fracciones en total (GNFMF4F2F1 — GNFMF4F2F26). En la tabla
25 se exponen las caracteristicas de cada una de las fracciones obtenidas.

Tabla 25. Fracciones obtenidas de la microclumna de la fraccién 2 (GNFMF4F2), obtenida de
la fraccién 4 de la columna de fruto metanol de la especie Grias neuberthii Macbr

Fraccion Separacion Polaridad Apariencia Peso
(mg)
GNFMF4F2F1 1 Hex i 0
100%
GNFMF4F2F2 > Hex i 0
100%
GNFMF4F2F3 Hex
3 100% - 0.50
GNFMF4F2F4 4 Hex i 0
100%
GNFMF4F2F5 Hex
5 100% - 0.40
GNFMF4F2F6 Hex
6 100% - 0.30
GNFMF4F2F7 Hex
7 100% - 0.50
GNFMF4F2F8 Hex
8 100% - 0.70
GNFMF4F2F9 Hex:AcOEt
5 9.5:0.5 i iy
GNFMF4F2F10 10 Hex:AcOEt ) 0
9.5:0.5
GNFMF4F2F11 Hex:AcOEt
o 9.5:0.5 i O
GNAAER2RZ 12-13 H%X?S%Et Verde viscoso 12.10
ORI AR 14 H%X:SA_‘SC;EI Verde viscoso 9.40
GNRAAE 15 H%X?S%Et Semisélido blanquecino 5.90
GNFMF4F2F15 16-27 Hex:A_\cOEt Liquido ace_ltoso 52 60
9.5:0.5 blanguecino
E 28-30 Hex:AcOEt Liquido aceitoso 8.80
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9:1 blanquecino
GNFMF4F2F17 31-33 Hex:A.cOEt Semlsoll_do verde 10.90

9:1 amarillento
GNFMFAF2F18 34-40 HeX:éA_‘EOEt Semisoélido verdoso 12.60
CNEMPEAE2ETO 41-42 HesxisA_f%Et Semisoélido verdoso 2.90
MR 43-44 H%XZSA_‘;CS)EJ[ Semisolido transparente 3.70
ENAGEAP2P2T 45 HesxisA_f%Et Semisdlido transparente 0.10
ONARRE P22 46 H%X?E%Et Semisolido transparente 1.80
ENRA A 47-48 H%X:SA_f%Et Semisdlido transparente 0.50
GNFMF4F2F24 49-71 Hex:ACOEt Semisolido verdoso 4.30

7:3 (intenso)
GNFMFAF2F25 72-79 Hex:?zOEt Semisoélido verdoso 5.00
GNFMF4F2F26 AcOEt .

80-87 100% Viscoso verdoso 0
Fuente: Autoras
Elaboraciéon: Autoras
4.8.2.1.2. Fraccion 3 de la microclumna de la fraccion 4 de columna

correspondiente al extracto metandlico de fruto, de la especie Grias

neuberthii Macbr.

Se realiz6 una microcoluma de

la fraccibon 3 (GNFMF4F3) obtenida en la

microcolumna de la fraccién 4 de la columna correspondiente al extracto metandlico de

fruto, esto debido a que se cromatografié en capa fina a la misma y se observo la

presencia de 3 manchas facilmente separables, logrando obtener 23 fracciones en
total (GNFMF4F3F1-GNFMF4F3F23). En la tabla 26 se exponen las caracteristicas de

cada una de las fracciones obtenidas.

Tabla 26. Fracciones obtenidas de la microclumna de la fraccién 3 (GNFMF4F3), obtenida de la
fraccion 4 de la columna de fruto metanol de la especie Grias neuberthii Macbr.

Fraccion Separacion Polaridad Apariencia Peso
(mg)
GNFMF4F3F1 Hex - :
1-32 100% Sélido blanquecino 1.70
ENAnFISER 33-35 H%XZSA_‘E(;E'[ Sdlido blanquecino 1.40
ENRAFRRE RS 36 H%X;‘;CS)EI Semisélido blanquecino 0.10
ENlAEHRE= 37-61 H%X?E%Et Sdlido blanquecino 0
ENAAFREE 62 Hexgé_\ SOEI Solido transparente 0
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GNFMF4F3F6 63 Hex:8A:\§OEt Sélido transparente 0.20
GNFMF4F3F7 64 Hex:8A:;_:OEt Sélido transparente 0.20
GNFMF4F3F8 - HengE:OEt ) 0

GNFMF4F3F9 - Hex:8A:§OEt ) 0.30
GNFMF4F3F10 67 Hex:ACOEt Liquido aceitoso verde 10.00

8:2 amarillento

SMANFLRER 68-70 Hex:ézOEt Verde viscoso 2.60
GNFMF4F3F12 71 Hex:éA:‘EOEt Semisélido transparente 1.40
GNFMF4F3F13 72-74 Hex:ézOEt Sélido blanquecino 0.60
GNFMFAF3F14 75-76 Hex:lA:\fOEt Solido blanquecino 0.70
GNFMFAF3F15 77-84 Hex:lA:\;OEt Sélido blanquecino 0.40
GNFMFAF3F16 85-88 Hex:ﬁ\gOEt Solido blanquecino 0.20
GNFMF4F3F17 89-91 Hex:?ﬁ?OEt Sélido blanquecino 0.30
GNFMF4F3F18| o, oo Hex:;:\;:OEt ] 0.40
GNFMF4F3F19 99 Hex::ﬁ?OEt Sélido blanquecino 1.00
GNFMF4F3F20 | 144 103 HexrzA:gOEt - 0

ENFIFIRIZED | qapqqs Hex:ZA:\é:OEt Sélido transparente 1.30
ChAnFEEsEe? 117 Hex:zA:\é:OEt Sélido transparente 0.20
ENFIRRITS | g qoe ACOEltig/leOH Solido amarillento 7.60

Fuente: Autoras
Elaboracién: Autoras

4.8.2.2. Fraccién 5 de la columna correspondiente al extracto metandlico de

fruto, de la especie Grias neuberthii Macbr.

Luego de haber realizado cromatografia en capa fina, de la fraccion 5 (GNFMF5), se
observo la presencia de 4 manchas que podian ser facilmente separables, por lo que
se decidio realizar microlumna de la misma, habiendo recogido 107 separaciones de
8ml cada una, las cuales se unieron mediante la similitud en su perfil cromatografico,
logrando un total de 12 fracciones (GNFMF5F1-GNFMF5F12). En la tabla 27 se

muestran las caracteristicas de cada una de ellas.
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Tabla 27. Fracciones obtenidas de la microcolumna correspondiente a la fraccién 5, de la
columna del extracto metandlico de fruto, de la especie Grias neuberthii Macbr.

Fraccion Separacion Polaridad Apariencia Peso
(mg)
ENAT 13 FexACOHt Sélido amarillento | 19.50
CEs 4-8 Hexgé:\gOEt Semisolido amarillento 27.70
SUURIEIRE 9-10 Hex:é?;:OEt Semisolido verdoso 7.90
ElAFel 11-57 Hexgé:\gOEt Semisolido verdoso 7.20
SUURISEIRS 58-64 HeXﬁEOEt Viscoso verdoso 13.80
CA 65-86 Hex:lﬁ:«l:OEt Semisolido verdoso 32
GIIFY RS 87 QISR Semisdlido blanquecino 1.10
GNFMF5F8 88 ACOEIJ[EEAGOH Viscoso amarillento 7.4
GNFMF5F9 89 ACOEltf'rIeOH Viscoso amarillento 5.90
GNFMF5F10 90 ACOEIJ[EEAGOH Semisoélido verdoso 3.30
GNFMF5F11 91-92 ACOEltf'rIeOH Semisolido verdoso 3.40
GNFMF5F12 93-107 MeOHlloo % Sélido verdoso 156.5

Fuente: Autoras

Elaboracién: Autoras

4.8.3.

Extracto metandlico de tallos, de la especie Grias neuberthii Macbr.

Mediante cromatografia en columna abierta se obtuvieron 150 separaciones con un

volumen de 5ml cada una, mismas que se unieron segun su similitud de perfil

cromatografico, obteniendose en total 17 fracciones (GNTMF1-GNTMF28), las cuales

presentaron las siguientes caracteristicas expuestas en la tabla 28.

Tabla 28. Fracciones obtenidas del extracto metandlico de tallos, de la especie Grias
neuberthii Macbr.

Fraccion Separacion Polaridad Apariencia Peso

(mg)

GNTMF1 1 AcOEt}Mle(;T.HzO Sélido blanquecino 0.20

GNTMF2 2.4 ACO?}ME?_T:HZO Sélido amarillento 5.80

GNTMF3 5-6 ACOEt:?MlegT:HZO Semisélido verdoso 8.90

GNTMF4 713 AcOEt:MeOH:H,0O Semisolido amarillo 31.60
7.7:1.3:1 verdoso '
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GNTMF5 14-20 AcOEt:I\{IeO.H:HZO Solido blanquecino 2350
7.7:1.3:1 amarillento
GNMES 21-24 ACOEt}Mfg_THZo Sélido amarillento 9.10
GNTMF7 2596 AcOEt:I\{IeO.H:HZO Semisolido cafe 590
7.7:1.3:1 amarillento
GNTMF8 AcOEt:MeOH:H,0O Semisolido café
2 7.7:1.3:1 amarillento 21.40
GNTMF9 31-44 AcOEt}Mf g_T:HZO Viscoso café 145.90
GNTMF10 4550 | ACOEHMEOFERO Viscoso café 39.50
SR 51-60 ACOEt}Mfg,TZHzo Semisélido café 58.30
GNTMF12 61.70 | ACOEMEDIRON semisolido café 65.40
EhTHIRL 71-90 Acogt}Mfcs),T:Hzo Viscoso café 194.80
CNTMF14 91-98 ACOEt:?Mf gT:HZO Viscoso amarillento 4.40
GNTMF15 99-114y AcOEt:MeOH:H,O . .
116-120 27131 Viscoso amarillento 1858.20
GNTMF16 MeOH . ,
115 100% Viscoso café 713.40
GNTMF17 121-148 Meos';_:leo Viscoso café 154.40

Fuente: Autoras

Elaboracion: Autoras

4.8.3.1.

tallos, de la especie Grias neuberthii Macbr.

Fraccion 13 de la columna correspondiente al extracto metandlico de

Luego de haber realizado cromatografia en capa fina, de la fracciéon 13 (GNTMF13),

se observo la presencia de 2 manchas que podian ser facilmente separables, por lo

que se decidi6 realizar microlumna de la misma, habiendo recogido 49 separaciones

de 5 ml cada una, las cuales se unieron mediante la similitud en su perfil
cromatogréfico, logrando un total de 4 fracciones (GNTMF13F1-GNTMF13F4). En la

tabla 29 se muestran las caracteristicas de cada una de ellas.

Tabla 29. Fracciones obtenidas de la microcolumna correspondiente a la fraccion 13, de la

columna del extracto de metandlico de tallos, de la especie Grias neuberthii Macbr.

Fraccion Separacion Polaridad Apariencia Peso

(mg)

GNTMF13F1 1-9 AcOEt.MgOH.HZO Viscoso café 87.1
7.5:2:.0.5

GNTMF13F2 10-13 AcOEt:MgOH:HZO Viscoso café 228
7.5:2:0.5

CNTMFLSFES | 1406 | ACOEEMEORERLO Viscoso café 44.3
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GNTMF13F4

27-49

MeOH
100%

Viscoso café

14.7

Fuente: Autoras
Elaboracién: Autoras

4.8.3.1.1.

Fraccion 1 de la microcolumna de la fraccion 13 de la columna

correspondiente al extracto metandlico de tallos, de la especie Grias

neuberthii Macbr.

Luego de haber realizado cromatografia en capa fina, de la fraccién 1 (GNTMF13F1),

se observo la presencia de 1 mancha facil de purificar, por lo que se decidi6 realizar

microlumna de la misma, habiendo recogido 61 separaciones de 8 ml cada una, las

cuales se unieron mediante la similitud en su perfil cromatogréfico, logrando un total de
16 fracciones (GNTMF13F1F1-GNTMF13F1F16). En la tabla 30 se muestran las
caracteristicas de cada una de ellas.

Tabla 30 Fracciones obtenidas de la microclumna de la fraccion 1 (GNTMF13F1), obtenida de
la fraccion 13 de la columna de tallos metanol de la especie Grias neuberthii Macbr.

Fraccion Separacion Polaridad Apariencia Peso
(mg)
GNTMF13F1F1 AcOEt:MeOH:H,O Semisdlido blanco
1 T ; 1.3
7.5:2:0.5 amarillento
Gl == 2 ACOEtZSMze_gg:HZO Viscoso amarillento 3.9
GNTMF13F1F3 3.6 AcOEt:I\(Ie_OH:HZO Viscoso café 46.8
7.5:2:0.5
Chubal=leiml= 7 ACO?;M;_SE:HZO Viscoso amarillento 6.6
GNTMF13F1F5 8 AcOEt:I\(Ie_OH:HQO Semis6lido café 4.4
7.5:2:0.5
GNTMF13F1F6 AcOEt:MeOH:H,O . .
9 - Viscoso amarillento 4
7.5:2:0.5
GNTMF13F1F7 10 AcOEt:I\(Ie_OH:HQO Semis6lido café 3
7.5:2:0.5
GNTMF13F1F8 11 AcOEt:I\./Ie.OH:HZO Viscoso café 3
7.5:2:0.5
G R 12 AcOIE7t:5M§(gg:H20 Semisélido blanquecino 2.6
GNTMF13F1F10 13 AcOEt:I\./Ie.OH:HZO Viscoso café 27
7.5:2:0.5
GNTMF13F1F11 14 AcOEt:I\(Ie_OH:Hzo Viscoso café 23
7.5:2:0.5
GNTMF13F1F12 15 AcOEt:I\./Ie.OH:HZO Sélido café 13
7.5:2:0.5
N 16 AcOE7t:5|\(I2e_(gg:H20 Viscoso blanquecino 1.6
Skl Callels 17 AcOI?t:sI\I/IZe.(gg:HZO Viscoso verdoso 0.7
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R 18 AcOIit:SI\{I;(gI;:Hzo Semisolido blanquecino 0.4
GNTMF13F1F16 19-61 AcOEt:I\(Ie_OH:HZO Semisélido café 5
7.5:2:.0.5
Fuente: Autoras
Elaboracién: Autoras
4.8.4. Extracto de metanol correspondiente a la unién 5 de epicarpo y

embrion (GPU5M), de la especie Grias peruviana Miers.
Mediante cromatografia en columna abierta se obtuvieron 126 separaciones con un
volumen de 8ml cada una, mismas que se unieron segun su similitud de perfil
cromatogréfico, obteniendose en total 8 fracciones (GPU5SMF1-GPU5SMF8), las cuales

presentaron las caracteristicas expuestas en la tabla 31.

Tabla 31. Fracciones obtenidas del extracto de metanol correspondiente a la Union 5, de la
especie Grias peruviana Miers.

Fraccion Separacion Polaridad Apariencia Peso
(mg)
GPU5MF1 1-10 ACO?:?'\:Af g:T:HZO Viscoso verdoso 7.60
GPUSMF2 11-30 Aco'it_:;\:"fg:':“zo Viscoso verdoso 144.20
GPUSMF3 31-35 | ACOELNEDIO|  semiseiido verdoso | 74.50
GPUSMF4 37-40 Aco'it_:;\:"fg:':“zo Sélido amarillento 23.40
GPU5MF5 41-46 AcOE7t.:7|\:/|1e. g:T:Hzo Solido verde amarillento | 108.80
GPUSMF6 47-60 Acoit_:;\:"leg'zﬂzo Sélido amarillento 136.20
GPUSMF7 61-124 Acoif:;\f'f_gz'i':"bo Sélido amarillento 308.6
GPUSMF8 Eg Ml\g%?*lelzgoc’g/?l Liquido café 6903.2

Fuente: Autoras
Elaboracién: Autoras
4.8.4.1. Fraccion 5 de la columna del extracto de metanol correspondiente a la
unién 5, de la especie Grias peruviana Miers.

Luego de haber realizado cromatografia en capa fina, de la fracciéon 5 (GPU5MF5), se
observé la presencia de 1 mancha concentrada en la base de la placa facilmente
separable, por lo que se decidié realizar microlumna de la misma, habiendo recogido
84 separaciones de 5 ml cada una, las cuales se unieron mediante la similitud en su
perfil cromatografico, logrando un total de 14 fracciones (GPU5MF5F1-

GPU5SMF5F14). En la tabla 32 se muestran las caracteristicas de cada una de ellas.
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Tabla 32 Fracciones obtenidas de la microcolumna correspondiente a la fraccion 5, de la

columna del extracto de metanol de la unién 5, de la especie Grias peruviana Miers.

Fraccién Separacion Polaridad Apariencia Peso

(mg)
GPU5MF5F1 1-2 Hex.:ﬁ;:OEt Semisoélido verdoso 0.9
GPU5MF5F2 3 Hex?;:OEt Semisélido amarillento 1.9
GPUSMF5F3 4 Hex::ﬁ;:OEt Sélido amarillento 4.7
GPUSMF5F4 5 Hex?;:OEt Viscoso amarillento 6.2
GPUSMF5F5 6-8 Hex:?;:OEt Viscoso amarillento 8.8
GPUSMFSF6 9-22 Hex?;:OEt Viscoso amarillento 3.2
GPUSMFSF7 23-27 Hex?;:OEt Semisoélido amarillento 15
GPUSMFSF8 28-50 Hex?;:OEt Viscoso amarillento 16.7

GPU5SMF5F9 AcOEt Py i

51-56 100 % Semisolido blanquecino 5.1

GPUSMFSF10 57-70 ACOEL Semisolido amarillento 14.3

100 %

GPUSMF5F11 - AcOEltEI:\L/leOH Sélido café 24.6
GPUSMF5F12 79 ACOEltfiAeOH S6lido amarillento 10
GPUSMF5F13 73 ACOEltf'rleOH Semisoélido amarillento 2.8
GPUSMF5F14 74-84 ACOEltngeOH Semisolido amarillento 6.9

Fuente: Autoras

Elaboracion: Autoras

4.8.4.1.1. Fraccién 11 de la microclumna de la fraccion 5 de la columna del
extracto de metanol correspondiente a la unién 5, de la especie Grias
peruviana Miers.

Se realizé una microcoluma de la fraccion 11 (GPU5MF5F11) obtenida en la
microcolumna de la fraccion 5 de la columna correspondiente a la unién 5 del extracto
metandlico de fruto, esto debido a que se cromatografié en capa fina a la misma y se
observd la presencia de 3 manchas facilmente separables, logrando obtener 9
fracciones en total (GPUSMF5F11F1- GPUSMF5F11F9). En la tabla 33 se exponen las

caracteristicas de cada una de las fracciones obtenidas.
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Tabla 33 Fracciones obtenidas de la microclumna de la fraccién 11 (GPU5S5MF5F11), obtenida
de la fraccién 5 de la columna de fruto metanol de la especie Grias peruviana Miers.

Fraccion Separacion Polaridad Apariencia Peso

GPU5S5MF5F11F1 1-2 AcOEt Semisolido am_arillento (mlg)
100 % blanquecino

SRR 3 ?885; Sdlido blanquecino 2.6
O oo solido blanquecino | 7.4
SRR 7-8 ?885; Sdlido blanquecino 1.1
ClLeltFelEA 9-11 ﬁgg;f Solido blanquecino 0.9
SRR 12-25 ?88)5;[ Sdlido blanquecino 3
LR S Rl D 26 'i‘gg;f Solido blanquecino 0.5
SRR 27-53 ?88)5;[ Sdlido blanquecino 5.6
GPUSMFSFLLFS 54-75 ACOE;?AeOH Sélido amarillento 30.2

Fuente: Autoras
Elaboracién: Autoras

4.8.4.1.2. Fraccion 12 de la microclumna de la fraccion 5 de la columna del

extracto de metanol correspondiente a la unién 5, de la especie Grias

peruviana Miers.

Se realizé una microcoluma de la fraccion 12 (GPU5MF5F12) obtenida en la

microcolumna de la fraccion 5 de la columna correspondiente a la unién 5 del extracto

metandlico de fruto, esto debido a que se cromatografié en capa fina a la misma y se

observo la presencia de 1 mancha facil de purificar, logrando obtener 7 fracciones en

total (GPU5MF5F12F1-

caracteristicas de cada una de las fracciones obtenidas.

GPUSMF5F12F7).

En

la tabla 34 se exponen las

Tabla 34 Fracciones obtenidas de la microclumna de la fraccion 12 (GPUS5MF5F12), obtenida
de la fraccién 5 de la columna de fruto metanol de la especie Grias peruviana Miers.

Fraccion Separacion Polaridad Apariencia Peso
(mg)
ClRLElRIR A 1-2 AEOIL Semisélido amarillento 0.8
100 %
Sl el 3 AC%EEIEIC\)AEOH Solido blanquecino 0.8
CRUBL R A= 4-5 AC%E;'(\)AEOH Soélido amarillento 5.3
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CRUBEERIZES 6-8 AC%E;('\)ASOH Solido blanquecino 3.1
GPU5SMF5F12F5 9-11 AcOE;i/IeOH Sélido verdoso 26
CPUH A=A 12-16 AC%E;';AEOH Solido amarillento 1.1
Gl 17-62 ACOEStngeOH Semisolido amarillento 12.9
Fuente: Autoras

Elaboracion: Autoras

4.9, Caracterizacion e identificacion de metabolitos secundarios.

4.9.1. Extracto metandlico de fruto de la especie Grias neuberthii Macbr.
4.9.1.1. Fraccion GNFMF4F2F15.
Mediante la unién de las separaciones 16-27 se aisld la fraccién identificada como
GNFMF4F2F15, misma que fue eluida mediante cromatografia en columna abierta en
una polaridad Hex:AcOEt 9.5:0.5, obteniendo 52.6 mg de liquido aceitoso blanquecino,
con solubilidad en CH,Cl,, present6 un Rf de 0.51 eluida en Hex:AcOEt 7:3. Esta
fraccion se analizé6 en CG/EM. En la figura 14 se muestra la cromatografia en capa

fina y apariencia fisica de la fraccién antes expuesta.

Parte A | Parte B

Figura 14. Fraccion GNFMF4F2F15.
Parte A: Cromatografia en capa fina; Parte B: Apariencia fisica
Fuente: Autoras

Elaboracién: Autoras.

Se realiz6 cromatografia en capa fina en varias polaridades, en las que se evidencié
una sola mancha, siendo estas: Hex:AcOEt 9:1; Hex: AcOEt 8:2; Hex:AcOEt 7:3.
4.9.1.2. Fraccion GNFMF4F2F16.

Por medio de la union de las separaciones 28-30 se aislo la fraccién identificada como
GNFMF4F2F16, misma que fue eluida mediante cromatografia en columna abierta en
una polaridad Hex:AcOEt 9:1, obteniendo 8.8 mg de liquido aceitoso blanquecino, con
solubilidad en CH,Cl,, presentd un Rf de 0.67 eluida en Hex:AcOEt 6:4. Esta fraccion
se analizd6 en CG/EM. En la figura 15 se muestra la cromatografia en capa fina y

apariencia fisica de la fraccion antes expuesta.
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Parte A Parte B

Figura 15. Fraccion GNFMF4F2F16.

Parte A: Cromatografia en capa fina; Parte B: Apariencia fisica
Fuente: Autoras

Elaboracién: Autoras

Se realiz6 cromatografia en capa fina en varias polaridades, en las que se evidencio
una sola mancha, siendo estas: Hex:AcOEt 9:1; Hex: AcOEt 8:2; Hex:AcOEt 7:3;
Hex:AcOEt 6:4.

4.9.1.3. Fraccion GNFMF4F3F10.
Como consecuencia de la separacion 67 se aisl6 la fraccion identificada como
GNFMF4F3F10, misma que fue eluida mediante cromatografia en columna abierta en
una polaridad Hex:AcOEt 8:2, obteniendo 10 mg de liquido aceitoso verde amarillento,
con solubilidad en CH,Cl,, present6 un Rf de 0.33 eluida en Hex:AcOEt 1:1. Esta
fraccion se analiz6 en CG/EM. En la figura 16 se muestra la cromatografia en capa

fina y apariencia fisica de la fraccion antes expuesta.

Parte A Parte B

Figura 16. Fraccion GNFMF4F3F10.

Parte A: Cromatografia en capa fina; Parte B: Apariencia
fisica

Fuente: Autoras

Elaboracion: Autoras
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Se realiz6 cromatografia en capa fina en varias polaridades, en las que se evidencié
una sola mancha, siendo estas: Hex:AcOEt 7:3; Hex:AcOEt 6:4; Hex:AcOEt 1:1.

4.9.2. Extracto de metanol-tallos de la especie Grias neuberthii Macbr.

4.9.2.1. Fraccion GNTMF13F1F3
Por medio de la union de las separaciones 3-6 se aislo la fraccion identificada como
GNTMF13F1F3, misma que fue eluida mediante cromatografia en columna abierta en
una polaridad AcOEt:MeOH:H,0 7.5:2:0.5, obteniendo 46.8mg con apariencia viscoso
café con solubilidad en metanol, presenté un Rf de 0.54 eluida en AcOEt:MeOH:H,O
6:3.5:0.5 Esta fraccion se analiz6 en CG/EM. En la figura 17 se muestra la

cromatografia en capa fina y apariencia fisica de la fraccion antes expuesta.

Parte A Parte B

—

Figura 17 Fraccion GNTMF13F1F3

Parte A: Cromatografia en capa fina; Parte B: Apariencia
fisica

Fuente: Autoras

Elaboracién: Autoras

Se realiz6 cromatografia en capa fina en varias polaridades, en las que se evidenci6
una sola mancha, siendo estas: AcOEt:MeOH:H,O 7.5:2:0.5; AcOEt:MeOH:H,O
7:2.5.0.5; AcOEt:MeOH:H,0 6:3.5:0.5; MeOH:H,0 9.5:0.5.
4.9.2.2. Fraccion GNTMF13F3

Por medio de la unién de las separaciones 14-26 se aisl6 la fraccion identificada como
GNTMF13F3, misma que fue eluida mediante cromatografia en columna abierta en
una polaridad AcOEt:MeOH:H,0 7.5:2:0.5, obteniendo 44.3 mg con apariencia viscoso
café y punto de fusién 112-115°C, soluble en metanol, misma que present6 un Rf de
0.6 eluida en AcOEt:MeOH:H,0O 7:2.5:0.5. Esta fraccién se analiz6 en CG/EM. En la
figura 18 se muestra la cromatografia en capa fina y apariencia fisica de la fraccién

antes expuesta.
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Parte A Parte B

Figura 18 Fraccion GNTMF13F3.

Parte A: Cromatografia en capa fina; Parte B: Apariencia
fisica

Fuente: Autoras

Elaboracién: Autoras

Se realiz6 cromatografia en capa fina en varias polaridades, en las que se evidencié
una sola mancha, siendo estas: AcOEt:MeOH:H,O 7.5:2:0.5; AcOEt:MeOH:H,O
7:2.5:0.5; AcOEt:MeOH:H,O 6.5:3:0.5.

4.9.3. Extracto de acetato de etilo correspondiente a la uniéon 4 de

embrion y epicarpo de la especie Grias peruviana Miers.

4.9.3.1. Fraccion GPU4AFS8.
Producto de la unién de las separaciones 11-14 se aislé la fraccion identificada como
GPU4AFS8, la misma que fue eluida mediante cromatografia en columna abierta en
una polaridad Hex: AcOEt 9:1, obteniendo 6.6 mg de cristales transparentes, con
punto de fusion 128-129°C, solubles en CH,Cl,, Rf de 0.53 eluida en Hex:AcOEt
8.5:1.5. Esta fraccion se analiz6 en CG/EM, pero no se pudo identificar por esta
técnica analitica ya que es un compuesto no volatil. En la figura 19 se muestra la

cromatografia en capa fina y apariencia fisica de la fraccién antes expuesta.

Parte A

Figura 19. Fraccion GPU4AF8.

Parte A: Cromatografia en capa fina; Parte B: Apariencia fisica
Fuente: Autoras

Elaboracion: Autoras
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Se realiz6 cromatografia en capa fina en varias polaridades, en las que se evidencié
una sola mancha, siendo estas: Hex:AcOEt 8.5:1.5; Hex:AcOEt 7:3; Hex:AcOEt
6.5:3.5.

494, Extracto de metanol correspondiente a la unién 5 de embrién y

epicarpo de la especie Grias peruviana Miers.

49.4.1. Fraccion GPUSMF5F11F8.
Como consecuencia de la unién de las separaciones 27-53 se aisld la fraccion
identificada como GPU5MF5F11F8, misma que fue eluida mediante cromatografia en
columna abierta en una polaridad AcOEt 100%, obteniendo 5.6 mg con una apariencia
de sélido blanquecino y punto de fusién 230-232°C, con solubilidad en metanol, misma
que presenté un Rf de 0.52, eluida en AcOEt:MeOH 9:1. Esta fraccién se analiz6 en
CG/EM. En la figura 20 se muestra la cromatografia en capa fina y apariencia fisica de

la fraccion antes expuesta.

Parte A Parte B

Figura 20 Fraccion GPUSMF5F11F8

Parte A: Cromatografia en capa fina; Parte B: Apariencia fisica
Fuente: Autoras

Elaboracion: Autoras

Se realiz6 cromatografia en capa fina en varias polaridades, en las que se evidenci6
una sola mancha, siendo estas: AcOEt:MeOH 9.5:0.5; AcOEt:MeOH 9:1; AcOEt:MeOH
8.5:1.5.

A las 7 fracciones aisladas se las logro identificar mediante sus caracteristicas fisicas y
la técnica de CG/EM, posteriormente su anélisis por RMN de *H y de **C, sera objeto
de estudio de otro Trabajo de Fin de Titulacién, ya que el equipo se encuentra fuera de

servicio.
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CONCLUSIONES

Se levanto un registro de usos medicinales reportados en herbarios internacionales, en
el que destacan usos como hemético en un 28.57% atribuido por los grupos étnicos:
Kichwa y Shuar y como energizante en un 18.75% por los grupos étnicos Shuar,
Waorani y Tsachila para las especies Grias neuberthii y Grias peruviana,

respectivamente.

Mediante la revisibn en herbarios nacionales se efectué un registro de usos
medicinales, en el que destaca como hemético en un 26.32% atribuido por los grupos
étnicos: Huaorani, Kichwa y Cofan para la especie Grias neuberthii, mientras que para
la especie Grias peruviana no se registré un uso mayoritario por parte de los grupos
étnicos: Tsachila y Shuar, pero se reportaron en igual proporcion usos como: colicos
estomacales, energizante, tratamiento postparto, desparasitante y contra mordeduras

de serpiente.

De los extractos que se logré obtener de ambas especies, el que presenté mayor
rendimiento para la especie Grias neuberthii fue el de hexanico de mesocarpo maduro
(GNMmH) con un 34,2%, y para la especie Grias peruviana fue el metandlico del
embrion (GPEBM), con un 22.96%, en comparacion con los extractos de las diferentes

estructuras morfolégicas cuyo valor de rendimiento fue menor.

A partir del extracto metandlico de fruto de la especie Grias neuberthii (GNFM), se
obtuvieron 3 fracciones GNFMF4F2F15, GNFMF5F2F16 y GNFMF4F3F10, asi mismo
del extracto metandlico de tallos (GNTM) se obtuvieron 2 fracciones GNTMF13F1F3 y

GNTMF13F3, las cuales aparentemente podrian ser metabolitos secundarios puros.

A partir del extracto de acetato de etilo de embridn y epicarpo correspondiente a la
unién 4 (GPU4A), se obtuvo la fraccibon GPU4AF8, de igual forma del extracto
metandlico de embrién y epicarpo correspondiente a la union 5 (GPU5M), se obtuvo la
fraccion GPUS5MF5F11F8, las cuales probablemente sean metabolitos secundarios

puros.
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RECOMENDACIONES

Afadir estudios etnomedicinales dentro de los estudios fitoquimicos a investigaciones
posteriores, para tener una mejor orientacion de la investigacion a realizarse, pudiendo

de esta manera aprovechar y preservar el conocimiento de nuestros ancestros.

Ampliar las investigaciones referentes al aislamiento de metabolitos secundarios,
probando nuevas actividades biologicas, ya que el estudio ethomedicinal nos provee la

informacién preliminar hacia la cual se puede enfocar dicha investigacion.

Continuar con la caracterizacién de los 7 compuestos que al parecer estan puros
segun cromatografia en capa fina, estos compuestos estdn por ser caracterizados

mediante RMN (el equipo esta fuera de servicio).
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Anexo 1. Vouchers etnobotanicos de Ecuador
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Anexo 2. Espectros de Cromatografia de Gases con detector de ionizaciéon de
Ilama (GC-FID) de extractos esterificados de ambas especies.
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Anexo 3. Curvas de calibracién parala determinacion de la concentracion de acidos grasos.
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