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RESUMEN

Allium fistulosum L. es una especie de cebolla pequeia que crece profusamente en
la regidon Loreto que contiene quercetina de amplio espectro de actividad como
antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena, antiartritico, etc. El objetivo del
presente trabajo fue aislar la quercetina y caracterizarlo por medicion de sus
parametros fisicoquimicos y espectrométricas. Las muestras fueron recolectadas
en el poblado de Zungarococha distrito de San Juan Bautista, provincia de Maynas
region de Loreto. El bulbo seco se pulverizé y se desengraso6 con éter de petroleo
en el equipo Soxhlet, posteriormente se macerd durante 40 horas en etanol de 952
con agitacion intermitente, se filtr6 en embudo buchner sobre papel filtro, se purifico
con norita y se obtuvo cristales amarillos en forma de agujas. Las mediciones de
sus caracteristicas fisicoquimicos mostraron los siguientes valores: Punto de fusién
312°C, Rf en Silicagel 27 y en poliamida 8, el peso molecular 338,16+0,0225, las
reacciones coloridas fueron positivos para fenoles. Los espectros en UV-visible en
metanol fue 255, 269 sh, 301 sh, 370nm, en metanol y metdxido de sodio 247 sh,
321nm y en metanol acetato de sodio 257 sh, 274, 329 y 390nm. El rendimiento fue
de 0,57%. y que permitiria que A. fistulosum L. podria usarse como fuente adicional

para extraer quercetina con fines farmacolégicos.

Palabras Clave: Allium fistulosum L., quercetina, espectroscopia, ultravioleta-
visible, caracterizacion fisicoquimica.



ABSTRACT

Allium fistulosum L. is a species of small onion that grows profusely in the Loreto
region and contains quercetin with a broad spectrum of activity as an antioxidant,
anti-inflammatory, anticancer, antiarthritic, etc. The objective of the present work
was to isolate quercetin and characterize it by measuring its physicochemical and
spectrometric parameters. The samples were collected in the town of
Zungarococha, district of San Juan Bautista, province of Maynas, region of Loreto.
The dry bulb was pulverized and degreased with petroleum ether in Soxhlet
equipment, then macerated for 40 hours in 952 ethanol with intermittent agitation,
filtered in a Buchner funnel on filter paper, purified with norite and yellow crystals in
the form of needles were obtained. The measurements of its physicochemical
characteristics showed the following values: melting point 3129C, Rf in Silicagel 27
and polyamide 8, molecular weight 338.16+0.0225, and color reactions were
positive for phenols. UV-visible spectra in methanol were 255, 269 Sh, 301 Sh, and
370nm, in methanol and sodium methoxide 247 Sh, 321nm, and in methanol sodium
acetate 257 Sh, 274, 329, and 390nm. The yield was 0.57% and that would allow
A. fistulosum L. could be used as an additional source to extract quercetin for

pharmacological purposes.

Keywords: Allium fistulosum L., quercetin, spectroscopy, ultraviolet-visible,

physicochemical characterization.



INTRODUCCION

Los vegetales se usan en todo el mundo para preparar remedios caseros y también
como materia prima en la industria farmacéutica (1,2), por sus metabolitos
secundarios que cumplen la funcion de defensa y adaptacién al medio donde se

desarrollan (3,4).

Allium fistulosum L. (cebolla galesa) es una especie perenne originaria del este de
Asia (5), es usado como ingrediente culinario en varios paises del este (6), y en los
paises occidentales también usan como ingrediente para preparar alimentos y en
ensaladas (7). Por otra parte, A. fistulosum L. es usado como medicina herbolaria
para tratar el dolor de cabeza, gripe, resfriados, dolor abdominal, artritis,
estrefimiento, disenteria, llagas, ulceras, infestaciones parasitarias y enfermedades
cardiacas (8). Ademas, algunos estudios han demostrado que A. fistulosum L. tiene
propiedades antioxidantes, antiplaquetarias, antifungicas y antihipertensivas (8-10).
A parte de las multiples propiedades benéficas que tiene

A. fistulosum L. para la salud humana, también, se ha demostrado que contiene
muchos componentes, entre ellos se encuentra la quercetina (11), un bioflavonoide

gue se encuentra en muchas plantas (12).

La quercetina es un flavonoide de valiosa importancia para la salud humana por su
amplio abanico de propiedades como anticancerigena, antiinflamatoria (13),
antihipertensiva (14), antibacteriano (15), antiartritico (16), antiplaquetaria (8),
antioxidante, antiobesidad, antiarterioesclerosis, antidiabéticos,
antihiperlipidémico, tonificante del corazon, protector del higado y la mucosa
gastrico, contra infecciones de la vejiga y quelante de metales pesado que generan
nefrotoxicidad sobre la células del 6rgano afectado (17).

Esta sustancia presente en varias especies vegetales como Moras alba, Moringa
aloifera, Hypericum hircinum, H perforatum, Apium gravolens, Brassica oleraceae,
Coreandrum sativium, Allium cepa, malva doméstica, Solanum licopersicum,
Princes avium, Vaccinun oxicoccus, pero estas son inexistentes en la amazonia

peruana. Mientras que, A. fistulosum L. de facil adaptabilidad a cualquier suelo y



clima crece con profusion como cultivo o como planta semisilvestre en la amazonia

peruana (18).

Por otra parte, el conocimiento de las correlacidnales fitogenéticas entre el género
Allium y sus especies Allium sativa y Allium cepa que contiene quercetina, se ha
inferido que la especie A. fistulosum L. (19,20) también lo contiene; por estas
consideraciones y por la facil disponibilidad de materia prima en esta region se ha
orientado a estudiar a la especie de A. fistulosum L. con el propoésito de aislar
quercetina del bulbo de esta planta y realizar su identificacion por medicién de sus

caracteristicas fisicoquimicas y por espectrometria ultravioleta visible.

Este estudio permitira que la especie A. fistulosum L. de la amazonia peruana no
simplemente sea usada como ingrediente culinario, sino que sea una fuente

adicional para obtener quercetina para uso farmacoldgico.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En el ano 2022, se realizd una revisidn de la literatura cientifica de Allium fistulosum
L. para obtener la informacion usaron el buscador Google con términos de cebolla
galesa, aditivo en la alimentacion de las aves, biofuncionalidad, propiedades
inmunomoduladoras, microbiota intestinal, morfologia intestinal y la calidad del
producto en las aves de corral. Informan que la especie es cultivada como verdura
por tener un olor y sabor semejante a Allium cepa (cebolla comun) e indican que
contiene sustancias azufradas biologicas, es antifungica, antioxidante,
antihipertensiva, antiplaquetaria. También, sefala que es regulador de la funcién
inmunitaria y tiene efecto contra la obesidad. Ahade, que posee compuestos
volatiles azufrados ya sehalados, acidos grasos como: linoleico, oleico, acido
palmitico o hexadecanoico y acido estearico. Finalmente, sefiala que

A. fistulosum L. puede utilizarse como aditivo alimentario en dietas de aves de corral

en el futuro (21).

En el ano 2022, se realiz6 un estudio en las que se determiné las condiciones
optimas en la extraccion de polifenoles de A. fistulosum L. adquiridos en un mercado
local de Boyaca, Colombia. Para determinar los parametros 6ptimos de extraccion
uso la extraccion asistida por ultrasonido. Ademas, uso el analisis UHPLC-ESI +
orbital-MS para caracterizar los polifenoles totales. Los parametros 6ptimos de
control encontrados fueron: temperatura 60°C, tiempo de calentamiento 10 minutos
y concentracion de alcohol 70° G.L. El analisis mostré que los compuestos mas
abundantes fue la antocianidina, cianidina, seguido de querccetina-3-glicosido; el
autor sefala que el tratamiento asistido con ultrasonido resulté ser una técnica
eficiente para extraer polifenoles de las hojas de esta planta, cuya actividad lo define

como un antioxidante natural en aplicacion alimentaria (22).

En el ano 2020, se aisld un glicosido de la quercetina, el 3-o-glico-quercetina del

latex de las hojas de Manihot glaziovii MA (Mandioca), las muestras fueron



obtenidos en el laboratorio de la universidad de Mataram, Indonesia. La extraccion
fue realizada por maceracién durante 5 dias en etanol y la purificacidn por
cristalizacion y recristalizacion. Lograron obtener un rendimiento de 0,118% e
identificaron por comparacion de sus parametros con el de quercetina-3-O-
glycosido estandar. Concluyen que la quercetina-3-O-glycosido puede estar
asignado en el mundo de la medicina para el tratamiento de la fragilidad capilar,

reduciendo la permeabilidad de los vasos sanguineos (23).

En el afo 2020, aislaron quercetina de Rubus fruticosus (zarzamora) de la familia
Rosaceae usando membrana de nanofiltracion (NF) y membrana de 6smosis
inversa (RO). Para la extraccion cruda del material vegetal usaron metanol, luego
fraccionaron en diferentes solventes, estas fracciones fueron sometidos a analisis
por HPLC-UV y la fraccion de acetato de etilo dio el pico mas amplio de quercetina,
esta fraccion usaron para aislar la quercetina en columna de gel de silice. Para
concentrar el producto usaron membrana NF y membrana RO. La pureza del
compuesto lo confirmaron por analisis HPLC y RMN. Con el uso de la membrana
RO la recuperacion fue del 100% pero con un rechazo del 25%, mientras que con
la membrana NF el rechazo fue de 5%. También, encontraron que los parametros
de adsorcidn mas se ajustan al modelo de Langmuir y el modelo de pseudo primer

orden se ajustd mejor a los datos cinéticos (24).

En el afio 2018, se aisl6 quercetina y acido mandeélico de la fruta de Aesculus indica,
también determinaron la actividad antioxidante. La muestra fue recolectada en la
aldea de Laram Mountain Ouch, Pakistan. Para extraer los compuestos puros, las
frutas secas fueron molidas y macerado en metanol por 72 horas, al extracto
sometieron a fraccionamiento con solventes de creciente polaridad y a todas las
fracciones procedieron al proceso de aislamiento de los dos antioxidantes. Para
determinar la actividad antioxidante usaron la pruebe de (DPPH) y (ABTS) y para la
identificacion de los compuestos usaron el sistema (HPLC). El resultado de los
analisis del extracto crudo mostro que el compuesto 2 se identifico como quercetina
y el compuesto 6 como acido mandélico. Los compuestos mostraron actividad
antioxidante. Los autores concluyen que Aesculus indica tiene la capacidad de
captar radicales y que podria usarse para minimizar el estrés oxidativo causado por
especies reactivas de oxigeno (25).



En el ano 2018, se realizd una revision de la literatura cientifica de quercetina, y
sefala la importancia de la quercetina como flavonol denominado quimicamente 3,
3', 4', 5, 7 pentahidroxiflavona por IUPAC o por su sinébnimo 3, 3', 4', 5, 7
pentahidroxi-2-fenilcromeno-4-ona. Ademas, menciona que la quercetina de
acuerdo a la informacion cientifica esta ampliamente distribuida en las plantas y
mas especificamente en varias fuentes alimenticias como frutas, vegetales verdes,
nueces, semillas, menestras y vino. Ahade, que tiene varias propiedades biologicas,
incluyendo su actividad, antioxidante, antinflamatoria, antibacterial, antiviral,
eliminador de radicales libres gastroprotectivo e inmunomodulador al exhibir un
amplio rango de actividad biologica y aplicaciones terapéuticas resulta de interés

para las industrias farmacéuticas cosmética y la alimentaria (26).

En el 2017, investigaron las propiedades benéficas de Allium Cepa L. Las muestras
fueron recolectadas en cinco comunidades: San José de Charaja, Saladil,
Tolomosa Grande, El Portillo y Tarija Cancha Sud. Las cebollas fueron molidas y
homogenizadas con etanol al 96%, luego fue sometido a extraccidn por ultrasonido,
el extracto fue centrifugado y obtuvieron el sobrenadante. Para identificar la
quercetina us6 un cromatoégrafo liquido de alta resoluciéon (HPLC). En cebolla roja
de Tolomosa obtuvo 0,54 mg/g, en la blanca 0,48 mg/g y 2,86 mg/g; en cebolla roja
del Portillo 1,19 mg/g; en cebolla roja de Taladillo 0,26 mg/g; en cebolla blanca de
San José de Charaja 0,53 mg/g y en la roja 0,27 mg/g y en la cebolla de Tarija
Cancha Sud 0,29 mg/g. Los autores sefialan que, existe una gran variabilidad en
el contenido de quercetina entre la variedad de cebolla, pero también mencionan
que puede haber influido la profundad del suelo para la bulbificaciéon y lugar de

procedencia (27).

En el afio 2017, se realizo un estudio para comprobar el efecto de la reduccion de
la obesidad en ratas con una dieta elevada en grasas, para lo cual usaron la
combinacioén de quercetina y resveratrol. Para las pruebas usaron ratas Wistar que
dividieron en tres grupos: un grupo de dieta normal (ND), un grupo con dieta alta en
grasas (HFD) y un grupo con combinacion de quercetina y resveratrol (CQR). Al
grupo CQR lo trataron con HFD, le administraron la mezcla de quercetina 30 mg/kg
de peso corporal por dia y resveratrol 15 mg/kg de peso corporal por dia mediante

sonda oral. Después de 10 semanas de prueba, los



analisis mostraron que la administracion combinada de quercetina y resveratrol
disminuy®¢ la obesidad de las ratas inducida por una dieta alimenticia con consumo
elevado de grasas. Finalmente, sefalan que la aplicacién de CQR seria potencial

en la prevencion y el tratamiento de la obesidad (28).

En el 2015, fue realizado un estudio de Allium sativum L. Las muestras fueron
recolectadas de tres diferentes cultivares: Poomparai, Kodaikanal (G1),
Vagudapatti, Theni (G2), y Pannaikadu, Kodaikanal (G3). Para obtener los
extractos usd éter de petrdleo, cloroformo, metanol y agua, para identificar la
quercetina en estos cuatro extractos uso el analisis cromatografico de capa fina de
alto rendimiento y para determinar su actividad antimicrobial con diferentes cepas
microbianas uso la prueba de difusién en pozos. La quercetina fue aislada de los
cuatro tipos de extractos e identificd en los tres cultivares con un valor Rf de 0,68.
Las pruebas de actividad antimicrobiana mostr6 una alta inhibicién contra las
bacterias especialmente contra Staphylococcus aureus. Finalmente, el autor sefiala
que, no solo lograron extraer quercetina sino otros compuestos, y que A. sativum L
puede ser una nueva fuente de agente antibacteriano comparable al de los

antibidticos actuales (29).

En el 2011, se realiz6 un estudio en el que determinaron el contenido de quercetina
en los diferentes tejidos de A. fistulosum L., de nueve cultivares en Jinan y de seis
en Qingdao, después de la cosecha midié el contenido de quercetina en hojas,
pseudotallos superiores y de los anillos internos y externos de los pseudotallos
inferiores de cada cultivar, y encontré que la variacion de los niveles de quercetina
entre los dos cultivares eran significativamente altas, en el cultivar de Jinan los
pseudotallos tenian niveles mas altos, mientras que en el cultivar de Qingdao las
hojas tenian los niveles mas altos. Finalmente, el autor deduce que el resultado del
experimento servira para que los fitomejoradores se interesen en la mejora de esta

caracteristica (30).

En el afo 1995, se realiz6 un estudio de la variabilidad del contenido de quercetina
en diferentes colores de Allium Cepa L, los bulbos de las diferentes cebollas fueron
recolectadas en la estacidon experimental agricola Weslaco; también en dos
localidades Griffin Brand (GB) y McAllen, todas en Texas. El tejido



de los bulbos secos se sometié a extraccion con etanol al 80%, después filtraron y
concentraron hasta sequedad a 50 °C a presion reducida, posteriormente volvieron
a diluir con etanol y filtraron, el filtrado fue sometido a analisis en cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC), el mismo procedimiento hicieron con todas las
muestras. La maxima absorbancia de quercetina que determinaron fue a 374nm, y
el contenido total de quercetina en cebollas amarillas, rosas y rojas vario de 54 a
286 mg/kg, mientras que las cebollas blancas soélo contenian trazas de quercetina
total. Finalmente, los autores sefalan que, la variacion en el contenido de
quercetina en las cebollas no solo esta relacionado al color de las cebollas sino

también por otros factores como las condiciones ambientales (31).

1.2. Bases tedricas

1.2.1. Especie materia de estudio

a) Identificacion botanica

Se realiz6 por categorizacion filogenética, esta planta tiene la siguiente clasificacion
(20,32):

Reino : Plantae

Sub reino : Traqueophyta

Division : Magnoliophyta

Clase : Liliopsidae

Orden : Asperragales

Familia : Amaryllidaceae

Tribu - Allicae

Género : Allium.

Especie : Allium fistulosum L.

Nombre vulgar : Cebolla peruana, cebolla amazodnica

b) Descripcién botanica

La descripcion botanica de A. fistulosum L. por Xing (19):



‘Es una planta monocotileddnea con hojas tubulares verdes. Los
pseudotallos se forman mediante el desarrollo metamorfico de las vainas
foliares. El tallo es extremadamente acortado. El sistema radicular son raices
fibrosas con una fuerte capacidad regenerativa. Las semillas son negras, en
forma de escudo, con el dorso anguloso y elevado y el abdomen semicircular;
La plantula es de hojas jovenes de hoja tubular alargada que son de color
verde claro. Los cogollos sin abrir estan cubiertos por una membrana; los
floretes umbelados apicales estan agrupados esféricamente y dispuestos

radialmente”.

c) Distribucion ecoldgica

Se encontré en (6) [Citado en (5)] que el origen de la especie se considera el centro
y noroeste de China, de alli paso a Europa — Siberia, y se introdujo a Europa
occidental hacia el siglo XVI o XVII de alli se difundié a América (33). En el Peru

crece con profusion en la Amazonia peruana en clima calido y humeda (18).

d) Usos einformacién etnobotanica

Se usa para condimentar los alimentos en selva baja para mejorar el sabor del caldo

de pescado conocido como “timbuchi”.

En la medicina se aplica sobre quemaduras de primer grado, rayando el bulbo y
emplastando en la zona afectada. Para apurar el trabajo de parto, para la flatulencia

y malestar estomacal (18).

e) Importancia biologica del género

Se ha comprobado que los extractos crudos de A. fistulosum L. inhibe la funcion
plaquetaria, mientras que los extractos hervidos activan las plaquetas (8), tiene
efecto inhibidor sobre Phytophthora capsici conocida como enfermedad de tizon del
pimiento (9), es antioxidante y antihipertensivo (10), son repelentes eficaces contra
insectos (34), ademas, en A. fistulosum L. se ha encontrado compuestos volatiles

azufrados, polifenoles, tiene efectos antifungicos, antioxidantes,



antihipertensivos, antiagregantes plaquetarios, reguladores de la funcidn
inmunitaria y antiobesidad (21). Allium cepa L. (cebolla roja) tiene actividad
antioxidante (35), Alluim sativum L. (ajos) tiene actividad inhibitoria contra las
células cancerigenas (11). Por otra parte, las especies del género Allium contienen
muchos constituyentes, principalmente compuestos volatiles, compuestos
fendlicos, antocianinas, saponinas, acidos grasos, moléculas organosulfuradas,
flavonoides, esteroides, acidos organicos, nucleodsidos, aminoacidos y vitaminas
(13).

1.2.2. Quercetina

Es un compuesto polifendlico presente en las plantas, cuyo esqueleto de carbono
C6-C3-C6 perteneciente a la clase de los compuestos flavonoidales. La estructura
precursora de la que proviene corresponde a una flavona, el anillo A fendlico,
terminales con el anillo C, que es un pirano. Se transforma en pirano al combinarse
el carbono-4 con el oxigeno formando un grupo ceto, el anillo A y el anillo B
fusionados forman el grupo cromano, el anillo C como un sustituyente del grupo

cromano en posicién C-2 forma una flavona (36,37).

Luego el flavonoide en forma de flavona para tomar su estructura final flavonol es
sustituido por 5 grupos OH, e las posiciones 3,3',4', 5, 7 dando lugar al compuesto
conocido como 3,3'4', 5,7 pentahidroxiflavona. Conocido también como 2 (3,4
dihidroxifenol), 3, 5,7, (trihidroxi-4H-cromano-4-ona (38,39).

Los glicésidos de la quercetina son: quercetina-3-arabinosido, quercetina-3-
xylosido,  quercetina-3-glucosido  (Isoquercetina),  quecetina-3-galactoside,
quercetina-3-rhemnosido (quercetina), quercetina-3-glucoronido, quercetina-3-
rutinosido(rutina), quercetina-7-D-glucoside (quercimeratina), quercetrina-3-L-
rhamnosido (quercetina) que son los glicésidos de la quercetina (40,41).

La quercetina es un pigmento ampliamente distribuido en los vegetales como
sastafia de Indias, hojas de uva, lupulo, te, zumaque; arbustos como rosa roja y te,
cebolla Quereus tintora en cortezas y tunicas en Amerilideceae (39), también esta

presente en manzanas (42), uvas (43), peras, mangos y brocoli (44).



Propiedades farmacologicas

Es habitual en la dieta humana destacando su elevada actividad antioxidante, se
usa para diferentes aplicaciones terapéuticas, en la prevencion y tratamiento de la
obesidad, enfermedades cerebrovasculares, cancer, se ha demostrado en un
experimento in vitro que quercetina y rasvetrol combinado inhiben la produccion de
células adiposas (30), ademas de las propiedades citados presenta actividad
analgésica, antiagregante, antiartritico, antibacterial, antigripal, antiespasmadico,
antiulcerosos, hepatoprotector, antidiabético, antiasmatico, etc. En tumores
cancerosos es importante en el tratamiento de cancer de seno, piel, ovarios,
pulmones y vesicula (45). En cuanto a su toxicidad no debe administrarse en

mujeres embarazadas o que estan dando de lactar

1.2.3. Biogénesis de la quercetina

Se realiza por la via de las acetogeninas, el acido cinamil CoA se involucra con 5
unidades de acetato que luego se ciclan y por accién de la chalcona sintasa, se
transforma en chalcona, y por la accion de la chalcona isébmerasa forma un
flavanonol (dihidroflavonol) y este por deshidrogenacion insatura el grupo pirona en
posiciones 2 y 3, y da lugar a un flavonol, que al sustituir las posiciones 3'y 4' del

anillo fenilico da lugar a la quercetina segun el mecanismo siguiente (38,39):
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Figura 1. Biogénesis de quercetina (39)



1.2.4. Métodos de obtencidn de quercetina

Existen diferentes técnicas de extraccion de quercetina de material de planta. Se
extrae con etanol, si el extracto contiene quercetina y kampherol, se separa con
tetraborato de sodio. El procedimiento es como sigue: Al extracto etandlico se
concentra en rotavapor, luego se desengrasa con éter de petroleo, se afade
solucion acuosa etandlica de acido sulfurico al 7%, se enfria, la suspensién enfriada
se extrae varias veces con éter diétilico, se calienta los extractos y seguidamente
se extraen con solucidén acuosa de tetraborato de sodio (Borax) al 10% para disolver
la quercetina que se recupera cuando se afnade acido clorhidrico o sulfurico. Se

cristaliza con alcohol en forma de agujas de color amarillas (46).

También, la quercetina se separa usando la técnica de cromatografia de papel
monodimencional. Los extractos alcohodlicos son embebidos a 8cm del extremo
inferior de la tira de papel, en una cromatocabina se separa usando dos solventes
de resolucion, acetato de etilo y fenol saturado en 60% de agua, los valores Rf en
acetato de etilo es 0,5 y 0,56 en fenol saturado en agua al 60% (47). Ademas, la
quercetina se aisla por cromatografia de capa fina usando varas fases
estacionarias, en Silicagel y como solvente de resolucién tolueno-cloroformo-
acetona (40+25+35) el valor Rf es 27, en poliamida usando como solventes de
resolucién benceno-butanona-metanol (60+20+20) el valor Rf es 20 y en celulosa
con reactivo de resolucion cloroformo - acido acético - agua (50+45+5) el valor Rf
es 8 (48).

Por otra parte, la quercetina se aisla usando membranas de nonofiltracion (NF) y
laminas de poliamida por 6smosis inversa (RO), la extraccion cruda se hace usando
metanol, luego se concentra con las membras correspondientes (24). También, se
aisla usando el ultrasonido y se optimiza la extraccibn mediante la técnica de
superficie de respuesta y finalmente se obtiene el producto puro mediante la
separacion de HPLC (49).



1.2.5. Parametros fisicoquimicos

La quercetina tiene los siguientes parametros fisicoquimicos que les son propios,
ya que, los distinguen de otras sustancias que tiene valores diferentes y son: punto
de fusion, color y forma del cristal de quercetina en estado puro, solubilidad,
reaccion colorida, Rf en TLC, peso molecular, aspectos que se define a

continuacion.

A. Punto de fusién

Es el intervalo de temperatura donde una sustancia pura pasa del estado sélido a
liquido ya que el proceso se ve acompanado frecuentemente por descomposicion,
el valor puede ser no considerado como temperatura de equilibrio, sino solo la
transicion de solidos a liquidos. En la actualidad para medir el punto de fusién se
usa equipos modernos como FISATOM 431D u otras marcas con microscopia y
lectura digital con el que se puede visualizar el valor con mayor precision. El punto

de fusidn de quercetina hidratada pura es de 312°C (46).

Color y forma de cristal

Los cristales puros de la quercetina son de color amarillo. Como esta formado por
cristales separados y distintos se debe que son aciculares, es decir cristales finos

en forma de agujas con un amplio desarrollo de caras verticales (39).

B. Solubilidad

Es la capacidad de una sustancia de disolverse en una solvente. La quercetina es
soluble en soluciones de polaridad menor como etanol, solucion alcalina de NaOH,

pero no es soluble en agua cuyo momento dipolar es equivalente a 1,85 debye (50).

C. Reaccion colorida

La quercetina da una coloracién fuertemente amarilla cuando se somete a reaccion

en acido sulfurico concentrado (46).



D. Valores de Rf en cromatografia de capa fina

Quercetina muestra un valor de Rfx100 de 27, cuando es usado una placa
cromatografia de silicagel como absorbente y como solvente de corrido tolueno-
cloroformo-acetona, y si es usado una placa cromatografica de poliamida y como

solventes de corrido benceno-butanona-metanol el valor es 8 (45,47).

E. Peso molecular

El peso molecular de una sustancia, tedricamente es la suma de los pesos
moleculares de sus elementos que lo conforman, en el caso de la quercetina es de
302,23 g/mol, pero si la molécula es di hidratada (C,.H,,0,2H,0) es 338,23 g/mol
(39). El peso molecular de una sustancia se puede determinar por el método de
Rast en el que se utiliza el D-camphor, debido a que esta sustancia tiene una
constante crioscopica muy elevada, se trata pues de determinar la suma de las

masas atomicas de los elementos que forman la molécula (40,50).
El procedimiento es el siguiente:

En tubos de 8 x 50cm, se coloca 50mg del compuesto de estudio y se pesa, luego
se afade 0,5g del D-camphor, se vuelve a pesar, la mezcla se funde con una llama
baja del mechero de Bunsen hasta que aparezca un liquido transparente. Después
que se ha enfriado el contenido del tubo se saca y deposita en una luna de reloj.
Este material se pulveriza y se determina su punto de fusiéon por el método del
capilar (50), actualmente se usa aparatos modernos como el FISATOM 431 D,
luego se determina el punto de fusion del D-camphor puro. Con estos datos se
calcula el valor de depresion en el punto de fusion del D-camphor que se representa
por la expresion AT, el valor de la constante molar de descenso de la fusion del

D-camphor es k = 39,7, con estos datos Rast establecio la

férmula siguiente (50).

39.7. w. 100
M=l
AT . W

Dénde:



w = peso del compuesto en estudio.

W= peso del D-camphor

AT = depresion en el punto de fusion.

K= 39,7 constante molar de descenso del punto de fusion del D-camphor

M= peso molecular

1.2.6. Espectrometria UV/visible

Comprende el estudio de la intervencion de la radiacion electromagnética con la
materia. La radiacion electromagnética de lugar al espectro electromagnética que
en el caso del espectro electromagnético en la regidn. La absorcidn de energia se
cuantifica cuando da como resultado la elevacion de los electrones, desde orbitales
que se encuentran en el estado basal (Ground states) a orbitales de mayor energia
que lo logran en un estado excitado (51). En la practica la espectrometria ultravioleta
esta limitada en gran parte a los sistemas conjugados. Esta formado por un grafico
de la longitud de onda en funcion de la intensidad de absorcidén (tramitancia o
absorbancia) (49). Los datos frecuentemente se muestran en forma de grafica o
presentacion tabular de la longitud de onda en funcion de la absortividad mola o
logaritmo de la absortividad molar. Para moléculas organicas, la region ultravioleta
del espectro es la que corresponde al ultravioleta del espectro, que corresponde al
ultravioleta cercano (cuarzo) que se extiende desde 200nm hasta 360nm (51). La
energia absorbida en la region ultravioleta produce cambios en la energia de la
molécula como resultado de las transmisiones de los electrones de valencia en la

molécula (50)
Espectro UV//visible de la quercetina
La quercetina es un flavonol que de acuerdo con su eje de simetria se divide en un

radical benzoil (CéHsCO-) y un radical Cinamil si representamos la molécula de

quercetina, la estructura es la siguiente:



Quercetina (3, 5, 7, 3', 4" pentahidroxiflavona)

Figura 2. Eje de simetria de la quercetina

Si cortamos la molécula de quercetina por el centro de la pirona anillo C que esta

asociado al grupo fenilo y benceno con el que forma la benzopirono (52).

Figura 3. Pirano

Tendremos dos mitades, la mitad AC que da lugar al grupo benzoil (CeHsCO-) que
en espectroscopia ultravioleta va constituir la banda Il y la otra mitad BC que

corresponde al grupo cinamoil (CeHs-CH=CH-C=0), que constituye la banda | (52).

Cuando se usa un reactivo de desplazamiento para medir la absorcion de un
flavonol como es el caso de quercetina, el espectro UV exhibe dos picos de
absorcion en la region correspondia entre 240-400nm, estos dos picos estan
comunmente referidos a la banda | (grupo cinamoil), generalmente entre 300-380

nm de longitud de onda maxima (4,,z.), y la banda Il que corresponde a la otra mitad

i
THax

de la molécula que es el benzoil generalmente entre 240-280nm (52).

La banda | estd asociado a la presencia del anillo B del sistema cinnamoil y la banda
Il a la presencia del anillo A del sistema benzoilo (52). La Banda | en el espectro
ultravioleta en el metanol de la quercetina da un valor que corresponde a una

longitud de onda maxima de 370nm (30).



El efecto producido por los patrones de oxidacion en los flavonoides da lugar a dos
picos de absorcion a un maximo con hombro (sh) sobre el largo del lateral de la
longitud de onda entre 250-275nm, mientras que el equivalente de oxigenacion en
4' tienen solamente una (52), incrementando la hidroxilacion del anillo A en los
flavonales que como quercetina en ese anillo tiene dos grupos oxidrilos que produce
un notable desplazamiento batocromico en la banda Il y un pequefio efecto sobre
la banda |, la presencia o ausencia de enlace hidrogeno en el grupo oxhidrilo 5,
permite que aparezca una corta longitud de onda entre 3 - 10nmen labanda ly 6 -
17nm en la banda Il, pero en quercetina no se observa. Cuando se usa como
reactivo de desplazamiento el metanol los valores de longitud de onda de la
quercetina son: 255, 269 sh, 301 sh, 370nm (52).

El espectro UV de flavonoles como quercetina en presencia de metdxido de sodio
(NaOMe), tiene el comportamiento siguiente: el metéxido de sodio es una base
fuerte que ioniza en alguna medida a todos los grupos oxhidrilos de los nucleos del
flavonoide, por esta razén el déficit correlaciona los desplazamientos espectrales
obtenidos cuando se adiciona NaOMe a los flavonoides que poseen patrones de
hidroxilacién, sin embargo, su uso se debe al efecto del NaOMe sobre el espectro
de flavonoles para la deteccidon de grupos oxhidrilos en posiciones 3 y 4' como los

posee la quercetina (52,53).

OH O

Figura 4. Quercetina y sus grupos oxidrilos en posiciones 3y 4°

La adicion de NaOMe sobre flavonoles tipo quercetina en metanol produce
usualmente en desplazamiento betocrémico en todas las bandas de absorcion. Sin
embargo, un gran desplazamiento betocrémico de la banda | de cerca de 40 — 65nm
sin decrecimiento de su intensidad es un buen diagndéstico de la presencia de un
grupo oxhidrilo en posicion 4', se observa como del valor de 255nm solo en solvente

metanol, la banda en presencia de metanol y NaOMe es de 321nm,



66nm de desplazamiento betocromico que evidencia la presencia del oxhidrilo en
posicidn 4' del anillo B de la quercetina, decrecimiento de la banda, mientras tanto,
el oxidrilo en la posicién 7 el espectro exhibe un desplazamiento betocromico de 5-
20nm que corresponde a la banda Il de los grupos AC (benzopirona) y los valores

de absorcion de longitud de onda maxima son 247 sh, 321nm (dec) (52,53).

Por otro lado, los valores de absorcion en el espectro UV con metanol y acetato de
sodio (NaOAc), los valores de longitud de onda maxima son: 257 sh, 274, 329,
390nm (dec). La deteccion del grupo 7-oxhidril en el espectro UV en flavonoles
como quercetina también puede ser posible en presencia de acetato de sodio
NaOAc por que exhibe un desplazamiento betocromico entre 5-20 nm,
desplazamiento que corresponde a la banda B del benzoilo de 370 que experimenta

solo con metanol a 390 con decaimiento de la banda (52,53).

1.3. Definicion de términos bésicos

Desplazamiento batocrémico: El comportamiento del espectro UV en un reactivo
de referencia se altera al afadir reactivos de desplazamiento por la presencia de
grupos oxidrilos en las diferentes posiciones de la molécula, permite identificar
estas posiciones con el desplazamiento del espectro hacia la region del infrarrojo,

que se le denomina desplazamiento batocromico (53).

Desplazamiento hipsocromico: ElI comportamiento del espectro UV en un
reactivo de referencia se altera anadiendo reactivos de desplazamiento por la
presencia de grupos oxidrilos en las diferentes posiciones de la molécula, permite
identificar estas posiciones con el desplazamiento del espectro hacia la region del

ultravioleta, que se le denomina desplazamiento hipsocromico (52).

Los flavonoides: Son un grupo muy amplio de compuestos polifendlicos, son
sustancias de bajo peso molecular producidas por casi todas las plantas vasculares,
se caracterizan por poseer un anillo heterociclico conocido como cromano al cual

se halla asociado un grupo fenilo en posicion 2, y en posicion 3 si



es una isoflavona, por eso se le conoce también como 2-fenil-benzo-y-pirano o fenil-

cromeno (41).

Flavonoles. Es un grupo de compuestos dentro de los flavonoides, los flavonoles
que estan presentes en muchas especies vegetales son la quercetina, kaemferol y
rutina, sus estructuras cambia por el numero de sustitucion de los grupos hidroxilos
en el esqueleto benzo-y-pirano (37). Estos compuestos han estado presentes en la
naturaleza durante mas de mil millones de anos, de manera que han actuado

reciprocamente con el desarrollo de muchos organismos (54).



CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacion de la hipotesis

El bulbo de A. fistulosum L. contiene quercetina que se puede aislar e identificar por

espectroscopia ultravioleta visible y mediante pruebas fisicoquimicas.

2.2. Variables de estudio y su operacionalizacion

2.2.1. Variable de Estudio

Variable independiente

Presencia de quercetina, compuesto quimico aislado de los bulbos de A.

fistulosum L. (cebolla peruana).

Variable dependiente

Caracteristicas fisicoquimicas. Son las propiedades que identifican al compuesto
puro, aislado luego del proceso de extraccion tales como: punto de fusién, color

formas del cristal, solubilidad, reacciones coloridas, valores Rf y peso molecular.

Caracteristicas espectrométricas. Determinada por la longitud de onda maxima
de las bandas de absorcion del producto quimicamente puro, medido en diferentes
solventes y que manifiesta efectos batocromicos e hipsocromicos cuando se afade

soluciones de desplazamiento (51).



2.2.2. Operacionalizacion de variables

Variable Definicion operacional Tipo por Indicadores Escala de | categoria Valores de las Medios de
independiente naturaleza medicion categorias verificacion
Quercetina aislada | Para aislar la quercetina, el bulbo de A. fistulosum | Cuantitativa | Masa (g) Razén Ninguna Ninguna Cristales de
de A. fistulosum L. | L., se llevdé a particulas finas, se sac6 y se quercetina
desengrasé con éter de petréleo, se concentré a
sequedad y el extracto seco se macerd en etanol.
Se concentré el extracto etandlico y se filtro, se dejé
en reposo, hasta obtener los cristales de quercetina
que se purific6 con alcohol, hasta
obtener cristales amarillos en forma de aguja.
Variable Definicion operacional Tipo por Indicadores Escala de | categoria Valores de las
Medios de verificacion
dependiente naturaleza medicion categorias
Caracteristicas Los cristales aislados se | Cuantitativa | Temperatura (°C) Razoén Ninguna Ninguna Registro de temperatura
fisioquimicas identificaron por estimacion del Grado de disolucion Registro de solubilidad
punto de fusién, color y forma de Color Valores de Rf (anexo 4)
cristales, solubilidad, reacciones Valor Rf (%) Peso molecular (anexo 5)
coloridas, valores Rf x 100 en TLC peso moleclar (g/mol)
y peso molecular.
Caracteristicas Se disolvié en metanol y reactivos | Cuantitativa | Nandmetro (nm) Razon Ninguna Ninguna Espectro de quercetina (anexo 3)
espectroscépicas | de desplazamiento y se registrd por
espectrometria UV.

20




CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1. Disefio metodoldgico

Es descriptivo, prospectivo de enfoque cuantitativo (55), que permitié primero aislar
el principio activo y luego identificar las longitudes de onda maxima de absorcion de
las moléculas excitadas en el equipo de espectrometria UV-Visible a fin de
compararlas con las longitudes de onda de la literatura para la molécula de
guercetina. Ademas, se determinaron sus propiedades fisicoquimicas tales como:
punto de fusién, color y forma de cristal, solubilidad, Rfx100 en TLC, reacciones

coloridas y peso molecular.

El proceso experimental seguido para el aislamiento e identificacion de la
quercetina es un disefo algoritmo es decir que se plante6 una serie de pasos
relacionados con operaciones unitarios y procesos siguiendo vias adecuadas que

luego del aislamiento del principio activo nos permitan su identificacion.
3.2. Disefio muestral

El muestreo fue por conveniencia, porque en todas las hojas estad presente la
quercetina, por esta razén no se aleatoriza algo “per se” presente en todas ellas
(59).

Poblacion de estudio

Poblacién de estudio esta referido a un sembrio de plantas de A. fistulosum L., que
por dinamica de crecimiento y desarrollo forman una comunidad vegetal de hojas
tubulares, que se encuentra ubicado en el Caserio de Padre Cocha, Distrito de

Punchana, Maynas, Loreto.

Muestra de estudio

Se colect6 4 Kg de bulbo de A. fistolusum L. desprovisto de hojas.

Criterio de seleccion



Criterios de inclusion: se seleccionaron los bulbos de mayor tamano.
Criterios de exclusidn: se descartaron bulbos que tenian tunicas deterioradas
3.3. Procedimiento de recoleccion de datos y anélisis de datos

3.3.1. Recoleccién de datos

Se optd incluir desde la recoleccion de la materia prima las operaciones de
reduccion de particula, secado, macerado, desengrase, macerado con alcohol,
filtracion, cristalizacion, recristalizacion y pruebas de identificacion por
espectroscopia UV-visible y caracterizacién de las propiedades fisicoquimicas del
compuesto aislado. Las etapas del procedimiento se muestran en el diagrama de

bloques de la siguiente figura (ver figura 5)
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p Moliend
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Figura 5. Diagrama de bloque de la obtencion e identificacion de quercetina



A.1l. Recoleccidén de la especie vegetal

A. fistulosum L. fue recolectado en el sembrio del Caserio Padre Cocha, Distrito de

Punchana, Maynas, Loreto, ubicado entre las coordenadas georreferenciales de 3°
42'54” S; 73° 14' 54” O; altitud 105 msnm.

En la recoleccidén de la muestra se tomo fotografias (ver anexo 1), la muestra se
llevé al Laboratorio de Fitoquimica y Productos Naturales de la Facultad de
Ingenieria Quimica de la UNAP, se realizé pruebas preliminares para identificar la
presencia de flavonoides en el laboratorio. Una muestra de planta se llevé al

Herbarium Amazonense CIRNA-UNAP para su identificacion correspondiente.

A.2. Prueba preliminar

Primera prueba, consistio en moler un bulbo de A. fistulosum L., se filtro y
concentro; al concentrado se agregd gotas de acido sulfurico y dio lugar a una
solucion fuertemente amarillo que indica la presencia de flavonoides (46).

Segunda prueba, Se extrajo con etanol el bulbo reducido a particula fina, se filtrd,
el filtrado se puso en una placa de toque, se agrego6 una pequena tirita de magnesio
y gota de HCI concentrado dando una coloracion rojiza (Reactivo de Shinoda) (46),

qgue prueba la presencia de flavonoides.

A.3. Certificacion de la especie vegetal

Una planta integra con hojas, bulbos y raices y se llevé al Herbarium Amazonense
CIRNA-UNAP, donde el especialista realizo la identificacion taxondmica
correspondiente y expidio la constancia correspondiente (ver anexo 2).

A.4. Preparacién y limpieza

En el laboratorio se separaron las hojas del bulbo (equivalente a 1kg), porque el
estudio se centro en el bulbo, se lavo para eliminar Pectobacterium corotororum que
produce pudricion del bulbo, luego se secé en ambiente de aire acondicionado a
17°C sobre papel filtro, se peso y se obtuvo 750g.



A.5. Molienda

El bulbo seco se molié en molino de disco reduciendo a particulas finas y se tamizo
sobre malla N° 60 ASTM (0,25mm diametro de malla) para uniformizar el tamafo

de las particulas cuyo diametro promedio de las particulas es de 0,25mm.

A.6. Pesada

La muestra pulverizada se pesé en una balanza analitica OHAUSS, cuyo peso fue

de 500g. Es la cantidad de muestra con la que se trabajé en la investigacion.

A.7. Desengrase

El desengrase se realizd en un aparato de Soxhlet, esta operacion se realizo para
separar la grasa o sustancias lipofilicas de la muestra. La materia prima pulverizada
se puso en cartuchos elaborados de papel Whatman N° 1 se sell6 con grapas, se
cargo el balén usando como solvente de desengrase 800mL de éter de petréleo, el
balén se calenté en un calentador de resistencia eléctricas que tiene redstato para
el control de temperatura que no pasa de 80°C, la operacion se realiz6 por 5 horas.
Luego se quito la materia prima de los cartuchos, se extendié sobre papel Whatman

N°1, se seco a fin de que se evapore el exceso de éter de petroleo (46).

A.8. Maceracion

La materia prima pulverizado libre de éter petroleo se llevé a maceracién con un

litro de etanol de 96° G.L por 40 horas con agitacion intermitente.
A.9. Filtracién
Se realizé en embudo buchner con bomba de vacio acoplado al matraz de kitasato

sobre capa de celita, agotado la filtracién se agregd 200mL de alcohol etilico para

lavar el afrecho y extraer en forma 6ptima la quercetina.



A.10. Concentracion

El filtrado se concentrd en rotavapor hasta obtener 120mL de solucion, después se
trasvasé en un vaso de precipitado de 200mL de capacidad y se dejo en reposo

por una hora.

A.11. Cristalizacion

El concentrado que estuvo en reposo se calienta a 90°C en calentador de control
reostatico. El propdsito del calentamiento fue: primero, reducir el volumen del
solvente alcohol etilico, la segunda, eliminar los volatiles que contiene la cebolla
como acido sulfhidrico, dipropildisulfuro y alilpropildisulfuro.

Se agregd una pequefia cantidad de carbon activado (norita) durante el
calentamiento, se filtré y se obtuvo 60mL de filtrado, se dej6 en reposo, y empezé a

formarse una sustancia amarilla que fueron separados en varias cosechas

A.12. Recristalizaciéon

Los cristales amorfos de color amarillo se volvieron a disolver en etanol, luego se
calento y se filtro; el filtrado se dejo en reposo, después de dos tres se observé la

formacion de cristales de color amarillo en forma de agujas.

A.13. Pesado

Los cristales que se obtuvo después de la operacidn de recristalizacion se pesaron
en balanza analitica OHAUSS, con las que se determind el rendimiento de

qguercetina de A. fistolosum L.

3.3.2. Procedimiento y andlisis de datos

Identificaciéon por espectrometria UV-visible

Se disolvio 20mg de muestra en 10mL de metanol, esta disolucion se dividié en

alicuotas de 3,33mL.



La primera alicuota de metanol mas muestra problema, se vertio sobre una cubeta
de cuarzo de 1cm? y se depositd en el area de deteccion del espectrofotémetro UV-
visible UNICO, que tiene un rango de longitud de onda entre 190-1100nm, junto a
una cubeta que solo contiene metanol se encendio el equipo y se corrio la muestra;
y se observa los valores de longitud de onda maxima (52), el espectro se muestra

en anexo 3.

A la segunda alicuota se le agregd metilato de sodio, polvo blanco microscoépico y
explosivo, se tomd una pisca de esta sustancia con cuchara de plastico y se agrego
a la alicuota de 3,33mL. Se pasé a una celda de cuarzo limpia y luego al

espectrofotometro, el espectro se muestra en el anexo 3.

Finalmente, a la ultima alicuota de 3,33mL, se incorpord una pisca de acetato de
sodio, solido higroscépico, se disolvio y esta disolucion pasé a la celda de cuarzo y
se puso en la camara de muestras del espectrofotométro UV-visible y se procede
a correr la muestra apareciendo las longitudes de ondas maximas (52), el espectro

se muestra en el anexo 3.

Caracteristicas fisicoquimicas
Punto de fusién

Se empaqueta 2mg de la muestra golpeando suavemente el cubito de cristal, se
introduce horizontalmente en la zona de calentamiento el tubito de cristal del equipo
FISATOM 431 D 60 Hz rango 50 a 350 ° C, se observa por el ocular con aumento
microscoépico 4x, la evolucién del calentamiento y la temperatura a la cual el sélido

pasa al estado liquido (46), esta prueba se realizé tres veces.

Determinacion del calor y forma del cristal

Se puso los cristales de la muestra sobre una placa de toque limpio y se tomé una
lupa 10x18mm, se acerco al ojo derecho y se observé detenidamente los cristales,
estas poseen un calor amarillo y tienen formas largas y puntiagudas semejantes a

las agujas, que se conoce como cristales aciculares (39).



Solubilidad

En agua:
En el primer tubo de ensayo se pone 10mg de la sustancia de estudio, se agrega
3mL de agua destilada, se agita vigorosamente y se puso en reposo; se observa

que los cristales no se disuelven (39).

En etanol:
En el segundo tubo de ensayo se pone 10mg de la sustancia de estudio y se agrego
3mL de etanol, se agito vigorosamente, se dejd en reposo; se observd una

disolucion completa de la sustancia de estudio (40).

En solucién de hidréxido de sodio

Se prepard una solucién de 0,1% de hidroxido de sodio, 0,1g de hidroxido de sodio
disuelto en 100mL de agua. En el tercer tubo de ensayo se puso 10mg de la muestra
de estudio y se agregd 3mL de la solucion 0,1% de hidroxido de sodio preparada
anteriormente, se agito vigorosamente y se dejo en reposo, se observd una

disolucion completa de la muestra de estudio (40).

Reaccioén colorida

Se tom6 3mg de la sustancia de estudio, se puso en una placa de toque y se agrego
3 gotas de acido sulfurico concentrado, al disolverse la sustancia de estudio se torno

de color amarillo intenso (46).

Con revelador UV 254 nm.

Se prepardé una plaquita de cromatografia de capa fina de silicagel, una muestra de
aproximadamente 1mg se diluyé en amoniaco y con una micropipeta de Pasteur se
aplico una gota sobre la placa, se deja secar, se enciende el revelador UV 254 nm, se

observé la plaquita, el spot aparece de color amarillo frente a la luz ultravioleta (52).

Determinacién del valor de Rf en TLC



Se preparé una placa de silicagel de dimensiones 3 x 20cm, a 2cm de la base de la
placa se trazd una linea con lapiz de grafito y sobre él se puso un spot, una solucién
de etanol con la muestra de estudio, se dejé secar. Previamente se preparé una
mezcla de los siguientes solventes tolueno-cloroformo-acetona (40+25+35) y se
llevé a la camara cromatografia para saturar el interior de la camara, luego se
deposito la placa y se dejo correr cuando los solventes ascendieron a %2 de la placa,
se quito y dejo secar. Con una regla milimétrica se determinaron las distancias que
recorrieron el solvente y el soluto (muestra problema), luego se utilizo la siguiente
férmula para determinar los valores Rf (48), el procedimiento del calculo (ver anexo
4).
Distancia recorrida por el soluto

f=— , , + 106
Distancia recorrida por el solvente

Sobre placa de poliamida

Sobre una placa de poliamida de las mismas dimensiones que la de silicagel y bajo
el mismo procedimiento, se corrio la muestra de estudio usando como solventes de
corrido benceno-butanona-metanol (60+20+20), y con la férmula sefalada

anteriormente se calculo el valor Rf (47), el procedimiento del calculo (ver anexo 4).

Peso molecular por método de Rast

Para determinar el peso molecular se usé el método de Rast, porque la quercetina
tiene una constantes crioscopica muy elevada y se emplea D-camphor, se trata
pues de determinar la suma de las masas atomicas de los elementos que forman la
molécula. Se tomo6 50mg de la muestra de estudio, se afnadioé 0,5g de D- Camphor,
se fundié la mezcla hasta que las dos sustancias se transformaron en un liquido
transparente, para realizar esta operacion se usé como fuente de calor mechero de
Bunsen, se dejo enfriar para que se solidifique, este sélido se molié en un mortero
hasta obtener particulas finas, se determind su punto de fusion; también, se
determind el punto de fusion del D-camphor. Luego, con esos dos valores se
determind el punto de depresion del D-camphor (AT), que es la diferencia entre
punto de fusidén del D-camphor menos el punto de fusion de la



mezcla D-camphor y muestra de estudio, y el peso molecular de la sustancia se

calcula con la siguiente formula (50).

_39.7. w. 100
AT . W

M

Dénde:

w = peso del compuesto en estudio.

W= peso del D-camphor

AT = depresion en el punto de fusion.

K= 39,7 constante molar de descenso del punto de fusion del D-camphor

M= peso molecular

El procedimiento del calculo del peso molecular (ver anexo 5)

3.4. Aspectos éticos

La recoleccion de la muestra se hizo en tiempo de su cosecha a 4 meses de su
siembra, tiempo en que los rizomas se hallan bien desarrollados, no se amenaza
con su dinamica de propagacion y desarrollo, porque una parte de la cosecha se
queda como semilla vegetativa para que la produccién esté asegurada
permanentemente. No se realizé pruebas biolégicas en animales y tampoco en

seres humanos.



CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Rendimiento de quercetina

De 500g de bulbo pulverizado de A. fistulosum L. se obtuvo 2,4g de cristales en
forma de agujas de color amarillo de quercetina, que expresado en forma porcentual

es 0,48% (ver anexo 6).

4.2. Caracteristicas fisicoquimicas

Los valores de los parametros fisicoquimicos de quercetina aislada de A.

fistulosum L. y de la muestra estandar, se muestra en la tabla 1

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de quercetina aislada de A. fistulosum L. y muestra estandar

Quercetina aislada

Propiedades fisicoquimicas de A. fistulosum L. Quercetina estandar
Punto de fusion 312°C. 312°C (46)
Color y forma Amarillo y monociclico Amarrillo y monociclico
(agujas) (agujas) (39)
Solubilidad Etanol, solucion de Etanol, solucién de
hidroxido de sodio. hidroxido de sodio (40)

Reaccion colorida en:
Acido sulfarico Amarillo Amarrillo (46)
Revelador UV 254 nm (amoniaco) Amarillo Amarillo (52)

Valor Rf en silicagel:

[Tolueno-cloroformo-acetona] 0,27 0,27 (47)

Valor Rf en poliamida:

[Benceno-butanona-metanol] 0,08 0,08 (45)

Peso molecular (método RAST) 338,160 g/mol 339,236 g/mol (50)

4.3. Caracteristicas espectrométricas

Las de longitudes de onda de absorcion maxima de la quercetina aislada de A.

fistulosum L. y de muestra auténtica en diversos solventes se muestra en la



siguiente tabla.



Tabla 2. Espectros de quercetina aislada de A. fistulosum L. y muestra estandar

Espectro en UV/visible  Quercetina aislada (A2, Quercetina estandar (A .}

MeOH 255, 269 sh, 301 sh, 370nm 255, 260 Sh 301 Sh, 370nm
MeOH: NaOCHjs 247 sh, 321nm (52)
MeOH: NaOAc 257 sh, 274, 329, 390nm 247 sh, 321nm (52,53)
257 sh, 274, 329, 390nm
(52,53)

sh=hombro; MeOH= metanol; NaOAc= acetato de sodio (CH3COONa); NaOCHs= metilato de sodio

En el barrido de las longitudes de onda de la muestra disuelta en metanol, mostré
las siguientes longitudes de onda: 255, 269 sh, 301 sh, 370nm, pero en MeOH mas
metilato de sodio se desplazd hacia la izquierda, efecto hipsocromico, mientras que
MeOH mas acetato de sodio se desplaz6 a la derecha produciéndose un efecto

batocromico.



CAPITULO V: DISCUSION

La quercetina se extrajo del bulbo de A. fistulosum L. por método convencional, se
uso solventes como etanol, éter de petroleo y sustancias de absorcion como la
calcita (diatomeras) y carbon activado (norita). Ademas, la quercetina es mas facil
de extraer del bulbo de A. fistulosum L. que del bulbo de Allium cepa por contener
antocianinas (27,56). También, la quercetina fue aislada usando una solucién de
etanol en acido sulfurico, éter de petréleo, solucién de tetraborato de sodio y
solucion acida (46). La diferencia que existe entre estos dos métodos usados para
extraer la quercetina, es el uso de solventes para la extracciéon y compuestos de
absorcion, en nuestro estudio se usé solamente etanol para la maceracion, calcita
y carbon activado para separar compuestos como el &cido sulfhidrico,
dipropildisulfuro y alilpropildisulfuro, mientras que (46) uso solucion de etanol mas
acido sulfurico para la maceracion, solucion acida y tetraborato de sodio en las que
esta involucrado procesos fisicos y quimicos, esto aumenta etapas y tiempo para la
extraccion del producto, aumentando el costo de producto final. Entre tanto, el
método que se usO en nuestro estudio, las etapas y tiempo de extraccién del
compuesto es menor, comparativamente es mas adecuado para extraer quercetina

de A. fistulosum L.

Por otra parte, quercetina fue aislada usando otros métodos como nanofiltracién y
o6smosis inversa (24), extraccidon asistida por ultrasonido (22,49), por adsorcion
selectiva por el polimero impreso molecularmente en la superficie sol-gel (57).
También, quercetina se puede extraer por cromatografia de papel (47) y por
cromatografia de capa fina (TLC) (47). Estos métodos solo son viables a nivel de
laboratorio con fines analiticos de identificacion, pero es enviable para ser

extrapolado y extraer la quercetina a nivel industrial.

La quercetina fue aislada de otras especies de plantas como Rubus fructicosus
(24); de Dendrobium officinal (49); de los frutos de Aesculus indica (25); de semilla
de Pisum sativum (guisante), de la raiz de Daucus carota (zanahoria), del brote de
Brassica oleracea (repollo), de la flor de Brassica oleracea (coliflor), de hojas de

Spinacia oleracea (espinaca), de la raiz de Brassica rapa (nabo), del



bulbo de Allium cepa (cebolla), de los dientede Allium sativum (ajo), de la rizoma de
Zingiber cassumunar (jengibre), manzana, ciruela, albaricoque, fresa, mora, corteza
de Eugenia jambolana Lam, corteza de Acacia nildtica, corteza de Azadirachta
indica, corteza de Terminalia arjuna, hojas y raiz de Moringa oleifera, frutos de Ficus

religiosa y hojas de Aloe barbadensis (12).

Respecto al porcentaje, en A. fistulosum L. de Loreto se ha encontrado un
rendimiento de 0,48%, mientras que, en diferentes zonas de China se encontré que
el contenido de quercetina varia desde 186mg a 305mg por kilogramo de muestra
(30). Ademas, por extraccion ultrasénica de A. fistulosum L. se ha encontrado que
la concentracion de quercetina fue de 0,55 mg/kg, pero como quercetina-3-
glucosido fue de 4,4 mg/kg (22). Se observa que, el contenido de quercetina en A.
fistulosum L. varia de acuerdo a la zona donde se desarrolla como sefala (30), las
especies que crecen en china tiene menor contenido de quercetina que la especie
que crece en la amazonia. Por otra parte, de Allium cepa (cebolla roja) se extrajo
127,54mg/g de flavonoides totales expresados en quercetina (58), pero también, se
ha aislado 206,1617ppm de quercetina con el uso de ultrasonido, vortex y centrifuga
(56); se observa que (58) solo realizd6 una extraccion alcohdlica- acuosa de la
cebolla roja y es facil deducir que extrajo todo los flavonoides que pudieron
acompafnar a quercetina tales como kamphoral e isoramnatina incluyendo la
presencia de antocianinas que contiene la cebolla roja (52), luego determiné por
espectrometria UV-visible los flavonoides expresados en quercetina; pero nuestro
estudio cualitativamente es mas completo porque ha cuantificado
gravimétricamente la quercetina pura que fue aislada y purificada y luego
identificado por espectroscopia UV-visible y por caracterizaciéon fisicoquimica
midiendo los parametros que le dan las cualidad propias y su singularidad a esta

molécula.

De otro lado, se aislo quercetina de otras especies, por ejemplo, de tres variedades
de manzanas, la concentracion fluctua entre 0,9 a 1,5 mg/g (42), pero también, se
ha extraido quercetina de Dendrobium officinale, la cantidad extraida fue de 2,506-
2,594 ug/g (49). En lo que respecta a las cantidades de quercetina



que tiene las manzanas y A. fistulosum L. son casi similares, mientras que D.

officinale tiene menor cantidad de quercetina que estas dos especies.

En lo referente a las propiedades fisicas generales, la quercetina aislada de A.
fistulosum L. tiene forma monociclica (agujas) y de color amarillo, asimismo, Nathiya
sefala las mismas caracteristicas como cristales amarillos (59). Ademas, la
literatura senala que la quercetina son cristales amarillos y monociclicos (39). Por
otra parte, el analisis cualitativo, en luz ultravioleta en vapor de amoniaco muestra
coloracion amarilla (52,60). Las propiedades fisicas observadas en este estudio son

coincidentes con la informacion que senala la literatura.

La solubilidad evaluada de quercetina aislada de A. fistulosum L. es similar con lo
que sefala la informacién cientifica (40), ademas, esta propiedad fue evaluada por
Nathiya y sefala que es ligeramente soluble en éter dietilico, en etanol acetona
(59). Por otra parte, como la quercetina tiene multiples propiedades benéficas para
la salud (59), la investigacion estd enfocada en buscar que la molécula de
quercetina sea mas soluble, porque es insoluble en agua, para lo cual se esta
realizando la fabricacién de nano cristales por homogenizacion a presiones altas
(59,61), estas nano particulas seran usados para preparar farmacos que seran mas

solubles que los cristales naturales.

En cuanto a la identificacion en cromatografia TLC, los valores Rf que se determiné
de la quercetina aislada de A. fistulosum L. en Silicagel y como solvente, la mezcla
de tolueno: cloroformo: acetona fue similar al de la quercetina pura (47), asimismo,
en poliamida como solvente, la mezcla de benceno: butanona: metanol fue similar
a la muestra pura de quercetina (45). Por otra parte, Selvaraj et al. encontré el valor
de Rf de quercetina aislada de Azolla microphylla de 0,45 en acetato de etilo: n-
butanol: agua; 0,84 en acetato de etilo: acido acético: agua y 0,53 en benceno:
acido aceético: agua (60). Estos valores difieren al de nuestro estudio porque los
reactivos usados son diferentes, esto implica que el tipo de solvente usado como

fase mévil influye en el desplazamiento del soluto sobre una fase estacionaria.



Los espectros de absorcion de quercetina aislade de A. fistulosum L. en UV/visible
en solucién de metanol mostr6 longitudes de onda entre 255 a 370nm similar al
reportado por la literatura para una muestra estardar (52), en solucion de metanol:
metilato de sodio en 247 y 321nm y en solucion de metanol: acetato de sodio entre
257 a 390nm de longitud de onda, tambien estos valores son coincidentes con el
valor de la quercetina pura (52,53). Ademas, la quercetina aislada de frutos de
Aesculus indica mediante analisis HPLC mostro un pico de absorcion maxima en
10,062 minutos (25) y 3,4 minutos de la quercetina aislada de Azolla microphylla
(60). Los tiempos indicados en la identificacion de quercetina de ambos estudios
difieren uno del otro, estas diferencias pueden estar relacionado con el uso de
solvente usado para la identificacion y la sensibilidad del equipo usado

respectivamente.

En lo referente al peso molecular, la quercetina aislada de A. fistulosum L. con el
uso del método de Rast fue similar al reportado en la literatura (50) con un error de
0,022%, por otra parte, usando analisis mas sofisticado como el NRM-H (25,60)
determinaron el peso molecular y la estructura molecular con mayor precision, pero
también, fue determinado por RMN 1D y 2D de alto campo y ESI- MS (62). Estos
métodos de identificacion de la estructura molecular son mucho mas precisos para
identificar el compuesto, mientras que, el método que se usd nos sirve para
identificar el componente por comparacion de la muestra estandar reportado en la

bibliografia.



CAPITULO VI: CONCLUSIONES

El principio activo aislado por el método disefiado en el curso de nuestro estudio fue
de color amarillo y estructura cristalina en forma de agujas, los analisis realizados
por espectroscopia UV-visible, asi como por su caracterizacion fisicoquimico son

concordantes con lo que senala la literatura.

En cuanto al rendimiento de quercetina de A. fistulosum L. que se encontré de la
especie en la region Loreto, es similar reportado para esta especie en otros paises
del mundo, pero existe una pequena diferencia del contenido de quercetina de

acuerdo a la zona donde se desarrollan.

El método que se usd para aislar y purificar la quercetina de A. fistulosum L. es
viable para procesar la materia prima en cantidades mucho mayores y puede ser
facilmente extrapolable, si se pretende disefar una planta piloto, asi como
sobredimensionarlo en el disefo de una planta para procesamiento industrial de

quercetina.



CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Incentivar el cultivo intensivo de A. fistulosum L., como cultivo alternativo a la cebolla
(Allium Cepa L.) que no crece en el amazonia baja y por esta razon toda la cebolla
gue se consume en la selva proviene de los departamentos de Arequipa, Cuzco,

Lambayeque, Junin y Piura.

A. fistulosum L. por ser la unica especie de cebolla adaptables a las condiciones
climaticas como de la region Loreto, introducir esta planta en el jardin botanico de
la facultad de Farmacia y Bioquimica e incentivar a la Facultad de Agronomia que
promueva su sembrio en las zonas aluviales del Amazonas y de los demas rios de

la regién Loreto.
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ANEXO N° 1. Recoleccion de muestra




ANEXO N° 2. Identificacion botanica de la especie

INSTITUCION CIENT{FICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA DE DETERMINACION BOTANICA
n.2 055-2023 AMAZ-UNAP

Centro de Investigacion de

' U N A P Recursos Naturales

Herbarium Amazonense — AMAZ

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del Centro de Investigacion de Recursos Naturales (CIRNA),
de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana.

HACE CONSTAR:

Que, la muestra boténica presentada por SIOMARA GERALDINE GUERRA TRAUCO Y ROMEL GUERRA RIVAS,
bachilleres de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de
la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana pertenece al proyecto de tesis de pre grado titulado
“AISLAMIENTO DE QUERCETINA DE Alljium fistulosum E IDENTIFICACION MEDIANTE ESPECTROSCOPIA UV-
VISIBLE Y CARACTERIZACION FISICOQUIMICA”; ha sido DETERMINADA en este centro de investigacion y

ensefianza Herbarium Amazonense-AMAZ-CIRNA-UNAP, como se indica a continuacion:

N°® FAMILIA ESPECIE AUTOR NOMBRE COMUN
01 | AMARYLLIDACEAE Allium fistulosum L “cebolla china”
Determinador: Ing. Juan Celidonio Ruiz Macedo .

A los cinco dias del mes de octubre del afio dos mil veintitrés, se expide la presente constancia a los

interesados para los fines que se estime conveniente.

Atentamente,

UNIVERSIDAD
Direccién Pevas/Nanay — Iquitos Pertl Pginaldel CONSTANCIA n.2 055-2023 Llc EN C[ADA
Apdo. 496 — Email: herbarium.amazonense@unapiquitos.edu.pe RESOLUCION 1P 012-2019-SUNEDU/TD



ANEXO N° 3. Espectro de quercetina
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ANEXO N° 4. Determinacion de los vales Rf de quercetina

Cromatografia en TCL

A. Sobre el absorbente silicagel, se us6 una mezcla de solventes de
desplazamiento y resolucion [tolueno: cloroformo: acetona] (40+25+35). Los

valores de las distancias corridas por el soluto y solvente fueron las siguientes:

Distancia de recorrido del soluto 4,725cm

Distancia de recorrido del solvente 17,50cm

- Distancia de corrvida del soluto

= 104G
Distancia de corrida del sovente

4725
T 1750

i

Rf

. 1000=27

B. Sobre absorbente poliamida, como solvente de resolucion se usé una mezcla
de solventes [benceno: butanona: metanol] (60+20+20). Los valores de las

distancias corridas por el soluto y solvente fueron las siguientes:

Distancia de corrido del soluto 1,40cm

Distancia de corrido del solvente 17,50cm

- Distancia de corrvida del soluto

= 104G
Distancia de corrida del sovente

1,40
17,50

Rf 100 -8



ANEXO N° 5. Determinacion del peso molecular de quercetina

Punto de fusion de la mezcla D-camphor y muestra de estudio: 169,26°C
Punto de fusion del D-camphor: 181,00°C

Se halla la diferencia del punto de fusion

AT=181,00 - 169,26 = 11,74

Aplicando la formula

_ k. p.1000
AT . P

Sabiendo que

K= Depresion molar del D-camphor 39,7
w= peso de la muestra 50mg= 0,05¢g
W= peso del D-camphor 0,59
AT=11,74

39,7.0,05. 1000 1985
T 11,74.05 6,983

M=338,160 g/mol

= 33R1&0

El porcentaje de error es la relacion entre el peso molecular de quercetina

experimental 338,160 g/mol menos el peso molecular [IUPAC 338,236 g/mol

Peso molecular IPAL — Peso molecular experimental
WErrar= . 10G
Peso molecular IUPAC
338,236 — 338,160 7,60
%Error = x100= = 0.022
338,236 338,236

El margen de error es de £ 0,022 un margen de error relativamente bajo.



ANEXO N° 6. Calculo de rendimiento de quercetina

Se calcula estableciendo una relacién porcentual entre el peso de quercetina

obtenida sobre el peso de la materia prima usado.
Peso quercetina: 2,84g
Peso de materia prima: 500g

Peso de quercetina obtenida
el trnfenln = i

Peso de la materia prima

2,84 g
0g

rendimiento = 100 =0,57%4



