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RESUMEN

Senna reticulata es una planta amazonica de la familia Fabaceae ampliamente
utilizada en la medicina tradicional. La infusion de sus flores se emplea para tratar
inflamaciones y enfermedades hepaticas y dolores de estbmago, mientras que las
hojas se utilizan en el tratamiento local de micosis cutanea. El estudio tuvo como
objetivo aislar el compuesto kaempferol de las hojas de S. reticulata e identificarlo
mediante la caracterizacion de sus propiedades fisicoquimicas y analisis
espectroscopico. Las muestras fueron recolectadas en el caserio de Ullpa Gallo,
Distrito de Belén, provincia de Maynas, Region Loreto, en la Amazonia Peruana.
Para aislar el keampferol se usd el procedimiento descrito por Dominguez
Sepulveda Xorge con una pequena modificacion. Se obtuvo cristales amarillos en
forma de agujas con un rendimiento de 0,475%, punto de fusion 278°C y peso
molecular 286,02 g/mol. Los valores hRf en cromatografia de capa fina (TLC) en
diferentes solventes de resolucién fueron: 39 en [tolueno: cloroformo: acetona], 20
en [benceno:butanona:metanol] y 8 en [agua-butanona-metanol] respectivamente.
Las longitud de onda maxima de absorcidon en metanol se registraron a 266 y
367nm y en solucién de [metanol:acido acético]l a 274, 303, 387nm, valores
similares a los reportados en la literatura. S. reticulata de la Amazonia peruana
podria servir como fuente de materia prima para aislar kaempferol con fines

medicinales en fitoterapia y en la industria farmacéutica.

Palabras clave: Senna reticulata, Kaempferol, Mediciones Fisicoquimicas,

Espectrometria, UV-Visible
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ABSTRACT

Senna reticulata is an Amazonian plant of the Fabaceae family widely used in
traditional medicine. The infusion of its flowers is used to treat inflammations liver
diseases and stomach pains, while the leaves are used in the local treatment of
cutaneous mycosis. The study aimed to isolate the compound kaempferol from the
leaves of S. reticulata and to identify it by characterization of its physicochemical
properties and spectroscopic analysis. The samples were collected in the hamlet
of Ullpa Gallo, District of Belén, province of Maynas, Loreto Region, in the
Peruvian Amazon. To isolate kaempferol, the procedure described by Dominguez
Sepulveda Xorge was used with a small modification. Yellow needle-shaped
crystals were obtained with a yield of 0.475%, melting point of 278°C, and
molecular weight of 286.02 g/mol. The hRf values in thin layer chromatography
(TLC) in different solvents of resolution were: 39 in [toluene: chloroform: acetone],
20 in [benzene:butanone: methanol], and 8 in [water-butanone-methanol]
respectively. The maximum absorption wavelengths in methanol were recorded at
266 and 367nm and in [methanol: acetic acid] solution at 274, 303, and 387nm,
values similar to those reported in the literature. S. reticulata from the Peruvian
Amazon could serve as a source of raw material to isolate kaempferol for

medicinal purposes in phytotherapy and the pharmaceutical industry.

Keywords: Senna reticulata, Kaempferol, Physicochemical Measurements,

Spectrometry, UV-Visible.
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INTRODUCCION

El género Senna pertenece a la familia Fabaceae, se encuentra en diferentes
continentes como América, Africa, Oceania, Asia e Islas del Pacifico, se
desarrolla en diferentes ecosistemas y condiciones climaticas (1,2), y coloniza
bosques (humedos y secos), desiertos (frios y secos) y afloramientos rocosos (3),
la especies Senna reticulata es una la de mayor importancia, materia de nuestro

estudio.

S. reticulata es originaria de Sudamérica, esparcida desde México pasando por
Brasil, Colombia, Peru y Bolivia (4), crece en zonas abiertas de las llanuras
aluviales amazonicos a lo largo de los rios, es uno de los colonizadores mas
eficientes en estas zonas, porque tiene una tolerancia muy alta a las inundaciones
y posee una asimilacion fotosintética extremadamente alta, que le permite

desarrollarse mas rapido que cualquier otra especie de su entorno (5-7).

En la Amazonia peruana es conocido como “retama”, los pobladores amazonicos
usan como planta medicinal para variados propoésitos (8), para el tratamiento de
enfermedades hepaticas, indigestion acida, dolor de barriga, inflamaciones de
rinon, afecciones venéreas, para tratar la micosis de la piel y como repelente de
insectos (9). En Brasil es usada para tratar el reumatismo y dolores menstruales y
enfermedades hepaticas (10), en Colombia usan las hojas como antirreumatico,
hipoglucémico y para dermatitis (11). Estudios realizados de esta especie sefialan
que tiene propiedades antioxidantes (10-15), antiparasitaria, antibacteriana, anti

convulsionante (10) y actividad cicatrizante (16).

En todas las especies de Senna estan presentes antraquinonas y senésidos a, b,
c, d. Ademas, en Senna velutina se encontré6 Kaempferol-O-hexosido-
desoxihexosido (17), en Cassia fistula (L.) Kaempferol-O-cumaril-O-glucésido,
Kaempferol 3-O- [6"'-O-(ramnosil) glucésido] 7-O- ramndsido, (18), en flores de
Senna trachypus Kaempferol-3-O-glucoramnosido y en Senna spp se ha
encontrado, Kaempferol-3-O-glucoramnosido, Kaempferol-3-O-3-D-
Glucuronopiranosido, Kaempferol-3-glucosido-(1—6)-glucosido-7-alfa-L-

ramnoésido, Kaempferol-3,7-di-O-B-D-glucdsido, Kaempferol-7-O-a-L-ramnésido y
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Kaempferol (19), en Cassia acutifolia (sinonimo de Senna) kaempferol 3-O-3- D-
gentiobiosido (20), en Senna gardneri y en S. georgica Kaempferol
ramnodiglucésido, Kaempferol diglucésido y Kaempferol ramnoglucésido (21), en
Cassia hirsuta (sinbnimo Senna hirsuta) kaempferol 3-O-rutinésido y kaempferol
3-O-R-L-ramnopiranosil (1f2)-R-L-ramnopiranésido (22). También, se aisld
kaempferol de las hojas de S. reticulata que crece en los andes de Colombia
(13), en un estudio similar kaempferol fue aislado de las hojas y cascaras de esta

especie que crece en Brasil y elucidado su estructura molecular (10).

Kaempferol es un flavonoide que se encuentra en varias especies de plantas tales
como: Té, brécoli, col, col rizada, escarola, puerro, tomate, fresas, uvas (23),
Sophora japoénica, Tilia spp, Equisetum spp, Ginkgo biloba, Moringa oleifera, y
propdleo (24), en Equisetum silvaticum L. (25), en podophyllin (26), frutas
amarillas (23), en manzana, cereza, mora, arandano, melon cantalupo, ciruela,
pasas, naranja, melocoton, limon, albaricoque, esparrago, brocoli, alcaparra,

zanahoria, pepino, kiwi, lechuga, cebolla, azafran, espinaca y Té verde (27).

El kaempferol y algunos de sus glucésidos han demostrado tener una amplia
gama de actividades farmacologicas (24,28), como antioxidante (24,28,29),
antiinflamatorio (24,30,31), antimicrobiano (24,28), anticancerigeno
(23,28,29,32,33), cardioprotector (24,28,34), neuro protector (24,28,35),
antidiabético (24,28), antiosteoporotico, estrogénico/antiestrogénico (24),
ansiolitico, analgésico, antialérgico (24), efecto antiviral (36,37), diabetes (38),
osteoporosis senil (39), enfermedades del sistema nervioso central (40), anti
carcinogénesis (41). También, es antidepresivo sirve para tratamientos

psiquiatricos sin producir efectos secundarios (42).

Sin embargo, el estudio de kaempferol en S. reticulata de la Amazonia peruana es
muy limitada, a pesar que el kaempferol es un flavonoide con diversas
propiedades farmacoldgicas entre las que destaca como antioxidante vy
anticancerigeno, ademas, este flavonoide ha sido aislado de diferentes especies
vegetales como sefala la literatura cientifica. Frente a ello existe la necesidad de
abordar su estudio de esta planta amazdnica con la finalidad de revalorar los

conocimientos ancestrales de esta especie.
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En base a la informacion descrita en los parrafos precedentes, la investigacion
abordo el estudio de S. reticulata que se desarrolla en la Amazonia peruana, cuyo
objetivo fue aislar kaempferol y determinar sus propiedades espectroscopicos y
fisicoquimicas que le caracterizan como compuesto puro, la informacién que se
muestra en este estudio se adicionara a la literatura cientifica ya existente, pero al
mismo tiempo S. reticulada de la Amazonia peruana se constituiria en una fuente
valiosa para la obtencion del Kaempferol como producto Fitoterapéutico y para la

industria farmacéutica Nacional.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En el 2023, se reviso la informacion cientifica del Kaempferol como un potencial
agente en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. El objetivo del
trabajo fue proporcionar informacion teérica para el uso del kaempferol y sus
derivados en el tratamiento de enfermedades neurodegerativas. Para la
recopilacion de informacion uso base de datos cientificos como el PubMed, Web
of Science, and Science Direct. Basados en investigaciones realizados in vitro e in
vivo, el autor senala que, el kaempferol y sus derivados ejercen un papel neuro
protector, principalmente previniendo la deposicion de fibrillas amiloides; inhibe la
activacion de la microglia, que reduce la liberacién de factores inflamatorios,
restaurando la membrana mitocondrial y evita el estrés oxidativo, protege la
barrera hematoencefalica inhibiendo las actividades enzimaticas especificas como
la colinesterasa. El autor concluye que, el kaempferol y sus derivados pueden
constituirse en nuevas alternativas farmacoldgicas para el tratamiento de las

enfermedades neurodegenerativas (35).

En el 2023, con informacién cientifica confiable se ha sefialado las propiedades
anticancerigena y antioxidante, y las mejoras terapéuticas que puede tratarse con
kaempferol. En el articulo se sefala que, el kaempferol ha sido encontrado en
varias plantas y es usado como alimento para ganado, y en la actualidad esta
ganando la atencidn por sus potentes propiedades bioldgicas diversas y como
anticancerigeno. Recientes estudios de investigacion sugieren que kaempferol es
efectivo en la inhibicion y tratamiento de varias formas de céncer tales como:
pulmén, ovario, seno y cancer de pulmoén un probable mecanismo antiinflamatorio
y antioxidante permite prevenir el dafio del ADN e inhibir la proliferacion de células
cancerosas, también puede inhibir el crecimiento y relocacion de células
cancerosas; ademas, Kaempferol tiene un rango muy amplio de bioactividad
como antiinflamatorio y antioxidante, asi como el potencial de interacciones con

otras medicaciones y la seguridad de utilizar Kaempferol por largo tiempo (29)



En el 2022, fue realizado una revision de la informacion bibliografica cientifica
relacionado al mecanismo del kaempferol en el tratamiento de diabetes, donde se
sefala que la diabetes es problema global en la salud publica, la prevalencia varia
levemente a través de paises y regiones. La tasa de incidencia de diabetes en
obesos y en individuos con sobre peso se ha incrementado significativamente.
Obesidad-insulina resistencia-células beta, apoptosis es una importante trilogia de
la patogénesis en la diabetes tipo 2, con la pandemia global de obesidad y
diabetes, la busqueda continua y en la actualidad se orienta al descubrimiento de
nuevas drogas para la prevencion de esta enfermedad que aun va progresando.
Segun recientes estudios el producto natural kaempferol tiene un excelente efecto
anti diabético. Por lo tanto, la revision resume las fronteras de estudio y explica
los mecanismos farmacologicos del kaempferol en el tratamiento de la diabetes.
Las busquedas sucesivas y aplicacion del kaempferol pueden dar un significativo

salto en el tratamiento de la diabetes y sus complicaciones (38).

En el 2022, se realizé una revision de la bibliografia cientifica, donde se informa la
importancia terapéutica del kaempferol en el tratamiento del cancer y que exhibe
un remarcado potencial terapéutico, inhibe la metastasis y la angiogénesis. Las
propiedades anticanceres del kaempferol primariamente ocurre via modulacion de
la apoptosis MAPK/ERK1/2, P13K/AKT/mTOR, factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), vias de sefalizacion celular. Esta propiedad fue evaluada en
varios estudios In vivo e In vitro, los cuales incluyeron numerosas lineas de
células y de modelos animales. Kaempferol posee accién toxica solamente contra
células del cancer y tienen toxicidad restringida contra células sanas. Las
propiedades anticanceres del kaempferol son discutidas por la concentraciéon
sobre su capacidad para apuntar en las vias de sefalizacibn molecular tales
como: VEGF, STAT, p53, NF-kB y PI3K-AKT. La capacidad anticancerigena de
kaempferol ha ganado mucha atencion, pero sus mecanismos de accion aun no
estan claros; sin embargo, este compuesto natural tiene una gran actividad y

ahora es considerado una alternativa para el tratamiento del cancer (33).

En el 2022, fue realizada una revision de la informacion cientifica sobre el
potencial del kaemperol que puede estar modulado por la via del factor nuclear

eritroide 2-relacionado con el factor 2 (Nrf2-ARE), sehala que, kaempferol como
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flavonoide natural ha sido ampliamente investigado en el tratamiento del cancer,
enfermedades cardiovasculares, complicacion metabdlica y desdérdenes
neurologicos, Nrf2 (factor nuclear eritroidal 2 - relacionado al factor 2) un factor de
transcripcion involucrado en la mediacion de la carcinogénesis y otras dolencias
jugando un rol importante en la regulacion del estrés oxidativo. La activacion de
Nrf2 resulta en la expresion de proteinas y enzimas citoprotectivas que
proporcionan proteccion celular contra el ROS (especies reactivas con el
oxigeno). Fitoquimicamente kaempferol ha sido usado solo o en combinacién
para la modulacién Nfr2 en cancer y otras dolencias; y mostréo su eficacia
anticancerigena y la terapéutica anti enfermedades, apuntando a la modulacién
del Nrf2 para el combate de cancer, complicaciones diabéticas, desordenes

metabdlicos y desordenes neuroldgicos (41).

En el 2022, se investigd el mecanismo del kaempferol para tratar la osteoporosis
senil mediante el acoplamiento molecular, el objetivo del estudio fue buscar el
mecanismo como actua el kaempferol sobre la osteoporosis senil. El
procedimiento fue recuperar informacion de KP de la base de datos TCMSP,
Pubchem y almacenaron como archivo “SDF” e importaron a la base de datos
SwissTargetPrediction donde obtuvieron las dianas asociadas a PK, estas fueron
adoptadas la base de datos UniProt estandarizado las proteinas dianas
relacionadas con PK. También recabaron informacién sobre osteoporosis senil, de
proteinas dianas solapadas (OTP) y usaron el software R (v3.6.1) para el
solapamiento de las proteinas diana relacionadas con KP y SOP, de la base de
datos STRING obtuvieron la interaccion proteina-proteina (PPI) de las OTPs, esta
informacion fue procesado en el Cytoscape (v3.7.2) para construir la red PPI. La
simulacion de acoplamiento fue realizada con AutoDock Vina (v1.1.2). El
resultado mostré un total de 152 dianas relacionadas con KP y 978 dianas
relacionadas con SOP, y 68 dianas de interseccidn. El analisis de enriquecimiento
GO mostréo 1529 procesos biolégico. En conjunto, varias dianas y vias estan
implicadas en el proceso del tratamiento con kaempferol contra la SOP mediante
la regulacién de la respuesta inflamatoria, el estrés oxidativo, la homeostasis
Osea, etc. Finalmente senalan que, el kaempferol puede usarse para el

tratamiento de osteoporosis senil (39).



En el 2022, se realizé una revision de la informacion cientifica del género Senna,
relacionado a las propiedades farmacoldgicas antioxidantes y antiinfecciosos, la
informaciéon fue recabada en los diferentes bases de datos cientificas como
PubMed, ScienceDirect y Google Scholar. La investigacion senala que las plantas
Senna se esta perfilando como una de las importantes del reino vegetal que se ha
estudiado ampliamente por sus efectos benéficos para la salud. Senala que,
varias partes de la planta como las hojas, flores, vainas, tallo y raiz, son muy rico
en fitoquimicos. Estudios In vitro, In vivo y clinicos han demostrado que los
extractos de la planta tienen diversos efectos benéficos para la salud al actuar
como un potente agente antioxidante y antiinfeccioso. También sefiala que, en la
medicina tradicional se usa para tratar diferentes afecciones y dolencias, las
propiedades curativas estan relacionado con la presencia de numerosos
fitoquimicos que posee el género, como epicatequina, escutelareina,
proantocianidinas, rutina, kaempferol y sennoides que son algunas de los
componentes bioactivos presentes en este género. Finalmente, el autor sefala
que, la informacion presentada en el trabajo abrira nuevas perspectivas

terapéuticas de este género por sus efectos antioxidante y antiinfeccioso (12).

En el afno 2022, se optimizo las condiciones de extraccion asistida por microondas
de flavonoides y antraquinonas de Senna alata (L.) Roxb, las hojas fueron
recolectadas en Paloh Hinai, Sungai Pahang, Malasia. Estas muestras fueron
secados a 40°C y pulverizados, luego mezclados con etanol al 100% y sometidos
a una radiacién por cinco minutos, el extracto fue separado del material de la
planta por centrifugacién y analizado por cromatografia liquida de alta resolucion.
Las condiciones 6ptimas de extraccion fueron: relacién sélido solvente 1:2,
concentraciéon de etanol 90,5%, potencia de microondas de 18,6W/mL. Los
componentes aislados e identificados fueron: kaempferol, kaempferol 3-
gentiobiosido y aloe-emodina. El rendimiento o6ptimo de los componentes
separados fue: kaempferol 8,54mg/g, kaempferol 3-gentiobiosido 4,27mg/g y aloe-
emodina 0,86mg/g, todas en base a material seco. El autor concluye que la
extraccion asistida por microondas mostré mayor tasa de extraccion respecto a la

extraccion por maceracion y extraccion asistida por ultrasonido (43).



En el 2018, se investigd el efecto de la energia adicional empleada en la
extraccion de kaempferol de Cassia alata (Senna alata (L) Roxb), la muestra de la
especie fue recolectada en Paloh Hinai, Sg. Pahang, Malasia. Las hojas fueron
secadas a 40°C por 4 horas y molidas, usaron extraccion asistida por microondas
(EAM), extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y por maceracion (EM), en todos
ellos usaron como solvente el etanol. La identificacion y cuantificacion del
kaempferol fue mediante andlisis por cromatografia liquida de ultra rendimiento
acoplado a una matriz de fotodiodos (UPLC-PDA). Determinaron que el tiempo de
retencion de la muestra estandar y del extracto fueron iguales, el mayor
rendimiento de kaempferol que obtuvieron fue por EAM con 21,55 mg/g, por EAU
18,60 mg/g y por EM 12,01 mg/g, todas en base seca del material procesado.
Concluyen senalando que, la extraccién asistida por microondas fue el que dio
mayor rendimiento, cuyos parametros Optimos fueron: tiempo 4 minutos,
concentracion etanol 100%, relacidon vegetal/disolvente 1:2 y potencia radiactiva
20 w/mL, ahaden, el resultado sera una guia util para extraer kaempferol con

mejores resultados de rendimiento del material de planta (44).

En el 2017, fue realizado un tamizaje fitoquimico y una evaluacion de la actividad
antioxidante de Senna reticulata, las hojas fueron colectadas en el municipio de
Honda Tolima, para la extraccibn matriz usaron etanol, luego usaron
cromatografia en capa delgada preparativa (CCDP), cromatografia en capa
delgada (CCD) y cromatografia de columna (CC) para separar los componentes.
Para identificar los componentes usdé un cromatografo de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) y resonancia magnética nuclear de carbono
(RMN C) y mediante el método DPPH evaluaron la capacidad antioxidante.
Mediante la marcha fitoquimica identificaron flavonoides, quinonas, taninos,
alcaloides, terpenos y glucésidos cardiotonicos y por purificacion cromatografica
aislaron una mezcla de eritriol, acetato de isoamilo y acido L-paraglutamico,
también aislaron Quercetina, kaempferol y un hiperésido (3-0-galactésido de
Quercetina). Las pruebas de la actividad antioxidante mostraron una inhibicién
superior al 40%. Finalmente, los autores sefalan que, S. reticulata seria una
fuente importante para obtener kaempferol y ser usado como agente antioxidante

en tratamiento de diversas enfermedades (13).



En el 2016, se logro extraer y cuantificar kaempferol del extracto de las hojas de
Cassia angustifolia (Senna alexandrina Mill), la muestra de hojas fue comprado en
el mercado local de Mumbai, India. Las hojas fueron secadas, pulverizadas y para
la extraccion us6 metanol, la separacion de la quercetina fue por cromatografia de
capa fina en silicagel y la identificacion por comparacién de los valores Rf de la
muestra estandar, el solvente usado como fase movil fue tolueno: acetona: acido
formico (7:3:0,25), la cuantificacion por Cromatografia en capa fina de alto
rendimiento (HPTLC). El valor Rf de kaempferol encontrado fue 0,46 y lograron
cuantificar como kaempferol libre 2,42 pg/mg y como kaempferol ligada 8,13
Hg/mg respectivamente. Finamente, se sefala que la especie tiene buena
concentracion de kaempferol y el método que usé fue apropiado para identificar y

cuantificar este flavonoide (45).

En el 2015, se estudiod el efecto antiinflamatorio del kaempferol. EI kaempferol con
una pureza mayor a 90% fue adquirido en Alemania, el MG-132 en Estados
Unidos, El factor de necrosis tumoral-a (TNFa) en China y Quanti Blue en Estados
Unidos. Las células humanas de leucemia T Jurkat en Alemania. El mensajero
NF-kB en Estados Unidos. El cultivo de la célula fue realizado de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante, asimismo los procedimientos de las pruebas.
Evaluaron el efecto del kaempferol sobre la actividad de NF-kB con una linea
celular reportera activada por SEAP, la unién de NF-kB al ADN con un ensayo de
desplazamiento electromdévil (EMSA) y la translocacion de NF-kB-p65 del citosol
al nucleo con western blot en células Jurkat. El resultado de los ensayos mostro
que el acoplamiento molecular del kaempferol revelaron energias de unién
comparables y posturas de acoplamiento similares en proteinas diana como MG-
132, un conocido inhibidor de NF-kB. Finalmente el autor senala que el

kaempferol posee actividad antiinflamatoria (31).

En el 2011, se realizoé un estudio de la toma de huellas dactilares de los farmacos
adelgazantes y de las infusiones adelgazantes preparados con hojas de la
especie Senna. Los preparados farmacéuticos fueron adquiridos en una farmacia
y las infusiones adelgazantes en un mercado local. La mezcla de té con Senna se
extrajo con metanol a reflujo luego concentrado, posteriormente el concentrado se

sometio a extracciones con solventes de polaridad creciente, también el
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comprimido farmacéutico fue extraido con metanol al 70%. El extracto metandlico
fue directamente analizado por HPLC para identificar sus componentes. Las hojas
pulverizadas de Cassia acutifolia fue extraido con metanol, y el extracto
concentrado fue fraccionado con el uso de solventes de polaridad creciente y
eluidos en columna cromatografica de Sephadex con el que obtuvieron ocho
fracciones. Los compuestos de estas fracciones fueron sometidos a analisis
espectral de resonancia magnética nuclear ('H) con las que identificaron
estructuralmente las moléculas. En los laxantes farmacéuticos encontraron
senosidos Ay B, en los tés adelgazantes no encontraron estos compuestos, pero
encontraron aloe-emodina 8-O-B-D-glucopirandsido, isoramnetina 3-O-B-D-
gentiobiésido, toracrisona 8-O-B-D-glucopiranésido, 3-O-B-D-gentiobidsido,
rheina-8-O-B-D-glucopirandsido y Kaempferol. Los autores concluyen que, los

tés analizados no mostraron el poder laxativo (20).

En el 2008, se realizé un estudio fitoquimico del extracto de la madera de Senna
reticulada. La muestra fue recolectada en el jardin de plantas medicinales Prof.
Francisco de Abreu Matos de la UFC. La madera y la cascara de la planta fue
pulverizado, luego se extrajo con etanol, los extractos fueron sometidos a
purificacion utilizando solventes de polaridad creciente en columnas
cromatograficas, los compuestos purificados fueron identificados por
cromatografia de gases-espectrometro de masas y la elucidacion de la estructura
de las moléculas aisladas fue mediante el analisis espectral de resonancia
magnética nuclear de protones y carbono-13. fueron identificados los triterpenos a
y B-amirina, seis antraquinonas: 3-metoxi-1,6,8-trihidroxiantraquinona, crisofanol-
10,10' biantrona, 1,3,8-trihidroxiantraquinona, fisiona, crisofanol, emodina, y aloe-
emodina, y un flavonoide kaempferol. La elucidacién espectral de las estructuras
confirmé la identidad de las moléculas aisladas. Finalmente, los autores senalan
que todas las sustancias encontradas en S. reticulata son descritas por primera

vez para esta especie (46).

En el 2007, se estudid la actividad cicatrizante y antiinflamatorio del extracto
etandlico de Senna reticulata. Las muestras fueron recolectadas en el
departamento de San Martin, Tarapoto. Las hojas fueron sometidas a secado,

luego pulverizados, por maceracidn con etanol obteniéndose el extracto. Para
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identificar los tipos de componentes realiz6 la marcha fitoquimica y para evaluar la
actividad cicatrizante y antiinflamatorio prepard cremas a base del extracto a
diferentes concentraciones. La marcha fitoquimica mostré una reaccion positiva
moderada a la presencia de taninos, quinonas, flavonoides, saponinas, alcaloides;
pero para taninos mostré reaccion alta y para flavonoides una reaccidon positiva
muy alta. Los flavonoides identificados por sus valores Rf fueron: 5,7-
dihidroxiisoflavona, 6,7-dihidroxiisoflavona, 3°,4°,7-trihidrosiisoflavona. El extracto
etandlico no presentd actividad antiinflamatoria, pero la crema preparada a una
concentracion de 20% del extracto mostrdé actividad cicatrizante. Los autores
concluyen que, la presencia de los tres tipos de flavonoides presentes en S.

reticulata son los responsables de la actividad cicatrizante (16).

1.2. Bases teobricas

1.2.1. Especie vegetal en estudio

Varias especies del género Senna anteriormente estaban clasificados dentro del
género Cassia, pero mediante estudios filogenéticos (47), revision taxonémica (1),
secuenciacion genética corresponde a la nomenclatura 18S y a los factores
morfolégicas rbcl y atpp (48), asimismo se ha analizado la diversidad genética a
través de marcadores moleculares AFLP (8). se ha logrado reclasificar y en la
actualidad paso6 de Cassia reticulata (Willd) a la denominacién de Senna reticulata
(Willd) H.S. Irwin and Barneby. esto quiere decir que todas las especies incluidas
en este género han evolucionado a partir de un antecesor comun, como tal todos

los descendientes de este ancestro deben estar incluidas en este grupo (2,49).

A.ldentificaciéon taxondmica

Segun la clasificacion Fitogenética establecido por Arthur Cronquist las
angiospermas hoy se denominan Magnoliophytas (50). La planta de estudio

responde la clasificacion siguiente:

Reino: Plantae

Divisidén: Magnoliophyta
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Clase: Magnolioside

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Geénero: Senna

Especie: Senna reticulata (Willd) H.S. Irwin y Barneby
Nombre vulgar: Retama, Matapasto, Tarantan, etc.

B. Descripcidn botanica

S. reticulata fue atribuido por primera vez al género Cassia L., con los sinGnimos
Cassia alata y Cassia reticulata, puede alcanzar una altura de 12m, rara vez se
encuentran arboles que superan los 4 a 8 metros, generalmente son arbustos
erectos glabros que alcanzan los 3m a 4m de altura. Tienen hojas pinnadas
granades compuestas de 30-90cm de largo con 8-14 pares de foliolos, los foliolos
son obovados-oblongos, obtusos, mucronados, glabros por ambas caras y
delgados de 5-17cm de largo. Los peciolos son fuetes rectangulares glandulares,
sin glandulas. Las estipulas acuminadas son frecuentemente lanceoladas con
bases dilatadas de hasta 2cm de largo. Los cotiledones son elipticos, con un
borde entero. Las flores son grandes y amarillas; los frutos son legumbres largas,
ensanchadas en cada lado con un ala ancha y crenulada (5) dispuestas en
racimos alargados en las axilas superiores o en el apice de las ramas; sépalos de
1cm, pétalos ovados de 2cm y bracteas de color anaranjado; el fruto es una vaina
bivalva, casi negra, coriacea, dehiscente, con una gran ala crenulada y muy
prominente en toda su longitud; semillas marrones, comprimidas, aplanadas,
dispuestas paralelamente a los septos (51). Las ramas son numerosas,
extendidas e irregularmente angulosas, con bifurcaciones que comienzan en la
parte baja del tallo. El dosel es muy denso y amplio. Las ramas son humerosas,
extendidas, de angulo irregular, con bifurcacién a partir de la parte baja del tallo.
La copa es muy densa y ancha. Los arboles de 4-8 m de altura tienen las copas

mas densas. La especie es rica en metabolitos secundarios (6).
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C. Distribucion ecoldgico

Se expande desde México hasta Bolivia, estad presente en Brasil y Colombia. En
Peru en los departamentos de Loreto, San Martin, Amazonas y Junin. Habita en

terrenos inundables y no inundables (4).

D. Usos e informacion etnobotanica

Se utiliza como antiinflamatorio, contra enfermedades cardiovasculares, en
infecciones dermatoldgicas como la micosis (causada por Trichophyton rubrum,
Candida sp y Malassezia sp) (52) vy tiha (causadas por Microsporum,
Epidermophyton y Trichophyton) (53), reumatismo, artritis, en problemas
gastrointestinales (9), en Brasil la infusion de la raiz usa para irregularidades y
obstrucciones menstruales; del higado, también sefalan que es antirreumatica,
diurética y febrifuga. En India la decoccion de toda la planta se usa contra las
mordeduras de serpiente y en México utilizan para combatir las afecciones
sifiliticas (51). También, las hojas de S. reticulata muestran gran capacidad
antioxidante evaluado por el método de DPPH, que muestra un porcentaje de

inhibicion superior al 40% (13).

1.2.2. Biogénesis del kaempferol

Biosintesis
Se realiza por la via del shikimato, iniciandose en los plastidios por condensacion

de la eritrosa-4-fosfato con fosfoenolpiruvato que por diversas modificaciones da

lugar al acido shikimico (54,55), cuyo proceso es el siguiente:
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Figura 1. Biosintesis de kaempferol (55)
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1.2.3. Kaempferol

Dentro de los denominados pigmentos flavonoidales, el Kaempferol es un flavonol
denominado 3,5,7,4 -tetrahidroxiflavona que junto con otras 4 sustancias:
apigenina, luteolina, quercetina y miricetina, son separados e identificados
facilmente por cromatografia de papel en el sistema de solventes siguientes:
forestal constituido por una mezcla de HClcon.-acido acético-agua (3:30:10) con un
valor hRf=55 en BAW [n-butanol-acido acético-agua (4:1:5)] con una valor de
hRf=83 y en fenol [Fenol:agua (3:1)] con un valor de hRf=58 (56). Cristaliza en

agujas amarillas cuyo punto de fusidn se halla entre 276-278 °C (57).

Kaempferol fue aislado de Delphinium consolida L (Ranunculaceae) (58), de
Citrus paradisi Macfaden (pomela) (59) y de Cuscota reflexa Roxb. (60). Es
insoluble en benceno, débilmente soluble en cloroformo, soluble en acido acético

y alcalis, 440 mg/L de agua a 25°C (débilmente soluble en agua hirviente) (57).

Kaempferol reduce el riesgo de enfermedades cronicas como cancer, injuria
hepatica, obesidad y diabetes, exhibe propiedades antiinflamatorias usadas para
curar enfermedades agudas y cronicas tales como degeneracion del disco
intervertebral, colitis, pérdida de masa ésea, postmenopausia. Kaempferol exhibe
fuerte actividad antioxidante sobre eritrocitos, asi como efectos inhibitorios en el
crecimiento de células cancerosas malignas, reduce la presion arterial pulmonar
(61), es usado en el tratamiento de la osteoporosis senil (39), tiene evidente
potencial antiviral (37), muestra propiedades cardio protectoras (34), es un agente
neuro protector en enfermedades neurodegenerativas (35). También, ha
demostrado tanto en pruebas In vitro (62) e In silico (simulacidn computarizada)

qgue es un inhibidor de la principal proteasa (3CLpro) del SARS-CoV-2. (63).

1.2.4. Localizacion del kaempferol

Se encuentra en abundancia en frutas, verduras, hierbas, hojas y flores de las
especies vegetales. Botanicamente se encuentra en Pteridophytas, Pinophytas,
Magnoliaphytas. En Pteridophytas, el kaempferol y algunos de sus glucésidos se

ha identificado en Aspidiaceae, Aspleniaceae, Blechnaceae, Cyatheaceae,

15



Dennstaedtiaceae, Esquistaceae, Ophioglossaceae, Polypodiceae y Schizaceae;
en Pinophytas (gimnospermas = Liliophyta), en Cephalotaxaceae, Ginkgoaceae y
Taxaceae. En la division Magnoliaphytas (Angiosperma), en Magnoliopsida
(Dicotilodonea) y Liliopsida (monocotilodonea), también ha sido identificado en
Alliaceae, Araceae, Asphodelaceae, Diascoraceae, Hemerocalidaceae,

Hostaceae, Iridaceae (24).

1.2.5. Métodos de aislamiento del kaempferol

Por cromatografia de capa fina (TLC)

El kaempferol fue aislado mediante cromatografia de capa fina (TLC) utilizando
celulosa como absorbente y una mezcla de solventes de polaridad media
compuesta por: cloroformo, acido acético, agua, obteniéndose un valor hRf de 71.
Mientras que, en silica gel como absorbente y una mezcla de tolueno: cloroformo:
acetona como solvente de resolucion, el valor de hRf fue de 39. También, el
kaempferol fue aislado usando poliamida con dos diferentes tipos de solventes de
resolucién, en un primer caso fue usado benceno: butanona: metanol resultando
un valor hRf de 20; en el segundo caso fue empleado agua: butanona: metanol
obteniéndose un valor de hRf de 8 (64,65).

Por cromatografia de papel

Kaempferol se separ6 por cromatografia de papel, usando como absorbente papel

Whatman y con tres tipos de solventes de resolucion que son los siguientes (66):

a) Forestal: acido clorhidrico concentrado-acido acético-agua (3:30:10) con un
valor de hRf de 55.

b) BAW: n-butanol-acido acético-agua 4:1:5. Top layer es decir separando la
capa superior de la capa inferior en embudo de separacién, descartando la
capa inferior y trabajando con la capa superior dio un valor de hRf de 53

c) Fenol: Fenol-agua (3:1) dio un valor de hRf de 58.
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También, se separd usando como soporte y absorbente papel Whatman N° 1 en
tiras de 2,5 x 55cm aplicando como solventes de resolucion los siguientes: (67)
a) Acetato de etilo saturado con agua, obtuvo un valor de hRf de 90.

b) Fenol saturado con agua, obtuvo un valor de hRf de 74.

c) Isopropanol 60% y 40% de agua, obtuvo un valor de hRf de 77.

Kaempferol fue aislado de pétalos de rosa en etanol caliente, el extracto fue
concentrado en rotavapor, el concentrado desengrasado con éter de petréleo, al
residuo anadieron solucion etanolica al 7% de acido sulfurico e hirvieron por 2
horas. El extracto fue enfriada y extraido varias veces con éter dietilico, al extracto
etéreo anadieron solucion acuosa de bdrax al 10% y acido clorhidrico, para
separar la quercetina del kaempferol porque suele suceder que a veces
quercetina y kaempferol estan juntos. Finalmente, el extracto etéreo se destil6 con
las que obtuvieron kaempferol como residuo e identificaron midiendo su punto de
fusion cuyo valor es de 275°C (54,65).

Ademas, kaempferol y sus derivados se puede extraer usando como solventes
metanol, etanol y agua; pero también afadiendo energia adicional mediante el
ultrasonido, microondas y usando fluidos supercriticos como el CO2 que se
convierte el liquido a altas presiones, que muestra una ventaja sobre los métodos
citados porque no es inflamable, no es toxico, no es carcinogénico, no es
corrosivo y no genera desechos, y facilmente se separa el extracto debido a la

facil y alta volatilidad del CO:zy el proceso se realiza a bajas temperaturas (28).

1.2.6. Medicion de parametros fisicoquimicos

Caracteristicas del kaempferol

Los Parametros fisicoquimicos caracteristicos del kaempferol y que son de
importancia medirlas para su identificacién son los siguientes:

e Formay color del cristal

e Solubilidad

e Punto de fusién

» Valor hRf en cromatografia de capa fina y de papel

e Peso molecular por el método de Rast.
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Formay calor

Después de su aislamiento y purificacion se obtiene una sustancia de color

amarillo en forma de agujas (57).
Solubilidad

Insoluble en Benceno débilmente soluble en agua, débilmente soluble en
cloroformo, soluble en acido acético y en alcalis, éter dietilico y en dimetilsulféxido
(DMSO) (57).

Punto de fusion

Es la temperatura a la cual una sustancia pasa de su fase solida a su fase liquida,
puede determinarse en un equipo Fisher-Johns con platina de aluminio y
calentamiento eléctrico provisto de un termdémetro que registra las temperaturas.
El compuesto va colocado en un tubo, que se colocan en el equipo, un
transformador variable regula la temperatura y el momento de fundicidén de la
sustancia (68,69).

También, se usa el aparato Nalge-Axelrod que posee un microscopio, termémetro
que registrar la temperatura, la sustancia de estudio se coloca entre 2 cubre
objetos de 18 mm colocados entre la depresion de la platina de aluminio (69).
Tiene luz de encendido para enfocar el microscopio a través del cual se observan
los cristales, a medida que va aumentando la temperatura y finalmente fundirse el
cristal de la sustancia que se mide su punto de fusion, para el caso de identificar

si la sustancia es kaempferol, el punto de fusién debe estar entre 276-278°C (68)

Actualmente existen los aparatos Cole-Parmer digital, donde el medidor digital
muestra la temperatura de resolucion hasta de 0,1 grado y el equipo FISATOM
431D para medir punto de fusidon que poseen cuerpo de aluminio acabado en
epoxi (poliepoxido) equipo de calentamiento en fibra de vidrio reforzado con tela
de acero inoxidable, sistema 6ptico 4X rango de medida de temperatura 50-300°C

medicidn del punto de fusion de un sélido por métodos instrumentales.
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Valor Rf en cromatografia de capa fina (TLC) y en papel (CP)
En cromatografia de capa fina (TLC)

Se evalua en placas absorbentes de silica gel (cromatoplacas) usando como
solvente de resolucion tolueno: cloroformo: acetona (40:25:35). Se corta
cromatofolio de las dimensiones siguiente 2,5 x 20cm, se diluye la muestra de
10mg en 1ml de etanol, se hace el rayado con micropipeta Pasteur a 2cm del
extremo inferior de la placa. Se vierte la solucion del solvente de resolucién en la
camara de vidrio para que sature al medio, luego se introduce la cromatoplaca
para que corra hasta un valor cercano al borde superior del cual llamamos frente
del solvente. El valor de Rf x 100 se determinara mediante la relacion siguiente
(64):

Rf _ Distancia recorrida por sl solute (mancha)

X 100

Distancie recorrida por el solvents
El valor de Rf x 100 6 hRf del kaempferol en este tipo de cromatografia es de 39
(64),

Si se utiliza cromatoplacas de celulosa en cloroformo: acido acético: agua
(50:45:5) siguiendo el procedimiento ya sefalado el hRf o Rf x 100 debera ser 71

indicando que se trata de kaempferol (64).

Si se utiliza cromatoplacas de poliamida con 2 sustancias de reactivos de

resolucion se puede obtener los resultados de Rf x 100 siguientes (64):

a) Benceno-butanona-metanol (60+20+20) se obtiene un hRf de 20
b) Agua-butanol-metanol (40+30+30) da un valor de hRf de 8

En cromatografia de papel

Se corre la muestra en papel Whatman N° 1, en tiras de 2,5 x 50cm. Se aplica el
spot a 2 cm del extremo inferior del papel. Se cuelga la tira de la artesa que
contiene al solvente de resolucion, se procede a realizar una cromatografia de
papel descendente puede realizarse con 3 solventes de resolucion y son los
siguientes (55):

a) En forestal: HClcon: &cido acético: agua (3+30+10) da un valor hRf de 55
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b) En BAW: n-butanol: acido acético: agua (4+1+5) capa superior da un valor de
hRf de 83.
c) En fenol: fenol-agua (3:1) da un valor hRf de 58.

También, en los siguientes solventes (67):

a) Con acetato de etilo saturado con agua da un valor de hRf de 90
b) Fenol saturado con agua da un valor de hRf de 74
c) Isopropanol 60%, 40% da un valor de hRf de 77

Determinacion del peso molecular aplicando el método Rast.

Esta determinacién se hace midiendo el decaimiento del punto de fusién del D-
Camphor natural, el proceso es como sigue (70):

En un tubo de prueba de 8 x 5mm se coloca 50mg de la muestra en estudio,
después se anade 0,5 g de D-Camphor. Luego el contenido del tubo se funde
usando mechero Bunsen hasta que se forma un liquido transparente. Se enfria y
la muestra fundida se pulveriza en mortero de porcelana y se vuelve a evaluar su
punto de fusién por el método del tubo capilar, aunque en la actualidad resulta
practico medirse usando un equipo FISATOM 431D. Se mide el valor de punto de
fusion de esta mezcla. También se mide el punto de fusién del D-Camphor puro
(180°C). Finalmente se resta estos valores, que el valor que se denomina
depresion del punto de fusion del D-Camphor que origind el compuesto materia

de estudio.
El peso molecular se calcula con la formula siguiente (70):

_ 397 xpx 1000
AT «xP

En donde:

(4)

p = peso del compuesto
P = peso del D-Camphor

AT = depresion en el punto de fusion del D-Camphor

K = 39,7 constante de depresion molar

20



El peso molecular de Kaempferol es 286,23 g/mol.
1.2.7. Parametros espectroscépicos: en ultravioleta-visible

La espectroscopia ultravioleta esta relacionada con la absorcidon y emision de
energia que da lugar al espectro electromagnético que se producen por los
fotones, la relacion entre la energia de un fotdn y la frecuencia apropiada para su
propagacion se representa mediante la ecuacion:

E=hf ()
Donde.
E= energia, h= constante de Planck= 6,63x10-3* J.s = 6,63x10?/ ergio.seg y f=
frecuencia, La frecuencia es la relacion entre la velocidad de la luz (C) y la
longitud de onda (M) asi:

f=s
C=2,99x10"° cm/seg y A es la longitud de onda inversamente proporcional a la
energia
Introduciendo Il en |

E=2 ()
El cambio de la energia puede ser electronica, vibracional o rotacional, las
transiciones electrénicas necesitan frecuencias relativamente altas, mientras que
las vibratorias requieren menor energia y las rotatorias aun mucho menor (71,72).
Cuando una molécula conjugada por ejemplo etileno que tiene electrones pi (n)
absorbe radiacion ultravioleta, un electron pasa de un estado fundamental de baja
energia a un estado excitado de alta energia; la transicion se muestra como el
paso de nan*.

n — n* es decir de un estado basal a un estado excitado

>< -

Figura 2. Molécula de etileno

Electrén p atdmico + electron p atdbmico = enlace n p-p
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Electrén Sp atémico + electrén S atomico = enlace o sp-s

Las transiciones o0 (sigma) — o*(sigma asterisco) se observan en la region del
ultravioleta lejano (73).

Las bandas atribuidas a las transiciones n— n* (banda k) aparecen en el
espectro de las moléculas que tienen estructura n— n* conjugada, los
electrones estan presentes como pares con spines opuestos (74).

La energia de moléculas heterociclicas como las de los flavonoides compuestos
por varias moléculas de etileno (7 moléculas de etileno) especificamente en
flavonoles, caso del kaempferol, se calculan después de obtener el espectro
tipico de corrida de la muestra en el equipo de espectroscopia UV, el espectro UV
consta de picos muy anchos, a pesar de que la energia es cuantizada, solamente
una cantidad especifica de esta es absorbida, cuando la muestra de 10mg se
diluye en metanol y se analiza en el equipo UV UNICO 2800, aparecen 2 picos
nitidos a 266 y 367nm con 3 hombros a 253, 294 y 322nm, estos picos
representan las longitudes de onda maxima del espectro de la sustancia
analizada, el espectro registra en el eje de las ordenadas la absorbancia y en el
eje de las abscisas, las longitudes de onda maxima (Amax). Los valores
energéticos del kaempferol se calculan una vez que se obtiene las longitudes de
onda. Si la muestra se analiza con metanol y se obtiene 2 longitudes de onda

maxima a 266 y 376nm, como sefialamos las transiciones energéticas se

calcularan aplicando la ecuacién: E = ?;—E (71,75).

h=6,63x10-3* Joule.seg

C=2,99x108 m/seg

A=266x10° m

eV =1,602 x 10-'° Joule

he

F
longitudes de onda que registra el espectro analizado en metanol

Para A = 266 1

E— 6,63 x 1079, 2,9979 x 10¥ Joule.scg.1m
266 x 1077 " seg.m

Entonces; aplicando la ecuacién Ill E = , calcularemos la energia a las 2

e
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; 1 eV
E=7468 x10"1° Joule — = 4,66 el
1,6022 x 107 Y¥]oule

E =466 el
Para 4 . — 367 nm

6,63 x 1079, 2,9979 x 10¥ Joule.seg.m
367 x 107° " seg.m
1 eV

E=05416 x 107* Jaule — =333l
1,6022 x 107 Joule

o—
O

E=338eV
Estos 2 valores de energia a longitudes de onda maxima (A) 266 y 267nm

evidencian que a mayor longitud de onda la energia es menor.

Si la muestra se disuelve en una mezcla de metanol con metéxido de sodio, se
observara 3 longitudes de onda maxima (A) de 278, 316, 416nm (decaimiento); en
la mezcla Metanol mas Acetato de sodio, las longitudes de onda maxima (Amax)
son: 274, 303, 387nm respectivamente (76).

El espectro ultravioleta visible de flavonoles en metanol muestra dos picos de
mayor absorcién en el ultravioleta 240-400nm, estos 2 picos son comunmente
referidos como la banda |, generalmente entre 300-380nm, el valor es de 367 nm
y la banda Il generalmente entre 240-280nm, el valor es de 266nm. La banda | es
considerada por estar asociada con la adsorcion debido al anillo B del sistema
cinamoil y la banda Il con la adsorcién involucrada con el anillo A del sistema
benzoil (76).

0

|

T
I Cinamoil

Banda ll : Bandal
I

Benzoilo

Figura 3. Sistema cinamol y benzoil de la molécula de kaempferol
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El incremento de la oxigenacion en el anillo B en los flavonoles sucede un
desplazamiento batocromico en la banda | con cada ocupacion de oxigeno
adicional, por otra parte, mientras se cambian los patrones de oxigenacion del

anillo B, generalmente se produce un desplazamiento en la banda II.

La banda Il puede aparecer como una o dos picos designados lla y Ilb, siendo lla
el pico de mas longitud de onda, dependiendo de los patrones de oxidacion del
anillo B y en menor medida el 3’, 4, 5- flavonoles oxigenados generalmente
exhiben 2 picos de absorcién (o un maximo con hombro (sh) sobre el largo de la
longitud de onda lateral del pico, entre 250-257 nm, mientras los equivalentes 4’-

oxigenados tienen solamente uno como corresponde al kaempferol (76).

El espectrofotometro ultravioleta visible, esta disefiado para medir la absorbancia
en la regién que va del campo ultravioleta al campo visible, por medio de la ley de
Lambert-Beer se puede medir la intensidad de la luz que pasa a través de la
solucioén de la muestra y la compara con la intensidad de la luz antes de atravesar
la muestra. En la grafica del espectro ultravioleta visible, aparece una curva o
curvas donde las absorbancias esta en el eje de las ordenadas y la longitud de

onda en el eje de las abscisas (76-78).

1.3. Definicién de términos basicos

Caracterizacion. Son los procedimientos analiticos que permiten determinar las
propiedades fisicoquimicas que son caracteristicas del compuesto aislado tales
como: color y forma del cristal, solubilidad, punto de fusién, valores de hRf en
TLC, peso molecular y por analisis espectroscopico las longitudes de onda de

absorcion del compuesto (74).

Espectroscopia. En una técnica analitica, estudia la interaccion entre la materia y
la radiacion electromagnética. Se basa en medir la cantidad de luz que una
materia absorbe cuando pasa a través de ella, y analiza las longitudes de onda de

la luz en la region del espectro visible y no visible (71,75)
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Los flavonoides. Son sustancias de bajo peso molecular producidas por casi
todas las plantas vasculares. Cumplen un importante papel en la naturaleza,
confieren resistencia contra la fotooxidacion de la luz ultravioleta, intervienen en el
transporte de hormonas y algunos funcionan como defensa ante los depredadores
(79).

Kaempferol. Es un flavonoide que por su presencia de grupos oxhidrilos en

posiciones 3,5,7,4’ se conoce como flavonol, es insoluble en agua y posee

muchas propiedades biologicas
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacion de la hipotesis

Las hojas de S. reticulata contiene Kaempferol que puede ser aislado e

identificado mediante métodos fisicoquimicos y espectroscopicos.

2.2. Variable de estudio y su operacionalizacion

2.2.1. Variable de Estudio

Variable Independiente

Presencia de kaempferol, compuesto quimico aislado de las hojas de S.

reticulata. (retama).

Variable dependiente

Caracteristicas fisicoquimicas. Propiedades que lo identifican al compuesto
puro, aislado luego del proceso de extraccion tales como: solubilidad, peso
molecular, valores Rf, punto de fusidén, color formas del cristal y reacciones

coloridas.

Caracteristicas espectroscopicas. Determinada por la longitud de onda maxima
de las bandas de absorcion del producto quimicamente puro, medido en un
espectrofotometro UV-visible en diferentes solventes y que manifiesta efectos
batocromicos e hipsocrédmicos cuando se afade solventes de desplazamiento
(74).
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2.2.2. Operacionalizacion de Variables

Variable Definicion Operacional Tipo  por | Indicador Escala de | Categoria Escala de | Medio de
Independiente naturaleza medicién categoria Verificacion
Kaempferol El kaempferol, se aislé de las hojas pulverizadas de S. | cuantitativa | Cantidad Razon Ninguna Ninguna Cristales de
aislada de S. | reticulata, por el método de particion de fases, después de kaempferol
reticulata. del desengrase se extrajo con etanol caliente que se sustancia
evapora a presion reducida. El residuo se disolvié con aislada (g)
una solucién etanodlica de H2SO4 al 7%. La suspension
se extrajo con éter dietilico, se juntaron los extractos
etéricos y se extrajo con solucion de tetraborato de
sodio al 10%, la fase etérea se destila y se obtiene
kaempferol
Variable Definicion operacional Tipo por su | Indicador Escala de | Categoria | Escala de | Medio de Verificacion
Dependiente naturaleza Medicion categoria
Propiedades Se evalué las | Cuantitativa | Color amarillo, forma de agujas. Razon Ninguna Ninguna Registro de color y forma
fisicoquimicas: caracteristicas Soluble en metanol, etanol, &cido Registro de temperatura
Color y forma del | fisicoquimicas tales acético. en el equipo FISATOM
cristal, como: color y forma del Temperatura de fusién 278°C 431D
solubilidad, punto | cristal, solubilidad, punto hRf [tolueno:cloroformo:acetona] 39 Registro valores Rf
de fusion y peso | de fusion, valores de hRf hRf [benceno:butanona:metanol] 20 (anexo 3)
molecular en TLC y peso hRf [agua:butanona:metanol] 8 Registro valor peso
molecular por el método hRf [HClconc.:acido acético:agua] 55 molecular (anexo 4)
de Rast Peso molecular 286,23 g/mol
Propiedades Para determinar los | Cuantitativa | Longitud de onda de absorcién (nm): Razén Ninguna Ninguna Registro de espectros
espectroscopicas: | espectros se uso el En MeOH (253sh, 266, 294sh, 322sh, (anexo 5)
Longitud de | espectrometro  UNICO 367nm)
maxima de | 2800. Los solventes que En MeOH: NaOCHs (278, 316
absorcion ?e uso para el analisis 416nm (dec)) ’ ’
ue el metanol, metanol !
con metoxido de sodio y En MeOH: NaOAc (274, 303,
finalmente etanol con 387nm)
acetato de sodio.
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CAPITULO Ill. METODOLOGIA

3.1. Disefio Metodoldgico

El estudio es descriptivo de tipo cuantitativo (80) se recolectaron 5kg de hojas de
S. reticulata, que fueron procesadas para obtener kaempferol, el procedimiento
incluyd pruebas preliminares de identificacion de flavonoides, para la extraccion
del compuesto se usd solventes de diferente polaridad que permitio el
desengrase, maceracion, separacidon de fases, extraccion, purificacion vy
finalmente se identificé por medicion de sus caracteristicas fisicoquimicas y

espectroscopicas.

3.2. Diseio muestral

El muestreo fue por conveniencia, porque en todas las hojas esta presente el
kaempferol, por esta razdén no se aleatoriza algo “per se” presente en todas ellas
(81).

3.2.1. Poblacion de estudio

Es una comunidad vegetal de S. reticulata a la que se le ha elegido para
constituirse en nuestra poblacion de estudio por su exuberancia y verdor de sus
hojas. Esta comunidad vegetal esta ubicada en el caserio de Ullpa Gallo, Distrito

de Belén, Provincia de Maynas, Regién Loreto.

3.2.2. Tamafo de la muestra

Se colecto6 5kg de hojas frescas que posee la planta arbustiva de S. reticulata.

3.2.3. Criterio de seleccion

Criterios de inclusion

Se recogieron las hojas compuestas de varios foliolos escogiéndose los de mayor

tamano y turgencia.
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Criterios de exclusion

No se tomaron hojas atacadas por insectos, tampoco marchitas.

3.3. Procedimiento de recoleccion de datos y analisis de datos

3.3.1. Recoleccién de datos

La forma de recoleccion de datos siguio los pasos que disefiamos, este se inicid
con la recoleccion de materia prima, pasando por etapas constituidos de
operaciones basicas que nos permitié lograr el aislamiento del principio activo
deseado, su purificacion y la identificacidn con exactitud y presion por medicion de
las variables fisicoquimicas y por espectroscopia UV/visible obtener espectros con
sus longitudes de onda maxima de absorcidon que son caracteristicos en el

comportamiento de esta molécula. Las etapas seguidas se muestran en el

diagrama siguiente: (ver figura 4).

Eter de petréleo ﬂ i Etanol
I\:I)erlit;ga Pulverizado H Desengrasado ‘*,} Maceracion ‘—ﬁ Eiltracion ‘
-L Recuperacion o | ‘
Identificacion éter de petréleo v Evaporacion a
botanica Sustancias presién reducida
grasosas

Extraccion con solucién acuosa
de tetraborato de sodio al 10%

Solucién etandlica

Extraccion con éter 9
T de petréleo 3 ve ces de HSO. al 7%
y

Extracto
dieti

Fase acuosa de

HCl tetraborato de sodio

de éter Suspension ResiQuo
. friad  calentamiento a
ico entriaca 70°C por 2 horas

Quercetina

Fraccion de
éter dietilico

Destilacion

—> Eter dietilico

Keampferol

Determinacion de las
propiedades fisicoquimicas

\.

Keampferol puro

Etanol

-

Determinacion de longitud de onda
maxima por espectrometria UV/visible

/

A4
Caraterizacion

Figura 4. Diagrama de bloque de la obtencion e identificacion de kaempferol
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A.1l. Coleccioén de la muestra vegetal.

Se recolectaron 5kg de hojas frescas a las 7pm en el caserio de Ullpa gallo,
Distrito de Belén, Maynas, Loreto, ubicado entre las coordenadas
georreferenciales 3° 46’ 01” S; 73° 14’ 48” O; altitud 110 m.s.n.m.

En la recoleccion 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 realizd pruebas preliminares para identificar la
presencia de flavonoides. Una muestra de planta se llevd al Herbarium

Amazonense CIRNA-UNAP para su identificacion.

A.2. Prueba preliminar

Primera prueba, Se tomé un poco del extracto alcohdlica de las hojas de S.
reticulata y se colocé en una placa Petri, se agreg6 una tira de magnesio metalico
y gotas de acido clorhidrico concentrado, se observo una coloracion rojiza (prueba
de Shinoda) por esta prueba no es especifica para flavonoles como kaempferol,
se realizd también para flavononas, flavononoles y xantonas simplemente como
paso previo de su identificacién general de un flavonoide como kaempferol (54).

Segunda prueba, consisti6 en disolver una pequeia cantidad del extracto
etandlico en acido sulfurico concentrado y origind una solucion fuertemente

amarilla que indica la presencia de flavonoles (54).

Estas dos pruebas preliminares nos indican que en las hojas de S. reticulata hay

presencia de flavonoides.

A.3. Certificacion de la especie vegetal

Una rama de la planta con hojas, flores y frutos se llevd al Herbarium
Amazonense CIRNA-UNAP, donde el especialista en botanica realizdé Ila

identificacion taxondmica correspondiente y expidid la constancia correspondiente

(ver anexo 2).
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A.4. Preparacion y limpieza

Las hojas de S. reticulata se sec6 en atmosfera de aire acondicionado a 18°C con
remocién intermitente de las hojuelas o foliolos, el peso inicial de 5kg llevado a la
balanza peso 1,62kg, esto quiere decir que perdié 3,38kg que representa una
humedad de 67,6%.

A.5. Molienda

Las hojas secas se llevaron a molienda fina en molino de disco, se tamiz6é en
malla 60 ASTM (0,25mm de diametro) y se obtuvo 800g polvo fino, 820g quedd

retenido en el tamiz, consistente en fibra que se descarté.

A.6. Desengrase.

Se tomd 200g de materia prima pulverizada se colocé en cuarto cartucho de papel
filtro, cada uno de 50g y se llevoé al compartimiento de muestra de cada aparato
de Soxhlet (4 Soxhlet), armados en serie en el balén de cada equipo de Soxhlet
se depositd 250mL de éter de petroleo, se cerro el equipo uniendo extractor con
refrigerante de reflujo y baldn, se puso a extraer por 8 horas a 70°C en calentador
de resistencias sellados y control de temperatura.

Para recuperar el solvente, se juntaron las cuatro porciones y se destilo
separando una sustancia grasosa que se descartd, por no ser objeto de nuestro

estudio.

A.7. Maceracion

La muestra desengrasada se extrajo con etanol caliente por 4 horas en vaso de

precipitado de 2 litros con 1 litro de alcohol.

A.8. Filtracion

El extracto se filtr6 con bomba de vacio en embudo de Buchner, se descarto el

afrecho retenido en el embudo.
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A.9. Concentracioén

El filtrado alcohdlico se concentré a presion reducida en rotavapor hasta obtener

un residuo.

A.10. Acidificacién

El residuo se hirvio con una solucidn acuosa etanodlica de acido sulfurico al 7%

durante 2 horas.

A.11. Extraccion de los componentes flavonoidales

La suspension enfriada se extrajo varias veces con éter dietilico en pera de

decantacion de 2L luego se juntaron los 4 extractos etéreos en uno solo balén.
A.12. Extraccion por reparto de fase

Al extracto de éter dietilico, se anadid6 una solucion acuosa de tetraborato de
sodio al 10% a fin de separar quercetina con el que forma quelato que por lo
general acompana al kaempferol, por lo cual se separa en la fase acuosa de
tetraborato de sodio.

A.13. Separacion de fases

Se separ6 la fase acuosa de la fase etérea, abriendo la llave de la pera de
decantacion y se descarg6 toda la fase acuosa en la que puede estar presente
qguercetina porque en la fase de éter dietilico esta presente el kaempferol, que es
el flavonol objeto de nuestro estudio.

A.14. Destilacion de la fase de éter dietilico

La fase éter dietilico se destildé en rotavapor a presién reducida 35°C y se obtuvo

un polvo amarillo.
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A.15. Purificacion del kaempferol

El polvo amarillo se disolvio en etanol, se calentd y se agregd una pequeha

cantidad de Norita.

A.16. Filtraciéon

La solucion etandlica se filtré para separar la Norita, el filtrado se dejo en reposo y
precipitdé una sustancia amarilla que cristalizé6 en forma de agujas. Se separ6 los

cristales.

A.17. Pesada

La sustancia aislada (cristales) se pes6 en una balanza analitica OHAUSS, para

cuantificar el rendimiento.

3.4. Procedimiento de analisis de datos

Medicion de las propiedades fisicoquimicas del kaempferol

Color y forma del cristal obtenido de las hojas S. reticulata.

Los cristales que se obtuvo eran de color amarillo. La forma o habito del cristal es

acicular, cristales delgados y alargados en forma de agujas (55).

Solubilidad del kaempferol

Se hizo pruebas de solubilidad del kaempferol en varios solventes, en cada una
de estas pruebas se us6 1mg del producto y 1TmL de solvente, el procedimiento
fue el siguiente: en un tubo de prueba se puso 1Tmg de kaempferol aislado se
afiadio TmL de agua destilada, se agitd, no se observo disolucion alguna, debe
entenderse que si fuera soluble en agua requeriria solamente 0,30mL de agua
destilada para disolverse, pero en 1mL de agua no disolvi6 1Tmg de Kaempferol lo

gue evidencio su insolubilidad, el mismo procedimiento se hizo con etanol caliente
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en el que muestra solubilidad, es soluble en hidroxido de sodio y en éter dietilico,

débilmente soluble en cloroformo pero insoluble en benceno (70).

Punto de fusién

Se midio en el equipo FISATOM 431D, rango 50-300°C de temperatura del
equipo, el producto cristalino se introdujo en un tubo capilar y se coloco
horizontalmente en el lugar donde se depositan las muestras, se alumbré con el
objetivo y se observo que el cristal funde a 278°C. Este valor de punto de fusién

es tan similar al que aparece en la literatura (57).

Reaccion colorida del kaempferol

Para las reacciones coloridas de kaempferol se us6 los siguientes reactivos,
hidroxido de sodio, magnesio, etanol, acido clorhidrico y acido sulfurico, a una
pequefia cantidad de muestra se afiadid solucién de hidréxido de sodio, la
reaccion se torno de color amarillo; a una segunda porcion de muestra se disolvio
en etanol hirviendo se afadio tiras de magnesio y acido clorhidrico concentrado
(reactivo de Shinoda) la reaccidn se torné de un color rojizo. Finalmente, se tomé
2mg de muestra se disolvio en H2SO4 concentrado, la reaccion se tornd de un

color amarillo intenso evidencia la presencia de un flavonol (54).

Valores de hRf en cromatografia de capa fina'y en cromatografia de papel

En cromatografia de capa fina (TLC)

Se preparo placas de silicagel de 20 x 2,5cm, a 2cm de la base inferior de la
placa, zona que se conoce como origen del soluto, el soluto se disolvidé en éter
dietilico, este se aplic6 con micropipeta de Pasteur describiendo una linea
horizontal (como raya) con un ancho de 3nm, luego se secé con secador de
cabello se depositd en la camara cromatografica donde previamente se depositd
el solvente de resolucion consistente en una mezcla Tolueno-Cloroformo-acetona
(40+25+35), se dejo correr hasta que el solvente alcanzé 16cm arriba del origen al

gue se lo conoce como frente del solvente, aparecié una sola franja, la revelacion
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con revelador UV, permiti6 observar la presencia de una sola franja que
demuestra que se trata de una sola sustancia, para determinar los valores hRf de
la sustancia se midié con una regla milimétrica la distancia recorrida por el soluto
y la distancia recorrida por el solvente, con los datos de las mediciones se
determiné el valor hRF correspondiente aplicando la formula siguiente (64) (ver

anexo 3):

Distancia dei corride del selute en cm 100

hRf —

Distancia del corride del solvente en o

En poliamida

Se uso placas de poliamida con dimensiones de 20 x 2,5cm, se marco con lapiz el
punto de origen del soluto a 2cm del borde inferior, se realizd los mismos
procedimientos descritas anteriormente, pero como solvente de resolucién se usoé
la mezcla de benceno-butanona-metanol (60+20+20), el valor Rfx100 se
determin6 con la misma formula sefialado en el procedimiento anterior. También,
se realiz6 el analisis usando como solvente de resolucién una mezcla de agua-

butanona-metanol (40+30+30) (64), los calculos ver (anexo 3).

En cromatografia de papel descendente (CP)

Se tomo6 una lamina de papel Whatman N°.1 de 50 x 50cm se cortd en tiras de 50
x 2,5cm, a 10cm del extremo superior del papel, se aplicd la muestra en raya
luego de secarlo se abri6 la cromatocabina y se deposito la tira fijada en la artesa
con una varilla de vidrio, se llené la artesa con el solvente constituido por el
sistema Forestal: HCI concentrado-acido acético-agua (3:30:10), se procedio a la
cromatografia descendente teniendo en cuenta que solo 8cm del papel estuviera
sumergido en el solvente de la artesa y 2 cm fuera del solvente para una corrida
ideal. Cuando el frente del solvente descendié 36 cm, se quito la tira y se seco,
luego se midid las distancias recorridas por le soluto y solvente respectivamente,
con estos datos se calcul6 el valor Rfx100 usando la formula anteriormente

mencionada (64), los calculos ver (anexo 3):
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Determinacion del peso molecular por el método de Rast.

El peso molecular se pudo determinar por medicion del decaimiento del punto de
fusion del D-Camphor puro. El procedimiento que se siguid fue el siguiente: en un
tubo de 8 x 50mm, se colocd dentro de él 50mg de la sustancia amarilla,
seguidamente 0,5 g de D-Camphor y se peso6 en balanza analitica OHAUSS, se
us6 un mechero para calentar hasta fundirse la mezcla. Se enfrié y se pulverizé y
se determin6 su punto de fusion en el Equipo FISATOM 431D.

También, se determind el punto de fusion del alcanfor puro, luego se restd estas
dos temperaturas del punto de fusion encontrados que se denomina valor de la
depresion del D-Camphor, con estos datos se calculé el peso molecular de la

sustancia en estudio, aplicando la siguiente férmula (68).

M = 397 xpx 1000
B AT.P

Donde.

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 4)

Espectroscopia ultravioleta visible

Para identificar la muestra aislada se preparé una solucién diluyendo 20mg de
muestra en 20mL de metanol y se repartié en 3 volumenes cada una de 6,6mL,
las mediciones de los espectros se realizaron en el equipo de espectrofotometria
UV/ VIS modelo UNICO 2800
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Se realiz6 la medicion en blanco solo con metanol, para calibrar el equipo, luego
se realizd la medicidn de la primera muestra. El registrador del equipo registré el

espectro de las longitudes de onda maxima (A max) (ver anexo 5)

A la segunda muestra se agregé 100mg de Metilato de sodio en polvo se agitd
con la que se formd una solucién homogénea, se llevo a la cubeta de cuarzo y
luego se introdujo en el equipo UV/Visible, el registrador mostro el espectro de los

valores de longitud de onda (ver anexo 5).

La tercera muestra se mezclé con 100mg de acetato de sodio, luego se siguio el
mismo procedimiento que las anteriores mediciones para el registro del espectro

correspondiente (ver anexo 5).

3.5. Aspectos éticos

La recoleccion de la muestra se hizo de las hojas de la especie en estudio, este
organo de la planta se renueva continuamente, de tal forma que no se amenaza
su dindamica de desarrollo y propagacion. No se realizd pruebas biolégicas en

animales y tampoco en seres humanos.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Rendimiento de kaempferol

Se aisl6 0,95g de kaempferol de hojas secas de S. reticulata, que representé un

rendimiento de 0,475% (ver anexo 6).

4.2. Caracteristicas fisicoguimicas

Los parametros de las propiedades fisicoquimicas de kaempferol aislada de S.

reticulta y de la muestra estandar, se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de kaempferol aislada de Senna reticulata y muestra
estandar

Kaempferol
aisladade S.

Propiedades fisicoguimicas X
P! Isicoguimi reticulata

Kaempferol estandar

Amarillo y agujas Amarillo y agujas finas

Color y forma finas (55)
g/lc?éiml’ aec:z?c()oI’ Metanol, etanol, acido
Solubilidad soluciones afetl'.co’ 20 soluciones
alcalinas. alcalinas (70).
Punto de fusion 278°C 278°C (57)
Reaccion colorida en:
Hidroxida de sodio Amarillo Amarillo
Etanol + magnesio + HCI " -
conc Rojizo Rojizo
Acido sulfirico concentrado Amarillo intenso Amarillo intenso (54)
Valor Rf x100 en silicagel:
[tolueno:cloroformo:acetona] 39 (64)
Valor Rf x 100 en poliamida: 39
[benceno:butanona:metanol] 20 (64)
[agua:butanona:metanol] 20 8 (64)
Valor Rf x 100 en Whatman 8
N2 1:
[HCI conc.: acido 55 55 (64)
acético:agua]
Peso molecular (método 286,23 g/mol IUPAC
Rast) 286,02 g/mol (68)
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4.3. Caracteristicas espectroscopicas

Las longitudes de onda de absorcion maxima del kaempferol aislada de S.
reticulata y de la muestra estandar en diversos solventes se muestra en la

siguiente tabla.

Tabla 2. Longitudes de onda de absorciéon de kaempferol aislada de S. reticulata 'y
muestra estandar

Solventes de Kaempferol aislada Kaempferol estandar
resolucidn miz) (F—
MeOH 253sh, 266, 294sh, 253sh, 266, 294sh, 322sh,
322sh, 367nm 367nm (76)
MeOH: 278, 316, 416nm (dec) 278, 316, 416nm (dec) (76)
NaOCHz3 ’ ’ ’ ’
MeOH: NaOAc 274, 303, 387nm 274, 303, 387nm (76)
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CAPITULO V: DISCUSION

El kaempferol se puede aislar mediante diversos métodos, destacando particion
de fases (54), cromatografia en capa fina (TLC) con adsorbentes como silicagel y
poliamida (64), cromatografia de papel (66,67) y métodos mas recientes como el
ultrasonido y fluidos supercriticos (28). La eleccién del método depende del
objetivo del estudio, ya que algunos son utiles para obtener pequefnas cantidades
con fines analiticos, mientras que otros permiten la extraccion en mayor volumen

con propoésitos comerciales.

En las hojas de S. reticulata de la amazonia peruana se logro aislar 0,95g de
kaempferol, comparado con 86,3mg en las hojas de esta especie en Colombia
(13), y 8mg en hojas y 9mg en corteza de ejemplares del noreste de Brasil
(10,46). Estos resultados evidencian la variabilidad significativa en el rendimiento
de kaempferol en esta especie por factores edaficos del lugar geografico donde
se desarrollan. Siendo la especie de la amazonia peruana la de mayor
rendimiento, seguida por la de Colombia y finalmente por las de Brasil, con

valores mas bajos.

El kaempferol también se ha aislado de otras especies del mismo género. De las
hojas de Cassia alata, se obtuvieron 21,55mg mediante extraccion asistida por
microondas, 18,60mg con ultrasonido y 12,01mg por maceracion (44), en otro
estudio, se obtuvo un rendimiento de 0,854% (8,54mg) de las hojas (43). Por otra
parte, en las hojas de Cassia angustifolia reportaron 17,54ug de kaempferol libre y
8,13ug en forma ligada, lo que representa 1,754% y 0,813% respectivamente
(45). De hojas de Cassia bakeriana Craib se aislaron 11mg de kaempferol (82).
Comparativamente, el rendimiento de S. alata y S. reticulata es similar a nuestro
estudio, mientras que en S. angustifolia es superior. EI método de extraccion
empleado influye notablemente en los rendimientos obtenidos. Estos estudios
resaltan que la especie de un mismo género comparten metabolitos comunes por

su proximidad filogenética.
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En cuanto a las propiedades fisicoquimicas, el kaempferol aislado de S. reticulata
se presentd como agujas finas amarillas, en concordancia con otros estudios que
lo describen como un sélido amorfo o cristalino amarillo (10,13,25,46,83,84). Su
punto de fusidn se determind en 278 °C, similar a los otros estudios que reportan
entre 276-278 °C (10,46,83,84), valores comprendidos entre 276-278°C (10) y
valores entre 278-279°C (84), Este valor puede fluctuar entre dos valores minimo

y maximo (83,84).

El kaempferol aislado mostré solubilidad en metanol, etanol, acido acético y
soluciones alcalinas. Mientras que la forma monohidratada es soluble en
solventes puros como el etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol, 2-butanol, asi
como en mezclas con agua de estos alcoholes, pero en solventes puros a una
temperatura entre 283 a 292 °C es mas soluble en etanol, mientras que a
temperatura entre 308 a 323 °C es mas soluble en 2- propanol(85). Su limitada
solubilidad en agua llevd a la sintesis de un complejo soluble en agua con un

compuesto sulfonado y galio (Kae-SOs-Ga), con potencial farmacoldgico (86).

Las pruebas de reaccion de color en extractos de S. reticulata, confirmaron la
presencia de flavonoides: amarillo con hidroxido de sodio, rojizo con etanol
magnesio y acido clorhidrico concentrado, y amarillo intenso con acido sulfurico.

Resultados consistentes con otros estudios (83).

En analisis TLC, los valores Rf del kaempferol aislado de S. reticulata fueron
similares a los de una muestra pura, tanto en silicagel con tolueno-cloroformo-
acetona como en poliamida con benceno-butanona-metanol (64), Los valores de
Rf varian dependiendo del solvente empleado (45,87,88), pero si se usan los
mismos solventes de resolucién en cualquiera de los estudios los valores seran
exactamente iguales, independiente de que especie vegetal provenga el

compuesto aislado.

El analisis espectroscopico UV/visible mostré longitudes de absorcidn maxima
entre 253-367nm en metanol, similar al reportado por la bibliografia para una
sustancia pura (76), en solucion de metanol: metilato de sodio entre 278 a 416nm

y en solucion de metanol: acetato de sodio entre 274 a 387nm, también estos
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valores son coincidentes con los valores sefialados por la bibliografia para el
kaempferol puro (76). En una identificacion similar a nuestro estudio, los
espectros UV en metanol del kaempferol aislado de rosa rugosa mostré una
longitud de onda de absorbancia maxima a 266, 322sh, 366nm, pero en solucion
de metanol: cloruro de aluminio fue 270, 305sh, 350sh, 424nm y en
metanol:AICI3/HCI fue 270, 305sh, 347sh, 424nm (84). Los espectros del
kaempferol en solucidn de metanol realizados en ambos estudios muestran

valores similares.

Por analisis en cromatografia liquida de ultra rendimiento acoplado a un matriz de
fotodiodos (UPLC-PDA) kaempferol mostré un pico de absorcion maxima a un
tiempo de retencion de 7,79 minutos (44), asimismo, se encontré una absorbancia
maxima a 368nm por analisis UPLC (84), en otro estudio realizado se encontro
una absorbancia maxima a una longitud de onda de 265nm y 365nm cuyo tiempo
de retencion fue 7,75 minutos (43). El kaempferol asilado de las hojas de
Rauwolfia serpentina mostro dos picos de absorbancia maxima a 266nm vy
366,1nm (83), y el kaempferol aislado de las hojas de Cassia bakeriana Craib
mostré una absorbancia maxima a 264nm y 366nm cuyo tiempo de retencion fue
8,8 minutos (82). Ademas, se encontrd6 una longitud de onda de absorcion
maxima de kaempferol en solucion de etanol a 266 y 369nm respectivamente,
pero en solucion de etano+hidroxido de sodio fue a 281 y 415nm y en solucion de
etanol+acetato de sodio fue a 274 y 387nm respectivamente (25), esto significa
que el hidroxilo en la posicibn 7 esta libre porque hay un desplazamiento

batocrémico de 18nm en la banda | y de 8nm en la banda II.

El peso molecular encontrado en S. reticulata por el método de Rast fue 286,02
g/mol, mientras que para la muestra pura la literatura senala el valor de 286,23
g/mol, en otro estudio se determin6 el peso molecular de 286 g/mol y un pico de
iones moleculares m/z de 285 Daltones con un error de 1 ppm (43), asimismo, se
encontré un pico de iones moleculares m/z de 285,0403 Daltones con una
diferencia de 0,7 ppm (82). En otros estudios similares se encontré un pico de
iones moleculares m/z de 286 daltones (10,25,83). Ademas, mediante los analisis
espectrales de RNM de *H y '3C se logro elucidar la estructura molecular del

kaempferol como C1sH100s6 (13,46,82,84). Los analisis espectrales identifican con
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mayor precision el tipo de componente mediante la elucidacion estructural de la
molécula, ademdas, se estima con mayor precision el peso molecular
correspondiente, sin embargo en nuestro estudio se logré identificar el kaempferol
mediante analisis fisicoquimicos y espectroscopicos por comparacion con los
valores reportados por literatura y el peso molecular calculado por el método de
Rast nos permitio hallar este valor con un error de 0,075%, probablemente porque
la medicion del valor de depresion de D-Camphor se midid con el equipo

FISATON 431D que mide valores de punto de fusién con mayor precision.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

De las hojas de S. reticulata de la Amazonia peruana se logro aislar kaempferol

cuyo rendimiento fue significativo.

Las propiedades fisicoquimicas, como punto de fusion, peso molecular, color,

forma, solubilidad y valores Rf, fueron consistentes con las referencias cientificas.
El analisis espectroscopico, confirmé la identidad del kaempferol mediante la

comparacion de las longitudes de onda maxima de absorcién de los espectros del

compuesto aislado
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Se sugiere promover el cultivo de S. reticulata en la Amazonia para su potencial

explotacion fitoterapéutica.

Realizar mas estudios sobre el uso industrial de este compuesto en el sector

farmacéutico.

Realizar analisis por HPLC, RMN y de Carbono para la identificacion de la
molécula al 100% y seguir estudios exploratorios de su potencial actividad

bioldgica.
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ANEXOS

Anexo 1. Recolecciéon de la muestra vegetal
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Anexo 2. Certificacion de la especie vegetal

Centro de Investigacion de

’ U N A P Recursos Naturales

Herbarium Amazonense — AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA DE DETERMINACION BOTANICA
n.° 041-2024 AMAZ-UNAP

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

HACE CONSTAR:

Que, la muestra boténica presentada por EDILBERTO VERGARA SOUZA y CARLOS FERNANDO CHUNGA
MORENO, 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 KAEMPFEROL DEL EXTRACTO DE HOJAS DE Senna reticulata E
IDENTIFICACION POR CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y ESPECTROSCOPIA UV/VISIBLE”; ha sido
DETERMINADA en este centro de investigacién y ensefianza Herbarium Amazonense-AMAZ-CIRNA-

UNAP, como se indica a continuacién:

N° FAMILIA ESPECIE AUTOR NOMBRE COMUN

1 |FABACEAE | Senna reticulata (willd.) H.S. Irwin & Barneby | “retama”

|
Determinador: Ing. Dario Dévila Paredes

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

interesados para los fines que se estime conveniente.

Atentamente,

UNIVERSIDAD:
Direccién Pevas/Nanay — lquitos Pert Paginaldel CONSTANCIA n.2 041-2024 LICENCIADA .
Apdo. 496 — Email: herbarium @unapiquitos.edu.pe RESOLUCION N° 012-2018-SUNEDW/CD.
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Anexo 3. Determinacion de los valores hRf de kaempferol

Cromatografia de capa fina (TLC)

A. En el absorbente silicagel, se us6 una mezcla de solventes de
desplazamiento y resolucion de: 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 6,24cm
Distancia de recorrido del solvente 16,00cm
Distancia recorrido por el soluto
hRf = — , , 100
Distancia recorvido por el solvente
6,24cm
hRf = ———.100 = 39
16,00cm

B. En poliamida, se usé una mezcla de solventes de desplazamiento y
resolucion de: benceno: butanona: metanol (60+20+20) y en otra mezcla de
solvente de resolucion agua: butanona: metanol (40+30+30), los valores de

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

Distancia de recorrido del soluto 3,20cm
Distancia de recorrido del solvente 16,00cm

Distancia recorrido por el soluto
hRf = 100

Distancia recorrido por el solvente

3, 20cm
hRf = — 100 =26
16,00cm
Distancia de recorrido del soluto 1,28cm
Distancia de recorrido del solvente 16,00cm

Distancia recorrido por el soluto
hRf = 100

Distancia recorrido por el solvente
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Cromatografia de papel (CP)

Sobre papel Whatman N°.1 en tiras de 50 x 2,5cm como fase estacionaria y como
fase movil el sistema forestal HCI concentrado-acido acético-agua (3:30:10), los

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

Distancia de recorrido del soluto 19,80cm

Distancia de recorrido del solvente 36,00cm

Distancia recorrido por el soluto
hRf = 100

Distancia recorride por el solvente

19,80cm

= .100 = 55
36,00cm

hRf
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Anexo 4. Determinacion del peso molecular del Kaempferol

Punto de fusién de la mezcla D-camphor y muestra de estudio: 166,00°C
Punto de fusién del D-camphor: 180,00°C

Se halla la diferencia del punto de fusion

AT=180,00 - 166,00 = 13,88

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 0,5¢g

AT=13,88
39,7.0,05. 1000 1985 g
M= = = 286,023
13,88. 05 6,94 mol

M=286,023 g/mol

El porcentaje de error es la relacion entre el peso molecular de kaempferol IUPAC

286,23 g/mol menos el peso molecular experimental 286,023 g/mol

FPeso molecular IDPAC — Peso molecular experimental
YWError= . 10C
Peso molecular IUPAC
286,23 — 286,02 20,69
GLrror = 100 = = 0.072
286,23 286,23

El margen de error es de = 0,072 un margen de error relativamente bajo.

60



Anexo 5. Espectros UV-visible de kaempferol en diferentes solventes

MeOH + NaOAc

MeOH
A 1 1 M 1 A i
200 300 400 500
A (nm)
MeOH + NaOMe
I e 1 | 1 N A [ S 1
200 300 400 500 200 300
A (nm)
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Anexo 6. Calculo de rendimiento del Kaempferol en hojas de Senna reticulata

Se calcula estableciendo una relacion porcentual entre el peso de quercetina
obtenida sobre el peso de la materia prima usado. Peso de la materia prima =

200g

Peso del kaempferol aislado = 0,95¢g

Peso de la muestra procesada = 200g

peso de kaempferol obtenido
Rendimiento = 06
peso de la muestra procesada

0,95g
Rendimiento = 100 = 0,475%
200g
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