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RESUMEN

La rutina, un flavonol con propiedades bioactivos, que tiene mdltiples actividades
farmacolégicas como antitumoral, antimicrobiana, antiinflamatoria, etc. El objetivo
del presente estudio fue identificar la rutina aislado de Preslianthus pittieri (Standl.)
litis y Cornejo por determinacion de sus caracteristicas fisicoquimicas y por
espectrometria ultravioleta visible. La muestra fue colectada en el Arboretum “El
Huayo” ubicado en la ciudad universitaria de Zungarococha de la UNAP. La
muestra se desengrasoé en el equipo Soxhlet con éter de petréleo, se macer6 en
etanol, el residuo se diluyé con tetracloruro de carbono y se extrajo con agua
destilada, se concentrd y se dejé reposar, luego se recristaliz6 con metanol y agua.
Se obtuvo cristales amarillos, los valores de los parametros fisicoquimicos medidos
fueron: rotacion Optica especifica [a]l = +13,82, los valores de Rf en TLC
monodimensional en silicagel fue 0,3 y en poliamida 0,3 respectivamente; mientras
gue en cromatografia bidimensional corridos en TBA fue 0,44 y en NaOAc (acetato
de sodio) 0,56. Por método de Rast el peso molecular determinado fue 610,77
g/mol. La medicion espectrométrica en el equipo UV/visible en acetado de sodio,
mostro las siguientes longitudes de onda maximas: 271, 325, 393 nm. Todos los
parametros que se determind tuvieron similitud con los que reporta la literatura para
esta molécula estudiada en otras especies vegetales, en consecuencia, el flavonol
aislado de las hojas de P. pittieri (Standl.) llitis y Cornejo es rutina, y que puede

constituirse en una fuente alternativa para extraer este compuesto.

Palabras clave: Preslianthus pittieri (Standl.) lltis & Cornejo, caracterizacion
fisicoquimica, espectrometria UV-Visible, rutina, cromatografia de capa delgada,

peso molecular.



ABSTRACT

Rutin, a flavonol with bioactive properties, has multiple pharmacological activities
such as antitumor, antimicrobial, anti-inflammatory, etc. The present study aimed to
identify rutin isolated from Preslianthus pittieri (Standl.) lltis and Cornejo by
determination of its physicochemical characteristics and by ultraviolet-visible
spectrometry. The sample was collected in the Arboretum "El Huayo" located in the
university town of Zungarococha of the UNAP. The sample was decreased in the
Soxhlet equipment with petroleum ether, and macerated in ethanol, the residue was
diluted with carbon tetrachloride and extracted with distilled water, concentrated and
left to rest, recrystallized with methanol and water. Yellow crystals were obtained,
and the values of the physicochemical parameters measured were: specific optical
rotation [a] = +13,82, the Rf values in one-dimensional TLC in silica gel was 0.3
and in polyamide 0.3 respectively; while in two-dimensional chromatography run in
TBA was 0.44 and in NaOAc 0.56. By Rast's method, the molecular weight
determined was 610.77 g/mol. Spectrometric measurement in UV/visible equipment
in sodium acetate showed the following maximum wavelengths: 271, 325, and 393
nm. All the parameters determined were similar to those reported in the literature
for this molecule studied in other plant species; consequently, the flavonol isolated
from the leaves of P. pittieri (Standl.) litis and Cornejo is routine, and may constitute

an alternative source for extracting this compound

Keywords: Preslianthus pittieri (Standl.) llitis & Cornejo, physicochemical
characterization, UV-Visible spectrometry, rutin, thin layer chromatography,

molecular weight
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INTRODUCCION

La familia Capparaceae, todas tienen origen monofilético es decir que derivan de
un antecesor que le es comun filogenéticamente; por tanto, los componentes
sobresalientes que sintetizan o son comunes a todos ellos (1). En la amazonia
peruana existe varias especies de la familia Capparaceae, género Capparis tales
como C. anginata, C. cordata, C flexuosa, C. macrocarpa, C. mollis, y Capparis
shunckei (2). Capparis spinosa (alcaparra) de origen asiatico guarda estrecha
relacién filogenética con especies del género Capparis propios de la amazonia, en
particular, de Capparis shunckei hoy conocido como P. pittieri (Standl.) litis y
Cornejo debido a ciertas modificaciones filogenéticas realizadas en el género
Capparis con nuevos estudios filogenéticos de esta planta (3).

Las especies del género Capparis estudiadas con contenido de rutina son: Capparis
spinosa L. “alcaparra” (4), Capparis ovata Var. (5), Capparis ovata Desf. (6),
Capparis zeylanica Linn Root (7). De estas especies, del que se extrae rutina con
fines medicinales es de C. spinosa (4). Pero también, se extrae de otras especies
tales como Fagopyrum esculentum “alforfén”, Viola Sp “Flores de Magnolia”,

Nicotiana tabacum “tabaco” (4) y de ruta chalepensis “ruda” (8,9).

La rutina, también conocido como vitamina P o rutésido (10,11), cuya estructura
guimica es 3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona-3-ramnoglucésido, se encuentra en
muchas especies vegetales en el mundo (10,12). Es un flavonol que presenta
diversos efectos bioldgicos y farmacoldgicos (13). Ademas, los estudios han
demostrado que tiene efectos anticancerigenos, antioxidante, antidiabético,
antiinflamatoria, antibacteriana, antifangica, neuroprotector, cardioprotector,

hepatoprotector, nefroprotector y hematoprotector (10).

Este amplio espectro de propiedades bioldgicos y farmacolégicos reportadas para
la rutina en beneficio de la salud humana, ha permitido aislar e identificar la rutina
obtenida a partir de P. pittieri (Standl.) lltis y Cornejo por las propiedades
fisicoquimicas y espectrometria; esto permitird aumentar la fuente de materia prima
para conseguir rutina y aportar con este insumo natural como alternativo para

atender dolencias y enfermedades.



CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes

En el 2020, se aislo rutina de las hojas secas de Manihot esculenta Grantz “yuca”,
las muestras fueron adquiridos en el mercado local en Bandung, Indonesia. Para
extraer la rutina usaron cinco técnicas de extracciobn maceracion, ebullicion, reflujo,
extraccion asistida por ultrasonido y por microondas, el analisis fue hecho en un
cromatégrafo liquida de alta resolucion (HPLC). En condiciones 6ptimas de
extraccion los resultados fueron los siguientes: por maceracién 16,00 + 0,21 g, por
ebullicion 20,38 + 0,66 g, por reflujo 22,33 + 2,3 g, por UAE 24,49 + 0,41 g y por
MAE 23,37 £ 1,00 g de rutina. El rendimiento de rutina fue de hasta 2,4%; ademas,
la eficiencia de extraccion por UAE y MAE es de hasta 99 y 94%, respectivamente,
el extracto purificado por enfriamiento produjo un bioflavonoide que contenia 82%
de rutinay 17% de nicotiflorina. Los autores concluyen que M. esculenta Grantz por

su alto rendimiento es una nueva fuente de rutina (14).

En el 2020, la rutina se aislé de las hojas secas de Euphorbia pulcherrima. Las
hojas fueron recolectadas en Mount Carmel College Garden, Bangalore, Karnataka,
India. Para extraer la rutina usaron metanol al 80%, purificaron en cromatografia de
capa fina (TLC) en isopropanol: agua (4:6) e identificaron por cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). El andlisis cualitativo mostré una mancha amarilla en luz
visible y en ultravioleta una mancha de color naranja brillante, el valor de Rf fue de
0,8. El cromatograma mostro el pico mas alto en 3,178 minutos. Los autores
concluyen que en recientes estudios han mostrado que la rutina es un flavonol
potente que tiene beneficios farmacologicos de amplio espectro en el tratamiento
de diversas enfermedades cronicas y que en la actualidad se estan realizando

estudios para mejorar aun mas sus propiedades farmacologicas (15).

En el 2020, se extrajo rutina de las hojas de Musa balbisiana (platano). Las hojas
se adquirieron en un mercado de Ban Klong Krachong, distrito de Sawankhalok,
provincia de Sukhothai, Tailandia. Para la extraccion cruda usé etanol e identificé
por cromatografica de capa fina (TLC), para separar y purificar la rutina usé

cromatografia de columna de Sephadex y cromatografia liquida de fase inversa



semipreparativa (RP-HPLC). La rutina asilada fue caracterizado y cuantificado por
RMN, espectroscopia de masas (EM) y HPLC respectivamente. El rendimiento fue
de 5,3%. El cromatograma mostro un pico a 365 nm de longitud de onda especifica.
El valor Rf en metanol: agua fue 0,6. El peso molecular fue 610 daltons y la
estructura quimica caracterizada es el 3,3',4'5,7-pentahydroxy flavones-3-
rutinoside (rutina). Los autores concluyen que las hojas de platano, tienen el

potencial de ser utilizada como una fuente nueva y econdmica de rutina (16).

En el 2016, se extrajo rutina de las cascaras de Fagopyrum tataricum Gaertn (trigo
sarraceno tartario), para lo cual se usé una combinacién de ultrasonido y solventes
eutéticos profundos naturales (NADES). La muestra fue adquirida en la region de
Liangshan, Provincia de Sichuan, China. Con el uso de estos solventes se logro
extraer 9,5 mg/g de rutina con una eficiencia de extraccion de 95%. Ademas,
sefialan que la solubilidad de rutina en los NADES a base de cloruro de colina y
glicerol fue entre 660 y 1577 veces mayor al del agua. Por otra parte, resaltan que
los NADES se puede recuperar y realizar varias extracciones. Los autores
concluyen que el método que se uso6 para extraer la rutina es ecologico y eficiente
y los NADES mostraron ser excelentes solventes con toxicidades muy bajas y son
biodegradables, y que pueden usarse como solventes verdes para extraer

compuestos bioactivos (17).

En el 2011, se extrajo rutina de Flos de Sophorae inmadura (es un boton floral seco
derivado de Sophora japonica L). Las muestras crudas fueron adquiridas en Hebei,
China. Se uso6 la metodologia de superficie de respuesta y para maximizar el
rendimiento usaron la extraccion asistida por infrarrojo, el analisis fue realizado en
un cromatdégrafo HPLC. Encontraron que, los parametros Optimos de extraccion
fueron: potencia infrarroja 204,90 W, relacion liquida: sélido 30 ml/g, concentraciéon
de metanol 70% y tiempo de extraccion 4,80 min. Se logré extraer 126,32 + 0,67
mg de rutina/0,5 g de materia prima, el perfil cromatografico se registréo a 254 nmy
mediante el andlisis por cromatografia liquida- espectroscopia de masas mostro el
pico en m/z de 611, que corresponde a la rutina protonada ([R +H]+). Los autores

concluyen que la metodologia usada fue precisa y confiable (18).



En el 2006, se estudi6é cinco variedades de trigo sarraceno comun (Fagopyrum
esculentum Moench) para determinar la influencia de la variedad y las condiciones
ambientales en la distribucion de la rutina en la planta, usaron cromatografia capilar
electrocinética micelar para determinar el contenido de rutina en tallos, hojas y
flores en estado de floracién y en aguenios en madurez. El resultado del estudio
mostro que las variedades seleccionadas difieren en forma significativa en cuanto
al contenido de rutina en hojas, tallos y aquenios. La variedad Krupinka presento
un nivel mas alto de rutina en las partes aéreas de la planta, la variedad tetraploides
tuvo menor nivel de rutina que las variedades diploides. La variedad Krupinka
presentd mayor contenido de rutina en hojas, mientras que las otras variedades
fueron en flores, en conclusién, afirma que la variabilidad en el contenido de rutina
en flores, tallos y aquenios se debe a la influencia climatica y a la edad de la planta
(29).

En el 2006, se extrajo flavonoides y la rutina se cuantifico de tres muestras de hojas
de tabaco, hojas secas fermentadas y no fermentadas y de desechos procedentes
de la fabrica de cigarros de Khoi (Azerbaiyan). Las extracciones lo hicieron con
metanol al 70%, la fase acuosa fue fraccionado utilizando solventes de diferente
polaridad resultando la fraccion de acetato de etilo con mayor cantidad de
flavonoides, fue sometida a cromatografia de columna para separar los compuestos
y por analisis de resonancia magnética nuclear, identificaron 3 flavonoides:
apigenina, quercetina y rutina y cuantificaron por HPLC. Las hojas de desperdicios
produjeron 0,6% de rendimiento, las hojas no fermentadas 1,5% y las hojas
fermentadas 0,5%. El articulo sefiala que las hojas de tabaco puede ser una fuente

importante de rutina y baratos en su extraccion en la industria farmacéutica (20).

En el 2003, se realiz6 pruebas de actividad anticancerigena de diosmetina,
diosmina, seguido por la rutina (3 — glucésido de la quercetina), estos flavonoides
mostraron tener la maxima capacidad de inhibicién contra la formacién de nédulos
pulmonares, asi como el menor porcentaje de implantacién, indice de crecimiento
y de invasion de los pulmones, esto se explicaria por la actividad reforzante de los
capilares que aumenta la resistencia a la invasion y por su actividad antinflamatoria

al inhibir la secrecion de prostaglandinas (21).



En el 2001, se extrajo rutina de los capullos de las flores secas de Sophora japonica,
usaron metanol y solucidon alcalina acuoso y el ultrasonido, luego compararon los
resultados de la extraccion de los dos métodos. El efecto del ultrasonido redujo la
produccién de rutina comparado con el método convencional de extraccion usando
solucién acuosa, mientras que el efecto del ultrasonido aumenta la produccién de
rutina comparado con el método convencional de extraccion usando metanol. Los
autores concluyen que usando solucién acuosa se evita la degradacion de
componentes antioxidantes, pero usando ultrasonido o con la extraccién metandlica

aumenta significativamente la extraccion maxima de rutina (22).

En 1990, se extrajo rutina de las semillas, tallos, hojas y flores de trigo sarraceno
Fagopyrum esculentum moench por electroforesis, se usé como solvente una
mezcla de 60% de etanol y 5% de amoniaco en agua (5g de amoniaco en 100ml
de agua), concluyen que la presencia de rutina en todos los 6rganos de esta planta

es una valiosa fuente nutricional (23).

En 1948, se aislo rutina de Satsumelo (Citrus unshiu, un citrico hibrido resultante
del cruce entre pomelo y naranja Satsuma). Para la extraccion usaron solucion de
hidroxido de sodio 3N seguido de acidulacidon con acido clorhidrico y recristalizado
en agua hervida. Para el analisis de la sustancia usaron pruebas
espectrofotomeétricas y punto de fusion. De 268,9 g de cascara aislaron 1,86 g de
rutina con un rendimiento de 3,23%. El punto fe fusién fue de 185,5-187,5°C, las
longitudes de onda de absorcién maxima en UV-visible fueron de 257,5y 362,5 nm.
Los autores concluyeron que la sustancia aislada de la corteza de Satsumelo
(Citrus unshiu), un citrico hibrido resultante del cruce entre pomelo y naranja

Satsuma es rutina (24).



1.2. Bases tedricas

1.2.1. Especie vegetal en estudio

a) Identificacion botanica

De acuerdo con el esquema de clasificacidn filogenética (1,25), esta planta tiene la

siguiente clasificacion:

Reino : Plantae

Sub reino : Tragueophyta

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Brassicales antes Capparales

Familia : Capparaceae

Género : Preslianthus

Especie : Preslianthus pittieri (Standl.) litls & Cornejo.
Nombre vulgar : sacha granadilla

b) Descripcién botanica

Se hara nuestra, la descripcion botanica realizado por Cornejo vy lltis: “Arbustos o
arboles delgados 3 a 12 m, cubiertos por tricomas estrelladas pardo rojizas, [...];
semillas 19-21 x 15-18 x 10-12 mm, cocleado-reniformes, ligeramente
complanadas, cubiertas por una sarcotesta vellosa de tricomas simples de 2 mm
de largo” (3,26).

c) Distribucion ecolégica

Ampliamente distribuido en selvas tropicales y bosques humedos, desde el rio San
Juan en Costa Rica, la frontera con Nicaragua hasta el este de los Andes en
Ecuador, Peru, Acre en Brasil y el norte de la Amazonia boliviana, con unos pocos

especimenes muy separados conocidos de las Guayanas y el este de Brasil. Esta



especie se parece a P. detonsa, pero se distingue por sus flores mas pequefias y

discretas y sus frutos globosos (3).

d) Usos e informacién etnobotanica

Hasta hoy, la madera de la especie solo ha sido usado para construccion de
viviendas rasticas, no se conoce sus aplicaciones en la medicina tradicional.
1.2.2. Rutina

Rutina es un flavonol, que en la estructura 2-fenil Benzo-y-pirona contiene cuatro
grupos OH en posiciones 3°,4°,5°,7" y un azucar en la posicion tres, es la (Rutinosa
o Rhamnoglucdsido), se conoce como quercetina-3-rutindsido, goza de importancia
como quelante formando complejos de coordinacion, en el cuerpo humano fija al
ion Fe?* de la sangre que previene enlazarse al peroxido de hidrégeno y evita la
formacion de radical libre altamente reactivo capaz de causar dafio a las células
(11,27).
OH
OH

HO O

CH,
OH

OH

OH

HO
OH HO OH

Figura 1. Estructura quimica de la rutina

Propiedades farmacoldgicas

Es un potente inhibidor de angiogénesis, que es la formacion de nuevos vasos
sanguineos para diseminarse, propicio en la ramificacion de los neoplasmas. Actla
como inhibidor de algunos tipos de canceres en el tratamiento del quilotorax
(acumulacion de linfa) que causa derrame pleural por causas traumaticas o no
traumaticas como neoplasias, sarcoidosis, irradiacion toraxica etc, evita la

agregacion plaquetaria (30). Es activa contra hemorragias recurrentes producidas
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o relacionadas con una disminucion de la fragilidad capilar (31), tiene actividad
contra los efectos de una exposicion a emanaciones radioactivas (32), tiene efecto
analgésico y antiinflamatorio, es un modulador de é&reas cerebrales como la
sustancia gris perioconductal ventrolateral (33). Ademas, es antioxidante,
antimicrobiano, antidiabético, anticancerigeno y tiene efecto neuro protector (34).



Propiedades fisicoquimicas

La rutina tiene las siguientes propiedades fisicoquimico (2): peso molecular de
610,515 g/mol, punto de fusion esta entre 195 a 197°C, indice de rotacién [a]3® =
+13,82° en etanol y [a]3® = —39,43° en piridina, color amarillo palido, cristales en
forma de agujas, soluble en: piridina, acetato de etilo, formamida y dimetilformamida
(30).

Espectrometria UV- Visible de la rutina

La rutina absorbe radiacion ultravioleta y muestra bandas de absorcion a longitudes
de ondas maxima de Amax. a: 259, 266 y 363 nm en etanol absoluto usado como
reactivo de desplazamiento. Pero si se afiade 2 gotas de hidroxido de sodio, se
notara un desplazamiento batocromico hacia la region roja del espectro cuyos
valores de longitudes de onda maxima son Amax 272, 327, 415 nm (35,36), el
desplazamiento batocromico entre 363 y 415 da una diferencia de 52 nm. Otros
desplazamientos espectrales pueden ser notables afiadiendo acetato de sodio y

acido borico y la adicién de 2 gotas de cloruro de aluminio al 5%.

1.2.3. Biogénesis de larutina

Como todos los flavonoles sigue la via de los Shikimatos, partiendo del acido
Shikimico forma el acido prefénico, y alternativamente acido cinamico o cumarico,
pasando por chalconas, llega a flavononas sigue a flavanonol al deshidrogenarse
pasa a flavanol adquiere un sustituyente azucarado y se transforma en rutina como

se muestra en la figura 2 (37).



COOH
HOOCOCH ,C___COOH

—_— _— = X OH

HO OH
HO R
OH R = H = Acido cinami
- _— = H = Acido cinamico
Acido shikimico Acido prefénico R = OH = Acido cumarico
+
SCoA
R + OH

R
(@] O HO
O Chalcona
-
Isomerasa

O
N
Cumaril SCoA |

Chalcona sintetasa

0 OH O o O
Flavonona Chalcona
leidasa

OH
H O HO
© O © OH
2H OH I

OH O — =

O- rutinosido

Rutinasa OH O
Flavanonol OH © .
Flavonol Rutina
(Quercetina) Quercetina rutinésido

Figura 2. Biogénesis de rutina por via del Shikimato

1.2.4. Métodos de aislamiento de la rutina

La rutina se extrae del material vegetal con etanol o metanol (80% v/v) a reflujo
hasta agotamiento. El extracto se filtra y se evapora al vacio en rotavapor hasta
alcanzar ¥4 de su volumen original. Al concentrado se afiade agua destilada 2,5
veces mas del volumen del concentrado, se afiade éter de igual volumen, se agita
la mezcla, se deja en reposo, la fase etérea se separa, a la fase hidroalcohdlica se
vuelve a repetir el mismo procedimiento por 3 veces. La fase hidroalcohdlica se
evapora en un rotavapor hasta obtener 1/5 de su volumen. Al concentrado se hace
el mismo procedimiento con cloroformo por tres veces, la fase acuosa se deja en
reposo por 72 horas. El precipitado se filtra y se lava con una mezcla de [cloroformo:
acetato de etilo: etanol] (50:25:25). La parte no disuelta del precipitado se disuelve
en etanol o metanol caliente y se filtra, el filtrado se evapora a sequedad y se

obtiene un polvo amarillo “rutina” (9,38).
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Mediante otro procedimiento, la rutian se ha aislado del material de planta con el
uso de columnas con relleno en fase sélida, se usa metanol para la extraccion inicial
a reflujo en Soxhlett. Las columnas se lavan con metanol para estabilizar los
rellenos. Luego se acondiciona con una mezcla metanol-agua (2:8 v/v) para
empaqgues no polares y para empaques polares con 1,4 dioxano. El extracto
obtenido con el reflujo se diluye con agua para relleno no polares y para rellenos
polares con dioxano, luego se inyecta en la columna. La rutina absorbida en la
columna en empaques no polares se lava con metanol y en empaques polares con
agua caliente (60°C). Los lavados se concentran y se secan obteniendo la rutina
(39).

En la actualidad se dispone del método de fluidos supercriticos y la extraccion
asistida por microondas y el de electroforesis por capilaridad (14,19,22,23), con el

gue se obtiene rutina preparativa.

Un método de obtencion de rutina cuyo proceso puede ser sobredimensionado y
extrapolado a nivel industrial, consiste en seguir los pasos siguientes: Las hojas
secas de la ruda se pulverizan y tamizan en malla ASTM de 0,5 mm de diametro.
Se macera en etanol por 6 dias con agitacion intermitente, se filtra y concentra a
presion reducida. El extracto seco se diluye con cloroformo (50 mL) y se extrae con
25 mL de agua destilada (4 veces). Se concentra el extracto acuoso, se deja en
reposo y se forma un precipitado amarillo que se recristaliza con [metanol: agua]
(9:1) (35).

1.2.5. Determinacion de los parametros fisicoquimicos

A. Punto de fusién

Es un indicador que muestra la temperatura, en que el compuesto puro pasa de la
fase solida a la fase liquida, el proceso puede ir acompafiado de descomposicion
del compuesto, que no siempre puede ser la temperatura de equilibrio sino la

temperatura de transicion de solido a liquido (40).
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El método se usa para probar la identidad de un compuesto conocido. También,
para identificar una sustancia desconocida, si se mezclan dos sustancias sélidas,
uno conocido y otro desconocido, si no hay depresion de la temperatura del punto
de fusion de la sustancia conocida, entonces se trata de la misma sustancia (40).

Inicialmente este pardmetro se media con el aparato de Thiele. Posteriormente se
uso el aparato Fisher Johns, el aparato Nalge-Axelrod (40), pero el mas moderno y
de mayor exactitud es el equipo FISATOM 431D. con pantalla visor de lectura digital

de temperatura, en el que las mediciones se hacen con rapidez y precision (40).
B. Indice de rotacion 6ptica

Se mide a sustancias Opticamente activos, cuyas moléculas poseen un centro quiral
(centro de giro), se conoce como indice de rotacion Optica, este parametro se mide
con el polarimetro, indica el sentido de rotacion de la sustancia Opticamente activa.

La rutina tiene un centro de giro hacia la izquierda en piridina (Levagiro) (40).

Este valor se calcula mediante la formula siguiente (40).
a
T _ _—
[a]l bC
a = Rotacion observada en grados

b = espesor de la capa en centimetros

C = concentracion del solido en%ml

Procedimiento, se disuelve 10mg de la muestra para cada ensayo, si la sustancia
analizada es rutina la rotacion 6ptica en etanol es: [a]4® = +13,82 y en piridina
[a]2® = —39,43° (30).

C. Solubilidad
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Es la capacidad de disolucion de un soluto en un solvente en el que forma solucién
homogénea. En caso de la rutina es soluble en piridina, formamida y en soluciones

alcalinas (30).
D. Reaccién colorida

Es el cambio de coloracion que presenta la molécula cuando reaccionan con un
reactivo quimico, la rutina da color verde en solucion diluida de cloruro férrico (30)

y en solucion de hidroxido de sodio color amarillo (41).
E. Valores de Rf en cromatografia de capa fina

En cromatografia TLC usando como absorbente silica gel y como solventes de
resolucion [acetato de etilo: Butanona: acido formico: agua] (50:30:10:10)] y en
placas de poliamida en [Agua: etanol: butanona: acetilacetona (65+15+15+5)] da

un valor Rf de 0,3 en ambos casos (42).
F. Valores de Rf por cromatografia bidimensional en papel de la rutina

Se corre la muestra en una cabina cromatografica con 2 solventes: terbutil: acido

acético glacial: agua (TBA) y acido acético glacial: agua (HOACc) (36,43):

A

TBA

90°

HOAC

Figura 3. Cromatografia bidimensional en papel whatman 3MM (36)

Primero se procede usando papel Whatman 3 MM con TBA en forma vertical por
24 horas, cuando esta seco el papel se acomoda en una posicion de giro de 90
grados, para el segundo procedimiento se usa HOAc (15:85). La rutina tiene los

siguientes valores Rf (36,43): En TBA [terbutil: acido acético: agua (3:1:1)] es 0,44
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y en HOAc [acido acético glacial: agua] (15:85) es 0,56 (36). Se calculan con la

férmula siguiente

Distancia de corrida del soluto

Rf

" Distancia de corrida del solvente

G. Peso molecular por el método de Rast

Para determinar el peso molecular de una sustancia se usa el método descrito por
(40,44,45) denominado método de Rast, que consiste en determinar la depresion
del punto de fusién del D-camphor puro. Luego se determina la diferencia de
temperatura, dado que los otros parametros como el punto de fusion, el constante
molar del D-camphor puro son conocidos, el peso molecular se calcula usando la

siguiente formula (40,44,45).

K.w. 1000
AT . W

w: Peso del compuesto desconocido (g); K: constante molar del descenso del punto
de fusidon 39,7; W: peso del D-Camphor (g); AT: diferencia de temperatura (40,43—
45).

Segun IUPAC el peso molecular de la rutina es 610,515 g/mol. Si la sustancia

aislada es rutina obtendremos un valor similar (30).

1.2.6. Caracterizacion por espectrometria UV/visible de la rutina

La rutina como flavonol tiene un grupo oxhidrilo en posiciéon 7, en presencia de
acetato de sodio experimenta un desplazamiento batacrémico de 12 nm en el
espectro Ultravioleta visible en la banda Il, es decir de 259 nm que es la referencia
con metanol a 271 nm con acetato de sodio. Los valores de longitud de onda
maxima (Amax) observables de rutina en el espectrometro UV en metanol es
Maon 259,266 sh,299 sh,359 nm (I) y en metanol mas acetato de sodio es
MabH +Naoac 271,325,393 nm (II) en esta Ultima se eliminan los hombros que

aparecen en metanol a 266 nmy a 299 nm dando picos mucho mas nitidos (36).
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1.3. Definicién de términos basicos

Caracterizacion: es la identificacion del componente o componentes por
determinacién de los pardmetros fisicoquimicos y por mediciones instrumentales:
espectrometria, cromatografia y métodos fisicoquimicos, estos métodos se usan en
la determinacion de la estructura quimica de sustancias desconocidas. Pero si no
se dispone de instrumentos mas sofisticados, se puede realizar mediante el andlisis
comparativo usando sustancias patrones conocidos por sus propiedades

fisicoquimicos y espectroscopicos (40,43).

Filogénesis: se usa para comprobar el parentesco que hay entre las plantas en el
planeta, pero también ayuda a determinar los metabolitos activos que se
encuentran en ellas, que guardan parentesco entre la especie y el género, dado
gue las plantas para sobrevivir crean mecanismos de defensa o ventajas

adaptativas (43).

La filogenética relaciona los ancestros con los descendientes, para estimar
partiendo de las caracteristicas de ellos, la relacion de parentesco y representar el

arbol filogenético de la especie (46).

Flavonol: es una clase de sustancia dentro de los denominados pigmentos
flavonoidales. Tiene las caracteristicas de ser copigmento, principalmente incoloro
tanto en flores cidnicas y antocianicas y se halla ampliamente distribuido en las
hojas (18), derivan de la flavona en 2-fenil Benzo-y-pirona que posee una
sustitucion OH en posicion 3 y sus modificaciones con sustituyentes OH en
diferentes posiciones que son conocidos como quercetina, kaempherol, apigenina
(47).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacion de la hipoétesis

Las hojas de P. pittieri (Standl.) litis y Cornejo contiene rutina puede ser identificada

por sus propiedades fisicoquimicas y espectrometria.

2.2. Variables de estudio y su operacionalizacién

2.2.1. Variable de Estudio

Variable independiente

Presencia de rutina, Sustancia aislado y purificado de las hojas de P. pittieri

(Standl.) Iltis usando méetodos adecuados de aislamiento (9,38).

Variable dependiente

Caracteristicas fisicoquimicas. Son las propiedades fisicas y quimicas
simultaneas en el comportamiento de un compuesto que identifica a la molécula
aislado luego del proceso de aislamiento y purificacion, que son Unicas de cada

compuesto.

Caracteristicas espectrométricas. Son propiedades determinadas por
espectrometria ultravioleta visible, que mide la longitud de onda maxima de cada
banda de absorcion de la sustancia aislado disuelto en un solvente de resolucion,
gue por su estructura quimica conjugada produce efectos batocrémicos o efectos

hipsocromicos.
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2.2.2. Operacionalizaciéon de variables

Variable Definicion operacional Tipo por Indicadores Escala de | categoria Valores de las Medios de
independiente naturaleza medicién categorias verificacion
Rutina aislada de P. | Las hojas pulverizadas de P. pittieri lltis y | Cuantitativa | Mesa (g) Razoén Ninguna Ninguna Cristales de
pittieri Iltis y | Cornejo se desengraso con éter de petréleo, rutina
Cornejo. se macer6 en etanol, el extracto se

concentrd, luego se diluyé con tetracloruro

de carbono, se filtrd, con agua caliente se

extrajo con pera de decantacion, se obtuvo

cristales de color amarillo de rutina.
Variable Definicion operacional Tipo por Indicadores Escala de | categoria Valores de las

Medios de verificacion

dependiente naturaleza medicion categorias
Caracteristicas Se identificé por evaluacion de las | Cuantitativa | Angulo de giro (grados) | Razon Ninguna Ninguna Registro optico en polarimetro
fisioquimicas propiedades fisicoquimicas: (etanol).

rotacién optica, punto de fusién, Temperatura (°C) Registro de temperatura

valores Rf en TLC y peso Valor Rf (%) Valores de Rf (anexo 5)

molecular. peso molecular (g/mol) Peso molecular (anexo 6)
Caracteristicas Se registrd por espectrometria | Cuantitativa | Nandmetro (nm) Razén Ninguna Ninguna Espectro de hesperidina (anexo 2)
espectroscoépicas UV, las longitudes de onda

méxima, usando reactivos de

desplazamiento.
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA
3.1. Diseflo metodolégico

Es de tipo descriptiva porque se realiz6 comparaciones entre el valor obtenido
mediante las mediciones experimentales que se hizo para esta molécula, aislada
en especies vegetales diferentes que obran en la literatura cientifica (8,9,15,17).
Asimismo, los datos se recolectaron en el transcurso del procesamiento de la

muestra en laboratorio (43,48).

Es cuantitativo porque se mide las caracteristicas fisicoquimicas y espectrométricas
en UV/visible (31,40, 42), y se define como un proceso algoritmico porque esta
constituida por un conjunto ordenado de etapas secuenciales que se sigue hasta la
obtencion del producto y se determind las propiedades fisicoquimicas y

espectroscopicas cuantificables, al que se denomina elucidacion (43,48).

3.2. Disefio muestral

En esta investigacion las muestras se tomaron por conveniencia y no fueron
aleatorios porque en todas las hojas esta presente la rutina, por esta razén no se

aleatoriza algo “per se” presente en todas ellas (48).

Poblacion de estudio

Esta constituido por el conjunto de arboles de P. pittieri (Standl.) litis y Cornejo que
estdn en el Arboretum “El Huayo” ubicado en la ciudad universitaria de
Zungarococha de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana, San Juan,

Maynas, Loreto (43).

Muestra de estudio
La muestra fue 5 kg de hojas frescas con 70% de humedad, por secado se obtuvo
1,5 kg de peso seco que se llevo a pulverizacién y del cual se tomo6 200 g para su

procesamiento.
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Criterio de seleccién

Criterio de inclusion. Se seleccionoé las hojas de mayor tamafio libre de ataques

de insectos y/o depredadores.

3.3. Procedimiento de recoleccién de datos

Se procedio del siguiente modo: tratamiento inicial de la materia prima, aislamiento
y purificacion de la rutina y por Ultimo su caracterizacion. Los pasos se muestran
en la siguiente figura (figura 3).

Eter de petréleo—l

Lavado

Secado

Y

Y
Y

materia prima Molienda Tamizado »| Desengrase

l l Etanol —l |

Identificacion Afrecho
botanica

Maceracion

\4
CCl, Filtracién

Disolucion Residuo seco [« Destilacion
Extraccién con H,O l
Y Alcohol
Solucién de CCl,
Y
Extracto
cely acuoso

H,O «—— Evaporacién

\ 4

Cristalizacion

Rutina pura
Determinacion de Andlisis por Espectroscopia
parametros fisicoquimicas UV-Visible
\, /
A4

Elucidacion de la rutina

Figura 4. Diagrama: Aislamiento de rutina de P. pittieri (Standl.) lltis & Cornejo
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A.l. Recoleccion de la muestra vegetal

La muestra vegetal se recolectd en el Arboretum “el Huayo”, ubicada en la ciudad
universitaria de Zungarococha de la UNAP, cuyas coordenadas georreferenciales
son las siguientes 3° 46’ 30” S; 73° 17’ 20” O; altitud 138 msnm. En esta misma
ubicacion realiz6 (43) la recoleccién de otra especie.

La recoleccién de la muestra se document6 con toma de fotografias, las hojas
colectadas se llevaron al Laboratorio de Fitoquimica y Productos Naturales de la
Facultad de Ingenieria Quimica de la UNAP.

A.2. Certificacion de la especie vegetal

Se recolecté una rama con frutos, flores y hojas de la especie de P. pittieri (standl.)
lltis y Cornejo en el arboretum el “Huayo” en la ciudad universitaria de
Zungarococha de la UNAP, la muestra fue identifido en el Herbarium Amazonense
CIRNA-UNAP, por el especialista en botanica, y emité el -certificado
correspondiente (ver anexo 1)

A.3. Preparacion y limpieza de la muestra

Las hojas fueron lavadas con agua limpia, y se colocaron en hojas de papel de filtro
para que absorba el exceso de humedad de éstos luego, fueron depositados en un
anaquel a 17°C.

A.4. Pesada y molienda

Se peso 1,5 kilogramos de hojas secas de P. pittieri (standl.) litis y Cornejo se molié

en un molino de discos y se obtuvo un polvo fino.
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A.5. Tamizado

La muestra molida se pasé por un tamiz ASTM namero 60 (0;25 mm de diametro)

y se obtuvo particulas de tamafio homogénea, el peso final de la muestra fue 750
g.

A.6. Desengrase

Se tom6 200 gramos de polvo fino y se puso en cartuchos de papel de filtro, el
proceso de desengrase se llevé a cabo en un equipo de Soxhlet y se uso éter de
petréleo como solvente, se trabajé por tandas hasta agotar toda la muestra. El
extracto se filtro, el polvo desengrasado se llevd a maceracion (43).

A.7. Maceracion

La maceracion se realizé en un balén de vidro de dos litros con 800 ml de alcohol

de 96° por una semana, con agitacion intermitente (43).

A.8. Filtracion

La solucién se filtré al vacio en un embudo Buchner, para separar las impurezas

presentes en el macerado (43).

A.9. Concentracion

El filtrado se concentré en rotavapor a 45°C de temperatura y presion reducida

hasta obtener el extracto seco.

A.10. Disoluciéon

El extracto seco se disolvié con 300 mL de tetracloruro de carbono. Se filtr6 en

embudo de espiga.
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A.11. Extraccion

La solucion filtrada de tetracloruro de carbono se extrajo con agua destilada en una
pera de decantacion, se extrajo 3 veces, con porciones de 100 mL de agua
destilada cada vez, luego se juntaron los extractos obteniendo 300 mL de extracto
acuoso (9,38).

A.12. Concentracion

El extracto acuoso se concentrd hasta 1/5 de su volumen (40 mL) en rotavapor a
presion reducida.

A.13. Purificacion

El extracto acuoso concentrado se dejo en reposo precipitaron cristales de color
amarilla, los cristales se separaron del agua madre por filtracion. Este
procedimiento se realiz0 varias veces obteniendo a través de varias precipitaciones
(9,38).

A.14. Recristalizacion

Para elevar a su alta pureza se volvio a recristalizar, para lo cual se disolvio los
cristales obtenidos en una mezcla de metanol: agua (9:1) en 100 mL de ésta, se
calent6 a 90° C, se filtrd, se dejo en reposo y precipitaron unos cristales de color

amarillo pélido.

3.4. Procesamiento y analisis de datos

Rendimiento

Se proces6 200 g de materia prima. Después del proceso de aislamiento, se obtuvo
2,6965 g de cristales en forma de agujas de color amarillo pélido, se pesé en una
balanza analitica, con estos datos se obtuvo el rendimiento. Se deposité en un

frasco de vidrio color ambar para evitar el impacto fotoquimico de la luz.
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Caracteristicas fisicoquimicas

Punto de fusién

Se determiné en el equipo FISATOM 431 D. Una pequefia cantidad de cristales se
deposité en un tubo capilar de 1mm de didmetro y 8mm de longitud, se ubicé
horizontalmente en el area de calefaccion del equipo, en el momento en el que los
cristales (rutina-3H20) pasaron al estado liquido, se observo en la pantalla el valor
del punto de fusion (40).

Solubilidad
Se us6 5 mg de rutina en cada prueba y 3 mL de cada solvente, piridina, formamida
y dimetilformamida, en los tres tipos de solventes se disolvio la muestra formando

una solucion homogénea (30).

Rotacion especifica

Se us6 un polarimetro. Se trabajé con 100 mg de muestra disuelta en 25 mL de
etanol que se paso por un filtro, se regul6 el equipo a una temperatura 23°C y se
llen6 completamente el tubo con la muestra, se encendio la lampara, se enfoco el
ocular haciéndolo girar hacia la derecha o hacia la izquierda hasta que la linea
divisor de los dos campos quedo perfectamente definida, se aflojo el seguro para
determinar la lectura cero y los dos campos se igualaron, se encendio la lampara,
el vernier o escala exterior esta dividido en 25 divisiones permitiendo lecturas hasta
de 0,1°. Una vez determinado el cero, se procedio a la lectura. Se obtuvo un valor
de [a]3® = +13,82° en etanol, esto nos indica que la sustancia es dextrdgira, es
decir, desvia hacia a la derecha el plano polarizado de la luz al atravesar por ella
(49).

Reaccion colorida

Para determinar la reaccion de coloracion de rutina se uso cloruro férrico e hidroxido
de sodio. Se prepard una solucion de rutina en etanol, luego se afiadié unas gotas
de solucion de cloruro férrico, la reaccion produjo un color verde clasica (30), luego
se afiadié unas gotas de solucién de hidréxido de sodio, la reaccién dio un color

amarillo (41). También se aplicd un spot de la muestra aislada sobre un pequefio

23



cromatofolio de silicagel F2s4, se puso en el revelador UV donde mostré unas

manchas amarillo verdosos clasica reaccién en flavonoles (41).

Valores Rf en cromatografia (TLC)

Se us6 placas de Cromatofolios de silica gel de 20 x 4 cm. Se aplico la muestra
disuelta en etanol a 2 cm del borde inferior. Se dejé secar la cAmara cromatogréfica,
se saturo con el solvente | [acetato de etilo: butanona: acido formico: agual, en la
camara se deposito la placa, se midieron las distancias recorridas por el solvente y
soluto. Cuando el solvente alcanz6 el borde superior de la placa que fue de 17 cm,

el soluto solo subi6 5,10 cm.

En otra placa de cromatofolio de silicagel, se realizé el mismo procedimiento, pero
la camara cromatografica se satur0 con solvente Il [agua: etanol: butanona:
acetilacetona] (65+15+15+5). Cuando el solvente alcanzo el borde superior de la
placa que fue de 17,5 cm (42), el soluto solo subi6 4,95 cm. Con estos valores se

calculo el Rf en ambos solventes de desplazamiento respectivamente.

Cromatografia bidimensional de papel descendente

Se uso6 papel Whatman N°1 de dimensiones 50 X 50 cm. Se aplico la muestra
disuelta en etanol sobre el papel a 8 cm del borde de contacto del soluto con el
solvente. Primero se corrié con TBA (terbutilo-acido acético-agua) (3:1: 1), se
midieron las distancias recorridas por el solvente y soluto. Cuando el frente de
solvente alcanz6 40 cm, el soluto solo se desplazé 17,60 cm. Segundo, después
de la primera corrida se sec6 el papel y se gird6 90° grados. Se realizd el mismo
procedimiento que lo anterior, pero el solvente de corrida fue acido acético y agua
(15:85). Cuando el frente de solvente alcanz6é 40 cm, el soluto solo se desplazé

22,40 cm (37). Con estos valores se calcul6 el Rf correspondiente.

24



Determinacion del peso molecular por el método de Rast

Se procede a mezclar el D-camphor puro con la muestra en un tubo de ensayo y
se funde luego se enfria, después se pulveriza, se toma una pequefia muestray se
introduce en la porta muestra del equipo FISATOM 431 D, cuando la muestra inicia
a fundirse la pantalla visor del equipo muestra el valor de 171,25°C que
correspondiente a la temperatura fe fusién de la mezcla (40,43-45).

Con este valor y el punto de fusion del D-camphor puro conocido (177,75°C), se
procedio a calcular la depresion de la temperatura cuyo valor fue AT= 6,5. Ademas,
el valor de la constante molar es k= 39,7, con estos parametros se procedié a
calcular el peso molecular de muestra, para la cual se usé la formula indicada en la

parte tedrica (40,43-45), los calculos (ver anexo 6).

Caracteristicas espectrométricas

Mediciéon de longitudes de onda maxima

Se usO un Spectrophotometer 2800 UV/vis marca “UNICO”. Se disolvio 5 mg de
rutina en metanol, se filtro, se lleno la cubeta de cuarzo. Otra cubeta de referencia
lleva como solvente metanol. Las cubetas se pusieron en la camara de muestras
del equipo y se midio directamente las longitudes de onda de absorcion. Después,
se prepar6 una solucion de acetato de sodio y metanol, se procedié como en el

caso anterior (36).

3.5. Aspectos éticos

No aplica para esta investigacion. Sin embargo, las pequefias cantidades de
residuos quimicos que se genera en el proceso se almacena en frascos de botella,
estas son enviados a la unidad medio ambiental de la universidad, las que se

encargan su disposicion final.
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CAPITULO IV: RESULTADOS.

4.1. Rendimiento de rutina

De 200 g de muestra de P. pittieri (Standl.) lltis y Cornejo se logr6 extraer 2,6965 ¢

de rutina, que corresponde a un rendimiento de 1,3483% (ver anexo 4).

4.2. Caracteristicas fisicoquimicas

Los valores de los parametros fisicoquimicos de rutina aislada de P. pittieri y de la

muestra auténtica, se muestra en la tabla 1

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de la rutina aislada de p: pittieri y de la muestra auténtica.

Propiedades

fisicoquimicas

Valores

Rutina asilada de P.

Rutina auténtica (estandar)

pittieri
Punto de fusién 195°C. 195°C -197°C (30)
Rotacion optica [a]3® = +13,82° (en| [a]?® = +13,82° (en
etanol) etanol) (30)

Solubilidad

Piridina, formamida y

dimetilformamida

Piridina, acetato de etilo,
formamida y

dimetilformamida (30)

Valores Rf [acetato de | 0,3 0,3 (42)

etilo: Butanona: &cido

férmico: agua

Valor Rf en Agua:|0,3 0,3 (42)

etanol: butanona:

acetilacetona

Valor Rf en TBA 0,44 0,44 (36)

Valor Rf en HOAC 0,56 0,56 (36)

Peso molecular | 610,7692 + 0,0413 | 610,515 g/mol (30)
(Método RAST) g/mol

Ver anexo 5y 6; TBA= terbutil: 4cido acético: agua; HOAc = acido acético glacial: agua
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4.3. Caracteristicas espectrométricas

Los valores de longitudes de onda de absorcién maxima de la rutina aislada de P.

pittieri y de muestra auténtica en diversos solventes se muestra en la siguiente

tabla.
Espectro en UVlivisible Muestra aislada (Ap4,) Muestra auténtica (A,;,5)
Espectro: en MeOH 259, 266 sh, 299 sh, 359 nm | 259,266 sh, 299 sh, 359 nm (36)
Espectro: en MeOH: NaOAc | 271, 325, 393 nm 271, 325, 393 nm (36)

Sh=hombro; MeOH= metanol (CHzOH); NaOAc= acetato de sodio (CHsCOONa)

En el barrido de las longitudes de onda de la muestra disuelta en metanol, mostré
las siguientes longitudes de onda: 259, 266 sh, 299 sh, 359 nm, pero en MeOH y
NaOAc las bandas de absorcidon se desplazaron 12 nmy 34 nm respectivamente
hacia la derecha, efecto batocromico.

27



CAPITULO V: DISCUSION

P. pittieriy Capparis spinosa (alcaparra) ambos géneros de la Familia Capparaceae
guardan estrecha relacion monofilectica, es decir, ambos géneros proceden de un
antecesor comun (1). Ademas, se ha determinado que el género de una familia
posee una secuencia genética idéntica “rbcl” (50). Esto muestra que las diferentes
especies pertenecientes al mismo género, pueden metabolizar el mismo
componente. Por ejemplo, C. Spinosa contiene rutina (51,52), al igual que P. pittieri
como se demostro en este trabajo.

La extraccion de rutina de P. pittieri se realiz6 por método convencional, se usé
solventes como el agua, etanol, éter de petroleo, cloroformo y tetracloruro de
carbono. También, rutina fue aislado de otros géneros de plantas por métodos
convencionales con agua en medio basico, metanol (22), seguido por éter de
petroleo y cloroformo (9). Ademas, se usaron métodos mas sofisticados para
extraer la rutina, tales como: extraccion por fluidos supercriticos (53); extraccion
con liquido presurizado (54,55), extraccion en fase soélida (56), extraccion asistida
por ultrasonido (22,57) y extraccion asistida por microondas (14,58). Si bien, son
excelentes métodos de laboratorio resultan poco practicos y costosos en paises
subdesarrollados como el Peru, pero mas aun la extraccién asistida por microondas
por prescripciones sanitarias no debe ser usado por irradiar particulas de alta

energia degenerativa del cuerpo humanao.

El porcentaje de rutina encontrado en P. pittieri fue de 1,348%, mientras que en las
semillas de Fagopyrum esculentum 2,3% (23), en Capparis Spinosa 2,2% (51), en
capparis zeylanica linn 0,876 mg/g de extracto seco (7). El rendimiento de rutina en
P. pittieri es un poco menor que en estas dos fuentes naturales clasicas. Por otra
parte, F. esculentum es una planta de vida util corta que perece después de la
cosecha y C. spinosa tiene menor biomasa que P. pittieri que es un arbol de larga
vida Gtil y abundante follaje. Para obtener la rutina solo es cuestion de podar al arbol
y recoger las hojas permitiendo que pueda aportar multiples cosechas en su largo
periodo de vida (1). En consecuencia P. pittieri (Standl.) litis y Cornejo, arbol que

tiene un largo periodo de vida util, de facil rebrote con gran abundancia de biomasa
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vegetal, y dada el caracter removible del follaje, resulta una planta ideal como

fuente natural de rutina.

Por otra parte, también se aislo rutina de otros géneros y especie de plantas. Por
ejemplo, el rendimiento de rutina en hojas de tabaco fluctia entre 0,5y 1,5% (20),
en M. esculenta “yuca” de Indonesia, en hojas fluctia entre 1,6% y 2,4% (14); en
hojas de Fagopyrum esculentum moench (trigo sarraceno) de Polonia, Rusia y
Checoslovaquia, en hojas varia de 8,2 a 9,3%, en flores de 8,8 a 9,2%, en tallos de
1,1 a1,4% (59); pero en F. esculentum de Slovenia, en hojas 0,03%, en tallos 0,1%,
en flores 4,6% y en semillas 0,046% respectivamente (23) y en Saphora japonica
L. 2% (60). La variabilidad en el contenido de rutina de las especies se debe a
factores medioambientales y ubicacion geografica (59,61). Estas especies tienen
una vida util muy limitado con relacion a P. pittieri que es perenne, por lo tanto, en
la amazonia seria una fuente importante para extraer rutina para propoésitos

medicinales.

En cuanto a las propiedades fisicas generales, la rutina aislada de P. pittieri es un
cristal en forma de agujas color amarillo palido que se oscurecen gradualmente
cuando esta expuesta a la luz. Asimismo, Shukla encontro las mismas propiedades
de la rutina aislada de Phyllanthus amarus (38). De otro lado, el analisis cualitativo,
en luz visible mostro una mancha de color amarilla y en luz ultravioleta una mancha
de color naranja brillante (15). Las propiedades fisicas evaluadas y observadas en

estos estudios son coincidentes con el de nuestro estudio de P. prittieri.

Se evalud la solubilidad del extracto metandlico de ruda hembra y determino que
es soluble en etanol y metanol, poco soluble en acetato de etilo y cloroformo e
insoluble en agua (8). Krewson y Naghski determinaron la solubilidad de rutina en
100 ml de diferentes solventes: en metanol fue 5,5 g, en etanol 0,55 g, en
isopropanol 1,45 g, en n-propanol 0,6 g, en acetona 0,56 g y en piridina 37,3 g (49).
Asimismo, en otra evaluacion de solubilidad se encontr6 que el 4% de rutina (p/v)
en etanol y metanol a temperatura ambiente fue soluble y al incrementar la
temperatura también se incrementaba la solubilidad, pero fue poco soluble en 2-
propanol y la rutina trihidratada tuvo el mismo comportamiento, contrariamente el

incremento de la temperatura no influyé en la solubilidad (60). Valente encontré que
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la rutina aislada de Eucalyptus macrorrhyncha fue soluble en agua caliente, en
metanol, etanol, isopropanol, acetona, poco soluble en agua fria e insoluble en
cloroformo, éter y benceno (62). También, Shukla sefiala que la rutina es soluble
en piridina, formamida, metanol y soluciones alcalinas (38,63). La rutina aislada de
P. pittieri fue soluble en piridina, formamida y dimetilformamida. De acuerdo a los
resultados mostrados, la rutina es soluble en solventes ligeramente polares, pero

no es soluble en solventes polares.

En cuanto a las pruebas de identificacion en cromatografia TCL, los valores Rf que
mostro la rutina aislada de P. pittieri en acetato de etilo: butanona: acido férmico:
agua fue 0,3 y en cromatografia de papel bidimensional en TBA fue 0,44y en HOAc
0,56. Hamed, uso mezclas de diferentes solventes y encontré los valores Rf de
rutina aislada de Ruta graveolens, en acetato de etilo: butanona: acido férmico:
agua fue 0,31; en acetato de etilo: &cido férmico: acido acético: agua 0,38; en acido
acético: agua 0,57 y en alcohol isopropil: agua 0,78 respectivamente (9,63), en
butanol: acido acético 0,58 (51), la rutina aislada de Benincas hispida y Carissa
congesta en metanol: acido acético: acido férmico: agua fue 0,82 y 0,81
respectivamente (64). Asimismo, en tabletas de Tarosin, los valores Rf de rutina en
acetato de etilo: acido acético fue 0,44 y en acido aceético: agua 0,77 (31), en
isopropanol: agua 0,8 (15). Los valores Rf para la rutina varia de acuerdo al tipo de
solvente utiliza para la elucion, si se usa el mismo tipo de solvente, los valores son

similares, esto demuestra que la sustancia analizada es la misma.

Los espectros de absorcion en UV/Vis de la rutina aislada de P. pittieri en metanol
mostro las longitudes de onda maximas a 259, 266 sh, 299 sh, 359 nm. La rutina
aislada de hojas de tabaco en metanol a 359, 299 (sh), 267 (sh), 257 nm (20) y la
rutina aislada de Ruta graveolens a 359 y 370 nm (9). Por otro lado, la rutina aislada
de Capparis spinosa en etanol al 50% a 260 y 360 nm (51), de Ruta chalapensis
‘ruda hembra” a 259, 299 (sh), 369 nm (8), y de rutina aislada de Phyllanthus
amarus fue a 257 y 359 nm (38). Los espectros de absorcion de la rutina en metanol
y etanol son similares, por tanto, se puede usar independientemente cualquiera de
estos solventes para determinar los espectros de rutina en UV/Vis. Ademas, las
bandas de longitud de onda maxima de absorcién de rutina son a 260 y 360 nm

respectivamente. Por otro lado, estas bandas pueden desplazarse a la derecha
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(batocrémico) o la izquierda (hipsocromico) con mezcla de solventes para mejorar

la resolucion de las bandas de absorcion de un componente.

La caracterizacion de la rutina aislade de Euphorbia pulcherrima mediante HPLC
mostro un pico de absorcibn maxima en 3,178 minutos (15), la rutina aislada de
Musa balbisiana (platano) mostro un pico en 5,7 minutos (16), de la rutina aislada
de Sophorae Inmadura mostro un pico de absorcion maxima en 4,80 minutos (18)
y de la rutina aislada de Annona squamosa el tiempo de retencién fue a 2,375
minutos (63). Se observa que el mismo compuesto tiene tiempos de retenciones
diferentes, esto se debe probablemente al tipo de solvente usado para la prueba y
a las caracteristicas del equipo usado. Son pruebas de analisis mas precisas, que

en nuestro estudio no lo hicimos por no disponer de estos equipos.

La rotacion oOptica de rutina fue evaluada con diferentes solventes a una
concentracion 2 g/100 ml y encontro los siguientes valores: en etanol absoluto
+13,26, en metanol absoluto +6,68, en piridina al 80% -48,12 y en acido acético al
99,8% +37,97 (49). Asimismo, en el estudio que se realiz6 de P. pittieri, la rotacion
Optica que mostro rutina en etanol fue +13,82. Se puede observar que, en etanol el
valor de la rotacién éptica es similar en ambos estudios, pero un poco mayor por
centésimas en nuestro estudio. Esto puede estar relacionado con la pureza del

producto obtenido o por el grado de pureza del solvente de resolucion usado.

Por otra parte, el peso molecular de rutina que se aislo de P. pittieri con el uso del
método de RAST fue similar al valor reportado en la literatura (38,65,66), con un
error de 0,041%. Pero, con el uso de andlisis mas sofisticados a través de NMR-H*
y NMR-C?*3, se determiné con mayor precision la estructura molecular y el peso
molecular de la rutina (20). Ademas, por espectroscopia (m/z) se encontro el valor
de 611 de rutina protonada ([M+H]*) (18,38) y por **CNMR el valor de 610,53 g/mol
(38). También, Ademas, con el uso del mismo procedimiento de andlisis m/z se
encontro el valor de 611,16 ([M+H]*) (16). Los métodos de determinacion de ambos
estudios por resonancia magnética nuclear son coincidentes y mas precisos, pero
el método que se usé para determinar el peso molecular de rutina aislada de P.
pittieri difiere enormemente con esto estudios, a pesar de ello, el resultado que se

obtuvo fue de 99,59% de exactitud. Por otro lado, los analisis mas sofisticados
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tendran mayor ventaja sobre los métodos indirectos en cuanto a la exactitud de los

resultados.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

De las hojas de P. pittieri con relativa abundancia en el bosque amazoénico se logro

aislar rutina con un rendimiento de 1,438%.

Las caracteristicas fisicoquimicas como el punto de fusién, solubilidad, rotacion
Optica, peso molecular y cromatografia se encuentran dentro de los rangos
establecidos por el estdndar de referencia de la rutina en la bibliografia.

Las caracteristicas espectrométricas expresadas en longitudes de onda maxima de

absorcién son concordantes y se encuentran dentro de los rangos establecidos por

el estandar de referencia de la rutina en la bibliografia.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Efectuar estudios de investigacion de otras especies del género Preslianthus para
obtener rutina y ampliar las fuentes de obtencion de este compuesto activo.

Seguir realizando estudios de esta molécula en busca de nuevas actividades

terapéuticas.

Efectuar estudios de investigacion en otros 6rganos de la planta con la finalidad de

aprovechar con mayor eficiencia este recurso natural de la amazonia peruana.
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ANEXOS

ANEXO Ne° 1. Identificacion boténica de la planta

Centro de Investigacion de
Recursos Naturales
Herbarium Amazonense — AMAZ

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

CONSTANCIA n.° 25-2022 AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarium Amazomsrse (AMAZ) del CIRNA, do L Untversidad Nacional de la
Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, ta muestra boténica presentada por FLOR DE LUCERO GRANDEZ VELA y SHARON ESTHEFANY
fIENA LECCA tachilleres de la Escwela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de
FArmMacia y moquimica de 1o Universidad Nacional de La Amazonia Peruana pertenece al proyecto de
tesis de pre grado tMutado ~IdentiNcacion por sus Caracterfsticas Fisicoquimicas y Espectrometria de
La Ruting Alslado de Presiianthus pittiert (Stand) litis v Cormnelo™: ha sido DETERMINADA en este centro
de investigacién y ensefanza Herbarfum Amazonense-AMAZ-CIRNA-UNAP como se Indica a

continuacion:
N FAMILIA ESPECIE AUTOR
01 | CAPPARACEAE Prestianthes pittiers (Standl) litis & Comnejo

Determinador: Ing. Juan Celidonio Ruiz Macedo

A los doce dias del mes de agosto del afo dos mil veintidés, se expide la presente constancia a los
interesados para los fioes que se estime coaveniente,

Atentamente,

Dreccidn Pevany/Nunsy — \quitos Perd
Apdo. 45 — Lreakt beocdarks

9
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ANEXO N° 2. Espectro de Rutina

MeOH + NaOAc

| | | |
I

200 250 300 350 400 450

A max nm

UV SPECTRAL DATA
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ANEXO N° 3. Fotografia de la planta
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ANEXO N° 4. Célculo de rendimiento de Rutina

Se calcula estableciendo una relacion porcentual entre el peso de rutina obtenida
sobre el peso de la materia prima utilizado.

Peso rutina: 2,6965 g
Peso de materia prima: 200 g

o Peso de Rutina obtenida
%rendimiento = - - .100
Peso de la materia prima

2,6965¢g
200g

%rendimiento = .100 = 1,3483%
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ANEXO N° 5. Determinacion de los vales de Rf de rutina

Cromatografia monodimencional
A. Sobre silicagel, solvente de corrida [acetato de etilo: butanona: &cido formico:
agua] (50+30+10+10). Los valores de las distancias corridas por el soluto y

solvente fueron las siguientes:

Distancia de corrido del soluto 5,10 cm
Distancia de corrido del solvente 17,00 cm

Distancia de corrida del soluto

Rf =

Distancia de corrida del sovente

Rf = 510
f= 17,00

B. Sobre poliamida, solvente de corrida [agua: etanol: butanona: acetilacetona]

0,3

(65+15+15+5). Los valores de las distancias corridas por el soluto y solvente

fueron las siguientes:

Distancia de corrido del soluto 4,95 cm
Distancia de corrido del solvente 16,50 cm
Rf = A9 _ 0,3
16,50
En cromatografia bidimensional
C. Sobre papel Whatmaenn #1, solvente de corrida el TBA (3: 1: 1). Los valores de

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

Distancia de corrido del soluto 17,60 cm

Distancia de corrido del solvente 40,00 cm

D. Sobre papel Whatmaenn #1 con un giro de 90° grados, solvente de corrida el
HOAc (15 ml de acido acético glacial + 85 ml de agua). Los valores de las

distancias corridas por el soluto y solvente fueron las siguientes:

Distancia de corrido del soluto 22,40 cm

Distancia de corrido del solvente 40,00 cm




ANEXO N° 6. Determinacién del peso molecular de rutina

Punto de fusion de la mezcla D-camphor y muestra de estudio: 171,25°C
Punto de fusién del D-camphor: 177,75°C

Se halla la diferencia del punto de fusion

AT=177,75-171,25 =6,52

Aplicando la formula

_ k. p.1000
~  AT. P

Sabiendo que

K= Depresion molar del D-camphor 39,7
w= peso de la muestra 50 mg= 0,05 g
W= peso del D-camphor 0,5 g

AT=6,5

_39,7.0,05. 1000 1985
N 6,5. 0,5 "~ 6,983

=610,7692
M=610,7692 g/mol

El porcentaje de error es la relacion entre el peso molecular de rutina experimental
610,7672 g/mol menos el peso molecular IUPAC 610,517 g/mol

Peso molecular experimental — Peso molecular IUPAC
%Error = ( - ) . 100
Peso molecular experimental
UE _610,7692 — 610,517 100 = 25,22 0.041
oRrTor = 610,7692 T 6107692 T

Encontramos que el margen de error es de + 0,041 un margen de error

relativamente bajo.
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