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RESUMEN

Se realizé un estudio preliminar fitoquimico y farmacognéstico de la
corteza del fruto y de la semilla de la especie vegetal (Nephelium lappaceum
[.), El estudio desarrollado, se apoyd en parametros preliminares como la
determinacion del contenido de humedad por desecacion, cenizas totales,
cenizas solubles en agua, cenizas solubles en acido clorhidrico, sustancias
solubles, indice de refaccion en la grasa extraida de la semilla. Se desarrolld un
estudio cualitativo quimico mediante el tamizaje fitoquimico a los extractos con
solventes de polaridad creciente tales como el éter di-etilico, etanol y agua. Las
reacciones de coloracion y precipitacion indicaron la presencia de varios
metabolitos activos tales como compuestos grasos, azucares reductores,
Triterpenos y flavonoides. La cuantificacion espectrofotométrica UV de
flavonoides y fenoles totales en la corteza amarga fue de 05584 mg/mly 1.176
mg/ml respectivamente. Los terpenos presentes en la corteza fueron

identificados utilizando cromatografia de capa fina.

Palabras claves: (Nephelium lappaceum l.), metabolitos activos, pardmetros de

preliminar.
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ABSTRACT

A preliminary phytochemical and pharmacognostic study of the fruit bark
and the seed of the plant species (Nephelium lappaceum |.) Was carried out. The
study was based on preliminary parameters such as the determination of
moisture content by desiccation, total ash, water soluble ashes, ash soluble in
hydrochloric acid, soluble substances, spare index in the fat extracted from the
seed. A qualitative chemical study was developed by means of the phytochemical
screening of the extracts with solvents of increasing polarity such as di ethyl
ether, ethanol and water. The coloration and precipitation reactions indicated the
presence of several active metabolites such as fatty compounds, reducing
sugars, Triterpenes and flavonoids. The UV spectrophotometric quantification of
flavonoids and total phenols in the bitter cortex was 0.5584 mg / ml and 1176
mg/ml respectively. The terpenes present in the bark were identified using thin

layer chromatography.

Key words: (Nephelium Ilappaceum L.), active metabolites, preliminary

parameters.
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CAPITULO |

I. INTRODUCCION

Desde tiempos remotos en la historia se han realizados diversas
investigaciones de las diferentes especies vegetales, para conocer sus
actividades terapéuticas con el fin de poner el conocimiento a disposicion de la
comunidad en general. Aguellos estudios se han realizados para documentacion
o profundizar el uso y manipulacion de especies, a su vez ofrecer alternativas de

aprovechamiento.

La farmacognosia es la disciplina que equilibra de forma completa el
estudio de las materias primas y de las sustancias de origen vegetal con fines
terapéuticos. Para la farmacognosia estudiar una planta es detallar su identidad,
en la cual describe su morfologia, calidad, composicién quimica, estructura,
propiedades de los principios activos, actividad farmacoldgica y circunstancias
qgue pueden hacerla variar y dar una aplicacion optima de las plantas.(Enriquez
& Prieto, 2007).

El estudio de un vegetal es imprescindible en todo trabajo quimico, por lo
cual se examina meticuloso y ordenadamente seglUn las caracteristicas
relevantes y a medida que se va procediendo en la escala de clasificacion, se
observan detalles mas escrupulosos, de caracteres microscoépicos y fisiol6gicos

hasta llegar a un estudio completo de la especie.

Nephelium lappaceum L. 0 comunmente conocido como Achotillo, es un
arbol tropical originario del continente asiatico cuya especie ha sido descubierta
en los paises como Malasia e Indonesia, originalmente ésta especie es conocida
por sus nombres tradicionales como Achotillo, Nefelio, Rambutan, Mamén chino,

etc. Pertenece a la familia Sapindacea, la misma que estd compuesta por mas
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de 1.000 especies de arboles y arbustos que estan distribuidos por todos los
continentes, especialmente en cuyas regiones que poseen temperaturas
calidas. (Anthropogen, 2008).

N. lappaceum L. es una especie de arbol que puede alcanzar entre 15 —
25 metros de altura, también se conoce que las hojas son de color verde oscuro,
las flores son de color blanco verdoso. La fruta tiene la corteza rojiza o naranja-
amarilla delgada cubierto con los pelos gruesos o espinas largas parecido al
erizo de mar, es suave en la superficie. La planta contiene una gran variedad de
sustancias, tales como polifenoles, caroteno, vitamina C, vitamina E, xantofilas y
taninos. (Celec, 2015)

Por la gran cantidad de macro y micronutrientes que posee la especie
Nephelium lappaceum, ha sido de gran interés realizar estudios enfocados en la
corteza'y semilla del fruto del achotillo de la variedad amarga, las cuales son un
subproducto en su mayoria desperdiciado al momento de su consumo, sin
embargo, la finalidad de esta investigacion es dar a conocer los multiples
compuestos que se hallan tanto en la cascara como en la semilla amarga del

achaotillo.
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.1 PROBLEMA

e ¢Contendran las cascaras y las semillas del fruto N. lappaceum

diferentes caracteristicas farmacogndsticas y fitoquimicas?

.2 HIPOTESIS:

Las cascaras del fruto y las semillas del N. lappaceum L. de la variedad

amarga, presentan diferentes caracteristicas farmacognostico y fitoquimicos.

[.3 OBJETIVOS

1.3.1 General

o Establecer los parametros farmacognéstico y la composicion fitoquimica
preliminar de las cortezas de los frutos y de las semillas de Nephelium

lappaceum L.

1.3.2 Especificos

e Determinar los parametros fisico-quimicos de calidad de los dos 6rganos

vegetales de Nephelium lappaceum L.

e Realizar la caracterizacion fitoquimica de la corteza de los frutos y las

semillas de Nephelium lappaceum L.

e Analizar los compuestos de la corteza del Nephelium lappaceum L.

mediante la cromatografia capa fina.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

II.1. Origen y Distribucion

Segun Villén, (2013) menciona que achotillo o rambutan (Nephelium
lappaceum L) se origina en el pais de Malasia y en lagunas islas occidentales de
Indonesia, este fruto se cultiva en el sureste de Asia, como son Indonesia,
Malasia, Filipinas y Sri Lanka. El cultivo fue expandido por otras regiones del
mundo tales como Australia, Hawai y Tailandia, siendo este Ultimo pais el mayor
productor.

Fue introducido por primera vez a principios del siglo pasado en el
hemisferio Occidente, las primeras plantas llegaron al tropico del pais Honduras
por el afio 1927 dado por el investigador agricola Wilson P6penos, el cual
sembré en el Jardin Botanico Lance Tilla, a partir de estas se ha dispersado en
honduras y deméas paises. Asimismo incluyendo a Africa, el Caribe y
Centroamérica, con grandes posibilidades de ser comercializado a otros paises.
(Villén, 2013)

En América del norte y América central, no son muy conocidos estos

frutos, pero por sus condiciones agroecoldgicas se hace posible una buena

produccién en esas zonas. (Pohlan, 1999).
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[1.2. Taxonomia

El achotillo (Nephelium lappaceum L.) es un arbol tropical de un tamafio

mediano y cuya clasificacién taxondmica se establece a continuacion.

Tabla I. Clasificacion taxondmica del Achotillo (Nephelium lappaceum L.)

REINO PLANTAE
CLASE Magnolipsida
ORDEN Sapindales
FAMILIA Sapindaceae
GENERO Nephelium
ESPECIE lappaceum L.

Fuente: (Hernandez, 2016)

[1.3 Nombres Vulgares del Nephelium lappaceum L.

Brasil: Rambutao (portuguese);

Chinese: Shao-Zi, Shao-Tzu, Mao-long-Yan;
Costa Rica: Mamon Chino

Dutch: Ramboetan

Ecuador: Achotillo

French: Litchi Chevelu, Ramboutan, Ramboitan.

German: Rambutan, Rampostan, Kletternartige.

Indonesia: Rambot, Barangkasa, Buiuwan, Jaila, Rambuta, Bolotu, Wulangas,

Rambusa.

India: Ramboostan (Hindu).

Italia: Nefelio.

Japonés: ranbuutan, Khmer, Chle Sao Mao.

Corea: Ram Bu T an.

Malaysia: Tanggun, Gerat, Tangguish, Tnagui, Tangoi, Nerat, Buan.

Philippines: Usau, Usare, Rambutan. (Lim, 2013)
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[I.4 Descripcion Botanica

Figura 1. Nephelium lappaceum L.

Fuente: (Depannemaeker, 2016)

Arbol: su tamafio alcanza una altura de 15 a 25 m y con un diametro de
40 a 60cm, es de copa abierta con ramificaciones, si son arboles injertados

estos llegan a medir 10 a 12 m de altura como maximo (Fraire V, 2001).

Hojas: son pinnadas compuestas, estas pueden llegar a medir de 7 a 30
cm largo con raquis rojizo, velludas cuando jévenes., tiene de 6 a 15 pares de
venas principales prominentes en su parte inferior, son de color verde claro

tornandose en oscuras cuando maduran. (Giler, 2013).

Flores: las flores de esta planta son muy pequefias, de color blanco
verdoso, adquieren una sexualidad hermafrodita o masculina, las masculinas
producen gran cantidad de polen, en donde el pistilo no esta presente. Las
hermafroditas, algunas funcionan como macho (hfm) y otras funcionan como
hembras (hff), nacen en las axilas y terminales, crecen ampliamente

ramificadas, son més cortas que las hojas. (Morton, 1987).
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Frutos: este fruto puede poseer diferentes tamafios, pueden ser
redondos u ovalados, la cascara la tiene cubierta de una especie de espinas
blandas los cuales pueden ser de color amarillo rojo o anaranjado, estos frutos
quedan suspendidos de una rama la cual alberga de 10 a 20 frutos (Pérez,
2004). El fruto mide de 3 a 68 cm de largo y de un didmetro de 2 a 5 cm, con un
peso de alrededor de 50 gramos, el pericarpio contiene un grosor de 2 a 4 mm,

el arilo es de color blanco de 4 a 8 mm de grosor (Tindall, 1994).

Las distintas variedades mayormente conocidas son de coloracion roja
ya que no albergan a la mosca de la fruta, las espinal blandas son un color

similar a la piel del fruto en algunas variedades. (Vargas, 2003)

Semillas: son de color café brillante. (Ong, 1998). Estas semillas tienen
forma elipsoidal de un largo de 2 a 3 cm, con un didmetro de 1 a 1.5 cm sus
cotiledones desiguales, y delgados (Tindall, 1994).

[I.5 Reproduccion de las Semillas

Reproduccion sexual (semilla): La semilla germina entre los 9 y los 25
dias luego de plantada. Debiéndose eliminar el arilo y ubicar la semilla con la
parte mas ancha hacia abajo para asegurar el avance recto de la raiz. La
semilla una vez sacada del fruto no es aconsejable secarla al sol ni en hornos y
debe sembrarse en el instante, debido a que puede perder su poder germinativo

de manera rapida porque se seca el embrion. (Arias, 2016).

Reproduccion asexual (vegetativa): La propagacion vegetativa es la
forma sugerida de propagacion, debido a que asi todas las plantas produciran
frutos y se garantiza uniformidad en la plantacion. Esta clase de propagacion se

puede hacer por acodo, estaca o por injerto. (Arias, 2016).
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1.6 Valores Nutricionales del Achotillo

El agua es su ingrediente mayoritario, es abundante en carbohidratos, por
lo que su valor cal6rico es alto, en lo que tiene relacién a otros nutrientes, resalta
su contenido de vitamina C, aportando ademas en menor proporcion otras
vitaminas hidrosolubles del complejo B, entre ellas el &cido félico, otros
minerales se encuentra en menor cantidad como el magnesio y dispone de fibra

el cual es imprescindible para el funcionamiento intestinal. (Ahperambutan, 2006)

Tabla Il. Componente por 100 gramos de porcion comestible.

COMPONENTES EN GRAMOS

NUTRIENTES Cantidad NUTRIENTES Cantidad
(9) (mg)
AGUA 82.1 NIACINA 0.5
PROTEINA 0.9 CALCIO 15.0
GRASA 0.3 HIERRO 2.5
GLUCOSA 2.8 POTASIO 140.0
FRUCTOSA 3.0 VITAMINA C 70
ACIDO 0.005 SODIO 2.00
MALICO
AcCIDO 0.31 MAGNESIO 10
CITRICO
ENERGIA 297 kJ

Fuente: Ahperambutan, (2006)

Segun Vargas, (2003) de los tres componentes del fruto N. lappaceum L.
la cascara es el principal reservorio de macronutrientes con los contenidos mas
abundantes de N, K, Ca, Mg y S. la semilla presenta una mayor cantidad de N y
menos de K que la pulpa. Tanto la semilla como la pulpa presentan cantidades
semejantes de Ca, Mg y S. mientras que cantidades de P son equivales tanto en

la cascara como en semilla 'y pulpa.
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[I.7 Composicion de la grasa de la semilla del Nephelium lappaceum
L.

Segun Solis-Fuentes et al., (2010) y Sirisompong et al., (2011) la
composicion quimica, el comportamiento de las fases, la estabilidad térmica de
la grasa de la semilla de rambutan. Demostrando resultados mostraron que la
semilla pelada representa el 6.1% de la fruta de peso himedo y es: 1.22% de
ceniza, 7.80% de proteina, 11.6% de fibra cruda, 46% de carbohidratos y 33.4%
de grasa. Los principales acidos grasos encontrados en la grasa de la semilla
fueron 40,3% de oleico, 34,5% de &cido araquiddnico, 6.1% palmitico 7,1% de
estearico; la grasa de la semilla de rambutan tiene propiedades fisicoquimicas y
térmicas, caracteristicas que pueden volverse interesantes para aplicaciones

especificas en varios segmentos de la industria alimentaria.(Ong, 1998).

1.8 Propiedades Medicinales

El Nephelium lappaceum L. por tener un gran valor nutricional se le
atribuyen propiedades medicinales tales como:
¢ Antioxidantes. Elimina los radicales libres.
e Antiséptica. Desinfecta las heridas si se aplica de forma tdpica.
e Antivirica. Ayuda a combatir algunos virus.
e Previene el estreflimiento.
¢ Mejora el transito intestinal. Elimina la indigestién y las dolencias
estomacales.
o Propiedad calmante. Mejora el sistema nervioso, ayuda a eliminar
y prevenir la ansiedad y el estrés.
o Reduce el colesterol. Reduce los riesgos de padecer
enfermedades cardiovasculares.
e Previeney alivia los sintomas de los estados catarrales y los
estados gripales.

e Antiinflamatoria.
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e Mejora la absorcion de hierro del organismo.

e Previene la anemia ferropenia.

o Fortalece el sistema inmunoldgico. Ayuda a la creacién de nuevos
glébulos rojo, glébulos blancos y plaquetas.

¢ Elimina los espasmos musculares por falta de minerales.

e Fortalece y ayuda en el mantenimiento del aparato éseo.

e Antibacteriana.

e Ayuda en la funcién renal y hepatica. Elimina toxinas.

e Ayuda a eliminar el herpes. Hay que aplicarlo de forma tépica
sobre la infeccion.

e Astringente. Las hojas de rambutan se aplican sobre la lengua
para eliminar infecciones, mal de encias y dolencias dentales.

e Se utiliza como tratamiento contra la disenteria.

e Antipirética. La corteza y las raices del rambutan son utilizadas en

infusiones para eliminar y bajar la fiebre alta. (Shao, 2015).

[1.9 Componentes Antioxidantes del Nephelium lappaceum L.

El estudio realizado por Palanisamy, (2001) indica que en el Nephelium
lappaceum L. se encuentran metabolitos bioactivos incluyendo polifenoles,
flavonoides, taninos, acido ascoérbico, antocianinas y compuestos volatiles; tales
compuestos fendlicos presentes en la cascara de Nephelium lappaceum L.
puede aumentar con el crecimiento de la fruta y alcanzar un maximo de 733-653
mg/fruto en el momento de la cosecha, demostrando que en la cascara los
metabolitos que aumentaron y alcanzaron un maximo en la etapa de cosecha
son el corilagina de acido elagico y geraniin, recalcando que el metabolito
geraniin tiene el potencial de desarrollarse como un agente antihiperglicemiante.
Thitilertdecha & Rakariyatham, (2011) confirman que el componente principal
presente en las cascaras del Nephelium lappaceum L. fue el geraniin y este
componente podria alcanzar 444- 1011 mg/fruta, dicho estudio se realiz6 en una

cosecha de los cultivadores Rongiren y Seechompoo
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Los frutos de Nephelium lappaceum L. también se han estudiado para las
propiedades antidiabéticas o reductoras de glucosa. Se informd que el extracto
de cascara de rambutan administrado por via oral muestra altas actividades
hipoglucemias y anti obesidad en ratas diabéticas inducidas con alloxan y ratas
obesas con alto contenido calérico respectivamente (Muhtadi et al., 2015).

Estudios en diversos extracto de la ciscara del Nephelium lappaceum L.,
se exhibié un valor extremadamente alto de ICs, (>100 ug/ml) frente a distintos

tipos de células que indican actividad no toxica. (Okonogi et al., 2007).

[1.10 Actividad Antimicrobiana del Nephelium lappaceum L.

Thitilerdecha & otros, (2008) investigaron que el extracto metanolico de la
cascara del Nephelium lappaceum L., presenta actividad antimicrobiana. Por otra
parte Ragasa et al. (2005) demuestro que la cepa mas sensible ante un extracto
metanolico (MIC 2.0 mg/ml) fue Staphylococcus epidermis. En otro estudio el
extracto de diclorometano de la semilla de Nephelium lappaceum L. permitieron
dos nuevos diastereomericas monoterpenos lactones, 1 y 2, y el conocido
butenolide siphonodin, también conocido como kaempferol 3-O-B-D
glucopiranoside-7-O-a-L- rhamnopyranoside. Los compuestos 1 y 2 exhibieron la

actividad antimicrobiana (Ragasa et al. 2005).

[1.11 Actividad Anticancerigena del Nephelium lappaceum L.

Investigaciones realizadas por Wan Nur Hidayat et al., (2011) en el
extracto etanolico de la corteza del rambutdn demostraron una actividad
marcada in vitro contra las células cancerosas de osteosarcoma humano y no se
encontré efectos sobre las células normales. Los resultados indicaron que el
extracto indujo una detencién de G2/M a través de inhibicion de la progresion del

ciclo celular del cancer
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[1.12 Actividad Antihiperglucémica

Palanisamy et al. (2011) en su estudio confirma que el extracto etanolico
del pericarpio de N. Lappaceum presenta actividad Antihiperglucémica, el
pericarpio aparte de ser un antioxidante altamente eficiente también demuestra
ser eficaz en la inhibicion de carbohidratos, hidrolizando enzimas y enzimas
involucradas en la poli-cadena. Muhtadi et al.,, (2015) confirma que su
investigacion en la corteza del extracto del N. lappaceum presenta una eficacia
para inhibir la enzima hidrolizante de carbohidratos, en un nivel mucho mas

significativo que el farmaco acarbosa.

[1.13 Actividad antimicrobiana de la semilla del Nephelium lappaceum
L.

Investigaciones de Bhatand Al-daihan (2014), sobre los extractos
acuosos de las semillas para determinar su actividad antibacteriana mediante el
método de difusion de disco y el perfil de proteina del rambutan. Ambos
extractos acuosos de siembra muestran inhibicion moderada contra bacterias
patégenas, tanto grampositivos como Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes y Bacillus subtillis y gramnegativos bacterias que incluyen Escherichia
coli y Pseudomonas aeruginosa. El andlisis de la actividad antibacteriana de la
muestra analizada revel6 que la actividad inhibidora mas alta fue producida por

la semilla de rambutan.

[1.14 Variedades de Nephelium lappaceum L.

Segun Moreno, (2013) al menos alrededor de 100 variedades son
conocidas alrededor del mundo; la fruta es caracterizada por su calidad con
respecto a la maduracion, necesidades climaticas, etc. Las variedades con

mayor importancia del Nephelium lappaceum L. son:
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Litchi (Litchi sinensis); su corteza es granulada y peluda de coloracion
rojo, contiene una semilla muy gruesa, es un fruto ligeramente acido poseedor

de vitamina C e hidratos de carbono (Martinez, 2010)

Pulasan (Nephelium mutabile Blume): la fruta es ovoide, este mide de 5 a
7.5cm de largo, posee un color rojo oscuro, su cascara es gruesa cubierta de
espinas rectas, la fruta esta situada cerca del tallo, en su interior contiene una
pulpa blanca o amarillenta y brillante la cual alberga la semilla de color marrén,

el sabor de esta fruta es mas dulce que la del achotillo. (Morton. 1987)

Longan (Dimocarpus longan): son de forma globosa de 1.25 a 2.5cm de
didmetro, su corteza es delgada de color marrén amarillento a un pardo rojizo
claro las protuberancias en la cascara son menos prominentes que las del litchi,
la pulpa es mucilagos, es translucida, dulce y con menos aroma, la semilla es
redondeada de un color negro brilloso en su base tiene una mancha blanquecina

de forma circular. (Morton, 1987)

I1.14 Condiciones climaéticas del cultivo del Achotillo

Suelo

El achotillo puede crecer de maneras distintas dependiendo del suelo
donde se lo cultive, los suelos mayormente recomendados son aquellos con una
profundidad mayor de 1 m, una buena capacidad de drenaje, la cantidad de
arcilla que oscile de en 30% a 35% y de una estructura granular a bloques
angulares o sub-angulares, porosidad de 50% a 60%, esta debe permitir el pase
el agua y el aire, el suelo predilecto es aquel con abundante material organico

ligeramente acido con un pH de 5.5 a 6.5 (Tindall, 1994).
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Temperatura

El Rambutan es de clima calido y humedo por lo cual la temperatura
Optima para su siembra es de 22 °C a 32 °C. (Ruiz, 2007) en superficie con
temperaturas por debajo de 22 °C, puede ocasionar una caida de las hojas de la
planta en invierno y el periodo de fructificaciébn se alarga hasta unos 6 meses
(Romero, 2017).

Luz

Este factor puede llegar afectar a la coloraciéon de la cascara del fruto y
por ende a las antocianinas, las cuales son sensibles a la cantidad de luz, ya que
los frutos que estan en el exterior de la planta adquieren su color caracteristico y
los que se encuentran en el interior son de una tonalidad méas palida, aun no se
ha podido establecer la longitud de onda que afecta a la coloracion del fruto.
(FHIA, 2006).

Humedad Relativa

El achotillo requiere de un clima tropical himedo, ya que en esta zona
aprovecha mejor la humedad relativa; los estomas del achotillo no se cierran con
facilidad eso nos lleva a deducir que esta adaptada a un clima himedo, el fruto
al tener una gran cantidad de pelos y sobre estos numerosas estomas, las
cuales conllevan a la perdida de agua en condiciones de baja humedad relativa,

esta deshidratacion provoca una baja calidad del fruto. (Ramires, 2003)

11.16 Conservacion Pos cosecha

El oscurecimiento del pericarpio puede retrasarse cuando la fruta se
mantiene a 8 -12 °C y con un 95% de humedad relativa, dependiendo de los
cultivadores, El deterioro del color puede retrasarse tres de nuestros cuatro dias

mediante almacenamiento en atmoésferas de didéxido de carbono mejoradas. La
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exposicion al diéxido de azufre antes del tratamiento de des infestacion resultd

en un menor oscurecimiento que ayudd a mantener la calidad de la fruta.

El desarrollo del oscurecimiento fue precedido por la pérdida de agua y
disminuciones concomitantes en el potencial hidrico de las espinillas y la cascara
tuvo una fuerte correlacién negativa entre el potencial hidrico y el pardeamiento
de manera que a medida que aumentaba el puntaje de pardeamiento, el

potencial hidrico disminuia (Rodrigues, 2018)

11.17 Produccién de Achotillo en Ecuador

En Ecuador la exportacion del Achotillo no es tan representativa y por lo
tanto no se encuentra mucha informacion de las exportaciones que hay de este

vegetal.

A nivel mundial la producciéon comercial de este fruto estq centrada en
Tailanda, Malasia, Indonesia. En el Ecuador las zonas principales se encuentran
Centro Noroccidental del pais: Quevedo, Buena Fe (Los Rios), La Concordia,

Santo Domingo de los Tsachilas. (Salazar, 2010)

Epoca de Epcoca de Creamiento

Zonas de Produccion Epoce dz Floracien Prodaccicon Yegatanno

CQuavedo. Busna Fe
Samo Domingo de los z
Finsi e nonemtce-
Tsachias, La seserva _ Febsere Agosy | Seplemtve-Nowembre

Ensro
24 d= Nayo, Gusaipe

Santa Maria

Ls Concords Finzl de ensre-marze Abel-Octuboce NovenbssErer

Figura 2. Produccion de Achotillo en Ecuador
Fuente: (Salazar, 2010)
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Datos del Ministerio de Agricultura y Ganaderia en el afio 2008, el
rambutan tiene 38 hectareas de superficie sembrada, se muestra que la
superficie cosechada logro acaparar las 35 hectareas y la produccion total fue de
42 toneladas métricas y se origind principalmente en la provincia de los Rios con
una aportacion del 82,86%, en Santo Domingo de los Tsachila y Esmeralda con
8,57% cada uno. (Salazar, 2010).
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CAPITULO Ill METODOLOGIA

[1l.1 Tipo de Investigacion

El presente estudio es de tipo exploratorio, el cual consta con un método
de investigacion experimental, segun la finalidad de la investigacion, se aplico un
método adecuado para la extraccion de los distintos analitos a determinar, la

misma que se realiz6 en los Laboratorios de facultad de Ciencias Quimicas de la

Universidad de Guayaquil.

[1l.2 Variables de la investigacién

[11.2.1 Variable dependiente

- Estudio fitoquimico y farmacogndstico

[112.2 Variable Independiente

- Extractos de corteza de Achotillo

- Extracto de semilla de Achatillo

[ll 2.3 Operalizacién de las Variables

Tabla Ill: Operalizacion de las variables: conceptualizacion e indicadores

Variables Conceptualizacién | Indicadores
Dependiente Estudio Relacion existente %
fitoquimico y | entre las moléculas

farmacogndstico | de un vegetal

Independiente Extractos de | Sustancias
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corteza y semilla | concentrada de | mg/ml

amarga de | una planta que se
achotillo. obtiene por
diferentes

procedimientos.

Elaborado por: (Bulgarin & Loor, 2017)

[11.3. Materiales y Métodos

[11.3.1 Recoleccién de la materia vegetal

En la presente investigacion se utilizé la planta Nephelium lappaceum L.
conocida cominmente como achotillo, rambutan, mamon chino, etc. Las mismas
que fueron recolectadas por la QF. Laura Valdez Lépez Msc, en la Cuidad de

Quevedo — Ecuador.

[11.3.2 Secado, molida y almacenamiento

El secado se llevd a cabo mediante el uso de la estufa utilizando las
muestras corteza del fruto y de la semilla amarga, las cuales se las someti6 a
100°C por dos horas. Una vez que la muestra esta seca se procede a molerla.

Empleando un molino, luego se guardé en frascos herméticos.

111.3.3 Obtencidén de los diferentes extractos

Se pes6 4g de muestra: corteza del fruto y la semilla amarga se colocan dentro
de un balén de reflujo, se agrega 100ml de solvente (etanol — éter — agua). Se
deja reposar por una hora la muestra con el solvente, luego se lleva al sistema
de reflujo aproximadamente por una hora. Pasado el tiempo se retira la muestra
del sistema de reflujo y se deja reposar hasta enfriar, se filtra para después

almacenarlo en frio.
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Para realizar este procedimiento se consideraron los siguientes extractos:
e Extracto etanolico
e Extracto etéreo

e Extracto acuoso

[11.4 Técnicas y métodos

[11.4.1 Métodos de percepcién

Se realizard la evaluacibn mediante la percepcion de los érganos
sensoriales en los cuales se tomara en consideracion los siguientes caracteres
fisicos: morfologia, tamafio, olor, color externo e interno y fractura de los

6rganos vegetales entre otras peculiaridades. (Miranda 2000)

[11.4.2 Parametros de control de la calidad realizada a al cascara y semilla
amarga de achotillo (Nephelium lappaceum L.)

Los métodos fisico-quimicos de analisis pueden determinar y establecer

la calidad de una droga y completar su identificacion.

[11.4.2.1 Determinacion de humedad por secado en estufa

La determinacion de secado en estufa se basa en la pérdida de peso de
la muestra por vaporacion del agua. Para esto se requiere que la muestra sea

térmicamente estable

Procedimiento

e En una capsula de porcelana a peso constante, pesar de 2 a4 g
de la muestra distribuyéndola uniformemente.
e Colocar en la estufa a 95-100 °C hasta peso constante
(aproximadamente 5 horas)
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e Transferir la capsula al interior del desecador hasta que ésta
alcance la temperatura ambiente (de 15 a 30 min)

¢ Realizar los céalculos:

Expresion de los resultados:

(P1 - P2) x 100
M

Porcentaje de humedad:

En donde:
e P2 =peso de la capsulay la muestra humeda en gramos.
e P1 =peso de la capsulay la muestra seca en gramos.

e M = peso de la muestra en gramos. (Pascano, 2012)

[11.4.2.2 Determinacién de cenizas totales.

La ceniza es el residuo obtenido después de la incineracion de la materia
organica hasta que queda libre de carbén, y representa el contenido de material

mineral presenta en esa materia. (Miranda, 2000).

Procedimiento

Se determina la masa de no menos de 2.0 g ni mas de 3.0 g de la porcién
de ensayo pulverizada y tamizada con una desviacion permisible de 0.5 mg en
un crisol de porcelana o platino (en dependencia de la sustancia analizada)
previamente tarado. Caliente suavemente la porcién de ensayo aumentando la
temperatura hasta carbonizar y posteriormente incinere en un horno mufla a
una temperatura de 700 a 750 °C, si no se sefala otra temperatura en la norma

especifica, durante 2h. (Miranda, 2000)

Se enfria el crisol en una desecadora y se pesa, repitiéndose el proceso

hasta que dos pesadas sucesivas no difieran en mas de 0.5mg por g (masa
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constante). Para obtener la masa constante los intervalos entre calentamiento y
pesada son de 30min. Si el residuo presenta trazas de carbdn, se le afladen
unas gotas de solucion de peroxido de hidrégeno concentrado, acido nitrico o
solucion de nitrato de amonio al 10% m/v y se calienta hasta evaporar los
solventes. Al enfriar el crisol el residuo es de color blanco o casi blanco.
(Miranda, 2000)

Expresion de los resultados:

En donde:

C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.
M = masa del crisol vacio (g)

M1= masa del crisol con la porcion de ensayo (g)
M2= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico para los calculos.

[11.4.2.3 Determinacion de cenizas solubles en agua.

Procedimiento

A las cenizas totales obtenidas en A, se le afiaden de 15 a 20 ml de
agua. El crisol se tapa y se hierve suavemente a la llama del mechero durante
5min. La solucién se filtra a través del papel de filtro libre de cenizas. El filtro con
el residuo se transfiere al crisol inicial, se carboniza en un mechero y luego se
incinera en un horno mufla de 700-750 ° C, durante 2 h. Posteriormente se
coloca en una desecadora y cuando alcance la temperatura ambiente se pesa.

Se repite el procedimiento hasta alcanzar peso constante. (Miranda, 2000)
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Expresién de los resultados.

M, - Ma
Ca=—x100
M; - M
En donde:

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M2 = masa del crisol con las cenizas totales (g).

Ma =masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)

M1 = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M = masa del crisol vacio.

100 = factor matematico.

[11.4.2.4 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico.

Procedimiento

A las cenizas totales obtenidas segun la técnica, se le afiaden de 2-3 ml
de &cido clorhidrico al 10%. EIl crisol se tapa con un vidrio reloj y se calienta
sobre un bafio de agua hirviente durante 10 min. Se lava el vidrio reloj con 5mi
de agua caliente y se une al contenido del crisol. La solucion se filtra a través
de un papel de filtro libre de cenizas; se lava el residuo con agua caliente hasta
que el filtrado acidulado con acido nitrico p.a; al cual se le aflade una o dos
gotas de solucién de nitrato de plata 0.1mol/L, no muestre presencia de cloruros.
El filtrado con el residuo se deseca de 100 a 105 o C, se transfiere al crisol
inicial y se incinera en un horno mufla a una temperatura de 700-750 °C durante
2h (si no se sefiala otra temperatura en la norma especifica) Posteriormente se
coloca en una desecadora y cuando alcance la temperatura ambiente se pesa.

Se repite el procedimiento hasta obtener masa constante. (Miranda, 2000)
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Expresién de los resultados

M, -M

B= — x100
M;-M

En donde:

B= porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.
M = masa del crisol con la porcién de ensayos (g)

M1: masa de la capsula vacia (g)

M2= masa del crisol con la ceniza insolubles en HCL (g)

100= factor matemaético.

[11.4.2.5 Determinacién de sustancias solubles.

Se basa en la extraccion de las sustancias solubles en agua, alcohol o
mezclas hidro-alcohélicas, mediante maceracion y evaporacion hasta sequedad
de una alicuota del extracto. (Miranda, 2000)

Procedimiento.

De la muestra de ensayo previamente pulverizada y tamizada, se pesan
exactamente 5 g y se transfieren a un Erlenmeyer de 250 ml; se afladen 100 ml
del disolvente, se tapa y se agita durante 6 h, dejandose en reposo hasta el dia
siguiente; se agita 30 min, se deja reposar alrededor de media hora mas y se
filtra por papel. Se toma una alicuota de 20 ml que se transfiere a una cépsula
previamente tarada. Se evapora sobre bafio de agua, se deseca en estufa a

105°C durante 3h, se enfria y se pesa. (Miranda, 2000)
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Expresién de los resultados

R.500.100
S= ————
M (100-H)

En donde:

Ss = sustancias solubles (%).

H =humedad de la muestra (%)

500y 100 = factores matematicos para los célculos.
R = residuo de la muestra (Q)

M = masa de la muestra (g).

1.4.3 Tamizaje fitoquimico.

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas
iniciales de la investigacion fitoquimico, que permite determinar cualitativamente
los principales grupos quimicos presentes en una planta y a partir de alli, orientar
la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los

grupos de mayor interés. (Palacios, 2012)

Procedimiento:

La planta fresca, seca o el residuo de una extraccién; es sometida a tres
extracciones sucesivas, se le mide el volumen obtenido y se le calcula su
concentracion, en gramos de sustancias extraidas por ml de extracto. Para ello
tome una alicuota de 5 ml y paselo a una cépsula previamente tarada, evapore a
sequedad en bafio de agua y pese nuevamente. Se procede de igual forma que

la técnica descrita para la determinacién de sustancias solubles. (Miranda, 2000)
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30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE
|
FILTRAR
|

XTRACTO ETEREO

[ =3
Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secar y pesar

I
EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS.

FILTRAR
|

XTRACTO ALCOHOLICO

[~
Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar y pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO _
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

RACTO ACUOSO

- EXT i
Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Figura 3. Extraccion sucesiva del material vegetal (Tamizaje Fitoquimico)
Fuente: (Miranda, 2000)

11.4.3.1 Extracto Etéreo

Se toma el extracto etéreo el cual lo obtenemos de un filtrado y se lo

divide en 4 para poder realizar los siguientes analisis.

EXTRACTO ETEREQ

|
DIVIDIR EN FRACCIONES
|

L SI’HL

5'm
ENSAYO DE BALJET
ENSINR PESHURAN (LACTONAS ¥ COUMARINAS)
15 mlL (dividir &n 3 porciones) e\ sayo pE LIEﬁBrrI]EIhMANN-BUCHAR[
ENS&K\QESRD\F\EEEEEHDORFF (TRITERPEMNOS-ESTEROQIDES)
(ALCALOIDES)

Figura 4. Esquema a realizar en el extracto de éter etilico

Fuente: (Miranda, 2000)
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[11.4.3.1.1 Ensayo de sudan

Identifica: compuestos grasos

Procedimiento
Se le afade 1 ml de una solucién diluida en agua del colorante Sudan Il
0 Sudan IV. Se calienta en bafio de agua hasta evaporacion del solvente. Es

positivo cuando existe la presencia de gotas o una pelicula coloreada de rojo

[11.4.3.1.2 Ensayo de Dragendorff:

Identifica: alcaloides

Procedimiento

Si la alicuota del extracto esta disuelta en un solvente organico, este
debe evaporarse en bafio de agua y el residuo re disolverse en 1 ml de &cido
clorhidrico al 1 % en agua. Si el extracto es acuoso, a la alicuota se le afiade 1
gota de &cido clorhidrico concentrado, (calentar suavemente y dejar enfriar
hasta acidez). Con la solucién acuosa acida se realiza el ensayo, afiadiendo
3gotas del reactivo de Dragendorff.

Es positivo si existe.

e Opalescencia (+)
o Turbidez (++)

e Precipitado (+++).

[11.4.3.1.3 Ensayo de Mayer
Identifica: alcaloides
Procedimiento
Proceda de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la solucion
acida. Anada una pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Aflada 2 6 3
gotas de la solucion reactiva de Mayer.

Es positivo si existe.
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e Opalescencia (+)
e Turbidez definida(++)

e Precipitado coposo (+++).

[11.4.3.1.4 Ensayo de Wagner
Identifica: alcaloides
Procedimiento
Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucion acida,
afiadiendo 2 6 3 gotas del reactivo, clasificando los resultados de la misma
forma

Es positivo si existe.

e Opalescencia (+)
o Turbidez (++)

e Precipitado (+++)

111.4.3.1.5 Ensayo de baljet
Identifica: compuestos con agrupamiento lacténico, en particular
Coumarinas
Procedimiento
Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y re disolverse en la menor cantidad de
alcohol (1 ml). En estas condiciones se adiciona 1mL del reactivo. El reactivo

de Baljet se prepara de la siguiente forma:

Solucion 1: Hidroxido de sodio al 10 % en agua.

Solucién 2: Acido picrico al 1 % en etanol.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se
mezcla igual cantidad en volumen de cada una de ellas justo en el momento
de realizar el ensayo. Dicha mezcla es la que se adiciona a la alicuota a

evaluar.
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Se considera positivo cuando existe la aparicion de coloracion o
precipitado rojo (++ y +++) respectivamente.

[11.4.3.1.6 Ensayo de Hidroxamato Férrico

Identifica: coumarinas

Procedimiento

Una gota del extracto se coloca en una placa de porcelana y se afade
una gota de clorhidrato de hidroxilamina disuelto en etanol al 10 %. Se afiaden
unas gotas de hidroxido de potasio al 10% en etanol y se calienta a la llama
hasta burbujeo, se afiaden unas gotas de &cido clorhidrico 0.5 mol/L y una gota
de cloruro férrico al 1% en agua.

Se considera positivo cuando existe una coloracion violeta (+), claro (++),
intenso (+++).

[11.4.3.1.7 Ensayo de Borntrager

Identifica: quinonas

Procedimiento

Si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo re disolverse en 1 ml de
cloroformo. Se adiciona 1 ml de hidroxido de sodio, hidroxido de potasio o
amonio al 5% en agua. Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta
su ulterior separacion.

Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado o rojo, el

ensayo se considera positivo. Coloracion rosada (++), coloracion roja (+++).
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[11.4.3.1.8 Ensayo de Liebermann-Burchard
Identifica: Triterpenos Esteroides

Procedimiento
Si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo re disolverse en 1 ml de
cloroformo. Se adiciona 1 ml de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared
del tubo de ensayos se dejan resbalar 2-3 gotas de &cido sulfarico concentrado
sin agitar
Un ensayo positivo se tiene por un cambio rapido de coloracion:
e Rosado-azul muy rapido.
e Verde intenso-visible aunque rapido.

e Verde oscuro-negro-final de la reaccién

La reaccion de Liebermann-Burchard se emplea también para
diferenciar las estructuras esteroidales de los Triterpenoides, las primeras
producen coloraciones azul o azul verdoso, mientras que para las segundas se
observa rojo, rosado o purpura. Estas coloraciones pueden variar por
interferencias producidas por carotenos, xantofilas y esteroides saturados que

puedan estar presentes.

111.4.3.2 Extracto Alcohdlico

El extracto alcohdlico se obtuvo del residuo sélido, al mismo que se lo
seco y peso, dicho residuo fue tratado con etanol por 48 horas y se lo filtro. El

extracto alcohdlico servira para realizar mas analisis:

46



EXTRACTO ALCOHOLICO
|
DIVIDIR EN FRACCIONES
|
1mL 2'mL 2mL 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE oL ENSAYO DE 2mL ENSAYO DE )
JCATEQUINAS FEHLING ENSAYO DE Cl Fe ENSAYO DE KEDDE 6 ML en 3 porciones
(A2 REDUCTORES) | | o F RMAN-BUCHARD_[FENOLES Y TANINOS BORNTRAGER] (CARDENOLIOS) ENSAYOS DE DRAGENDORFH
2'mL (TRITERPENOS-ESTEROIDES)| ) (QUINONAS) MA(XFCFiL\gI\[/)\IEé)GNER
ENSAYO DE ENSZA% DE 2mL
RESINAS m
ENSAY é B“é BALIET NINHIDRINA ENSAYO DE
(AMINOACIDOS,
LACTORAS) ¢ ) ANTOCIANIDINA
2'mL
ENSAYO ESPUMA 2mL
(SAPONINAS) ENSAYO DE
SHINODA
(FLAVONOIDES)

Figura 5. Esquema de extracto Etanolico
Fuente: (Miranda, 2000)
[11.4.3.2.1 Ensayo de Catequinas

Identifica: catequinas

Procedimiento

Tome una gota de la fraccion alcohdlica, con la ayuda de un capilar y
aplique la solucion sobre papel filtro. Sobre la mancha aplique solucién de
carbonato de sodio.

La aparicibn de una mancha verde carmelita a la luz UV, indica un

ensayo positivo.

[11.4.3.2.2 Ensayo de resina

Identifica: resina
Procedimiento

Adicione a 2ml de la solucién alcohdlica, 10 ml de agua destilada.

La aparicién de un precipitado, indica un ensayo positivo.
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[11.4.3.2.3 Ensayo de fehling

Identifica: azlcar reductores

Procedimiento

Si la alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua y el residuo re disolverse en 1 — 2 ml de agua. Se
adicionan 2ml del reactivo y se calienta en bafio de agua 5 — 10 min la mezcla.

Se considera positivo si la solucion se colorea de rojo o aparece

precipitado rojo. El reactivo se prepara de la siguiente forma:

e Solucibn A: Se pesan 35 g de sulfato cuprico hidratado
cristalizado y se disuelven con agua hasta un volumen total de
1000 ml.

e Solucion B: Se pesan 150 g de tartrato de sodio y potasio y
40 g de hidréxido de sodio y se disuelven con agua hasta
un volumen total de 1000 ml.

[11.4.3.2.4 Ensayo de la Espuma

Identifica: saponinas

Procedimiento

Si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces su volumen
en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5 — 10 min.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del

liquido e méas de 2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos.
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[11.4.3.2.5 Ensayo del Cloruro Férrico

Identifica: Compuestos fendlicos taninos

Procedimiento
Si el extracto es acuoso se afiade acetato de sodio para neutralizar y tres
gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5% en solucién salina fisiol6gica A
una alicuota del extracto alcohdlico se adiciona el reactivo.
Un ensayo positivo puede dar la siguiente informacién general:
e Desarrollo de una coloracién rojo-vino, compuestos fendlicos en
general.
e Desarrollo de una coloraciéon verde intensa, taninos del tipo
pirocatecolicos.

e Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

[11.4.3.2.6 Ensayo del Ninhidrina
Identifica: aminoacidos libres

Procedimiento

Se toma una alicuota del extracto en alcohol, o el residuo de la
concentracion en bafio de agua, si el extracto se encuentra en otro solvente
organico, se mezclacon 2 ml de solucién al 2 % de ninhidrina en agua. La
mezcla se calienta 5-10 minutos en bafio de agua.

Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color azul

violaceo.

[11.4.3.2.7 Ensayo del Shinoda

Identifica: flavonoides
Procedimiento

Si la alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 ml de

acido clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metélico, se
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espera 5 minutos, se afiade 1 ml de alcohol amilico, se mezclan las fases y se
deja reposar hasta que se separen
El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de

amarillo, naranja, carmelita o rojo; intenso en todos los casos.

111.4.3.2.8 Ensayo del Antocianidinas

Identifica: Estructuras de secuencia C6-C3-C6 del grupo de los
flavonoides

Procedimiento

Se calientan 2 ml del extracto etanolico 10 minutos con 1 ml de HCI
concentrado. Se deja enfriar y se adiciona 1mL de agua y 2 ml de alcohol
amilico. Se agita y se deja separar las dos

La aparicion de color rojo a marron en la fase amilica, es indicativa de

un ensayo positivo.

111.4.3.3 Extracto Acuoso

EL extracto acuoso se divide En 7 fracciones y se podran realizar los

siguientes andlisis

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones
JENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES) %A'\lIJSCAI\IYA?GgE
2mL
ENSAYO DE SHINODA .

(FLAVONOIDES) 10 2 GOTAS

ENSAYO DE

2mL PRINCIPIOS AMARGOS]

ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCTORES)

2mL
ENSAYO DE CLORURO 2mL
FERRICO ENSAYO DE ESPUMA
(TANINOS) (SAPONINAS)

Figura 6. Esquema de las reacciones a realizar en el extracto acuoso
Fuente: (Miranda, 2000)
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[11.4.3.3.1 Ensayo del mucilago

Identifica: Estructura tipo polisacéarido

Procedimiento
Una alicuota del extracto en agua se enfriaa 0 - 5 °C.

Si la solucién toma una consistencia gelatinosa el ensayo es positivo.

[11.4.3.3.2 Ensayo principios amargos y astringentes

Procedimiento

Se realiza saboreando 1 gota del extracto acuoso o del vegetal y
reconociendo el sabor de cada uno de estos principios, bien diferenciados al
paladar. Todos los métodos han sido tomados de (Miranda, 2000)

I11.4.4 Pruebas de Control de Calidad en los Extractos.

[11.4.4.1 Analisis organoléptico

Determinacién de olor: Se toma una tira de papel secante de
aproximadamente 1 cm de ancho por 10 cm de largo y se introduce un extremo
en la muestra de ensayo. Se huele y se determina si corresponde con la

caracteristica del producto. (Miranda, 2000)

Determinacion del color: Se toma un tubo de ensayos bien limpio y
seco y se llena hasta las tres cuartas partes con la muestra de ensayo y se
observa el color, la transparencia, la presencia de particulas y la separacién en

capas. Se informa los resultados. (Miranda, 2000)
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[11.4.4.2 Determinacion de Fenoles Totales

Procedimiento:

1.- Solucién diluida de Folin-Ciocalteu: tomar 10mL.del reactivo de Folin-
Ciocalteu y diluir a 100 ml con agua destilada.

2.- solucion de carbonato de sodio 7,5%: Pesar 75gde Na,COj; anhidro y

disolver en un litro de agua destilada.

En tubos de ensayos de aproximadamente de 50 ml de capacidad adicionar:
1. 200 pL de extracto de la muestra o de la solucién diluida de acido.
2. 10 ml de solucion diluida de Folin-Ciocalteu.
3. 1,8 ml de agua destilada.

Agitar y esperar cinco minutos.

Adicionar 8 ml de solucién 7,5% de Na,COs. Agitar nuevamente.

Dejar en reposos durante dos horas.

Leer la absorbancia a 765nm.

© N o g &

El blanco es agua destilada.

Pesar 1 g de acido galico y disolver en 20-30 ml de etanol al 96%. Transferir
cuantitativamente a matraz aforado de 100ml y enrasar con agua destilada.

De esta solucién concentrada de acido galico tomar alicatas de 1,2.3,4,5,10,30 y
40 ml y diluirlas a 100ml estas diluciones corresponden a las concentraciones de
0.1,0.2,0.3,0.4,0.5, 1, 3, y 4mg/L de acido galico.

El contenido de fenoles totales se expresé en mg de acido galico/L de extracto.

»

y =1,0488x + 0,0049 °

R2 = 0,9975 /

1 2 3 4 5
CONCENTRACION

N

o
1

ABSORBANCIA
N

o

Grafico I: Curva de calibracién para fenoles
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[11.4.4.3 Determinacion de flavonoides totales Expresados como

Quercetina

Procedimiento

1.
2.
3.

Solucion de tricloruro de aluminio al 10& con etanol al 96%.

Solucion de acetato de potacion (CH3;COK) diluida en agua (1M)

Diluir 10 mg de Quercetina en etanol al 96% y de ahi diluir a 10, 25,50,
100, 200, 250, 300, 350 pg/ml.

En tubos de ensayos adicionar:

1.

© N o o bk wDd

0,5 ml de extracto o solucién patrén.

1,5 ml de etanol al 96%.

0,1 de tricloruro de aluminio al 10%

0,1 ml de acetato de potasio 1M.

2,8 ml de agua destilada.

Esperar 30 minutos y leer a 415nm.

El blanco es etanol al 96%.

El contenido de flavonoides totales se expres6 en base a Quercetina

(Mg/mt).

ABSORBANCIA

y =5,6259x - 0,0068
2

O =
(# 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
-1

CONCENTRACION

Grafico Il: Curva de Calibracion para Flavonoides Totales.
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l11.4.4.4  Cromatografia

Procedimiento:
En la placa de silicagel se mide 1cm en la parte inferior que sera la linea de
referencia para colocar la muestra, luego se traza otra linea de 1cm en la parte
superior que serd la linea frente del disolvente.
En la cAmara se adiciona los solventes organicos (fase movil) que son:

¢ Hexano (10ml)

e Acetato de etilo (5ml)

e Cloroformo (5ml)

e Metanol (2.5ml)
Se coloca la muestra en la linea inferior trazada en puntadas con la ayuda de un
tubo capilar con una separacion no menor a 0.7 a 1.0 cm. Luego se coloca la
placa dentro de la camara cromatografia, se deja correr el disolvente hasta la
linea frente disolvente, retiramos la placa de la camara cromatografia dejamos
secar. Se le rocia levemente un revelador H,SO, al 50% en etanol. Luego se
expone la placa dentro de una camara de luz ultravioleta y visualizar los
componentes separados. Se realizan los calculos RF.

El RF se calcula:

Distancia recorrida por el compuesto

distancia recorrida por el frente

11.4.4.5 Determinacion del indice de Refraccion.

Procedimiento: Se coloca sobre el prisma de medicion una gota de agua
destilada. Utilizando para ello una varilla de vidrio que no tenga cantos agudos,
se ajusta el equipo seleccionado la zona del espectro visible que aparece en la
linea limite del campo visual, moviendo el compensador cromatico y colocando

la interseccion del reticulo sobre la linea limite de los campos claro y oscuro.
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Después de haber realizado el ajuste del refractometro, se coloca una
gota de la muestra de ensayo sobre el prisma de medicion, se cierra el termo
prisma y se enfoca la luz por medio del espejo, de modo tal que la misma incida
sobre la apertura de entrada del prisma de medicion y se proceda de la misma

forma que con el agua.

Expresion de los resultados:
Nd® = Nd' + 0.00044 (t-25)

Donde:

Nd25 = indice de refraccién a 25°C.

Ndt = Valor leido en la escala del aparato a la temperatura.
T = valor de la temperatura a que se realiza la medicién (°C).
0.00044 = factor de correlacion por Grados Celsius.

Los valores se aproximan hasta las milésimas.
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CAPITULO IV: RESULTADO Y DISCUSION

A continuacién se detalla los resultados correspondientes a las diferentes
analisis realizados a la corteza y semilla amarga de achotillo (Nephelium

lappaceum L)

V.1 Identificacién de la especie botanica

Tabla IV: Resultado de Identificacién Botanica

Especie botéanica Nephelium lappaceum L.
Nombre vulgar Achotillo, rambutan
Procedencia Santo Domingo de los Tsachila
Altura 625 msnm
Clima Tropical

Elaborado por: (Bulgarin & Loor, 2017)

En la Tabla IV, detalla los resultados de la identificacion de la especie vegetal

del presente estudio de investigacion.

V.2 Parametros macromorfoldgicos

Tabla V: Caracteristica macromorfol6gicos de la corteza amarga del achotillo

(Nephelium lappaceum L.)

CARACTERISTICA RESULTADO

Forma Ovoide con una piel roja cubierta de

espinas o protuberancias

Superficie Cubierta de  protuberancias o
espiternos

Consistencia Dura

Tamanfo Diametro longitudinal 5.34 cm

Diametro transversal 4.71 cm
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Espesor de cascara 3.95 mm
Olor Agridulce
Color Rojo uniforme
Peculiaridades Brotes de 1.09 cm de largo

Elaborado por: (Bulgarin & Loor, 2017)

Los resultados de la Tabla V, nos detalla los estudios macromorfolégicos
de la corteza de achotillo, ademéas esta parte de la especie vegetal, es muy
llamativa por las protuberancias o espiternos, con un tamafio normal
presentando una buena calidad cumpliendo los requisito segin la NORMA
(CODEX STAN 246- 2005), (Codex, 2005).

Tabla VI: Caracteristicas macromorfolégicas de la semillas amarga del achotillo

(Nephelium lappaceum L.)

CARACTERISTICA RESULTADO
Forma Ovoide con una piel de color marrén
Superficie Rugosa y venosa
Consistencia Dura
Tamafio Diametro longitudinal 1.95 cm

Diametro transversal 1.33 cm

Olor Agridulce
Color Marrén
Peculiaridades Rugosa con venosidades

Elaborado por: (Bulgarin & Loor, 2017)

En la tabla VI, nos detalla los estudio macromorfoldgicos de la semilla
amarga de achotillo, siendo esta un especie vegetal ovoide, rugosa
considerandose su tamafio normal por referencia de estudios realizados. Estos
estudios macromorfolégicos fueron los primeros que se efectuaron, porque es la
manera mas rapida y simple de asentar la identidad y posible pureza de la

especie vegetal.
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V.3 Parametros de Control de Calidad
Tabla VII: Resultados de los Pardmetros de calidad realizada a al cascara y

semilla amarga del Nephelium lappaceum L.

PARAMETRO CASCARA SEMILLA
Humedad 10,5 + 0,05% 7,01 + 0,04%
Cenizas total 10,13 £ 0,26% 8,10 £ 0,53%
Cenizas insolubles en 1,17 + 0,02% 0,87 + 0,04%
Acido

Cenizas Solubles en 2,33 £ 0,04% 1,84 +0,12%
Agua

Sustancias Solubles 4,59 + 0,11% 4,44 + 0,11%

Elaborado por: (Bulgarin & Loor, 2017)

En la tabla VII, nos demuestra los resultados de los diferentes
parametros. En cuanto el contenido de humedad presente en la corteza 10,05%
y en la semilla 7.01%, valores que se encuentran dentro de los limites
establecidos por la Farmacopea, el cual indica un valor maximo de 14%. Dando
asi la seguridad que la especie vegetal se encuentra libre de exceso de agua
para prevenir el crecimiento de microorganismos no deseados. Debido a que las
bacterias necesitan 40% de humedad, los hongos de 15% a 20% de humedad

para reproducirse.

Los resultados detallados en la tabla de Cenizas totales son en la corteza
de achotillo 10,13 % y semilla amarga 8,10 %, esta ensayo se realizé por
triplicado para la obtenciéon de la reproducibilidad, Este parametro de calidad
permite conocer la presencia o ausencia de cualquier componente arcilloso o
arenoso que puede ocurrir al momento de la recoleccién de la especie vegetal,
Los resultados obtenidos de este ensayo no tiene comparacion porque no
existen estudios relacionados con respecto a la cascara y semilla amarga de
achotillo pero se tomo a consideracion la USP 28 para establecer un valor de
referencial; de esta manera todos los valores obtenidos son propios del autor.
Cuando se obtienen valores elevados (=25%) en cenizas totales, se debe conocer

la presencia de metales pesados, lo cual se determina con los ensayos de
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cenizas solubles en agua e insolubles en acidos, por lo que los resultado
obtenidos en cenizas solubles en agua de la corteza es 2,33% y semilla 1,84%.
En cenizas insolubles en acido en la corteza 1,17% y en la semilla 0.87% de
achotillo, valores que se encuentran dentro de los limites permisibles (7%) dada
por la USP # 28. Al observar que se tiene una cantidad elevada en cenizas
solubles en agua se puede asegurar que la mayor parte de las cenizas presenta
iones como calcio, magnesio, hierro, sodio etc. Debido a que estos son solubles
en agua, mientras que los valor bajo obtenidos en las cenizas insolubles en
acidos nos sugiere que la especie vegetal no estd contaminada por metales,

dejando claro que la especie vegetal se encuentra con limites aceptables.

Se determind las sustancias solubles en Alcohol a 98°GL, obteniéndose
concentraciones de la corteza 4,59% y de la semilla 4,44% respectivamente.
Este método permite evaluar la cantidad de principios activos presentes en la
especie vegetal, siendo asi tanto la corteza y la semilla amarga presentan
elevada cantidades.

V.4 Tamizaje fitoquimico
Tabla VIII: Resultado del tamizaje fitoquimico de los diferentes extractos de la

cascara y semilla amarga del Nephelium lappaceum L.

Etanolico
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Metabolitos Ensayos Semill Casca Semill Casca Semill Cascara
a ra a ra a
Catequinas Catequinas + - X X X X
Dragendorff - - - - ++ ++
Alcaloides Mayer - - - - - i
Wagner - - - - - -
Lactonas Baljet - - - - X X
Compuestos Sudan X X + + X X
grasos
Triterpenos Libermann +++ +++ +++ +++ X X
Resinas Resinas - - X X X X
Azucares Fehling +++ +++ X X +++ +++
Reductores
Saponinas Espuma - ++ X X - ++
Taninos Cloruro - +++ X X - ++
férrico (azul) (verde)
Aminoacidos Ninhidrina ++ - X X X X
y
Aminas
Quinonas Borntrager - - X X X X
Flavonoides Shinoda - ++ X X - +
Antocianidin Antocianidin - ++ X X X X
as as

Elaborado por: (Bulgarin & Loor, 2017)

(-) Negativo; (+) Leve presencia; (++) presencia; (+++) Alta presencia; (X) no se
realizo.

En la tabla VIIl, se muestra los resultados del tamizaje fitoquimico
realizado a los diferentes extractos de la corteza y semilla variedad amarga del
achotillo, demostrando la presencia de los siguientes metabolitos secundarios.

En el ensayo de Catequinas resulto positiva para el extracto etanolico de
la semilla amarga, presentando una mancha verde carmelita a la luz UV,
indicando un ensayo positivo, siendo las catequinas un antioxidante poli
fendlico.

El estudio de alcaloides, se encuentran dentro del grupo de la reacciones
de precipitacion. La reaccion de Dragendorff produce sales de los alcaloides

precipitados coloreados, siendo el bismuto el elemento central y principal del
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reactivo mencionado para luego interactuar electrostaticamente con dos
moléculas de alcaloides protonadas, por tanto esta reaccion se presenta positivo
en el extracto acuoso de la semilla y cascara del Nephelium lappaceum L. por la
formacion del precipitado.

La prueba con el reactivo de sudan el cual nos muestra la presencia de
compuestos grasos, se muestra positivo solo en los extracto etéreos de la
corteza y semilla del Nephelium lappaceum L. por la formacion de una pelicula
fina coloreada de rojo en la superficie del extracto.

El reactivo de Liebermann-burchard, el extracto etéreo y en el extracto
etanolico se extrajo mayor cantidad de Triterpenos, dada por la intensidad de
coloracion roja observada, en dichos extractos. Este ensayo es comdn de los
Triterpenos y esteroides que presentan dos dobles enlaces conjugados, en un
mismo anillo, en dos anillos adyacentes o un doble anillo adyacente con un
grupo hidroxilo.

La determinacion de azucares reductores resulto positiva en los extractos
etanolico y extractos acuosos de la corteza y semilla del achotillo. En el ensayo
se utilizé diferentes reactivos llamados Fehling A, que es una solucion acuosa de
sulfato de cobre Il y el Fehling B que contiene hidréxido de sodio y potasio, en
donde este dltimo forma un quelato con el Cu®" y evita que este ion sea
precipitado por los iones hidroxidos. Al mezclarlos, se forma el tartrato de cobre
Il, el cual va a reaccionar con la forma abierta del azicar reductor.

En el ensayo de saponinas resulto positivo en los extractos acuoso y
etanolico solo de la cascara del Achotillo. Siendo las saponinas un grupo de
glucésidos amorfos coloidales hidrosolubles que producen espuma cuando se
agita estos se consideran excelentes agentes emulsionantes.

El cloruro férrico para taninos, resulto positivo solo en los extractos
acuosos Yy etanolico de la cascara. El extracto etanolico de la cascara presento
una coloracion azul mientras que el extracto acuoso de la cascara se observo
una coloracion verde. Considerando el fundamento, estos da una coloracién
verde con la presencia de catecoles y una coloracion azul con derivados del
pirogalol, la diferencia es que el pirogalol presenta un grupo hidroxilo el cual

intensifica la coloracion. La cual se pude diferencia los taninos hidrolizables y
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condensados segun el color, los taninos hidrolizables dan coloracion azul
negruzco y los taninos condensados dan precipitados verdes-pardos.

La ninhidrina empleada para determinar aminoécidos y aminas libres, se
logré observar solo en el extracto etanolico de la semilla por si intensidad de
coloracidon azul-violeta. Los aminoacidos libres constituyen un grupo de
aminoacidos no proteicos.

El reactivo de Shinoda, para determinar Flavonoides, resulto positivo en
el extracto acuoso y etanolico de la cascara del Achotillo. Esta reaccién nos
permite distinguir algunos tipos flavonoides: las flavonas presentan una
coloracién naranja, roja cereza con los flavonoles, violeta con flavanonas. Se
observd tanto en el extracto acuoso y etanolico presentaron una coloraciéon
naranja dando positivo para flavonas.

En el ensayo para Antocianidinas resulto positivo en el extracto etanolico
de la cascara del achotillo, estos se consideran hidrosolubles; en su mayoria

este metabolitos dan la coloracion respectiva a flores y frutos.

V.5 Andlisis organoléptico
Tabla IX: Caracteristicas organolépticas de los Extractos de la corteza y semilla

amarga del achotillo (Nephelium lappaceum L.).

Extractos Caracteristicas
Olor Color | Aspecto | Textura
Etanolico | Alidceo | Marron | Liquido Presencia
fuerte de
precipitado
Cortezal/semilla Etéreo Aliaceo | Marrén | Liquido Presencia
fuerte de
precipitado
Acuoso | Amargo | Marrén | Liquido Presencia
fuerte de
precipitado

Elaborado por: (Bulgarin & Loor, 2017)

En la tabla IX, nos detalla las caracteristicas organolépticas de los
extractos de la semilla y corteza del achotillo, donde se presenta en estado
fresco con un olor caracteristico amargo, los tres presentan la misma coloracién

marrén con un aspecto liquido, teniendo en cuenta la formacién de precipitados.

62



V.6 Cuantificacion de fenoles totales
Se realizo la cuantificacion de fenoles totales solo en el extracto etanolico
de la corteza amarga del achotillo, debido a que los resultados obtenidos en el
tamizaje fitoquimico nos indican que la corteza del Nephelium lappaceum

presenta una elevada presencia de fenoles.

Tabla X: Lectura de las absorbancias mediante el método espectrofotométrico

MUESTRA ABSORBANCIA
Extracto etanolico e corteza amarga 1,2383
de achotillo 1,2383
1,2391

Elaborado por: (Bulgarin & Loor, 2017)

Tabla Xl: Resultado del contenido de fenoles totales en la corteza del achotillo
(Nephelium lappecum L.).

CONCENTRACION
Total 1.176 mg/ml
D.S 0,0001
CV 0,05

Elaborado por: (Bulgarin & Loor, 2017)

En la tabla Xl, se observa que el extracto etanolico de la cascara de
Nephelium lappecum L. contiene 1.176 mg de fenoles totales expresados como
Acido Galico, determinados por el método Folin-Ciocalteu. Donde la
cuantificaciéon se llevé a cabo mediante espectrofotometria UV/Visible a 765nm
(longitud de onda).

V.7 Cuantificacion de flavonoides totales
Se realizd la cuantificacion de flavonoides totales solo en el extracto

etanolico de la corteza amarga del achotillo, debido a que los resultados
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obtenidos en el tamizaje fitoquimico nos indican que la corteza del Nephelium

lappaceum L. presenta una elevada presencia de dicho metabolito.

Tabla XlI: Lectura de las absorbancias mediante el método espectrofotométrico.

MUESTRA ABSORBANCIA
Extracto etanolico de corteza amarga 2.9597
de achotillo 3.1351
3.3113

Elaborado por: (Bulgarin & Loor, 2017)

Tabla Xlll: Resultado del contenido de flavonoides totales en la corteza del

Achotillo (Nephelium lappecum L.).

CONCENTRACION

Total 0.5584 mg/mi
D.S 0,031
CV 5.6 %

Elaborado por: (Bulgarin & Loor, 2017)

En la tabla XIlll, se observa que el extracto etanolico de la cascara de
Nephelium lappecum L. contiene 0.5584 mg/ml de flavonoides expresados como
Quercetina. Donde la cuantificacién se llevé a cabo mediante espectrofotometria
UV/Visible a 415nm (longitud de onda).

V.8 Cromatografia Capa Fina
Tabla XIV: Resultado de la Cromatografia en Silice gel de la corteza del

Achotillo (Nephelium lappecum L.).

MUESTRA FRENTE DE FRENTE RF OBSERVACION

LA DEL
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MUESTRA SOLVENTE
Extracto 6 cm 8cm 0,75 Se identificd una
etanolico banda de color
corteza verde
amarga de
achotillo

Elaborado por: (Bulgarin & Loor, 2017)

La tabla XIV, muestra los resultados de la cromatografia por capa fina, la
cual se evidencio una franja de fluorescencia verde al ser expuesta por acido
sulfarico al 50% en etanol y posteriormente a la camara de luz ultravioleta, la

coloracidn es caracteristica para la presencia de terpenos.

V.9 indice de refraccion
Tabla XV: Resultado del indice de Refraccién en la semilla del Achotillo

(Nephelium lappecum L.).

MUESTRA I.R DETERMINADA I.R CORREGIDA

Compuesto graso de la | 1.4656 1.4605
Semilla amarga

Elaborado por: (Bulgarin & Loor, 2017)

En la tabla XV, se encuentran los resultados de la lectura del indice de
refraccion correspondiente al compuesto graso de la semilla amarga del achotillo
que fue 1.4605. Es una cantidad importante al establecer como criterio de
calidad e identidad del compuesto. EL indice se encuentra dentro de ciertos
limites dados por la Norma CODEX STAN 210-199 (Codex, 2009) para cada

aceite por lo que es un indicador de pureza.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se determind los pardmetros de calidad del Achotillo (Nephelium
lappecum L.), el cual los resultados obtenidos nos permite proponer los
parametros de calidad de la especie vegetal.

Se demostré con el andlisis fitoquimico preliminar la presencia de
metabolitos activos tales como alcaloides, saponinas, aminoéacidos,
taninos, flavonoides presentandose en mayor cantidad compuestos
grasos, azucares reductores y Triterpenos. En la corteza amarga de la
especie estudiada presenta flavonoides en una concentracién de 0.5584

mg/ml y fenoles en una concentracién de 1.176 mg/ml.

Se analizé los componentes del extracto etanolico de la corteza por
medio de Cromatografia Capa Fina, el cual presento una coloracion

verde fosforescente indicando la presencia de Terpeno.
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RECOMENDACION

Realizar estudios de la misma especie vegetal (Nephelium lappecum L.),
en diferentes estaciones del afio, dado que la produccién del achotillo se

presenta en dos estaciones del afio.

Se recomienda profundizar estudios de los metabolitos activos mas
sobresalientes que se encuentran en la especie vegetal (Nephelium lappecum
L.).

Efectuar estudios que demuestren accion farmacolégica por medio de
ensayos preclinicos de los metabolitos activos mas sobresalientes presentes en
la especie vegetal (Nephelium lappecum L.).
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Figura 8. Obtencién de extractos

Figura 9. Obtencion de Compuesto Graso.
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Figura 11. Identificacion de lactona

Figura 12. Identificacién de flavonoides
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Figura 15. Identificacion de antocianinas
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Figura 18. Cromatografia por capa fina
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