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Resumen

En el presente trabajo se evaluaron 4 técnicas de extraccion en las partes aéreas de
Notholaena nivea (cuti-cuti), planta a la cual se le atribuye actividad hipoglucemiante,
con la finalidad de establecer la técnica mas adecuada en la extraccion de los
metabolitos secundarios a los que se les atribuye la responsabilidad del efecto
hipoglucemiante (5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona y la quercetina). Las técnicas

utilizadas fueron: maceracion, decoccion, percolacién y Soxhlet.

Se realiz6 una estimacion cuantitativa del contenido de 5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona
y quercetina, en los diferentes extractos, por espectroscopia UV, midiendo la
absorbancia a A =328 nm y A =370 nm respectivamente. Previamente se verific el
cumplimiento de la ley de Beer-Lambert, mediante las curvas de calibracion

correspondientes.

Los factores que se tomaron en cuenta para determinar la técnica de extraccion mas
adecuada fueron: el rendimiento, el tiempo y la disponibilidad. Concluimos que la

técnica més adecuada es la decoccion.

Palabras claves: Notholaena nivea, cuti-cuti, técnicas de extraccion, 5-hidroxi-

7,4’-dimetoxiflavona, quercetina.
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Abstract

In the present work, 4 extraction techniques were evaluated in the aerial parts of
Notholaena nivea (cuti-cuti), plant to which hypoglycemic activity is attributed, in
order to establish the most adequate technique in the extraction of secondary
metabolites to those who are attributed the responsibility of the hypoglycemic effect
(5-hydroxy-7,4'-dimethoxyflavone and quercetin). The techniques used were:

maceration, decoction, percolation and Soxhlet.

A quantitative estimate of the content of 5-hydroxy-7,4'-dimethoxyflavone and
quercetin, in the different extracts, was made by UV spectroscopy, measuring the
absorbance at A =328nm and A =370nm respectively. Compliance with the Beer-

Lambert law was previously verified by means of the corresponding calibration curves.

The factors that were taken into account to determine the most adequate extraction
technique were: performance, time and availability. We conclude that the most

adequate technique is decoction.

Keywords: Notholaena nivea, cuti-cuti, extraction techniques, 5-hydroxy-7,4'-

dimethoxyflavone, quercetin.
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I.  INTRODUCCION

En la medicina tradicional se han sistematizado los conocimientos médicos utilizados
durante generaciones, a partir de esto, a ciertas plantas se les atribuyo propiedades

medicinales y han sido utilizadas para curar o tratar enfermedades por muchos afios. (1

Se les atribuyen propiedades medicinales debido a los metabolitos secundarios que se
encuentran en la composicion de las plantas; los cuales para ser utilizados de manera
Optima deben ser separados parcialmente del material vegetal en cuestion con el uso de
técnicas de extraccion, que son operaciones con las cuales se pueden separar las
sustancias de un material vegetal que las contenga con la finalidad de obtener
compuestos naturales en un estado mas puro. Estas técnicas han evolucionado de

manera que se pueda conseguir la mejor extraccion de compuestos en una planta. ()

La planta de interés para este estudio es Notholaena nivea (cuti-cuti), un helecho que
se encuentra en el altiplano el cual se ha utilizado en la medicina tradicional peruana
en forma de infusion para disminuir los niveles de glucosa en la sangre, ya que se le

atribuye actividad hipoglicemiante (3

Los estudios fitoquimicos realizados en esta planta han podido determinar que los
principales grupos de constituyentes quimicos son compuestos fendlicos, flavonoides,
alcaloides, taninos, cumarinas, triterpenoides; y &cido isonotholaénico. Estos
compuestos mencionados fueron caracterizados mediante técnicas espectroscépicas
(UV, IR, RMN, EM). ()

También se realizaron estudios para determinar la actividad biolégica del acido
isonotholanico ya mencionado, debido a que es el compuesto mayoritario de
Notholaena nivea (cuti-cuti); los ensayos farmacoldgicos realizados en ratas con
diabetes inducida por aloxano han demostrado que los compuestos responsables de la
actividad hipoglicemiante son el flavonol quercetina y la flavona 7,4-dimetil apigenina,
ayudando a disminuir los niveles elevados de glucosa en la diabetes inducida a las

ratas. 4
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La informacion disponible acerca de Notholaena nivea (cuti-cuti), nos ha permitido
poder analizar los aspectos etnobotanicos, etnofarmacologicos y fitoquimicos. Se ha
determinado que el uso de esta planta en la medicina tradicional peruana es variado, ya
que es usado para tratar la diabetes, para las infecciones, se utiliza también como
antiinflamatorio, anestésico y también se le ha atribuido un efecto toxico que llega a

ser abortivo. (s)

La diabetes es una enfermedad crénica en la cual el pancreas no sintetiza la cantidad
de insulina que el cuerpo necesita por lo que los niveles de azucar en la sangre de una
persona diabética son mayores de lo normal, su cuerpo no produce una cantidad
suficiente de insulina o no puede usar adecuadamente la insulina que produce. Cuando
no se produce suficiente insulina o las células ya no responden a la insulina, queda
demasiada azUcar en el torrente sanguineo y, con el tiempo, esto puede causar graves
problemas de salud, como enfermedades cardiacas, pérdida de vista y enfermedad

renal. ()

No existe una cura para la diabetes, solo existen tratamientos para controlar los niveles
de glucosa en la sangre, siendo utilizados siempre los medicamentos sintéticos para
tratar esta enfermedad. Algunos de estos medicamentos estimulan la produccién de
insulina, otros disminuyen la produccién de glucosa o aumentan la cantidad de azUcar

que se elimina a través de la orina.

Pero a pesar de ayudar contra esta enfermedad, los medicamentos sintéticos producen
en numerosas oportunidades efectos secundarios, de los cuales pueden ser niveles bajos

de glucosa, aumento de peso, nauseas, vomitos, etc. (7

Sabiendo esto, la presente tesis tiene como objetivo evaluar 4 diferentes técnicas de
extraccion, las cuales son: maceracion, decoccion, percolacion y Soxhlet, utilizando la
planta Notholaena nivea (cuti-cuti), para determinar cual de las 4 técnicas de extraccion
es la més efectiva para el desarrollo de un futuro fitofarmaco hipoglucemiante, el cual
podré dar una alternativa al uso de los medicamentos sintéticos para el tratamiento de

la diabetes.
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2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5

2.6

ESTRATEGIA METODOLOGICA

Tipo de investigacion
Aplicada
Nivel de investigacion
Nivel Exploratorio
Disefio de investigacion
Disefio Experimental
Hipotesis:
Hipotesis General:

La cantidad de metabolitos secundarios sera diferente dependiendo de
la técnica de extraccion que se utilice: maceracion, soxthlet, percolacion

y decoccion.
Variables:

Variable Dependiente: técnicas de extraccion: maceracion, soxhlet,

percolacion y decoccion.

Variable Independiente: partes aéreas de Notholaena nivea (cuti-cuti)
Poblacion y muestra

Poblacion: Planta silvestre de Notholaena nivea (cuti-cuti)

Muestra: Partes de aéreas de Notholaena nivea (cuti-cuti)
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2.7 Materiales y Equipos

2.7.1

Materiales

Pipetas

Probeta

Buretas

Vaso de precipitado
Luna de reloj
Agitador

Pilén y mortero
Embudo

Soporte universal
Pinzas

Matraz
Equipos

Espectrofotometro
Cocinilla con agitador magnético
Balanza analitica

Reactivos

Agua destilada
Alcohol

13



2.8

10.

Procedimiento Experimental

Las partes aéreas de Notholaena nivea (cuti-cuti) fueron trituradas para facilitar
la extraccion de los compuestos bioactivos.

Para evaluar las 4 técnicas de extraccion de las partes aéreas de Notholaena
nivea (cuti-cuti), se utiliz6 en todos los casos, como solvente EtOH-H20 en la
proporcion 1:1.

La primera técnica de extraccién utilizada fue la maceracién. En un matraz se
colocaron 200 g. del material vegetal en 1 L del solvente, por un periodo de 30
dias, con agitacion 3 veces por dia.

Para la decoccion, 200 g. de material vegetal con 1 L, de solvente se llevé a
ebullicidn, durante 3 horas de tiempo, para posteriormente filtrar el extracto.
En el caso de la percolacion se utilizd como percolador una cafetera eléctrica.
2009 de material vegetal y 1 L de solvente.

La cuarta técnica es una extraccion en un equipo Soxhlet con 200g de material
vegetal y 1 L de solvente.

Después de conseguir los 4 extractos liquidos, se realizo la deshidratacion o
secado de los 4 extractos de las partes aéreas de Notholaena nivea (cuti-cuti)
con la finalidad de obtener los 4 extractos secos.

Para secar los extractos en la estufa y evitar la pérdida de compuestos volatiles
o termolabiles, se realizé el secado a 60 grados, por un periodo de tiempo de
entre 10 a 12 dias.

Luego de conseguir los extractos secos, se realiz6 la medicién cuantitativa de
cada uno de los extractos preparados.

Se determind en el espectrofotdometro UV/Vis, modelo 2802-UNICO. Se
utilizaron como marcadores los componentes 5-hidroxi-7,4-dimetoxiflavona y
quercetina; la 5-hidroxi-7,4-dimetoxiflavona se midio a 328nm vy la quercetina
a 370nm. La solucién para la medida se prepar6 con solvente EtOH/H20 1:1,

factor de dilucion 60 (1ml de extracto + 59 ml de solvente)

14



11. Con esto daremos por concluida la parte experimental, para proceder a realizar

las cuantificaciones y elaborar los cuadros de resultados.
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I1l. RESULTADOS

3.1  Resultados de la extraccion de las partes aéreas de Notholaena nivea (cuti-cuti)

Tabla 1. Resultados de la extraccion de las partes aéreas de Notholaena nivea (cuti-cuti)

Técnica de | Cantidad Cantidad de | Volumen

extraccion de material | solvente final
vegetal

Maceracion 200g. 1 litro 1 litro

Decoccion 200g. 1 litro 1 litro

Percolacién 200g. 1 litro 1 litro

Soxhlet 200g. 1 litro 1 litro

3.2 Resultados de estimacién cuantitativa de la 5-Hidroxi-7,4' -Dimetoxiflavona en

el extracto obtenido por maceracion

Grafico 1.- Curva de calibracion a A = 328nm de 5-Hidroxi-7,4' -Dimetoxiflavona, en el
extracto obtenido por maceracion

1.6
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Tabla 2.Resultados de estimacion cuantitativa de la 5-Hidroxi-7,4' -Dimetoxiflavona en el extracto
obtenido por maceracion

3.3 Resultados de la estimacion cuantitativa de la quercetina en el extracto obtenido

por maceracion

R?=0.9631

Tabla 3.Resultados de la estimacion cuantitativa de la quercetina en el extracto obtenido por
maceracion
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3.4 Resultados de la estimacion cuantitativa de la 5-Hidroxi-7,4' -Dimetoxiflavona

en el extracto obtenido por decoccion

R?=0.9785

Tabla 4.Resultados de la estimacion cuantitativa de la 5-Hidroxi-7,4' -Dimetoxiflavona en el extracto
obtenido por decoccion

18



3.5  Resultados de la estimacion cuantitativa de la quercetina en el extracto obtenido
por decoccion

R?=0.9758

Tabla 5.Resultados de la estimacion cuantitativa de la quercetina en el extracto obtenido por
decoccion
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3.6 Resultados de la estimacion cuantitativa de la 5-Hidroxi-7,4' -Dimetoxiflavona

en el extracto obtenido por percolacién

Grafico 5.- Curva de calibracion a A = 328nm de 5-Hidroxi-7,4' -Dimetoxiflavona, en el
extracto obtenido por percolacion

1.6
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Tabla 6.Resultados de la estimacion cuantitativa de la 5-Hidroxi-7,4' -Dimetoxiflavona en el extracto
obtenido por percolacion

Medidas 1 2 3 4 5 Promedio
A 1.146 1.142 1.144 1.145 1.144 1.1442
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3.7 Resultados de la estimacién cuantitativa de la quercetina en el extracto obtenido

por percolacion

Grafico 6.- Curva de calibracion a A = 370nm de quercetina, en el extracto obtenido por
percolacion
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Tabla 7.Resultados de la estimacion cuantitativa de la quercetina en el extracto obtenido por
percolacién

Medidas 1 2 3 4 5 Promedio
A 0.989 0.987 0.989 0.988 0.987 0.988
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3.8 Resultados de la estimacion cuantitativa de la 5-Hidroxi-7,4' -Dimetoxiflavona

en el extracto obtenido por Soxhlet

R?=0.9881

~

Tabla 8.Resultados de la estimacion cuantitativa de la 5-Hidroxi-7,4' -Dimetoxiflavona en el extracto
obtenido por Soxhlet
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3.9  Resultados de la estimacion cuantitativa de la quercetina en el extracto obtenido

por Soxhlet

2=0.9885

V:“

Tabla 9.Resultados de la estimacion cuantitativa de la quercetina en el extracto obtenido por Soxhlet
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V. DISCUSION

Las técnicas de extraccion se llevaron a cabo utilizando un solvente hidroalcohélico.
Los compuestos que se midieron fueron la 5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona y la
quercetina, compuestos a los cuales se les atribuyen la actividad hipoglicemiante de

Notholaena nivea (cuti-cuti), de acuerdo a los estudios previos realizados a la planta.
®)

Para poder determinar la cantidad metabolitos secundarios que tiene actividad
hipoglicemiante (5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona y la quercetina) se realizé una
estimacion cuantitativa utilizando espectroscopia UV, se midid la absorbancia de estos
compuestos. Se llevo a cabo de esta manera ya que no pudimos contar con los
estandares de referencia y no pudimos encontrar las referencias del E max. de la

flavona.

Lo primero que se realiz0 para esta estimacion cuantitativa en los extractos, fue una

curva de calibracion para comprobar que cumplen con la Ley de Beer-Lambert.
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Maceracion

Rendimiento 5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona = 0.935
Quercetina = 0.893

Tiempo de extraccion 30 dias.

Disponibilidad Se necesita un recipiente donde dejar
reposar el material vegetal con el solvente
en un lugar a temperatura y se debe agitar
3 veces al dia.
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Decoccidn

Rendimiento 5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona = 1.024
Quercetina =1.013

Tiempo de extraccion 3 horas.

Disponibilidad Se necesita una marmita que se pueda
calentar hasta que el solvente llegue a
punto de ebullicion y también un embudo
con papel filtro que pueda filtrar el

extracto final.
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Percolacion

Rendimiento

5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona = 1.1442
Quercetina = 0.988

Tiempo de extraccion

5 horas.

Disponibilidad

Para realizar esta técnica se necesita un
percolador, en el cual se dejard el
material vegetal en contacto con el
solvente caliente por cierta cantidad de
tiempo, filtrando lentamente el extracto.
Este instrumento de laboratorio puede
ser reemplazado por una cafetera, la cual
realizara el mismo proceso con la
desventaja de no poder controlar la

velocidad de goteo de la cafetera.
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Soxhlet

Rendimiento

5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona = 1.2142
Quercetina = 1.094

Tiempo de extraccion

8 horas.

Disponibilidad

Es una técnica que dificilmente se podria
adaptar para realizarse sin tener el
material de laboratorio adecuado, se
necesita un equipo que pueda evaporar el
solvente haciendo que pase a traves del
material vegetal y que condense el
solvente evaporado para que se pueda
volver a repetir este proceso de manera
automatica hasta llegar al resultado mas

optimo.

28




Tabla 10.Tabla Comparativa de las 4 técnicas de extraccion

Maceracion Decoccion Percolacion Soxhlet
Rendimiento D.M.F: 0935 | D.M.F:1.024 | D.M.F:1.1442 | D.M.F: 1.2142
(absorbancia) Q: 0.893 Q: 1.013 Q: 0.988 Q: 1.094
Tiempo (horas) | 720 3 5 8
Disponibilidad* | 3 3 2 1

*1= baja disponibilidad, 2=buena disponibilidad, 3=alta disponibilidad
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CONCLUSIONES

La técnica que dio mayor rendimiento fue el Soxhlet (D.M.F: A=1.2142 a
328nm, Q: 1.094 a A=370nm), la segunda con mayor rendimiento fue la
percolacion (D.M.F: 1.1442 a A=328nm, Q: 0.988 a A=370nm), la tercera fue
la decoccion (D.M.F: 1.024 a A=328nm, Q: 1.013 a A=370nm) y la que dio
menor rendimiento fue la maceraciéon (D.M.F: 0.935 a A=328nm, Q: 0.893a
A=370nm).

La técnica que requiri6 menor tiempo para realizarse fue la decoccidn,
realizandose en 3 horas, la siguiente fue la percolacién, 5 horas, después el
Soxhlet, 8 horas, y la que necesito mayor cantidad de tiempo fue la maceracion,
720 horas.

La técnica que tiene mayor disponibilidad es la maceracion, al no requerir de
instrumentos adicionales consideramos que es la mas disponible, la decoccidn
es la segunda con mayor disponibilidad, ya que se pueden utilizar utensilios
comunes, la tercera seria la percolacion, porque se necesita especificamente un
percolador para realizar la extraccion, y la que tiene menor disponibilidad es el
Soxhlet, al necesitar equipos de laboratorio especificos poder hacer la
extraccion.

La conclusion a la que llegamos es que la decoccidn es la técnica de extraccion
mas adecuada para obtener extractos de Notholaena nivea (cuti-cuti), pese a
que la cantidad de metabolitos secundarios extraidos es menor que en el
Soxhlet, la decoccion tiene una mayor disponibilidad y se realiza en menor

tiempo.
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VI.

RECOMENDACIONES

Continuar con los estudios en Notholaena nivea (cuti-cuti), para poder

desarrollar un fitofarmaco hipoglucemiante.
Determinar la efectividad de Notholaena nivea (cuti-cuti) frente a hiperglicemia

en comparacion con medicamentos sintéticos.
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ANEXOS

Division taxonomica )

Reino Plantae

Division Traqueofita

Clase Polipodiopsida
Orden Polypodiales
Familia Pteridaceae

Genero Argyrochosma
Especie Argyrochosma nivea
Sinonimia Notholaena nivea

Composicion quimica (,15,20,27,28)

Quercetina

Rutina

7,4-dimetil apigenina

Acido isonotholaenico

Acido notolaenico

Acido 5-acetiloxi-12-hidroxi-3-metoxibibenzil-6-carboxilico

Acido 12-O-[3'-(5"-metoxi-12'-hidroxi)-bibenzil]-5-hidroxi-3

metoxibibenzil6-carboxilico

Acido 5,12-dihidroxi-3-metoxi-dibenzil-6- carboxilico

3,12-dihydroxi-5- metoxibibenzil

Acido 3-O- {12'- [12"-O-(3",5"-dimetooxi-6"- carboxibibenzil)]-5'-metoxi-

6'carboxibibenzil}-12-hidroxi-5-metoxibibenzil-6-carboxilico
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Notholaena nivea (cuti-cuti) Fuente:

59998
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Partes aéreas secas de Notholaena nivea (cuti-cuti) Fuente:
propia
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Pesado de la muestra
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Extracto por maceracion de
Notholaena nivea (cuti-cuti)
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Extracto por decoccion de
Notholaena nivea (cuti-cuti)
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Proceso de percolado en cafetera
eléctrica
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Extracto por percolacién de
Notholaena nivea (cuti-cuti)
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Proceso de extraccion por Soxhlet
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Extracto por Soxhlet de
Notholaena nivea (cuti-cuti)
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Proceso de secado de los extractos de
Notholaena nivea (cuti-cuti)
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PLP:O“UM\J

Extractos secos de Notholaena nivea (cuti-cuti)
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Solvente EtOH/H20 1:1
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Extractos de Notholaena nivea (cuti-
cuti)
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Preparacion del factor de dilucion
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Factor de dilucion
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Medicion cuantitativa en el espectrofotémetro UV/Vis
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