METODOS Fi$ICO-QUiMICOS APLICADOS AL ANALISIS DE DROGAS
CRUDAS. PARAMETROS DE CONTROL DE LA CALIDAD.

Mediante el empleo de los métodos fisico-quimicos de analisis puede determinarse y
establecerse la calidad de una droga, asi como, completar su identificacion.

Esta etapa de trabajo de laboratorio tiene como objetivo ejercitar a los estudiantes
en la realizacion de métodos de analisis que permitan la evaluacion de drogas
crudas.

Para la realizacion de estas actividades es importante rememorar y aplicar los
conocimientos adquiridos en las asignaturas precedentes.

La evaluacién fisico-quimica de las drogas comprende diferentes meétodos,
algunos de los cuales describimos a continuacion.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

Introduccién.

La presencia de exceso de agua en las drogas vegetales, puede promover el
crecimiento de hongos, insectos y la hidrélisis de constituyentes que pueden
provocar el deterioro de la droga.

Es por ello, que los limites en el contenido de agua debe ser determinado para las
drogas vegetales, especialmente para aquellas que absorben facilmente la humedad
o en las cuales el deterioro puede ser promovido por la presencia de un exceso de
agua.

Los limites de agua usualmente establecidos en las farmacopeas oscilan
entre 8 y 14% con pocas excepciones. Los dos métodos mas usados para
determinar el contenido de agua en las drogas vegetales son el gravimétrico
(pérdida por desecacién) y el azeotropico (destilacibon con tolueno). El
método gravimétrico es el mas facil, pero no es aplicable a drogas que
contengan sustancias volétiles. EI meétodo azeotrépico requiere de un
equipo especial, lo cual comparativamente dificulta su uso, pero es aplicable a
drogas que contengan sustancias volatiles.

A. PERDIDAS POR DESECACION. METODO GRAVIMETRICO.

Se basa en la determinacion gravimétrica de la pérdida en masa que muestra
una droga después de ser desecada en la estufa.

Parte experimental.
Materiales y Equipos.

e Balanza analitica vD 0,1 mg.



e Capsula de porcelana
e Estufa u horno de calentamiento
e Desecadora.

Procedimiento.

De la muestra de laboratorio, con el grado de trituracion que determine la norma
especifica, se pesan 2g con desviacion permisible de 0.5 mg y se transfieren a
una capsula de porcelana previamente tarada y desecada a 105 °C hasta masa
constante; seguidamente se deseca a 105 °C durante 3h. La capsula se coloca en la
desecadora donde se deja enfriar a temperatura ambiente y se pesa, colocandose
nuevamente en la estufa durante 1h, volviéndose a pesar, hasta obtener una masa
constante.
Expresion de los resultados.

M, - My

Hg = x100
M, -M

Hg = pérdida en peso por desecacion (%).

M, = masa de la cdpsula con la muestra de ensayos (g)

M1 = masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)
M = masa de la c4psula vacia.

100 = factor matematico.

Los resultados se aproximan a las décimas.

B. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AGUA. METODO AZEOTROPICO.
Se basa en la destilacion por arrastre con tolueno, del agua contenida en la droga.
Parte experimental.

Materiales y reactivos. Equipos.

e Plancha eléctrica o fuente de calor
e Tolueno.
e Equipo del esquema (Fig 20)

Procedimiento.

A un balébn de 500 mL se transfiere 200 mL de tolueno, se le afiaden 2
mL de agua, se monta el equipo, se le afade tolueno al tubo colector
hasta el cuello. Se coloca en la fuente de calor y se destila hasta que el
volumen de agua en el tubo colector permanezca constante y se mide el
volumen inicial de agua (V1). Se deja enfriar el tolueno (tolueno saturado).

De la muestra de ensayo pulverizada y tamizada, se pesan 10g, con
un error maximo de 0.5 mg y se transfiere al balon que contiene el tolueno
saturado de agua; se pone el equipo a la fuente de calor nuevamentey



se destla hasta que el volumen de agua
permanezca constante, midiéndose el volumen final de agua (Vt).

Al

en

el

tubo

colector

Fig. 20 Equipo de determinacién de humedad. Método azeotropico.

Expresion de los resultados.

Vt-V,
H= — x100

H = Humedad residual (%)
Vi=Volumen de agua inicial (mL)
Vt =Volumen de agua final (mL)
100 = Factor matematico.

Los resultados se aproximan hasta las décimas.



DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES, SOLUBLES EN AGUA E
INSOLUBLES EN  ACIDO.

Introduccidén

Se denominan cenizas totales al residuo inorganico que se obtiene al incinerar una
droga, fundamentalmente en su determinacion  gravimétrica.

Las cenizas solubles en agua es aquella parte de las cenizas totales que se
disuelven en agua y las acido insolubles, el residuo que se obtiene después de la
disolucion de las cenizas totales en &cido clorhidrico al 10%.

Parte experimental

Materiales y reactivos.

e Crisol de porcelana o platino.
e Acido clorhidrico al 10 %

e Tripode.

e Agua destilada.

e Tridngulo de porcelana.

e Papel de filtro libre de cenizas
e Mechero.

e Acido nitrico reactivo.

e Mufla.

e Desecadora.

Solucién de nitrato de amonio 10g/100mL.
e Peroxido de hidrégeno concentrado.

A. DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES.

Se determina la masa de no menos de 2.0g ni mas de 3.0g de la porcion de
ensayo pulverizada y tamizada con una desviacion permisible de 0.5mg 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 sefiala otra temperatura en la norma especifica, durante 2h.

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 constante)

Para obtener la masa constante los intervalos entre calentamiento y pesada son de
30min. Si el residuo presenta trazas de carbon, se le afiaden unas gotas de solucion
de peréxido de hidrogeno concentrado, acido nitrico o solucién 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.

Expresion de los resultados:



M, - M
C=———— x100
L-

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

M1= masa del crisol con la porcién de ensayo(Q)

M,= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico para los calculos.

Los valores se aproximan hasta las décimas.
B. DETERMINACION DE CENIZAS SOLUBLES EN AGUA.

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 2h. Posteriormente se coloca en una desecadora y cuando
alcance la temperatura ambiente se pesa. Se repite el procedimiento hasta alcanzar
peso constante.
Expresion de los resultados.

M, - Ma
Ca=——x100
M, -M

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M, = 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.

Los valores se aproximan a las décimas.

C. DETERMINACION DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO CLORHIDRICO.

Procedimiento.

A las cenizas totales obtenidas segun la técnica, se le afiaden de 2-3 mL de acido
clorhidrico al 10%. El crisol se tapa con un vidrio reloj y se calienta sobre un bafio
de agua hirviente durante 10min. Se lava el vidrio reloj con 5mL 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 ° 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 sefala 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.

Expresién de los resultados
M, - M
B= — — x100
M;-M

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

M,= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico.

Los valores se aproximan hasta las décimas.

DETERMINACION 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.

Parte experimental.
Materiales y reactivos.

Balanza analitica.

Disolvente indicado (agua, alcohol o mezclas hidro-alcohdlicas)
Erlenmeyer de boca esmerilada contapa 250 mL.
Zaranda.

Embudo.

Pipetas de 20 mL.

Papel de filtro.

Capsula de porcelana.

Bafo de agua.

Estufa.

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
afiaden 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 céapsula previamente tarada. Se evapora
sobre bafio de agua, se deseca en estufa a 105 °C durante 3h, se
enfria y se pesa.

Expresion de los resultados.

R.500.100
sS= ————
M (100-H)

Ss = sustancias solubles (%).

H=humedad de la muestra (%)

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

M = masa de la muestra (Q).

Los resultados se aproximan hasta las décimas.

TAMIZAJE FITOQUIMICO
Introduccion.

En el desarrollo de esta actividad se persigue el aprendizaje y aplicacion
de técnicas de tamizaje al material vegetal fresco, seco o en forma de
extracto blando o seco.

En este caso se emplea un esquema general que utiliza la extraccion sucesiva
con solventes de polaridad creciente. Para el desarrollo de esta actividad es
necesario rememorar las reacciones quimicas estudiadas en las asignaturas
precedentes y revisar otras reacciones de mayor especificidad para cada
grupo en su libro de texto.

Parte experimental.

Materiales y reactivos.

. Gradillas
. Eter etilico
. Tubos de ensayo

. Etanol.



. Agua destilada
. Reactivos del tamizaje.

Procedimiento:

La planta fresca, seca o el residuo de una extraccion; es sometida a tres

extracciones sucesivas segun el esquema de la Fig. 21, a cada extracto I, Il y IlI, se
le mide el volumen obtenido y se le calcula su concentracion, esto es, gramos de
sustancias extraidas por mL de extracto. Para ello tome una alicuota de 5 mL y
paselo a una capsula previamente tarada, evapore a sequedad en bafio de agua y
pese nuevamente. Se procede de igual forma que la técnica descrita para la

determinacion de sustancias solubles.

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

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

FILTRAR

EXTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

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

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

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

FILTRAR

EXTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

EXTRACTOR SOXHLET

Fig. Extraccién sucesiva del material vegetal para la aplicacién de técnicas de

Tamizaje Fitoquimico. Utilizando equipo soxhlet



Posteriormente en cada extracto por separado se procede de acuerdo a los
esquemas representados en las Figuras. En cada caso para realizar los ensayos
se procede de la siguiente forma:

Ensayo de Sudan: Permite reconocer en un extracto la presencia de
compuestos grasos, para ello, ala alicuota de la fraccion en el solvente de
extraccion, se le aflade 1 mL de una solucidn diluida en agua del colorante Sudan
Il 0 Sudan IV. Se calienta en bafio de agua hasta evaporacion del solvente.

EXTRACTO ETEREO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

5mL

ENSAYsomDLE SUDAN ENSAYO DE BALJET
(ACEITES Y GRASAS) (LACTONAS Y COUMARINAS)

Ena L {dvidir en 3 PorCIoneS) ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI

MAYER Y WAGNER (TRITERPENOS-ESTEROIDES)
(ALCALOIDES)

Fig. Esquema de las reacciones a realizar en el extracto de éter etilico.

La presencia de compuestos grasos se considera positiva si aparecen gotas o
una pelicula coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes del
tubo de ensayos respectivamente.

EXTRACTO ALCOHOLICO

I
DIVIDIR EN FRACCIONES
|

imL Z‘mL ‘ Z‘mL ‘ 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE Sl ENSAYO DE 2mL ENSAYO DE )
CATEQUINAS FEHLING ENSAYO DE Cl Fe ENSAYO DE KEDDE 6 ML en 3 porciones
(AZ. REDUCTORES) LIEBERMAN-BUCHARD FENOLESQY TANINOS BORNTRAGER| (CARDENOLIDOS) ENSAYOS DE DRAGENDORFF
2'mL (TRITERPENOS-ESTEROIDES) ) (QUINONAS) MA(XFC&L%\E’E@)GNER
ENSAYO,DF ENSZAr\];I(?) DE 2mL
RESINA: m
o ENSAYG DE BALIET NINHIDRINA ENSAYO DE
AMINOACIDOS
(LACTORAS) ¢ ) ANTOCIANIDINA
2'mL
ENSAYO MA 2mL

Zm
9]
0
C

2

(SAPONINA

ENSAYO DE

SHINODA
(FLAVONOIDES)

Fig. Esquema de las reacciones a realizar en el extracto alcohdélico.

Ensayo de Dragendorff: Permite reconocer en un extracto la presencia de
alcaloides, para ello, sila alicuota del extracto esta disuelta en un solvente
organico, este debe evaporarse en bafio de agua y el residuo redisolverse en
1 mL de acido clorhidrico al 1 % en agua. Si el extracto es acuoso, a la alicuota
se le afade 1 gota de acido clorhidrico concentrado, (calentar suavemente y dejar
enfriar hasta acidez). Con la solucién acuosa acida se realiza el ensayo,



afladiendo 3gotas del reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se considera
(+), turbidez definida (++), precipitado (+++).

Ensayo de Mayer: Proceda de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la
solucion acida. Aflada una pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Afiada 2
0 3 gotas de la solucién reactiva de Mayer, sise observa opalescencia (+),
Turbidez definida (++), precipitado coposo (+++).

Observacion: En el caso de alcaloides cuaternarios y/o amino-oxidos libres,
éstos solo se encontraran en el extracto acuoso y para considerar su presencia la
reaccion debe ser (++) 6 (+++), en todos los casos, ya que un resultado (+),
puede provenir de una extraccion incompleta de bases primarias, secundarias o
terciarias.

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones
ENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES) E’INUSC’?E’AOGgES
2mL
ENSAYO DE SHINODA .
(FLAVONOIDES) 102 GOTAS
ENSAYO DE
2mL PRINCIPIOS AMARGOS

ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCTORES)

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

Fig. Esquema de las reacciones a realizar en el extracto acuoso.

Ensayo de Wagner: Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucion
acida, anadiendo 2 6 3 gotas del reactivo, clasificando los resultados de la
misma forma.

Ensayo de Baljet: Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos
con agrupamiento lactonico, en particular Coumarinas, aunque otros compuestos
lactonicos pueden dar positivo al ensayo.

Para ello, sila alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse
el solvente en bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1
mL). En estas condiciones se adiciona 1mL del reactivo, considerandose un



ensayo positivo la aparicion de coloracion o precipitado rojo (++ y +++)
respectivamente.

Ensayo de Hidroxamato férrico para coumarinas: Una gota del extracto se coloca
en una placa de porcelana y se aflade 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 afladen unas gotas
de &cido clorhidrico 0.5 mol/L y una gota de cloruro férrico al 1% en agua. El
desarrollo de una coloracion violeta (+), claro (++), intenso (+++).

El reactivo de Baljet se prepara de la siguiente forma:
Solucién 1: Hidroxido de sodio al 10 % en agua.

Solucion 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.

Ensayo de Borntrager: Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas.
Para ello si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse
el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se
adiciona 1 mL de hidréxido de sodio, hidroxido de potasio 6 amonio al 5 % en
agua. Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su ulterior
separacion. Sila fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado o rojo, el
ensayo se considera positivo. Coloracion rosada (++), coloracion roja (+++).

Ensayo de Liebermann-Burchard: Permite reconocer en un extracto la presencia
de triterpenos y/o esteroides, por ambos tipos de productos poseer un nucleo
del androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la posicién 5-6.

Para ello, sila alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse 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 acido sulfarico concentrado sin
agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio rapido de coloracion:

1- Rosado-azul muy rapido.
2- Verde intenso-visible aunque rapido.
3- Verde oscuro-negro-final de la reaccion.

A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces
puede observarse el primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando
el material evaluado tiene cantidades importantes de estos compuestos.



IMPORTANTE : Para realizar este ensayo no puede haber agua en el medio de
reaccion pues ésta con el acido sulfurico reacciona de forma violenta y puede
ocurrir un accidente.

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 paralas segundas se observa rojo, rosado o
parpura. Estas coloraciones pueden variar por interferencias producidas por
carotenos, xantofilasy esteroides saturados que puedan estar presentes.

Ensayo de catequinas: Para ello, tome de la solucién alcohdlica obtenida una gota,
con la ayuda de un capilar y aplique la solucién sobre papel de filtro. Sobre la
mancha aplique solucion de carbonato de sodio. La aparicion de una mancha verde
carmelita a la luz UV, indica un ensayo positivo.

Ensayo de resinas: Para detectar este tipo de compuesto, adicione a 2 mL de la
solucion alcohdlica, 10 mL de agua destilada. La aparicion de un precipitado,
indica un ensayo positivo.

Ensayo de Fehling: Permite reconocer en un extracto la presencia de azlcares
reductores. Para ello, sila alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe
evaporarse el solvente en bafio de aguay el residuo re disolverse en 1-2 mL de
agua. Se adicionan 2 mL del reactivo y se calienta en bafio de agua 5-10 minutos la
mezcla. El ensayo se considera positivo si la solucion se colorea de rojo o aparece
precipitado rojo. El reactivo se prepara de la siguiente forma:

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

Solucién B: Se pesan 150 g de tartrato de sodioy potasio y 40 g de hidroxido
de sodio y se disuelven con agua hasta un volumen total de 1000 mL.

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.

Ensayo de la espuma: Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas,
tanto del tipo esteroidal como triterpénica. De modo que 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 minutos.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido
de mas de 2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos.

Ensayo del cloruro férrico: Permite reconocer la presencia de compuestos
fendlicos y/o taninos en un extracto vegetal. Si el extracto de la planta se realiza



con alcohol, el ensayo determina tanto fenoles como taninos. A una alicuota del
extracto alcohdlico se le adicionan 3 gotas de una solucion de tricloruro férrico
al 5 % en solucion salina fisiolégica (cloruro de sodio al 0.9 % en agua). Si el
extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos. A una alicuota
del extracto se afiade acetato de sodio para neutralizary tres gotas de una
solucion de tricloruro férrico al 5 % en solucién salina fisiologica, un ensayo
positivo puede dar la siguiente informacién general:

. Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fendélicos en general.
. Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.
. Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotéanicos.

Ensayo de la ninhidrina: Permite reconocer en los extractos vegetales la
presencia de aminoacidos libores o de aminas en general. Se toma una alicuota
del extracto en alcohol, o el residuo de la concentracion en bafio de agua, siel
extracto se encuentra en otro solvente organico, se mezclacon2 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.

Ensayo de Shinoda: Permite reconocer la presencia de flavonoides en un
extracto de un vegetal. Sila alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se
diluye con 1 mL de &cido clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de
magnesio metalico. Después de la reaccion se espera5 minutos, se afade 1
mL de alcohol amilico, se mezclan las fases y se deja reposar hasta que se
separen.

Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a
partir de la adicion del acido clorhidrico concentrado.

El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de
amarillo, naranja, carmelita o rojo; intensos en todos los casos.

Ensayo de Kedde: Permite reconocer en un extracto la presencia de glicésidos
cardiotonicos. Una alicuota del extracto en etanol se mezcla con 1 mL del reactivo y
se deja reposar durante 5-10 minutos. Un ensayo positivo es en el que se desarrolla
una coloracién violacea, persistente durante 1-2 horas. El reactivo de Kedde se
prepara de la siguiente forma:

. Solucién 1: Acido 3.5 dinitrobenzéico al 2 % en metanol.

. Solucion 2: Hidréxido de potasio al 5.7 % en agua.



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.

Ensayo de antocianidinas: Permite reconocer en los extractos vegetales la
presencia de estas estructuras de secuencia C6-C3-C6 del grupo de los
flavonoides. Se calientan 2 mL del extracto etandlico 10 min. Con 1 mL de HCL
conc. Se deja enfriar y se adiciona 1 mL de agua y 2 mL de alcohol amilico. Se agita
y se deja separar las dos fases. La aparicion de color rojo a marron en la fase
amilica, es indicativa de un ensayo positivo.

Ensayo de mucilagos: Permite reconocer en los extractos de vegetales la presencia
de esta estructura tipo polisacarido, que forma un coloide hidrofilo de alto indice
de masa que aumenta la densidad del agua donde se extrae. Para ello una
alicuota del extracto en agua se enfria a 0-5 °C y si la soluciéon toma una
consistencia gelatinosa el ensayo es positivo.

Ensayo de principios amargos y astringentes: El ensayo 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.

También pueden realizarse otros ensayos no comprendidos en este esquema de
tamizaje, para la deteccion de otros compuestos. A continuacion expondremos
algunos de estos ensayos.

Glicésidos cianogenéticos: Coloque unos 5 g de material vegetal en un erlenmeyer
de 125 mL y adicione suficiente agua para humedecer la muestra. Prepare un

papel de picrato de sodio sumergiendo una tira de papel de filtro en una
solucién recién preparada de picrato de sodio (5 g de carbonato de sodio + 0.5
g de &cido picrico y cantidad suficiente de agua para 1000 mL); conserve esta
solucion en frasco seco.

Aproximadamente 1 mL de cloroformo se aflade a la muestra humedecida para
resaltar la actividad enzimética. Inserte el papel de picrato de sodio en el
recipiente con la muestra, colocandolo de formatal que no toque las paredes
del mismo. Tape el recipiente y caliente a 35 °C por unas 3 horas.

Observe los cambios de coloracion del papel, sien3 h no se produce
variacion, puede afirmarse la ausencia de los glicésidos cianogenéticos, pero si
en 15 min. el papel cambia de amarillo a diferentes tonos rojos, indica la
presencia de HCN en cantidades apreciables.

1. Aceites, hidrocarburos y carotenos: En un embudo de separacion al cual
se le coloca un pedacito de algodon en el orificio interior, se adicionan 5 g de
droga en polvo y 15 mL de solvente de baja polaridad (éter de petrdleo o
tetracloruro de carbono). Tape el embudo para evitar la evaporacion del



disolvente y déjelo en reposo 6 h como minimo. Abra la llave del embudo y
obtenga de esta forma el extracto.

2. Ensayo de aceite fijo, secante o esencial: Tome 5 mL del extracto y
déjelo evaporar sobre un vidrio reloj o placa petri a temperatura ambiente. La
aparicion de un liquido oleoso después de la evaporacion, si deja mancha de
grasa sobre el papel de filtro indica presencia de aceite fijo. Si al evaporarse el
disolvente aparece una pelicula fina resinosa, indica presencia de aceite secante. Si
al evaporarse el disolvente aparece un liquido oleoso aromatico que no deja
mancha de grasa sobre el papel de filtro indica la presencia de aceite esencial.

3. Ensayo de hidrocarburos: Tome 10 mL del extracto y déjelo evaporar al aire,
disuelva el residuo obtenido en acetona calentando suavemente sobre bafio de
agua si fuera necesario. Deje algunas horas en el refrigerador. La aparicion de un
precipitado, indica la presencia de hidrocarburos.

4, Ensayo de carotenos: Si el ensayo de hidrocarburos descrito en I, resultara
positivo, filtre el precipitado obtenido y disuelva el residuo en 2 mL de cloroformo.
Tome la solucién clorofémica y adicione reactivo de Carr-Price. La aparicion de una
coloracion verde-azulada indica presencia de carotenos.

Los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico son tabulados de la siguiente
forma:

METABOLITO ENSAYADO TIPO DE EXTRACTO
ETEREO  ALCOHOLICO ACUOSO OTRO

Aclarando ademas:

. Nombre de la especie botanica.

. Organo ensayado.

. Peso del material seco.

. Fecha de la realizacion del ensayo.

. Andlisis y discusion de sus resultados con relacion a lo planteado por la

literatura.



