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Resumen: Se realizé la caracterizacion fito-
quimica de hojas de Prosopis flexuosa var.
flexuosa (Algarrobo) y Prosopis flexuosa var.
depressa (alpataco). En la marcha fitoquimi-
ca se determind la presencia de flavonoides,
grupos esteroidales y triterpenos, alcaloides y
aminogrupos en ambas especies vegetales.
En Prosopis flexuosa var. derpressa no se
detectaron taninos, y si en Prosopis flexuosa
var. flexuosa. En la deteccién de saponinas se
observé que Prosopis flexuosa var. depressa
demostré menor poder tensioactivo y mayor
poder emulsificante que Prosopis flexuosa
var. flexuosa.
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Phytochemical characterization from Pros-
opis flexuosa var. flexuosa and Prosopis
flexuosa var. depressa, plants with phar-
macological action

Abstract: It was made a phytochemical char-
acterization of the leaves of Prosopisflexu-
osa var. flexuosa and Prosopis flexuosa var.
depressa. The presence of flavonoids, trit-
erpenes and steroidal groups, alkaloids and
amino groups in both plant species was deter-
mined through the phytochemical progress. In
the case of Prosopis flexuosa var. derpressa
the presence of tannin was negative, but in the
case of Prosopis flexuosa var. flexuosait was
positive. Saponins regarding Prosopis flexu-
osa var. depressa showed lower surfactant
power and more emulsifier power than Proso-
pis flexuosa var. flexuosa.

Keywords: Prosopis flexuosa, Algarrobo, Al-
pataco, Flavonoids, Alkaloids

A\ Introduccién \

En la actualidad las plantas tienen aplicaciones importantes en medicina,
una de ellas es ser fuente directa de agentes terapéuticos. Si bien gran
parte de los medicamentos se obtiene por sintesis quimica la mayoria de las
estructuras principales estdn basadas en productos naturales (Bermudez ez
al., 2005). Aproximadamente el 60% de los compuestos anticancerigenos y
el 75% de los antimicrobianos son productos naturales o derivados de éstos
(Cragg y Newman, 2005). Se han publicado trabajos de estudios sobre la ac-
tividad antimicrobiana que presentan diversos extractos vegetales utilizando
distintos solventes mostrando resultados alentadores, incluso frente a cepas
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de microorganismos multirresistenes (Khan ez a/., 2010; Salvat ez al., 2004;
Zampini et al., 2007). Si bien es dificil predecir la utilidad farmacolégica de
ellos, ya que no existe una alta correlatividad entre el comportamiento iz
vitro e in vivo, debido tal vez a la compleja composicidn de los extractos ve-
getales, se confia en encontrar compuestos bioactivos entre la gran cantidad
de plantas que no se han estudiado. Debe tenerse en cuenta para considerar
seriamente esta especulacién que mds del 35 % de las medicamentos que se
utilizan en la actualidad provienen de las plantas.

En el metabolismo de las plantas hay una variedad de moléculas or-
gdnicas que no tienen una funcién directa en procesos como respiracion,
fotosintesis o transporte de nutrientes. Se denominan metabolitos secun-
darios o aleloquimicos (Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril, 2009). Estos
compuestos del metabolismo especial son sintetizados por las plantas como
defensa ante agentes peligrosos, como patdgenos o la presencia de animales
herbivoros o bien para atraer insectos polinizadores. Se agrupan en tres
grupos quimicos principales, de acuerdo a las rutas mediante las cuales son
sintetizados: compuestos nitrogenados, terpenoides y compuestos fenélicos
(Brusotti et al., 2013). Los metabolitos secundarios no estdn presentes en
todas las partes del vegetal en igual concentracién, ni de igual manera en
todas las especies vegetales, su produccion suele estar acotada a un grupo
taxonémico en particular (Pérez Alonso y Jiménez, 2011). Hay ademds
variedad estructural dentro de un mismo grupo de metabolitos secundarios,
originadas por distintas reacciones quimicas, lo que lleva a que aparezcan
diferentes concentraciones de los mismos entre especies, entre individuos
de una poblacién y hasta entre distintos érganos de una planta (Sepilveda
Jiménez et al., 2003).

Los compuestos fendlicos de acuerdo a su estructura quimica se pueden
dividir en flavonoides y no flavonoides. En el grupo de los no flavonoides
los mds importantes son el dcido fendlico, los estilbenos y los lignanos. De
los compuestos fendlicos estudiados, los que mds atencién han recibido
han sido flavan-3-ols, flavonol y taninos. Los flavonoides han demostrado
a través de numerosos estudios su actividad antimicrobiana contra diver-
sos agentes: Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Campilobacter jejuni,
Clostridium perfringens, Escherichia coli, Bacillus cereus, Helicobacer pylori,
Staphilococcus aureus, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces naeslundii,
Chlamydia pneumoniae (Daglia, 2012), Bacteroides fragilis, Clostridium
perfringens, Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae, entre otros (Singh
et al., 2003). Ademds los compuestos fendlicos tienen accidn antioxidante,
la cual ha probado ser in vitro mas potente que la de las vitaminas Cy E y
los carotenoides. Algunos compuestos fendlicos también han demostrado
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in vitro inhibir el crecimiento de lineas celulares tumorales humanas (Daiy
Mumper, 2010). Otras aplicaciones farmacéuticas son por sus efectos anal-
gésicos, antihepatotéxicos e inmunoestimulantes (Gurib-Fakim, 2006)

Los terpenoides incluyen como compuestos de interés a los aceites
esenciales, las saponinas y cardenélidos (Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril,
2009). Los sesquiterpenos tales como la risitina y lubimina, presentes en
Solanum tuberosum, el capsidiol de Capsicum annum y el 2,7-dihidroxica-
daleno de Gossypium hirsutum tienen actividad antimicrobiana. (Septlveda
Jiménez e al., 2003). Algunos terpenoides tienen uso como fragancias y
aromas en alimentacién y cosmética y otros propiedades anticarcinogénicas
y antiulcerosas (Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril, 2009).

Los compuestos nitrogenados incluyen a los alcaloides y glucésidos
cianogenéticos. Estudios realizados con alcaloides presentes en extractos
de Prosopis juliflora han demostrado el efecto antimicrobiano de éstos sobre
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa y Salmonella choleraesuis (dos Santos et al., 2013).
Los alcaloides tienen aplicaciones como neurotransmisores (Avalos Garcfa
y Pérez-Urria Carril, 2009).

El género Prosopis pertenece a la familia Fabaceae, subfamilia Mimosi-
deae. Las especies de este género se encuentran ampliamente distribuidas en
regiones 4ridas y semidridas de América, Africa y occidente de Asia (Alvarez
y Villagra, 2009). Para Prosopis flexuosa se describen tres variedades: una
arbérea (var. flexuosa), denominada vulgarmente “Algarrobo” o “Algarrobo
dulce” y dos arbustivas (var. depressa y var. fruticosa). A la variedad depressa
se la suele denominar vulgarmente “Alpataco dulce”, “Algarrobo Alpataco”
o “Alpataco” (Steibel y Troiani, 1999). En la medicina popular se cita el
uso de alpataco como astringente y antidisentérico y al algarrobo como
diurético, anticatarral y colirio.

Para determinar los metabolitos secundarios presentes en una especie
vegetal se realiza una marcha fitoquimica. Este procedimiento incluye una
serie de métodos de deteccién de los diferentes grupos quimicos de la especie
vegetal a estudiar basados en extracciones con solventes y la posterior apli-
cacién de pruebas cuantitativas para confirmar la presencia de alcaloides,
flavonoides, taninos, saponinas (Lock de Ugaz, 2001).

\ Materiales y Métodos \
Se recolectd y secé el material vegetal correspondiente a hojas de Proso-

pis flexuosa var. flexuosa y Prosopis flexuosa var. depressa. Para cada especie
vegetal se realizé el mismo procedimiento: se molieron 30 gy se le anadié
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etanol en cantidad suficiente como para cubrir el material vegetal. Se llevd
a 65°C durante 2 horas y media y se filtrd en caliente. Se descart6 el marco
y se trabajé con el extracto total segtn se detalla en la Figura N° 1.

Con las fracciones obtenidas se realizaron las siguientes determina-
ciones:

FRACCION A

Flavonoides
Reaccion de Shinoda
Tomar 0,5 ml de la Fraccién A y agregar una granalla de Zn o Mg
mds 0,2 ml de 4cido clorhidrico concentrado. Esperar la disolucién de
la granalla. Agregar 0,2 ml de alcohol amilico y luego 2 ml de agua
destilada. Observar la aparicién de coloracién marrén, pardo rojiza o
rosada en la fase orgdnica. La aparicién de una tonalidad desde rosado
tenue hasta guinda indica la presencia de flavonoides.

Taninos y OH fendlicos
Reaccion de Cloruro Férrico
Llevar a seco 3 ml de la Fraccién A calentando a Bafio Marfa (se puede
hacer directamente sin llevar a seco). El residuo seco se disuelve en 1
ml de agua destilada y se le agregan 3 gotas de FeCl, al 1% acuoso. La
aparicién de coloracién varia de acuerdo a la cantidad y posicién de los
oxhidrilos fenélicos presentes: amarilla indica la presencia de 1 -OH,
verde grisdcea 2 -OH adyacentes y azul negro 3 —OH adyacentes.
Reaccién con gelatina
Llevar a seco otros 3 ml de la Fraccién A calentando a Bafio Maria (se
puede hacer directamente sin llevar a seco). El residuo seco se disuelve en
1 ml de agua destilada y se le agregan 10 gotas de una solucién acuosa de
gelatina al 2% (preparada con agua tibia) (si no precipitara agregar unas
gotas de solucién dcida de cloruro de sodio). La aparicién de turbidez
hasta precipitado abundante indica la presencia de taninos.

Lipidos
Sembrar unas gotas de la Fraccidon A en papel de filtro, dejar secar.
Exponer a vapores de I,. La presencia de coloracién marrén-naranja
indica la presencia de lipidos.

Hidratos de carbono
Reaccién con fenol
Adicionar 0,5 ml de una solucién acuosa de fenol al 5% a 2 ml del ex-

tracto metandlico de cada especie de Prosopis seco y retomada con agua
y» sobre la superficie, agregar 2,5 ml de H,SO, concentrado. Observar

Ardoino, S.M.; Boeris, M.A.; Toso, R.E.
118 Revista Ciencias Veterinarias, Vol. 15, N° 1, 2013 (ISSN 1515-1883)



la coloracién. La presencia de color naranja-pardo indica la presencia
de azicares.

FRACCION B

Niicleos esteroidales y triterpenos
Reaccién de Liebermann-Burchard

Mezclar con cuidado 1,8 ml de anhidrido acético con 0,2 ml de icido
sulfirico concentrado en medio anhidro. Tomar 0,2 ml de la fraccién
B y agregar 0,2 ml del reactivo de Liebermann-Burchard. Se observa-
rd una coloracién verde oscura que, al poco tiempo del agregado del
reactivo, pasa a negra. La formacién de colores azul-verdoso indica la
presencia de grupo esteroide; la coloracién rosada a purpura evidencia
grupo triterpénico.

Antraquinonas
Reaccion de Borntrager directa
Agitar suavemente 3 ml de la Fraccién B con 5 ml de NaOH al 5% y
observar la coloracién. La presencia de fase acuosa rojiza, o amarilla
con fluorescencia roja indica la presencia de antraquinonas.

FRACCION C

Alcaloides
Reaccion de Dragendorff
Disolver 8 gramos de subnitrato de bismuto en 20 ml de HNO, al
30%. Volcar esta solucién sobre otra que contiene 22,7 g de KI en 20
ml de agua. Dejar en reposo y separar el KNO, decantado, diluira 100
ml. El reactivo asi preparado se utiliza para identificar alcaloides. Para
la reaccién tomar 0,2 ml de la Fraccién C, llevar a sequedad, retomar
con 2 ml de HCI 1%y agregar 2 gotas del reactivo. La aparicién de un
precipitado color pardo-naranja indica la presencia de alcaloides.
Cardendlidos
Reaccion de Kedde
Solucién I: 4cido 3,5 dinitrobenzoico al 2% en metanol.
Solucién II: KOH al 5,7% en agua destilada.
Ensayar sobre papel de filtro. A 1 gota de la Fraccién C (llevada pre-
viamente a seco y retomada con alcohol), agregar 0,1 ml del Reactivo
(preparado con voliumenes iguales de las soluciones I y II). Conviene
hacer un blanco reemplazando el Reactivo de Kedde por la solucién 11
para descartar colores producidos en medio alcalino por otras sustan-
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cias. La aparicién de coloracién ptrpura o violeta persistente indica la
presencia de cardendlidos.

Estructuras esteroidales
Se procede como se describié en la Fraccién B.

Leucoantocianidinas

Reaccion de Rosenheim

Se llevan a seco 2 ml de la Fraccién Cy se retoman con ese mismo vo-
lumen de HCl al 1% en agua. Se le agrega 1 ml de HCl concentrado, se
mezcla y se calienta en bafio Maria durante 10 minutos. Se enfria, se le
agrega un pequeno volumen de alcohol amilico, y se agita suavemente.
Observar el color de la fase amilica. La aparicién de coloracién desde
carmes{ hasta rosa pdlido indica la presencia de leucoantocianidinas.

FRACCION D

Compuestos fenélicos

Reaccion de Cloruro Férrico

Tomar 1 ml de la Fraccién D y agregar 3 gotas de FeCl, al 1% acuoso.

La aparicién de coloracién varia de acuerdo a la cantidad y posicién de

los oxhidrilos fendlicos presentes: amarilla indica la presencia de 1 -OH,

verde grisdcea 2 -OH adyacentes y azul negro 3 —OH adyacentes.
Proteinas y péptidos

Reaccidn de Binret

Tomar 2 ml de la Fraccién D y agregar 2 ml del reactivo de Biuret. El

mismo se preparamezclando partes iguales de una solucién acuosa de

CuS0O, al 0,25 % (0,25 g en 100 ml de agua caliente) y una solucién

acuosa de NaOH al 10%.

Si el color no se presenta inmediatamente, dejar reposar de 10 a 15

minutos. La aparicién de coloracién violeta-ptirpura o violeta-rosada

indica la presencia de péptidos y/o proteinas.

REACCIONES DIRECTAS

Saponinas
Poder afrdgeno

Calentar en bano Marfa 0,5 g de droga seca y pulverizada con 8 ml de
agua destilada durante 30 minutos. Luego filtrar en caliente. Tomar
1 ml de esta solucién y colocarla en un tubo de hemdlisis. Tapar con
el dedo y agitar fuertemente durante 15 segundos. Medir la espuma
producida a los 0, a los 5 y a los 15 minutos.
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Poder emulsificante
Anadir 1 mL de un solvente no miscible con agua (por ¢j. cloroformo)
a 1 mL de la muestra a ensayar. Agitar. Proceder de igual manera en
otro tubo, sustituyendo la muestra por agua. Comparar los resultados
en ambos tubos.

Proteinas-aminogrupos
Reaccidn de Ninhidrina (sobre papel)
A1 g de droga agregarle 50 ml de agua, calentar a ebullicién durante
2 minutos. Filtrar en caliente. Concentrar a 5 ml. Sobre papel de filtro
colocar 1 gota de solucién y dejar secar. Agregar una gota de solucién
etanélica de Ninhidrina al 2%. Hacer en paralelo un blanco de reacti-
vo, y un testigo utilizando triptéfano o alanina (punta de espdtula) en
etanol al 50% (al que también se le agrega sobre la gota seca 1 gota del
reactivo). Calentar en estufa 110-120 °C. La aparicién de una mancha
azul-violeta de igual, menor o mayor intensidad que el testigo (blanco)
indica la presencia de proteinas y/o aminogrupos.

\ Resultados \

Los resultados se presentan en la Tabla N° 1.

Para ambas especies vegetales la reaccién de Shinoda resultd positiva,
se observé variacién en la intensidad. La coloracién rosada para el caso de
Prosopis flexuosa var. depressa indicaria la presenca de flavanonas, en tanto
que la coloracién anaranjada de Prosopis flexuosa var. flexuosa indicaria la
presencia de flavonas y flavonoles.

Ambas especies vegetales presentan hidroxilos fenélicos, y por la colo-
racién verde grisdcea se supone que sean dos adyacentes.

En cuanto a los taninos el resultado fue negativo en el caso de Prosopis
Sflexuosavar. depressay positivo para Prosopis flexuosa var. flexuosa, mostrando
un precipitado abundante.

En la presencia de saponinas también se apreciaron diferencias en
cuanto a la magnitud de los resultados, si bien en ambos casos el mismo
fue positivo En la determinacién del poder tensioactivo de las saponinas de
Prosopis flexuosa var. depressa la espuma permanecié estable menos tiempo
que la espuma de Prosopis flexuosa var. flexuosa. Por el contrario, Prosopis
flexuosa var. depressa evidencié mucho mayor poder emulsificante que
Prosopis flexuosa var. flexuosa.
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\ Discusién y conclusiones \

Los resultados coinciden con lo descripto por diferentes autores (Sepual-
veda Jiménez, 2003; Pérez Alonso y Jiménez, 2011) acerca de la variabilidad
de la presencia de metabolitos secundarios en especies vegetales que si
bien pertenecen a un mismo grupo taxondémico presentan diferencias en
la distribucién de los mismos, hallindose en diferentes concentraciones o
incluso presentes en una especie y ausentes en otra.

A partir de la presencia de grupos quimicos tales como flavonoides,
taninos, esteroidales y triterpenos, alcaloides, saponinas y aminogrupos se
puede investigar sobre los posibles efectos de extractos vegetales de estas
especies. Asi, la presencia de flavonoides y taninos podria crear expectativas
sobre efectos antimicrobianos, antioxidantes, anticumorales y analgési-
cos. Los grupos esteroidales y triterpenos, y las saponinas hacen pensar
en posibles efectos antimicrobianos, antiulcerosos y anticarcinogénicos.
El hallazgo de alcaloides y aminogrupos también podria otorgar a estas
especies vegetales efectos antimicrobianos y de uso en la farmacologia de
los neurotransmisores. La posibilidad de que estos efectos se presenten o
no dependerd del tipo de compuesto asociado al grupo quimico, su con-
centracién y asociacién con otros compuestos.

Mediante los resultados obtenidos en la marcha fitoquimica descripta se
puede confirmar la presencia de flavonoides, compuestos fenélicos de dos
grupos OH adyacentes, lipidos, grupos esteroidales y triterpenos, alcaloides
y saponinas en material vegetal correspondiente a Prosopis flexuosa var.
depressa y la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos de dos grupos
OH adyacentes, taninos, lipidos, grupos esteroidales y triterpenos, alca-
loides y saponinas en material vegetal correspondiente a Prosopis flexuosa
var. flexuosa.

Para investigar los efectos farmacolégicos de cada uno de estos grupos
deberdn hacerse los bioensayos correspondientes.
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Figura N° 1: Marcha fitoquimica
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Fraccon Fraccion cloroférmico Residuo
cloroférmica acuosa insoluble
\ v
NaoS0, | FRACCION B |

anhidro P
Filtrar FRACCION D

A

Fraccion Refinado
cloroférmica

Retomar HCI 1%, no

ne 10

v

FRACCION C
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Tabla N° 1: Resultados

Prosopis flexuosa var.
depressa

Prosopis flexuosa var. flexuosa

Fraccién A

Flavonoides (Shinoda)

Positivo tonalidad rosa

Positivo tonalidad anaranjada

OH Fenélicos (Cloruro

Férrico)

Positivo tonalidad verde
grisdcea

Positivo tonalidad verde
grisdcea

Taninos Reaccién de la Negativo Positivo
gelatina Turbidez leve Precipitado
Lipidos Positivo Positivo

Hidratos de carbono (fenol)

Positivo coloracién naranja

Positivo coloracién naranja

Fraccién B

Esteroidales y triterpenos Positivo Positivo

(Liebermann-Burchard)

Antraquinonas (Borntrager) Negativo Negativo

Fraccién C

Alcaloides (Dragendorff) Positivo Positivo

Cardendlidos (Kedde) Dudoso sin coloracién Negativo
persistente

Leucoantocianidinas Negativo Negativo

(Rosenheim)

Fraccién D

Proteinas y péptidos (Biuret) | Negativo Negativo

Reacciones directas

Saponinas (poder
tensioactivo)

Positivo ++

Positivo +++

Saponinas (poder
emulsificante)

Positivo +++

Positivo +

Proteinas- aminogrupos

(nihidrina)

Positivo coloracién azul
oscuro

Dudoso coloracién
levemente superior que el
blanco de reactivo

Caracterizacion fitoquimica de Prosopis flexuosa var. flexuosa (algarrobo)... (pp. 115 a 125)
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