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I. RESUMEN

La familia Pjperaceas comprende 14 géneros y aproximadamente 700 especies, que estan distribuidas en las
zonas tropicales y subtropicales del mundo. De esta, las especies del género Piper suelen ser ricas en
aceites esenciales, los cuales tienen diferentes aplicaciones, como repelente de insectos, larvicida y
antimicrobiano entre otros. En Guatemala se describen aproximadamente 88 especies de Piper
distribuidas en diferentes regiones del pais, de las cuales se encuentra muy poca informacién quimica y
farmacologica; basados en estudios etnobotanicos, se reportaron las especies de éste género como las mas
utilizadas para el tratamiento de diversas afecciones; estudios previos demostraron actividad contra
protozoos y actividad contra lineas celulares de cancer en P. jacquemontianum y P amalago; por lo cual surgi6
la necesidad de contribuir al estudio de este género, evaluando su composicién quimica y determinando la
actividad biocida de las mismas para orientar su posible aprovechamiento.

El presente estudio permitié contribuir al estudio de las especies aromadticas y medicinales mas
importantes del género Piper, se generd informaciéon quimica y bioldgica y se realizé una revision de
literatura a través de las bases de datos.

Se logré identificar 16 especies en 3 departamentos de Guatemala, en Suchitepéquez se encontraron 4
especies (Piper umbellatum, P. oradendrum, P. patulum y P. subcitrifolinm); en Alta Verapaz se encontraron 8
especies (P. geniculatum, P. jacquemontianum, P. obliguom, P. variabile, P. phytolaccifolium, P. shippianum, P.
sempervirens y P. bispidum) y en 1zabal 4 especies (P. peltatum, P. donnell smithii, P. fallens y P. diandrum).

Se realizé la extraccién mediante percolacion con diclorometano y metanol obteniéndose el mayor
rendimiento en los extractos diclorometanicos para P. shippianum (10.59%) P. peltatum (9.33%) y P.
phytolaccifolium (8.92%), y los extractos metandlicos con mayores rendimientos fueron P. sempervirens
(17.61%), P. phytolaccifolinm (14.05%) y P. jacquemontianum procedente del Cerro San Gil (11.01%).

Se realiz6 la caracterizacion quimica de los extractos mediante ensayos macro y semimicro y
cromatografia en capa fina determinandose la presencia de alcaloides, flavonoides, antraquinonas,
saponinas, principios amargos, aceites volatiles y cumarinas, se determiné la actividad antimicrobiana de
los extractos y aceites mediante el método de difusion para los aceites esenciales y el método de dilucién
en el caso de los extractos, evidencidndose actividad del extracto de P. fallens (diclorometanico), P.
umbellatum (diclorometanico y hexanico), P. peltatum (diclorometanico), P. jacquemontianum (diclorometanico
y metabdlico) y P. phytolaccifolinm  (diclorometanico) contra B. subtilis, P. aernginosa y M. smegmatis. Los
extractos diclorometanico de P. fallens y P. jacquemontianum, presentaron un CIM de 0.5 mg/mL contra B.
subtilis y M. smegmatis, P. variabile y P. phytolaccifolium presentaron un CIM de 1 mg/mlL. Se determiné la
actividad de Los aceites esenciales los cuales presentaron una actividad intermedia contra los

microorganismos evaluados con un halo de inhibicién de 6-9 mm. Ninguno de los extractos presentd



citotoxicidad contra 4. salina, ni actividad insecticida contra A. albimanus y A. aegypti por lo que se
determiné la concentracién letal mayor a 1 mg/mlL. Se identificaron los constituyentes de los aceites
esenciales mediante cooperacioén internacional obteniéndose el mayor rendimiento en P. jacquemontianum
procedente del Cerro San Gil (2.24%) y Laguna Lachia (0.77%), P. peltatum (1.32%) y P. variabile (0.72%).
En el analisis del aceite esencial se observd que P. phytolaccifolium fue la especie que presentdé mayor
nimero de constituyentes (42), entre los cuales se identificaron germacrano D 18%, B-cariofileno 16% v-
muuroleno 5.8%; P. umbellatum (39), presenté como mayoritarios E-nerolidol 23.4%, germacrano D 17.4
%, B-cariofileno 8.5% y P. variabile (36), el cual present6 alcanfor 28.4%, canfeno 16.6%, limoneno 13.9%
y P. jacquemontianum que presenté linalool 69.4% como mayoritario un constituyentes interesante en la

industria de perfumeria.

II. INTRODUCCION

Existen innumerables especies vegetales con propiedades aromdticas (Kajiwara y col., 1993; Rodriguez
Avalos y Rodriguez, 1991), algunas familias botanicas son tradicionalmente fuentes de productos
aromaticos, como las Pinaceas, Verbenaceas, Mirtaceas, Lamiaceas, Ruticeas, Lauraceas, Pipericeas,
Apidceas y Asteraceas. Segun distintos autores, el nimero aproximado de especies con esencia es de unas

3000, de las cuales se comercializan solamente unas 250.

El universo de las plantas aromaticas es muchisimo mayor, si se considera su origen biolégico y su
significacién comercial. La variabilidad genética de las plantas es una de sus mas valiosas virtudes, al
aportar una casl infinita riqueza de posibilidades. A esta variabilidad deben sumarse factores ecolégicos,

culturales, metodolégicos agricolas e industriales.

Se estima que aproximadamente el 65% del mercado de esencias proviene de especies cultivadas, el 1%
de especies silvestres y el 33% de arboles, mayormente explotaciones forestales. Estos valores son
altamente significativos, pues demuestran la necesidad de la industria de disponer de productos en

cantidad y calidad homogénea, algo muy dificil de lograr a través de una explotacién de material silvestre.

La familia Pjperaceaec comprende 14 géneros y aproximadamente 700 especies, que estan distribuidas en las
zonas tropicales y subtropicales del mundo. De esta, las especies del género Piper suelen ser ricas en
aceites esenciales, los cuales tienen diferentes aplicaciones, como repelente de insectos, larvicida y

antimicrobiano entre otros.

En Guatemala se describen aproximadamente 88 especies de Piper distribuidas en diferentes regiones del

pais, de las cuales se encuentra muy poca informaciéon quimica y farmacoldgica, por lo cual surge la



necesidad de contribuir al estudio de este género, evaluando su composicién quimica y determinando la

actividad biocida de las mismas para orientar su posible aprovechamiento.

III. ANTECEDENTES

Las plantas aromaticas han sido utilizadas, durante siglos, en culinaria, perfumerfa y como medicamentos.
Las plantas aromaticas son usadas directamente en culinaria, en su forma de plantas secas, especias y
condimentos. En los productos de higiene y tocador, como componentes de formulaciones, o como
materia prima para el aislamiento o semisintesis de compuestos aromaticos de interés. En la industria de
alimentos, como agentes saborizantes y antioxidantes. En medicina humana y veterinaria, como
componentes de formulaciones farmacéuticas. En agricultura, como pesticidas y repelentes de insectos y
como agentes antibacterianos y antifungicos. Con el fin de orientar la bisqueda de nuevos materiales
aromaticos hacia las especies mas adecuadas para dicho fin, conviene clasificar a las plantas en cuatro

categorias:

1. Especies cultivadas y aprovechadas por sus caracteristicas aromaticas: Son las que representan
actualmente el mayor porcentaje del mercado internacional de productos aromaticos de origen natural.
Como elementos novedosos en esta categoria, podtian encontrarse clones de especies conocidas con
mejores calidades de esencia o mejoras en el manejo agronémico o postcosecha, logrando mayores

rendimientos.

2. Especies cultivadas pero no aprovechadas por sus propiedades aromaticas: Muchas especies
maderables cultivadas contienen aceites esenciales pero son utilizadas solamente para otros fines, por su
madera, su fibra, sus frutos, como sombra o protectores de vientos. Muchos campos utilizan especies
como los Eucalyptus, Coniferas, Acacia, Schinus, y otras especies para delimitar potreros, o proteger cultivos
de los vientos, pero también estas plantas podrian ser utilizadas para la producciéon de esencias. Otras
especies de gran consumo en otras actividades, pueden ser productoras de materiales aromaticos, como

los extractos, resinoides o absolutos.

3. Especies silvestres (es decir no cultivadas) aprovechadas: Se incluyen todas aquellas especies aromaticas
silvestres que son utilizadas con fines industriales. Estas especies, al ser explotadas y no ser cultivadas,
suelen estar amenazadas en su conservacion. Solamente se justifica la permanencia de una especie en este
rubro si su poblacién natural existente es suficientemente abundante como para permitir el manejo
sustentable de su explotacién, por su facil o rapida reproduccién, gran dispersion geografica, o una
politica regional aplicada para su conservacién. Aunque por definicién son especies ya explotadas, el

hecho de pertenecer a poblaciones naturales permite suponer que presentan una variabilidad genética mas



o menos importante, segin el caso. Del estudio de esta biodiversidad intraespecifica pueden surgir

valiosas calidades econémicamente competitivas con respecto a la calidad habitual.

4. Especies silvestres no aprovechadas: Se pueden diferenciar entre las autdctonas de una region y las
introducidas. Las especies autdctonas son las tipicas de una region, mientras que las aclimatadas o
introducidas son propias de otras regiones pero que se han adecuado al nuevo ambiente. En este item es
donde prioritariamente mas se debiera orientar la busqueda de nuevos productos, porque es muy
probable que se obtengan verdaderas novedades para la industria. Todos los pafses latinoamericanos
tienen por tradicién de uso o por conocimiento cientifico un sinnumero de especies silvestres con
reconocidas propiedades aromaticas. Por otro lado, dentro de la flora autéctona, se posee una riquisima
variedad de especies aun por conocer, y donde seguramente se podrin encontrar diversas novedades

aromaticas (Bandoni, 2000).
Modelo para la seleccién de plantas aromaticas y medicinales:

Se ha propuesto un modelo de gestion que orienta al analista sobre cudles deben ser los pasos a seguir
para identificar a las especies mas promisorias para un desarrollo industrial a partir de su calidad

aromatica. Con este objetivo se proponen cinco protocolos de trabajo (Bandoni, 2000):

El primero de ellos describe las pautas minimas a considerar para la caracterizacién de una especie
aromatica industrialmente viable. Cada elemento descriptor o parametro se define con un valor finito, que
pondera la importancia de dicho descriptor en la valoracién total de la planta. La suma de estas
ponderaciones da un numero que, sobre un maximo posible de 44 puntos, permite interpretar qué grado
de interés puede tener dicha planta a nivel industrial. Cuanto mayor sea el valor, mayor el interés que
puede tener dicha especie. Esta puede ser una primera aproximacién para el desarrollo de un nuevo
producto aromatico de origen vegetal. Los parametros que se han considerado en este esquema de trabajo

son los siguientes:

a) Criterios etnobotanicos: Existen dos fuentes de informacién que son imprescindibles para reconocer la
trascendencia que pueda tener una planta aromatica en la cultura de una regién. Estas fuentes son el
conocimiento popular y las publicaciones donde haya sido catalogada esta informaciéon. El uso comun o
el conocimiento popular de una especie por sus caracteristicas aromaticas, es una sefial clara de la
relevancia que pueda tener su estudio. Mas adn, la simple lectura de publicaciones cientificas sobre las
floras de la regién, dan ejemplos tipicos de especies aromaticas de indiscutible interés. Si una especie no
ha sido nunca citada ni es conocida por sus caracteristicas aromaticas, es mucho menos probable que sea

interesante estudiatla.



b) Criterios botanicos y ecoldgicos: En este rubro hay muchas variables que deben considerarse. Es
importante saber si la especie proviene de una familia reconocida como osmética, como es el caso de las
Labiadas, o las Verbendceas. Lo mismo ocurre a nivel de género, pero con una mayor significancia: si hay
dentro del género especies aromaticas, la especie desconocida también muy probablemente lo sea, como
consecuencia de una mas estrecha relacion taxonémica. Otro aspecto importante a considerar es el
tamafio de la poblaciéon considerada y la facilidad de acceso a la misma. No es lo mismo estudiar una
especie que crece en una sola zona de un pafs, o solamente a mas de 3.000 metros de altitud, que otra que
esta difundida en toda América. Resulta fundamental conocer también la experiencia que se tenga sobre la
domesticaciéon o cultivo de la especie, el porte de la planta, cual es la parte atil (el uso de las partes
reproductivas o subterrineas puede complicar el procesamiento agricola e industrial, o amenazar la

conservacion de una especie silvestre) y la velocidad de crecimiento.

¢) Criterios fitoquimicos: Si se tienen antecedentes sobre el estudio de los componentes aromaticos de
una especie, aunque sean precatios o insuficientes, pueden acelerar u orientar el trabajo. Dentro de estos
antecedentes son fundamentales los que hayan evaluado las caracteristicas organolépticas y los que hayan
evaluado la variabilidad genética del material. Un factor trascendente es el rendimiento en el producto

aromatico.

d) Olor: Por ser la variable que otorga el valor comercial al producto, su ponderacién debe tener casi el

mismo peso que cualquiera de los otros criterios.
Los restantes protocolos son usados en la evaluacion inicial de la especie seleccionada.

El segundo protocolo trata de identificar con precision la muestra a estudiar, y detalla los principales
parametros que pueden tener influencia en la calidad de un material a analizar, describiendo los siguientes
puntos: identificacién botanica precisa del vegetal, incluyendo el nombre del botanico que realiz6 la
identificacion y la ubicacién del ejemplar de herbario que lo certifica, parte de la planta utilizada, lugar
(longitud, latitud y altitud), fecha y hora de recoleccién, tipo de suelo y clima del lugar, descripcion del
habitat, un analisis aunque sea somero de la poblacién donde se obtiene el material, caracteristicas

fenotipicas y estado fenoldgico de la planta en el momento de la cosecha.

El tercer protocolo se refiere al proceso de extraccion de la muestra. Ya identificado el material por el
protocolo anterior, se procede a dejar constancia del tratamiento con que es sometida dicha muestra,
desde el tipo y condiciones de secado, hasta los parametros fisicos elementales del aceite esencial
obtenido. El dltimo {tem incluido, la densidad aparente del material vegetal en las condiciones de

extraccion, resulta muy util para dimensionar un destilador a escala de produccion. También se describe



en este protocolo las condiciones de envasado y almacenamiento de las muestras de aceites esenciales

obtenidos, con el fin de lograr una aceptable estabilidad del producto.

El cuarto protocolo permite registrar el andlisis quimico del producto aromatico obtenido, y el quinto su
evaluacién organoléptica. Para esta dltima tarea se consideran cuatro factores primordiales: en primer
lugar la descripcion tacita de las principales caracteristicas organolépticas de la muestra (notas de salida o
cabeza, notas centrales y de fondo, fuerza y persistencia). Con estos elementos ya se puede dar una
evaluacién basica sobre el producto, clasificindolo como, sin valor comercial, de escaso valor, interesante,
muy Interesante o excepcionalmente interesante. En segundo lugar, y teniendo en cuenta la descripcion
anterior, se propone una escala arbitraria de precios, para que el evaluador pueda estimar qué valor
maximo podrtia tener el producto como para que se justifique su comercializacion, si solamente lo ha
considerado de escaso valor. Por supuesto que los productos clasificados como muy interesantes o
excepcionalmente interesantes seguiran siéndolo adn con valores altos de comercializacién. El tercer
factor que es necesario documentar en la apreciacion organoléptica es si el evaluador considera que usaria
este producto y para qué lo usarfa. Y finalmente, como ultimo criterio de estimacion, se le pregunta al
evaluador si considera que el producto merece ser estudiado con mayor detalle para su aprovechamiento

industrial, y con qué condicionantes, si los hubiera.

Estos cinco protocolos constituyen un registro basico para la identificacion, caracterizaciéon y evaluacion

de un aceite esencial, y documentan sus propiedades y sus posibilidades comerciales.
Familia Piperaceae:

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Otden Piperales

Presenta 10 géneros, aprox. 1400-2000 especies, la gran mayorfa pertenecen a dos géneros, los mas

importantes Pipery Peperomia. Su distribucion generalmente es en regiones tropicales y subtropicales.

Habito: Hierbas (Peperomia) o pequefios arbustos aromaticos (Piper), menos a menudo arbustos o arboles,
algunas veces lianas o epifitos. Hojas alternas, rara vez opuestas o verticilidas, con epidermis a menudo
mas o menos silicificada. Flores en espigas densas, con bracteas peltadas, sin perianto
Androceo 1-10 estambres, anteras bisporangiadas, monotécicas (Peperomia) o tetrasporangiadas y ditécicas

(Piper), dehiscencia longitudinal: polen anasulcado o inaperturado. Gineceo con vatios carpelos o



unilocular, con 1-4 estigmas cortos, en Piper 3-4 carpelos, en Peperomia 1 sélo carpelo; primordios

seminales ortétropos, solitarios.
Descripcién Botanica del género Piper:

Arbustos o sufrutices terrestres, en ocasiones hemiepifitos, lianescentes o trepadores, bejucos o raras
veces arboles pequefios; tallos solitarios o con frecuencia plantas cespitosas, vastagos a menudo
heterofilos, los ejes monopddicos con hojas simétricas, basalmente equilateras, a menudo de mayor
tamafio que aquellas en los ejes simpddicos, éstas asimétricas y basalmente inequildteras, nudos
prominentes. Profilos a menudo prominentes y persistentes en ejes simpodicos, discretos y caducos
tempranamente en ejes monopodicos. Hojas alternas, enteras pero a menudo lobuladas basalmente,
palmatinervias o pinnatinervias, con frecuencia la morfologia foliar puede variar drasticamente en una
misma planta y las hojas de los tallos monopddicos tienden a ser simétricas y basalmente equilateras
mientras que las hojas de los tallos simpddicos (florigenos) tienden a ser asimétricas y basalmente
inequilateras; peciolos cortos a largos, con margenes a menudo muy desarrollados y estipulares en
apariencia. Inflorescencias terminales, opuestas y solitarias, raramente (por reduccién del nimero de
articulaciones o partes de la articulacion en ejes simpddicos) axilares, y entonces (en nuestro material) en
grupos de espigas sobre un eje comun ramificado simulando umbelas o paniculas, raquis de la espiga a
menudo fimbriado, las flores con frecuencia formando bandas alrededor de la espiga, bracteas florales,
cuculadas o triangulares distalmente en forma de U o V, glabras, a veces marginalmente fimbriadas, flores
sésiles o pediceladas; estambres 2—4 (—8), los filamentos a menudo persistentes en el fruto, anteras ditecas,
con dehiscencia vertical, oblicua u horizontal; pistilo 3—4-carpelar con igual nimero de estigmas, sésiles o
sobre un estilo prominente. Fruto al madurar ligeramente distorsionado por compresién de los frutos

adyacentes, basalmente fijado o parcialmente inmerso en el caquis (Stevens, ez a/., 2001).
Especies del género Piper promisorias en Latinoamérica:

El género Piper contiene aproximadamente unas 1500 especies, con cerca de 1000 en América tropical; las
especies de este género son a menudo elementos conspicuos del sotobosque, alcanzando su mayor
diversidad en bosques himedos premontanos y de tierras bajas. Pier es utilizado localmente como
antidoto contra mordeduras de serpientes y asf mismo como remedio eficaz en el tratamiento de calculos
renales y afecciones bronquiales. Muchas especies se conocen con el nombre de "Cordoncillo" (Stevens,

et al., 2001).

El género Pjper comprende un elevado nimero de especies, tiene interés por su amplia utilizacién en la
medicina tradicional de varios pafses, dichas especies presentan una gran complejidad tanto desde el

punto de vista botanico como quimico.



El analisis de los constituyentes volatiles de dichas especies han revelado la presencia de monoterpenos,
sesquiterpenos y arilpropanoides que han mostrado propiedades bioldgicas interesantes (Parmar ez al.,
1997; Martins ez al., 1998; Moreira ez al., 1998). Investigaciones fitoquimicas de extractos han revelado la
presencia de muchos compuestos activos tales como amidas, alcaloides, lignanos, cromononas
(Ruangrungsi ez al., 1992; Parmar et al,1997; Wu ¢t al., 1997; Alécio et al., 1998; Navickiene ¢ al., 2000,
Silva et al., 2002).

Como ejemplo de especies aromaticas promisorias en Latinoamérica se menciona una seleccion de siete
especies del género Piper (P. aunritum, P. aduncum, P. lenticellosum, P. divaricatum, P. artanthe, P. chiadoense, P.
peltatum y P. tuberculatum). Esta seleccion se tomé como factor discriminatorio el conocimiento popular
de la especie como aromatica, o el conocimiento especifico y técnico que se dispone de sus componentes

volatiles (Bandoni, 2000).

En un estudio realizado en tres Piperaceas panamefias se identificé la composiciéon quimica del aceite
esencial de las hojas de Piper arborenm, P. jimbrinkatum y P. obliqunm. Los principales constituyentes de P.
arborenm fueron 8-cadineno, r-copaeno y B-pineno; en el aceite de P. fimbriulatum, B-catiofileno y
monoterpenos oxigenados como linalol y acetato de linalilo, en P. obliguum se identificé B-cariofileno,
espatulenol y algunos sesquiterpenos no caracterizados previamente tales como 1,5-epoxisalvial-4 (14)

eno y el B-selineno (Mundina ez a/., 1997).

En un estudio etnobotanico de siete comunidades de la zona de influencia del Parque Nacional Laguna
Lachua realizado en Coban Alta Verapaz, Guatemala se reporta las familias con mayor nimero de
especies utilizadas como medicinales a las Piperaceas, dentro de ellas las mds reportadas en mads
comunidades y por més informantes se menciona a Piper aeroginosibaccum, P. amalago, P. tuerckheimii, P.
cayoense. Dentro de las plantas con usos medicinales mas diversos se mencionan P. amalago, P. tuerckheinii,

P. aeroginosibaccum, P. variabile, P. umbellatum y P. cayoense (Cleaves, 2001).
Metcado de Plantas Aromaticas:

El mercado mundial de plantas aromaticas (ofrecidas como hierbas) se ha estimado en unas 50,000
ton/afio (1994). En 1994 los principales paises europeos importaron unas 13,000 ton de plantas
aromdticas como hierba. El crecimiento estimado del sector es mayor a un 2% anual. No obstante no
existe una demanda desabastecida, por lo que existe una competencia muy dura, sobre todo entre los
paises en desarrollo. Conviene tener en cuenta que muchas veces es mas rentable comercializar las hierbas
aromaticas como tal, que ofrecer sus esencias, aunque esto es muy variable segin el pafs, las
circunstancias, la capacidad de extraccién instalada y las fluctuaciones econémicas tanto locales como

internacionales (Bandoni, 2000).



La demanda mundial de aceites esenciales esta tradicionalmente cubierta por pocos paises con una
produccién elevada. Entre los afos 1993 y 1998 esta demanda crecié a razén de un promedio de 6%
anual. En algunos casos las plantas aromaticas representan el mayor valor de exportacion de algunos
paises o regiones, y en consecuencia se instituyen como un simbolo de sus producciones agricolas. Mas
del 50% de la produccién mundial proviene de paises en desarrollo, lo que demuestra la importancia de
climas tropicales o subtropicales para estas especies, ademas de la necesidad de disponer de mano de obra
barata, para poder competir en calidad y precio en el mercado global. Un 65% de las esencias existentes
en el mercado proviene de especies cultivadas, un 1% de silvestres (2% en valores monetarios), y un 30%
de arboles. Esto demuestra que, salvo muy raras excepciones, las exigencias en cuanto a cantidad y calidad
que pretenden las industrias consumidoras de esencias dificilmente pueden ser logradas si no es a través

de un cultivo (Bandoni, 2000).

Guatemala tiene una tradicional produccién de cardamomo, te de limén y jengibre, aunque la produccion
de te de limén (en 1998 exporté a EEUU unas 30 ton) ha sufrido una fuerte disminucién por la agresiva
competencia de China con la esencia de Lifsea cubeba. La venta externa de cardamomo y su esencia le ha
significado a este pais el 1% de sus exportaciones, en valores monetarios para 1998 (Banco de Guatemala,

1999).
Aceite Esencial:

Un aceite esencial o esencia se define como un grupo de sustancias volatiles generados a partir del
metabolismo de un vegetal constituido generalmente por monoterpenos y sesquiterpenos, que estan

asociados 0 no a otros componentes, y generan en conjunto el olor caracteristico de dicho vegetal.

Como parte del metabolismo de una planta, las esencias abarcan una gama muy variada de constituyentes.
Presentando también en su composicién, ésteres, alcoholes, aldehidos, cetonas, acetales, fenoles,
glucésidos, ceras, hidrocarburos lineales, acidos grasos, alcaloides, cumarinas, esteroides, y una cada vez
mas heterogénea variedad de compuestos heterociclicos, a medida que se avanza en el conocimiento de

su composicion.

Esta riqueza estructural se acrecienta aun mas si se considera la reconocida especificidad isomérica en
toda biosintesis natural, es decir la capacidad que tiene la naturaleza para producir estructuras quimicas
con una conformacién espacial particular, algo mucho mas complejo de lograr por sintesis quimicas
tradicionales. Conviene saber que asi como existen esencias compuestas exclusivamente por terpenos,
existen esencias que practicamente carecen de ellos y estin compuestos por derivados bencénicos,

fenoles, ésteres e hidrocarburos lineales, o hasta por componentes dificilmente relacionables con las
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esencias, como alcaloides (Thomas ez al, 1992), glucésidos y una gran variedad de compuestos

heterociclicos como derivados piridinicos, pirazinicos, sulfuros, aminas, etc.

Los principales métodos utilizados para obtener aceites esenciales a partir de plantas aromaticas son: por
destilaciéon con agua o hidrodestilacién, por arrastre con vapor, con agua y vapor (cohobacién), previa

maceracion, sometida a una degradacion térmica y por expresion (Bandoni, 2000; Sharapin, 2000).
Oleorresinas, concretos y absolutos:

El término oleorresina se utiliza para designar a los exudados naturales ricos en aceite esencial, sin
embargo, es también utilizado para nombrar los extractos obtenidos mediante utilizacién de disolventes
organicos en especies aromaticas, una vez que el disolvente ha sido removido completamente. Las
oleorresinas de especies herbaceas contienen, ademas de los aceites esenciales, los aceites fijos, pigmentos,

y algunos otros principios activos. La composicién final es funcién del disolvente utilizado.

Los concretos se obtienen de plantas aromaticas frescas por extraccion con disolventes apolares. Estin
constituidos por compuestos apolares y no contienen compuestos hidrosolubles. Tienen forma de
semisolidos coloreados, libres del disolvente original. Generalmente se obtienen de flores, aunque pueden
también obtenerse de hojas y de las partes aéreas de las plantas herbaceas. Los disolventes mas utilizados
son el hexano, el diclorometano y el éter de petréleo, que poseen un punto de ebullicién inferior a 80°C.
El proceso usado es la maceracion, siendo realizada a temperaturas inferiores al punto de ebulliciéon del
disolvente, el cual debe evaporarse cuidadosamente. Los rendimientos se sitdan en el orden del 0.5%. El
concreto resultante contiene no solamente la porciéon odotifera de la planta, sino también las ceras
vegetales, aceites fijos y colorantes. Estos componentes no son muy solubles en las bases para perfumes,

por lo que su conversién en absolutos es necesatia.

Los absolutos son productos de conversién de concretos por la extraccion con etanol absoluto. Una vez
completa la disolucién, los absolutos se refrigeran a temperaturas de -5 a 10°C. A estas temperaturas las
ceras se precipitan y pueden ser removidas por filtracién. El rendimiento de concretos a partir de

absolutos varfa de 10 a 65% (Sharapin, 2000).
Cromatografia de Gases (CG):

Fundamento: La CG o cromatografia gas-liquido utiliza como fase mévil un gas, que suele ser nitrégeno,
hidrégeno o helio, y como fase estacionaria un liquido muy viscoso retenido sobre un soporte sélido
inerte. Se trata de un sistema de particién en el que los componentes de una muestra son separados por
una serie de equilibrios de distribucién entre las dos fases, generalmente de distinta magnitud para cada
componente, de modo que cada uno de ellos es eluido a distinta velocidad. La cromatografia de gases se

utiliza principalmente para el analisis de sustancias volatiles.
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La separacién de los componentes depende tanto de la temperatura de trabajo como del tipo de columna
y fase estacionaria utilizadas y del flujo de gas portador. A menudo, al trabajar a temperatura programada,
pueden producirse pérdidas sensibles de fase estacionaria, por lo que debe seleccionarse previamente la
temperatura mas adecuada para evitar este inconveniente y, al mismo tiempo, conseguir una separacion
optima.

Instrumental: El equipo empleado se denomina cromatégrafo de gases y consiste en: Una camara de
inyeccién, una columna cromatografica (en la actualidad generalmente de tipo capilar) contenida en un
horno, cuya temperatura es controlable y programable, un detector y un sistema de adquisicién y

tratamiento de datos. La CG puede emplearse con finalidad cualitativa y cuantitativa:

Analisis cualitativo: La identificaciéon de los componentes de una muestra mediante CG se basa en la
medida de sus tiempos de retencién y comparacion con los de sustancias ya conocidas. No obstante, en el
caso de muestras complejas, puede ocurrir que dos o mas componentes eluyan de la columna al mismo
tiempo, por lo que en estos casos es indicado un doble analisis de la muestra en dos columnas de
diferente polaridad. En el caso de aceites esenciales, la identificacién de sus componentes tinicamente a
partir de sus indices de retencién en distintas fases estacionarias resulta insuficiente, siendo necesatia su
caracterizaciéon mediante alguna técnica espectroscopica, entre las cuales la espectrometria de masas (EM)
ocupa un lugar primordial. De este modo, la cromatografia de gases acoplada a EM (CG-EM o GC-MS
en inglés) constituye una herramienta imprescindible en la identificacién de los componentes de los

aceites esenciales.

Analisis cuantitativo: La cuantificacion se realiza en base al area de los picos eluidos, que es directamente
proporcional a la concentraciéon de dicho compuesto. Ya que los detectores no siempre responden de la
misma forma a todos los solutos, en ocasiones es necesaria la aplicaciéon de factores de respuesta que
relacionen el 4rea con la concentracion de los diferentes componentes de la muestra. Las determinaciones
cuantitativas por CG se realizan, segun cada caso particular, por los métodos habituales: normalizacién,

patrén interno o patréon externo (Bandoni, 2000; Sharapin, 2000; Vila & Reig 2003).
Tamizaje Farmacolégico y Tamizaje Fitoquimico:

El tamizaje farmacolégico y el tamizaje fitoquimico constituyen etapas iniciales en la investigacién sobre
plantas medicinales. El tamizaje se define como un conjunto de técnicas relativamente simples y de bajo
costo que permiten evaluar la posible accién farmacoldgica, la toxicidad y los principales grupos quimicos
presentes en una planta, permiten otientar la extracciéon y/o fraccionamiento de los extractos en el

sentido de los grupos de mayor interés o la bioactividad deseada.
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Se entiende por pretamizaje a una serie de ensayos biolégicos (bioensayos) generalmente iz vitro que dan
una idea preliminar de la posible bioactividad de un extracto crudo, fraccion purificada o principio activo
puro. Las técnicas de pretamizaje pretenden orientar con técnicas relativamente sencillas, que no
involucren animales, que tengan bajo costo y que pueda realizarse un nimero grande de muestras en

forma rapida, sencilla, reproducible, de bajo costo y si posible, automatizable (Caceres, 1996).

Tamizaje farmacoldgico: El tamizaje farmacologico de extractos de plantas busca descubrir aquellas que
presentan actividad farmacolégica. Debe ser cuidadosamente realizado para que sea seguro y
reproducible. La cantidad del material necesaria para el tamizaje debe ser pequefia y los procedimientos
deben programarse de tal manera que se pueda utilizar el material bruto, como extractos de plantas o
fracciones de extractos. El tamizaje, sea general o especifico, produce sélo probabilidades sobre la

actividad que la muestra tendrfa en un ser humano enfermo.
El estudio farmacolégico de las drogas tiene como finalidad:

O Establecer las acciones farmacoldgicas, es decir, determinar la actividad de dichas drogas sobre los
organismos vivos. Pretende determinar tanto el efecto o efectos principales como los efectos

secundatios.

O Determinar la estructura de las sustancias que son responsables de dichas acciones farmacoldgicas,

establecer qué componentes de las drogas constituyen los principios activos.

O Realizar estudios de toxicidad para evaluar los posibles efectos toxicos de las drogas que se estan

estudiando (Sharapin, 2000).

Antimicrobianos: La actividad antimicrobiana se utiliza para evaluar la actividad inhibitoria de una planta
o sus derivados, la potencia de un compuesto, la susceptibilidad de un microorganismo a concentraciones
conocidas de una droga vegetal, el espectro de microorganismos inhibidos y la concentracién de la droga
en el organismo humano. Para evaluar la actividad es preciso conocer el modelo microbiano
perfectamente y tenerlo controlado en las condiciones de laboratorio, ya sea por procedimientos 7 vitro o
in vivo. La medicién de esta actividad puede hacerse por métodos de difusién y dilucion. El método de
difusién se usa como un procedimiento cualitativo, semicuantitatvio y a veces cuantitativo, generalmente
los microorganismo son categorizados como resistente, intermedio o susceptible para cada agente. El
método de dilucién se usa para determinar la concentracién inhibitoria minima (CIM) que se requiere del
agente antimicrobiano para inhibir o matar al microorganismo, basado principalmente en la técnica
desarrollada por Mitscher e al. (1972), recomendado para el tamizaje de productos naturales, es
reproducible, sensible y relativamente facil de estandarizar y procesar gran cantidad de muestras. La CIM

es la concentracion mas baja en la que no hay crecimiento visible, esta prueba puede ser en caldo (tubo) y
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en agar (placa). En el caso de hongos, existen técnicas similares (Brancato & Golding) que han sido
puestas a punto en Guatemala y han permitido evaluar la actividad de una cantidad de especies usadas

medicinalmente (Caceres, 1990).

Tamizaje fitoquimico: El tamizaje (screening) fitoquimico es una de las etapas iniciales de la investigacién
fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales grupos de constituyentes quimicos
presentes en una planta y, a partir de alli, orientar la extraccién y/o fraccionamiento de los extractos para
el aislamiento de los grupos de mayor interés. Consiste en la extracciéon de la planta con disolventes
apropiados y la aplicacion de reacciones de coloracién. Debe permitir la evaluacion rapida, con reacciones
sensibles, reproducibles y de bajo costo. Los resultados constituyen unicamente una orientaciéon y deben

interpretarse en conjunto con los resultados del tamizaje farmacolégico (Sharapin, 2000).

IV.  JUSTIFICACION

La extraordinatia biodiversidad vegetal de la regién latinoamericana y especialmente la region
mesoamericana y la reducida informacién técnica y cientifica existente sobre su caracterizacion
taxonomica o composiciéon quimica, indica la necesidad de realizar estudios sobre la flora nativa de la

region.

El género Pjper comprende un elevado nimero de especies y tiene interés por su amplia utilizacién en la
medicina tradicional de varios paises, presentando una gran complejidad tanto desde el punto de vista
botanico como quimico. El analisis de los constituyentes volatiles de estas especies ha revelado la
presencia de monoterpenos, sesquiterpenos y arilpropanoides que han mostrado propiedades bioldgicas
interesantes tales como insecticidas naturales, antimicrobianos, entre otros (Parmar ef al., 1997; Martins e/
al., 1998; Moreira et al., 1998). Investigaciones fitoquimicas de los extractos han identificado la presencia

de muchos compuestos activos tales como amidas, alcaloides, lignanos, cromononas (Ruangrungsi ez a/.,

1992; Parmar ef al,1997; Wu et al., 1997; Alécio et al., 1998; Navickiene ef a/., 2000; Silva ef al., 2002).

Es por ello que el estudio de estas especies constituye un recurso promisorio para el pafs, ya que es un
género poco estudiado, se encuentran antecedentes que demuestran amplias propiedades medicinales y

tienen potencial de aprovechamiento por sus aromas.

Con la presente investigacion se espera dar continuidad y seguimiento al estudio sobre plantas aromaticas
y medicinales y brindar apoyo a instituciones en los diferentes sectores para que puedan aplicar este
conocimiento en el desarrollo de nuevos productos biolégicamente activos, accesibles, seguros y
efectivos. Este trabajo multidisciplinario abarca diferentes sectores (biologico, agronémico, farmacéutico,

microbioldgico y quimico), con la finalidad que a mediano plazo la informacién obtenida pueda tener un
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impacto real en la valoraciéon de la biodiversidad regional mesoamericana, cuyo fin es conservar los
recursos naturales y a largo plazo en la economia nacional al generar empleo rural, e industrializar

productos competitivos para el mercado nacional e internacional.

V. OBJETIVOS
General:

a) Generar informacién quimica de ocho especies del género Pjper para validar su uso medicinal
o aromatico que sirva como instrumento de monitoreo para estudios de escalamiento,
variabilidad y desarrollo de tecnologia apropiada para la explotacion sostenible de dichos

recursos.
Especificos:

a) Identificar y colectar ocho especies aromaticas del género Piper en tres departamentos de

Guatemala.
b) Extraer y determinar el rendimiento del aceite esencial de cinco especies del género Piper.
¢) Elaborar extractos de diferente polaridad de cinco especies del género Piper.

d) Revisar la literatura sobre cada una de las especies en estudio a través de las bases de datos

como NAPRALERT.

e) Establecer contactos internacionales para elucidar la estructura quimica de los compuestos

responsables de la bioactividad de las especies estudiadas.

VI. METODOLOGIA
6.1 Seleccién de las especies:

Mediante criterios etnobotanicos, agroecolégicos (abundancia relativa de una especie determinada),
fitoquimicos y farmacolégicos propuestos en los protocolos de seleccion de plantas aromaticas
promisorias, y distribuciéon Mesoamericana descrita en la Flora de Guatemala, se identificaron 16
especies nativas del género Piper con una alta probabilidad de presentar actividad biologica significativa o

un aceite esencial interesante.
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6.2 Obtencion y colecta del material vegetal:

La obtencién y colecta del material vegetal se lleva a cabo en dos diferentes regiones del pais, la zona
Norte-Altiplano (Alta Verapaz, Izabal) y Sur (Suchitepéquez) realizando la colecta de poblaciones
silvestres y cultivadas donde se distribuyen las especies del género Pjper, el material fue identificado por el
botanico del Herbario USCG del CECON vy con apoyo de BIGU de la Escuela de Biologia de la USAC.
Se colectd en su mayoria una muestra representativa de 250-500 g de material vegetal por poblacién para

realizar la extraccion, caracterizacion y evaluacion de la actividad bioldgica.
6.3 Procesamiento y embalaje de las muestras:

Las muestras fueron procesadas conforme a técnicas convencionales de secado y molienda. El
almacenamiento, embalaje y transporte se realizé conforme a los principios botanicos y farmacognésicos

generalmente aceptados.
6.4 Estudio del rendimiento y caracterizacién de aceites esenciales:

La determinacion de porcentaje de rendimiento de aceites esenciales de las especies aromaticas nativas del
género Piper no estudiadas previamente, se realizé6 mediante la extraccion por hidrodestilacion utilizando

un equipo Neoclevenger segin la Farmacopea Europea (2001).
6.5 Obtencion de extractos:

Del material vegetal a trabajar se obtuvieron dos extractos por percolacién utilizando disolventes de
S ]

diferente polaridad (diclorometano y metanol) conforme a las pruebas preliminares ya realizadas. Se

pesaron de 100-200 g de material vegetal y se colocé en un percolador, al cual se le agregé el disolvente

extractor y se realiz6 una percolaciéon con el mismo durante un periodo de 5 dias con recambios

periédicos del disolvente hasta que la extraccién fue exhaustiva. El extracto asi obtenido se concentr6 a

presion reducida a una temperatura inferior a 45°C en un evaporador rotatorio, y el extracto obtenido se

colocé en una desecadora para posteriormente realizar las pruebas fitoquimicas y biolégicas.
6.6 Caracterizacion Quimica:

En el caso de extractos crudos, se procedié a su caracterizacién (determinar su perfil quimico o "huella
digital") para lo cual se utilizaron las técnicas convencionales de seleccién Fitoquimica (tamizaje
fitoquimico a escala semimicro) en combinacién con técnicas de cromatografia en capa fina. Las pruebas
de tamizaje quimico se fundamentan en la reaccién selectiva de grupos funcionales especificos con
reactivos capaces de formar complejos visualizables por el desarrollo de coloraciones caracteristicas, por
la formacién de precipitados o bandas fluorescentes. La respuesta reactiva de estindares conocidos de

grupos funcionales particulares se utilizo frecuentemente como medio de comparacion.
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6.6.1 Investigacion de alcaloides:

Ensayos macro y semimicro: Pesar 1 g de material vegetal. Agregar 2 gotas de solucién de hidréxido de
amonio al 10 % (p/v), luego afiadir 25 mL de metanol a 60°C.  Filtrar con papel filtro Whatman 1 y
acidificar el filtrado con 4cido clorhidrico 2 N. La solucién resultante dividitla en 4 tubos y evaluar de la

siguiente manera:

Tubo 1: agregar 5 gotas del reactivo de Mayer. (Color blanco a crema).
Tubo 2: agregar 5 gotas del reactivo de Dragendortf. (Color rojo a naranja).
Tubo 3: agregar 5 gotas del reactivo de Wagner. (Color marrén).

Tubo 4: testigo.

Usar como estandar soluciones al 1 % de atropina y papaverina. Observar durante 2 horas la existencia de

precipitados, turbidez o precipitacion de complejos en los tubos.

Cromatografia en capa fina: Pesar 1 g de material vegetal seco y molido, agregar 1 mL de hidréxido de
amonio al 10 % (p/v) y extraer con 5 mL de metanol. Colocar en bafio de Matfa a 60°C durante 5
minutos. Filtrar y concentrar. Aplicar en una placa de silica gel 60 Fass, utilizando como estandar una

solucion de atropina y papaverina al 1 % en metanol (10 pL).

Fase movil: tolueno-acetato de etilo-dietilamina (70:20:10); acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10),

cloroformo-dietilamina (90:10); acetona-agua-amonio concentrado (90:7:3)

Deteccién: Sin tratamiento quimico: UV 254nm fluorescencia, UV 365 nm algunos fluorescen azul o

amarillo.
Reactivo de Dragendorff: zonas cafés o naranjas en vis, los colores no son estables.
6.6.2 Investigacion de flavonoides y antocianinas:

Ensayos macro y semimicro: Extraer 3 ¢ de material vegetal pulverizado con 10 mL de etanol o metanol
al 80 %, filtrar y concentrar. Enfriar a temperatura ambiente y triturar el residuo con 15 mL de éter de
petrdleo hasta que la extraccion sea incolora. Disolver el residuo en 30 mL de metanol al 80 %, filtrar y

dividir en 5 tubos:
Tubo 1: agregar 0.5 mL de acido sulfurico concentrado.
Tubo 2: agregar 3 a 5 gotas de cloruro férrico al 10 % (p/v).

Tubo 3: agregar 0.5 mL de 4cido clorhidrico concentrado y calentar en bafio de marfa por 5 minutos

(prueba para leucoantocianinas).
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Tubo 4: agregar magnesio metalico y 0.5 mL de 4cido clorhidrico concentrado.
Tubo 5: agregar un dlcali a un extracto acuoso.

Tubo 6: agregar solucién de acido bérico en anhidrido acético.

Tubo 7: testigo.

Evaluar las reacciones, cambios de color y/o formacién de precipitado comparados con el testigo.
Desarrollo inmediato de color flavonas y flavonoles (amarillo a rojo), flavanonoles (rojo a magenta),
flavanonas (rojo, magenta, violeta, azul), isoflavonas (amarillo); isoflavononas, chalconas y auronas no

dan coloracion.
Cromatografia en capa fina: Extraer 1 g de material vegetal seco pulverizado con 10 mL de metanol por
5 minutos en bafio de marfa a 60°C. Filtrar la solucién y aplicar sobre las cromatoplacas de silicagel 60

Fas4. Como estandar emplear solucién de flavonoides al 0.05% en metanol (10 pL). (Quercetina, rutina,

acido clorogénico, hiperésido).

Fase movil: acetato de etilo-acido férmico-acido acético glacial-agua (100:11:11:27), n-butanol-acido
acético-agua (40:10:50); acetato de etilo-acido férmico-acido acético glacial-etilmetilcetona-agua

(50:7:3:30:10)

Deteccién: Sin tratamiento quimico: UV 254nm fluorescencia, zonas azules o amarillas. UV 365 nm,

dependiendo la estructura fluorescen amarillo, azul o verde.

Reactivo de Productos Naturales (NP/PEG). Fluorescencia intensa en UV-365 nm.
Solucién 1: solucién metandlica al 1% de difenilboriloxietilamina (NP).

Solucién 2: solucion etandlica al 5% de polietilenglicol 4000 (PEG).

Aplicar a la placa vapores de amoniaco para intensificar el color de las manchas.
6.60.3 Investigacion de antraquinonas:

Prueba de Borntriger: Extraer 3 g de material vegetal pulverizado con 10 mL de etanol al 80%, filtrar y
concentrar en baflo de marfa (60°C). Disolver el residuo con 30 mL de agua destilada y filtrar. Extraer
con 10 mL de benceno. A la fase bencénica afiadir 5 mL de solucién de prueba de amonio y agitar.

Observar cambios de color en la fase alcalina (color rojo, rosado: positivo).

Prueba de Bortringer modificado: Calentar 0.3 g de material vegetal pulverizado con 10 mL de hidréxido

de potasio alcohdlico 0.5 N y 1 mL de perdxido de hidrégeno al 3% y calentar 10 minutos en bafio de

Maria a 60°C. Afiadir 10 gotas de 4cido acético glacial para acidificar. Extraer con 10 mL de benceno. A
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la capa bencénica adicionar 5 mL de solucién de prueba de amonio y agitar. Observar cambios de color

en fase alcalina (color rojo, rosado: positivo).

Cromatografia en capa fina: Extraer 0.5 g de material vegetal seco pulverizado con 5 mL de metanol en

bafio marfa (60°C) por 5 minutos. Filtrar y aplicar 10 uL en la cromatoplaca de silicagel 60 Fasq.

Estindar: solucién al 0.1 % en metanol de antraquinonas (10 uL). (Aloina, flangulina A/B,

glucofrangulina A/B y sus agliconas, reina, aloe-emodina, extracto de sen)
Fase mévil: acetato de etilo-metanol-agua (100:17:13), acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10).

Deteccién: Sin tratamiento quimico: UV 254 nm fluorescencia, UV 365 nm fluorescencia amarilla o rojo-

café.

Solucién etandlica de hidréxido de potasio al 5 0 10%.

Antraquinonas: zonas rojas en visible y fluorescencia roja en UV-365 nm.

Antronas y antranolas: zona amarillas en visible y fluorescencia amarilla en UV-365 nm.
6.6.4 Investigacién de cumarinas:

Ensayos macro y semimicro: Medir 5 mL de extracto vegetal metandlico. Agregar 1 mL de agua destilada
hirviendo. Con un capilar aplicar 2 manchas en papel filtro. A una mancha agregar 1 gota de hidréxido

de potasio 0.5N. Observar bajo luz ultravioleta de 365 nm (fluorescencia azul o verde: positivo).

Cromatografia en capa fina: A 1 g de material vegetal adicionar 10 mL de metanol y calentar 30 minutos
en bafio de marfa. Filtrar y evaporar hasta 1 mL. Aplicar 20 uL. en una cromatoplaca de silica gel 60 Fasq.

Utilizar como estandar canela en metanol al 1 %, umbeliferona, acido p-cumarico, cumarina.).

Fase movil: tolueno-acetato de etilo (93:7); tolueno-éter (1:1 saturado con 10% de acido acético, 50 mL
de tolueno y 50 mL de éter son mezclados durante 5 min con 50 mL de acido acético al 10%, se filtra y

se descarta la fase de abajo, y la mezcla de tolueno-éter es usada).

Deteccién: Sin tratamiento quimico UV 254 nm fluorescencia. UV 365 nm todas las cumarinas muestras

una intensa fluorescencia azul o verde- azul.
Solucién etandlica de hidréxido de potasio al 5 0 10%. UV-365 nm fluorescencia azul o verde.
6.6.5 Investigacion de cardendlicos y bufadiendlicos:

Presencia de lactonas insaturadas: Extraer 10 g de material vegetal con 30 mL de etanol o metanol al 80%

y filtrar. Colocar tres manchas del extracto (0.1, 0.2, 0.3 mL) sobre un papel filtro. Secar y agregar unas
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gotas del reactivo Kedde. Secar el papel filtro y observar cambio de color (mancha o anillo parpura:

positivo). Usar como estandar un extracto de Digitalis purpurea en metanol al 80%.

Presencia de aztcares 2-desoxigenadas: Evaporar 10 mL del extracto etanélico o metanélico, eliminar los
pigmentos coloreados con éter de petréleo. Secar el residuo y agregar 3 mL de reactivo Keller-Killiani.
Pasar a un tubo, mezclar y resbalar 1-2 mL de 4cido sulftrico concentrado en la pared del tubo. Observar

la formacién de un anillo en la interfase (anillo purpura: positivo).

Cromatografia en capa fina: A 1 g de material vegetal agregar 20 mL de etanol al 50% y mantener en
reflujo durante 15 minutos. Dejar enfriar y filtrar, el filtrado se trata con acido acético glacial. Extraer en
3 porciones de 15 mL de diclorometano. Los extractos se filtran sobre sulfato de sodio anhidro y se
evaporan. Disolver con 1 mL de diclorometano/etanol (1:1) y aplicar 30-50 pL en la cromatoplaca de
silicagel 60 Fass. Estiandar digoxina 5 mg/2 mL de metanol (20 pL), lanatésido, A,B,C; oleandrin, k-

strophantin.

Fase mévil: acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10) acetato de etilo-metanol-agua (81:11:8), acetato de

etilo-metanol-etanol-agua ( 81:11:4:8).
Deteccion:

Sin tratamiento quimico: Fluorescencia por cardendlidos en UV-265 nm, la mayor fluorescencia es por

los bufadiendlidos. Los glicésidos cardiacos no fluorescen en UV-365 nm.

Deteccion del anillo lacténico de los cardendlidos: reactivo de Kedde, zonas rosa o azul violeta en vis, los

bufadiendlidos no reaccionan.

Reactivo de Kedde: 5 mL de acido 3,5 dinitrobenzoico al 3% en etanol, mezclado con 5 mL de NaOH

2M.
6.6.6 Investigacion de esteroides o triterpenoides:
Reacciones de color:

Liebermann Burchard: Aplicar unas gotas de acido acético y 3 mL de anhidrido acético-dcido sulfurico

(50:1) en la que las saponinas triterpenoidales dan color rosado o purpura.

Resultados (verde, azul verdoso) posibles esteroides conteniendo 2 enlaces C=C conjugados o formados

por deshidrataciéon con 4cido sulfurico.
Acido tricloroacético: Se le aflade a la muestra unos cristales de acido tricloroacético.

Resultado: color naranja, rojo, tojo oscuro, triterpenos tetraciclicos y esteroides desarrollan color a 60°C,

triterpenos pentaciclicos a 110°C.
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Carr-Price: 1 mg de muestra en cloroformo se le agrega 2 mL de tricloruro de antimonio al 30% en

cloroformo.

Resultado: color azul, posibles derivados del colestano con dieno o trieno potencial en anillos A y B.
6.60.7 Investigacion de saponinas:

Prueba de espuma:

Tubo 1: 100 mg de material vegetal pulverizado y seco.

Tubo 2: 2 mL de control de saponinas (0.5 %).

Tubo 3: 2 mL de agua.

A cada tubo se le adiciona 10 mL de agua destilada. Calentar en bafio de maria (60°C) durante 30
minutos. Enfriar, tapar los tubos, agitar vigorosamente 30 a 40 segundos. Dejar reposar los tubos
durante 30 minutos, observar la formacién de capa de espuma. Si una capa de espuma mayor de 3 cm

persiste en la superficie liquida después de 30 minutos se presume la presencia de saponinas.

Cromatografia en capa fina: 2 g de material vegetal seco, se extraen con 10 mL de etanol al 70 % con
reflujo por 10 minutos. Evaporar a 5 mL y proceder a aplicar 25-40 yL. en una cromatoplaca de silicagel

60 Fas4. Estandar de saponinas al 0.1 por ciento en metanol (10 pL).
Fase mévil: cloroformo-metanol-agua (64:50:10), n-butanol-acido acético-agua (50:10:40).
Deteccion: Reactivo de sangre, zonas hemoliticas blancas en fondo rojo.

(Reactivo de Liebermann-Burchard: UV-365 o VIS zonas azules y verdes de saponinas esteroidales, rojas

y violetas de triterpenoides).

(Reactivo de Komarowsky: zonas azules, amarillas y rojas). (Vainillina-acido sulfurico y anisaldehido-acido

sulfurico: zonas azules, violetas, amatillentas).
6.60.8 Investigacion de principios amargos:

Cromatograffa en capa fina: Calentar 1 g de material vegetal con 10 mL de metanol en bafio de maria a
60°C por 10 minutos. Evaporar y filtrar a 2 mL. Aplicar en la cromatoplaca. Estindar: artemisina al 1 %

en metanol (20 pL).
Fase moévil: acetato de etilo-metanol-agua (77:15:8) y cloroformo-metanol (95:5).

Deteccién: vainillina-dcido  sulfurico, anisaldehido-acido sulfarico. Zonas rojas-violetas, cafés-rojas,

azules-verdes.
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(Reactivo de Liebermann-Buchard: UV-365 nm: gris, caté; VIS: café oscuro, gris).
6.6.9 Investigacion de taninos:

Ensayos macro y semimicro: Extraer 10 g de material vegetal pulverizado con 30 mL de etanol o metanol
al 80 %, filtrar y evaporar a sequedad. Afiadir 25 mL de agua caliente al residuo y agitar con varilla y dejar
enfriar. Agregar 1 mL de solucién de cloruro de sodio al 10 % vy filtrar. Adicionar 3 mL del filtrado a 4

tubos de ensayo:

Tubo 1: testigo.

Tubo 2: agregar 4 a 5 gotas de solucién de gelatina al 1% (p/v).

Tubo 3: agregar 4 a 5 gotas de gelatina-sal (1% de gelatina y cloruro de sodio al 10%).
Tubo 4: agregar 3 a 4 gotas de solucién de cloruro férrico al 10 % (p/v).

Obsetvar la formacién de precipitado y/o cambio de coloracion.

Con cloruro férrico: grisiceo-negro: catecol; negro-azulado: pirogalol)

6.6.10 Investigacion de glicésidos cianogénicos:

Prueba de Guignard: Colocar 2 a 5 g de material vegetal pulverizado en un erlenmeyer de 125 mL y
humedecer con agua; adicionar 1 mL de cloroformo. Aparte, introducir una tira de papel Whatman No.1
en picrato de sodio (recién preparado) y posteriormente secar. La tira de papel humedo insertarla en el
erlenmeyer que contiene el material vegetal evitando que toque las paredes y dejar a una distancia de 1 cm
de la muestra. Doblar el papel y tapar el erlenmeyer con un corcho. Calentar en bafio de maria a 37°C

durante 3 horas o mas. Observar cualquier cambio de color en el papel (de color amarillo a rojo o rojo-

café).
6.6.11 Investigacién de aceites volatiles:
Cromatografia en capa fina:

Método A: Extraer 1 g de material vegetal pulverizado con 10 mL de diclorometano agitando por 15

minutos. Filtrar y evaporar en bafio marfa (60°C) a sequedad.
Disolver en 1 mL de tolueno y aplicar 20-50 plL en cromatoplaca de silicagel 60 Fasq,

M¢étodo B: Pesar 10-50 g ( dependiendo del tipo de droga) de material vegetal y destilar con arrastre de
vapor por 1 hora. Recolectar el aceite esencial en xileno. Diluir la solucién de aceite en xileno con tolueno

1:5 o si es muy concentrada 1:10 y aplicar 5 pL. (1:10) en cromatoplaca de silicagel 60 Fasq,
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Estandar: solucién de tolueno 1:30 de mentol, timol, anisaldehido, anetol, 1,8-cineol (3 pL).
Fase movil: tolueno-acetato de etilo (93:7).

Deteccién: anisaldehido-acido sulfurico, vanillina-acido sulfurico. Zonas azules verdes, rojas y cafés en

visible.
6.6.12 Investigacion de esteroles insaturados:

Ensayo macro y semimicro: Extraer 10 g de material vegetal pulverizado con 30 mL de etanol o metanol
al 80 %. Filtrar y concentrar a sequedad. Remover pigmentos vegetales con porciones de 10 mL de éter
de petréleo hasta que el éter salga incoloro. Adicionar 10 mL de benceno y agitar durante unos minutos.
Decantar en un tubo y secar con sulfato de sodio anhidro. Filtrar y evaporar a sequedad. Agregar 10 mL

de cloroformo, secar con sulfato de sodio anhidro, filtrar y dividir el filtrado en 3 tubos:

Tubo 1: Agregar 3 gotas de anhidrido acético y una gota de acido sulfurico concentrado (Liebermann-

Buchard).
Tubo 2: Ensayo de anillo agregar acido sulfirico concentrado (Prueba de Salkowski).
Tubo 3: Testigo.

Usar como estandar una solucién de colesterol en cloroformo 0.1%. Observar cambios de colores
inmediatos y/o graduales (rojo, rosado, violeta para esteroles insaturados) durante un petiodo de una

hora.
Prueba de anillo: En presencia de esteroles insaturados, formacién de un anillo rojo cereza en la interfase.
6.6.13 Investigacién de sesquiterpenlactonas:

Prueba de Legal: 1-2 mg de muestra en agua o etanol se le agrega 1 mlL de solucién fresca de
nitroprusiato de sodio 0.5% en agua y 1-4 gotas de KOH 2N. Se presenta colores caracteristicos rojo

oscuro, para lactonas o y 3 insaturada.

Prueba de Baljet:

Preparacién de reactivo:

a) 1g de acido picrico en etanol al 95%.

b) 10 g de NaOH en 100 mL de agua.

Se mezcla a y b y se aflade a la muestra unas gotas del reactivo, se presenta un color rojo claro a oscuro.

Cromatografia en capa fina:
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Fase moévil: Cloroformo: éter etilico (5:1), cloroformo: metanol (99:1), éter de petréleo, cloroformo,

acetato de etilo (2:2:1)

Detecciéon: Se pueden emplear diferentes reveladores tales como: Vapores de yodo, soluciéon acuosa de
permanganato de potasio al 5%, acido sulfurico concentrado o al 50%, vainillina al 1% en etanol, luego
del calentamiento de la placa por 5 min a 100 — 105°C apareceran manchas verdes, amarillas, marrones,

rojas o azules.
6.7 Determinacion de la bioactividad:
6.7.1 Ensayo contra Artemia salina (camarén salino):

La A. salina es un crusticeo cuyas larvas (nauplios) son sensibles a gran variedad de sustancias, la
citotoxicidad de extractos sirve para dirigir el fraccionamiento bioguiado en forma rapida y simple, es una

prueba util aunque no es selectiva para ninguna molécula quimica.

La técnica consiste en la preparacién de un medio salino adecuado, la colocacién de huevos del crusticeo
en dicho medio y su eclosién. Se transfiere la mayor cantidad de nauplios vivos a un etlenmeyer con
medio salino fresco. Se preparan para cada sustancia de prueba 3 niveles de dilucién (1000, 500 y 250 pg)
y se colocan por triplicado en 9 pozos de la microplaca, haciendo un volumen total por pozo de 100 uL.
de solucién a ensayar. Posteriormente se agregan a cada pozo 100 uL. de medio salino conteniendo de 10
a 15 nuplios y 100 pL. de medio salino. Se usan 3 pozos como controles negativos los que se preparan en
forma similar, utilizando como sustancia de prueba el medio de disolucién de los extractos. Después de
24 horas se procede entonces a contar el nimero de sobrevivientes en cada dilucién, del que por
diferencia con el valor inicial, se calcula el nimero de decesos observados. La Concentracion Letal Media
(CL5p) se calcula mediante una regresiéon no paramétrica utilizando el programa Finney para Basic. Las
larvas del crusticeo son sensibles a muchas sustancias de prueba, con lo que puede determinarse la
bioactividad de las mismas. Como prueba de pretamizaje resulta idonea, principalmente en lo referente a

la busqueda de posibles sustancias antibidticas, citotdxicas, antimicrobianas y/o plaguicidas.
6.7.2 Tamizaje antimicrobiano:

Se evalua la actividad inhibitoria de un producto, la potencia de un compuesto, la susceptibilidad de un
microorganismo y el espectro de inhibicién. Para evaluar la actividad es preciso conocer el modelo
microbiano y tenetlo controlado en las condiciones de laboratorio, por procedimientos 7 vitro o in vive.
La medicién de esta actividad se hace por métodos de dilucién, que sirve tanto para el tamizaje como

para determinar la concentracién inhibitoria minima (CIM) que se requiere del agente antimicrobiano
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para inhibir al microorganismo. La CIM es la concentracién mas baja en al que no hay crecimiento

visible en agar (placa), esta basado en el descrito por Mitscher ez 4.

Se mide por el crecimiento de bacterias inoculadas en superficie de medios conteniendo moléculas
bioactivas. El procedimiento ofrece una distribucién homogénea del compuesto en el agar que consiste
en preparar cajas de Agar Muller-Hinton (AMH) con 1.0 mg/mlL del extracto (AMH-E). Inocular las
bactetias en caldo, incubatr 24 horas a 36°C, diluir 1:100 en agua destilada estéril, inocular con estrias por
cuadruplicado (etror < 0.05) en la superficie de AMH-E e incubar a 36°C por 24 horas. Este
procedimiento se aplica a levaduras, pero debe diluirse el inéculo 1:10 e incubar 48 horas. Se evalta el
crecimiento de bacterias (-) o su inhibicién (+). Para la CIM se usan diluciones decrecientes (1, 0.5, y 0.25
mg/mL), se consideran positivos los extractos activos a concentraciones <1 mg/mL. El tamizaje debe
efectuarse con las siguientes cepas de microorganismos: Staphylococcus anrens ATCC 25923, Salmonella typhi
ATCC 14028, Mycobacterium smegmatis ATCC 607, Bacillus subtilis ATCC 6051, Psendomonas aernginosa ATCC
27853, Candida albicans ATCC 10231 y Cryptococens neoformans C 13, las cuales dan una referencia de las
enfermedades que padece la poblacion guatemalteca y que con mayor frecuencia se presentan en las
estadisticas, tanto del Hospital Nacional San Juan de Dios como el Hospital Nacional Roosevelth, y el
Hospital Nacional de Malacatan. Existen un sin nimero de bacterias que actian sobre la poblacién pero
debido a su patogenicidad, condiciones de crecimiento y que no se cuentan con las instalaciones de
bioseguridad adecuadas para manipular dichas bacterias se ha optado por utilizar las bacterias que
anteriormente se describieron, las cuales presentan menor grado de patogenicidad, ademds la mayorfa de
cepas utilizadas tienen certificado tipo ATCC reconocidas mundialmente como cepas puras las cuales
cuentan con el aval de la CDC de los Estados Unidos en Atlanta (Laboratorio de Control de
Enfermedades de los Estados Unidos) y de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia en la
Universidad de San Carlos de Guatemala, para su mayor referencia y que reflejan, de acuerdo a los
extractos a estudiar, las mismas condiciones de inhibicién que una bacteria patdgena que para fines de

estudio son las mas adecuadas en este tipo de investigacion.

Bacteria o levadura ATCC Caracteristica

Escherichia coli 25922 Gram negativo patologia asociada: contaminacion,
diarreas

Staphylococcus aurens 25923 Gram positivo patologia asociada: contaminacién es
oportunista y se encuentra en la piel, lacteos.

Salmonella typhi 14028 Gram negativo patologia asociada: contaminacién
vegetales, fiebre tifoidea.

Psendomonas aernginosa 27853 Gram negativo patologia asociada: contaminacién en
hospitales en especial operaciones postoperatorias y
ambientes  oportunistas, muy  resistente a
desinfectantes considerada como bacteria fastidiosa.

Mycobacterium smegmatis 607 Bacteria alcohol acido resistente, comensal o
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patégena para el hombre pero es muy utilizada en el
laboratorio como referencia para la M. tuberculosis
responsable de la tuberculosis.

Bacillus subtilis - Gram negativo, es comensal no patégena para el
hombre pero se utiliza de referencia para B. antracis,
B. cerius.

Candida albicans (lev.) - Levadura causante en mujeres de la vaginitis y es
oportunista en especial pacientes con diabetes.

Cryptococens neoformans (lev.) - Levadura se encuentra en las heces de los pajaros

afecta a pacientes con VIH/SIDA.

6.7.3 Tamizaje antifungico:

Los procedimientos son similares a los antibacterianos. El crecimiento de hongos filamentosos
inoculados en medios de cultivo adecuados es inhibido por las moléculas bioactivas diluidas en el medio

de agar.

La actividad antifingica se evalia por el crecimiento en medios conteniendo moléculas bioactivas; el
procedimiento se basa en el descrito por Brancato & Golding modificado por MacRae ¢7 4/ y adaptado
para productos naturales. Consiste en purificar los hongos en Mycosel, inocular en medio de esporulacién
(Takashio), incubar a 25°C por 21 dias, colectar las esporas, contarlas, estandarizar suspensiones de 1x105
esporas/mL y guardar a 4°C. Preparar cajas de agar Sabouraud con 1.0 mg/mlL del extracto o fraccién;
perforar cuatro agujeros de 8 mm de didametro, inocular 30 uL. de la suspension de esporas e incubar, en
el caso de Aspergillus flavus 24-48 horas y de Trichophyton rubrum 21 dias. Para la CIM se usa el mismo
procedimiento con concentraciones decrecientes. Medir el diametro (D) del halo de crecimiento en mm y
comparar con el control negativo con la férmula: % = Dm/Dc X 100. Si el % de inhibicién es >75% el

extracto es activo (+), si es <25% es inactivo (-).
Actividad insecticida:

Consiste en evaluar la actividad de los extractos vegetales para matar larvas de insectos de importancia

médica en un medio micrométrico liquido, en este estudio de Aedes aegypti y Anopheles albimanus.

VII. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
7.1 De campo:

Durante el perfodo comprendido entre febrero y agosto de 2006 se realizaron las colectas del material
vegetal y la identificacién botanica de las especies, se visitaron cuatro regiones para el muestreo las cuales

fueron los siguientes:

®  Hcoparcela “El Cacaotal” en Samayac, Suchitepéquez
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= Parque Ecolégico Laguna Lachda en Coban, Alta Verapaz
*  Parque Ecoldgico Cerro San Gil, municipio Livingston, departamento de Izabal y
= Aldea Pozo Seco, municipio Chisec, Alta Verapaz

Figura No. 1
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En total se colectaron 18 especimenes del género Pjper y se identificaron 16 especies, de las cuales 12 son
nativas de la regién. La determinacién botanica se realiz6 en los herbarios del Laboratorio Farmaya y en
el herbario del CECON, ademas, también se consult6 las paginas web del Missouri Botanical Garden,
Chicago Field Museum, New York Botanical Garden y del Instituto Smithsonian para estar actualizado
con el nombre cientifico de las Piper determinadas. Si bien el proyecto contemplaba identificar 8 especies,

se aprovecho la gran diversidad encontrada por lo que se colectaron las otras especies encontradas.

Cuadro. 1
Especies identificadas
Suchitepéquez Alta Verapaz Izabal

Piper umbellatum P. geniculatum P. peltatum
P. oradendrum P. jacquemontianum P. donnell smithii
P. patulum P. oblignom P. fallens
P. subcitrifolinm P. variabile P. diandrum

P. phytolaccifolinm

P. shippianum

P. sempervirens

P. bispidum
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7.2 Extraccién de aceites y obtencion de extractos:

Se realiz6 la extraccion del aceite esencial de las hojas de las diferentes especies, mediante hidrodestilacion
utilizando un equipo Neocleavenger y se obtuvieron los rendimientos en cada una de ellas, presentando
mayor rendimiento P. jacguemontianum, de la cual se evaluaron dos procedencias la del Cerro San Gil

(2.24%) y la de Laguna Lachua (0.77%), asi como P. peltatum (1.32%) y P. variabile (0.72%).

Se hicieron extractos por percolacién utilizando como disolventes diclorometano y metanol, se observo el
mayor rendimiento utilizando diclorometano para P. shippianum (10.59%), P. peltatum (9.33%) y P.
phytolaccifolinm (8.92%), y con metanol los mayores rendimientos fueron para P. sempervirens (17.61%), P.
phytolaccifolium (14.05%) y P. jacquemontianum procedente del Cerro San Gil (11.01%). Si bien el objetivo era
realizar extractos utilizando las hojas, por la abundancia de tallos en algunas especies, se aproveché para
realizar una extraccion del aceite y elaborar extractos de los tallos de P. jacqguemontianum y P. umbellatum,
presentando el mayor rendimiento en aceite P. jacquemontianum (1.27%) y el extracto diclorometanico

(2.52%) y P. umbellatum presenté el mayor rendimiento del extracto metandlico (7.95%).

Cuadro No. 2
Rendimiento de aceites y extractos

Especies Rendimiento de Rendimiento de Rendimiento de Humedad
(Hojas) Aceite esencial extracto extracto metanolico
diclorometanico
@ ) | © ) | ® D %)

P. umbellatum 0.1396 | 0.3259 | 14.22 7.90 16.53 9.18 11.02
P. oradendrum 0.2314 ] 0.5902 8.90 4.94 10.84 6.02 10.30
P. geniculatum 0.1386 | 0.3465 3.64 6.52 4.79 8.58 8.69
P. jacqguemontianum (1) 0.4053 | 0.7795 9.85 5.47 12.48 6.93 9.85
P. jacquemontianum (2) 0.9494 | 2.240 9.76 8.13 13.22 11.01 Nd
P. peltatum 0.6004 | 1.3205 16.80 9.33 7.16 3.98 9.70
P. Donnell Smithii 0.3092 | 0.7458 14.82 8.23 15.71 8.73 9.54
P. fallens 0.0748 | 0.1496 2.99 1.67 13.64 7.58 10.47
P. obliguom 0.0474 | 0.1185 1.13 2.53 1.24 2.75 11.27
P. variabile 0.4401 | 0.7219 3.02 6.72 3.86 8.57 10.13
P. phytolaccifolinm 0.1103 | 0.2758 7.63 8.92 12.02 14.05 9.69
P. shippianum 0.2139 | 0.4754 8.47 10.59 2.53 3.16 8.76
P. sempervirens 0.1095 | 0.2738 7.60 7.60 17.61 17.61 12.83
P. jacquemontianum tallo | 0.625 1.267 2.52 2.52 2.19 2.19 Nd
P. umbellatum tallo 0.0911 | 0.1513 2.76 2.32 9.46 7.95 Nd

(1) Procedencia Laguna Lachuta. (2) Procedencia Cerro San Gil. Nd: No determinada
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7.3 Evaluacién de la actividad bioldgica:

Se realizé el tamizaje antibacteriano de la primera colecta de especies para evaluar la actividad biologica
presentando actividad P. fallens (diclorometanico), P. umbellatum (diclorometanico y hexanico), P. peltatum
(diclorometanico),

P.  jacguemontianum  (diclorometanico 'y metabdlico) 'y P.  phytolaccifolinm

(diclorometanico) los cuales inhibieron el crecimiento de B. subtilis, P. aernginosa y M. smegmatis.

Cuadro No. 3
Actividad antimicrobiana de 7 especies

Especies Extracto A B C D B F
P. fallens Metanol + + + + + ¥
P. fallens Diclorometano - - + + ¥ n
P. umbelatum Metanol + + + + + ¥
P. umbelatum Diclorometano = - + + + +
P. umbelatum Hexano - - + + + ¥
P. donnell smithii Metanol + + + + + +
P. donnell smithii Diclorometano + + + + + +
P. peltatum Metanol + + + + + ¥
P. peltatum Diclorometano = - + + I +
P. oradendron Metanol + + + + + n
P. oradendron Diclorometano + + + + + ¥
P. jacquemontianum (1) Metanol = - + + + +
P. jacquemontianum (1) Diclorometano - = + + + ¥
P. phytolaccifolum Diclorometano + + = +

A. Bacillus subtilis, B. Mycobacterinm smegmatis, C. Escherichia coli, D. Staphylococcus anreus, E. Pseudomonas

aeruginosa, B. Salmonella typhi.
(1) Procedencia Laguna Lachua.
(+) Presento crecimiento.

(-) Inhibicién del crecimiento.

Se realiz6 el tamizaje de la segunda colecta de especies, contra bacterias y levaduras los cuales presentaron
actividad el extracto diclorometanico y metandlico de P. sempervirens contra B. subtilis, M. smegmatis, C.
neoformans 'y C. albicans; el extracto diclorometanico de P. jacquemontianum procedente del Cerro San Gil
contra B. subtilis, M. smegmatis y C. neoformans; el extracto diclorometanico y metandlico del tallo de P.
Jacquemontiaum presenté actividad contra C. neoformans; el extracto diclorometanico de P. variabile contra B.
subtilis, M. smegmatis y C. neoformans, el extracto diclorometanico de P. phytolaccifolium contra B. subtilis, M.

smegmalis, P. aeruginosay C. neoformans; y el extracto diclorometanico de P. geniculatum contra'y C. neoformans.
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Cuadro No. 4
Tamizaje de la actividad antimicrobiana de 8 especies

Especies Extractos A B C D E F G H
+ + + +
+ + + +
P. schippianum Metanol + + + + + +
P. schippianum Diclorometano + + + + + ¥
P. jacquemuntianum (2) Metanol + + + + + +
P. jacquemuntianum Metanol + + + 4 ¥ +
Tallo
P. jacquemuntianum Diclorometano + + + + + +
Tallo
P. umbellatum Metanol + + + + + T
Tallo
P. hispidinm Etanol + + + + + + n T
hoja
P. phytolaccifolinm Metanol + + + +
+ +
P. geniculatum Metanol + + + +
P. geniculatum Diclorometano + + + +

A.  B. subtilis, B. M. smegmatis, C. E. coli, D. S. aureus, E. P. aernginosa, ¥. S. typhi, G.C. neoformans, H. C. albicans
(2) Procedencia Cerro San Gil
(+) Present6 crecimiento. (=) Inhibicién del crecimiento.

7.3.1 Evaluacién de la concentraciéon minima inhibitoria (CIM):

Se realizé la determinacién de la concentracién minima inhibitoria de las especies que presentaron
actividad antimicrobiana contra los microorganismos evaluados, los extractos diclorometanico de P. fallens
y P. jacquemontianum, presentaron un CIM de 0.5 mg/mL contra B. subtilis y M. smegmatis y P. variabile y P.

phytolaccifolium presentaron un CIM de 1 mg/ml..

Cuadro No. 5
Concentraciéon minima inhibitoria

Especies Extractos Bacterias Diluciones
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P. jacquemontianum Metanol B. subtilis +
M. smegmatis +
P. peltatum Metanol B. subtilis +
M. smegmatis +
P. fallens aceite esencial Metanol B. subtilis +
M. smegmatis +

P. variabile Metanol B. subtilis +
M. smegmatis +

e o e e s

I+ I+ 4+ + [+ |+ [ |+ +

(+) Present6 crecimiento. (-) Inhibicién del crecimiento.

7.3.2 Evaluacion de 1a actividad antimicrobiana de aceites esenciales.
Se realizé la determinacion de la actividad en aceites esenciales utilizando el método de difusién en disco

y todos los aceites evaluados presentaron una actividad intermedia contra los microorganismos evaluados.

Cuadro No. 6
Actividad antimicrobiana de aceites esenciales

Especies A B C D E F G H
P. donnell smithii 6 7 7 6 6 6 7 6
P. oradendron 7 6 8 7 7 7 6 7
P. jacquemontianum 7 6 7 7 7 7 6 7
P. peltatum 6 6 6 7 6 7 6 6
P. variabile 6 6 6 7 6 6 6 6

A. C. neoformans, B. E. coli, C. M. smegmatis, D. S. typhi, B. B. subtilis ¥. S. aureus, G. P. aeruginosa, H. C. albicans
Halo de inhibicién en mm.
Interpretacién: > 6 mm es negativo, 6-9 mm es intermedio y >9 mm es positivo.

7.4 Resultados de la actividad citotdxica contra A. salina

Se realizé la evaluaciéon de la actividad citotéxica en los extractos diclorometinico y metandlico y
ninguno de los que fueron evaluados presentd citotoxicidad, por lo que se determiné la concentracién
letal mayor a 1 mg/mlL..

Cuadro No. 7
Actividad citotoxica contra A. salina

Especie Actividad Concentracién
P. fallens (Metanol) O > 1 mg/mL
P. fallens (Diclorometano) () > 1 mg/mL
P. Donnell smithii (Metanol) (- > 1 mg/mL
P. Donnel smithii (Diclorometano) G > 1 mg/mL
P. oradendron (Metanol) () > 1 mg/mL
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P. oradendron (Diclorometano) () > 1 mg/mL
P. umbellatnm (Metanol) G > 1 mg/mL
P. umbellatnm (Diclorometano) C) > 1 mg/mL
P. variabile Metanol) G > 1 mg/mL
P. variabile (Diclormetano) G > 1 mg/mL
P. peltatnm (Metanol) O > 1 mg/mL
P. peltatnm (Diclorometano) G > 1 mg/mL
P. jacquemontianum (Metanol) G > 1 mg/mL
P. jacquemontianum (Diclorometano) () > 1 mg/mL
P. oblignom (Metanol) () > 1 mg/mL
P. obliguom (Diclorometano) () > 1 mg/mL
P. umbellatum (Hexano) G > 1 mg/mL
P. phytolaccifolinm (Diclorometano) G > 1 mg/mL
P. fallens (aceite esencial) C) > 1 mg/mL

7.5 Resultados de la actividad insecticida contra larvas de Aedes albimanns y Aedes aegypti:

Se evalué la actividad insecticida contra larvas de A. albimanus y A. aegypti en sus 4 estadios de los
extractos metabdlicos y ningun extracto present6 actividad por lo que se determiné que la concentracion

es mayor a 1 mg/mlL.

Cuadro No. 8
Actividad insecticida contra A. albimanusy A. albimanus
Especie ler. estadio 2do. estadio 3er. estadio 4to. estadio
P. umbellatnm (hoja) >1 mg/ml. | >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
P. shippianum (hoja) >1 mg/mL >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
P. oradendron (hoja) >1 mg/mL >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
DP. peltatum (hoja) >1 mg/ml. | >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
P. sempervirens (hoja) >1 mg/mL >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
P. phytolaccifolinm (hoja) >1 mg/mL >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
DP. donnell smithii (hoja) >1 mg/mL >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
P. oblignom (hoja) >1 mg/mL >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
P. fallens (hoja) >1 mg/ml. | >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
DP. genicnlatnm (hoja) >1 mg/mL >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
P. variabile (hoja) >1 mg/mL >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
P. jacquemontianum (hoja) (2) >1 mg/mL | >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
P. jacquemontianum (hoja) (1) >1 mg/ml | >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
P. umbellatum (tallo) >1 mg/mL >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL
P. jacquemontianum (tallo) >1 mg/mL >1mg/mL >1mg/mL >1 mg/mL

(1) Procedencia Laguna Lachda. (2) Procedencia Cerro San Gil.

7.6 Tamizaje fitoquimico: Se realizaron las pruebas macro y semimicro y cromatograffa en capa fina

(CCF) para determinar los metabolitos presentes en las especies.
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Todas las muestras presentaron alcaloides, flavonoides, antraquinonas, saponinas, principios amargos,
aceites volatiles, cumarinas excepto P. shippianum, ninguna de las muestras presento taninos, todas las que

presentaron metabolitos en los ensayos macro y semimicro fueron confirmadas por CCF.

Cuadro No. 9
Investigacion de alcaloides ensayos macro y semimicro
Especie Reactivo de Reactivo de Reactivo de
Mayer’s Dragendorff Warner
P. umbellatum + + +
P. shippianum - + +
P. oradendron - + +
P. peltatum - - +
P. sempervirens + - -
P. phytolaccifolinm + + +
P. donell smithii + + +
P. obliguom + + +
P. fallens + + +
P. geniculatum + + +
P. variabile + + +
P. jacquemontianum (2) + + +
P. jacquemontianum (1) + + +
P. umbellatum (tallo) + + +
P. jacquemontiannm (tallo) + + +
Estandar de papaverina + + +
Estandar de atropina + + +

(1) Procedencia Laguna Lachda. (2) Procedencia Cerro San Gil.

Cuadro No. 10
Investigacion de alcaloides cromatografia de Capa Fina (CCF)

Hspecie CCF No. Bandas Rf
P. umbellatum + 2 0.36, 0.54
P. shippianum + 2 0.36, 0.86
P. oradendron + 4 0.23, 0.43, 0.78, 0.94
P. peltatum + 3 0.23, 0.48,0.76
P. sempervirens + 3 0.56,0.76,0.96
P. phytolaccifolinm + 4 0.23, 0.43, 0.74, 0.96
P. donell smithii + 4 0.23,0.57,0.73, 0.93
P. obliqguom + 1 0.93
P. fallens + 4 0.43, 0.57, 0.74, 0.94
P. geniculatum - 0 -
P. variabile + 6 0.34, 0.43, 0.48, 0.58,0.76, 094
P. jacquemontianum (2) + 2 0.34, 0.94
P. jacquemontianum (1) + 4 0.34, 0.43, 0.60.94
P. umbellatum (tallo) + 1 0.5
P. jacquemontiannm (tallo) + 4 0.34, 0.4, 0.48, 0.94
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Estandar atropina + 2 0.24, 0.47
Estandar papaverina + 1 0.48
Estandar brucina + 1 0.23
Estandar reserpina + 1 0.46

(1) Procedencia Laguna Lachua.

(2) Procedencia Cerro San Gil.

Fase movil: tolueno-acetato de etilo-dietilamina (35:10:5). Deteccion: Reactivo de Dragendroff.

Cuadro No.11
Investigacion de flavonoides y antocianinas ensayos macro y semimicro

Especie Acido Cloruro Acido Magnesio Alcali
sulfurico férrico al 10% |  clorhidrico metalico y
concentrado concentrado HCI

P. umbellatum + - + + T
P. shippianum ++ + + +

P. oradendron ++ + + + _
P. peltatum + + + + _
P. sempervirens + + - + +
P. phytolaccifolinm ++ + + + +
P. donell smithii + + + + +
P. obliqguom - + + + +
P. fallens + + + + +
P. geniculatum - + + , +
P. variabile + ++ + + +
P. jacquemontianum (2) - ++ + + +
P. jacquemontianum (1) + ++ + + +
P. umbellatum (tallo) - + + + +
P. jacquemontianum | - ++ + - +
(tallo)

(1) Procedencia Laguna Lachta. (2) Procedencia Cerro San Gil.

Cuadro No. 12
Investigacion de flavonoides cromatografia en capa fina (CCF)

Especie CCF No. Bandas Rf
P. umbellatum + 4 0.31, 0.44,0.60, 0.14
P. shippianum - 0 -
P. oradendron + 5 0.23,0.34, 0.42, 0.64, 0.74
P. peltatum + 5 0.08, 0.18, 0.23, 0.51, 0.74
P. sempervirens + 6 0.25, 0.34, 0.42, 0.5, 0.58, 0.72
P. phytolaccifolinm + 4 0.09, 0.34, 0.42, 0.53
P. donell smithii + 4 0.12, 0.28,0.42, 0.5
P. obliguom + 4 0.26, 0.32,0.40, 0.53
P. fallens + 5 0.34, 0.40, 0.70, 0.76, 0.88
P. geniculatum + 8 0.09, 0.28, 0.36, 0.50, 0.63, 0.72, 0.77, 0.82
P. variabile + 4 0.20, 0.50, 0.68, 0.89
P. jacquemontianum (2) + 7 0.22,0.27,0.36, 0.42, 0.61, 0.72,0.88
P. jacquemontianum (1) + 5 0.26, 0.35, 0.36, 0.72, 0.88
P. umbellatum (tallo) + 5 0.24, 0.30, 051, 0.77, 0.88
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P. jacquemontianum (tallo) + 1 0.35
estandar quercetina + 1 0.70
estandar rutina + 1 0.39
estandar 4cido clorogénico + 2 0.13, 0.85
estandar hiperésido + 1 0.73

(1) Procedencia Laguna Lachua. (2) Procedencia Cerro San Gil.

Fase moévil: acetato de etilo- 4cido férmico- 4cido acético glacial-agua (33.33:3.6:3.6:9). Deteccién:

Reactivo de Productos Naturales.

Cuadro No. 13

Investigacion de Cumarinas ensayos macro y semimicro

Especie Fluorescencia Color
P. umbellatnm + verde
P. shippianum - amarillo
P. oradendron + verde
P. peltatum + verde
P. sempervirens + verde
P. phytolaccifolinm + amarillo
P. donell smithii + verde
P. obliguom + verde
P. fallens + verde
P. geniculatum + verde
P. variabile + verde
P. jacquemontianum (2) + verde
P. jacquemontianum (1) + verde
P. umbellatum (tallo) + amarillo
P. jacquemontiannm (tallo) + verde
estandar cumarina + verde
estandar p-cumarico + verde
estandar umbeliferona + verde

(1) Procedencia Laguna Lachuia. (2) Procedencia Cerro San Gil.

Cuadro No. 14

Investigaciéon de cumarinas cromatografia de Capa Fina (CCF)

Especie CCF No. Bandas Rf
P. umbellatum + 2 0.23, 0.60
P. shippianum - 0 -
P. oradendron + 2 0.48, 0.60
P. peltatum + 3 0.09, 0.24, 0.60
P. sempervirens + 2 0.28, 0.60
P. phytolaccifolinm + 3 0.24, 0.36, 0.60
P. donell smithii + 4 0.13, 0.33, 0.47, 0.60
P. oblignom + 1 0.40
P. fallens + 1 0.88
P. geniculatum + 2 0.24, 0.45
P. variabile + 2 0.69, 0.89
P. jacquemontianum (2) + 3 0.09, 0.36, 0.59
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P. jacquemontianum (1) + 4 0.09, 0.37, 0.60, 0.72
P. umbellatum (tallo) + 3 0.09, 0.59, 0.84

P. jacquemontiannm (tallo) + 1 0.41

estandar umbeliferona + 1 0.93

estandar cumarina + 1 0.1

(1) Procedencia Laguna Lachuia. (2) Procedencia Cerro San Gil.

Fase mévil: tolueno-acetato de etilo (46.5:3.5). Deteccién: Hidréxido de potasio 10%

Cuadro No. 15
Investigacion de antraquinonas ensayos macro y semimicro

Especie

Reactivo de Bontriger

P. umbellatum

P. shippianum

P. oradendron

P. peltatum

P. sempervirens

P. phytolaccifolinm

P. donell smithii

P. obliquom

P. fallens

P. geniculatum

P. variabile

P. jacquemontianum (2)

P. jacquemontianum (1)

+|+|

P. umbellatum (tallo)

P. jacquemontianum (tallo)

(1) Procedencia Laguna Lachua. (2) Procedencia Cerro San Gil.

Cuadro No. 16

Investigacion de antraquinonas cromatografia de Capa Fina (CCF)

Especie CCF No. Bandas Rf
P. umbellatum + 3 0.26, 0.34
P. shippianum + 2 0.82, 0.87
P. oradendron + 4 0.28, 0.36, 0.81,0.85
P. peltatum + 3 0.063, 0.29,0.84
P. sempervirens + 2 0.36, 0.82
P. phytolaccifolinm + 1 0.82
P. donell smithii + 2 0.31,0.74
P. oblignom + 1 0.74
P. fallens + 3 0.31, 0.46, 0.81
P. geniculatum + 4 0.36, 0.62, 0.71, 0.81
P. variabile + 3 0.15, 0.30, 0.81
P. jacquemontianum (2) + 2 0.58, 0.81
P. jacquemontianum (1) + 1 0.81
P. umbellatum (tallo) + 2 0.26, 0.72
P. jacquemontiannm (tallo) + 2 0.74, 0.82
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| Extracto de Sen | + | 6 | 0.096, 0.19, 0.42, 0.70, 0.75, 0.89

(1) Procedencia Laguna Lachuia. (2) Procedencia Cerro San Gil.
Fase movil: acetato de etilo, metanol, agua (50:8.5:6.5). Deteccion: Hidréxido de potasio al 10%.

Cuadro No. 17

Investigacion de saponinas ensayos macro y semimicro y CCF

Especie Prueba de No. de Rf
espuma bandas

P. umbellatum - 3 0.12, 0.19, 0.34
P. shippianum - 2 0.32,0.45
P. oradendron - 4 0.23, 0.3, 0.35, 0.80
P. peltatum - 2 0.21, 0.32
P. sempervirens - 4 0.12,0.22, 0.31, 0.84
P. phytolaccifolinm - 3 0.23,0.71, 0.88
P. donell smithii - 4 0.13, 0.22, 0.32, 0.81
P. obliguom + 2 0.12,0.22
P. fallens - 4 0.13,0.19, 0.33, 0.51
P. geniculatum - 5 0.23, 0.35, 0.58, 0.75, 0.88
P. variabile - 2 0.32, 0.54
P. jacquemontianum (2) - 4 0.12,0.25, 0.32, 0.7
P. jacquemontianum (1). - 4 0.13, 0.23, 0.34, 0.7
P. umbellatum (tallo) - 1 0.26
P. jacquemontianum (tallo) - 4 0.32, 0.60, 0.67, 0.82
Estandar de saponinas + 1 0.86
Estindar de Colesterol 1 0.96

(1) Procedencia Laguna Lachuia. (2) Procedencia Cerro San Gil.
Fase movil: Cloroformo, metanol (95:5). Deteccién: Anisaldehido-4cido sulfarico.

Cuadro No. 18

Investigacién de Principios amargos cromatografia de Capa Fina (CCF)

Especie CCF No. Rf
Bandas
P. umbellatum + 5 0.12, 0.26,0.41, 0.51, 0.66
P. shippianum + 3 0.25, 0.66, 0.82
P. oradendron + 2 0.12,0.43
P. peltatum + 4 0.22, 0.35, 0.82, 0.84
P. sempervirens + 1 0.79
P. phytolaccifolinm + 1 0.12
P. donell smithii + 5 0.12, 0.43, 0.67, 0.88, 0.91
P. oblignom + 3 0.12, 0.43, 0.71
P. fallens + 4 0.23, 0.57, 0.65, 0.86
P. geniculatum + 2 0.12, 0.87
P. variabile + 5 0.34, 0.51, 0.65, 0.74, 0.88
P. jacquemontianum (2) + 2 0.75, 0.90
P. jacquemontianum (1) + 1 0.79
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P. umbellatum (tallo) + 3 0.35, 0.44, 0.53
P. jacquemontiannm (tallo) + 4 0.12,0.22,0.43, 0.69
Estandar Newrolaena lobata (T'res puntas) + 1 0.28, 0.95

(1) Procedencia Laguna Lachda. (2) Procedencia Cerro San Gil.
Fase moévil: Acetato de etilo, metanol, agua (77:15:8). Deteccién: Anisaldehido-acido sulfurico.

Cuadro No. 19
Investigacion de Taninos ensayos macro y semimicto

Especie

Gelatina al 1%

Gelatina-NaCl

P. umbellatum

P. shippianum

P. oradendron

P. peltatum

P. sempervirens

P. phytolaccifolinm

P. donell smithii

P. obliguom

P. fallens

P. geniculatum

P. variabile

P. jacquemontianum (2)

- - -

P. jacquemontianum (1) - - +
(grisiceo negro)

P. umbellatum (tallo) - - -

P. jacquemontiannm (tallo) - - +

(1) Procedencia Laguna Lachda. (2) Procedencia Cerro San Gil.

Cuadro No. 20
Investigacion de aceites volatiles cromatografia de Capa Fina (CCF)

Especie CCF No. Bandas Rf
P. umbellatum + 2 0.41, 0.56
P. shippianum + 2 0.33, 0.55
P. oradendron + 2 0.33, 0.55
P. peltatum + 3 0.33,0.43, 0.56
P. donell smithii + 2 0.36, 0.54
P. geniculatum + 6 0.086, 0.26, 0.39, 0.55, 0.72, 0.80
P. variabile + 3 0.26, 0.35, 0.56
P. jacquemontianum (2) + 4 0.26, 0.35, 0.42, 0.56
P. jacquemontianum (1) + 4 0.26, 0.38, 0.55, 0.69
P. jacquemontianum (tallo) + 5 0.26, 0.38, 0.45, 0.55, 0.71
Estandar carvacrol + 1 0.51
Estindar fenchona + 1 0.32
Estandar isopulegol + 1 0.36
Estandar linalool + 1 0.38
Estandar terpineol + 1 0.27

Cloruro férrico

(grisaceo negro)

(grisaceo negro)

(grisaceo negro)
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| Mezcla de aceites | + | 3 | 0.25,0.33, 0.51

(1) Procedencia Laguna Lachuia. (2) Procedencia Cerro San Gil.
Fase movil: tolueno-acetato de etilo (46.5:3.5). Deteccion: anisaldehido-acido sulfarico

7.7 Analisis de aceites esenciales por cromatografia de gases masas.

Se realizé el analisis de los aceites esenciales por cromatografia de gases masas en la Universidad de Rio
Grande do Sul en Porto Alegre Brasil, como parte de la cooperacién internacional, ya que el equipo de la
Facultad de Farmacia se encontraba en mantenimiento y reparacién, ademas de que se atrasé la compra
por tramites administrativos de la institucion, de la columna cromatografica solicitada a DIGL
Condiciones del analisis:

Muestras: dilucion 2:100 (V/V) en éter etilico (Merck).

Separacion y cuantificacién de los constituyentes de los aceites volatiles: cromatégrafo de gases GC-17A
(Shimadzu) equipado con inyector con divisor de flujo (spliter), con particion de la muestra 1:50. Helio
utilizado como gas de arrastre a una presion de 80 Kpa y velocidad linear de 1 ml por minuto. Nitrégeno
e hidrégeno fueron utilizados como gases auxiliares en el detector, a razén de 1:1:10, respectivamente. La
cuantificacién fue obtenida por integracién eletrénica, por la  técnica de normalizacién. Para la
separacién de los constituyentes fue utilizada una columna apolar Durabond-DB5 (John Wiley & Sons
Scientific, U.S.A), con 30 m de largo y 0,25 mm de didmetro interno, rellena con
polidimetildifenilsiloxano conteniendo 5% de grupos fenilo con una pelicula de 0,25 pum de espesor, y
columna polar LM-120 (L & M, San Carlos, SP), rellena con propilenglicol, con las mismas
especificaciones.

El andlisis cualitativo fue realizado utilizando el mismo equipo acoplado a un espectrémetro de masas
GC/MS - QP5000 (Shimadzu), equipado con cuadruplo cilindrico, operando con energia de ionizacién
de 70 eV. La ionizacién fue obtenida por la técnica de impacto electrénico.

Condiciones del equipo DB5:

- Programa de temperatura: 60 a 300°C, a 3°C/min

- Tiempo de analisis: 60 minutos

- Inyector: 220°C

- Detector (DIC) / Interface (EM): 250°C

- Cantidad de muestra inyectada: 1pl de dilucién en éter etilico.

En el analisis del aceite esencial se observd que P. phytolaccifolium fue la especie que presenté mayor

nimero de constituyentes (42), entre los cuales se identificaron germacrano D 18%, B-cariofileno 16%
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y-muuroleno 5.8%; P. umbellatum (39), presenté como mayoritarios E-nerolidol 23.4%, germacrano D
17.4 %, B-catiofileno 8.5% y P. variabile (36), el cual presenté alcanfor 28.4%, canfeno 16.6%, limoneno
13.9% y P. jacquemontianum que presentd linalool 69.4% como mayoritario un constituyentes interesante

en la industria de perfumerfa.

Cuadro No. 21
Compuestos identificados en el aceite de P. variabile

PICO TREM IKEM COMPUESTO %
1 6.655 908 Tricicleno 0.2
2 7.037 918 alfa-pineno 29
3 7.583 933 Canfeno 16.6
4 8.515 958 beta-pineno 0.7
5 9.048 973 Mircenp 0.3
6 9.569 987 alfa-felandreno 0.2
7 10.426 1008 orto-cimeno 6.3
8 10.659 1014 Limoneno 13.9
9 15.785 | 1128 Alcanfor 28.4
10 15.905 1130 Z-beta-terpineol 1.4
11 16.675 1147 Isoborneol 0.3
12 16.861 1150 Ni 0.4
13 22.139 1267 Acetato de bornilo 0.5
14 22.683 1279 para-cimen-7-ol 1.5
15 22.801 1282 Timol 0.3
16 23.105 1289 3 -metoxi-acetofenona 2.2
17 24.269 1315 Ni 0.3
18 28.1 1398 beta-cariofileno 2.3
19 29.863 1440 Seiceleno 2.7
20 30.694 1460 Germacrano D 1.0
21 31.312 1475 beta-selineno 0.3
22 33.793 1538 Elemicina 0.4
23 3412 1546 E-nerolidol 1.8
24 34.676 1561 Espatulenol 1.4
25 34.844 1566 Oxido de cariofileno 2.2
26 35.552 | 1584 Guaiol 6.3
27 35.665 1587 Oxido humuleno I 0.7
28 36.656 1614 Ni 0.3
29 37.154 | 1627 alfa-muurolol 0.2
30 37.325 1632 Ni 0.7
31 37.458 1636 beta-eudesmol 0.3
32 37.571 1639 Ni 1.8
33 38.108 | 1653 Bulnesol 0.2
34 38.822 | 1673 Ni 0.3
35 39.033 1678 Ni 0.4
36 53.269 2100 Nonadecanal 0.7
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Cuadro No. 22

Compuestos identificados en el aceite de P. umbellatum

PICO TREM IKEM COMPUESTO %
1 7.014 |917 alfa-pineno 0.2
2 7.506 |931 Canfeno 0.5
3 10.353 {1007 orto-cimeno 1.1
4 10.551 | 1011 Limoneno 2.1
5 13.669 | 1083 Linalool 0.3
6 15.554 | 1123 Alcanfor 0.5
7 22.125 | 1267 Acetato de bornilo 0.3
8 25.036 | 1331 alfa-cubebeno 0.4
9 26.198 | 1357 alfa-copaeno 1.2
10 26.573 | 1365 beta-bourboneno 0.2
11 26.825 | 1370 beta-cubebeno 14
12 26.918 | 1373 beta-elemeno 1.8
13 28.145 |1 1399 beta-cariofileno 8.5
14 28.48 | 1407 beta-gurjuneno 0.2
15 29.507 | 1432 neril propanato 2.1
16 30.832 | 1463 germacrano D 17.4
17 30.958 | 1466 beta-selineno 0.2
18 31.395 | 1477 Biciclo-germacrano 4.4
19 31.535 | 1480 alfa-muuroleno 0.3
20 31.748 | 1485 Germacrano A 1.9
21 32.033 | 1492 gamma-cadineno 0.1
22 32.133 | 1494 Cubebol 0.8
23 32.409 | 1501 cis-calameneno 0.7
24 34.307 | 1551 E-nerolidol 23.4
25 34,788 | 1564 Espatulenol 5.8
26 34917 | 1568 Oxido de cariofileno 4.4
27 35.879 | 1593 Epoéxido de humuleno 0.3
28 36.163 | 1601 Cariofiladienol 11 0.3
29 36.507 | 1610 Ni 0.1
30 36.718 | 1616 iso-espatulenol 3.6
31 37.172 | 1628 alfa-muurolol 1.0
32 37.321 | 1632 Ni 0.8
33 37.361 | 1633 Ni 0.7

calamenenol (isémero no

34 38.289 | 1658 identificado) 0.7
35 38.367 | 1660 Ni 0.4
36 38.816 | 1673 Ni 0.2
37 44.484 1831 Ni 0.9
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38 45.316 | 1855 ftalato (contaminante) 5.6

39 53.328 | 2102 Nonadecanal 52

Cuadro No. 23
Compuestos identificados en el aceite de P. oradendron

PICO TREM IKEM COMPUESTO %
1 7.046 |918 alfa-pineno 12.0
2 7.528 |931 Alcanfor 0.2
3 8.406 [955 Sabineno 0.5
4 8.57 960 beta-pineno 30.3
5 9.051 |973 Mirceno 1.2
6 9.81 993 alfa-felandreno 1.5
7 10.559 | 1011 Limoneno 1.2
8 22.161 | 1267 Acetato de bornilo 0.3
9 24.538 | 1321 delta-elemeno 1.9
10 25.84 | 1349 Ciclosativeno 0.2
11 26.017 | 1353 alfa-ylangeno 0.1
12 26.235 | 1358 alfa-copaeno 0.3
13 26.612 | 1366 beta-bouborneno 0.2
14 26.85 | 1371 beta-cubebeno 0.1
15 26.939 | 1373 beta-elemeno 0.7
16 28.107 | 1398 beta-cariofileno 2.7
17 28.527 | 1408 beta-gurjuneno 0.4
18 29.548 | 1433 alfa-humuleno 0.7
19 30.584 | 1457 gamma-muuroleno 0.3
20 30.794 | 1462 Germacrano D 14.8
21 30.944 | 1466 beta-selineno 0.2
22 31.387 | 1477 Biciclogermacrano 2.8
23 31.528 | 1480 Alfa-muutroleno 1.9
24 31.73 | 1485 germacrano A 0.5
25 32.158 | 1495 gamma-cubebeno 0.3
26 32.432 | 1502 beta-cadineno 1.1
27 33.812 | 1538 Germacrano B 0.7
28 34.105 | 1546 E-nerolidol 0.4
29 34.666 | 1561 Espatulenol 2.5
30 34.851 | 1566 Oxido de catiofileno 1.0
31 34,925 | 1568 Globulol 0.1
32 35.208 | 1575 epi-globulol 0.6
33 36.348 | 1606 1,10-di-epi-cubenol 0.4
34 36.517 | 1610 Ni 0.2
35 36.782 | 1617 iso-espatulenol 12.8
36 37.081 | 1625 Ni 1.6
37 37.197 | 1629 Ni 0.7
38 37.342 | 1633 alfa-muurolol 0.5
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39 37.5 1637 Ni 0.4
40 37.651 | 1641 Ni 1.0
41 37.817 | 1645 Ni 0.3
42 38.419 | 1662 Ni 0.4
43 39.041 | 1679 Ni 0.1
44 39.481 | 1691 Ni 0.2

Cuadro No. 24
Compuestos identificados en el aceite de P. geniculatum

P. geniculatum

PICO TREM | IKEM COMPUESTO %
1 7.025 |918 Alfa-pineno 0.3
2 8.518 |958 Beta-pineno 0.2
3 13.684 | 1082 Linalool 1.8
4 25.068 | 1332 Alfa-cubebeno 0.3
5 26.211 [ 1357 Alfa-copaeno 1.0
6 27.682 | 1389 Cipereno 0.7
7 28.088 | 1398 beta-cariofileno 3.3
8 28.921 | 1418 beta-gurjuneno 1.3
9 29.381 | 1429 Ni 0.2
10 29.524 | 1432 Alfa-humuleno 0.6
11 29.842 | 1440 Alo-aromadendreno 1.0
12 30.389 | 1453 Cadina-1(6)-4-dieno 0.5
13 30.52 | 1456 gamma-muuroleno 1.2
14 30.705 | 1460 Germacrano D 3.5
15 30.917 | 1465 beta-selineno 0.7
16 31.033 | 1468 Ni 0.3
17 31.131 | 1470 epi-sesquifelandreno 0.6
18 31.293 | 1474 gamma-gurjuneno 3.0
19 31.515 | 1480 alfa-muuroleno 1.7
20 31.717 | 1484 Germacrano A 0.1
21 32.073 | 1493 gamma-cadineno 3.9
22 32.15 | 1495 Ni 1.0
23 32.502 | 1504 delta-cadineno 11.0
24 32.811 | 1512 E-cadina-1-4-dieno 0.3
25 33.027 | 1517 alfa-cadineno 0.3
26 34.086 | 1546 E-nerolidol 1.1
27 34.237 | 1550 Leedlo 0.8
28 34.383 | 1553 Ni 0.3
29 34.568 | 1558 germacrano D-4-ol 4.0
30 34.842 | 1566 Globulol 0.4
31 34,905 | 1567 epi-globulol 0.8
32 35.442 | 1581 Ni 0.4
33 35.642 | 1587 Ni 0.7
34 36.705 | 1615 Ni 3.0
35 3719 |1628 Ni 15.1
36 37.325 | 1632 alfa-muurolol 0.5
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37 37.477 | 1636 Ni 0.7
38 37.657 | 1641 Ni 3.9
39 38.161 | 1655 Ni 0.9
40 39.157 | 1682 Ni 28.6
Cuadro No. 25
Compuestos identificados en el aceite de P. phytolaccifolium

PICO TREM | IKEM COMPUESTO %
1 7.047 918 Alfa-pineno 3.4
2 8.543 959 beta-pineno 5.3
3 9.063 |973 Mirceno 0.4
4 10.571 | 1012 Limoneno 0.9
5 11.849 | 1041 gamma-terpineno 0.2
6 13.703 | 1083 Linalool 0.1
7 17.201 | 1162 terpinen-4-ol 0.3
8 24.529 | 1320 delta-elemeno 0.3
9 25.069 | 1332 alfa-cubebeno 0.4
10 26.025 | 1353 alfa-ylangeno 0.5
11 26.249 | 1358 alfa-copaeno 2.7
12 26.609 | 1366 beta-bourboneno 0.3
13 26.936 | 1373 beta-elemeno 0.3
14 28.214 | 1401 beta-cariofileno 16.8
15 28.536 | 1409 beta-copaeno 1.4
16 28.933 | 1418 Aromadendreno 0.3
17 29.417 | 1430 E-muurola-3,5-dieno 0.3
18 29.558 | 1433 alfa-humuleno 0.2
19 29.946 | 1442 Z-muurola-4(14),5-dieno 0.9
20 30.425 | 1454 E-cadina-1(6),4-dieno 0.6
21 30.68 | 1460 gamma-muuroleno 5.8
22 30.87 | 1464 Germacrano D 18.4
23 30.998 | 1467 beta-selineno 0.4
24 31.184 1472 epi-biciclosesquifelandreno 0.6
25 31.334 | 1475 gamma-amorfeno 3.3
26 31.413 | 1477 Biciclogermacrano 1.6
27 31.563 | 1481 alfa-muuroleno 2.4
28 31.828 | 1487 delta-amorfeno 0.7
29 32.128 [ 1494 gamma-cadineno 3.4
30 32.568 | 1505 delta-cadineno 9.2
31 32.858 | 1513 E-cadina-1(2),4-dieno 0.7
32 33.064 | 1518 alfa-cadineno 0.6
33 33.236 | 1523 alfa-calacoreno 0.3
34 33.835 [ 1539 Germacrano B 1.4
35 34.096 | 1546 E-nerolidol 0.4
36 34.658 | 1561 Espatulenol 0.2
37 34.848 | 1566 Globulol 1.2
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38 34933 | 1568 epi-globulol 0.2
39 36.115 | 1599 1,10-di-epi-cubenol 0.2
40 36.533 | 1611 Ni 0.3
41 36.638 [ 1613 Z.-cadin-4-en-7-0l 1.0
42 36.789 | 1618 Ni 0.6
43 37.197 1629 Cubenol 3.2
44 37.341 | 1633 Ni 0.8
45 37.7 1642 Ni 3.1
46 38.872 | 1674 Ni 1.7
47 53.31 |2066 Nonadecanal 1.2
Cuadro No. 26
Compuestos identificados en el aceite de P. jacquemontianum
PICO TREM | IKEM COMPUESTO %
1 7.013 917 alfa-pineno 3.2
2 7.504 |931 Alcanfor 0.1
3 8.498 | 958 Beta-pineno 2.4
4 9.033 |972 Mirceno 0.4
5 10.358 | 1007 orto-cimeno 0.1
6 10.544 | 1011 Limoneno 0.7
7 10.623 [ 1013 1,8-cineol 1.4
8 10.937 | 1020 Z-beta-ocimeno 0.2
9 11.388 | 1030 E-beta-ocimeno 2.5
10 12.444 | 1054 Oxido cis-linalool 0.3
11 13.131 | 1070 Terpinoleno 0.2
12 14 1089 Linalool 69.4
13 17.199 1162 terpinen-4-ol 0.1
14 17.829 | 1176 alfa-terpinol 1.1
15 20.843 | 1237 E-beta-geraniol 0.2
16 22.142 | 1267 Acetato de bornilo 0.3
17 22.225 | 1269 E-linalool 6xido acetato 0.4
18 22.778 | 1281 E-sabinil acetato 0.1
19 26.54 |1364 geranil acetato 1.6
20 28.076 | 1398 beta-cariofileno 0.4
21 29.523 | 1432 alfa-humuleno 0.2
22 30.513 | 1456 gamma-muuroleno 0.1
23 30.693 | 1460 Germacrano D 1.0
24 30.902 | 1465 beta-selineno 0.1
25 31.278 | 1474 Viridifloreno 0.3
26 31.498 | 1479 alfa-muuroleno 0.2
27 32.431 | 1502 delta-cadineno 0.3
28 34.159 | 1547 E-nerolidol 8.0
29 36.749 1616 gamma-eudesmol 0.3
30 37.092 1626 tau-cadinol 0.1
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31 37.305 | 1632 Cubenol 0.2
32 37.457 | 1636 beta-eudesmol 0.6
33 37.606 | 1640 Alfa-eudesmol 1.0
34 38.283 | 1658 Ni 0.4
35 40.161 | 1709 E-nerolidol acetato 2.2

Cuadro No. 27
Compuestos identificados en el aceite de P. donnellsmithii

PICO TREM IKEM COMPUESTO %
1 7.081 919 alfa-pineno 21.4
2 8.557 959 beta-pineno 7.7
3 10.613 1015 Limoneno 0.2
4 14.878 1109 Ni 0.6
5 26.237 1358 alfa-cipaeno 1.0
6 26.621 1366 alfa-bourboneno 1.6
7 26.944 1373 beta-elemeno 3.3
8 27.707 1390 Cipereno 1.8
9 27.912 1394 alfa-gurjuneno 0.7
10 28.11 1399 beta-cariofileno 5.7
11 28.934 1418 beta-gurjuneno 2.0
12 29.542 1433 alfa-humuleno 0.7
13 29.644 1435 Ni 0.7
14 29.727 1437 E-beta-farneseno 2.4
15 29.859 1440 seiceleno 2.5
16 30.147 1447 Ni 1.5
17 30.748 1461 Germacrano D 11.8
18 31.393 1477 biciclogermacrano 8.5
19 31.75 1485 Germacrano A 6.3
20 32.464 1503 delta-cadineno 1.7
21 33.299 1525 Ni 0.3
22 33.817 1538 Germacrano B 4.0
23 34.658 1561 Espatulenol 4.6
24 35.036 1571 Globulol 3.1
25 35.218 1576 Ni 0.9
26 35.67 1587 Oxide humuleno I 4.4
27 37.616 1639 epoxi-alo-aloaromadendreno 0.8

Cuadro No. 28
Compuestos identificados en el aceite de P. fallens

PICO TREM | IKEM COMPUESTO %
1 7.09 919 | alfa-pineno 10.6
2 8.616 961 | beta-pineno 18.1
3 9.073 973 | Mirceno 0.6
4 10.587 1012 | Limoneno 1.5
5 22.156 1269 | Acetato de bornilo 0.3
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6 22.686 1280 | timol 1.4
7 22.8 1283 | Acetato de E-sabinil 0.6
8 26.227 1357 | alfa-copaeno 0.3
9 26.61 1366 | beta-bourboneno 0.4
10 26.99 1374 | beta-elemene 4.1
11 27.715 1390 | alfa-gurjuneno 0.8
12 28.166 1400 | beta-cariofileno 4.9
13 29.003 1420 | Aromadendreno 4.3
14 29.582 1434 | alfa-humuleno 2.0
15 29.859 1440 | alo-aromadendreno 0.4
16 30.601 1458 | gamma-gurjuneno 1.4
17 30.814 1463 | Germacrano D 5.5
18 31.042 1468 | beta-selineno 5.4
19 31.473 1479 | Viridifloreno 11.5
20 31.583 1481 | alfa-muuroleno 0.6
21 31.784 1486 | Germacrano A 0.9
22 32.117 1494 | gamma-cadineno 1.1
23 32.535 1504 | delta-cadineno 3.6
24 32.853 1513 | cadina-1,4-dieno 0.6
25 33.828 1539 | Germacrano B 0.8
26 34.198 1548 | E-nerolidol 5.3
27 34,511 1557 | E-isoelemicina 0.3
28 34,712 1562 | Espatulenol 2.4
29 34.858 1566 | Oxido de cariofileno 0.6
30 34.967 1569 | globulol 1.3
31 35.288 1577 | epi-globulol 1.9
32 35.691 1588 | Ni 0.8
33 37.211 1629 | alfa-muurolol 1.3
34 37.367 1633 | Ni 1.4
35 37.7 1642 | Ni 2.3
36 44,351 1827 | Ni 0.4
37 47.061 1907 | Ni 0.5
38 48.229 1943 | Ni 0.2

Cuadro No. 28

Compuestos identificados en el aceite de P. schippianum

PICO TREM | IKEM COMPUESTO %
1 6.983 |917 alfa-pineno 0.23
2 8.466 | 957 beta-pineno 0.74
3 10.517 [ 1010 Mirceno 0.32
4 26.177 | 1356 alfa-copaeno 1.03
5 26.893 | 1372 bete-elemeno 8.31
6 28.044 | 1397 beta-cariofileno 3.26
7 29.364 | 1428 Ni 3.14
8 29.503 | 1432 alfa-humuleno 1.14
9 29.672 | 1436 E-beta-farneseno 1.25
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10 29.951 | 1442 dehidro-aromadendreno 40
11 30.109 | 1446 Ni 3.95
12 30.477 | 1455 gamma-muuroleno 0.7
13 30.666 | 1459 Germacrano D 5.71
14 30.868 | 1464 beta-selineno 2.05
15 31.172 [ 1471 Valenceno 1.99
16 31.28 |[1474 Biciclogermacrano 9.27
17 31.68 |1484 Germacrano A 3.87
18 31.837 | 1487 beta-bisaboleno 6.54
19 32.419 | 1501 delta-cadineno 2

20 32.777 | 1511 ni 0.46
21 3478 | 1564 Oxido de cariofileno 2.16
22 37.267 | 1630 ni 0.22
23 37.586 | 1638 ni 1.64

Ni: No identificado. TREM: tiempo de retencién. IKEM: indice de Kowats.

Cuadro No. 29

Analisis del aceite esencial de 9 especies de Piper

Especie

Compuestos identificados

Compuestos mayoritarios

P. variabile

36

alcanfor 28.4%
canfeno 16.6
limoneno 13.9

P. umbellatum

39

E-nerolidol 23.4%
germacrano D 17.4

B-cariofileno 8.5

P. oradendron

35

B-pineno 30.3 %
germacrano D 14.8
isoespatulenol 12.8

P. geniculatum

28

A—cadineno 11.0 %

P. phytolaccifolinm

42

germacrano D 18%
B-cariofileno 16
y-muuroleno 5.8

P. jacquemontianum

34

Linalool 69.4%
E- nerolidol 8.0

o.-pineno 3.2

P. donellsmithii

22

a-pineno 21.4%
germacrano D 11.8
biciclogermacrano 8.5

P. fallens

32

B—pineno 18.1%
viridifloreno 11.5

O.-pineno

P. donellsmithii

22

o—pineno 21.4%
germacrano D 11.8
biciclogermacrano 8.5

P. fallens

32

B—pineno 18.1%
viridifloreno 11.5
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o.-pineno 10.6

VIII CONCLUSIONES

8.1 Se identificaron 16 especies, en Suchitepéquez se colectaron 4 especies (Piper umbellatum, P. oradendrum,
P. patulum vy P. subcitrifolium); en Alta Verapaz 8 especies (P. geniculatum, P. jacquemontianum, P. obliquom, P.
variabile, P. phytolaccifolium, P. shippianum, P. sempervirens y P. bispidum) y en 1zabal 4 especies (P. peltatum, P.
donnell smithit, P. fallensy P. diandrum).

8.2 El mayor rendimiento del aceite esencial lo presentb P. jacguemontianum procedente del Cerro San Gil

(2.24%) y Laguna Lachtia (0.77%), P. peltatum (1.32%%) y P. variabile (0.72%).

8.3 Los extractos diclorometinicos con mayor rendimiento fueron P. shippianum (10.59%) P. peltatum
(9.33%) v P. phytolaccifolium (8.92%), y los extractos metandlicos con mayores rendimientos fueron P.
sempervirens (17.61%), P. phytolaccifolium (14.05%) y P. jacquemontianum procedente del Cerro San Gil
(11.01%).

8.4 Los extractos de P. fallens (diclorometanico), P. umbellatum (diclorometanico y hexanico), P. peltatum
(diclorometanico), P. jacquemontianum  (diclorometanico 'y metabdlico) 'y P.  phytolaccifolinm

(diclorometanico) presentaron actividad contra B. subtilis, P. aeruginosa y M. smegmatis.

8.5 Los extractos diclorometanico de P. fallens y P. jacquemontianum, presentaron un CIM de 0.5 mg/mL

contra B. subtilis y M. smegmatis, P. variabile y P. phytolaccifolium presentaron un CIM de 1 mg/mL.

8.6 Los aceites esenciales evaluados presentaron una actividad intermedia contra los microorganismos

evaluados con un halo de inhibicién de 6-9 mm.

8.7 Ninguno de los extractos presenté citotoxicidad contra A. salina, ni actividad insecticida contra 4.

albimanns y A. aegypti por lo que se determiné la concentracion letal mayor a 1 mg/ml.

8.8 Todas las muestras presentaron alcaloides, flavonoides, antraquinonas, saponinas, principios amargos,

aceites volatiles, cumarinas excepto P. shippianum, y ninguna de las muestras presentd taninos.
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8.9 En el analisis del aceite esencial se observd que P. phytolaccifolium fue la especie que presenté mayor
nimero de constituyentes (42), entre los cuales se identificaron germacrano D 18%, B-cariofileno 16%
y-muuroleno 5.8%; P. umbellatum (39), presenté como mayoritarios E-nerolidol 23.4%, germacrano D

17.4 %, B-catiofileno 8.5%; P. variabile (36), el cual presenté alcanfor 28.4%, canfeno 16.6%, limoneno
13.9% y P. jacquemontianum que presentd linalool 69.4% como mayoritario un constituyentes interesante

en la industria de perfumerfa.

IX. RECOMENDACIONES

9.1 Realizar muestreos en diferentes regiones para identificar otras especies de Piper y continuar asi con la

investigacién quimica y biologica del género.

9.2 Colectar en diferentes épocas del afio y condiciones climaticas para comparar la composicién quimica

y actividad biolégica presente en las especies.

9.3 Evaluar otras partes de la planta para determinar si presentan actividad biocida y si existe diferencia en

cuanto a la composiciéon quimica.

9.4 Fraccionar los extractos que presentaron actividad para aislar y elucidar la naturaleza quimica de las

moléculas responsables de la bioactividad.

9.5 Realizar estudios agronémicos de las especies promisorias con el fin de generar un cultivo sustentable

a largo plazo.

9.6 Continuar con el estudio quimico y biolégico de las especies potenciales con la finalidad de llegar a

formular un producto que pueda tener un uso medicinal, agricola, aromatico y/o cosmético.
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