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RESUMEN

Introduccioén: la Pursiana (Melia azedarach L) es utilizada por la poblaciéon como
planta medicinal para el tratamiento del reumatismo, antiparasitaria, antiséptico y
antibacterianas, entre otros usos.

Objetivo: evaluar parametros quimicos fisicos de las tinturas a 20% de las partes
de la planta en estudio.

Material y Métodos: las tinturas a 20 % de las partes de la planta en estudio se
prepararon por tres métodos: la extraccion asistida por ultrasonido (EAUS),
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percolacién y maceracion, utilizando como menstruo una solucién hidroetandlica. A
estas tinturas se les realiz6 el tamizaje fitoquimico y para la caracterizacion se
aplicaron los ensayos descritos en la Norma Ramal del Ministerio de Salud Publica.
Resultados: se comprobd la alta diversidad de metabolitos secundarios en las
tinturas estudiadas. Los indicadores de calidad se ubicaron dentro de los rangos
establecidos para drogas vegetales, se demostré que la extraccion asistida por
ultrasonido es la ideal.

Conclusiones: las tinturas a 20% de las hojas tallo y fruto de la pursiana
presentan diversidad de metabolitos secundarios y el producto es estable después
de 6 meses en funcion de los valores obtenidos de los indicadores de calidad.

Palabras clave: Melia azedarach L, estudio fitoguimico, parametros quimico-
fisicos.

ABSTRACT

Introduction: the Pursiana (Melia azedarach L) is used by the population like
medicinal plant for the treatment of rheumatism, as antiparasitary, antiseptic and
antibacterial, among other uses.

Objective: to evaluate of physical chemical parameters of the dyes to 20% of the
parts of the plant in study.

Material and methods: the dyes to 20% of the parts of the plant in study got
ready for three methods: the extraction attended by ultrasound (EAUS), percolation
and maceration, using as menses a hydroethanolic solution. To these dyes they are
carried out the photochemical screening and for the characterization the were
applied described rehearsals in the Norma Brunch of the Ministry of Public Health.
Results: he/she was proven the high diversity of secondary metabolites in the
studied dyes. The indicators of quality were located inside the established ranges
for vegetable drugs, it was demonstrated that the extraction attended by
ultrasound is the ideal.

Conclusions: the dyes to 20% of the leaves shaft and fruit of the Pursiana present
diversity of secondary metabolites and the product is stable after 6 months in
function of the obtained values of the indicators of quality.

Key words: Melia Azedarach L, phytochemical study, chemical parameter-
physicals.

INTRODUCCION

El uso de remedios de origen vegetal se remonta a la época prehistérica; es una de
las formas mas extendidas de la Medicina, presente virtualmente en todas las
culturas conocidas. La industria farmacéutica actual se ha basado en los
conocimientos tradicionales para la sintesis y elaboracion de farmacos, y el proceso
de verificacion cientifica de estas tradiciones continGa hoy, descubriéndose
constantemente nuevas aplicaciones. %3

El empleo de plantas para fines terapéuticos ha estado siempre presente en la vida
del Hombre, y mantiene aun una amplia validez a pesar del poderio y la
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competencia de la quimica farmacéutica, basada fundamentalmente en principios
activos de sintesis.*

La importancia de los productos naturales en Medicina se basa no solamente en sus
efectos farmacoldgicos o quimioterapéuticos, sino en la posibilidad que ofrecen para
poder desarrollar a partir de sus estructuras nuevas drogas. °

OBJETIVO

Para el desarrollo de esta rama, es necesario descubrir nuevas propiedades de las
plantas, dentro de las que se encuentra la familia Meliaceae, que puede ser una
alternativa para combatir enfermedades dermatolégicas que abundan en la
poblacién y que han sido empleadas pero no demostradas sus propiedades
cientificamente, por estas razones este trabajo tiene como evaluar parametros
quimico-fisicos de las tinturas a 20% de las partes de la planta en estudio.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

El material vegetal se recolect6 al azar en el mes de mayo a las 9:30 am, en el
periodo 6ptimo y estuvo constituido por hojas, frutos y tallo de la planta en estudio
Melia azedarach L, planta cultivada en los terrenos del reparto Galindo, municipio
de Bayamo, Provincia Granma y fue identificada por el Dr. Luis CatasUs Guerra en
el Jardin Botanico Cupaynicu de Guisa en la Provincia Granma, con nimero de serie
3005.

El material fue lavado y desinfectado con una soluciéon de hipoclorito de sodio a 2%,
los frutos se emplearon de forma natural, las hojas y tallos se secaron a la sombra
a temperatura ambiente extendiéndose en bandejas perforadas, volteandose
diariamente durante 7 dias, luego se sometio a temperatura de 60°C durante 1h en
estufa (MWN, Alemana) con circulacion de aire. Seguidamente se procedi6 a la
pulverizacion, usando un molino de cuchilla. Se obtuvo un polvo grueso que fue
utilizado en la elaboracion de las tinturas. Para ello se utilizaron tres métodos de
extraccion, después de realizada la extraccion y lograda la homogeneidad y
transparencia de las tinturas se almacenaron en frascos de color ambar para evitar
la descomposicion de los compuestos activos por accion de la luz, partiendo de que
muchas sustancias activas extraidas de las plantas son fotosensibles. Las muestras
permanecieron en reposo por 3 dias en refrigeracion a 8 °C y luego se sometieron a
los analisis de calidad y tamizaje fitoquimico.

Las tinturas a 20% obtenidas se rotoevaporaron con el objetivo de eliminar el
solvente a baja presion (rotoevaporador KIKA, Alemania).

Rendimiento

Se toman 25 de las tinturas obtenidas por ambos métodos y se secan a 40°C,
empleando un rotoevaporador (KIKA-Werke, Aleman) hasta obtener una masa

672
http://scielo.sld.cu



Revista Habanera de Ciencias Médicas 2014;13(5):670-680

consistente; el rendimiento se calcula como la razén de la masa obtenida en mg
dividido entre la masa de muestra seca y multiplicado por cien.

Eficiencia

Se calculé como la razén del rendimiento (extracto seco de la tintura /droga vegetal
utilizada para la preparacion de la tintura) y el tiempo necesario para alcanzar esa
extraccion.

Formulaciones
Tinturas a 20%o

Las tinturas fueron obtenidas a partir del material vegetal, utilizando como
menstruo alcohol a 70%. Para ello fueron empleados 3 métodos de extraccion.

Percolacion

Se pesaron 5g de la droga cruda en balanza técnica (Sartorius, BS2202S,China)
para obtener 25 mL de tintura a 20 %, utilizando un equipo lixiviador o percolador
que retiene la droga humedecida en capas, afiadimos el menstruo utilizando un
volumen hasta que tapara la droga y la supere en 0,5 cm. de altura, por un tiempo
de 24 horas.®

Maceracién

Se pesaron 5 g de la droga cruda en balanza técnica (BS 2202S SARTORIUS,
Alemania) para obtener 25 ml de tintura a 20%, por 7 dias,® empleando agitador
mecanico o saranda (ILM tipo THYS 2, Alemania).

Ultrasonido

El equipo utilizado fue un bafio de ultrasonido (SB-3200DT, China), que trabaja con
frecuencia 40kHz y potencia de 180V. Se pesaron 5g de la droga cruda en balanza
técnica (BS 2202S SARTORIUS, Alemania) para obtener 25 ml de tintura a 20%,
por 2 horas, empleando bafio ultrasénico (SB-120DT, China). ’

Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se realiz6 en el Laboratorio de Productos Naturales del
Centro de Estudio de Quimica Aplicada (CEQA) de la Universidad de Granma por la
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metodologia reportada por Payo, Sandoval y Pefia, ®° para el extracto etandlico,
empleandose pruebas o técnicas simples, rapidas y selectivas para la determinacion
de los diferentes metabolitos secundarios.

Extracto etandlico

Ensayo de Liebermann- Burchard (triterpenos y/o esteroides)
Ensayo de Espuma (saponinas)

Ensayo de Nihidrina (aminoacidos libres)

Ensayo de Dragendorff y Mayer (alcaloides)

Ensayo de Baljet (coumarinas))

Ensayo de Fehling (carbohidratos reductores)

Ensayo de Cloruro férrico (fenoles y/o taninos)

Ensayo de Borntrager (quinonas)

Ensayo de Shinoda (flavonoides)

Ensayo de Antocianidinas

Descripcion de los ensayos a realizar con los diferentes extractos: Ensayo
de Dragendorff

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, si la alicuota
esta disuelta en un solvente organico, este debe evaporarse en bafio de agua y el
residuo redisolverse en 1ml de HCI (1%0). Si el extracto es acuoso a la alicuota se le
aflade una gota de acido clorhidrico concentrado, se calienta suavemente y se deja
enfriar hasta acidez. Con la solucién acuosa acida se realiza el ensayo afiadiendo 3
gotas del reactivo de Dragendorff. Si hay opalescencia se considera positivo (+),
turbidez definida (++) y precipitado (+++).

Ensayo de Mayer

Permite también identificar alcaloides se procede de la forma descrita
anteriormente, hasta obtener la solucidon acida. Se aflade una pizca de NaCl en
polvo, se agita y filtra. Se afiaden 2 6 3 gotas de la soluciéon reactiva de Mayer, si
se observa opalescencia (+), turbidez definida (++), precipitado coposo (+++).

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

Ensayo de Wagner

Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucién acida, afiadiendo 2 6 3
gotas del reactivo, clasificando los ensayos de la misma forma.
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Ensayo de Baljet

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento
lactonico, en particular coumarinas, aunque otros compuestos lacténicos pueden
dar positivo al ensayo. Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en
alcohol, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y redisolverse en la menor
cantidad de alcohol (1ml). En estas condiciones se adiciona 1ml de reactivo,
considerandose la aparicidon de una coloracién (+) y un precipitado (++).

Ensayo de Borntrager

Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas. Para ello, si la alicuota
del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio
de agua y el residuo redisolverse en 1ml de cloroformo. Se adiciona 1ml de NaOH,
KOH o NH;OH a 5% en agua. Se agita mezclando las fases y se deja en reposo
hasta su ulterior separacioén. Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de
rosado a rojo, el ensayo se considera positivo (+), coloracidn rosada (++),
coloracion roja (+++).

Ensayo de Liebermann- Burchard

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, ya que
ambos tipos de productos poseen un nucleo de androstano, generalmente
insaturado en el anillo B y la posicion 5-6. Para ello si la alicuota del extracto no se
encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo
redisolverse en 1ml de cloroformo. Se adiciona 1ml de anhidrido acético y se
mezcla bien. Por la pared del tubo se dejan correr 2-3 gotas de acido sulfurico
concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio de coloracion:

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

A veces, el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces
puede observarse el primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando
el material evaluado tiene cantidades importantes de estos compuestos. Esta
reaccion también se emplea para diferenciar las estructuras esteroidales de las
triterpénicas, las primeras producen coloraciones que van desde azul a azul
verdoso, mientras que para las segundas se observa rojo, rosado o purpura. Estas
coloraciones pueden variar por interferencias producidas por carotenos, xantofilas y
esteroides saturados que puedan estar presentes.

Observacion: Para realizar este ensayo no puede haber agua en el medio de
reaccion, ya que con el acido sulfurico puede reaccionar de forma violenta.

Ensayo de Fehling

Permite reconocer en un extracto la presencia de azucares reductores. Para ello, si
la alicuota del extracto no se encuentra en agua debe evaporarse el solvente en
bafio de agua y el residuo redisolverse en 1-2 ml de agua. Se adicionan 2 ml del
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reactivo (recién preparado) y se calienta en bafio de agua de 5-10 min. El ensayo
se considera positivo si la solucién se colorea de rojo o aparece un precipitado rojo.

Ensayo de Espuma

Permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal como
triterpénicas. De modo que si la alicuota se encuentra en etanol, se diluye en 5
veces su volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10 min. El
ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de mas
de 2 mm de espesor o altura y persiste por mas de 2 min.

Ensayo de Cloruro Férrico

Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos. Si el extracto
de la planta se realiza con etanol, el ensayo determina tanto fenoles como taninos;
a una alicuota del extracto etandlico se le adicionan 3 gotas de una solucion de
tricloruro férrico a 5% en solucion salina fisioldgica. Si el extracto es acuoso, el
ensayo determina fundamentalmente taninos; a una alicuota del mismo se le afiade
acetato de sodio para neutralizar y 3 gotas de la soluciéon reactiva. Un ensayo
positivo puede dar la siguiente informacion general:

e Desarrollo de una coloracion rojo_vino, compuestos fendlicos en general.
Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.
e Desarrollo de una coloracidon azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

Ensayo de Nihidrina

Permite reconocer la presencia de aminoacidos libres o de aminas en general. Se
toma una alicuota del extracto en alcohol, o el residuo de la concentracién en bafo
de agua si el extracto se encuentra en otro solvente orgéanico, se mezcla con 2ml de
la solucién de ninhidrina a 2%. La mezcla se calienta durante 10 min. en bafo de
agua. Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color violaceo.

Ensayo de Shinoda

Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto vegetal. Si la alicuota
del extracto se encuentra en etanol, se diluye con 1ml de acido clorhidrico
concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metalica. Después de la reaccion
se esperan 5 min., se aflade 1ml de alcohol amilico, se mezclan las fases y se deja
reposar hasta que las mismas se separen. Si la alicuota del extracto se encuentra
en agua, se procede de igual forma a partir de la adicion del acido clorhidrico
concentrado. El ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de
amarillo, naranja, carmelita o rojo, intensos en todos los casos.

Ensayo de Antocianidinas

Permite identificar en los extractos la presencia de estas estructuras de secuencia
Cs-C3-Cg del grupo de los flavonoides. Se calientan 2ml del extracto en etanol
durante 10 min. con 1ml de acido clorhidrico concentrado. Se deja enfriar y se
adiciona 1ml de agua y 2ml de alcohol amilico. Se agita y se espera a que las dos
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fases se separen. La aparicion de un color rojo a marrén en la fase amilica es
indicativa de un ensayo positivo.

Determinacion de los requisitos de calidad de las tintura a 20%o

La determinacién de los requisitos de calidad se llevo a cabo mediante la aplicacion
de los métodos de ensayos descritos en las normas. ! Los ensayos se realizaron
por triplicado y se determiné el valor promedio para cada uno.

e Determinacion de pH: Se efectu6 segun el procedimiento descrito en la NC
90-13-13"*? con pHmetro( HANNA 211, Portugal).

e Determinacion del indice de refraccion.*® Se realizé con refractémetro (ABBE
WYA-2S, China).

e Determinacion de la densidad relativa.** Se realizé por el método descrito en
la NC26-63.

e Determinacién de sélidos totales.'? Se efectué seguin el procedimiento
descrito en la NC 92-02.

Determinacion de los requisitos organolépticos

a) Determinacion del olor: Se toma una tira de papel secante de
aproximadamente 1 cm de anchura por 10 cm de longitud y se introduce un
extremo en la muestra de ensayos. Se huele y se determina si corresponde con la
caracteristica del producto.

b) Determinacioén del color: Se toma un tubo para ensayos bien limpio y seco, se
llena hasta las tres cuartas partes con la muestra de ensayos y se observa el color,
la transparencia, la presencia de particulas y la separacion en capas. Se informa el
resultado.

RESULTADOS

A las tinturas a 20 % obtenidas por los tres métodos se les realiz6 el tamizaje
fitoquimico y se determind el rendimiento y la eficiencia cuyos resultados se
muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados del tamizaje fitoquimico, rendimiento y eficiencia de los
diferentes métodos de preparacién de tinturas a 20% de las tallos, frutos y hojas de

la prusiana
Ensavo Percolacion Maceracioén Ultrasonido
Y T H F T H F [T H | F

Rendimiento

% 8,2 8,4 8,3 10,5 9,5 9,7 11,4 12,3 | 11,2

Tiempo
Horas 24 24 24 168 168 168 2 2 2
Eficiencia
(% / h) 0,34 0,35 0,34 0,06 0,05 | 0,05 5,7 6,15 5,6

Rendimiento

% 8,2 8,4 8,3 10,5 9,5 9,7 11,4 12,3 | 11,2

Leyenda: T: tallos, F: frutos y H: hojas. Ausencia (-) Presencia (+) Abundancia (++).
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La determinacioén de los requisitos de calidad se realizé por triplicado y se
determiné el valor promedio para cada uno, los resultados se muestran en las
Tablas 2 y 3.

Tabla 2. Control de calidad de las tinturas al 20%

Percolacién Maceraciéon Ultrasonido
Parametros T H F T H F T H F
Indice de 'y 504 1370 1,365 1,363 1,364 1,369 1,362 1,368 1,367
refraccién
pH 592 | 6,08 | 539 |59 | 636 | 544 | 592 | 629 | 541
;’fn’_‘ns_'dad 0,893 | 0,908 0,893 0,898 | 0,898 0,901 0,896 | 0,901 | 0,899
Solidos
totales o5 | 205 | 605 | 2,88 222 1,95 | 496 3,55 3,12 | 488

Leyenda: pH: indice de acidez de la tintura; nD25: indice de refraccion a 25°C; St: sélidos
totales (%); pr25: densidad relativa a 25°C (g/mL); H: hojas; F; flores; (T) tallos.

Tabla 3. Parametros de calidad de las tinturas a 20% a los seis meses.

Percolacion Maceracién Ultrasonido

Parametros
T H F T H F T H F

indice de
refraccion 1,358 1,368 1,361 1,361 1,364 1,365 1,382 1,368 1,367

pH 5,92 6,05 | 539 | 570 636 @ 543 | 596 6,32 5,50
D‘Zr}illdl_ad 0,893 | 0,908 0,893 | 0,902 0,898 | 0,906 | 0,900 0,903 | 0,900
Solidos

totales % | 192 605 | 1,88 | 222 1,76 | 4,558 | 3,60 3,17 | 4,93

Leyenda: pH: indice de acidez de la tintura; nD25: indice de refracciéon a 25°C; St: sélidos totales;
pr25: densidad relativa a 25°C; H: hojas; F; flores; (T) tallos.

DISCUSION

En la Tabla 1, se muestran los resultados de los diferentes métodos de extraccion
para obtener tinturas a 20 %, se puede observar que la composicion de metabolitos
secundarios se mantiene similar para uno u otro método, a pesar de que en el
ultrasonido se observan para las hojas la mayor presencia de los metabolitos; esta
variabilidad de compuestos es lo que puede justificar el uso por la poblacién para
curar diferentes tipos de enfermedades y padecimientos. Por ello es necesario
realizar otros estudios que puedan evidenciar sus propiedades bioldgicas.

Es importante resaltar que los resultados obtenidos para los métodos utilizados se
mantienen bastante estables, ademas al calcular el rendimiento se evidencia un
ligero incremento para las hojas (12,3%), para tallos (11,4 %) y el fruto (11,2%)
en comparacion con los métodos tradicionales de maceraciéon y percolacion.

El método de EAUS nos aporta ventajas en cuanto al tiempo para desarrollar el
proceso, ya que en solo 2 horas se obtiene la tintura con mayores rendimientos y
composicion fitoquimica muy similar a la obtenida por los métodos tradicionales de
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maceracion y percolacion; también hay que evaluar su bajo costo y la posibilidad
de extraccion a bajas temperaturas lo que facilita el trabajo en los laboratorios con
productos naturales. Resultados similares fueron obtenidos por Arzuola, Vargas en
el 2007. Y7

En la Tabla 2, se muestran los resultados de la determinacion de los pardmetros de
calidad de las tinturas a 20% de las hojas, tallos y frutos de la pursiana, los cuales
estan en los rangos de calidad que establecen las normas para el uso de las
formulaciones, tienen un valor de sélidos totales aceptable para cada método. La
densidad esta por encima de 0.80 g/mL y el pH es ligeramente acido, lo que existe
cierto balance entre las cantidades de compuestos acidos y basicos, o que la
mayoria de estos poseen un comportamiento neutral, lo que provoca una reduccion
de la catalisis acida o basica que, habitualmente, es la principal causa de la
degradacion hidrolitica de los principios activos, hecho este que unido al medio
alcoholico permite su estabilizacién y conservaciéon por tiempo largo. Esto
constituye una garantia de la calidad y seguridad del producto, con vistas a
someterlo a investigaciones dirigidas a la comprobacion de sus propiedades
bioldgicas.

En la Tabla 3, se muestran los resultados obtenidos de las muestras después de 6
meses de su elaboracion, las cuales se manifiestan con caracter semejante a los
datos obtenidos recién elaboradas, existe similitud en cuanto a los valores que se
seflalan por lo que es légico considerar que la composicion y calidad de las tinturas
a 20 % no han experimentado cambios relevantes en este periodo de tiempo por lo
que se cuenta con un producto que presenta un grado de estabilidad que es muy
importante para su uso como formulacion farmacéutica.

En la Tabla 4, aparecen las caracteristicas organolépticas de las tinturas por los
diferentes métodos, las mismas se relacionan con las caracteristicas del producto
extraido, a los 6 meses se repiten las determinaciones de los requisitos
organolépticos y mantienen las caracteristicas iniciales, por lo que se aprecia
tendencia a la estabilidad de las tinturas segun sus propiedades organolépticas.

CONCLUSIONES

Los valores de los parametros quimicos fisicos determinados a las tinturas a 20 %
de las hojas, frutos y tallos de la Melia Azedarach L se encuentran dentro de los
rangos que establecen las normas cubanas para las formulaciones, ademas a los 6
meses estos parametros contintian dentro de los rangos establecidos lo que indica
que estas tinturas son estables lo cual constituye una garantia para su empleo
terapéutico.
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