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RESUMEN

Las hojas de Lupinus ballianus C.P, Smith, procedente de las zonas altas del Departamento
de Lima, contiene entre otros metabolitos, 5 flavonoides y 5 alcaloides,.

El flavonoide genisteina fue determinado utilizando la espectroscopia UV-Visible, observando

desplazamientos batocrémicos o hipsocrémicos de los espectros son los reactivos metoxido de sodio,
cloruro de aluminio, acido boérico y acetato de sodio.

El espectro 1R revela la presencia del alcaloide lupinina o hidroxilupanina.

El flavonoide y el alcaloide tienen marcada accion antibacteriana y el Gltimo muestra ademas
una actividad antifingica.

ABSTRACT

The leaves of Lupinus C.P. Smith were colected from the highlands in Lima, it contains
among other 5 flavonoids and 5 alkaloids.

The flavonoid genistein was characterized by means of visible-UV spectroscopy, observing
the hathochromic and hipsochomic movements of the spectra with sodium methoxide, aluminuin
chloride, boricacid and sodium acetate reagents.

The IR spectrum reveals the presence of the alkaloid lupenin or hydroxylupenin.

Both the ftavonoid and the alkaloid show a strong antibacterial activity and the alkaloid
shows in addition of this property an antifungic activity.

INTRODUCCION

El presente trabajo tiene por finalidad determinar los principios activos que tiene
la especie Lupinus Ballianus C.P. Smith cominmente conocido con el nombre de “Jera”,

y determinar la actividad antimicrobiana de los principios activos, principalmente
flavonoides y alcaloides.

Las especies del género Lupinus pertenecen a la familia Fabaceae, que comprende
mas de 12,000 especies. El hahitat predominante de estas especies son lugares templados

y frios, a medida que aumenta la altitud y la latitud disminuyen no solo ¢l ndmero de
especies sino también el tamafo de cada una de ellas (1,2).

Se conocen cerca de 300 especies del género Lupinus, que se caracterizan porque
sus granos son amargos. Los Lupinus se cultivaron vy utilizaron desde épocas preincas,
va sea para la alimentaci6n o para tratar diversas afecciones (3,4,5,6).
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En el nuevo mundo el género Lupinus esta distribuido principalmente en Califor-
nia y los Andes Peruanos. En el Perd se encuentran en la costa, sierra y selva
principalmente en La Libertad, Cajamarca, Amazonas, Ancash, Hudnuco, Puno, Cusco
y Arequipa (2,7,8).

Desde el punto de vista de su uso para el tratamiento de enfermedades cabe destacar
que L. mutabilis tiene propiedades sobre la fertilidad; asimismo, a L. albus y L. sativus
se les atribuyen propiedades afrodisiacas, vermifuga y antisoridsica, también son
utilizadas en los casos de abscesos, eczemas v ulceraciones de la piel (10). Otros

estudios relacionados, también son importantes en cuanto a la actividad bioldgica
(11,12,13,14).

PARTE EXPERIMENTAL

Lupinus ballianus, C. P. Smith, para los efectos de nuestro trabajo ha sido reco-
lectada en tebrero de 1997 enla localidad de Bellavista (Huarochiri) del departamento

de Lima a 3800 m.s.n.m. Laespecie ha sido clasificada en el Museo de Historia Natural
UNMSM,

Para el estudio se utilizé las hojas que fueron desecadas y estabilizadas a bajas
temperaturas.

Fase estacionaria para cromatografia

- Papel Whatman N° |
- Silicagel GF254

-Sistema de solventes para cromatografia

I. n-Butanol - Acido acético saturado con agua 50: 7 v/v
II. Cloroformo - metanol - amoniaco 10:1:1 v/v

Reveladores cromatograficos

a. Lamparade Luz UV

b. Vapores de amoniaco
c. Reactivo de Dragendorff

- Se utilizaron los equipos

Espectrofotémetro IR Nikolet
Espectrofotometro UV-visible SHIMADZU UV 2100

Screening Fitoquimico

El screening fitoquimico se llevé a cabo sobre el extracto etandlico de las hojas, las
que previamene fueron sometidas a maceracion.

El proceso se hizo siguiendo el diagrama de flujo correspondiente.

Aislamiento de flavonoides

La presencia de flavonoides fue detectada en el screening fitoquimico y en
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cromatograma de papel Whatman N° |, se observd 5 fracciones de flavonoides revelados
con ldmpara de luz UV y vapores de amoniaco.

.as 5 fracciones fueron aisladas mediante cromatografia en escala preparativa

utilizando papel Whatman N° I 27 x 11 cm y en forma descendente, como sistema de
solventes el sistema L

Los eluatos separados correspondientes a cada producto fueron purificados y
desecados.

I.a estructura de la fraccién F4 que respondié preliminarmente al ensayo
antimicrobiano, fue determinada mediante reacciones quimicas, andlisis cromatografico
de los productos hidrolizados y mediante espectroscopia UV-IR.

Aislamiento de alcaloides

I.a extraccion de los alcaloides, desde las hojas, se realizé macerando las hojas
secas y en polvo (50 gramos) en alcohol etilico de 96° (500 ml). Ef solvente fue separado

por evaporacion a presion reducida en el evaporador rotatorio. Desde el extracto seco se
obtuvo con éter los alcaloides totales.

El andlisis cromatografico en cromatofolio de aluminio de silicagel GF254 y con el
sistema de solventes II, dio 5 alcaloides.

1.os alcaloides fueron separados en cromatografia preparativa. Cada uno de los
alcaloides fueron ensayados preliminarmente contra bacterias y hongos selecciona-

dos; la fraccidén A2 respondié positivamente, fue alucidado estructuraimente, haciendo
uso de reacciones quimicas y espectroscopia IR.

Actividad antimicrobiana de flavonoides y alcaloides

Método de excavaciéon placa-cultivo

Inoculacion de las muestras

Previamente se repic6 los microorganismos de ensayo sobre el agar incubado (I'SA)
a 37°C. Después del periodo de incubacién se prepararon las suspensiones de cultivo en
agua bidestilada estéril, ajustando el inéculo hasta una concentracion de microorganismos
equivalente a 0.5 en la escala de Mac Farland. Para la preparacion de las placas del
medio TSA, previamente fue fundido y enfriado a 45°C, posteriormente se afiadio 1 ml
de 1a suspensién de inéeulo por cada 100 ml de medio de cultivo, se homogenizo con
movimientos de rotacién. Luego de verter 25 ml sobre cada placa petri, se dejé solidificar
a temperatura ambiente y se rotulé con el nombre del microorganismo testigo. Luego se

hizo las excavacioens mediante e} excavador de acero de 9 mm de didmetro procurando
que su distribucidn en cada placa sea equivalente.

Determinacion antimicrobiana de flavonoides y alcaloides

Método ; excavacion placa-cultivo
Medio de cultivo : TSA
Muestra : Flavonoides (F4) 200 mg/ml

Alcaloides (A2) 200 mg/ml
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Microorganismos de prueba:

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Bacillus cereus

Micrococcus luteus ATCC 9341
Klebsiella pnenwmoniae

Standar . Penicilina G sodica (10 meg/ml)
Ampicilina (10 mcg/ml)

Determinacion minima inhibitoria

Se trabajé con el extracto etandlico, con el flavonoide y el alcaloide, realizando las
diluciones necesarias.

Método :  Excavaciéon placa-cultivo
Medio de cultivo :  TSA
Microorganismos de ensayos: S. aurcus

M. luteus

Diluciones de trabajo: 200 mg/ml 100 /ml 40 mmg/ml 20 mg/ml 2mg/ml

Determinacion de la actividad antifingica

Método . excavacion placa-cultivo
Mediode cultivo :  Agar Saboround
Muestra . flavonoides (200 mg/ml)

Alcaloides (200 mg/mi)
Microorganismos de ensayo: Aspergillus niger

Candida albicans ATCC 10231

RESULTADOS
ANALISIS FITOQUIMICO

El analisis fotoquimico del extracto acuoso de las hojas se expresa en el siguiente cuadro:

METABOLITOS RESULTADOS
Compuestos fendlicos +
- Taninos +
Saponinas -
Flavonoides ++
| Aminoacidos libres -

Alcalotdes . 4+

Antraquinconas -

Esteroides -

m—-nmmh ol
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Para elucidar la estructura del flavonoide F4 se empled la cromatografia en papel y
el comportamiento de la solucion metandhica con metdxido de sodio, cloruro de alumi-

nio, acido clorhidrico, acetato de sodio, dcido borico; determinado en el espectro UV-
visible.
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CROMATOGRAMA DE FLAVONOIGES CROMATOGRAMA DE ALCALOIDES
Soporte . Papel Whatman N*1 Soporte .. Slilcagel GG 254
Sistema de Solventes Sistema de Solventes

~ Bitanok Acide acétsaSaturnde con agua (507 vy Clorcformo Metanol:Amoniace

g0 b ULT)
Revelador Luz UV - Amoniaco ~eveiador

Reacilvo de Dragendorfi

PICOS DE ABSDRCIDN DE LA FRACCION F4 DE FLAVNOIDES CON LOS DIFERENTES
REACTIVOS DE DESPLAZAMIENTD

REACTIVQS BANDAI BANDA |
nm Abs nm Abs

MeOH 276.5 0.893 3325 0.597
MeOHNa 283.5 0.164 403.5 (0.801
AICI, 276.5 (0.988 3535 0.401
HCI 274.5 1.047 350.5 0.453
AcONa 281.5 1.017 365.5 (.487
AcONa/H,BO, 274.5 1.057 318.5 0.030
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FIGURA N® 16: ESPECTRO INFRARRO.D DEL ALCALOIDE A2 DE Lupinus baifanus CP Smith

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS FLAVONOIDESY

ALCALOIDES DE Lupinus ballianus

En el siguiente cuadro se observa la medida del didmetro de los halos de inhibicién.

Flavanoides Alcaloides

{200 mg/ml) {200 mg/mil)
Staphyiococcus aureus ATCC 6538 17 mm 16 mm
Bacillus cereus 16 mm 15 mm
Micrococcus luteus ATCC 8341 18 mm 16 mm
Klebsielfa pneumoniae 17 mm 14 mm

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS FRACCIONES DE

FLAVONDIDES Y ALCALOIDES DE Lupinus ballianus

Fracciones ;Ie flavonoides Fracciones de alcalcides
Microorganismos F1 F2 F3{ F4 F5 Al A2 A3 A4 A5
Micrococcus 9 mm 16mMm |16 mm 11 mmi 13 mm agamm/| 10
futeus mm
ATCC 9341
Klebsiella . 9mm 10mm | 10 mm 8 mm E§mm| 7 mm
prieurnoniae




Ciencia e Investigacién _ 77

DETERMINACION DEL INDICE DE ACTIVIDAD DE FLAVDNDIDES EN COMPARACIDN CON
ANTIMICRDBIANO STANDAR

Standar de la ~ Standar de
Flavonoide Penicilina G Na Ampicilina 10
200 mg/mi 1 Ul mcg
Microorganismo zona de A Zona de |A Zona de
inhibicion inhibicién inhibicién
Staphylococcus 17 mm 0.5 34 mm 0,53 32 mm
aureus ATCC
6538
Micrococcus 19 mm 0.6 32 mm 0,63 30 mm
luteus ATCC
9341

1 Ul = 0,6 meg {Goodman)

DETERMINACIDN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE FLAVONOIDES DE
Lupinus ballianus FRENTRE A DIFERENTES CONCENTRACIDNES
DE STANDAR PENICILINA G SDDICA

CONCENTRACIDN ZDNA DE INHIBICION
(Staphylococcus aureus)
Flavongide 200 mg/mi 17 mm
Standar de 0,1 Ul/ml 12 mm
penicilina G Sédica 0,5 Ul/ml 21 mm
1,0 UYmi 33 mm

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA FRENTE A
Micrococcus luteus DEL EXTRACTO ALCDHDLICO, LOS FLAVDNDIDES
Y LDS ALCALOIDES DE Lupinus ballianus

- Concentracion Extracto Flavonoides Alcaloides
mg/ml Alcohdlico Flavonoides Alcaloides
(refiujo) F4 A2

200 15 mm 20 mm . 17 mm

100 13 mm 14 mm 15 mm

40 7 mm 13 mm 15 mm

20 - 11 mm 12 mm

2 - - -
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS FLAVONOIDES Y LOS
ALCALOIDES DE Lupinus ballianus

MICROORGANISMOS FLAVONOIBES (200 mg/ml)} ALCALOIDES {200 mg/m!
Aspergillus niger - 20 mm
Candida albicans . - -

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE ALCALOIDES
DE Lupinus ballianus

Fracciones de Alcaloides Aspergillus niger
Al 11 mm
A2 14 mm
A3 10 mm
A4 -
A5 -
DISCUSION

Los andlisis quimicos que se han realizado en este estudio, han demostrado la
presencia de taninos, saponinas, flavonoides y alcaloides. Los alcaloides y flavonoides

se aislaron para nuestro objetivo a partir de un extracto etandlico, de las hojas de L.
ballianus.

Fl fraccionamiento de los flavonoides se realizé por cromatografia en papel
(descendente), se obtuvo 5 fracciones a las que denominamos F1, F2, 3, F4, 5. La
fraccion F4 fue luego analizada por espectroscopia UV-visible, por poseer esta fraccion
una mayor actividad antimicrobiana que las otras fracciones. En el espectro UV se observa

los dos picos tipicos de flavonoides denominados Banda H (276.5 nm) y Banda 1 (332.5
nm) en solucién metanslica.

Con el metéxido de sodio tanto el pico de absorcion de la Banda 11 (283.5 nm} y

Banda I (403 nm) se desplazan batocromicamente debido a O-hidroxilos presentes en 3’
y 4,

El acetato de sodio sirve para detectar los grupos hidroxilo mas 4cidos del flavonoide
(7’ y 4°), se produce desplazamiento batocromico de las Banda It (281.5 nm) y Banda 1
(365,5 nm), mientras que el AcONA/H,BO, es para detectar grupos O-dihidroxilo. La
Banda II (274.5 nm) no muestra ningiin desplazamiento y la Banda I (318.5 nm) muestra
un desplazamiento hipsocrémico.

Con el reactivo de cloruro de aluminio, se forma un pico de absorcion de la Banda

11 (276 nm) muy estable después que se le agrega HCl dando nuevamente ia Banda 11
(274.5 nm), esto corrobora la formacion de un complejo muy estable entre el grupo
carbonilo y el hidroxilo presente en C-5. -
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L.os resultados espectroscopicos y sus desplazamientos indica que se trata de una
flavona o 1soflavona.

~in embargo por la fuerte fluorescencia del cromatograma frente a la luz UV y

después de agregarle vapores de amoniaco, todo indicaria que se trata de la Genisteina
en forma libre o forma de glicésido.

Los alcaloides fueron sometidos a fraccionamiento cromatogrdfico, obteni€éndose 5
fracciones de mayor concentracién a los que denominamos Al, A2, A3, A4y A5. La
fraccion A2 tiene mayor actividad antimicrobiana, fue analizada por espectroscopia 1R.
En el espectro IR se observa grupo OH a 3600.7 cm!, grupo carbonilo a 1763 cm™, por
estas caracteristicas del espectro se trataria de la estructura quimica de los alcaloides

Lupinina o Hidroxilupanina debiendo ser necesario otros métodos espectroscopicos para
diferenciar las estructuras.

En cuanto a la actividad antimi-
crobiana, la presencia de flavonoides y
aicaloides, les confiere la actividad

OH antibacteriana, y actividad antifingica en

' el caso de los alcaloides. La mayor reso-
0 Hidroxilupanina lucién de inhibicidén se debe al extracto
alcohdélico, al flavonoide y al alcaloide;

CHO,0H con similar o igual poder de inhibici6n

contra los Gram positivas (Staphi-
lococcus aureus ATCC 6538, Micrococ-
cus luteus ATCC 9341) y Gram negativas
Lupinina . (Klebsiella pneumoniae), la accion
antimicrobiana se deberia a que los
flavonoides por la presencia en su
estructura de hidroxilos fenélicos, penetran
fdcilmente a través de la membrana celular
bacteriana, se combina y precipitan las
proteinas protoplasmaticas desnaturali-
zdndolas y actuando como venenos
protoplasmdticos. La accidn antibac-
tertana y antifiingica de los alcaloides se
podria deber a la presencia de nitrégeno
en su estructura como amina o amida.

Los resultados obtenidos de los
ensayos antimicrobianos de los eluatos de
flavonoides y alcaloides, muestran una
resolucién de inhibicion menor a los
OH extractos de flavonoides y alcaloides, estos

- resultados se deben probablemente que
ademas de contener sustancias activas de propiedades quimicas semejantes, existen otras

sustancias como los taninos, gue incrementan en cierta forma esta actividad, tam-

bién los resultados observados, podrian ser causados por un sinergismos de los cons-
tituyentes. |




10.
1.

12,
13.

14,

Ciencia e Investigacion

CONCLUSIONES

I.as hojas de la especie Lupinus ballianus C.P. contiene flavonoides y alcaloides
como principales metabolitos secundarios.

El flavonoide presente en las hojas es 1a gensteina y el alcaloide la Iupinina o la
hidroxilupinina.

El extracto alcohélico obtenido por reflujo, el flavonoide y el alcaloide, a la
concentracidon de 200 mg/ml tiene actividad antimicrobiana frente a las gram
positivas (Staphylococcus aureus ATCC 5438, Bacillus cereus, Micrococus luteus

ATCC 9342) y gram negativas (Klebsiella pneumoniae). El alcaloide presenta
actividad contra Aspergilius niger.

[La actividad antimocrobiana del flavonoide a la concentracidén de 200 mg/ml frente

al Staphilococcus aureus es 0,24 mcg/ml equivalente a 0,404 Ul/ml de penicilina G
sédica. - |

[La concentraciéon minima inhibitoria del extracto alcohdlico obienido por reflujo
es de 40 mg/ml, para el tlavonoide y para el alcaloide es de 20 mg/ml.
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