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Resumen

El presente se realizd con el objetivo de evaluar la presencia y tipo de flavonoides y saponinas en extractos alcohdli-
cos de hojas de Desmodium molliculum HBK “manayupa” con el propdsito de contribuir a un mejor conocimiento de
la composicion quimica de esta planta. La especie fue colectada en el distrito de Bafios del Inca de la Ciudad de Ca-
jamarca, departamento de Cajamarca a 2776 msnm. La marcha fitoquimica confirmé la presencia de taninos, flavo-
noides, alcaloides y saponinas. El analisis cromatografico del extracto alcohdlico usando como patrones los isoflavo-
noides genisteina y daizeina y el flavonoide vitexina, reveld la probable presencia de estos flavonoides en el extracto
alcohdlico. El analisis espectroscopico UV permitié confirmar uno de los isoflavonoides como genisteina y otro proba-
blemente 5-O-metil-genisteina. Adicionalmente el analisis cromatografico usando como referencia extractos metandli-
cos de semillas desengrasadas de soya, mostré la presencia de trazas de soyasaponinas en el extracto alcohdlico.
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Abstract

The aim of this study was evaluate presence of flavonoids and saponins in alcoholic extracts of leaves of Desmodium
molliculum HBK " manayupa " These metabolites was valuated with the aim of contributing to a better understanding of the
chemical composition of this plant. The species was collected in the district of Bafios del Inca City of Cajamarca, depart-
ment of Cajamarca to 2776 meters. The phytochemical march revealed the presence of tannins, flavonoids, alkaloids and
saponins in the alcoholic extract. Chromatographic analysis of the alcoholic extract using isoflavones genistein and daizein
and vitexin flavonoid as reference standard revealed the probable presence of these isoflavonoids and the flavonoid in the
alcohdlic extract. UV spectroscopic analysis allowed us to confirm one of the isoflavone as genistein and 5-O-methylgenis-
tein in addition chromatographic analysis using methanol extracts of defatted soybeans showed the probable presence of
soyasaponins in the alcoholic extract.
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INTRODUCCION

La manayupa, (Desmodium molliculum (Kunth) DC.),
especie herbdcea perteneciente a la familia Fabaceae,
crece en la sierra del Perti entre 2000 — 2800 metros
de altitud, y que tradicionalmente se le emplea como
depurador de la sangre, hepatoprotector y en afecciones
renales y urinarias. Ademds, esta especie forma parte del
esquema de tratamiento desintoxicante en el programa

de Medicina Alternativa de ESSALUD.

La revisién bibliografica de fuentes nacionales, nos re-
vela varios trabajos de investigacién descriptivos de los
aspectos botdnicos", farmacolégicos®** y fitoquimicos®’
de esta planta. Los estudios de la composicién quimi-
ca de otras especies del género Desmodium revelan la
presencia de polifenoles®, flavonoides”® e isoflavonoides’
y de saponinas triterpenoides'®'"'? mientras que los es-
tudios farmacoldgicos demuestran la actividad biolégica
de estos metabolitos'>'.

El presente estudio se plante6 con el objetivo de comple-
mentar la informacién acerca de la composicién quimica
de las hojas de la especie Desmodium molliculum HBK,
enfocando la atencién en metabolitos como los flavonoi-
des y saponinas cuya presencia nos ayudaria a explicar las
propiedades benéficas que se le atribuyen a esta planta y
de esa manera justificar su uso. Con este fin se investiga
extractos alcohélicos de hojas desecadas de Manayupa los
cuales son fraccionados mediante extraccién en fase sélida
con la resina Diaion HP20 segin Soto M" y los eluatos se
evaluaron cromatograficamente con ayuda de patrones y
mediante espectrofotometria de barrido UV-visible.

MATERIAL Y METODOS

El estudio es de tipo descriptivo y el disefio es transversal.
Equipos, instrumentos y reactivos

Espectrofotémetro UV-visible de barrido con arreglo
de diodos, evaporador rotatorio, ldmpara de luz UV
365nm, cromatoplacas de aluminio de silicagel G F254,
estandares de daizeina y genisteina y vitexina, resina de
extraccién en fase sélida de fase reversa Diaion HP-20,
solventes grado analitico.

Recoleccion de la planta

La especie Desmodium molliculum “manayupa” fue co-
lectada en el mes de abril del 2013 en el distrito de Ba-
fios del Inca en la ciudad de Cajamarca a 2776 metros
de altitud. El material fue clasificado en el Museo de
Historia Natural de la UNMSM.

Preparacién del extracto alcohélico

Se obtuvo por maceracién de 100g de polvo seco de
hojas de D. molliculum, en un litro de etanol de 96°
durante ocho dias con agitacién periédica. El extracto
obtenido se filtré y luego se concentré en un evaporador
rotatorio y finalmente se secé a 40°C.

Pruebas fitoquimicas preliminares

La marcha fitoquimica se realizé segtin Lock de Ugdz'® .
Pequenas porciones de extracto seco se sometieron a los

siguientes ensayos : prueba de tricloruro férrico, prueba
de Shinoda, prueba de Dragendorff , prueba de la gelati-
na, prueba de la espuma, prueba de Lieberman-Burchard.

Estudio cromatogrifico

Para realizar el andlisis cromatografico, el extracto alco-
hoélico seco suspendido en agua se fraccioné con éter de
petrdleo, acetato de etilo y finalmente con n-butanol. Los
extractos fueron concentrados en evaporador rotatorio
rindiendo el extracto acetato de etilo (AcOEx) y el extrac-
to n-butanol (n-BuOH) a los cuales se aplicé el andlisis
cromatografico en capa fina. Adicionalmente, con otra
porcién de extracto alcohdlico seco se realizé una extrac-
cién en fase sélida con la resina Diaién HP-20", eluyen-
do con gradiente de metanol/agua. El anilisis cromato-

grafico se realiz6 al eluato MeOH:H,O (80:20).

Para el andlisis cromatografico se usaron cromatoplacas
de aluminio de Silicagel G F,,, de 20 x 20 cm para la vi-
sualizacién y seguimiento de las distintas cromatografias
se us6 luz UV a 365 nm y como reveladores vapores de
amoniaco, reactivo de Neu (difenilborinato)'’, reactivo
de Lieberman y H,SO, etandlico al 20% y como patro-
nes de isoflavonoides daizeina y genisteina, el flavonoide
vitexina y para las soyasaponinas se usé un extracto me-
tandlico de semillas de soya desengrasada.

Anilisis cualitativo de flavonoides

Se utilizé6 como fase mévil el sistema Acetato de etilo:4a-
cido férmico:dcido acético:agua

(100:11:11:26)” y cloroformo: acetato de etilo (1:1)
Andlisis cualitativo de saponinas

Se utilizé6 como fase mévil cloroformo:metanol:agua

(65:25:4)1819
Otra, butanol:etanol:amoniaco 15N (7:2:5)'%1°

Anilisis de flavonoides por espectrofotometria

UV-visible

Se procedié a correr placas cromatogréficas de 20 x 20
cm de silicagel G, en la que se sembré en banda el eluato
metanol:H,O (80:20) de la extraccién en fase sélida de
la fraccién butandélica del extracto alcohdlico de hojas de
D. molliculum. El raspado de la banda que corresponde-
rfa a isoflavonoides de la cromatografia en capa fina del
extracto alcohdlico, se eluyé con metanol grado HPLC,
luego se investigd realizando los espectros de barrido en
un espectrofotémetro UV de barrido con arreglo de dio-
dos, usando como reactivos de desplazamiento AICL, y
metéxido de sodio segiin Mabry TJ* . El andlisis de los
flavonoides se basé en la comparacién de los espectros
de la muestra y de los picos principales con los valores

reportados por Mabry T] .
RESULTADOS

Marcha Fitoquimica

En el extracto etandlico de hojas de D. molliculum se
encontré metabolitos secundarios tal como se muestra

en la Tabla 1
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Tabla 1. Marcha fitoquimica de extracto etanélico de hojas de D.

molliculum

Reactivos Resultados Presencia
Tricloruro férrico ++ polifenoles
Shinoda ++ flavonoides
Draguendorff + alcaloides
Gelatina ++ taninos

Espuma ++ saponinas
Lieberman-Bouchard ++ saponinas

(-) no se evidencia presencia, (+) presencia de trazas, (++) presencia moderada,
(+++) presencia abundante

Andlisis cromatogrifico

Se hallé flavonoides e isoflavonoides en el extracto etané-
lico de hojas de D. molliculum tal como se muestra en la
Figura 1. Por los colores observados®' y los valores Rf se
puede deducir la probable presencia de los isoflavonoides
daizeina y genisteina y la flavona vitexina (Tabla 2).

Fase mdvil Acetato de etilo:dcido férmico:4cido acético:a-
gua (100:11:11:26) reveladores luz UV 366nm, luz UV

Metabolitos secundarios de Manayupa (Desmodium molliculum)

+ vapores de NH, , reactivo de Neu (difenilborinato eta-
nolamina al 1% metandélico + PEG) y luz UV 366 nm

Por comparacién de color y posicién de las manchas ori-
ginadas en el cromatograma de extractos de D. mollicu-
lum con extractos de semillas de G. max y al revelar con
reactivo de Lieberman- Bouchard y H,SO, se comprobé
la presencia de soyasaponinas tal como se muestran en
los cromatogramas de la Figura 2.

Espectrofotometria UV

El anilisis de dos fracciones de la cromatografia en capa
fina preparativa mediante el espectrofotémetro UV
de barrido nos muestra la presencia de dos isoflavonas
4’,5,7-trihidroxi-isoflavona (genisteina) y la 5-O-metil-
genisteina (Tabla 3).

DISCUSION

Los resultados de la marcha fitoquimica permiten con-
firmar que el extracto alcohélico de hojas de D. molli-
culum posee flavonoides y saponinas entre otros, lo que
concuerda con investigaciones hechas anteriormente en
las partes aéreas de esta planta®* . El andlisis cromatogra-

Figura 1. Identificacion de flavonoides: Foto A carril 3 y 7 extracto alcohdlico de hojas de D. molliculum, carril 5 vitexina estandar. Foto
B donde (1) y (2) son fraccién n-BuOH del extracto metandlico de harina de soya, (3) es extracto etandlico de hojas de D. molliculum. Fase
movil CHCI,:MeOH (10:1) Foto C Carril de 1-6 extracto alcohdlico de D. molliculum, (D= daizeina), (G= genisteina) estandar. En ambas
placas la fase movil fue acetato de etilo:acido férmico:acido acético:agua (100:11:11:26) (placas en A, y C reveladas con reactivo de Neu
+ PEG (polietilenglicol) y bajo luz UV 366 nm). Foto B, carril 1 y 2 extracto metandlico de semillas de G. max (soya), carril 3 extracto
alcohdlico de hojas de D. molliculum fraccién acetato de etilo. La fase mévil usada en placa B fue: cloroformo:metanol (10:1), revelador
luz UV 366 nm.

Tabla 2. Deteccion de flavonoides por CCF?!

UV 366nm UV 366nm + NH, Rvo Neu + UV 366nm Posible
Extracto i
Rf color Rf Color Rf color flavonoide

Alcoholico 0,98 blanco 0,98 blanco 0,98 celeste isoflavonoide
fraccion AcOEt 0,95 blanco 0,95 blanco 0,95 celeste verde isoflavonoide
Alcohdlico 0,95 blanco 0,98 blanco 0,98 Celeste isoflavonoide
Fraccion n-BuOH 0,75 violeta 0,75 Azul 0,75 verde flavona

0,98 blanco 0,98 blanco 0,98 Celeste isoflavonoide
Soya fraccion n-BuOH

0,95 blanco 0,95 blanco 0,95 celeste isoflavonoide
Daizeina 0,98 blanco 0,98 blanco 0,98 celeste isoflavonoide
Genisteina 0,95 blanco 0,95 blanco 0,95 celeste verde isoflavonoide
Vitexina 0,75 azul 0,75 violeta 0,75 verde flavona
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fico en capa fina nos muestra la presencia de flavonoides
y también de isoflavonoides, lo cual concuerda con los
andlisis cromatograficos realizados en otras especies del
género Desmodium”', esto fue corroborado por com-
paracién con patrones de los isoflavonoides daizeina y
genisteina y del flavonoide vitexina, mostrando valores
R, similares segun tabla 2, también se observé un com-
portamiento similar frente a la luz UV y al revelador di-
fenilborinato + polietilenglicol. La eleccién de estos pa-
g
trones se hizo tomando en cuenta investigaciones de la
bibliografia internacional realizadas sobre otras especies
g
del género Desmodium”®?! y otras especies de la fami-
g y
lia Fabaceae a la que pertenecen el género Desmodium
q g y
Glycine max (Soya), en ésta tltima especie se ha reporta-
do que los flavonoides que contiene son exclusivamente
q q
isoflavonoides®. El anilisis por espectrofotometria UV
del eluato correspondiente a isoflavonas de la cromato-
graﬂ'a preparativa nos muestra picos que por compara-
cién con las tablas de Mabry T?° corresponden a los del
isoflavonoide 4’,5,7-trihidroxiisoflavona (genisteina).
Adicionalmente se logré identificar la presencia de sa-
g

T
e
B
g “
o

poninas las que al parecer podrian ser de tipo soyasa-
poninas que ya han sido reportadas en especies como
D. ascendens”, D. canadense'®, D. styracifolium™ de la
familia Fabaceae, esto se deduce a partir de la evaluacién
del cromatograma cuando se compara con extractos de
semillas de Glycine max (soya), que es la especie donde
inicialmente se caracterizé este tipo de saponinas'®" y
que también pertenece a la familia Fabaceae.

CONCLUSIONES

El andlisis cromatografico y la espectroscopia de barri-
do UV-visible indican la presencia del isoflavonoide
4,5,7-trihidroxiisoflavona (genisteina) y de la 5-O-me-
til-genisteina en el extracto etandlico de hojas de D. mo-
Uiculum .

El estudio fitoquimico y el andlisis cromatogréifico
muestran la presencia de saponinas triterpenoides del
tipo soyasaponinas en el extracto etanélico de hojas de
D. molliculum .

Figura 2. Investigacion de saponinas, de la fracciéon n-butanol de extracto etandlico de hojas D. molliculum vs fraccion
n-butanol del extracto metandlico de semillas G. max. Foto A. carril 1, extracto D. molliculum, carril 2 y 3 extracto alcohdlico
de G. max. fase mévil = butanol: etanol:amoniaco 15N (7:2:5). Foto B. carril 1, extracto D. molliculum, carril 2, extracto de G. max.
fase mévil = cloroformo:metanol:agua (65:25:4) (1 corrida) Foto C. carril 1, extracto D. molliculum, carril 3, extracto de G. max.
fase movil = cloroformo:metanol:agua (65:25:4) (5 corridas), revelado con reactivo Lieberman-Bouchard y acido sulfarico al 20%

en etanol y calor 105°C .

Tabla 3. Longitudes de onda méaximas de compuesto aislado de fraccion isoflavona de la cromatografia preparativa de extracto alcohélico de D.

molliculum.

Fracciones de la cromatografia preparativa Desplazamientos (en nm)

Genisteina
(seguin Mabry T) (en nm)

5-0O-metil-genisteina
(segun Mabry T) (en nm)

AMeOr 259 | 328
AMeOH+MeONa 274 s 326
AMeoH+AICl 972 305, 370

Fraccion isoflavona (Rf = 0,66)

AMeOH 255

Fraccion isoflavona (Rf = 0,96) AMeOH + MeONa 265,95

AMeOH 261 | 328 sh
AMeOH +MeONa 276 327 sh
AMeOH+AC 27D 307 sh

)\MEOH 256
)\MeOH +MeONa 266

AMeOHen metanol
AMeOH +MeONa gn metanol con metdxido de sodio
AMeCH*AICl “en metanol con AICI,
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