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RESUMEN

El charan (Caesalpinia paipai Ruiz & Pavon) es una especie vegetal de porte arbustivo o
arboreo perteneciente a la familia de las Fabaceas, procedente de los bosques secos de la costa
norte del Per(. La presente investigacion tiene como objetivo la evaluacion quimica del fruto
de Caesalpinia paipai “charan”, estos frutos de tipo legumbre fueron recolectados en Abril del
2015, provenientes del distrito de Motupe, provincia de Lambayeque. Los frutos fueron
separados en capas (epicarpio y mesocarpio mas endocarpio), para identificar sus metabolitos y
conocer su potencial aprovechamiento. El tamizaje fitoquimico pudo comprobar la existencia
evidente de metabolitos primarios y secundarios como: azucares reductores, fenoles,
flavonoides, cumarinas, nlcleos esteroidales y triterpénicos y saponinas. Ademas se detect6 en
la evaluacion fitoquimica una mayor presencia de ndcleos triterpénicos y esteroidales para el
epicarpio; y una mayor existencia de cumarinas y flavonoides para el mesocarpio. Los
resultados mostraron que el contenido de humedad promedio entre los frutos de cada arbol fue
de 10,83 por ciento y los porcentajes de cenizas fueron de 2,9 por ciento y 3,47 por ciento para
el epicarpio y mesocarpio respectivamente. Los ensayos que se realizaron en los extractos de
epicarpio y mesocarpio del fruto fueron tres: solubilidad, sélidos solubles totales y sélidos
totales. En la primera prueba para los extractos de epicarpio y mesocarpio se obtuvo una mayor
extraccion de compuestos solubles con etanol de 50°. En la segunda prueba para los extractos
de epicarpio y mesocarpio se obtuvieron los mayores valores en °Brix para el etanol a 70°, con
porcentajes de sélidos solubles totales de 21,97 por ciento y 23,65 por ciento respectivamente.
En la tercera prueba para los extractos de epicarpio y mesocarpio los sélidos totales contenidos
en los extractos fueron mayores para el etanol a 50°, con porcentajes de 23.87 por ciento y
35.29 por ciento respectivamente. Estos frutos tienen un potencial uso farmacol6gico por la
accion antiinflamatoria, antioxidante, antidiarreica, antiséptica, antibacteriana y astringente que

producen los metabolitos.

Palabras clave: Fitoquimica, Metabolitos, Extractos, Maceracién, Caesalpinia
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.  INTRODUCCION

Rasal et al. (2011) sefiala que el bosque seco estd considerado como una zona de
importancia bioldgica por ser un ecosistema singular, muy amenazado y poco conocido, con
la presencia de especies endémicas y un importante grado de diversidad local y regional, en
una superficie relativamente reducida. La FAO (2004), menciona que a diferencia de los
bosques tropicales de interés maderable, los bosques secos generan una oferta
principalmente de recursos no maderables, obtenidos de hojas, flores y frutos, por lo que es
necesario el manejo de las copas de los arboles para el desarrollo de las actividades

productivas.

Zoroguastua et al. (2011), manifiesta que los bosques secos constituyen una parte
importante de la superficie forestal del Pert, presentando su mayor extension en la region
norte del pais. Entre las principales especies que se encuentran en el bosque seco del norte
esta el “charan” (Caesalpinia paipai Ruiz & Pavon). El chardn es considerado de porte
arbéreo o arbustivo, caducifolio, de fuste irregular, presenta un fruto de tipo legumbre
(vaina) de color negro — verduzco, de forma aplanada (Macbride 1943; Zevallos 1986). Su
madera se usa para carbén, lefia, vigas y columnas. Las hojas, flores y frutos sirven como
forraje del ganado vacuno y caprino. Medicinalmente los frutos molidos han sido utilizados
para cicatrizar heridas, la semilla y corteza para curar las caries y en coccion para problemas
de amigdalitis (Estrella et al. 2007; Noboa 2010; Romero et al. 2016). Las legumbres secas
son usadas en curtiembre y para obtener tintes que proporcionan un colorante negro
(Macbride 1943; Fernandez et al. 2007; Noboa 2010).

Por otro lado, las células de las plantas producen metabolitos secundarios importantes
resultado de la interaccion de la planta con el medio ambiente (proteccion frente a
depredadores, patdgenos y estrés ambiental) o con factores relacionados a la funcion
reproductiva de la planta (atraccion de insectos para la promocion de la polinizacion)
(Jaramillo 2014). Para el estudio de los metabolitos extraidos de las plantas se aplica la
fitoquimica, rama de la quimica que ensefia como aislar e identificar los principios activos

de numerosos vegetales con importante actividad biolégica (Espinal 2009).



La presente investigacion tuvo como finalidad evaluar mediante la marcha fitoquimica la
presencia de metabolitos primarios y secundarios en el epicarpio y el mesocarpio del fruto
de charéan, con el fin de conocer la presencia de los compuestos quimicos y conocer su
potencial de aprovechamiento. De esta manera se busca contribuir con la informacién

existente sobre el chardn y su importancia dentro de los bosques secos del Perd.



Il. REVISION DE LITERATURA
1.  CLASIFICACION TAXONOMICA:
Segun Groom (2012):
Reino: Vegetal
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Leguminosae o Fabaceae
Género: Caesalpinia
Nombre Cientifico: Caesalpinia paipai Ruiz & Pavén
Nombre Comtin: “Charan”
Sinénimos: Caesalpinia corymbosa Bentham
Caesalpinia glabrata H.B.K.

Libidibia corymbosa (Bentham) Britton & Killip

2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA:

En Sudamérica se distribuye en paises como Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru y Bolivia
(Grandtner et al. 2014). En Peru se le puede encontrar en los departamentos de Amazonas,
Ancash, Cajamarca, Lambayeque, Lima, La Libertad, Loreto, Piura y Tumbes (Macbride
1943; Noboa 2010). Es una especie perteneciente a los bosques secos. El habitat en el que

se encuentra es en las montafas bajas y medias, con altitudes entre 0 a 500 msnm. Es una



especie pionera, que se desarrolla mejor y més rapidamente en zonas aridas y en otras
tropicales (Estrella al. 2007; Noboa 2010; Romero et al. 2016).

3. DESCRIPCION BOTANICA:
Segun Zevallos (1986):

ARBOL: o arbusto caducifolia, de fuste irregular, conspicuamente nudosa, 2.5 a 5.5 m de

altura 'y 15 — 25 cm de diametro, copa aparasolada. (Figura 1).

HOJAS: bipinnadas y alternas, con estipulas; pinnas cortas de 3 a 8 pares por hoja; pinnas 4
a 10 pares de foliolos; foliolos oblongos elipticos; apice obtuso, entero; alrededor 8 mm

longitud por 3 —4 mm de ancho; ramitas terminales ligeramente pubescentes.

INFLORESCENCIA: en corimbo; flores amarillo encendido, bisexuales, ligeramente
irregular de 10 a 15 mm de longitud; sépalos, soldados en la base, 5 l6bulos; pétalos libres;
amarillos, espatuladas — semi-oblingas, base irregular, consistencia coriacea con vellosidad
en la base del envés mayormente, 6 — 8 mm de longitud, conspicuos; 9 estambres
perigineos, base ancha, antera digitada, dorsifija, dehiscencia longitudinal, filamento con
pelos oscuros denso la base; ovario supero, | carpelar, | locular, placentacion parietal, 2 -3 0

mas 6vulos.

FRUTO: es una vaina negro — verduzco aplanadas, asperas, 3 — 7,5 cm de longitud, por 3 —
4 mm grosor, glabro. Fernandez et al. (2007), indica que el fruto es una vaina indehiscente,
recta, curvada, aguda, comprimida, gruesa o algo irregular, oscura, lisa y opaca; pericarpio
con tejido esponjoso y macizo (Figura 2).

SEMILLAS: son de color verde oscuro con endosperma duro.



Figura 1: Arbol de charan (Caesalpinia paipai Ruiz & Pavon)

FUENTE: Elaboracion propia

Apice

Peciolo

Figura 2: Imagen del fruto de “charan”, vistas longitudinal y transversal
(Epicarpio: negro — verdusco; Mesocarpio y endocarpio: amarillo — crema)

FUENTE: Gunn (1991); Elaboracion propia.

4. USOS PRINCIPALES:
Su madera se usa para carbon, lefia, vigas y columnas. Las hojas, flores y frutos sirven como
forraje del ganado vacuno y caprino. Medicinalmente los frutos molidos han sido utilizados

para cicatrizar heridas, la semilla y corteza para curar las caries y en coccion para problemas



de amigdalitis (Estrella et al. 2007; Noboa 2010; Romero et al. 2016). Las legumbres secas
son usadas en curtiembre y proporcionan un colorante negro a los tejidos (Macbride 1943;
Fernandez et al. 2007; Noboa 2010).

5. PROCESO DE EXTRACCION
Segun Guerra (2005), mediante la extraccion se separan sustancias por disolucion de cada
componente; sirviéndose de uno o varios disolventes, donde siempre se obtienen dos

componentes: la solucion extraida en su disolvente (extracto) y el residuo.

La muestra vegetal entera o dividida en fragmentos gruesos seria incompleta, debido a la
pobre penetracion del disolvente en el tejido vegetal, esta seria muy lenta debido a que las
membranas celulares actGan como barreras que dificultan el proceso de extraccion. La
molienda tiene como objetivo la disminucion del tamafio de las particulas de la muestra
vegetal, favoreciendo a la disolucién de los constituyentes celulares en el liquido disolvente.
(Sharapin et al. 2000; Guerra 2005).

Dentro de las operaciones de extraccion se encuentra el sistema de extraccion sélido —
liquido, que consiste en una operacion béasica cuya finalidad es la separacion de uno o mas
componentes contenidos en una fase solida, mediante la utilizacion de una fase liquida o
disolvente. EI componente o los componentes que se transfieren de la fase solida a la liquida
reciben el nombre de soluto, mientras que el sélido insoluble se denomina inerte. Algunos
ejemplos de esta operacion se dan en la maceracion del proceso de extraccidn de sacarosa de
la cafia de azlcar o la extraccion de aceites esenciales de citricos, entre otros (Zapata 2014).

Dependiente de la finalidad deseada, el solvente utilizado extrae, selectivamente o0 no, cierta
clase de compuestos. Entre los solventes mas utilizados estan los alcoholes alifaticos de
hasta 3 carbonos (metanol y etanol) o mezclas de éstos con el agua. Estos solventes logran
extraer la gran mayoria de las sustancias naturales de interés como los alcaloides, los
flavonoides, los glicdsidos cardiotonicos y los terpenos. El etanol y sus mezclas con agua
son los solventes por excelencia para la obtencion de extractos y tinturas (Jaramillo 2014).
Los procesos que dan como resultado un equilibrio de la concentracion entre el soluto v el

residuo son la maceracion y la maceracion dindmica (Estrada 2011).



51. MACERACION

Guerra (2005), sefiala que el principio de maceracién consiste en que la muestra vegetal, con
un grado de finura prescrito, se pone en contacto duradero con el solvente, se deben realizar
agitaciones frecuentes a lo largo de varios dias, tratando de influenciar el gradiente de
concentracion. Al principio de la extraccion esta gradiente estd en el punto maximo, con el
correr de los dias, a pesar de la agitacion, éste disminuye. Se separa el extracto del residuo
por medio de un colado. EIl tiempo de maceracion en esta extraccion se acorta muchisimo
debido al tipo de movimiento de agitacion que se utiliza, asi como trabajar a temperaturas
hasta de 20 °C. El procedimiento estd recomendado por diferentes farmacopeas para la
preparacion de tinturas (preparados liquidos obtenidos por extraccion del material vegetal o
por disolucion de extractos secos, los liquidos de extraccion son mezclas de etanol-agua con
un contenido en etanol menor al 62 por ciento en volumen). Las tinturas son preparaciones
en donde el proceso de extraccion de principios activos se ha llevado a cabo mediante una
maceracion, pero no con agua, sino con alcohol-agua, con un grado alcohélico determinado,
dependiendo de los principios activos de cada planta y durante un tiempo, en funcién de la

parte de la planta utilizada (hojas, flores, etc.).

6. SOLIDOS TOTALES

La determinacién de la variacion de la masa, debido a la pérdida o eliminacién de sustancias
volatiles por accion del calor, mediante un proceso de evaporacién de la porcion de ensayo y
secado del residuo en estufa, hasta masa constante, se le asigna como solidos totales (Paca
2013), los sdlidos totales sirven para conocer las propiedades fisico-quimicas que poseen los
extractos (Guerra 2005).

1. SOLIDOS SOLUBLES TOTALES

Los solidos solubles estdn compuestos por los azucares, acidos, sales y demas compuestos
solubles en agua presentes en los jugos de las células de una fruta (Espinoza et al. 2007). El
contenido de sélidos solubles es un buen estimador del contenido azucar en los jugos de
frutas, ya que ésta representa mas del 90 por ciento de la materia soluble en la mayoria de
ellos. Frecuentemente se consideran los grados Brix como equivalentes de los sélidos
solubles totales (Martinez 2011).



8. CONTENIDO DE CENIZAS

Las cenizas representan el contenido en sales minerales o materia inorganica de la muestra.
Las cenizas dan una idea del contenido mineral de la planta, que suele ser alrededor del 5
por ciento. Su determinacion es importante porque la materia mineral puede ser responsable

de alguna accion farmacoldgica (Moyano 2013).

Los resultados que se obtienen por incineracion son indicativos de la calidad de la muestra
con que se trabaja y constituye una base para juzgar la identidad y pureza de la muestra, asi
como del contenido de sales inorgénicas presentes (Vicet 2009).

Q. METABOLITOS PRIMARIOS
Los metabolitos primarios se consideran esenciales y son moléculas nutricionales o
estructurales; dentro de este grupo se encuentran los azlcares (carbohidratos), los lipidos y

las proteinas (Paca 2013).

9.1. AZUCARES

Los azUcares reductores son aquellos que poseen un grupo carbonilo (grupo funcional) y
que a través de este pueden reaccionar con otras moléculas; los aztcares no reductores al
contrario no poseen su grupo carbonilo libre, entre estos tenemos a la sacarosa y trehalosa
(Moreano 2015).

Los azticares se clasifican en “osas” azucares simples y “6sidos” en la que el grupo reductor
se encuentra combinado, formando hol6sidos y heterdsidos. Los azlcares simples (0sas) son
las pentosas y las hexosas, abundan en las frutas y son responsables de su sabor dulce. A
partir de estas moléculas se forman otras mas complejas por ramificacién. Los hol6sidos
son sustancias compuestas enteramente por azlcares, también existen en cadenas largas de
mas de diez azucares simples (polisacaridos), como gomas, mucilagos y pectinas, presentes
en las plantas. Los heterdsidos se obtienen por la combinacion de un azlcar reductor
(glicon) y una molécula no azucarada (genina) con la formacion de una union glicosidica,
estas son las sustancias mas importantes entre las farmacoldgicamente activas de origen

vegetal (Lopez-Casamayor 2007).

Los azucares reductores son susceptibles de ser oxidados por agentes oxidantes suaves, tales
como el reactivo de Tollens (Ag+ en NH3 acuoso), el reactivo de Fehling (Cu 2+ en tartrato

de sodio acuoso) o el reactivo de Benedict (Cu 2+ en citrato de sodio acuoso) (Jeréz 2008).



Segln Martinez (2011), cuando un azlcar reductor se calienta en condiciones basicas se
degrada, luego el grupo carbonilo se oxida y se reducen los iones cupricos del reactivo de
Fehling para formar dxido cuproso de color rojo.

La cantidad de azucares en el fruto depende principalmente de la variedad, del rendimiento
asimilatorio de las hojas, de la relacion hoja/fruto, de las condiciones climaticas durante el

desarrollo del fruto, del estado de desarrollo y de la madurez (Pinzon et al. 2007).

9.2.  LIPIDOS

Los lipidos son ésteres entre un acido graso de cadena larga y un alcohol (Lopez-Casamayor
2007). El glicerol es un alcohol con tres atomos de carbono, cada uno lleva un grupo
hidroxilo. Un &cido graso tiene un esqueleto largo de carbono, generalmente de 16 o 18
atomos de carbono. En un extremo del acido graso hay un grupo carboxilo y unido a €l hay
una larga cadena hidrocarbonada. Los enlaces C-H en las cadenas hidrocarbonadas de los
acidos grasos son la razén por la cual las grasas son hidréfobas. Las grasas se separan del
agua porque las moléculas de agua establecen enlaces de hidrdgeno entre si y excluyen a las
grasas (Herrera 2013).

Algunos lipidos, como las grasas, se utilizan para el almacenamiento de energia, pero la
mayoria se utiliza para formar las membranas celulares. Hay mas de un centenar de
diferentes tipos de &cidos grasos, aunque la mas comun en las plantas son &cido oleico y
acido palmitico. La cadena hidrocarbonada puede ser saturada, como en el acido palmitico,
0 insaturado, como en el 4cido oleico. Los &cidos grasos difieren entre si principalmente en

la longitud de la cadena y los lugares de enlaces multiples (Jaramillo 2014).

Las grasas que se acumulan en las semillas desempefian una funcion esencial en la
germinacion, mientras que las que se localizan en el pericarpio de los frutos, se pierde

cuando este madura (Lépez-Casamayor 2007).

9.3. PROTEINAS

Las proteinas son una de las clases de biomacromoléculas, junto a los polisacaridos, que
forman parte de los componentes principales de los seres vivos y de las plantas (Jaramillo
2014). Las proteinas son cadenas largas de aminoacidos unidas entre si por un enlace amida,
tambien Ilamado enlace peptidico, entre el grupo carboxilo de un aminoécido y el grupo
amino de otro. Estas cadenas se denominan polipéptidos y suelen contener entre 50 y 300



unidades de aminoacidos. Las proteinas se encuentran presentes en las partes que son

responsables del crecimiento y la reproduccion de las plantas (Ege 2000).

La prueba de Millon es especifica para la tirosina, el Unico aminoacido que contiene un
grupo fendlico. Un grupo hidroxilo unido a un anillo de benceno. En la prueba de Millon
primero se logra la nitracion del anillo fendlico de la tirosina en la solucion de ensayo.
Luego, la tirosina nitrada forma complejos con los iones de Mercurio (I) y Mercurio (1) del
reactivo para formar un precipitado rojo o una solucion roja, ambos resultados positivos. Por
lo tanto, las proteinas que contienen tirosina como aminoacido daran un resultado positivo.
Sin embargo, algunas proteinas que contienen tirosina inicialmente residen en un
precipitado blanco que se vuelve rosado o rojo cuando se calienta, mientras que otros
forman una solucidn roja inmediatamente. Ambos resultados se consideran positivos (Millo
et al. 1995).

10. METABOLITOS SECUNDARIOS

Se describen como “compuestos quimicos de estructura relativamente compleja; de
distribucion mas restringida y caracteristica de cada planta”. No son indispensables para el
funcionamiento celular de las plantas, se sintetizan en pequefias cantidades y su produccion
esta restringida a un determinado género de plantas, a una familia o incluso pueden
presentarse en especies afines. Generalmente los metabolitos secundarios son los
responsables de la accién terapéutica de las mismas (Lock 1994; Paca 2013). Sepulveda et
al. (2003), sefiala que los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular
gue tienen una gran importancia ecoldgica porque participan en los procesos de adaptacion
de las plantas a su ambiente, asi como en la atraccion de insectos polinizadores y dispersores
de las semillas y frutos. Ademas, las plantas mantienen una sintesis activa de metabolitos
secundarios, que se induce cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas tales
como: a) el consumo por herbivoros (artropodos y vertebrados), b) el ataque por
microorganismos: virus, bacterias y hongos, c) la competencia por el espacio de suelo, la luz
y los nutrientes entre las diferentes especies de plantas y d) la exposicion a la luz solar u

otros tipos de estrés abiotico.

Algunos de estos metabolitos, con reconocida accion terapéutica son: alcaloides, terpenos,
saponinas, quinonas, compuestos fendlicos, etc. (Paca 2013). La biosintesis de alcaloides

(sintetizados a partir de aminoacidos) se genera a partir de la ruta de sintesis del acido
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shikimico. Mientras que los compuestos fendlicos (derivados de los fenilpropanoides)
producen lignanos, cumarinas, taninos y flavonoides mediante la via del acido shikimico o
la via malonato/acetato (Leyva et al. 2011). Por dltimo los terpenoides se sintetizan por la

via del acido mevaldnico (Lopez-Casamayor 2007) (Figura 3).
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Figura 3: Elementos del metabolismo del carbono en relacion con las rutas de
sintesis de metabolitos

FUENTE: Avalos et al. (2009)

10.1. ALCALOIDES

Aunque su definicidn no es precisa, los alcaloides son substancias basicas que contienen uno
0 mas atomos de nitrogeno como parte de un sistema ciclico, que manifiesta significante
actividad farmacoldgica y han sido biosintetizados de aminoacidos como precursores (Lock
1994). Precursores tales como triptéfano, tirosina, fenilalanina, lisina, arginina y ornitina,

solos 0 combinados con terpenoides (Sepulveda et al. 2003).

Los alcaloides abundan en los tejidos de intensa actividad celular, hojas, raices, semillas,
pero hay variaciones en cuanto a su concentracion en la naturaleza, de acuerdo a factores
como madurez, suelo, método de cultivo, variaciones estacionales, etc. Las especies de una

familia generalmente producen alcaloides estructuralmente similares, por ello el
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conocimiento botanico de la planta es de utilidad para predecir los posibles tipos presentes
(Marcano y Hasegawa 2002). La funcion de los alcaloides en las plantas aun no es muy
conocida, como ocurre con la mayoria de los productos naturales, aunque se reporta que
algunos intervienen como reguladores del crecimiento, 0 como repelente o atractores de
insectos (Lock 1994).

Existen reactivos que detectan alcaloides en general, otros que detectan grupos de alcaloides
con una estructura determinada comun y otros que son especificos para un alcaloide
concreto. Las reacciones para la deteccion se pueden clasificar en reacciones de
precipitacion, de cristalizacion y coloracion. La deteccion de los alcaloides mediante las
reacciones de precipitacion como en la reaccion de Mayer puede dar falsos positivos y
falsos negativos, por lo que conviene realizar varias reacciones de deteccidn para confirmar

los resultados (Lopez-Casamayor 2007).

En el ensayo de Wagner y Mayer detectan alcaloides en general (Arango 2008). Con el
ensayo de Erdmann se puede identificar alcaloides especificos como codeina, morfina,
narceina, narcotina y tebaina (Paech et al. 1980). En el ensayo de Marquis podemos
identificar alcaloides como heroina, morfina, codeina (color violeta — purpura) y

anfetaminas y metanfetaminas (color naranja a pardo) (Servera 2001).

10.2. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenolicos son un grupo muy diverso de metabolitos secundarios que se
caracterizan por poseer uno o mas grupos hidroxilo (-OH), unidos a un anillo aromaético
(grupo fenol) (Figura 4). En los fenoles el oxigeno (-O) del grupo hidroxilo esta fuertemente
unido al anillo fenilo, mientras que el enlace relativamente débil entre el oxigeno (-O) y el
hidrégeno (-H) permite la disociacion de un proton (H+) que puede ser liberado al medio,

originando un ion fenolato cargado negativamente (Ringuelet et al. 2013).
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Figura 4: Estructura bésica de los compuestos fenolicos

FUENTE: Ringuelet et al. (2013)

Los polifenoles son esenciales para el crecimiento y reproduccion de las plantas, actGan
como agentes protectores frente al ataque bacteriano y de hongos patdgenos, siendo
secretados como mecanismo de defensa a condiciones de estrés, tales como infecciones,
radiaciones UV, entre otros. Cumplen funciones odoriferas y forman pigmentos que atraen a
los agentes polinizadores. Juegan un rol vital como reguladores del metabolismo en la
sintesis de lignina y como inhibidores de la germinacion (Ringuelet et al. 2013). Se
presentan en las plantas en forma conjugada, pueden estar unidos a moléculas de azucar,
encontrandolos en la naturaleza mas comdnmente en forma de glicdsidos, son solubles en
agua y solventes organicos. Gran parte de ellas se almacenan en las vacuolas celulares
(Espinal 2009; Ringuelet et al. 2013).

Existen varias clases de compuestos fenoélicos que se han clasificado segun su estructura
basica, como: C6 (fenoles simples y benzoquinonas), C6-C1 (acidos fendlicos), C6-C2
(&cidos fenilacéticos y acetofenonas), C6-C3 (&cidos cinamicos, fenilpropenos, cumarinas,
isocumarinas y cromonas), C6-C4 (naftoquinonas), C6-C1-C6 (xantonas y benzofenonas),
C6-C2-C6 (estilbenos y antraquinonas), C6-C3-C6 (flavonoides, isoflavonoides y
chalconas), (C6-C3), (lignanos), (C6-C3-C6), (biflavonoides), (C6), (catecol melaninas),
(C6-C3), (ligninas), (C6-C1)n (taninos hidrolizables) y (C6-C3-C6), (taninos condensados)
(Harborne, citado por Teresinha 2008).

10.2.1. CUMARINAS
Las cumarinas son benzo — o — pironas, son compuestos ampliamente distribuidos en las
plantas, se encuentran en todas las partes de la planta como en la raiz, flores y frutos siendo

principalmente méas abundantes en estos ultimos (Torres 2014).

13



Las cumarinas se clasifican, segin la genina, en hidroxicumarinas, furanocumarinas y
piranocumarinas, pudiendo encontrarse en el vegetal en forma de heterésidos (Figura 5). Las
hidroxicumarinas son solubles en disolventes organicos (éter, cloroformo y alcoholes), las
furanocumarinas y piranocumarinas solo son solubles en disolventes organicos apolares
(éter etilico, cloroformo) y los heterdsidos son solubles en agua y mezclas hidroalcohdlicas.
Estas cumarinas presentan fluorescencia a la luz ultravioleta (azul, amarilla, verde, parpura),
lo cual permite su reconocimiento (Palacios 2013). Estos componentes se presentan a
menudo como mezclas, en forma libre 0 como glucésidos. Muchas de estas presentan un
amplio rango de actividad biologica, por ejemplo, se ha demostrado la accion anticoagulante
y antibacterial del dicumarol, la accion antibidtica de la novobiocina, entre otros; cabe
destacar también las aplicaciones de las cumarinas como saborizantes y en perfumeria (Lock
2001). Las cumarinas, furanocumarinas y estilbenos protegen a la planta frente al ataque
bacteriano y de hongos patdgenos, repelen herbivoros e inhiben la germinacion de las

semillas (Jaramillo 2014).

Las cumarinas se hallan ampliamente distribuidas en el reino vegetal, aunque son
especialmente frecuentes en Fabaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Asteraceae, Umbeliferae,

Apocinaceae, Compositae, Orquidaceae, Rutaceae y Labiatae (Palacios 2013).

A B
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Figura5: Estructura quimica de la cumarinay de la 7 — hidroxicumarina

FUENTE: Ringuelet et al. (2013)

La prueba de Baljet es una reaccion indirecta porque identifica el ndcleo esteroidal presente
de la genina de estos compuestos, el cual reacciona con el acido picrico y produce una

coloracion roja (Covarrubias 2009).

10.2.2. FLAVONOIDES
Los flavonoides son un grupo quimico muy diverso de compuestos fenolicos, de los cuales

se conocen mas de 6000 estructuras diferentes. El esqueleto comun a todos los integrantes
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del grupo consta de dos anillos de seis &tomos de carbono (designados con las letras A y B)
unidos mediante un puente de tres a&tomos de carbono que por lo comun forma un tercer
ciclo (anillo C) (Figura 6) (Ringuelet et al. 2013).

Los flavonoides pueden extraerse satisfactoriamente con disolventes en frio o en caliente,
tanto de muestras frescas como secas. Los disolventes de eleccidn para la extraccion son
generalmente combinaciones de agua con metanol, etanol o acetona (Vicet 2009). Estas
sustancias se encuentran con frecuencia en forma de agliconas y/o glicdsidos, las méas
comunes son las flavonas y flavonoles. La accion farmacoldgica de los flavonoides es
amplia por ejemplo: Inhibidores de enzimas, antioxidante, antiinflamatorias,
anticancerigena, antibacterial, antiviral, actividades contra la fragilidad capilar, dilatadores
de coronarias, espasmolitica, antihepatdxica y actividad estrogénica (Lock 1994; Santizo
2004). Los flavonoides participan en las interacciones planta — animal, por ejemplo, dandole
colores a las flores y frutos, los cuales normalmente funcionan para atraer a los
polinizadores y dispersadores de las semillas, suelen proporcionarlos antocianinas presentes

en las vacuolas celulares (Jaramillo 2014).

Son abundantes en las familias Polygonaceae, Rutaceae, Fabaceae, Umbelliferae y
Compositae (Ringuelet et al. 2013).

w
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Figura 6: Estructura general de los flavonoides

FUENTE: Ringuelet et al. (2013)

El ensayo de Shinoda permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto vegetal.
El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja,

carmelita o rojo; intenso en todos los casos (Paca 2013).
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10.2.3. TANINOS

Segtin Bruneton (2001), define a los taninos como “compuestos fenolicos hidrosolubles con
un peso molecular entre 500 y 3000”. Los taninos son so6lidos amorfos solubles en agua
(forman soluciones coloidales) y en disolventes organicos polares (acetona, alcohol,
glicerina), siendo insolubles en disolventes organicos apolares (éter etilico, cloroformo).
Estan constituidos por un amplio grupo de compuestos de origen vegetal, sin nitrdgeno,
capaces de precipitar las macromoléculas (proteinas, celulosa, gelatina), alcaloides y metales

pesados (Lopez-Casamayor 2007; Ringuelet et al. 2013).

Las aplicaciones de los taninos son limitadas y derivan de sus propiedades astringentes. Por
via interna ejercen un efecto antidiarreico y antiséptico, por via externa impermeabilizan las
capas mas externas de la piel (curten la piel) y mucosas, protegiendo asi las capas
subyacentes; a esto hay que afadir un efecto vasoconstrictor sobre los pequefios vasos
superficiales. Al precipitar las proteinas, los taninos originan un efecto antimicrobiano,
antifingico y antioxidante, ademas los taninos son hemostaticos y como precipitan los

alcaloides pueden servir de antidoto en caso de intoxicacion (Goycochea 2010).

La clasificacion méas acertada es la propuesta por Freudenberg en 1920 y que considera dos
grupos (Estrada 2011).

a) Taninos Hidrolizables

Los extractos tanicos hidrolizables o pirogalicos son aquellos que por hidrolisis en medio
acido y a ebullicion forman productos solubles en agua (Estrada 2011). Caracterizados por
presentar estructura de glicosidos, esteres de la glucosa (0 de compuestos semejantes) y de

acidos fendlicos: acido galico o &cido elagico (Figura 7) (Torres 2014).

Con sales de hierro dan coloracion negro-azulada. Estos taninos como su denominacion
indica se hidrolizan con facilidad tanto por acidos y alcalis como por via enzimatica (tanasa)
(Estrada 2011). Estos son encontrados en hojas, frutas, vainas y espinas de dicotiledoneas
lefiosas, aun no han sido identificados taninos hidrolizables en monocotiledoneas (Marcano

y Hasegawa 2002).
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Figura 7: Composicion de los taninos hidrolizables

FUENTE: Jativa (2011)
b) Taninos Condensados

Los taninos condensados (proantocianidinas) son polimeros de componentes fendlicos,
menos solubles en agua que los hidrolizables y se oxidan en medio &cido a ebullicion
formando unos polimeros insolubles de color rojo conocidos como “flobafenos”. Sus
moléculas son mas resistentes a la ruptura que los hidrolizables (no son hidrolizados por
acidos ni por la tanasa) y parecen ser intermediarios en su biosintesis las catequinas y los
flavan — 3, 4 — dioles, por tanto, estan relacionados con los flavonoides (L6pez-Casamayor
2007).

Derivan de una biosintesis mixta: la via del acido shikimico y la del acetato, en la que
produce los flavan-3,4-dioles que luego se polimerizan por condensacion en catequina y la
leucocianidina, quienes cumplen con el rol de especies precursoras (Figura 8) (Nufiez et al.
2015). En las plantas cumplen la funcién de repelente de herbivoros y protectores de la

madera (Jaramillo 2014).
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Figura 8: Estructura de un tanino condensable

FUENTE: Nufiez et al. (2015)

Con sales de hierro dan coloracion verde parduzco. Solo los taninos condensados dan

positiva la reaccién de Stiasny (Lopez-Casamayor 2007).

10.3. TERPENOIDES
Los terpenoides o isoprenoides son compuestos a menudo no saturados formados por
carbono, hidrégeno y oxigeno de estructura no aromatica, que se encuentran sobre todo en

los aceites esenciales y en las resinas (Lizcano et al. 2008).

Son metabolitos secundarios formados mediante de la ruta del &cido mevalénico (Figura 9).
En su estructura la cadena de carbono esta constituida por la union de dos moléculas 0 mas
de isopreno (CsHg), que es considerado como un hemiterpeno. Son muy numerosos y de
estructura diversa, se pueden encontrar en formas sencillas o estructuras mas complejas
(saponinas y aceites esenciales). Segun el numero de Cs, se pueden clasificar en:
hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cy), triterpenos

(Cao), tetraterpenos (C4o) Yy poliisoprenoides ((Cs) ) (Lopez-Casamayor 2007).
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Figura 9: Ruta del 4cido mevaldnico

FUENTE: Cuadrado (2004)

Son liposolubles o solubles en solventes organicos, aunque algunos se encuentran solubles
en el contenido celular por formar parte de glicésidos. Los terpenoides en los vegetales
fundamentalmente cumplen funciones de proteccion, pueden actuar como repelente de
insectos, microorganismos, herbivoros, etc. (Cuadrado 2004; Ringuelet et al. 2013). Ademas
en el ser humano los terpenoides cumplen diferentes usos como antioxidantes, protegiendo a
los lipidos, a la sangre y a otros fluidos corporales contra el ataque de radicales libres,

también previene la ocurrencia del cancer (Cuadrado 2004).

10.3.1. NUCLEOS TRITERPENICOS Y ESTEROIDALES
Los triterpenos estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal como glicdsidos, ésteres o
libres. Por definicion se consideran productos naturales que tienen un esqueleto de 30

atomos de carbono (CzoHas) (Rodriguez 2011).

Los triterpenos poseen una estructura policiclica, normalmente tetra o pentaciclica (Figura

10). Los triterpenos pentaciclicos en general son compuestos cristalinos. La distribucion de
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los triterpenos es relativamente amplia, generalmente se encuentra en érganos cerosos de

hojas y frutos, asi como en algunas resinas de los &rboles (Cuadrado 2004).

Figura10:  Triterpeno tetraciclico y pentaciclico

FUENTE: L6pez-Casamayor (2007)

Los esteroides derivan de los triterpenos tetraciclicos, son un grupo de compuestos ciclicos
cuya estructura  fundamental estd basada en el sistema anular  del
ciclopentanoperhidrofenantreno que biosintéticamente se origina del escualeno (Cuadrado
2004).

Los esteroides se encuentran distribuidos en los reinos animal y vegetal, en forma libre,
como ésteres 0 como glicésidos (Cuadrado 2004). Pueden ser clasificados como esterdles
(C27 o mas), saponinas esteroidales (o sus agliconas sapogeninas), glicosidos cardiacos,

esteroalcaloides y las llamadas hormonas esteroidales (Lock 1994).

Mediante la prueba de acido tricloroacético se desarrolla un cambio de color naranja, rojo,
rojo oscuro. Los triterpenos tetraciclicos y esteroides desarrollan color a 60°C, mientras que

los triterpenos pentaciclicos a 110°C (Lock 1994).

10.3.2. SAPONINAS

Las saponinas se originan por la ruta de la acetilCoenzima via acido mevalénico y escualeno
(Martinez 2001). Estructuralmente las saponinas o glucidos son compuestos organicos que
contienen uno o varios azucares. Se clasifican como esteroidales o triterpénicos,
dependiendo de la naturaleza de la aglicona. Las saponinas por hidrolisis acida o enzimatica
dan origen a una sustancia libre de los azlcares, formando asi la sapogenina (Figura 11). Las
saponinas al agitarse en agua producen abundante espuma. Debido a esta propiedad, a las

plantas que las contienen se les usa como jabon (Romo de Vivar 2006).
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Figura 11: Hidrolisis de las saponinas

FUENTE: Elias (1990)

Las saponinas se hallan ampliamente distribuidas en el reino vegetal, especialmente entre las
legumbres (Cuadrado 2004). Las saponinas esteroidales se encuentran especialmente en las
familias Discoraceae, Liliaceae y Amarilidaceae. También se encuentran en Solanaceae,
Simarubaceae y Esmilacaceae (Romo de Vivar 2006). Mientras que las saponinas
triterpénicas abundan en especialmente en familias Caryophyllaceae, Sapindaceae,

Polygalaceae y Sapotaceae (Machaca et al. 2007).

Las saponinas esteroidales tienen propiedades biolégicas similares a las triterpénicas, pero
son menos abundantes en la naturaleza (Romo de Vivar 2006). Las saponinas en un
principio se consideraron nocivas para la salud por su capacidad para producir la hemolisis
de los globulos rojos (eritrocitos) si se inyecta directamente en la sangre, sin embargo la
ingestion de las saponinas apenas tiene toxicidad, debido a que solo son absorbidas en
cantidades infimas por el intestino y actlan especialmente en la luz del tracto
gastrointestinal. Se les atribuye un efecto protector contra el cancer de estdmago e intestinos,
tienen un efecto inhibidor sobre ciertos microorganismos, reducen la colesterolemia y son
antiinflamatorias. Las saponinas esteroidales son utiles como materia prima para la

produccion de medicamentos (Cuadrado 2004).
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Al agitar una solucién acuosa de una muestra que sea 0 contenga saponinas, se forma una
espuma estable como la obtenida al agitar la solucién acuosa de un jabén. Puesto que
existen otras sustancias que pueden formar también espuma, se debe asumir este ensayo

como una prueba presuntiva de la presencia de saponinas esteroides (Palacios 2013).

Segun Tapia (2012), para el reactivo de Rosenthaler, es considerado positivo cuando se

forma una coloracion en gama de rosada a violeta o parda.

10.4. GRUPOS FUNCIONALES DE CADENA ABIERTA

Los alquenos, los alquinos y los arenos (compuestos aromaticos) contienen enlaces
maltiples carbono-carbono; los alquenos tienen un enlace doble; los alquinos tienen un
enlace triple y los arenos tienen enlaces sencillos y dobles alternados en un anillo de seis
atomos de carbono. Estos compuestos también tienen similitudes quimicas debido a sus
semejanzas estructurales (Mc Murry 2008). Una solucion diluida de KMnO4 (permanganato
de potasio), en medio alcalino o neutro en frio, reacciona con los dobles enlaces,
produciendo dialcoholes Ilamados glicoles, observandose un cambio a color café. Esta
prueba también reacciona con alquinos, aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos, amidas y
ésteres (Figura 12) (Villarreal et al. 1995).

“C=C~ + KMnO, + H0 — = C-C- +Mn0; + KOH
' violeta OHOH café

Figura 12: Formacion de glicol. Reaccion de Baeyer
FUENTE: Villarreal et al. (1995)

11. ANTECEDENTES DE LA FITOQUIMICA DEL GENERO
CAESALPINIA:

Nufiez et al. (2015), evaluo el extracto hidroalcohdlico de la vaina de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze “tara”, encontrando en el tamizaje fitoquimico de los extractos metabolitos
primarios como carbohidratos; y metabolitos secundarios como compuestos fendlicos

(flavonoides y taninos hidrolizables), antraquinonas y alcaloides.

Viglierchio et al. (2000), en su estudio sobre Caesalpinia gilliesii (Hook.) Benth. “Barba de
chivo”, presenta metabolitos secundarios como taninos hidrolizables en la vaina; alcaloides,
saponinas, compuestos fendlicos (flavonoides) en hojas; y aminoacidos y carbohidratos en

semillas. Gomes et al. (2011), hizo la fitoquimica preliminar del extracto etandlico de las
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flores de Caesalpinia echinata Lam., detectd la presencia de flavonoides, ndcleos

triterpénicos y azUcares reductores.

En un estudio fitoquimico realizado sobre la biomasa comestible (hojas y frutos) del ganado
bovino y caprino en los bosques deciduos tropicales de los Llanos Centrales de Venezuela.
Los metabolitos secundarios que se detectaron en Caesalpinia coriaria (Jacq. 1763) Willd. y
en Caesalpinia granadillo Pittier fueron compuestos fendlicos, saponinas, cianégenos y
alcaloides (Baldizén et al. 2006).

En un estudio acerca del screening fitoquimico y la actividad antimicrobial de Caesalpinia
sappan L., se detectd mediante una extraccion Soxhlet con metanol en las hojas, que
presentaba metabolitos primarios como azlcares reductores y proteinas; ademas de
metabolitos secundarios como compuestos fenolicos (flavonoides y taninos), saponinas y
terpenoides (Kaur et al. 2016).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

1.  MATERIALES

1.1. MATERIALES DE CAMPO

- GPS Garmin Etrex - Papel periodico

- Tijerade podar - Lapicero

- Rafia - Plumén indeleble
- Costales - Libreta de campo
- Balanza digital portatil 40 kg - Cémara

- Cinta de embalaje - Etanol 96°

1.2. MATERIALES DE LABORATORIO

- Guantes quirargicos - Pipetasde 5y 10 mL

- Desecador - Tubos de ensayo

- Crisol - Varillas de vidrio

- Pinzas para crisol - Gradillas

- Espétula - Pesa sustancia

- Cristalizador - Papel filtro rapido

- Capsulas de porcelana 30 mL - Mascarilla de gases organicos.
- Vaso de precipitados de 50 y 100 mL - Bolsas (Ziploc)

- Matraces 50, 100 y 250 mL - Cuchillay tijera
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- Probetas de 50 y 100 mL - Papel aluminio
- Tamiz 50 mesh
- Polietileno

1.3. EQUIPOS DE LABORATORIO

Balanza analitica OHAUS de 0.1 mg de

precision
Balanza de 0.01 g de precision

Estufa Karl Kolb Heraus de 0° - 115°
C.

Hornilla eléctrica  Thermoscientific

Cimarec
Molino de martillo Arthur Thomas Co.

Mufla Thermolyne, modelo Furnace
48000 de 0° - 1200°C.

Refractdmetro Abbe Schmidt-Haensch

REACTIVOS E INSUMOS DE LABORATORIO

Agua destilada

Etanol 96° (C,Hs0,)

Acido sulfurico concentrado (H,S04)
Cinta de magnesio

Hidroxido de sodio (NaOH)

loduro de Mercurio (Hgl)

loduro de Potasio (K1)

Acido nitrico (HNO3)

Aldehido formico 40 % (CH,0)
Acido acético glacial puro (CH;COOH)
Acido picrico (CsH3N3z07)

Hidroxido de sodio (NaOH)
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Reactivo Sudan 11l

Reactivo de Fehling A
Reactivo de Fehling B
Reactivo de Millon
Tricloruro de hierro (FeCls)
Gelatina salada

Acido clorhidrico concentrado (HCI)
Carbonato de sodio (Na,CO3)
Vainillina

Hidroxido de Potasio (KOH)
Cloruro de sodio (NaCl)

Acido perclérico (HCIO,)



Tricloruro de antimonio (SbCls)
Benceno (CgHe)

Cloroformo (CHCl,)
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2. LUGAR DE COLECCION

El area de muestreo forma parte del Sistema Agroecolégico Manejo Comunal de la Costa
Norte del Perd, correspondiente al bosque seco de la comunidad Campesina de Tongorrape,
sector “El Cardo”, ubicado en el distrito de Motupe, provincia de Lambayeque,

departamento de Lambayeque.

2.1. DESCRIPCION DEL AREA DE MUESTREO

El &rea de manejo presenta un area total de 857 ha. Localizado geograficamente entre las
siguientes coordenadas del sistema UTM: Este: 632000 m y 657000 m; Norte: 9367000 m y
9334000 m (Figura 13). La principal via de acceso es por carretera, por la Antigua
Panamericana Norte, desde Motupe hasta la comunidad de Tongorrape. El area de manejo
presenta un paisaje compuesto de areas agricolas, matorrales, bosques secos ralos de llanura
y bosques secos de colina baja. Las principales especies forestales dentro de estos paisajes
son: algarrobos, faique, sapote, palo verde, palo santo, hualtaco, overo y chardn (Yachi
2013). Entre los afios 1986 y 1990 de las estaciones de Motupe y Olmos, la temperatura
media anual oscila entre 23°C y 25°C y la precipitacion total anual esta entre los 40 y 100
mm, la humedad relativa promedio es de 72 por ciento. En época de Fendmeno de El Nifio
varian estos promedios, dando origen a precipitaciones abundantes que incrementan la
cobertura vegetal (O"Brien 2015).

El &rea de estudio estd flanqueada por dos rios. Al norte del rio Yocape se origina la
guebrada Palacio, de cauce angosto y solo trae agua en avenidas fuertes; al sur discurre el
rio Chiniama, que nace de la union de las quebradas Potrerillos y Largas Lomas en el punto
Bornas, este es de caudal variable pero permanente. Los bosques secos de colina baja estan
ubicados en éreas escarpadas con pendientes mayores a 30 por ciento, los suelos son de

textura arcillosa, muy pedregososa (O’Brien 2015).
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3.  OBTENCION DEL MATERIAL BOTANICO
El material botanico se colecto en el mes de Abril del 2015. Los individuos de esta especie
Unicamente se encontraron dentro del &rea de Colina baja del Bosque Seco de la comunidad

Campesina de Tongorrape, debido a su escasa distribucion y a factores antropicos.

Se colectaron los frutos de 5 arboles de charan elegidos al azar, de un total de 14 individuos
presentes en el area, de esta manera podemos asegurar la comparacion entre los frutos de los
individuos (Figura 14). Las coordenadas de ubicacion de los arboles son: 1°) Este: 651075
m y Norte: 9328307 m; 2°) Este: 651052 m y Norte: 9328302 m; 3°) Este: 651028 m y
Norte: 9328304 m; 4°) Este: 650966 m y Norte: 9328252 m; 5°) Este: 650912 m y Norte:
9328203 m; ademas se midieron sus caracteristicas como diametro, altura y ancho de copa
(Anexo 1). Los frutos se colectaron tanto en la copa como en el suelo alrededor de los
arboles. Se considerd que los arboles estén distanciados y que las copas no se entrelazaran
para asegurar la recoleccion de frutos de cada individuo por separado. Para la coleccion se
tomo en cuenta que los frutos estén maduros, enteros, sin ataque de insectos y que no se
encuentren en estado de descomposicion. Se recolectaron como minimo 1 kg de frutos por

cada individuo para la realizacion de los ensayos correspondientes.

Figura 14: Recoleccion de frutos en los arboles muestreados provenientes de la
comunidad Campesina de Tongorrape, distrito de Motupe, provincia de
Lambayeque

FUENTE: Elaboracion propia



4, PREPARACION DE LA MUESTRA

Los frutos se dejaron secando por aproximadamente dos semanas, bajo sombra a
temperatura ambiente, hasta que alcanzaran un porcentaje de humedad ambiental promedio
de 12-13 por ciento (Figura 15). Luego se dividieron manualmente los frutos de cada arbol y
se separaron en epicarpio y mesocarpio (incluyendo el endocarpio). Posteriormente, se
molieron las muestras para aumentar la superficie de contacto con un molino de martillo.
Haciendo uso de un tamiz se obtuvo un polvo fino de un tamafio menor a 50 mesh (0.297
mm), almacenadas en bolsas (ziploc) a temperatura ambiente (Figura 16).

Figura 15: Muestras secadas al aire libre separadas por arboles

FUENTE: Elaboracion propia

Figura 16: Molino de martillo Thomas y bolsas con las muestras de epicarpio y
mesocarpio del arbol 1.

FUENTE: Elaboracion propia
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5. RENDIMIENTO Y DIMENSION DEL FRUTO

Con los frutos secos al aire, se realizaron mediciones de 30 frutos al azar de cada arbol. Se
midieron las dimensiones longitud (1), ancho (a) y espesor (e), mediante un Vernier. Luego
se separaron manualmente el epicarpio, mesocarpio y las semillas, estableciendo el

rendimiento de los componentes del fruto en relacion a su masa (Figura 17) (Anexo 7-A).

Figural7:  Toma de medidas de las dimensiones del fruto de charan (Caesalpinia
paipai Ruiz & Pavén)

FUENTE: Elaboracion propia

6. ENSAYOS QUE SE REALIZARON EN LAS CAPAS DE LA
VAINA

6.1. ENSAYO DE HUMEDAD

Para la realizacion del ensayo de humedad se aplico el procedimiento descrito en la norma
Association of Official Analytical Chemists A.O.A.C: N°930.15, modificada por el
Ministerio de Salud Publica de Cuba (1998) a través de la NRSP 309°, correspondiente a los
métodos de ensayo para medicamentos de origen vegetal (Anexo 2).

6.2. ENSAYO DE CENIZAS TOTALES
Se utilizé el método de ensayo en droga cruda para medicamentos de origen vegetal NRSP
309° (Anexo 3).
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6.3. ENSAYO DE SOLUBILIDAD

Consiste en determinar el grado de alcohol al cual los diferentes metabolitos secundarios son
maés solubles, y el procedimiento esta descrito en la norma NRSP 309° (Anexo 5). Se
realizaron tres repeticiones de este ensayo por cada extracto obtenido del epicarpio y
mesocarpio de cada arbol, con cinco proporciones diferentes de solvente. (Agua: Etanol) a
30 por ciento, 50 por ciento, 70 por ciento, 96 por ciento y Agua. Lo cual indica los

diferentes grados de polaridad del solvente (Anexo 4).

Para cada repeticion se utilizaron 3 g de muestra molida por debajo del tamafio de malla de
50 mesh de epicarpio y mesocarpio; a las que se les afiadié 30 mL del solvente respectivo.
Luego deben ser agitados manualmente durante 3 minutos cada media hora durante el dia; y
se dej6 macerar durante 24 horas. Se filtraron en matraces previamente codificados y
tarados para su posterior almacenamiento, se toma una alicuota de 2 mL y se deseca a 105

°C en una estufa. Luego se enfria en un desecador y se pesa el residuo (Figura 18).

Figura 18: Filtrado en matraces de los extractos hidroetandlicos y residuo luego de
secado de la alicuota en la estufa de una repeticion.

FUENTE: Elaboracion propia

6.4. ENSAYO DE SOLIDOS SOLUBLES TOTALES

Los grados Brix miden la cantidad de sélidos solubles totales en los extractos. Fueron
determinados segun la norma A.O.A.C (1980): N° 932.12 empleando un refractometro
(Anexo 5).

6.5. ENSAYO DE SOLIDOS TOTALES
El ensayo para determinar el porcentaje de solidos totales en los extractos se realizd en
funcién de la norma NTP (1975): 319.150 (Anexo 6).
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6.6. PREPARACION DEL EXTRACTO

Se prepard el extracto por maceracion necesario para la prueba de la marcha fitoquimica. Se
pesaron 5 g de la muestra molida con una balanza analitica de 0.1 mg de precision,
utilizando el solvente hidroetandlico que presentd mayor porcentaje en el ensayo de
solubilidad. Se agité manualmente el macerado durante 3 minutos cada media hora durante
el dia y se dejo reposar durante 24 horas. Lo mismo se hizo para los extractos bencenicos y

cloroférmicos.

1. DISENO EXPERIMENTAL

Para el rendimiento de los frutos se analiz6 individualmente las muestras de los pesos del
epicarpio y del mesocarpio de los 5 arboles evaluados. Mediante una prueba de hipotesis se
comparo la igualdad de medias de las muestras de los &rboles, haciendo uso de un analisis
de varianza (ANVA) de un solo factor; ademas se verificd la normalidad de los datos y la

homogeneidad de varianzas.

Para las dimensiones de largo (1), ancho (a) y espesor (€), se compar0 la igualdad de medias
de los tamafios mediante un andlisis de varianza de un solo factor, ademas se verifico la

normalidad de los datos y la homogeneidad de varianzas.

Para el ensayo de humedad se aplicé un ANVA de un solo factor donde se identifico el error

en torno a la humedad.

Para los ensayos de solubilidad, sélidos solubles totales y sélidos totales, se aplicéd un
experimento de blogues completamente al azar con un arreglo factorial de (2 x 5), con 5
bloques. El arreglo factorial esta compuesto por dos factores: capas del fruto con dos niveles
(epicarpio y mesocarpio) y los tratamientos que son las concentraciones de etanol (H,0,
30°,50°,70°,96°), mientras que los bloques son cada uno de los arboles (5 individuos).
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Modelo estadistico:

Se plante6 un modelo estadistico lineal:
Yiik=p+ai+ B+ it (af)ij + sij
i =1, 2 (capas del fruto)
j=1,2,3,4,5 (grados de alcohol)
k=1,2,3,4,5 (arboles)

Yij: Valor observado de la variable dependiente en estudio para la unidad experimental del

blogue k sujeto al tratamiento j.

u: efecto de la media general de la variable dependiente

a; : efecto del nivel i

B; : efecto del tratamiento j

vk . efecto del bloque k

(ap)ij : efecto de la interaccion de los niveles i con los tratamientos j

&ijk : efecto del error experimental con el nivel i, el tratamiento j y el bloque k

Para el ensayo de cenizas, se aplicd un experimento de bloques completamente al azar con 2
tratamientos y 5 bloques. Los tratamientos son las dos capas del fruto (epicarpio y

mesocarpio) y los bloques son cada uno de los arboles.

Modelo estadistico:

Se plante6 un modelo estadistico lineal:
Yij=p+ 1+ B + sije
i =1, 2 (capas del fruto)

j=1,2,3,4,5 (arboles)
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Y;; : Valor observado en el i-esimo tratamiento y el j-esimo blogque

M: efecto de la media general

Ti : es el efecto del i-ésimo tratamiento

Bj : es el efecto del j-ésimo bloque

gij: efecto del error experimental en el i-ésimo tratamiento y el j-ésimo bloque

7.1.  ANALISIS FITOQUIMICO

El analisis fitoquimico se llevé a cabo de acuerdo a la metodologia propuesta por Lock
(1994), modificada por el Laboratorio de Transformacion Quimica de Productos Forestales
de la UNALM.

7.1.1. METABOLITOS PRIMARIOS

a. Azlcares reductores

a.l. Ensayo de Fehling

Para este ensayo es necesario contar con un extracto acuoso disuelto de 1 mL, a cuya
alicuota se le agrega 2 mL del reactivo de Fehling. Esta mezcla es introducida a un bafio de
agua caliente por 30 minutos. La coloracidn rojiza o aparicion de un precipitado rojo ladrillo

indicara la presencia de azUcares reductores.

b. Compuestos grasos

b.1. Ensayo de Sudan 111l

Permite reconocer en un extracto la presencia de los compuestos grasos. Para ello a una
alicuota de 1 mL de extracto hidroetandlico se le afiade 1 mL del reactivo de Sudan Ill. La
presencia de compuestos grasos se identifica por la aparicién de gotas oleosas de color rojo

oscuro una vez que el solvente es evaporado totalmente mediante un bafio de agua caliente.

C. Proteinas

c.l.  Ensayo de Millon

Para este ensayo es necesario contar con una alicuota de 1 mL del extracto hidroetanolico
evaporado, es decir que al extracto se le evapora el etanol dejando solo el solvente acuoso, a
la cual se afiade 1 mL del reactivo de Millon, La mezcla se calienta durante 5 minutos en
bafio de agua. Este ensayo se considera positivo si se forma un precipitado de coloracion

rosacea.
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7.1.2. METABOLITOS SECUNDARIOS
a. Alcaloides
El resultado de 4 ensayos positivos afirmara si existe la presencia de alcaloides en las

muestras.

a.l. Ensayo de Wagner

El extracto utilizado para la deteccion de alcaloides es el hidroetandlico evaporado. A 1 mL
del extracto se le afiade 1 mL de &cido clorhidrico 1 por ciento. Calentar suavemente durante
5 minutos y se deja enfriar. Luego se le aflade 3 gotas del reactivo de Wagner: si se observa
opalescencia (+), turbidez definida (++) o precipitado coposo (+++) de color marrén indica

que la reaccion es positiva.

a.2. Ensayo de Mayer

El extracto utilizado para la deteccion de alcaloides es el hidroetandlico evaporado. A 1 mL
del extracto se le afiade 1 mL de &cido clorhidrico 1 por ciento. Calentar suavemente durante
5 minutos y se deja enfriar, se le afiade una pizca de NaCl y se agita. Se filtra en caso se
forme un precipitado y luego se le aflade 2 0 3 gotas del reactivo: si se observa opalescencia
(+), turbidez definida (++) o precipitado coposo (+++) de color amarillento indica que la

reaccion es positiva.

a.3. Ensayo de Erdmann

El extracto utilizado para la deteccion de alcaloides es el hidroetanélico evaporado. A 1 mL
del extracto se le afiade 1 mL de &cido clorhidrico 1 por ciento. Calentar suavemente durante
5 minutos y se deja enfriar. Luego se le afiade 3 gotas del reactivo de Erdmann.: si se
observa opalescencia (+), turbidez definida (++) o precipitado coposo (+++) de color rojo

oscuro indica que la reaccion es positiva.

a.4. Ensayo de Marquis

El extracto utilizado para la deteccion de alcaloides es el hidroetandlico evaporado. A 1 mL
del extracto se le afiade de 3 a 4 gotas del reactivo de Marquis. El reactivo de Marquis da
resultados negativos con una coloracion débil. En la mayoria de los compuestos, los
resultados son muy parecidos a los de la muestra de control con &cido sulfarico. A efectos

de comparacion, el reactivo produce un intenso color rojo anaranjado con las anfetaminas.
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b. Compuestos fendlicos:

b.1. Ensayo de Gelatina salada

El extracto utilizado para detectar la presencia de fenoles es el hidroetanolico evaporado. A
1 mL del extracto se le aflade 3 gotas de gelatina salada y se agita. La presencia de fenoles

es indicado por una turbidez en la solucion.

b.2.  Ensayo de Cloruro férrico

El extracto utilizado para detectar la presencia de fenoles es el hidroetandlico evaporado. A
1 mL del extracto se le afiade 3 gotas de Cloruro férrico (FeCls) y se agita. La coloracion
verde intenso indica la presencia de taninos pirocatecolicos; y la coloracion azul intenso

indica la presencia de taninos pirogalotanicos.

b.3. Ensayo de Shinoda

El extracto utilizado para detectar la presencia de flavonoides es el hidroetandlico
evaporado. A 1 mL del extracto se le afiade 1 mL de HCI concentrado y un trocito de cinta
de Mg. Luego de 5 minutos se le adiciona 1 mL de alcohol amilico, se agita y se deja
reposar hasta que se separen. La coloracién en la parte superior que contiene el alcohol
amilico se colorea de para que resulte positivo.

Las siguientes coloraciones dan positivo para los siguientes flavonoides (Bonilla et al.
2014):

- Flavonas: amarillo, naranja o rojo.

- Flavonol o flavanonol: rojo magenta.

- Flavanonas: carmesi a rojo, violeta, azul.

- Isoflavonas: amarillo.

- Isoflavanonas, calconas y auronas: incoloras.

b.4. Ensayo de Baljet

El extracto utilizado para detectar la presencia de cumarinas es el hidroetanolico. A 1 mL
del extracto se le aflade 1 mL del reactivo de Baljet. Determina la presencia de
agrupamientos lactonicos, especialmente cumarinas. El ensayo se considera positivo con la

aparicion de una coloracién o precipitado rojo.
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b.5. Ensayo de Borntraguer
El extracto utilizado para detectar la presencia de quinonas es el cloroférmico. A 1 mL del

extracto se le afiade 1mL de hidroxido de sodio (NaOH) al 5 por ciento, agitando para
mezclar las fases y su separacion. Si la coloracion de la fase superior se torna rojiza o

rosada, se considera que existen quinonas presentes en las muestras evaluadas.

Para la deteccion de antraquinonas y/o naftoquinonas se utiliza un extracto bencénico. A 1
mL del extracto se le aflade 1mL de hidréxido de sodio (NaOH) al 5 por ciento, agitandolo
para mezclar las fases. La obtencion de la coloracion rosada en la fase acuosa indica la

presencia de antraquinonas y/o naftoquinonas.

C. Terpenoides:
c.l.  Ensayo de Acido Tricloroacético
El extracto utilizado para detectar la presencia de nucleos triterpénicos y esteroidales es el

hidroetandlico evaporado. A 1 mL del extracto se le aflade 1mL de &cido tricloroacético para
luego calentar la mezcla suavemente por 5 minutos. Los resultados seran positivos si la

solucion se torna de coloracion rojo oscuro o naranja.

c.2. Ensayo de espuma

El extracto utilizado para detectar la presencia de saponinas es el hidroetanélico evaporado.
A 1 mL del extracto se le afiade agua destilada hasta la mitad del tubo de ensayo y se agita
fuertemente durante dos minutos. Se confirmara la presencia de saponinas en las muestras al

formarse espuma remanente durante 2 minutos.

c.3.  Ensayo de Rosenthaler

El extracto utilizado para detectar la presencia de sapogeninas triterpénicas y esteroidales es
el hidroetandlico evaporado. A 1 mL del extracto se le adiciona 1 gota de HCI concentrado y
1 mL de solucién etandlica de vainillina al 1 por ciento. La presencia de sapogeninas
esteroidales y triterpenoidales se detecta cuando la solucion cambia a una coloracion en

gama de rosada a violeta o pardas.

c.4. Ensayo de SbCls/ HCIO,

El extracto utilizado para detectar la presencia de delta sapogeninas es el hidroetanolico
evaporado. A 1 mL del extracto se le adiciona 1 mL de solucion al 25 por ciento de ShCls,
en HCIO, al 60 por ciento. La presencia de delta sapogeninas sera detectada si la solucion

toma un color rosado.
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d. Grupos funcionales (Cadenas abiertas)

d.l. Ensayo de Baeyer

El extracto utilizado para detectar la presencia de insaturaciones causadas por enlaces dobles
o triples entre carbonos adyacentes es el hidroetandlico evaporado. A 1 mL del extracto se le
adiciona 3 gotas de KMnQ, y 4 gotas de Na,CO,. La presencia de grupos funcionales se
detecta cuando la solucidn toma un color café. Los grupos funcionales identificados por este
ensayo son los siguientes: alquenos, alquinos, aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos,

ésteres, amidas.

e. Hidrocarburos aromaticos

e.l. Ensayo CH,0O-H;SO,4

El extracto utilizado para detectar la presencia de hidrocarburos aromaticos es cloroférmico.
A 1 mL del extracto se le adiciona 2 mL de &cido sulfurico (H,SQO,), luego agitar
suavemente y afadir dos gotas de formaldehido (CH,0O). Los colores tipicos observados en
este test son: para benceno, tolueno y n-butilbenceno coloracion roja, sec-butilbenceno
coloracion rosada, tert-butilbenceno y mesitileno color naranja, difenil- y trifenilbenceno
color azul y verde azulado, haluros de arilo color rosado o purpura, naftil éter color purpura.

Los resultados del tamizaje fitoquimico se expresaran con los siguientes simbolos para las

siguientes calificaciones, segun la Tabla 1:

Tablal: Calificacion para el analisis fitoquimico

Simbolo Reaccioén

+++ Muy evidente

++ Evidente

+ Poco evidente, pero aceptable

- Reaccién negativa, no hubo reaccion

FUENTE: Romero (2012)

Ademas de la calificacién, la coloracidn obtenida en cada una de las pruebas sera codificada
de acuerdo a lo propuesto en la Tabla Munsell para Tejidos Vegetales revisada en 1977,

correspondiente a la segunda edicion.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. COMPOSICION Y DIMENSIONES DEL FRUTO DE CHARAN
a. Rendimiento promedio de los componentes del fruto de charan
El rendimiento promedio de los componentes del fruto de charan (Caesalpinia paipai Ruiz

& Pavon) se muestran en el Anexo 7 — A.

emilla
20,91%

Epicarpio
29,07%

Mesocarpio +
endocarpio
50,02%

Figura19:  Composiciéon promedio de los frutos de charan

En la Figura 19 se observé que el mayor rendimiento en relacién a la masa del fruto lo
presenta el mesocarpio mas el endocarpio (50,02 por ciento), seguido por el epicarpio (29,07

por ciento) y por altimo las semillas (20,91 por ciento).

En los siguientes gréficos (Figura 20 y 21) se observo las diferencias que existen entre las
medias de los pesos de epicarpio y mesocarpio para los frutos entre los diferentes arboles de

charan.
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Figura20:  Grafica de comparacion de medias del peso de epicarpio de charan
(Caesalpinia paipai Ruiz & Pavén)
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Figura2l:  Grafica de comparacion de medias del peso de mesocarpio de charan
(Caesalpinia paipai Ruiz & Pavén)

Se aplico un analisis de varianza de un solo factor con un nivel de significancia de 0,05
(Anexos; 8 — A. 8 — C); donde se aprecid que existen diferencias entre las medias de los
pesos para la capa de epicarpio; lo mismo sucedié para la capa del mesocarpio entre los

diferentes arboles. Podemos notar que las medias de los pesos para el epicarpio y
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mesocarpio estan representadas por un punto. Ademas podemos observar que los intervalos
de confianza al 95 por ciento de confiabilidad que no se intersecten mostraran diferencias

entre sus medias.

Siendo los frutos del cuarto arbol los que presentaron un mayor peso en promedio para el
epicarpio y el mesocarpio de los frutos. Ademas se verifico la homogeneidad de varianzas
mediante la prueba de Bartlett y se demostr6 que las varianzas no son homogeéneas (Anexos;
8-B,8-D).

b. Dimensiones promedio de los frutos de charan

Las dimensiones promedios de los frutos se encuentran en el Anexo 7 — B. En los siguientes
gréficos (Figura 22, 23 y 24) se observo las diferencias que existen entre las medias de sus
tres dimensiones (longitud, ancho y espesor) para los frutos de los diferentes arboles de

charan.
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Figura22:  Gréfica de comparacion de medias de la longitud de los frutos de charan
(Caesalpinia paipai Ruiz & Pavén)
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Figura23:  Grafica de comparacion de medias del ancho de los frutos de charan
(Caesalpinia paipai Ruiz & Pavén)
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Figura24:  Gréfica de comparacion de medias del espesor de los frutos de charan
(Caesalpinia paipai Ruiz & Pavén)

Al aplicar el andlisis de varianza (Anexos; 8 — E, 8 — F, 8 — G) de un solo factor con un nivel
de significancia de 0,05, se compararon las medias para la longitud, el ancho y el espesor, se
not6é que las medias entre los diferentes arboles no son iguales para el ancho y espesor del

fruto, pero si son iguales para la longitud de los mismaos.

Pudimos notar que las medias de las diferentes dimensiones de los frutos estan representadas

por un punto. Ademas pudimos observar que los intervalos de confianza al 95 por ciento de
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confiabilidad que no se intersecten mostraron diferencias entre sus medias. En el caso de la
longitud de los frutos, los intervalos de confianza al 95 por ciento de los arboles se
intersectan lo que refiere que hay igualdad de medias, mientras que para el ancho y espesor

no, con lo que podemos notar que para estos existen diferencias entre las medias.

La procedencia de los arboles es la misma, bajo condiciones de suelos, humedad y
precipitacion similares, cuyos frutos estuvieron formados en la época humeda. Se pudo
notar que los arboles tienen alturas diferentes, por lo tanto los volumenes de las copas
varian, lo cual podria influir en la forma en que los arboles reciben la intensidad luminica
para realizar la fotosintesis y de esta forma podria verse afectados el tamafio y el peso de los
frutos (Deaquiz 2014). Ademas el factor hoja/ fruto, se debi6 tomar en consideracion ya que

es un condicionante en el tamafio y peso de los frutos.

2. ENSAYO DE HUMEDAD
Los valores promedio de humedad de los frutos de charan (Caesalpinia paipai Ruiz &

Pavén) de los diferentes arboles varian como se muestra en la Tabla 2 (Anexo 7 — C).

Tabla2: Contenido de humedad de los frutos de charan (Caesalpinia paipai Ruiz &

Pavon)
% Humedad Desv.
Arbol
Promedio Standart
Al 10,768 0,3567
A2 10,303 0,2019
A3 10,858 0,2428
A4 10,987 0,1077
A5 11,217 0,5402
% Promedio de 10,827
Humedad '

Aplicando el analisis de varianza (Anexo 8 — H) se observé que el p-valor presenta un error
del 6 por ciento. Debido a que los frutos pudieron haber presentado diferencias en el proceso
de secado o que algunos frutos pudieron haber perdido mayor humedad en el proceso de
separacion de los frutos. Los valores aceptados por la Farmacopea Europea para drogas
vegetales tienen como limite superior 12 por ciento de humedad o que algunos frutos
habrian perdido mayor humedad en el proceso de separacion de los frutos. Por lo tanto las

muestras se encuentran en una condicion de humedad adecuada para los analisis.
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3. ENSAYO DE CENIZAS

Los valores promedio de ceniza de las capas del pericarpio de los frutos de charan para los
diferentes arboles se muestran en el Anexo 7 — D. La Figura 25 demuestra la comparacion
del porcentaje de ceniza obtenido de las capas del pericarpio en relacion a los arboles

a 2.5 A -
g 2- __ EEpicarpio
og 15 - | Mesocarpio
1 A -
0.5 - |
0 -

Arbol1  Arbol2 Arbol3 Arbol4 Arbol 5

muestreados.

Figura 25: Histograma del porcentaje promedio de cenizas de las capas del
pericarpio de los frutos de charan (Caesalpinia paipai Ruiz & Pavon)

Aplicando el andlisis de varianza (Anexo 8 — 1) se observo que la cantidad de cenizas varia
entre las capas del pericarpio de esta especie, siendo la del mesocarpio mayor que el
epicarpio del fruto. Ambas capas forman parte del fruto de charan pero estas cifras dan una
idea del contenido de sales inorganicas presentes (Vicet 2009). Mediante una prueba de
Tukey, se pudo notar que existen diferencias entre las medias de las cenizas de las capas del
pericarpio (Anexo 8 — J). Se obtuvo un promedio de cenizas para el epicarpio de 2,9 por

ciento y para el mesocarpio de 3,47 por ciento.

Las cenizas estdn compuestas principalmente por 6xidos inorganicos de: calcio, potasio,
magnesio, sulfatos, fosfatos, carbonatos y silicatos, éstas representan la cantidad de material
inorganico remanente, proveniente de tejidos de la planta. Por lo tanto, se puede decir que el
contenido de cenizas en las plantas depende principalmente de la composicion del suelo, ya
que éste determina los procesos de nutricion mineral necesarios para el desarrollo vegetal
(Romero 2012).
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4, ENSAYO SOLUBILIDAD
Los promedios de solubilidad entre las capas del pericarpio y los grados de etanol se le

encuentra en el Anexo 7 — E. En la Figura 26 se observa la variacion de la solubilidad en

relacion a los grados de etanol.
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Figura26:  Solubilidad en etanol del Epicarpio y Mesocarpio de cada arbol

Se pudo observar que la solubilidad aumenta cuando disminuye el grado de etanol a 50°,
luego de este punto la solubilidad disminuy6. La solubilidad de los compuestos que se estan
extrayendo son mas hidrofilicos, (mas polares) donde el etanol puro no fue tan efectivo, el
punto 6ptimo de solubilidad fue a 50°, lo que indica que hay componentes del fruto que no

se dejan extraer con solventes puros.

El andlisis de varianza realizado sefial6 que para un nivel de significancia de 0,05, la
interaccion de las capas del pericarpio y los grados de etanol actian en conjunto en la

determinacion del porcentaje de solubilidad (Anexo 8 — K).

Posteriormente se analizé con una prueba de Tukey las medias de los dos factores, las capas
del pericarpio y los grados de etanol. En donde los promedios unidos por letras iguales

indican que no existen diferencias entre sus promedios (Anexo 8 — L) (Figura 27).
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Figura27:  Gréafico de barras de la prueba de Tukey (p>0,05) para los datos de
solubilidad

Ademas, el extracto de mayor porcentaje de material extraido es el grado de etanol al cual se

prepararon los extractos para realizar la marcha fitoquimica, ya que cuenta con una mejor

extraccion de metabolitos.

5. ENSAYO DE SOLIDOS SOLUBLES TOTALES
Para poder caracterizar los extractos, se determiné el porcentaje de solidos solubles totales,
que estan compuestos por los azlcares, acidos, sales y demés compuestos solubles en los

extractos. En el siguiente grafico podemos observar la distribucion de los s6lidos solubles

totales en relacion a los grados de etanol (Figura 28) (Anexo 7 — F).
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Figura28:  Sdlidos Solubles Totales en etanol del Epicarpio y Mesocarpio de cada
arbol

El analisis de varianza realizado sefialé que para un nivel de significancia de 0,05 (Anexo 8
—N), no hay una interaccidn entre las capas del pericarpio y los grados de etanol, por lo que
se tiene un efecto individual de los factores. Se analizaron los resultados con una prueba de
Tukey para comparar las medias de los grados de etanol (Anexo 8 — O). Donde existieron
diferencias entre los porcentajes de solidos solubles totales para cada concentracion de
etanol. Se pudo observar que los solidos solubles totales incrementaron cuando se
disminuyd la concentracién de etanol hasta 70°, luego de este punto los sélidos solubles
totales disminuyen. Los mayores valores de solidos solubles totales para los extractos de
etanol a 70° fueron de 21,93 por ciento para el epicarpio y 23,65 por ciento para el

mesocarpio.

6. ENSAYO DE SOLIDOS TOTALES
Los promedios de solidos totales entre las capas del pericarpio y los grados de etanol se
encuentran en el Anexo 7 — G. En la Figura 29 se observa la variacién de los solidos totales

en relacion a los grados de etanol.
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Figura29:  Sdlidos Totales en etanol del Epicarpio y Mesocarpio de cada arbol

Se pudo observar en este grafico que existe una tendencia al incremento de los sélidos
totales cuando el etanol disminuye hasta 50°, luego se present6 un descenso de los sélidos

totales contenidos dentro de los extractos.

El analisis de varianza sefial6 que para un nivel de significancia de 0,05 (Anexo 8 — P),
existe una interaccion entre las capas del pericarpio y los grados de etanol, es decir que las
capas del pericarpio y grados de etanol actuaron en conjunto sobre los valores en la
determinacion del porcentaje de solidos totales dentro de los extractos. Debido a que hubo
interaccion se analiza con una prueba de Tukey las medias de los dos factores, las capas del
pericarpio y los grados de etanol (Anexo 8 — Q). Los promedios unidos por letras iguales
indican que no existen diferencias entre sus promedios. Asimismo se realiz6 una
comparacion de medias con una prueba de Tukey para los solidos totales (Anexo 8 — R)
(Figura 30). Los mayores valores de sélidos totales para los extractos de etanol a 50° fueron

de 21,93 por ciento para el epicarpio y 23, 65 por ciento para el mesocarpio.
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Figura30:  Grafico de barras de la prueba de Tukey (p>0,05) para los datos de
solidos totales

El extracto de mayor valor de porcentaje de contenido de solidos para el epicarpio y el
mesocarpio fue con la concentracion de 50°, ésta resultd superior a los sélidos obtenidos en

las demés concentraciones de etanol.

7. ANALISIS FITOQUIMICO

Los resultados del tamizaje fitoquimico (Tabla 3) realizados en las capas del pericarpio de
los frutos de charan determinan que los metabolitos primarios y secundarios presentes son:
azucares reductores, fenoles, flavonoides, cumarinas, nucleos esteroidales y triterpénicos y

saponinas.

Existe una diferencia entre los resultados de acuerdo a las capas del pericarpio, que indica
que por intensidad de la reaccion podemos detectar mayor presencia de metabolitos en una

capa que en otra. Las fotos de cada resultado se adjuntaran en el Anexo 9.
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Tabla3: Tamizaje Fitoquimico de los extractos de las capas de charan

Arboles Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5
Capas
dela | Epicarpio |Mesocarpio| Epicarpio |Mesocarpio| Epicarpio |Mesocarpio| Epicarpio [Mesocarpio| Epicarpio [Mesocarpio
vaina
Repeticio
Nes R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
1. Metabolitos primarios
1.1. Azucares reductores
Ensayo

de H++ HH+ b+ H e H e H e EE e EE e e e e e e e e e e e e H e e H e
Fehling

1.2. Compuestos grasos

Ensayo
deSudan| - - 4 - 4 A4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 41 4 4 A
1]

1.3. Proteinas

Ensayo
de Millon

2. Metabolitos secundarios

2.1. Alcaloides

Ensayo
de H o H H H H H O H O H O H O H O H O H O H H O H A H A H A H H H H H H H H OH O+

\Wagner

Ensayo
de Mayer

Ensayo
de H o+ H H OH O H H H O H H | H O H H A H H H O H H H O+ H O+

Erdmann

Ensayo
de | A A4 A4 A4 4 A4 A A4 A A4 A A A A A A A A A A A A A A A A A 4 A A
Marquis

2.2. Compuestos Fendlicos

2.2.1. Fenoles/taninos

Ensayo
de
Gelatina

Salada

Ensayo
de

Cloruro

Férrico

Ensayo

+H o+ +4

de ++| ++| ++++H++H+H | | |
Shinoda
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Arboles Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5

Capas
dela | Epicarpio [Mesocarpio| Epicarpio [Mesocarpio| Epicarpio |Mesocarpio| Epicarpio |Mesocarpio| Epicarpio [Mesocarpio

vaina

2.2.3. Cumarinas

Ensayo

. ++ ++| ++H++H | | A | A |
de Baljet

+H ++

+
+
+
+
+

Ensayo
de
Borntréag
uer

2.2.5. Antraquinonas y/o Naftoquinonas

Ensayo
de
Borntrag
uer

2.3. Terpenoides

2.3.1. Nucleos esteroidales y triterpénicos

Ensayo
de Acido |,
Tricloroa | | |
cético

2.3.2. Saponinas

Ensayo
de
Espuma

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

2.3.3. Sapogeninas esteroidales y triterpenoidales

Ensayo
de
Rosentha
ler

2.3.4. Delta sapogeninas

Ensayo
de

SbCI3/

HCIO4

2.4. Grupos funcionales

Ensayo
de
Baeyer

2.5. Hidrocarburos aromaticos

Ensayo
H2S04

Muy evidente: +++; Evidente: ++; Aceptable:+; Nulo:-
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7.1, METABOLITOS PRIMARIOS

7.1.1. AZUCARES REDUCTORES

a. Ensayo de Fehling

Se observo durante la evaluacion la presencia de azucares reductores en el fruto de
Caesalpinia paipai; se puede apreciar que el precipitado de color rojizo es muy evidente
para todas las repeticiones en los extractos de las capas del pericarpio de todos los arboles

muestreados.

Tabla4: Color del precipitado para el ensayo de Fehling

Ensayo de Fehling

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5

Muestra

Eoicarcio ARG 10R 10R 10R 10R 10R 10R 10R| 10R
picarp 416 46 4l 46| 46 46 46 46| 4l6

Mesocarpio VLRI 10R} 10R 10R} 10R 10R 10R 10R| 10R
P 3/4 3/4 3/4 3/4 3/4 3/4 3/4 3/4

7.1.2. COMPUESTOS GRASOS

a. Ensayo de Sudan 111

Los compuestos grasos son detectados mediante la aparicion de gotas oleosas, pero en el
ensayo hubo una ausencia de estas para las muestras en ambas capas, luego de aplicar el
reactivo de Sudan 11, por lo que se consider6 nula la presencia de compuestos grasos en los
frutos. Segun Lépez-Casamayor (2007), el contenido de compuestos grasos disminuye en el

pericarpio con la maduracion del fruto.

Tabla5: Color de la reaccion para el ensayo de Sudan 111

Ensayo de Sudan llI

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5
Muestra

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

10R 10R| 1I0R 10R 10R 10R 10R| 10R
4/3 4/3 4/3 4/3 4/3 4/3 4/3 4/3

Epicarpio 10R 3/6

4/3 4/3 4/3 4/3 4/3

10R 10R| 1I0R 10R 10R 10R 10R| 10R

Mesocarpio [EONE¥AY/S]

4/3 4/3 4/3
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7.1.3. PROTEINAS

a. Ensayo de Millon

En el ensayo de Millon la presencia de un precipitado color melon (2.5YR 7/8) o salmén
(1OR7/8) es el que reconoce a este aminodcido. Se observa que con respecto al color de
referencia, se obtuvieron colores de diferente matiz, por lo que se considera una ausencia de

Tirosina en las muestras de los extractos de ambas capas.

Epicarpio

Tabla6: Color de la reaccion para el ensayo de Millon
Ensayo de Millon
Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5
Muestra
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

10 R 3/4

10

YR

YR

10
YR

6/4 6/4

10
YR

6/4

10 10 10
YR YR YR
6/4 6/4 6/4

Mesocarpio [EISNRETIE]

7.2. METABOLITOS SECUNDARIOS
7.2.1. ALCALOIDES
a. Ensayo de Wagner

En este ensayo al igual que en el resto de ensayos, la turbidez y reduccion de la saturacion y
del brillo es un indicador de la presencia de alcaloides. El ensayo de Wagner present6 un
color rojizo y opalescencia por lo que se puede calificar con una baja presencia de alcaloides

Epicarpio

Mesocarpio [IONSEIE]

en las muestras de los extractos de ambas capas.

Tabla7: Color de la reaccion para el ensayo de Wagner
Ensayo de Wagner
Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5
Muestra
RITL |R2 |R3 |R1L [R2 |R3 |R1 |R2 |R3 |R1 |R2 [R3 |R1 [R2 |R3

10 R 3/4

7.5

YR

5/8
7.5

YR

5/8

7.5
YR
5/8

7.5
YR
5/8

7.5

YR

5/8
7.5

YR

5/8

7.5
YR
5/8

7.5
YR
5/8

7.5

YR

5/8
7.5

YR

5/8
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b. Ensayo de Mayer

En el ensayo de Mayer se detecto alcaloides en general, tuvo un resultado parecido al de
Wagner donde se presenciaba opalescencia y un color amarillento, por lo que se puede
calificar con una baja presencia de alcaloides en las muestras de los extractos de ambas

capas.

Tabla8: Color de la reaccion para el ensayo de Mayer

Ensayo de Mayer

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5
Muestra
R2
7.5 7.5 7.5 . 7.5 7.5
Epicarpio 10R 3/4 YR YR YR YR YR
6/8 6/8 6/8 6/8 6/8
7.5 7.5 7.5 . 7.5 7.5
Mesocarpio [EIORSEIEY (= YR YR YR YR

6/8 6/8 6/8 6/8 6/8

C. Ensayo de Erdmann

En el ensayo de Erdmann para la deteccion de alcaloides especificos como codeina,
morfina, narceina, narcotina y tebaina; se tuvo un resultado parecido a los dos anteriores
donde se presenciaba opalescencia y un color amarillento, por lo que se puede calificar con

una baja presencia de alcaloides.

Tabla9: Color de la reaccion para el ensayo de Erdmann

Ensayo de Erdmann

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5

Muestra

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

7.5
Epicarpio 10R 3/4 | YR
6/8

7.5
Mesocarpio MKONSEIRE (=
6/8
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Epicarpio

Mesocarpio NS EIE]

Epicarpio

Mesocarpio [EIONRETIE]

d. Ensayo de Marquis

Con este ensayo se pudo identificar alcaloides como heroina, morfina, codeina (color violeta
— purpura) y anfetaminas y metanfetaminas (color naranja a pardo). El ensayo de Marquis
para la deteccion de alcaloides tuvo un resultado negativo, debido a que presentdé una

coloracion naranja débil.

Tabla 10: Color de la reaccion para el ensayo de Marquis

Ensayo de Marquis

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5

Muestra

R2

7.5
YR
5/6

7.5
YR
5/6

7.5
YR
5/6

7.5
YR
5/6

7.5
YR
5/6

7.5
YR
5/6

7.5
YR
5/6

7.5
YR
5/6

7.5
YR
5/6

7.5
YR
5/6

10 R 3/4

COMPUESTOS FENOLICOS:
a. Ensayo de Gelatina salada

1.2.2.

La turbidez de las reacciones de gelatina salada indica la presencia de fenoles, la cual resultd

ser muy evidente para las muestras de los extractos de las capas de todos los arboles.

Tabla 11: Color de la reaccion para el ensayo de Gelatina salada

Ensayo de Gelatina Salada

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5

Muestra

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5
YR YR YR YR YR YR YR YR
5/6 5/6 5/6 5/6 5/6 5/6 5/6 5/6

10R 10R| 1I0R 10R| 10R 10R 10R| 10R
3/2 3/2 3/2 3/2 3/2 3/2 3/2 32

10R 3/4

57



b. Ensayo de Cloruro férrico
El ensayo de Cloruro férrico nos indica la presencia de taninos hidrolizables o pirogalicos,
cuya reaccion resultd muy evidente, debido a la obtencion de una coloracién azul- negruzco

para las muestras de los extractos de las capas de todos los arboles.

Tabla 12: Color de la reaccién para el ensayo de Cloruro férrico

Ensayo de Cloruro Férrico

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5

Muestra

Epicarpio  [RlN=EI/! e G G G G G G
p P 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10

Mesocarpio NEIE] G ¢ G G G G G G G G G
P 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10 3/10

C. Ensayo de Shinoda

Mediante este ensayo se pudo detectar la presencia evidente de flavonoides en el epicarpio.
Para el extracto de mesocarpio de los arboles, se presentaron reacciones muy evidentes,
debido a que por la intensidad de la reaccion mostraban una mayor saturacion del color. El
extracto de epicarpio reaccionaba mas rapido al reactivo, mientras que el mesocarpio parecia
contener una mayor presencia de flavonoides. El color rojo carmesi de la reaccion podria

indicar la presencia de flavanonas en el fruto de Caesalpinia paipai.

Tabla 13: Color de la reaccién para el ensayo de Shinoda

Ensayo de Shinoda

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5
Muestra

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

BN ., 10R 10R 10R 10R 10R 10R 10R| 10R
picarp 416 46 46 46 46 4l6 46 4/6

. 10 R 10R| 1I0R 10R| 10R| 10R 10R| 10R
Mesocarpio ey BT 32 32 32 32 3P 32 3R
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d. Ensayo de Baljet
En esta prueba se demuestra que se forma un precipitado color rojo, para los extractos de

epicarpio y mesocarpio, en el caso del epicarpio formo mas precipitado que para el

mesocarpio, lo cual es posible encontrar en las especies de la familia Fabacea.

Segun Prado (2009), las cumarinas simples han sido reportadas en mas de 100 familias; sin
embargo, su presencia se restringe mayoritariamente a las familias: Umbelliferae, Rutaceae,

Asteraceae, Moraceae, Solanaceae y Fabaceae.

Tabla 14: Color de la reaccion para el ensayo de Baljet

Ensayo de Baljet

Arbol 1 Arbol 3 Arbol 5

Muestra

R2

R1

R3

PN (k3 lOR 10R 10R 10R 10R 10R 10R 10R 10R 10R| 10R 10R
picarp 25/2 25/2 2572 2572 25/2| 252 252 2. 2512 2. : 2.5[2 252 252 252
WM . 10OR 10R 10R 10R 10R 10R 10R 10R 10R| 10R 10R
P 25/2) 25/2 2572 252 25/2| 252 252 2.5/2 2.5/2 25[2| 252 2502
e. Ensayo de Borntraguer
El ensayo de Borntraguer es aplicado para identificar la presencia de quinonas y
antraquinonas. En ambos casos fue negativo debido a que la fase acuosa no presentaba una
coloracion rosada o rojiza para ninguna reaccion. Ademas el extracto cloroférmico extrajo
muy pocos metabolitos.
Tabla 15: Color de la reaccion para el ensayo de Borntraguer — Quinonas
Ensayo de Borntraguer - Quinonas
Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5
Muestra
RiL |[R2 |R3 |R1 |R2 |R3 |R1_ |R2 |R3 |R1 |R2 |R3 |[R1 |R2 |R3
Epicarpio 2 - - - - - - - - - - - - - - -
picarp 8/4
Mesocarpio 25Y - - - - - - - - - - - - - - -
P 8/4
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Epicarpio

Tabla 16: Color de la reaccion para el ensayo de Borntradguer — Antraguinonas y
Naftoquinonas

Ensayo de Borntraguer - Antraquinonas y/o Naftoquinonas

Muestra

Arbol 1

Arbol 2

Arbol 3

Arbol 4

Arbol 5

10 R 4/8

R2

5Y
6/4

5Y
6/4

5Y
6/4

5Y
6/4

R2

Mesocarpio EONSEAYE]

7.2.3.

TERPENOIDES:

a. Ensayo de Acido Tricloroacético

Lock (1994), sefiala que mediante la prueba de acido tricloroacético se desarrolla un cambio
de color naranja, rojo, rojo oscuro, esto determinara la presencia de triterpenos tetraciclicos
y esteroides en caso desarrollen ese color a 60°C; en este caso se da la misma coloracion
para todas las muestras, siendo muy evidente para los extractos de epicarpio y tan solo

evidente para los de mesocarpio.

Tabla 17: Color de la reaccion para el ensayo de Acido Tricloroacético

Ensayo de Acido Tricloroacético

Epicarpio

Mesocarpio [EIONRETIE]

Muestra

Arbol 1

Arbol 2

Arbol 3

Arbol 4

Arbol 5

10 R 3/4

10R
6/8

10R
4/6

10R
6/8

10R
4/6

10R
6/8

10R
4/6

R2

10R
6/8

10R
4/6

10R
6/8

10R
4/6

60

10R

6/8

10R

4/6

R2

R3

R1

R2

R3

10R
6/8

10R
4/6

10R
6/8

10R
4/6




b. Ensayo de espuma

El contenido de saponinas fue variable para los arboles evaluados, se tuvo la misma
intensidad de reaccion entre epicarpio y mesocarpio entre cada arbol, los resultados para el
arbol 1 fueron muy evidentes para los extractos de ambas capas, para los arboles 2, 3y 5
resultaron solamente evidentes, pero para el rbol 4 fue poco evidente.

Tabla 18: Color de la reaccion para el ensayo de espuma

Ensayo de espuma

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5
Muestra
R2
2.5 2.5 2.5 . 2.5 2.5 . 2.5 2.5
Epicarpio 10R 3/4 YR YR YR YR YR YR YR
5/8 5/8 5/8 5/8 5/8 5/8 5/8
2.5 2.5 2.5 . 2.5 2.5 . 2.5 2.5
Mesocarpio [EIORSEIEY (= YR YR YR YR YR YR

5/8 5/8 5/8 5/8 5/8 5/8 5/8

C. Ensayo de Rosenthaler

La reaccion de las sapogeninas con el reactivo de Rosenthaler produce un cambio de
coloracién pardo a rojizo; en ambos casos para las capas, no se obtuvo el color violaceo, por

lo que la reaccion resulta poco evidente pero aceptable.

Tabla 19: Color de la reaccion para el ensayo de Rosenthaler

Ensayo de Rosenthaler

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5

Muestra

7.5
Epicarpio 10R 3/4 | YR
6/8

7.5
Mesocarpio N EIK] YR
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Epicarpio

Mesocarpio [EISNRETIE]

Epicarpio

Mesocarpio [Nz EIE]

d. Ensayo de SbCls/ HCIO,
Para el ensayo de SbCls/ HCIO, la presencia de delta sapogeninas se confirma cuando la

reaccion toma una coloracién rosada, que es la reaccion correspondiente a la diosgenina En
este caso para ambas capas se determind que no habia presencia de este metabolito. Aunque
hay algunos autores como Velasquez et al. (2013), que indican que se podria clasificar como
Digitonina o Hecogenina, por su tendencia al color amarillo, aunque estos componentes son

exclusivos de las familias Asparagaceae y Plantaginaceae.

Tabla 20: Color de la reaccion para el ensayo de SbCls/ HCIO,

Ensayo de SbCI3/ HCIO4

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4

Muestra

Arbol 5

R1

10
YR
5/5

10
YR

R1 R2 R2 R2 R2

10
YR

10R 3/4

R2

10
YR

5/5

10
YR

R3

10
YR

5/5

10
YR

5/5 5/5 5/5

7.24. GRUPOS FUNCIONALES (CADENAS ABIERTAS)
a. Ensayo de Baeyer
La presencia de grupos funcionales, mediante la prueba de Baeyer es positiva mediante la

formacion de una coloracion marrén oscuro o café; todos los resultados obtuvieron la misma

coloracién café.

Tabla 21: Color de la reaccién para el ensayo de Baeyer

Ensayo de Baeyer

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4

Muestra

Arbol 5

R2 R2 R2

R2
10

10R3/4| YR

3/4

10
YR
3/4
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7.25. HIDROCARBUROS AROMATICOS

a. Ensayo de CH,0-H,SO,
Los resultados obtenidos mostraron que no existe presencia de hidrocarburos aromaticos;

ademas el extracto cloroférmico extrajo muy pocos metabolitos.

Tabla 22: Color de la reaccién para el ensayo de CH,0O-H,SO,4

Ensayo de CH20-H2S04

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5

Muestra
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2

Epicarpio 25Y - - - - - - - - - - R - . .
picarp 72

Mesocarpio e v - - - - - - - - - - - - - R
P 712

63






1)

2)

3)

4)

5)

V. CONCLUSIONES

El tamizaje fitoquimico realizado con las muestras de los frutos de Caesalpinia
paipai permitio la deteccion de los siguientes metabolitos primarios y secundarios:
azucares reductores, fenoles, flavonoides, cumarinas, nucleos esteroidales y

triterpénicos, y saponinas.

Se detectd una mayor presencia de cumarinas y flavonoides para el mesocarpio; y

una mayor existencia de triterpénicos y esteroidales para el epicarpio.

Las cenizas dentro del fruto de Caesalpinia paipai muestran diferencias entre el
epicarpio y el mesocarpio del fruto, con promedios de porcentaje de ceniza de 2.9

por ciento y 3.47 por ciento respectivamente.

En la determinacion del porcentaje de solubilidad y de solidos totales, se obtuvo una
mayor extraccion de compuestos solubles en el epicarpio y en el mesocarpio para el
alcohol de 50°.

En la determinacion del porcentaje de sélidos solubles totales, los valores llegan al

mayor porcentaje de solubles totales para el etanol a 70°.






VI. RECOMENDACIONES

Ampliar el estudio fitoquimico con frutos de otras procedencias y en diferentes partes

botanicas del arbol.

Ampliar estudios sobre los metabolitos primarios y secundarios presentes en esta especie

considerando como factores la variacion estacional y la edad de la planta.

Ampliar el estudio de esta especie realizando ensayos de cuantificacién de los
metabolitos secundarios encontrados en las capas del pericarpio de este fruto. Sobre todo

en los metabolitos que presenciaron una diferencia entre epicarpio y mesocarpio.

Se recomienda hacer un estudio de los minerales existentes en el epicarpio y el
mesocarpio, en diferentes condiciones de sitio y que distinga diferentes estados de

maduracion del fruto.
Para mayor precision del color se recomienda hacer uso de un colorimetro.

Se recomienda realizar investigaciones que comprueben la posible accion
antiinflamatoria, antioxidante, antienzimatica, analgésica, antiséptica, antibacteriana,
antimicoética y antitumoral que producen los extractos etanolicos de los metabolitos

presentes en el fruto de charan.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1
UBICACION Y CARACTERISTICAS DE LOS ARBOLES MUESTREADOS

Este Norte | DAP (m) | ALTURA (m) | DIAMETRO DE COPA (m)
Arbol1 | 651075 | 9328307 0,32 6 8
Arbol2 | 651052 | 9328302 0,29 3 6
Arbol 3 | 651028 | 9328304 0,20 4 6
Arbol4 | 650966 | 9328252 0,27 5 6
Arbol5 | 650912 | 9328203 0,20 3 4

651000 651020 651040 651060 651080 651100

i 1 Arbol 1
Arbol 3 Arbol 2

_Arbol 4

Leyenda

bicacion de los arboles|
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ANEXO 2 ,
PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO DE HUMEDAD GRAVIMETRICA

De la muestra de ensayo, se pesan 2,0 g con un error maximo de 0,5 mg y se transfiere a un
pesa filtro previamente tarado y se deseca a 105°C durante 3 h. El pesa filtro se pasa a una
desecadora donde se deja enfriar a la temperatura ambiente y se pesa, colocandose
nuevamente en la estufa durante 1 h; se repite esta operacion hasta obtener una masa

constante.

El contenido de humedad (H) de la muestra de ensayo expresada en porciento se calcula

mediante la formula siguiente:

Hgy = M2-M1 x 100 (%) m/m

M

Donde:
M2: masa del pesa filtro con la muestra de ensayo (g)
M1: masa del pesa filtro con la muestra de ensayo desecada (g)

100 factor matematico para los calculos



ANEXO 3
PROCEDIMIENTO PARA CONTENIDO DE CENIZAS TOTALES

Se pesa 1 g de muestra de las capas del pericarpio del fruto de Caesalpinia paipai, con un
error maximo de 0,5 mg en un crisol de porcelana, previamente tarado. Se calienta
suavemente la muestra de ensayo aumentando la temperatura hasta carbonizar y
posteriormente se incinera en un horno mufla a una temperatura de 600 °C, durante 2 h. Se

enfria el crisol en una desecadora y se pesa.

Se repite el proceso a partir de la incineracién, hasta obtener masa constante, es decir, hasta que no
difieran en mas de 0,5 mg/g dos pesadas consecutivas. Para obtener la masa constante el tiempo de
calentamiento y pesada se hace en intervalos de 30 min Si el residuo presenta trazas de carbén,
se le afiaden unas gotas de solucién de peréxido de hidrogeno concentrado, acido nitrico o
solucion de nitrato de amonio 10 g/100 mL y se calienta hasta evaporar los solventes. Al

enfriar el crisol el residuo es de color blanco o casi blanco.
La cantidad de cenizas totales (Ct) en base anhidra se calcula por la formula siguiente:

e Cl=M2-M x100 (%)
MI-M
e Ct=C1*100
100—-H
Donde:

C1: cenizas totales en base hidratada

M: masa del crisol vacio (g)

M1: masa del crisol con la muestra de ensayo (g)
M2: masa del crisol con la ceniza (g)

100 factor matematico para los calculos

H: %humedad



ANEXO 4
PROCEDIMIENTO PARA EL ENSAYO DE SOLUBILIDAD

Por cada repeticion se utilizaron 3 g de muestra de epicarpio y mesocarpio, muestras
molidas por debajo de 50 mesh y se vierten 30 mL del solvente respectivo. Luego de ser
agitados manualmente durante 3 minutos cada media hora durante el dia, se dejo macerar
por 24 horas. Se filtraron en matraces previamente codificados y tarados, para luego
evaporar una alicuota de 2 mL, se deseca a 105+/-2°C en una estufa hasta sequedad, se

enfria y se pesa.

El porcentaje de solubilidad en base anhidra (Ss) se calcula mediante la férmula siguiente:

Ss = R * 500* 100 (%)

M* (100 -H)

Donde:

H: humedad de la muestra (%)

500 y 100 factores matematicos para los calculos
R: residuo de la muestra (g)

M: masa de la muestra (g)



ANEXO 5
PROCEDIMIENTO PARA EL ENSAYO DE SOLIDOS SOLUBLES TOTALES

37.1.15
AOAC Official Method 932.12
Solids (Soluble)
in Fruits and Fruit Products
Refractometer Method
First Action 1932
Final Action 1980

(Insoluble matter present. Applicable to fresh and canned fruits, fruit
jellies, marmalades, and preserves.)

Proceed as in 932.14C (see 44.1.04). % Soluble solids = % solids

determined by refractometer x (100 — b)/100, where b = %
H,0-insoluble solids.

(Note: U S. Federal standards for frozen fruits, canned fruits, fruit
jellies, and preserves make no correction for H,O-insoluble solids,
invert sugar, or other substances.)

Reference: JAOAC 15, 384(1932).




ANEXO 6 ,
PROCEDIMIENTO PARA EL ENSAYO DE SOLIDOS TOTALES

Para determinar los solidos totales en funcién de la norma NTP 319.150 (1975), que
consiste en tomar una pipeta un volumen de 5 mL de solucién analitica (extracto), mezclada
y homogeneizada. Luego, se vertera sobre una capsula previamente pesada. La capsula con
el residuo se sometera a la estufa a 105+/-2°C, por 24 horas. Se retirara la capsula para luego

determinar su peso en una balanza analitica.

Calculos:

%S0lidos= V (mL) * ps (g/mL)
ps (9)

Dénde:
V: volumen del extracto obtenido

ps: peso seco de muestra de materia prima



ANEXO 7
RESULTADOS DE LOS ENSAYOS

A. Rendimiento de los componentes del fruto de charan (Caesalpinia paipai Ruiz &

Pavon) en porcentaje.

Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5
Partes del Masa en ) Masa en . Masa en . Masa en . | Masa en .
fruto _ | Porcentaje .| Porcentaje .| Porcentaje .| Porcentaje _ | Porcentaje
Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio
(%) (%) (%) (%) (%)
(9) @) (@) (9) (9)
Epicarpio 0.9349 28.10 1.2095 28.76 1.5044 32.02 1.6718 28.34 1.1169 29.06
Mesocarpio
+ 1.4741 44.27 1.9362 4557 2.2423 4791 3.2982 54.78 2.1225 55.42
endocarpio
Semilla 0.9338 27.64 0.9338 25.67 0.9533 20.07 1.0222 16.88 0.6204 15.51
Total 3.3428 100.00 4.0795 100.00 4.7000 100.00 5.9922 100.00 3.8598 100.00
Arbol 1 Arbol 2 Arbol 3
) .| Yemesocarpio . . .| Y%emesocarpio . ) .| Y%emesocarpio .
%epicarpio i % semilla | %epicarpio ) % semilla | %epicarpio i % semilla
+ endocarpio + endocarpio + endocarpio
Max 32.33 49.62 33.80 28.76 45.57 25.67 38.17 55.06 29.26
Min 24.76 36.07 21.05 21.82 38.07 17.57 25.14 40.24 10.98
Arbol 4 Arbol 5
) ) %mesocarpio ) . ) %mesocarpio )
%epicarpio i % semilla | %epicarpio i % semilla
+ endocarpio + endocarpio
Max 34.75 60.19 22.17 40.14 76.49 31.00
Min 21.64 48.47 10.00 17.13 44 .92 4.03
B. Dimensiones de los frutos de charan (Caesalpinia paipai Ruiz & Pavén)
Longitud de los ) o .
N Media Desv.Est. Minimo Maximo
frutos (mm)
Arbol 1 30 78.8960 10.1640 55.77 101.32
Arbol 2 30 76.3070 14.9740 40.09 103.55
Arbol 3 30 77.4220 10.5060 57.38 99.22
Arbol 4 30 80.4420 13.2700 45.24 100.21
Arbol 5 30 79.0780 13.0860 55.89 99.81




Ancho de los
N Media Desv.Est. Minimo Méaximo
frutos (mm)
Arbol 1 30 17.4550 1.2000 15.17 19.39
Arbol 2 30 16.1480 1.0421 14.21 19.08
Arbol 3 30 17.9910 1.7170 14.02 21.75
Arbol 4 30 19.9480 1.7067 16.99 23.41
Arbol 5 30 19.8070 1.6005 16.26 23.03
Espesor de los ) ) ]
N Media Desv.Est. Minimo Méaximo
frutos (mm)
Arbol 1 30 7.1403 0.8683 5.63 9.00
Arbol 2 30 10.0020 1.4545 5.59 12.50
Arbol 3 30 9.1687 1.0543 6.81 11.33
Arbol 4 30 9.6670 1.1181 7.92 12.57
Arbol 5 30 6.7953 0.9113 5.02 9.35

C. Contenido de humedad gravimétrica de los frutos de charan (Caesalpinia paipai

Ruiz & Pavén)

Arbol | Muestra | %Humedad % Humedad Promedio | Desv. Standart

M1 11,180

Al M2 10,550 10,768 0,3567
M3 10,575
M1 10,255

A2 M2 10,130 10,303 0,2019
M3 10,525
M1 10,650

A3 M2 11,125 10,858 0,2428
M3 10,800
M1 10,865

A4 M2 11,070 10,987 0,1077
M3 11,025
M1 11,840

A5 M2 10,885 11,217 0,5402
M3 10,925




D. Porcentaje promedio de cenizas de las partes del pericarpio de los frutos de charan

% Cenizas promedio

Partes del
. . 1 2 3 4 5 Promedio
Pericarpio
Epicarpio 278 | 290| 281| 297 | 3.04| 2.90
Mesocarpio 346 | 336| 3.34| 340| 3.80| 3.47

E. Porcentaje promedio de solubilidad de los extractos obtenidos entre dos factores; las

capas del pericarpio de charan y los grados de etanol para cada arbol

Porcentaje Promedio de Solubilidad (%)
Capas del
) ) Grados de Etanol |1 2 3 4 5

pericarpio

96° 5,8338 5,2027 6,4753 8,6504 9,0608

70° 11,2192 8,9685 11,7790 14,4735 15,2994

Epicarpio 50° 12,6201 10,4488 13,2561 15,6468 16,5071

30° 11,5181 9,7985 12,1654 14,3924 14,1293

H20 9,9865 7,6678 9,4419 11,4652 11,2884

96° 13,2800 9,6932 10,3892 13,4499 12,6087

70° 18,3169 16,5930 16,2725 21,8007 20,4555

Mesocarpio 50° 19,6119 18,4387 17,9116 23,0365 20,8122

30° 18,5036 17,5220 17,4691 22,1440 19,0414

H20 13,7159 13,4156 13,6051 17,4755 15,2431




F. Porcentaje promedio de solidos solubles totales de los extractos obtenidos entre dos

factores; las capas del pericarpio de charan (Epicarpio y Mesocarpio) y los grados de

etanol
Porcentaje Promedio de Sélidos Solubles Totales (%)
Capas del
] . Grados de Etanol |1 2 3 4 5 Promedio
pericarpio
96° 20.83 21.00 20.67 21.00 22.00 21.10
70° 22.00 21.50 21.58 22.00 22.75 21.97
Epicarpio 50° 19.25 | 18.83 | 1850 | 19.00 | 20.00 | 19.12
30° 13.25 12.17 13.00 13.00 14.17 13.12
H20 3.17 2.33 3.00 3.00 3.33 2.97
96° 2342 | 2200 | 21.83 | 2250 | 2350 | 22.65
70° 2425 | 23.17 | 22.83 | 24.00 | 24.00 | 23.65
Mesocarpio 50° 21.42 | 2050 | 20.00 | 2250 | 21.00 | 21.08
30° 14.92 14.50 14.50 15.03 15.00 14.79
H20 4.67 4.33 4.17 5.33 5.00 4.70

G. Porcentaje promedio de solidos totales de los extractos obtenidos entre dos factores ;
las capas del pericarpio de charan (Caesalpinia paipai Ruiz & Pavon) y los grados

de etanol para cada arbol

Porcentaje Promedio de Sélidos Totales(%)
Capas del
] ) Grados de Etanol |1 2 3 4 5

pericarpio

96° 11.8346 |9.1351 |11.5527 |14.8302 |14.9353

70° 21.2898 |16.5550 |21.4188 |24.1326 |25.1168

Epicarpio 50° 22.5654 |[19.1732 |24.0036 |26.3112 |27.2811

30° 21.6624 |16.9563 |21.4474 |25.0833 |24.6916

H20 18.4566 |13.5784 |16.4117 |18.3084 |18.6668

96° 23.3251 |17.2860 |17.7099 |23.0002 |22.4269

70° 31.8630 |29.7369 |28.8709 |37.2523 |34.7536

Mesocarpio 50° 34.7679 |33.2486 |32.0886 |39.6603 |36.6647

30° 32.3073 |31.3566 |29.5972 |38.6140 |32.9428

H20 22.7661 |23.9606 |22.6878 |29.9137 |27.2190




ANEXO 8
ANALISIS ESTADISTICOS REALIZADOS A LOS RESULTADOS DE LOS
ENSAYOS

A. Analisis de varianza para la comparacién de medias del peso de epicarpio con un solo
factor y un nivel de significancia de 0,05.

Anélisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 4 10,63 2,6570 21,66 0,000
Error 145 17,79 0,1227
Total 149 28,42

B. Prueba de igualdad de varianzas para el peso de epicarpio.

Pruebas
Estadistica
Método Valor p
de prueba
Bartlett 18,94 0,001

C. Analisis de varianza para la comparacion de medias del peso de mesocarpio con un solo
factor y un nivel de significancia de 0,05.

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Arbol 4 54,49 13,6226 32,98 0,000
Error 145 59,90 0,4131
Total 149 114,39

D. Prueba de igualdad de varianzas para el peso de mesocarpio.

Pruebas
Estadistica
Método Valor p
de prueba
Bartlett 44,22 0,000




E. Andlisis de varianza para la comparacion de medias de la longitud del fruto con un solo

factor y un nivel de significancia de 0,05.

Andlisis de Varianza

Fuente GL Num GL Den Valor F Valor p
Factor
. 4 72,1083 0,41 0,798
(Longitud)

F. Andlisis de varianza para la comparacion de medias del ancho del fruto con un solo

factor y un nivel de significancia de 0,05.

Andlisis de Varianza

Fuente GL Num GL Den Valor F Valor p
Factor
4 71,6625 41,98 0,000
(Ancho)

G. Andlisis de varianza para la comparacion de medias del espesor del fruto con un solo

factor y un nivel de significancia de 0,05.

Anélisis de Varianza

Fuente GL Num GL Den Valor F Valor p

Factor 4 72,0331 58,07 0,000




H. Andlisis de varianza del porcentaje promedio de humedad obtenido de los frutos de los

arboles de charén (Caesalpinia paipai)

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 4 1,37 0,34 3,22 0,0607
Arboles 4 1,37 0,34 3,22 0,0607
Error 10 1,06 0,11
Total 14 2,43

I. Andlisis de varianza del porcentaje promedio de ceniza entre carpelos

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 5 0,97 0,19 18,99 0,0069
Bloques 4 0,15 0,04 3,66 0,1183
Capas 1 0,82 0,82 80,31 0,0009
Error 4 0,04 0,01
Total 9 1,01

J. Prueba de Tukey — porcentaje promedio de cenizas entre los carpelos

Tukey alfa=0,05

Capas Medias n E.E.

Mesocarpio 3,47 5 0,05 A
Epicarpio 2,90 5 0,05 B




K. Analisis de varianza de la solubilidad entre dos factores; las capas del pericarpio de

charén (Caesalpinia paipai Ruiz & Pavon) y los grados de etanol

Anélisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Modelo 13 927,78 71,37 95,02 <0,0001
Bloques 4 137,80 34,45 45,87 <0,0001
Capas 1 416,51 416,51 554,53 <0,0001
Grados de Etanol 4 365,09 91,27 121,52 <0,0001
Capas*Grados de Etanol 4 8,37 2,09 2,79 0,0409
Error 36 27,04 0,75

Total 49 954,82

L. Prueba de Tukey — solubilidad entre dos factores; las capas del pericarpio de charan

(Caesalpinia paipai Ruiz & Pavon) y los grados de etanol

Tukey alfa=0,05

Capas Grados de
Etanol Medias n E.E.
Mesocarpio 50° 20,00 5 0,39 A
Mesocarpio 30° 18,99 5 0,39 A
Mesocarpio 70° 18,69 5 0,39 A
Mesocarpio H20 14,69 5 0,39 B
Epicarpio 50° 13,69 5 0,39 B-C
Epicarpio 30° 12,35 5 0,39 C
Epicarpio 70° 12,33 5 0,39 C
Mesocarpio 96° 11,88 5 0,39 C
Epicarpio H20 9,97 5 0,39 D
Epicarpio 96° 7,04 5 0,39 E




M. Prueba de Tukey — solubilidad de los grados de etanol

Tukey alfa=0,05

Grados de Etanol Medias n E.E.

50° 16,84 10 0,27 A
30° 15,67 10 0,27 B
70° 15,51 10 0,27 B
H20 12,33 10 0,27 C
96° 9,46 10 0,27 D

N. Andlisis de varianza de solidos solubles totales entre dos factores; las capas del

pericarpio de charan (Caesalpinia paipai Ruiz & Pavon) y los grados de etanol

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Modelo 13 2531,97 194,77 1204,62 <0,0001
Bloques 4 8,93 2,23 13,81 <0,0001
Capas 1 37,05 37,05 229,15 <0,0001
Grados de Etanol 4 2485,76 621,44 3843,57 <0,0001
Capas*Grados de Etanol 4 0,24 0,06 0,36 0,8325
Error 36 5,82 0,16

Total 49 2537,79

O. Prueba de Tukey — sdlidos solubles totales de los grados de etanol

Tukey alfa=0,05

Grados de Etanol  Medias n E.E.
70° 22,81 10 0,13 A
96° 21,88 10 0,13 B
50° 20,10 10 0,13 C
30° 13,95 10 0,13 D
H20 3,83 10 0,13 E




P. Analisis de varianza del porcentaje promedio de solidos totales entre dos factores; las

capas del pericarpio de chardn (Caesalpinia paipai Ruiz & Pavon) y los grados de

etanol
Andlisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Modelo 13 2701,29 207,79 91,31 <0,0001
Bloques 4 295,59 73,90 32,47 <0,0001
Capas 1 1236,25 1236,25 543,26 <0,0001
Grados de Etanol 4 1145,23 286,31 125,82 <0,0001
Capas*Grados de Etanol 4 24,21 6,05 2,66 0,0483
Error 36 81,92 2,28

Total 49 278321

Q. Prueba de Tukey — sdlidos totales entre dos factores; las capas del pericarpio de charan

(Caesalpinia paipai Ruiz & Pavon) y los grados de etanol

Tukey alfa=0,05

Capas Grados de |
Etanol Medias n E.E.
Mesocarpio 50° 35,29 5 0,67 A
Mesocarpio 30° 32,96 5 0,67 A
Mesocarpio 70° 32,50 5 0,67 A
Mesocarpio H20 25,31 5 0,67 B
Epicarpio 50° 23,87 5 0,67 B-C
Epicarpio 30° 21,97 5 0,67 C
Epicarpio 70° 21,70 5 0,67 C
Mesocarpio 96° 20,75 5 0,67 C
Epicarpio H20 17,08 5 0,67 D
Epicarpio 96° 12,46 5 0,67 E




R. Prueba de Tukey — solubilidad de los grados de etanol

Tukey alfa=0,05

Grados de Etanol Medias E.E.

50° 29,58 10 0,48 A
30° 27,47 10 0,48 B
70° 27,10 10 0,48 B
H20 21,20 10 0,48 C
96° 16,60 10 0,48 D




ANEXO 9
IMAGENES DE LOS RESULTADOS DE LA MARCHA FITOQUIMICA

Ensayo de Fehling — Epicarpio
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Ensayo de Millon — Epicarpio




Ensayo de Wagner — Epicarpio




Ensayo de Marquis — Epicarpio




Ensayo de Shinoda — Epicarpio




Ensayo de Borntraguer — Antraquinonas - Epicarpio




Ensayo de Rosenthaler - Epicarpio
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Ensayo de CH,0 — H,SO, - Epicarpio






