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RESUMEN

El Camu camu arbustivo (Myrciaria dubia (H.B.K.) Mc Vaugh) es una promisoria planta
nativa de nuestra Amazonfa. Su alto contenido de 4cido ascdérbico despertd el interés de
nacionales y extranjeros, lo que contribuyé a popularizar su cultivo en las zonas de restingas,
principalmente en los departamentos de Loreto y Ucayali. La poblacion local de estas zonas,
sin embargo, empleaba al Camu camu desde antes, principalmente como alimento para los
peces, pero también como medicina natural contra afecciones respiratorias y fracturas, entre

otros.

Aunque por su alto contenido de vitamina C el Camu camu es objeto de una serie de
investigaciones y proyectos, sobre todo en cuanto a su cultivo y mejoramiento de la produccion
del fruto, el aspecto medicinal de la planta ha estado siempre desatendido, lo que motivé la
realizacién de la presente tesis de investigacion, la cual, mediante el método de "Marcha
Fitoquimica" llegé a identificar la presencia de siete grupos de metabolitos secundarios en las
hojas y corteza de esta planta en sus tres etapas fenoldgicas (floracion fructificaciéon y
dormancia, es decir sin flor ni fruto): flavonoides, quinonas, saponinas, lactonas
sesquiterpénicas, compuestos grasos (aceites esenciales), taninos y azicares reductores.
Ademads, mediante un andlisis espectral se identificaron tres importantes flavonoides, los cuales
estarian relacionados con la accidn terapéutica de estas partes de la planta: Quercetina (y su
isémero, isoquercetina), kaemferol y genisteina. Siendo la quercetina constante en las tres
etapas pero la de menor concentracién (0.412 mg %), mientras que la genisteina fue la de

mayor concentracion (4.201 mg %) pero s6lo se presenté en una muestra (hojas en floracién).

Palabras clave: Camu camu, flavonoides, metabolitos secundarios, principios activos.
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1. INTRODUCCION

Los bosques tropicales peruanos representan una amplia fuente de recursos naturales que cada
determinado tiempo han ofrecido a la humanidad la oportunidad de desarrollar un recurso para
el beneficio de todos. Asi tenemos el caso de la cinchona (Cinchona sp.), el caucho (Hevea
brasiliensis) y hoy en dia también el “Camu camu” (Myrciaria dubia H.B.K. Mc Vaugh), una

planta arbustiva perteneciente a la familia de las Myrtaceas.

El camu camu, al momento de su descubrimiento, era utilizado por las poblaciones locales
como alimento para los peces, pero también en la elaboracién de bebidas y licores, estos
ultimos no sélo de su fruto sino también de otras de sus partes, especialmente para la

preparacion de medicinas naturales.

Un estudio bromatoldgico de su fruto encontré que la pulpa poseia un alto contenido de dcido
ascorbico, un excelente antioxidante natural, lo que propici6é que el camu camu se popularizara
a nivel mundial y que el gobierno de turno promoviera su cultivo en la Amazonia Peruana. De
esta manera, Loreto y Ucayali se convirtieron en los principales centros de investigacion y
reproduccion de este fruto, en rodales naturales y plantaciones artificiales, respectivamente,
siempre buscando mejorar su cultivo, manejo, adaptaciéon a diferentes pisos ecoldgicos y de
conseguir la mayor concentracion de dcido ascérbico posible. El aspecto medicinal de la planta

sin embargo, y a excepcion del poder antioxidante de la pulpa, qued6 siempre desatendido.

En aquellas zonas donde este fruto es cultivado, se sabe que las hojas son empleadas en la
preparacion de brebajes para contrarrestar los males respiratorios. Asimismo, su corteza es
empleada en macerados y emplastos para curar las enfermedades respiratorias y las fracturas,
respectivamente. Sin embargo, aquellos compuestos responsables de tales propiedades

terapéuticas no han sido identificados atn.

Es sabido también que los principios activos de las plantas medicinales (conocidos también

como metabolitos secundarios) suelen variar en concentracién y presencia con los diferentes



estadios y periodos de las plantas, ya que estos compuestos no son esenciales para las mismas,

mas si le ayudan a adaptarse a diferentes situaciones de estrés o supervivencia.

En el camu camu se presentan tres estados fenoldgicos marcados: floracion, fructificacién y
dormancia (sin flores ni frutos). Esta marcada fenologia no permite a los productores obtener
ingresos continuos por la venta del fruto, por lo que el resto del afio deben buscar la manera de
suplir esta carencia. A diferencia del fruto, las hojas y la corteza estdn presentes todo el afio, y
de encontrarse en ellas compuestos activos de importancia medicinal o industrial, el
aprovechamiento de éstos permitiria hacer un uso mds completo de la planta, permitiéndole a

los agricultores mayores ganancias por ellas.

La presente investigacidn pretende por lo tanto, proporcionar un primer registro de metabolitos
presentes tanto en las hojas como en la corteza del camu camu y determinar si es que éstos
varian en sus tres etapas fenoldgicas, completando asi la informacién ya existente sobre la
planta, pudiéndose establecer “marcadores quimicos” que ayuden a identificar la especie y sus
variedades, asi como su lugar de procedencia, en el futuro. Del mismo modo, permite dar un
vistazo preliminar sobre los compuestos que le proporcionan a la planta sus propiedades
curativas, los mismos que al tener cierta importancia para la industria farmacéutica y/o
cosmética, le permitan a los productores dedicados al cultivo de esta especie aprovechar algo
mds que el fruto, que es estacional. De esta manera el camu camu se establece como una planta
multipropdsito que no s6lo mantiene el suelo ocupado cuando el terreno estd inundado, sino

que ademads se puede obtener més de un producto beneficioso cuando esto ocurre.



2. REVISION DE LITERATURA

21 ANALISIS DE LA PLANTA

2.1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Myrciaria

Especie: dubia

Nombre cientifico: Myrciaria dubia (H.B.K.) Mc Vaugh

Nombre comin: Camu camu

2.1.2 DESCRIPCION DE LA PLANTA

Se conoce como camu camu (Myrciaria dubia H.B.K. Mc Vaugh) al fruto de un arbusto nativo
de la Amazonia. De acuerdo con Chavez (1993) y Villachica et al (1998) este arbusto puede
llegar a medir entre cuatro a ocho metros de altura; se ramifica desde la base formando varios
tallos secundarios que a su vez se ramifican en forma de vaso abierto. Su tallo y ramas son
glabros, cilindricos y lisos. Su fuste alcanza hasta 15 cm de didmetro; su corteza externa es de

color pardo claro a pardo bronceado con ritidoma que se desprende como pequefias placas



laminares; su corteza interna es lisa, de color gris o pardo verdoso. Sus raices son profundas,
conicas y con muchos pelos absorbentes, pueden alcanzar 50 cm de longitud,
aproximadamente. Sus hojas son simples, opuestas, enteras y sin estipulas, glabras en ambas
caras, ovoides — elipticas hasta lanceoladas, de 3 a 12 cm de largo y de 1.5 a 4.5 cm de ancho;
poseen un nervio medio en el haz y numerosos nervios secundarios (16 a 30); margen entero,
ligeramente ondulado, dpice caudado acuminado, base obtusa a redondeada, haz verde oscuro
ligeramente lustroso, envés verde claro y opaco, presenta abundantes puntos transhicidos,
peciolo corto de 3 a 8 mm de largo y 1 mm de didmetro. Su inflorescencia es axilar, en forma
de cimulas paucifloras, con grupos de 1 a 12 flores subsésiles arregladas en pares, son blancas,
glabras, bisexuales, con bracteas y bracteolas persistentes, cdliz con cuatro l6bulos ovoides,
corola con cuatro pétalos, ovario infero y unos 1256 estambres. El fruto es una baya globosa,
de superficie lisa y brillante, con puntos glandulares, de color rojo oscura hasta negro purpura
al madurar, de 2 a 4 cm de didmetro y peso variable entre 2 a 20 g. La pulpa es carnosa, icida y
de sabor y aroma agradables; presenta entre 1 a 4 semillas elipticas o reaniformes,
conspicuamente aplanadas, siendo lo mas comun de dos a tres semillas; miden entre 8 a 15 mm
de largo y 5.5 a 91 mm de ancho y estdn cubiertas por una malla de fibrillas blancas, ralas, de

menos de 1 mm de longitud.

Figura 1.  Ejemplar tipico de Myrciaria dubia de zona inundable
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Ademads del arbustivo, existe otro tipo de camu camu denominado “camu camu arboreo”
(Myrciaria sp.), pero que ain no es muy conocido ni ha sido tan estudiado como M. dubia.

Brack (1999) describe dos especies de camu camu arbéreo:

- Myrciaria floribunda: arbol de hasta 30 — 40 m de altura, fruto en baya color morado a

marrdn, de céscara semilefiosa, pulpa rosada y una a dos semillas. El fruto es mds pequefio

que el de M. dubia.

- Myrciaria cauliflora: arbol entre 6 — 13 m de alto; inflorescencias caulifloras, de flores

blancas y frutos en bayas, esféricos, rojizos a negros cuando maduros, pulpa blanca, 4cida,

con una a dos semillas.

Visquez, citado por Pinedo ef al (2004), describe una tercera especie de camu camu arboreo:

- Myrciaria amazonica (Camu camu de altura): drbol de hasta 24 m de altura, frutos tipo

baya de 1.5 — 2 cm de didmetro, con coloracién negra al madurar.

Algunas caracteristicas diferenciales entre camu camu arbustivo y arbéreo se presentan en el

Cuadro 1.



Cuadro 1.  Caracteristicas diferenciales entre Myrciaria dubia y Myrciaria sp.

Caracteristica Myrciaria dubia Myrciaria sp
Porte Arbusto Arbol
Didmetro tronco Hasta 15 cm. Hasta 50 cm.
Corteza Rojiza, se desprende en grandes placas Rojiza, lisa
Ramificacion Copa baja, globosa, densa Copa muy alta
Fruto 2 —4 cm. Didmetro 2 cm. didmetro aprox.
Contenido &cido ascorbico Mayor Menor
Contenido &cido citrico Menor Mayor
Epoca de cosecha Diciembre —marzo Marzo — mayo
Peso de fruto 10—-20¢g 23-40g¢g
Color de fruto Rojo intenso a morado Morado a marrén
Cascara del fruto Apergaminada Semilefiosa
Color de semilla Amarillenta Rosada
Tamano de semilla Generalmente grande Pequena y pilosa
Forma de semilla Chata, reniforme Ovalada, dura
Semillas por fruto 1a4 1a2

Fuente: Villachica, H. (1996)

2.1.3 DISTRIBUCION NATURAL

El camu camu, ya sea arbéreo o arbustivo, se encuentra disperso en toda la cuenca del
Amazonas y sus afluentes, encontrandose poblaciones en los paises de Perd, Brasil, Colombia y
Venezuela, aunque las poblaciones mas densas se localizan en la regién peruana. (Vasquez,

2000)

En el Pert, las poblaciones de camu camu se encuentran en los departamentos de Loreto y
Ucayali, a lo largo de las cuencas de los rios Nanay, Napo, Ucayali, Maraiién, Samiria, Pacaya,
Tigre, Tapiche, Yarapa, Tahuayo, Pintuyacu, Itaya, Ampiyacu, Maniti, Oroza, Putumayo,

Yavari, Curaray y Apayacu. (Pinedo et al. 2004)

La mayoria de rodales naturales de camu camu (M. dubia) se localizan en el departamento de
Loreto, creyéndose como su centro de origen los lagos Sahua y Supay, afluentes del rio Ucayali
y en donde se han encontrado las poblaciones mds densas de esta especie. (Villachica et al.
1998 y Vasquez 2000). En cuanto al camu camu arbéreo, sus poblaciones naturales son mds

abundantes en el departamento de Ucayali, aunque también se encuentra disperso en toda la
6




Amazonia. Vasquez (2000) indica que en un viaje de recoleccién realizado por el INIA en
1989, se reporté una gran cantidad de este tipo de camu camu en el tramo Contamana —
Pucallpa. El mismo autor también sefiala que a diferencia de M. dubia, camu camu arbéreo se
encuentra en forma dispersa y no formando poblaciones compactas. La figura 2 muestra la

distribucién del camu camu en la Amazonia peruana.
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Figura2.  Distribucion de las poblaciones naturales de camu camu en la Amazonia peruana
FUENTE: Mendoza et al. 1989. En: El cultivo del camu camu en la Amazonia peruana.

Contrario a lo que sucede con las poblaciones naturales, la mayoria de plantaciones artificiales
de M. dubia se localizan en el departamento de Ucayali, debido principalmente a la facilidad de
acceso via carretera entre las ciudades de Lima y Pucallpa, hecho que se tomé en consideracién
al momento de instaurar el Programa de promocion del cultivo de Camu camu del gobierno en

1997. (GTZ 2000).



De acuerdo con Villachica et al (1998), el hdbitat para M. dubia son las orillas de los rios y
lagos de aguas negras de la Amazonia, debido a su alto contenido de materia orgdnica y en
donde, segin Vésquez (2000), se le puede encontrar compitiendo con otras especies de la
familia Myrtaceae como Eugenia stipitata (Arazd) y Psidium spp. (varias especies de guayaba)
y de la familia Arecaceae. En tanto, el camu camu arbéreo, como indican Villachica et al
(1998) y Pinedo et al (2004), habita los bosques primarios y los bosques inundables, y casi

siempre se le encuentra disperso como ya se indicé anteriormente.

2.1.4 PLAGAS Y ENFERMEDADES

2.1.4. A)PLAGAS

Delgado y Couturier (2004) han logrado identificar alrededor de 48 plagas para el camu camu
(Myrciaria dubia); sin embargo, no todas ocasionan un gran dafio a la produccion o a la planta

en si. Las plagas més importantes halladas en camu camu se indican en el Cuadro 2.

Cuadro 2.  Principales plagas potenciales del Camu camu

Nombre comun Nombre cientifico Localizacion

Pulgén verde del algodonero Aphis gossypii Brotes y hojas

Queresa roja del Camu camu Austrotachardiella sexcordata Ramas

Queresa amarilla del Camu camu Ceroplastes flosculoides Ramas
Picudo del Camu camu Cenotrachelus dubiae Semillas
Mosquita de la agalla del Camu camu Dasineura sp. Hojas

Queresa de la pifia

Dysmicoccus brevipes

Hojas, ramas, cuello

Serruchador Ecthoea cuadricornis Ramas

Picudo de las ramas Laemosaccus ebenus. Ramas

Polilla nocturna (plaga de guayaba) Mimallo amilia Hojas
Queresa negra del chirimoyo Parasaissetia nigra Ramas, hojas

Polilla nocturna Trogoptera erosa Hojas

Piojo saltador

Tuthillia cognata

Brotes, envés hojas
jévenes

Barrenador de las ramitas del café

Xylosandrus compactus

Tallo

Chinche del Camu camu

Edessa sp.

Brotes, frutos

Palito o Palito viviente saltador

Apioscelis bulbosa

Hojas

FUENTE: Villachica, H. (1996)




Existen otras plagas que si bien no afectan la produccion pueden ocasionar significativos dafios
a las hojas o la corteza, material de estudio de la presente Tesis. Algunas de estas plagas son:
Barrenador de ramas y tronco (Timocratica olbella), Gusano lefiador (Mimillo amilia), Gusano
dragén (Nystalea nyseus), Gusano cesto (Naevipenna sp., Oiketicus sp.), Oruga zebra de las
ramas (Lossula maruga) Pulgén verde del algodonero (Aphis gossypii), hormigas cortadoras
(Atta sexdens), Mosca blanca (Aleurothrixus floccosus) y Mosca de la fruta (Anastrepha sp.).
(Delgado y Couturier 2004)

2.1.4. B)ENFERMEDADES

De acuerdo con Villachica (1996), las enfermedades registradas para Myrciaria dubia no han
sido debidamente estudiadas puesto que en las zonas de restinga éstas suelen presentarse en
baja proporcidon. De acuerdo con el autor “la relativa alta fertilidad de los suelos y la
inundacién prolongada constituyen agentes supresores de la proliferacién de patégenos”. Sin
embargo, en plantaciones de monocultivos siempre existe el riesgo de contagio. El Ing. Pablo
Villegas, productor de camu camu (M. dubia) del caserio 7 de Junio de Yarinacocha, en

Ucayali, sefiald las siguientes enfermedades y patégenos que presenta su plantacion:

2.1.4.B. a) Necrosis radicular (Fusarium sp.)

El dafio causado por este patdgeno consiste en el ennegrecimiento de las raicillas, las que
toman una consistencia himeda y de fécil desprendimiento. A su vez, las hojas se tornan
amarillentas, se marchitan y mueren. Se controla mediante la eliminacién de las plantas

afectadas. (IIAP 2001).

2.1.4.B. b) Antracnosis de hojas y frutas (Colletotrichum sp.)

El dafio comienza por la formacion de pequefios puntos rojizos, tanto en hojas como en el fruto.
En las hojas estos pequefios puntos van avanzando por su superficie en forma de halos
amarillentos que luego forman manchas més grandes de color rojizo que cubren gran parte de
la superficie foliar. En los frutos, los pequefios frutos se oscurecen y crecen hasta alcanzar
aproximadamente 1 cm de didmetro, cambiando a una coloracién marrén claro o pajizo.

También puede ocurrir la rajadura del fruto, permitiendo la entrada a otros patégenos o plagas.
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Su control también consiste en la eliminacion de las partes afectadas. (ITAP 2001).

2.1.4.B. ¢) Manchas foliares

Cuando el dafo es ocasionado por Pestalotia sp. aparecen manchas de color marrén sobre las
hojas y ramas (Rashed s.f.). Si el dafio es originado por Marssonina sp., aparecen pequefias
manchas irregulares de color marrén o negro,, con o sin el centro blanco, en las hojas y ramitas
de la planta. En estas ultimas, algunas veces las manchas se agrupan para formar largas lesiones
que pueden rodear y matar las ramas. Este patdgeno se controla eliminando las ramas y hojas
muertas o enfermas, luego de lo cual se debe desinfectar las herramientas utilizadas. (Pscheidt

2009).

2.1.4.B. d) Muerte regresiva (Botryodiplodia theobromae)

Este patdgeno ocasiona el secamiento de la planta desde la parte apical hacia abajo. Las
lesiones son de color castafio al inicio, luego marrén y finalmente blanco griséceas. Su control
consiste en la eliminacion de las plantas afectadas, o podando las ramas debajo de las zonas

dafiadas, curando luego el corte con pasta bordaleza. (ITAP 2001)

2.1.4.B. e) Fumagina (Fumago sp.)

- El dafio consiste en la distribucién no uniforme de una cubierta oscura sobre las hojas,
disminuyendo asi su capacidad fotosintética. De acuerdo con Villachica (1996), su
aparicién es consecuencia del ataque de queresas, que suelen presentarse en mayor
cantidad durante la época seca. Se controla eliminando las queresas mas no se deben usar

fungicidas. (ITAP 2001).

2.1.4. C)POLINIZADORES

Villachica (1996) indica que ademds del viento, los polinizadores mds importantes para camu
camu son unas pequefias abejas identificadas por Peters y Véasquez (1986) llamadas Melipona

fuscopilana y Trigona portica.
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2.1.5 IMPORTANCIA DE LA ESPECIE

La importancia del camu camu (Myrciaria dubia H.B.K. Mc Vaugh) radica en el gran potencial
agroindustrial que representa. Si bien su parte mds estudiada hasta hoy es el fruto y es en donde
radica su mayor atractivo (el alto contenido de dcido ascérbico de su pulpa), el camu camu ha
venido siendo utilizado de diversas formas por las poblaciones riberefias y es a partir de estos
usos que se puede inferir su importancia para la agroindustria y para el desarrollo de la regién
amazodnica, ya sea en la medicina, en la cosmética, en la industria de los alimentos o para otros

usos. (GTZ 2000).

Flores (1997) destaca algunos usos importantes para el camu camu como tinte y como
medicina: “Tanto los frutos como la corteza son usados para tefiir fibras vegetales; los vapores
del raspado de la corteza hervida sirven contra dolores musculares; las hojas trituradas
sumergidas en agua, para remojar la cabeza o como bebida contra la fiebre, el dolor de cabeza y

la calentura interna.”

Brack (1999) también sefiala algunas de sus propiedades medicinales:

- Como antigripal: frutos licuados con agua.

- Como laxante: jugo de los frutos mezclado con agua.

- Para malestares gastro-intestinales: jugo fresco de frutos maduros.

- Contra el reumatismo: el cocimiento de corteza y frutos verdes macerado en aguardiente.

- Para las heridas: Emplasto de la corteza machacada.

Viasquez (2000) también indica algunas propiedades curativas: “Su corteza y su tallo
consumidos en infusion son un excelente remedio contra la diabetes; su cascara al estado

maduro tiene buena concentracién de antocianinas, ideal para la fabricacion de antioxidantes.”
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De acuerdo con una publicacion del IIAP (2001) se considera que el camu camu es util para el
tratamiento de herpes, dolores de cabeza, migrafia, cédlculos de la vesicula y especialmente
resfrios y gripes severas. En el Cuadro 3 se detallan algunos usos tradicionales para el camu

camu (M. dubia) por parte de las poblaciones aledafias de Jenaro Herrera.

Cuadro 3. Forma de uso de Myrciaria dubia HBK en Jenaro Herrera, Tahuayo y Putumayo.

Parte de la Planta Forma de uso

Sustituto del limén

Carnada para pescar

Licor

Medicina

Fruto
Refresco

Helado

Cremolada

Tintorea

Licor y cocimiento medicinal

Corteza -
Tintorea

Hojas Medicina

Raices Licor y cocimiento medicinal

Madera Lefia y construcciones rusticas

FUENTE: Manual Técnico: Sistema de produccién de camu camu en restinga, IIAP (2000).

Se sabe que a nivel local, la pulpa del fruto se consume y utiliza en la elaboracién de diversos
productos tales como: jugos, néctares, vinos, macerados, bebidas, mermeladas, helados, etc;
mientras que a nivel internacional, el valor que se le da a la pulpa es mds interesante. Si bien es
cierto que también se le consume en la forma de de los diferentes productos arriba
mencionados, paises como Japén y Estados Unidos, principales destinos de la pulpa congelada
y liofilizada, lo demandan por su alto contenido de 4cido ascérbico para la elaboracion de
tabletas de Vitamina C natural. La funcién antioxidante de la Vitamina C y la creciente
demanda por productos de origen natural, especialmente de los provenientes de la Amazonia,
incrementan la importancia de este fruto en estos mercados, para los cuales la oferta nacional

actual no es suficiente. (Villachica 1996).

Otra rama de la industria donde el camu camu también puede representar una opcién

interesante es el campo de la cosmética. La publicacion del IIAP (2001) sefiala que el alto
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contenido de Vitamina C del camu camu —debido a su accién antioxidante- también puede
aprovecharse para la elaboracion de cremas, mdscaras capilares, balsamos y champus. Este tipo
de productos ya se vienen elaborando en paises como Brasil y Japén, y dada nuestra mejor
calidad de fruto y mayor densidad de poblaciones, es una importante opcién que el Peri

deberia comenzar a desarrollar y aprovechar.

Como se ve, el camu camu es un fruto potencial para desarrollar la agroindustria en la
amazonia peruana. Aunque su parte mds estudiada es el fruto, otras de sus partes también
pueden representar opciones interesantes de desarrollo econdmico, convirtiéndose ademds en
una planta multiuso y en un elemento de importancia para la investigacion cientifica,
rompiéndose la fuerte dependencia entre los ingresos econdmicos para el agricultor con la
época de cosecha, y, tal como sefiala Vasquez (2000): “Es la primera especie nativa de

importancia economica que mantiene ocupado el suelo mientras el agua lo cubre.”

2.2 ANALISIS FITOQUIMICO

2.2.1 DEFINICION

Garcia (2006) senala que la palabra fitoquimica proviene del griego Phyton-planta es decir
“quimica de las plantas”; por tal razén, Valencia (1995) la define como “el estudio de los
constituyentes quimicos de las plantas” y dicho estudio, tal como sefala también Garcia
(2006), abarca la biosintesis, metabolismo, distribucién natural, funcién bioldgica, aislamiento,

purificacion y determinacion de la estructura quimica de tales compuestos.

Cabe resaltar que autores como Dominguez (1973), Lock (1988) y Valencia (1995) sefialan que
no existe un esquema definido para la realizaciéon de un andlisis fitoquimico y que cada
estudiante, profesor o investigador, debe utilizar todas las herramientas y esquemas a su
alcance y realizar su propia secuencia de investigacion con la que se sienta mds cémodo de

trabajar.
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2.2.2 METABOLITOS CELULARES

Son todos aquellos que le permiten realizar a las células sus diferentes funciones. Estdn
divididos en dos de acuerdo a su importancia para el metabolismo celular: Metabolitos

primarios y metabolitos secundarios.

2.2.2. A) METABOLITOS PRIMARIOS

Garcia (2006) los describe como “los compuestos bdsicos para el metabolismo de la célula” y
también indica que como los procesos metabdlicos son uniformes a todos los vegetales, asi
también lo serdn este tipo de metabolitos. Esta afirmacion queda confirmada con lo expresado
por Lock (1988) y Valencia (1995), quienes describen a los metabolitos primarios como
“sustancias inertes universalmente distribuidas, que participan en la actividad celular de todo
ser viviente”. Valencia (1995) afirma ademds que tales sustancias “no tienen ninguna actividad

farmacolégica definida’. Estos metabolitos estdn constituidos por:

- Lipidos.

- Acidos carboxilicos del ciclo del 4cido citrico.

- Aminoacidos

- Azicares comunes y derivados.

- Polimeros de carbohidratos (celulosa, almidén).

- ATP yDPN.

- Materias colorantes.

2.2.2. B) METABOLITOS SECUNDARIOS

Lock (1988) los describe como “compuestos quimicos de estructura relativamente compleja y

de distribucion mds restringida y caracteristica a cada planta”. Estos compuestos, de acuerdo
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con Lock (1988), Valencia (1995) y Garcia (2006), no son indispensables para el
funcionamiento celular de las plantas y, generalmente, son éstos los responsables de la accién
terapéutica de las mismas. Lock (1988) los denomina por ello articulos de lujo de la planta y
Valencia (1995) agrega que dichos productos “no son finales ya que posteriormente pueden

sufrir mds cambios”.

Su presencia o ausencia en la planta estd determinada por varios factores: el suelo, las
condiciones climadticas, la estacidén, el momento del dia, etc. De acuerdo con la OMS (1998) “a
finales del periodo vegetativo y antes del periodo de floracion ocurre la mayor concentracion
de principios activos”; y Garcia (2006) afiade que el mejor momento para la recolecciéon de
muestras es por las tardes o las noches, pues a estas horas la planta ya ha realizado sus procesos
metabodlicos bésicos y puede dedicarse a producir sus “compuestos de lujo” o metabolitos

secundarios.

Si bien estos metabolitos no son esenciales para el funcionamiento celular, si cumplen otras
funciones especificas para cada planta donde se presentan: como mecanismos de defensa, como
agentes polinizadores, como sustancias de reserva, como cicatrizantes para sus propias heridas,

etc.

Algunos de estos metabolitos, con reconocida accién terapéutica son: alcaloides, terpenos y
terpenoides, saponinas, quinonas y otros compuestos fendlicos, etc. A continuacién se

describirdn algunos de estos compuestos considerados para la presente investigacion.

2.2.2.B. a) Compuestos fendlicos:

De acuerdo con Lock (1988), son todos aquellos compuestos “que poseen en comun un anillo
aromdtico con uno o mds sustituyentes hidroxilos y que suelen encontrarse frecuentemente
como glicésidos combinados con unidades de aziicar”. Valencia (1995) indica ademds que por
lo general, estos compuestos suelen alojarse en las vacuolas de las plantas. Ambos autores
mencionan entre los compuestos fendlicos a los flavonoides, los taninos, las quinonas,

cumarinas, entre otros.
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2.2.2.B.a.1 FLAVONOIDES

Diversos autores como Dominguez (1973), Bruneton (2001), Vit (1993) y Valencia (1995)
sefialan que los flavonoides son sustancias cuyas estructuras derivan del nicleo 2-fenil-bezo-
pirona, conocido también como flavona (Figura 3). Su esqueleto carbonado tiene la forma Ce-
C3-Cg y de acuerdo con el nivel de oxidacion del anillo central de pirano se pueden dividir en
varias clases, siendo las mds importantes los flavonoles (como la quercetina) y las

antocianidinas (como la cianidina) (Valencia 1995).
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Figura 3.  Estructura de la Flavona
FUENTE: Patricia Vit (1993)

Estdn ampliamente distribuidos en las plantas, ya sean libres o como glicésidos (Dominguez
1973 y Valencia 1995), en el mesoéfilo y epidermis de las hojas, en la cuticula epidérmica de los

frutos y en otros 6rganos, siendo mds abundantes en érganos jovenes (Bruneton 2001).

En las plantas cumplen la funcién de pigmentacion de hojas, flores y frutos (Dominguez 1973 y
Valencia 1995), ya sea para atraer insectos polinizadores o dispersores de semillas, pero
Valencia (1995) sefiala ademads otras funciones importantes para la medicina, tales como: son
potentes inhibidores de algunos sistemas enzimadticos, tienen una funcién protectora y de
resistencia contra las enfermedades, pueden servir como marcadores quimicos en los estudios

biosintéticos y de distribucién taxondmica de las plantas superiores, etc.

2.2.2.B.a.2 TANINOS

Bruneton (2001) define a los taninos como “compuestos fenélicos hidrosolubles con un peso
molecular entre 500 — 3000, que presentan la propiedad de precipitar alcaloides, gelatina y

otras protefnas”. Los clasifica en dos grupos:
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- T. condensados (proantocianidoles): Polimeros de unidades flavdnicas, la mayoria de las

veces ligadas entre ellas por enlaces C4-Cs. Son resistentes a la hidr6lisis.

- T. hidrolizables: Son ésteres de la glucosa (o de compuestos semejantes) y de dcidos

fenoles: 4cido gdlico (T. gélicos) o dcido hexahidroxidiférico y sus derivados (T. eldgicos).

De acuerdo con Valencia (1995) “cuando los taninos se encuentran en cantidades
considerables, se localizan en partes especificas de las plantas como hojas, corteza, frutos o
tallos (...) y normalmente desaparecen durante el proceso de maduracion (...) o son depositados
como producto final del metabolismo en tejidos muertos de la planta adulta”. Al igual que el
resto de los metabolitos secundarios, no se sabe con exactitud cudl es su funcidén dentro de la
planta. Valencia (1995) sefiala que la energia producida por la oxidacion de estos taninos es
utilizada para realizar sus procesos metabdlicos. También que por tener accién antiséptica las

previenen del dafo causado por insectos y hongos.

Bruneton (2001) indica que no se dispone de estudios quimicos que demuestren la accidén
terapéutica de los taninos en la salud humana, pero que sin embargo se siguen aplicando, sobre
todo en fitoterapia. Esto se debe a tres caracteristicas: su actividad astringente, su actividad
antioxidante y su actividad inhibidora de enzimas. También atribuye sus propiedades
biolégicas “al poder que poseen de formar complejos con otras macromoléculas”, sobre todo

con proteinas.

2.2.2.B.a.3 QUINONAS

Bruneton (2001) describe a las quinonas como ‘“compuestos oxigenados que corresponden a la
oxidacién de derivados aromdticos”; el mismo autor también sefiala que “también puede
encontrarse el agrupamiento quinénico en diferentes tipos de metabolitos secundarios”, como
por ejemplo flavonoide-quinonas. Valencia (1995) agrega que las quinonas se encuentran en la
planta ya sea de forma libre, o combinadas con azicares formando glicésidos. Este autor divide
a las quinonas en cuatro grupos de acuerdo con su estructura: benzoquinonas, naftaquinonas,
antraquinonas e isoprenoquinonas. Los tres primeros son compuestos hidroxilados con

propiedades fendlicas.
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Respecto a su funcién en las plantas, Garcia (2006) sefiala que “colaboran con la pigmentacion
de muchas plantas y animales” y que “debido al equilibrio quinona-hidroquinona, las quinonas
regulan los procesos de oxidacion-reducciéon” considerdndose algunas de sus estructuras como
coenzimas. Ademds, varios autores indican que su accién en el cuerpo humano es del tipo

purgante.

2.2.2.B. b) Saponinas

Segin Dominguez (1973) la palabra saponina proviene del latin “saporn” que significa “jabon”,
ya que estas moléculas tienen la propiedad de producir una espuma jabonosa al agitdrsele con

agua, propiedad que se utiliza para su identificacion en un extracto vegetal.

Valencia las describe como “glicdsidos de alcoholes tanto triterpernoides como esteroides, con
una cadena lateral espiroacetal”; en tanto Lock (1988) indica que las saponinas triterpenoides
estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal, difiriendo entre ellas por el nimero y tipo
de unidades de azicar unidas a su respectiva “sapogenina”. Tanto Lock (1988) como Valencia
(1995) coinciden en que su importancia radica en su utilizacién como materia prima para la

elaboracion de hormonas, principalmente aquellas saponinas esteroidales.

2.2.2.B. ¢) Terpenos

De acuerdo con Garcia (2006), son la base estructural de los aceites esenciales (casi 80% de
ellos poseen bases terpénicas). Su unidad bdsica es el “isopreno” (Figura 4), unidad insaturada
de cinco dtomos de carbono. A partir de ella se pueden producir una serie de agrupamientos y
reordenamientos estructurales que le proporcionardn a la nueva molécula una propiedad

determinada’:

- Monoterpenos (Cjp): Constituyentes volatiles de los aceites esenciales.

- Sesquiterpenos (C;s): Componentes de mayor punto de ebullicién de los aceites esenciales.

- Diterpenos (Cap): Resinas 4cidas, agentes antitumorales.
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- Triterpenos (Csp): Esteroides, saponinas

- Carotenos (Cso): Phytoenos, pigmentos

- Dollchols (Cgs-Cj10): Gomas, “hule”.

Figura4.  Molécula de isopreno
FUENTE: Olga Lock (1988)

2.2.2.B.c.1 ACEITES ESENCIALES

Lock (1988) denomina asi a los “constituyentes odoriferos de una planta”. De acuerdo con la
autora, los aceites esenciales estdn conformados quimicamente por la mayoria de monoterpenos
y algunos sesquiterpenos y componentes aromaticos. Segtin Valencia (1995) los monoterpenos
tienen un punto de ebullicién entre 140-180 (°C), derivan de dos moléculas de isopreno y se
dividen en tres grupos: aciclicos (como el geraniol), monociclicos (como el limoneno) y
biciclios (como el a y B pineno), pudiendo ser en cada caso hidrocarburos, alcoholes, aldehidos
o cetonas. Los sesquiterpenos tienen un punto de ebullicién superior a los 200 °C, su férmula
general es C;sHy4 y derivan de tres moléculas de isopreno; son compuestos no saturados y a
diferencia de los monoterpenos se dividen en cuatro grupos: aciclicos, monociclicos, biciclicos

y triciclicos.

Los aceites esenciales pueden localizarse en cualquier 6érgano o en toda la planta, y la
composicion de éstos en cada 6érgano puede ser la misma o diferente, pudiendo también variar
con la época de recoleccion, el lugar geogréifico o pequefios cambios genéticos. (Dominguez,
1973). Este autor también sefiala que el rendimiento de aceite dentro de la planta puede variar

de unas cuantas milé¢simas hasta 1 — 3 % del peso vegetal.

! Valencia (1995), Garcia (2006) 19



Dentro de la planta, los aceites esenciales cumplen una serie de funciones, tal como indica
Bruneton (2001): elementos de comunicacién quimica en la polinizacién y dispersion de
diasporas, medios de defensa frente a depredadores y otros vegetales y, como sefiala Garcia
(2006): como sustancias de reserva, como cicatrizantes y contra actividad microbiana, como
regulacion en procesos de evaporacion y como sustancias de desecho del metabolismo vegetal.
En medicina, sin embargo, Bruneton (2001) les atribuye las siguientes propiedades: Poder
antiséptico, propiedades espasmoliticas y sedantes, propiedades irritantes (aumento de la
microcirculacion, por ejemplo), anestésicas, entre otras. Ademads, son utilizados en perfumeria,

cosmetologia, industria de los alimentos, para productos de limpieza, etc.

2.2.2.B.c.2 LACTONAS SESQUITERPENICAS

También conocidas como “principios amargos”, estas sustancias derivan de los sesquiterpenos,
de la unién de tres fragmentos de isopreno. (Dominguez 1973, Lock 1988). Pueden hallarse en
todas las partes de las plantas, en concentraciones que varian de 1-8 % del peso seco, aunque
las mayores concentraciones suelen encontrarse en las hojas. De acuerdo con Lock (1988) son
“estructuras muy diversas (...) pero con un anillo caracteristico de y-lactona-o,p-insaturado
(...) Estudios demuestran que el anillo de lactona se forma a partir del grupo isopropenilo de

un sesquiterpeno’.

Estas sustancias, aunque han sido poco estudiadas como afirma Dominguez (1973), han
demostrado tener una importante accién biolégica y medicinal: accidn citotdxica, antitumoral,

analgésica, como inhibidores del crecimiento de bacterias, etc. (Lock 1988).

2.2.2.B. d) Alcaloides

Su definicién atin no estd definida a pesar de conformar el grupo mas numeroso de todos los
metabolitos secundarios (Segin Lock (1988) y Valencia (1995) se conocen entre 5000 — 5500).
Valencia (1995) afirma que el término “alcaloide” deriva de “dlcali vegetal”, ya que se uso
primero para designar a un grupo de bases de origen vegetal. Lock (1988) los define como:
“sustancias bdsicas que contienen uno o mds dtomos de N como parte de un sistema ciclico,
que manifiestan significante actividad farmacologica y que han sido sintetizados de

aminodcidos como precursores” Valencia (1995) agrega ademds que “son compuestos sélidos,
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cristalinos e incoloros” y que aunque esta definicidon es aceptable, también existen
excepciones. Este autor afirma que una propiedad comin en todos los alcaloides es su “accion
farmacolégica”, ya que “con una dosis minima de ellos se obtiene su mdxima accion, y asi,

muchos son venenosos’.

En las plantas, los alcaloides se encuentran formando sales solubles como insolubles, y
generalmente se combinan con los dcidos maélico, oxdlico, succinico, citrico, tartarico, tanico,
aconitico, meconico, quinico y caféico. Ademads, algunas veces los alcaloides estan unidos a
azucares formando glicolacaloides, otras estan en forma de amidas, de ésteres o de 6xidos de

nitrégeno. (Valencia 1995).

Pueden encontrarse en cualquier parte de la planta y aunque su accion dentro de ella no es muy

clara todavia, se presume que cumplen las siguientes funciones®:

- Son depdsitos para la sintesis proteica.

- Estimulantes o reguladores del metabolismo celular, crecimiento y reproduccion.
- Actian como nicleos de coenzimas u hormonas.

- Son fuentes desintoxicantes en procesos de mutilacién, condensacion, cierres de anillos,

etc.
- Son sustancias de reserva que proveen de N y otros elementos necesarios.

2.2.3 METODOS DE ANALISIS FITOQUIMICOS

Tal como se sefial6 anteriormente, no existe una metodologia definida para la realizacién de un
andlisis fitoquimico; depende de cada investigador adaptar las metodologias existentes a sus

propias necesidades.

% Garcia (2006)
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A nivel internacional existen diferentes normas y regulaciones especificas para productos
naturales elaborados a base de extractos de plantas tales como las de la Oficina de Medicina
Alternativa (NHI) de los Estados Unidos, la Norma ISO-90014 para fitomedicamentos y las
diversas farmacopeas3 propias de cada paifs o region; las mismas que pueden servir de base y
consulta al momento de plantearse el andlisis fitoquimico para una determinada planta o grupo
de ellas. De otro lado, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) desarrollé en 1998 una ruta
critica para el tamizaje fitoquimico de plantas medicinales, la misma que consta de una serie de
ensayos tanto fisicos como quimicos para la determinacion de los principios activos presentes

en las plantas (OMS, 1998).

En el Perd, una de las metodologias més reconocidas es la de la investigadora Olga Lock quien
nos presenta “una serie de métodos para la deteccion preliminar de los diferentes
constituyentes quimicos de las plantas” basados en ensayos de coloracidon y extraccion
mediante los solventes apropiados. (Lock 1988). Esta autora nos indica que todo andlisis

fitoquimico comprende cuatro etapas bien definidas:

1. Recoleccion y clasificacion botdnica de la especie en estudio.

2. Extraccion, separacion y purificacion de los constituyentes quimicos.
3. Determinacién estructural y,

4. Ensayos farmacol6gicos.

Este ultimo puede llegar a tomar muchos afios y de acuerdo con la misma autora deberian
realizarse “a lo largo de todo el andlisis fitoquimico”, ya que el principal objetivo del mismo es
determinar la accién farmacoldgica de la planta en estudio y como aplicarla en la preparacion

de diferentes medicamentos, sin que estos causen efectos secundarios de gravedad.

3 Farmacopea: Libro recopilatorio de recetas medicinales que oficialmente cada Estado deberia publicar como norma legal para
la preparacion, experimentacion, prescripcion, etc., de los medicamentos. (Real Academia de la Lengua Espaiiola).
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Teniendo en cuenta estas cuatro etapas, Garcia (2006) presenta una Secuencia de Investigacion

Fitoquimica mas completa, la misma que por su extension se detalla en el Anexo N° 1.

2.2.4 ANALISIS FITOQUIMICOS EN MYRTACEAE

Las diferentes Farmacopeas publicadas a nivel mundial fueron elaboradas en base a los
diferentes andlisis fitoquimicos practicados a diversas plantas denominadas “medicinales” o
con propiedades curativas, como es el caso de varias especies pertenecientes a la familia
Myrtéacea, de la cual el camu camu (M. dubia) es miembro. En esta familia, Boccia et al (2006),

report6 el aislamiento de terpenoides, flavonoides y otros compuestos fendlicos.

Si bien este tipo de estudios en la planta de camu camu son escasos o nulos, en otras especies
tales como el araza (Eugenia spp.) y la guayaba (Psidium guajava), son mas comunes. Dichas
especies no sdlo pertenecen a la misma familia que el camu camu, sino que ademas
morfolégicamente son muy parecidas a él, se les suele encontrar compartiendo el mismo

hébitat y se les ha reportado propiedades curativas similares. (Brack 1999 y Vasquez 2000).
Asi por ejemplo, tenemos los siguientes casos:

2.2.4. A) ANALISIS FITOQUIMICOS EN GUAYABA (Psidium spp.)

Diferentes especies de Psidum han sido objeto de tamizajes y andlisis fitoquimicos debido a las
propiedades medicinales que se les reportan: antidiarreico, antiespasmddico, antiemético,
antitusigeno, contra la gastroenteritis, la leucorrea, la conjuntivitis aguda, el estrefiimiento la
bronquitis y resfrios y los dolores menstruales. (Brack 1999, Taylor 2005 y Neira et al 2005). A

continuacidn se presentan algunos ejemplos:

2.24.A. a) Psidium guajava

De todas las especies de Psidium estd debe ser la mds estudiada ya que estd ampliamente

distribuida en toda la regién tropical (Brack, 1999).

Para esta especie se han identificado los siguientes compuestos quimicos: Alanina, arabinosa,

dcido ascdrbico, taninos catecélicos, dcido eldgico, aceites esenciales (como el a-pineno y el
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1,8-cineol), flavonoides, acido gélico, dcido glutdmico, histidina, isoquercetina, lectinas, dcido
linoleico, miricetina, Aacido oléico, &4cido palmitico, pectinas, polifenoles, quercetina,

quercitrina, taninos, terpenos, entre los mds conocidos. (Taylor 2005, Huamani y Ruiz 2005).

Por esta razén, diferentes andlisis fitoquimicos se han realizado con ella. Uno de ellos, el de

Huamani y Ruiz (2005), produjo el siguiente resultado:

Cuadro 4. Ensayo fitoquimico al azar de las hojas de guayaba (Psidium guajava)

Ensayo Metabolito Resultado
Molish Carbohidratos
Gelatina Taninos +
Dragendorff Alcaloides
FeCls Comp. Fendlicos +
Shinoda Flavonoides +
Presencia lignina

FUENTE: Huamani y Ruiz (2005)

Vargas et al (2005), con el proposito de identificar flavonoides (miricetina, quercetina, y
kaempferol) y flavonas (luteolina y apigenina) en diferentes partes de la guayaba y luego
determinar en qué fase fenoldgica éstos eran mds abundantes, también realiz6 un estudio
fitoquimico. Esta investigacion determiné que la quercetina fue el flavonoide més abundante en
todos los 6rganos y que la mayor concentracién de los mismos se presentd en las hojas durante
la época seca (julio) y en la yema floral en marzo. El estudio fue realizado con plantas

cultivadas en Méjico.

Otros autores como Taylor (2005) también identifican a la quercetina como el compuesto
activo mds importante que presenta la guayaba (P. guajava). La autora comenta que en un
estudio sobre las propiedades espasmoliticas de la guayaba, se hallé que la quercetina “es el
probable compuesto que contribuye con el efecto antidiarreico y antiespasmodico de la
guayaba”, y que el efecto relajante que presentan los extractos alcohdlicos preparados con
hojas de esta especie también estarian relacionados con la quercetina. La misma autora también

indica que:
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- Las hojas de P. guajava presentan otros flavonoides (ademds de quercetina) y triterpenos

con propiedades antiespasmoédicas. (Lozoya et al y Begum et al, citados por Taylor 2005).

- Estudios in vitro realizados con extractos de hojas y corteza de P. guajava han demostrado

tener accion antibacterial. (Abdelrahim et al, citado por Taylor 2005).

- Existen estudios clinicos sobre los extractos de hojas demostrando su efectividad contra la

enteritis rotaviral infantil. (Jiménez-Escrig et al, citado por Taylor 2005).

- Marquina et al (2008), en un estudio sobre “Composicién quimica y capacidad
antioxidante de la mermelada de guayaba (P. guajava)” también encontré que ‘el

contenido de flavonoides era mayor en las hojas que en sus frutos”.

2.2.4.A. b) Psidium guineense

Se diferencia de P. guajaba en que es més pequeiia (tanto la planta como el fruto), pero al igual
que la anterior, ambas son de origen peruano (Brack 1999). A esta especie también se le han
atribuido propiedades medicinales como antiflatulento, antidiarreico, contra la bronquitis y
resfrios, entre otros (Brack 1999 y Neira et al 2005). Por esta razén Neira, junto con otros
investigadores, realizaron en el 2005 un estudio fitoquimico a diferentes partes de esta planta -
entre ellas las hojas- encontrandose diferentes metabolitos secundarios, entre ellos flavonoides
(avicularina, guayaijaverina y quercetina), pero estos dltimos en el fruto. (Neira et al 2005).

Los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a las hojas se presentan en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Tamizaje fitoquimico de las hojas de Psidium guineense

Ensayo Metabolito Resultado
Fehling Aldehidos +
Legal Lactonas insaturadas
FeCls Fenoles +
Legal Cetonas - metil cetonas
Liebermann-Buchard | Esteroides y triterpenos +
Dragendorff Alcaloides +
Shinoda Flavonoides
FeCls Taninos +
Antrona Glicdsidos +

FUENTE: Neira et al (2005)

2.2.4. B)ANALISIS FITOQUIMICOS EN ARAZA (Eugenia spp.)
2.2.4.B. a) FEugenia uniflora

Planta originaria de Brasil. Se le atribuyen las siguientes propiedades medicinales:
antirreumdtico, antifebrifugo, astringente. Schmeda et al y Hayashi et al, citados por Sudrez
(1995), encontraron flavonoides presentes en esta especie tales como quercitina, quercetina,

miricetina y miricetrina, los mismos encontrados para la guayaba (Psidium guajava).

2.2.4.B. b) Eugenia acrantha

Planta originaria de Cuba; un estudio fitoquimico realizado por Payo, Oquendo y Oviedo

(1997), produjo los siguientes resultados:
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Cuadro 6. Tamizaje fitoquimico de hojas y tallos de Eugenia acrantha

Metabolito H T
Alcaloides - -
Saponinas - +
Taninos + +
Aminas + +
Fenoles - +
Cumarinas - t
Flavonoides t -
Esteroles B - -
Esteroles D t t
Glic6sidos B + t
Glicésidos D - -

H: Hojas; T: Tallos; t: trazas.

FUENTE: Payo et al (1997).
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3. MATERIALES Y METODOS

LUGAR DE ESTUDIO

La fase de campo fue realizada en el caserio 7 de Junio del distrito de Yarinacocha, Pucallpa —

Perd; la fase experimental en el Laboratorio de Pulpa y Papel de la Facultad de Ciencias

Forestales de la Universidad Nacional Agraria “La Molina” y el andlisis de los flavonoides en

el Centro de Productos Naturales del Centro Nacional de Investigaciones Cientificas de La

Habana, Cuba.

3.2

MATERIALES Y EQUIPOS

3.2.1 MATERIALES E INSUMOS

Hojas/corteza de camu camu arbustivo

(M. dubia).

Agua destilada (H,O).

Etanol 96° (C;HsOH).

Metanol para anélisis (CH;OH).

Tolueno para anélisis (CsHsCH3).

Yoduro de potasio para andlisis (KI).

Yodo para andlisis ().

Acido sulfiirico concentrado (H,S0Oy).

Dicromato de Potasio para andlisis

(KQCI'207).

Cinta de Magnesio (Mg).

Acido clorhidrico concentrado

quimicamente puro (HCI).

Tricloruro Férrico (FeCls).

Cloruro de sodio para analisis (NaCl).

Hidréxido de sodio para andlisis

(NaOH).

Cloroformo para anélisis (CHCI3).



Alcohol amilico (CsH;;OH).

Desecador.

Cépsulas de porcelana de 30 mL.

Cépsulas de vidrio de 25 mL.

Vaso de precipitados de 50, 100 y 600
mL.

Embudos de vidrio, grandes y chicos.

Matraces 100 y 250 mL.

Pipetas de 5 y 10 mL.

Varillas de vidrio.

Luna de reloj.

Tubos de ensayo.

Gradillas.

Botellas de vidrio.

3.2.2 EQUIPOS

Hornillas eléctricas.

Mufla marca Thermolyne, modelo

Furnace 48000 de 0° - 1200° C.
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Algodoén.
Papel de filtro cualitativo sin marca.
Tijeras para papel.

Bolsas herméticas ‘“Ziploc” de 26.8 x

27.9 cm.

Cuchilla de escritorio.
Probetas de 100 y 500 mL.
Bal6on de 500 mL.

Fiolas de 10, 50 y 200 mL.
Filtros de 0.45 pm.
fluorescentes con

Placas respaldo

flexible para cromatografia de capa

fina, de 250 pm, 60 A y 20 x 20 cm.

Jeringas de 15 mL.

Balanza marca SAUTER de 0.01 g de

precision.

Balanza analitica marca OHAUS de

0.0001 mg de precision.



- Estufa marca Heraus de 0° - 115° C. - Rotavapor marca BUCHI.

- Equipo Clevenger para - Espectofotometro UV — Vis Modelo
hidrodestilacion. Hedios 9.

- Trampa de Dean Stark. - Lémparade Luz UV de 254 — 365 nm.

- Agitador  orbital marca  IKA - Microscopio compuesto marca
LABORTECHNIK de 0 a 500 Olympus.
revoluciones/min.

- Cémara digital Kodak modelo DC
- Molino marca Arthur M. Thomas Co. 3200.
de 1/3 HP.

33  METODOLOGIA

La presente investigacion estuvo dividida en tres fases correspondientes a los tres estadios
fenolégicos: floracion/fructificacidn, fructificacién y dormancia (sin flor ni fruto); cada una,
dividida en cuatro etapas: obtencion del material, preparacion y evaluaciones fisicas, marcha

fitoquimica, caracterizaciéon del metabolito.

3.3.1 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Las muestras de hojas y de corteza correspondiente a cada etapa fenoldgica utilizadas para el
presente estudio, fueron obtenidas de la parcela del Ing. Pablo Villegas, productor de Camu
camu arbustivo (M. dubia), la cual esta localizada en el caserio “7 de Junio” del distrito de
Yarinacocha, provincia de Coronel Portillo, departamento de Ucayali, Perd (Cuadro 8). El total
del predio al momento de la colecta era de 2 Ha y durante la época de lluvia es bafiado por las
aguas de la laguna Yarina, quien a su vez recibe sus aguas del rio Ucayali. En esta localidad, el

camu camu presenta el siguiente comportamiento fenoldgico:
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Cuadro 7. Fenologia del Camu camu (Myrciaria dubia) en el caserio 7 de Junio — Pucallpa

Meses
Estado

Fenolégico Oct | Nov | Dic | Ene | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Set

Floracion X X X X X X
Fructificacion X X X X X X X
Dormancia x* X X x*

FUENTE: Pablo Villegas

x*: En junio se pueden encontrar remanentes de frutos, asi como en setiembre las primeras

flores.

Cuadro 8. Ubicacién de la parcela de Camu camu (M. dubia) de donde se obtuvieron las muestras

Vértices Coordenadas
P1 8°17'22.46" S 74°37'40.80" O
P2 8°17'24.53" S 74°37'40.49" O
P3 8°17'21.31"S 74°37'34.50" O
P4 8°17'23.34" S 74°37'33.23" O

FUENTE: Google Earth (http://earth.google.com)

Para la obtencién del material se procedi6 a cortar las ramas nuevas o jovenes, que no
estuvieran en produccién o con flores, de la parte inferior del arbusto. Una vez obtenidas las
ramas, se les retir$ las hojas y se cortaron en longitudes que permitieran su traslado a Lima con
mayor facilidad. Durante este procedimiento, ocurria una primera seleccién de las hojas y
ramas a transportar: aquellas que estuvieran enfermas o demostraran la presencia de haber sido
atacadas por algin insecto o plaga, eran descartadas. Las ramas cortadas y las hojas fueron
transportadas en sacos de yute para harina de 50 Kg. También se incluyé como parte de las
muestras el ritidoma de las cortezas. Antes de ser trasladadas a Lima las muestras fueron

oreadas al aire por aproximadamente un dia.
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3.3.2 PREPARACION DE LA MUESTRA

Una vez en el laboratorio, las hojas fueron oreadas nuevamente por uno o dos dias,
dependiendo de la disponibilidad de mesas en el laboratorio. Aqui se procedia a seleccionarlas
nuevamente: Para las tres etapas fenoldgicas las hojas llegaron con un agradable aroma dulce,
por lo que se procedi6é a separar las que estuvieran mds verdes para la obtencion de aceites
esenciales. Al mismo tiempo, nuevamente se descartaban las hojas que tuvieran alguna sefial de
dafio o ataque de plagas o enfermedades que pudieron haber quedado de la primera seleccion.
En cuanto a la corteza, nuevamente se seleccionaban aquellas ramitas que no presentaran
evidencia de dafio por hongos o insectos, y se procedia a “desbastarlas” con una cuchilla de
escritorio para poder obtener dicho material. El total de las ramas seleccionadas era

“desbastado”.

Luego de la nueva seleccién, ambas muestras —de hojas y corteza, incluido el ritidoma- fueron
molidas y pasadas a través de un tamiz de 20 mm de lado para de esa manera aumentar el
contacto del material con los diferentes reactivos que se usaron durante los ensayos fisicos y
quimicos. Se pes6 aproximadamente 500 g de hojas (de cada fase fenoldgica) y se almacenaron
en bolsas “ziploc” para evitar su oxidacion; del mismo modo se procedié con el material
restante (hojas enteras). El total de la corteza también fue molido y almacenado, asi como las

hojas seleccionadas para el ensayo de aceites esenciales.

Cada muestra fue designada con las siguientes abreviaturas:

- Hr: Hojas de floracion. Cri: Corteza de floracion.

- Hg: Hojas de fructificacion. - Cg: Corteza de fructificacion.

- Hp: Hojas de dormancia. - Cp: Corteza de dormacia.
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3.3.3 ENSAYOS FISICOS
3.3.3. A)ENSAYOS DE HUMEDAD

Se realizaron de acuerdo al procedimiento descrito en la NTP 251.010 — 2004. Para las hojas se
realizaron los dos tipos de ensayo de humedad descritos en la norma, mientras que para la

corteza sOlo se realizé el “método de secado en estufa”.

Cecilia Luque Portillo

Figura5.  Ensayo Humedad Azeotrépica con Trampa Dean Stark — Hg..

Figura 6.  Tubo colector de la Trampa Dean Stark con contenido de agua de la muestra.

3.3.3. B)PORCENTAJE DE CENIZAS

Se hicieron tres tipos de ensayo de cenizas, todas siguiendo las normas de la “AOAC de

Meétodos oficiales para Andlisis”:

- Cenizas totales (Norma N° 942.05).

- Cenizas solubles en Agua (Norma N° 900.02 D).

- Cenizas insolubles en HCI (Norma N° 900.02 D).



3.3.3. C)ENSAYO DE SOLUBILIDAD

Determina el grado de alcohol al cual los diferentes metabolitos secundarios son mds solubles.
El procedimiento estd descrito en la norma NRSP — 309. Se hizo una prueba de solubilidad
para cada muestra de hojas y corteza de cada etapa fenoldgica, con cinco diferentes grados de

polaridad: alcohol de 30°, 50°, 70°, 90° y agua.

3.3.3. D)INDICE DE ESTOMAS: PUNTOS TRASLUCIDOS

El indice de estomas sirve para inferir la capacidad de la planta de producir aceites esenciales,
de acuerdo con su forma y cantidad. El procedimiento estd descrito en la norma NRSP — 309;
sin embargo, debido a que no se contd con los equipos necesarios, se compararon los puntos
traslicidos de hojas de eucalipto (Eucaliptus globulus) y guayaba (Psidium guajava) —especies
en las que se ha comprobado la presencia de aceites esenciales- con los del Camu camu
(Myrciaria dubia). Para ello, con un microscopio y una reglilla circular de 10 mm’ de drea se
hicieron 5 medidas en forma zigzagueante en 5 ldminas foliares de cada una de las tres

especies; en el caso del camu camu, en 5 ldminas de hojas maduras y en 5 de hojas jévenes.

3.3.4 TAMIZAJE FITOQUIMICO

Representa el ensayo principal del estudio pues aqui se determinaron de forma cualitativa
aquellos grupos de metabolitos secundarios presentes en las muestras. Para ello, se consultaron
dos tipos de metodologias: El propuesto por Olga Lock (1988) y el Tamizaje fitoquimico segiin
la ruta critica de la OMS para extractos de plantas (OMS 1998). Dado que algunos ensayos
propuestos por Lock también se describen en la ruta critica de la OMS, fue esta dltima la que se
escogi6 para realizar el tamizaje, teniendo en cuenta ademds, los insumos y reactivos que se

necesarios en cada método.
El tamizaje se planificé para identificar:
- Alcaloides - Saponinas

- Quinonas - Flavonoides
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- Lactonas sesquiterpénicas - Azicares, azlicares reductores
- Compuestos grasos - Taninos/fenoles.

La marcha se realiz6 de la siguiente manera: Una vez identificado el grado de alcohol en el que
los metabolitos son més solubles, se enumeraron 11 tubos de ensayo, uno para cada prueba, y
en cada uno se coloco aproximadamente 1 mL de la solucién (alcohol + extracto). Luego, se
procedié a la identificacion de los grupos de metabolitos mediante los diferentes ensayos
escogidos. Como se trabajé con un solvente orgdnico, algunos ensayos requirieron que se
evaporara previamente el alcohol, antes de aplicar el reactivo correspondiente; tal es el caso de

las pruebas de: Dragendorff, Mayer, Wagner, Borntréiger, Baljet y Fehling.
El procedimiento para cada ensayo fue el siguiente:

e Dragendorff (Alcaloides): Una vez evaporado el solvente orgénico, redisolver en 1 mL de

HCI (1%), calentar suavemente y dejar enfriar. Afiadir tres gotas del reactivo.

e Mayer (Alcaloides): Una vez evaporado el solvente organico, redisolver en 1mL de HCI
(1%), calentar suavemente y dejar enfriar. Afadir una pizca de NaCl en polvo, agitar y

filtrar: Afadir 2 — 3 gotas de reactivo.

e Wagner (Alcaloides): Una vez evaporado el solvente organico, redisolver en 1 mL de HCI

(1%), calentar suavemente y dejar enfriar. Afiadir 2 — 3 gotas de reactivo.

e Borntriger (Quinonas): Una vez evaporado el solvente orgdnico, redisolver en 1 mL de
cloroformo; anadir 1 mL de NaOH al 5%. Agitar mezclando las fases y dejar en reposo

hasta su separacion.

e Baljet (Lactonas sesquiterpénicas): Una vez evaporado el solvente organico, redisolver en

la menor cantidad de alcohol posible (ImL) y adicionar 1 mL de reactivo.

4 ., . . .
La preparacion de los diferentes reactivos se especifica en el Anexo 2.
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Sudédn (Compuestos grasos): Afiadir 1 mL de una solucién diluida en agua de Sudédn III y

calentar en bafio maria hasta evaporar el solvente.

Fehling (Azicares reductores): Una vez evaporado el solvente orgdnico, redisolver en 1 — 2

mL de agua y agregar 2 mL de reactivo. Calentar la mezcla en bafio maria 10 — 30 minutos.

Espuma (Saponinas): Diluir el solvente orgénico con cinco veces su volumen en agua y

agitar fuertemente por 2 minutos.

FeCl; (Compuestos fendlicos: taninos): Agregar tres gotas de reactivo. A cada 100 mL de

solucion agregar 1 mL de HCI concentrado.

Shinoda (Flavonoides): Diluir con 1 mL de HCI concentrado y un pedacito de Mg metélico.
Esperar cinco minutos y afiadir 1 mL de alcohol amilico. Mezclar las fases y dejar reposar

hasta que se separen.

Molish (Azudcares): Al extracto, afiadir alfa-naftol al 5% en etanol; mezclar y por la pared

del tubo anadir H,SO,4 concentrado.

La calificacion asignada al término de cada prueba fue la siguiente:

+ + + : Reaccién muy evidente.

+ + : Reaccidn evidente.

+ : Reaccidn poco evidente pero aceptable.

- : No hubo reaccion / reaccién negativa.

3.3.5 CARACTERIZACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Se escogié caracterizar dos grupos quimicos descritos anteriormente, por su relativa

importancia y notoriedad actual en la fitoterapia: aceites esenciales y flavonoides.
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Para los aceites esenciales se escogié el método de “Destilacion por arrastre de vapor de
agua” utilizando un equipo Clevenger (Figura 7), pues éste permite obtener un mayor

rendimiento de aceite. El procedimiento fue descrito por Dominguez (1973).

e
*
S

Figura 7.  Destilacién de Hg, utilizando equipo Clevenger.

Para la caracterizacion de los flavonoides se emple6 el método de Tomés-Barberan (1992) y de
Mabry et al. (1970) —este ultimo para la espectroscopia UV-, ambos descritos por Vit (1993).
Su identificacién se hizo con un equipo Shimadzu QP-20- UV, del Centro de Productos
Naturales del Centro Nacional de Investigaciones Cientificas, L.a Habana, Cuba; y su
semicuantificaciéon se hizo por densitometria, mediante el programa segiin la Ley de Lambert-

Beer (COSY-UV-RDF) de Merck, en el mismo Centro.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ENSAYOS DE HUMEDAD

35 ~
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B Hum. gravimétrica O Hum. Azeotrépica

Figura 8.  Comparacién resultados Humedad gravimétrica vs. Humedad azeotrépica

El que la humedad azeotrépica haya resultado menor que la gravimétrica para las muestras de
hojas, confirma la suposicién de que en éstas existen compuestos volatiles que con el método
gravimétrico se pierden junto con el agua. El tamizaje fitoquimico y la destilacién de las hojas
con el método de arrastre de vapor de agua confirmaran si se trata de aceites volatiles o de otros

compuestos.

La muestra de hojas en fructificacidon presentd el mayor porcentaje de humedad con los dos
métodos. Probablemente se deba a la época del afo en que fueron obtenidas (mediados de

mayo).

La muestra de hojas en dormancia presentd el menor porcentaje de humedad con el método

azeotropico, mas no hubo diferencias entre esta muestra y la de hojas en floracién con el



método gravimétrico (ambas resultaron 11.5%). Al parecer, en la muestra de hojas en
dormancia habia mayor cantidad de compuestos volétiles, aunque este resultado también puede

tener relacion con la época del afio en que se obtuvieron las muestras (mediados de enero).

En cuanto a las muestras de corteza, el mayor contenido de humedad se reporta para la muestra
de corteza en floracion. Esto se explica porque las ramas de donde se obtuvo la muestra
permanecieron sumergidas en agua para facilitar el desbastado, ya que era dificil realizar esta
operacion con la cuchilla. Aunque para las tres fases se realiz6 el humedecimiento, las ramas de
floracién permanecieron mas tiempo en el agua que las otras dos muestras. Por esta misma
razén los contenidos de humedad de las muestras de corteza presentan porcentajes mas altos
que las hojas; aunque en general, los contenidos de humedad para las seis muestras estdn dentro

del rango apropiado para la ciudad de Lima (entre 11 — 14% de C.H.).

4.2 ENSAYOS DE CENIZAS

En cenizas, se obtuvo los siguientes resultados para las muestras de hojas y corteza:

Cuadro 9. Resultados de cenizas en hojas de Camu camu (M. dubia)
Hojas Hojas Hojas .
Ensayo . L . Promedio
floracién fructificacion dormancia
% Ct prom 3.60 4.30 5.80 4.57
% Csheo 9.03 5.37 9.15 7.85
% CiHci 0.00 0.00 1.30 0.43

% Cr prom: Porcentaje de cenizas totales promedio.

% CsHeo: Porcentaje de cenizas solubles en agua.

% Cici: Porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico.
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Cuadro 10. Resultados de cenizas en corteza de Camu camu (M. dubia)

Corteza Corteza Corteza
Ensayo ., L. . Promedio
floracion fructificacion dormancia
% Ct prom 6.50 6.60 6.90 6.67
% Cshoo 9.27 7.15 7.00 7.81
% GCina 0.20 0.70 0.00 0.30

% Cr prom: Porcentaje de cenizas totales promedio.
% CsHeo: Porcentaje de cenizas solubles en agua.
% Cinci: Porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico

Las cenizas representan los compuestos minerales presentes en las plantas que no pueden
quemarse. Estos compuestos estdn presentes en mayor porcentaje en la corteza que en las hojas
en donde ademads, el porcentaje de cenizas es variable, a diferencia de la corteza donde los
resultados son mds homogéneos (alrededor de 6%). Las hojas, al ser un tejido vivo y el
principal 6rgano fotosintético de las plantas, tienen un mayor intercambio de sustancias

minerales y orgénicas, debido a las funciones metabdlicas que la planta realiza durante el dia.

Los cuadros 9 y 10 reflejan que el contenido de las cenizas totales lo conforman compuestos
polares, ya que el contenido de cenizas solubles en agua, tanto en hojas como en corteza (a
excepcion de las hojas en fructificacion) es alto, superior al 7%; mientras que el contenido de
cenizas insolubles en HCI es muy bajo o casi nulo en los seis casos, por lo que se puede

concluir que en esta planta el contenido de silice (Si) es bastante bajo.

43  PUNTOS TRASLUCIDOS

Los puntos trashicidos son pequefios hoyuelos que suelen presentarse en las superficies de
algunos 6rganos como las hojas, y que por lo general suelen ser gotitas de aceites esenciales
(Argimén y Trigo (s.f.), OET 2002). Por esta razén, se compararon estos puntos en hojas de
eucalipto (Eucaliptus globulus) y guayaba (Psidium guajava) -dos especies de Myrtaceae
comprobadas con presencia de aceites esenciales- con dos tipos de hojas de camu camu

(Myrciaria dubia): j6venes y maduras:
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Figura 9.  Comparaci6n de puntos traslicidos/mm” en tres especies de Myrtéceas.
HJ: Hojas jévenes; HM: Hojas maduras

La guayaba (P. guajava) fue la que mayor nimero de puntos traslicidos/mm? presentd, seguida

del camu camu (M. dubia) —ambos casos- y por ultimo eucalipto (E. globulus).

Al parecer el nimero de puntos traslicidos es inversamente proporcional a la cantidad de aceite
esencial que la hoja produce, puesto que en E. globulus el rendimiento de aceite esencial estd
entre 2 — 3%, 5% con el método de flujo supercritico (Garcia 2006), mientras que para P.
guajava, el rendimiento de aceite esencial varia entre 0.07% - 0.4%. Sin embargo, estos
rendimientos si estdn directamente relacionados al tamafio de dicho puntos, ya que la guayaba
(P. guajava) present6 los puntos traslicidos més pequefios, seguida del camu camu (M. dubia)

y por ultimo eucalipto (E. globulus).

En la figura 9 también se puede apreciar que las hojas jévenes de camu camu presentan una
cantidad ligeramente mayor de puntos traslicidos que las hojas maduras, aunque el tamafo de

éstos entre una y otra no parece variar mucho.

Dados estos resultados, el rendimiento de aceite esencial de camu camu deberia encontrarse en

un rango intermedio entre los que presentan la guayaba y el eucalipto.
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44 ENSAYO DE SOLUBILIDAD

El grado alcohdlico donde se concentran la mayor cantidad de sélidos totales siempre es

variable entre muestras, por lo que no sorprende la disparidad de resultados:

Cuadro 11. Grado alcohdlico al que se obtuvo mayor cantidad de Sélidos totales

Muestra % Solidos Grado

totales Alcohol
Hojas floracién 3.31 70°
Corteza floracién 9.47 30°
Hojas fructificacion 3.42 50°
Corteza fructificacién 2.50 50°
Hojas dormancia 2.57 70°
Corteza dormancia 5.97 50°

4.5 TAMIZAJE FITOQUIMICO

En el cuadro 11 se presentan los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico del camu

camu (M. dubia) en sus tres etapas fenoldgicas.
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Cuadro 12. Resultados del tamizaje fitoquimico en hojas y corteza de Camu camu (Myrciaria dubia).

ENSAYOS
Dragendorff | Mayer | Wagner Borntrager Baljet Sudan Fehling Espuma FeCl; Shinoda Molish
H C |[H|C|H]|C H C H C H C H C H C H C H C H
Fl/ Fr ++H+ | ++ | - | - + - ||+ | |+ + + + 4+ | At | | | | A | A - +
Fr ++ - + | - - - ++ ++ ++ | +++ + + | e+ | b | | R | R | b | | - -
Dormancia | ++ - -1+ ] - - | | b | | b | | | | | | e | | R | R | - +++
Fl: floracién Fr: fructificacion H: Hojas C: Corteza
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El cuadro 12 confirma la presencia de: quinonas, lactonas sesquiterpénicas, azlcares
reductores, saponinas, taninos y flavonoides. Estos grupos de metabolitos secundarios también
se han reportado para guayaba (Psidium guajava) y arazd (Eugenia spp.). De acuerdo con la
OMS (1998), los metabolitos secundarios presentan un ritmo de variacion anual, estacional e
incluso diario, mas el cuadro 12 demuestra que en el camu camu estos seis grupos de
metabolitos secundarios se presentaron en las tres etapas fenologicas. No obstante, la misma
OMS recomienda determinar el grado de acumulacion del principio activo, pues si bien la
presencia de los metabolitos secundarios no varia con la fenologia, su concentracién en cada

etapa si lo puede hacer.

4.5.1 ALCALOIDES

Para dar por aceptada la presencia de alcaloides en una planta se deben obtener resultados
positivos a por lo menos cuatro pruebas diferentes (Lock 1988). En el caso del camu camu,
s6lo la prueba de Dragendorff fue positiva en las muestras de hojas de las tres etapas
fenoldgicas. Por lo tanto, se puede decir que los alcaloides no estdn presentes cualitativamente
en el Camu camu (M. dubia), y no es a ellos a quienes se debe atribuir su accion terapéutica.
Sin embargo, una técnica mds sofisticada de determinacion de metabolitos podria aclarar el
resultado positivo de la prueba de Dragendorff. Cabe resaltar que no se han reportado

alcaloides en las Myrtaceas (Watson y Dallwitz, 2000).

4.5.2 COMPUESTOS GRASOS (REACTIVO SUDAN)

El ensayo con el reactivo Suddn III resulté interesante pues fue un buen indicio de la presencia
de aceites esenciales en las muestras de hojas. Para esta prueba se colocé una sola cruz (+) pen
la mayoria de muestras puesto que la reaccién no era muy evidente, es decir, se observaba la
transparencia del papel pero no de manera tan clara como con la muestra de hojas en
dormancia, por ejemplo, con la que si se aprecié una gran mancha grasosa al agregarle el

reactivo al extracto etandlico.

De todos modos, la destilacion por arrastre de vapor de agua de las tres muestras de hojas,

confirmaria totalmente la existencia de aceites esenciales en la planta.
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45.3 QUINONAS (BORNTRAGER)

Los compuestos fendlicos, entre ellos las quinonas, son comunes en la familia Myrtaceae
(Boccia et al, 2006). El cuadro 12 presenta resultados positivos a la presencia de éstas en las
tres etapas fenoldgicas para los dos tipos de muestra (hojas y corteza); lo que no es de extrafiar
pues tal como indica Bruneton (2001) estos compuestos se pueden encontrar de forma libre o

formando grupos con los flavonoides o los azicares.

La diferencia de calificativos entre etapas y muestras se debe a la velocidad de la reaccién (++)

y a la intensidad de la coloracion roja de la fase superior (Ver Anexo 6).

4.5.4 SAPONINAS

El contenido de saponinas en esta planta es muy alto, principalmente en las hojas, cuya espuma
podia sobrepasar los 5 cm y permanecer asi por alrededor de media hora (Ver Anexo 6).
Watson y Dallwitz (2000) indican que las saponinas pueden estar presentes o ausentes en las
Myrtaceas, aunque lo comun es que estén ausentes. Sin embargo, tanto en Psidium como en
Eugenia acrantha (arazd), los parientes mds cercanos del camu camu, se ha reportado

pr esencia, aunque sea en trazas, de estos compuestos.

Las saponinas estdn relacionadas con la formacién de las hormonas vegetales (Lock 1988,
Valencia 1995, Garcia 2006) y dado que esta planta estd sometida a grandes condiciones de
estrés (inundaciones y sequias por periodos largos de tiempo), se podria explicar su abundante

presencia en la planta.

4.5.5 TANINOS

La prueba de FeCl; dio resultados positivos en ambas muestras para las tres etapas fenoldgicas.
Valencia (1995) indica que los compuestos fendlicos, principalmente taninos y flavonoides
tienen entre sus funciones brindar proteccion y resistencia a las plantas contra el ataque de
plagas o enfermedades, y dado que esta planta en particular pasa mucho tiempo bajo el agua, la
sintesis de estos mismos debe ser de suma importancia. El mismo autor también sefiala que

estos compuestos estdn presentes en hojas y corteza (ademds de otras partes de la planta) y que
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suelen depositarse en los tejidos muertos de estas partes especificas cuando las plantas son
adultas (principalmente vacuolas). También indica que la energia producida por la oxidacién de
estos metabolitos es utilizada por la planta para realizar sus procesos metabdlicos. Esta seria

otra de las razones del por qué son tan abundantes en el Camu camu.

Aunque se habla de la presencia de compuestos fendlicos en general en la familia Myrtaceae,
diferentes tamizajes fitoquimicos en Psidium sp. y Eugenia acrantha, han resultado positivos

para este grupo de metabolitos.

Cabe sefnalar también, que los taninos aqui presentes son los taninos condensados puesto que

con el FeCl; presentaron coloracién verde oscuro.

Cuadro 13. Resultados de ensayo FeCl; en hojas y corteza de Camu camu (M. dubia)

Etapa fenolégica Hojas Corteza
Floracion +++ . +++ | Verde oscuro casi negro
Verde oscuro = Taninos .
= Taninos
condensados
condensados
Fructificacién +++ ) +4++ )

Azul intenso al echar el Azul intenso al echar el
reactivo, verde al reactivo, verde al
adicionar el &cido adicionar el &cido

Dormancia +++ | Verde-azul (oscuro) al | *1+
inicio, verde . L
3 Azul intenso al inicio;
oscuro después de
verde oscuro/azul

HCI, verde claro a con el HCI
la hora de terminar

el ensayo.

Como se puede observar en el cuadro 13, al agregar el reactivo la solucién etandlica se tornaba
azul, lo cual es tipico de los taninos hidrolizables. Por ello, adicionalmente se realizé la prueba

de “Agua de bromo”, confirmando la presencia de taninos condensados en las muestras.

4.5.5. A)ENSAYO CON “AGUA DE BROMO”

Este ensayo fue descrito por Yague et al (1969) y Valencia (1995). Consiste en preparar una

solucidn al 0.4% y adicionarle algunos cm’ de 4cido acético.
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Se prepararon 5 tubos de ensayo conteniendo extracto etandlico de las muestras de Hojas
(floracidn, fructificacién y dormancia) y Corteza (fructificacién y dormancia). Los resultados

fueron los siguientes:

- Las 5 muestras presentaron precipitado luego de adicionar el dcido acético, comprobando

que los taninos presentes en las muestras son Taninos condensados.

- El tubo con mayor precipitacién fue el de Hojas en dormacia, seguido de Hojas en
fructificacidn; en el caso de las muestras con corteza, el tubo con mayor precipitado fue el

de Corteza en dormancia.

- Con las muestras de hojas la reaccion fue casi instantdnea y con mayor cantidad de
precipitado que la corteza, las cuales que hubo que dejar reposar unos segundos antes de

obtener el precipitado.

4.5.5. B)FLAVONOIDES

Este grupo de metabolitos siempre estd presente en la familia Myrtaceae, principalmente
kaempferol, quercetina y miricetina (Watson y Dallwitz, 2000). Estos mismos flavonoides se
han reportado en numerosas oportunidades para guayaba (Psidium spp.) y arazd (Eugenia spp.),
y diversos autores, como Taylor (2005) le han atribuido a la guercetina las propiedades

curativas que estas dos plantas presentan.

Como se puede apreciar en el cuadro 12, estos metabolitos estdn presentes en ambas muestras,
en todas las etapas fenoldgicas; probablemente -asi como los taninos- para brindarle proteccién
a la planta contra el ataque de patégenos. Los flavonoides también son importantes pigmentos
para las plantas y la coloracién rosada de la pulpa del camu camu se puede atribuir a su
presencia. Valencia (1995) destaca que son importantes inhibidores de sistemas enzimaticos;
esta funcion podria estar ligada a su mision protectora como respuesta al fuerte estrés al que
estd sometido el Camu camu durante el periodo de inundacién. Dominguez (1973), Valencia
(1995) y Bruneton (2001) sefialan que estos compuestos suelen ser abundantes en las hojas y

organos jovenes, y asi lo demuestran los resultados aqui presentes.

47



Una de las ventajas de la prueba de Shinoda es que al ser una reaccion de color, la coloracién
final del extracto permite inferir qué tipo de flavonoide podria estar presente en las muestras

(Lock 1988 y OMS 1998). Los resultados se presentan en el cuadro 14.

Cuadro 14. Resultados de la prueba Shinoda en muestras de hojas y corteza de Camu camu
(Myrciaria dubia)

Etapa fenoldgica Hojas Corteza

Amarillo cristalino L
Amarillo intenso (Flavonas /

Floracién +++ (Flavonas / +++ .
) isoflavonas)
isoflavonas)
2 fases: marrén claro la 2 fases: la superior amarillo
Fructificacion +++ superior.(flavononas /| +++ tipo aceite
flavonoles) (flavonas/isoflavonas)

2 fases: superior clara-
amarillo olivaceo;
inferior espesa,

2 fases:marrén oscuro
(superior), marrén

Dormancia 4+ claro la inferior +4++ . .
amarillo aceite
(flavononas /
(flavonas /
flavonoles) .
isoflavonas)

Del cuadro 14 se puede deducir que los posibles flavonoides presentes en las muestras de hojas
y corteza pertenecen a los grupos de las flavonas, isoflavonas, flavononas o flavonoles, lo cual

quedé corroborado luego del andlisis de los espectros obtenidos con el espectofotémetro.

4.5.6 LACTONAS SESQUITERPENICAS

Este grupo de metabolitos también estuvo presente en ambas muestras para los tres periodos
fenolégicos. Lock (1988) afirma que suelen ser mas abundantes en las hojas, y ciertamente fue
en este tipo de muestras donde las reacciones fueron mds rapidas y de coloracién mds oscura
que en la corteza (Ver Anexo 6). La presencia de estos compuestos en el Camu camu podria
estar relacionada con el alto contenido de dcido ascOrbico reportado para esta planta, ya que
este compuesto -una cetolactona de seis carbonos- se oxida hacia dcido deshidroascérbico, el

cual posee actividad completa de vitamina C.

> Se conoce con el nombre de Vitamina C a todos los compuestos que tienen la actividad bioldgica del 4cido ascérbico
(www.biopsicologia.net)
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4.5.7 AZUCARES Y AZUCARES REDUCTORES

Los resultados demuestran una notable presencia de azicares reductores, principalmente
disacdridos, en las muestras de hojas y corteza del Camu camu, ya que la coloracion de los
extractos al término de cada prueba de Fehling, en cada una de las muestras, fue rojo ladrillo
(Ver anexo 6). Este resultado corrobora lo expresado por Watson y Dallwitz (2000) quienes
indican que en las Myrticeas los aziicares son transportados como oligosacéridos + sacarosa
(disacarido de glucosa + fructuosa). Del mismo modo, el tamizaje fitoquimico realizado por
Neira et al. (2005) con hojas de Psidium guineense (guayaba) también sefiala un resultado

positivo al ensayo de Fehling.

Los aziicares reductores, de acuerdo con Armstrong y Bennet (1982), tienen la propiedad de
provocar la alteracion de las proteinas mediante la reaccion de glucosilacion no enzimdtica, y
se piensa que esta reaccion estd relacionada con los procesos de envejecimiento celular, por lo

que su presencia, tanto en hojas y sobre todo en la corteza, no sorprende.

La prueba al reactivo de Molish sin embargo, resulté negativa en términos generales, ya que
s6lo dos muestras de corteza reaccionaron positivamente con el reactivo (Corteza en floraciéon y
Corteza en dormancia). Este resultado coincide con el hallado por Huamani y Ruiz (2005) en
hojas de guayaba (Psidium guajava), que también resulté negativo a este ensayo. Esto estaria
indicando que la presencia de monosacdridos es menos frecuente que la de los disacaridos, por
lo menos en el camu camu; aunque esto también estaria en funcién del momento en que se

realiz6 la recoleccion de las muestras. (OMS 1998 y Garcia 2006).
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4.6 RENDIMIENTO DE ACEITES ESENCIALES
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Figura 10. Rendimiento de aceites esenciales en hojas de Camu camu (M. dubia) de tres etapas
fenologicas distintas

La destilacion de las muestras de hojas por el método de arrastre de vapor de agua, corrobord
los resultados obtenidos con la prueba del reactivo Sudan III (cuadro 12), comprobando la
presencia de aceites esenciales en las hojas de Camu camu (M. dubia) en las tres etapas

fenoldgicas; s6lo varia su rendimiento.

En la figura 10 se observa que la muestra de hojas en floracién presentd una ligera mayor
cantidad de aceites esenciales (0.17%), en comparacion con las muestras de fructificacién y
dormancia que presentaron el mismo rendimiento (0.15%); comprobandose asi que la
produccién de aceites esenciales estd ligada a una estrategia de la planta por atraer

polinizadores.

Con el método de destilacion por arrastre de vapor de agua el rendimiento de aceites esenciales
nunca es alto; sin embargo, el promedio obtenido para camu camu (0.16%) esté por debajo del
minimo aceptable (0.5%). No obstante, este rendimiento se encuentra entre los rangos del
aceite esencial de guayaba (P. guajava) y de eucalipto (E. globulus): 0.07% - 044 y 2 — 3 %,

respectivamente, tal y como se preveia con los resultados de los puntos trashicidos.
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4.7 CARACTERIZACION DE FLAVONOIDES

Esta caracterizacion se hizo mediante la interpretacion de los 28 espectros6 obtenidos con la
espectofotometria UV, realizada en el Centro de Productos Naturales de Cuba, encontrandose

los siguientes resultados:

Cuadro 15. Flavonoides identificados en las hojas y corteza de Camu camu (M. dubia).

Flavonoide

Tipo de muestra
Quercetina Isoquercetina Genisteina Kaemferol

Hojas floracién

Corteza floracion

Hojas fructificacion

Corteza fructificacion

Hojas dormancia

Corteza dormancia

El patrén utilizado para comparar las muestras fue “escopoletina”, en donde se pudo identificar

isoflavonas como kaemferol y genisteina.

La concentracion de cada flavonoide en las muestras fue el siguiente:

¢ Quercetina 0.412 mg %

¢ Kaemferol 0.892 mg %

¢ Genisteina 4.201 mg %

Del cuadro 15 se observa que la quercetina estd presente en las tres muestras de hojas y en la
muestra de corteza en dormancia; mientras que su isomero estd presente de forma inversa: en
las tres muestras de corteza y en las muestras de hojas en dormancia. Aparentemente, al
momento en que las muestras de dormancia fueron colectadas se estaba desarrollando la

isomerizacion de la quercetina y por eso esta presente en ambas muestras. También se aprecia

6 . .
Los espectros mds representativos para cada una de las muestras se encuentran en el Anexo 7.
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que, salvo las muestras de corteza en floracidon y corteza en fructificacion, se presentan dos

tipos de flavonoides en cada muestra.

El reactivo Shinoda advertia la presencia de flavonas, isoflavonas, flavonoles o flavononas en
las muestras, lo cual queda demostrado con los flavonoides identificados por medio de los
espectros: quercetina y kaemferol (flavonoles) y genisteina (isoflavona); aunque la genisteina y
el kaemferol se presentaron en una sola muestra (hojas floracion y hojas fructificacion,

respectivamente).

La quercetina, aunque fue mas comun, se presenté en menor concentracion que la genisteina,
que sdlo se reportd para una sola muestra, igual que el kaemferol, aunque este ultimo estd

presente a una concentracion intermedia.

Quercetina también se ha reportado numerables veces en otras especies de Myrtdcea como
Psidium sp. (Guayaba) o Eugenia sp. (Arazd), y muchas veces se ha denominado a este
compuesto como el responsable de la accion terapéutica de estas plantas. Al parecer, en el

camu camu no seria diferente.
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5. CONCLUSIONES

El tamizaje fitoquimico de las hojas y corteza de Camu camu (Myrciaria dubia H.B.K. Mc
Vaugh) reveld la presencia de siete grupos de metabolitos secundarios: Quinonas, lactonas
sesquiterpénicas, compuestos grasos (aceites esenciales), azicares reductores, saponinas,
taninos y flavonoides. Estos metabolitos estuvieron presentes en las tres etapas fenoldgicas

de la planta.

El rendimiento de aceites esenciales de las hojas de camu camu (Myrciaria dubia) fue bajo
en comparacion a otras especies de Myrtaceae como eucalipto (Eucalyptus globulus) o

guayaba (Psidium guajava).

La caracterizaciéon de flavonoides identificd tres de importancia medicinal: Quercetina,
genisteina y kaemferol. La quercetina se presentd en ambas muestras, hojas y corteza
(isdémero) en las tres etapas fenoldgicas; mientras que la genisteina s6lo en las hojas de
floracién pero en mayor concentracion que la quercetina. El kaemferol s6lo se hall6 en las

hojas de fructificacion.

Los compuestos fendlicos, principalmente el flavonoide quercetina, serian los responsables

de la accion terapéutica de las hojas y la corteza.

La prueba de espuma realizada en el tamizaje fitoquimico revelé buena presencia de
saponinas en ambas muestras; lo que podria aprovecharse para la fabricacién de jabones,

cremas, champtis, etc., de manera artesanal o industrial.



6. RECOMENDACIONES

Realizar nuevos tamizajes fitoquimicos para corroborar la influencia de las horas del dia en

la presencia o ausencia y concentracion de los diferentes metabolitos secundarios.

Profundizar estudios sobre los rendimientos y concentraciones de los metabolitos
secundarios identificados en la presente investigacion, como por ejemplo los aceites
esenciales o las saponinas, pues de ello dependera si vale la pena o no su aprovechamiento

por parte de la industria o la medicina.

Efectuar estudios de investigacion fitoquimica con otras partes de la planta, como las raices

y las semillas.

Corroborar con técnicas mds sofisticadas la presencia y concentracion de los tres

flavonoides identificados en la presente tesis: Quercetina, kaemferol y genisteina.

Profundizar los estudios de investigacion fitoquimica en éste y otros frutales nativos de
nuestra Amazonia, especialmente Camu camu arbéreo (Myrciaria sp.), para de esta manera
contar con una relacion de “marcadores quimicos” que permitan en el futuro identificar la
procedencia o variedades de la planta a un nivel quimico, y al mismo tiempo contar con un
mayor nimero de grupos de metabolitos secundarios identificados que no pudieron ser

evaluados en la presente tesis.
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ANEXO 1

SECUENCIA DE INVESTIGACION FITOQUIMICA

Obtencidén del material vegetal

v

Desecacion y conservacion

v

Identificacion taxondmica de la
planta y de sus partes

v

Busqueda bibliografica

v

Examen microscépico

v

Divisién, fragmentacion o
pulverizacién del material

l

Tamizaje fitoquimico

— Ensayos de pureza para la droga
cruda

v

Extraccién de principios activos

v

Aislamiento y caracterizacion del
principio activo

v

Tamizaje farmacolégico

v

Estudio farmacodindmico y
toxicolégico

l

Estudio de factibilidad de una
forma farmacéutica

|

FUENTE: Garcia (2006)

Desarrollo de vias de sintesis



ANEXO 2

PREPARACION DE LOS REACTIVOS A UTILIZAR EN EL TAMIZAJE
FITOQUIMICO

1. Reactivo de Dragendorff:
Solucién a: 8 g Bi(NO3).5H,0/20 mL HNO;
Solucién b: 27.2 g KI/50 mL H,O

Mezclar, reposar, decantar supernadante. Diluir a 100mL.

2. Reactivo de Mayer:
Solucién a: 1.36g HgCl,/60 mL H,O
Solucién b: 5 g KI/10 mL H,O
Mezclar y diluir a 100 mL.

3. Reactivo de Wagner:
1.27 gde I, + 2g KI/SmL H.O
Diluir a 100 mL.

4. Reactivo de Baljet:

Solucién a: 1 g 4cido picrico/EtOH 95%
Solucién b: 10 g NaOH/100 mL H,O

Mezclar ambas soluciones

5. Reactivo de Fehling:
Solucién a: 35 g CuSOy4; SH,O/500 mL H,O
Solucién b: 175 g sal de Rochelle + 50 g NaOH/500 mL H,O

FUENTE: Lock (1988)



ANEXO 3

RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE HUMEDAD

a) Humedad gravimétrica:

Muestra # Caps. % H % H prom.
1 11.49
Hojas floracion 2 11.46 11.5
3 11.53
) 1 13.31
Hojas
e 2 12.97 13.1
Fructificacion
3 12.95
1 11.40
Hojas dormancia 2 11.59 11.5
3 11.61
1 30.94
Corteza floracion 2 31.90 314
3 31.39
1 16.08
Corteza
e 2 16.08 16.1
fructificacion
3 16.07
1 13.27
Corteza
. 2 13.16 13.2
dormancia
3 13.21
b) Humedad azeotrdpica:
Muestra % Humedad
Hojas floracion 9.6
Hojas
o 11.9
fructificacion
Hojas
. 7.8
dormancia




ANEXO 4

RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE CENIZAS

a) Cenizas totales:

Muestra # Caps. % Cr % Cr prom
. 1 3.45
Hojas
floracion 2 3.82 3.6
3 3.46
. 1 417
Hojas
fructificacion 2 4.44 4.3
3 4.38
. 1 5.83
Hojas
dormancia 2 6.22 5.8
3 6.00
1 6.76
Corteza
floracion 2 6.69 6.5
3 6.15
1 6.92
Corteza
fructificacion 2 6.62 6.6
3 6.15
1 6.95
Corteza
dormancia 2 6.87 6.9
3 7.03

b) Cenizas solubles en agua:

P.Cr P. muestra P.Csh20
Muestra % Cshzo

(9) (9) (9)

H. floracion 0.0306 1.0022 0.0801 9.03
H.fructificacion | 0.0422 1.1008 0.0511 5.37
H. dormancia | 0.0631 1.1005 0.0929 9.15
C. floracion 0.0882 2.0914 0.1330 9.27
C.fructificacion | 0.0568 1.1015 0.0661 7.15
C. dormancia | 0.0656 1.1001 0.0673 7.00




¢) Cenizas insolubles en HCI:

Muestra P. Caps P. muestra % Cag

()] (9 P.Cici (9)

H. floracion 19.5513 1.0022 -0.0142

H.fructificacion | 16.4783 1.1007 -0.0026
H. dormancia | 9.5213 1.1005 0.0132 1.3
C. floracion 16.3295 2.0757 0.0033 0.2
C.fructificacion | 15.9190 1.1016 0.0062 0.7

C. dormancia | 16.4687 1.1001 -0.0015 0




ANEXO 5

RESULTADOS PORCENTAJE DE SOLIDOS TOTALES

. Solidos Solidos
Muestra Grado Peso muestra Peso capsula totales totales
Alcohol (9) (9)
(9) (%)
30° 10.0077 43.2736 0.0320 1.7695
50° 10.0137 43.6009 0.0354 1.9564
Hojas floracion 70° 10.0215 48.9479 0.0600 3.3133
90° 10.0053 48.9711 0.0592 3.2744
Agua 10.0038 40.5354 0.0124 0.6860
30° 3.0029 15.1870 0.0390 9.4674
50° 3.0042 23.1416 0.0364 8.8325
Corteza floracién 70° 3.0034 19.2510 0.0250 6.0679
90° 3.0065 18.7512 0.0169 4.0976
Agua 3.0069 20.2122 0.0250 6.0608
30° 10.0002 16.8273 0.0502 2.9081
50¢ 10.0005 18.9603 0.0590 3.4177
Hojas fructificacion 70° 10.0003 23.2427 0.0576 3.3367
90° 10.0005 20.3749 0.0468 2.7110
Agua 10.0005 15.1517 0.0331 1.9174
30° 10.0013 18.9604 0.0413 2.4609
502 10.0017 15.1517 0.0422 2.5145
Corteza fructificacion 70° 10.0011 20.3748 0.0316 1.8830
90° 10.0016 16.8275 0.0175 1.0427
Agua 10.0010 23.2425 0.0280 1.6685
30° 10.0010 18.9601 0.0346 1.8766
50° 10.0012 23.2424 0.0443 2.4026
Hojas dormancia 702 10.0012 20.3743 0.0474 2.5707
90° 10.0012 16.8269 0.0450 2.4406
Agua 10.0012 15.1511 0.0251 1.3613
30° 10.0018 16.5357 0.0994 5.7248
502 10.0014 19.4050 0.1036 5.9669
Corteza dormancia 70° 10.0016 23.2422 0.0768 4.4233
90° 10.0014 16.8270 0.0563 3.2426
Agua 10.0015 20.3745 0.0762 4.3887




ANEXO 6

RESULTADOS DETALLADOS DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO

a) FLORACION:
HOJAS CORTEZA
Ensayo
Reaccidn Observaciones Reaccién Observaciones
Dragendorff +++ ++ turbidez rojo ladrillo
Mayer - transparente - transparente
Wagner + amarillo intenso-naranja con puntitos -
precipitado cristalino (tipo sal) en la parte
Borntréger +++ inferior ++ 2 fases: marrén (superior) - rojo
Baljet +++ rojo sangre residuos rojos
Sudén + escasas gotas muy diminutas suspensiones rojizas
precipitado amarillo como polen y unos
Fehling + precipitados rojos (3) +++ precipitados rojos
Espuma +++ espuma més de 2 cm por mas de una hora ++ 5 mm por mas de 2 minutos
verde oscuro casi negro = Taninos
FeCls +++ Verde oscuro = Taninos condensados +++ condensados
Shinoda +++ amarillo cristalino +++ amarillo intenso
precipitado (como gotitas) violetas en el
. 3 fases: anillo blanquecino con precipitado gnlllq superior; cristalizacion de la fase
Molish - + inferior

violeta, gotitas aceitosas rojas




b) FRUCTIFICACION:

HOJAS CORTEZA
Ensayo
Reaccién Observaciones Reaccién Observaciones
Dragendorff ++ Turbidez - Formacién de cristalitos blancos.
Mayer + Turbidez no muy definida -
Wagner - j
2 fases: la superior es rojo-marrén 2 fases: coloracion roja la superior
Borntréger ++ (demor6 un poco) ++ (demor6 un poco)
Baljet it Coloracién rojo-marrén. Demoré en -t Reaccion instantanea y espesa
adquirir coloracién. (precipitado coposo)
Sudan + Gota rosa ligeramente visible. Dio + a la + Gota rosa ligeramente visible.
prueba con éter.
Fehling +++ +++
5 cm de espuma al momento del ensayo
Espuma +++ (11:30), 3cm al término de la préactica, a +++ 1.8 cm. de espuma
las 4:00 p.m.
FeCI3 et Azul intenso al echar el reactivo, verde al -t Azul intenso al echar el reactivo, verde al
adicionar el acido adicionar el acido
Shinoda +++ 2 fases: marrén claro la superior. +++ 2 fases: la superior amarillo tipo aceite
3 fases: burbujas violetas sin formar anillo
Molish - - - anillo blancuzco - fase clara como

aceite.




¢) DORMANCIA:

HOJAS CORTEZA
Ensayo
Reaccidn Observaciones Reaccién Observaciones
Dragendorff ++ Precipitacién y turbidez - se volvié rojo al calentar
Mayer - + turbidez ligera
Cambio de color de amarillo claro a
Wagner - color olivo. -
2 fases: superior rojo-marrén como 2 fases: superior rojo-marrén (coca cola);
i coca cola, la 2da mas clara con inferior clara transparente.
Borntrager +++ manchas rojas. +++
! ) Marrén sangre, coagulé casi al instante
Baljet +++ Marrén sangre et (solucién muy espesa), precipité con el
tiempo.
Sudan +++ Gota rosa altamente visible. + Gota rosa ligeramente visible.
Fehllng +++ +++
Espuma 4+ 4,1 cm de espuma al momento del o+ 1.8 cm de espuma
ensayo (11:29 a.m)
FeCI3 o Verde-azul (oscuro) al inicio, verde ot Azul intenso al inicio; verde oscuro/azul con
oscuro después de HCI, verde claro el HCI
a la hora de terminar el ensayo.
2 fases:marrén oscuro (superior), 2 fases: superior clara-amarillo olivaceo;
Shinoda +++ marron claro la inferior. +++ inferior espesa, amarillo aceite.
3 fases: turbia (superior), anillo violaceo
(medio), clara (muy pequenita, casi al fondo
3 fases: rojiza con suspensiones del tubo). El anillo desaparecié al rato y toda
Molish - (superior), fase clara (como sal) y +++ la solucion quedd marrén oscuro al término

amarillenta clara (inferior).

de la practica, como coca cola.




ANEXO 7

RENDIMIENTO DE ACEITES ESENCIALES

Floraciéon | Fructificacion | Dormancia
P. muestra (g) 45.00 100.79 100.80
Vol. Agua (mL) 1000.00 1000.00 1000.00
Vol. Aceite (mL) 0.075 0.15 0.15
Rdmto % 0.17 0.15 0.15




ANEXO 8

EJEMPLOS DE ESPECTRO OBTENIDOS CON EL ESPECTOFOTOMETRO
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Figura 11. Espectro obtenido de la muestra de Hojas en floracion.
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Figura 12. Espectro obtenido de la muestra de Corteza en floracion.
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Figura 13.

Espectro obtenido de la muestra de Hojas en fructificacion.
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Figura 14. Espectro obtenido de la muestra de Corteza en fructificacion.
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Figura 15.

Espectro obtenido de la muestra de Hojas en dormancia.
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Figura 16. Espectro obtenido de la muestra de Corteza en dormancia.




