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                                                                                                              Resumen

RESUMEN

Se realizó por primera vez el estudio farmacognóstico de Phyllanthus orbicularis 

HBK pudiendo establecer las características micromorfológicas de las hojas, los 

tallos y la droga en polvo, así como el secado, almacenamiento y la influencia de 

los principales parámetros físico-químicos, contenido de fenoles totales y del 

flavonoide rutina en función de la época de recolección. 

El estudio farmacognóstico permitió establecer las  especificaciones de calidad de 

la droga cruda P. orbicularis HBK, indispensables para la confección de las 

futuras Normas de Control de la Calidad de la especie como posible droga 

medicinal.

El método de extracción y fraccionamiento aplicado al material vegetal  para el 

estudio fitoquímico, posibilitó la obtención de extractos de diferentes polaridades 

(hexánicos, acetato de etilo y metanólicos), los que fueron caracterizados 

químicamente en función de la época de recolección. Se identificaron por CG-EM 

en los extractos apolares, 51 posibles nuevos componentes para la especie, de 

ellos, nueve reportes para el género Phyllanthus, conjuntamente se aislaron y 

caracterizaron por métodos espectroscópicos (IR, RMN-1H, RMN-13C, DEPT) 

cuatro flavonoides en el extracto polar (apigenina, rutina, quercetina y kaempferol), 

informándose por primera vez para el género y la especie la apigenina en forma de 

aglicón.

Se evaluaron de forma preliminar algunas propiedades farmacológicas, donde se 

notifica para los extractos metanólicos y los flavonoides aislados (rutina y 

quercetina), el efecto antioxidante. Se demostró por primera vez, que los extractos 

de P. orbicularis HBK presentan actividad antiinflamatoria por vía tópica al menos 

en el modelo de inducción de edema por TPA, así como sus propiedades 

citotóxicas en diferentes líneas celulares de cáncer humano. La transformación 

química de los flavonoides mayoritarios de la planta (rutina y quercetina), así como 

del extracto que les dio origen, mediante una  reacción de acetilación, contribuyó 

en gran medida a potenciar las actividades antiinflamatorias y citotóxicas, no 

siendo así para los ensayos antioxidantes.
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                                                                                                                         Introducción

INTRODUCCIÓN 

La Farmacognosia es la más antigua de las Ciencias Médicas, ya que el hombre 

primitivo tuvo que aprender a distinguir los productos que le servían de alimento y los 

curativos, de los tóxicos. Dentro de las Ciencias Farmacéuticas es la rama que se 

ocupa del estudio de las drogas de origen natural, ya sea vegetal o animal.  

Esta ciencia tiene diversos objetivos que comprenden la clasificación taxonómica,

botánica, métodos óptimos de producción tanto a pequeña como a gran escala, que 

incluyen el cultivo, mejora, recolección y conservación. También tiene como 

propósitos, la extracción de los principios activos, establecer la composición química 

desde el punto de vista cualitativo y cuantitativo, controlar la calidad de una droga 

desarrollando métodos de análisis para estos fines y entre otros, corroborar la 

actividad farmacológica atribuida.

La Farmacognosia de principios de la segunda mitad del siglo XX no es la misma de 

los albores del siglo XXI, siendo significativa la transformación ocurrida en las dos 

últimas décadas del siglo XX, ya que en sus inicios esta ciencia estaba dedicada a ser 

una materia de descripción botánica con componentes en química y biología. En la 

actualidad, ha tomado relevancia debido a la introducción de nuevas metodologías 

experimentales y al crecimiento del uso de fitoterapéuticos en la práctica farmacéutica 

moderna. El término ha sido recientemente definido como una Ciencia Molecular que 

explora las relaciones de estructura-actividad que ocurren naturalmente con una droga 

potencial (Verpoorte, 2000; Kinghorn, 2001, 2002, Evans, 2002). 

Se diferencia de la Fitoquímica en que no solo busca la nueva estructura, sino la 

influencia que puede tener sobre la misma las condiciones ecológico-geográficas, el 

método de secado, de almacenamiento, la edad, y entre otras cuestiones, buscar 

alternativas terapéuticas que no siempre impliquen el principio activo aislado. 

Las plantas medicinales y aromáticas son una parte fundamental de los sistemas de 

medicina tradicional y una importante fuente de material de estudio de la 

Farmacognosia. A pesar de su amplio uso en países iberoamericanos, se han 
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estudiado pocas con la profundidad que se requiere para la aplicación médica; los 

datos de seguridad y eficacia están dispersos y disponibles solo para un número 

reducido de ellas en algunas farmacopeas, muchas  carecen de una metodología que 

garantice su calidad, lo cual limita el desarrollo, producción y comercialización de 

fitomedicamentos,  tanto en los mercados nacionales como internacionales.  

Por consiguiente, para contar con una alternativa terapéutica de fuente vegetal, que 

reúna los requisitos de calidad, seguridad y eficacia, es indispensable demostrar sobre 

bases científicas, la utilidad de una planta medicinal y cumplir con todo lo establecido 

en los lineamientos internacionales para la evaluación y control de los medicamentos 

herbarios (WHO, 2000a, 2000b). Un aspecto vital para lograr este propósito es la 

determinación de parámetros farmacognósticos, los que constituyen una garantía de 

que la materia prima proveniente de los campos de cultivos ha sido  procesada 

adecuadamente (Acosta y Rodríguez, 2006), así como la extracción, aislamiento e 

identificación de constituyentes de las drogas vegetales, lo cual fundamenta en gran 

medida el uso de las mismas (Dohadwalla, 1985; Bruhn, 1989; Alberson, 1990). 

Entre las especies ampliamente utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de 

diversas afecciones como trastornos del aparato genitourinario, infecciones 

intestinales, ictericia, diabetes, enfermedades virales, etcétera, se encuentran las 

correspondientes al género Phyllanthus (Phyllanthaceae); éstas se localizan en 

regiones tropicales, subtropicales, en Asia y África (Calixto y cols., 1997, 1998). En 

Cuba han sido reportadas como endémicas más de 60 especies de Phyllanthus no 

totalmente estudiadas (Hermano L. y Hermano A., 1953), entre ellas, Phyllanthus

orbicularis HBK, conocida con el nombre trivial de Alegría y que ofrece grandes 

perspectivas desde el punto de vista terapéutico. Investigadores cubanos han 

demostrado para el extracto acuoso, actividad antiviral contra los virus de la Hepatitis 

B, el Herpes Simple tipo 1 y 2,  el Herpes Bovino tipo 1 (Del Barrio y Parra, 2000; 

Fernández y cols., 2003; Valdés y cols., 2003), cualidades antigenotóxicas, 

antimutagénicas, antioxidantes, entre otras (Ferrer y cols., 2002; Sánchez y cols., 

2002).

2
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Sin embargo, desde el punto de vista fitoquímico los reportes sobre esta especie son 

escasos, destacando el de Berazaín y cols. (2007a, 2007b) quienes refieren que en 

los tejidos de tallos y hojas de la planta se acumula níquel y los de Álvarez y cols. 

(2009), que revelan la presencia de quercetina, rutina, procianidina, catequina, 

epicatequina, ácido protocatéquico y derivados del ácido gálico en el extracto acuoso.

PROBLEMA CIENTÍFICO 

La especie P. orbicularis HBK ha demostrado tener potencialidad farmacológica 

fundamentalmente como antiviral, sin embargo, son escasos los estudios fitoquímicos 

y carece de otros que permitan establecer su calidad, aspectos importantes a tener en 

cuenta para su registro como droga vegetal y posible introducción en la terapéutica. 

Teniendo en cuenta estos antecedentes se plantea la siguiente hipótesis.  

HIPÓTESIS
El estudio farmacognóstico y fitoquímico de P. orbicularis HBK permite establecer las 

especificaciones de calidad de la droga e identificar los principales metabolitos 

secundarios presentes en la misma. 

Para demostrar dicha hipótesis se proponen como objetivos de trabajo: 

OBJETIVO GENERAL: 
Caracterizar desde el punto de vista farmacognósto y fitoquímico a la especie P.

orbicularis HBK.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
Establecer las características morfoanatómicas, tanto microscópicas y 

macroscópicas, como organolépticas, que posibiliten su caracterización. 

Determinar los principales parámetros farmacognósticos de la especie que 

permitan establecer su calidad como droga vegetal en función de la época de 

recolección.

Aplicar un método de extracción y fraccionamiento para el estudio de su 

composición química. 

3
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 Identificar por métodos espectroscópicos los principales metabolitos presentes 

en cada uno de los extractos obtenidos de la planta. 

Determinar de forma preliminar algunas propiedades farmacológicas no 

evaluadas para la especie. 

La novedad científica está determinada por los siguientes resultados: 

Se informa por primera vez la caracterización farmacognóstica de la planta, 

siendo trascendental la determinación de las características micromorfológicas 

de hojas y tallos de la especie, así como sus parámetros físico-químicos de 

calidad. 

 Se identifican por Cromatografía Gaseosa-Espectrometría de Masas en los 

extractos apolares 51 posibles nuevos componentes para la especie, de ellos 

nueve reportes para el género Phyllanthus.

Se aísla e identifica en el extracto polar la apigenina en forma de aglicón, 

informándose por primera vez para el género y la especie. 

Se notifica para el extracto metanólico el efecto antioxidante. Se determina por 

primera vez, que los extractos de P. orbicularis HBK presentan actividad 

antiinflamatoria por vía tópica al menos en el modelo de inducción de edema 

por TPA, y las  propiedades citotóxicas en diferentes líneas de cáncer humano. 

La originalidad del trabajo está dada en que por vez primera se realiza en el país un 

estudio farmacognóstico integral de una especie endémica, que comprende la 

caracterización micromorfológica, el estudio de secado, el almacenamiento, la 

influencia de parámetros físico-químicos y la composición química en función de la 

época de recolección, aplicando métodos modernos de análisis estructural y la 

valoración farmacológica de la especie. 

Aporte práctico y social 

La especie estudiada pudiera constituir un recurso potencial en el campo de los 

productos fitoterapéuticos, ampliando el conocimiento químico-farmacognóstico de la 

rica flora cubana. 
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                                                                                                                         Introducción

Por otra parte, los resultados obtenidos pueden contribuir en gran medida al desarrollo 

de las normas de control de la calidad de la especie y por ende al registro de la misma 

como posible droga vegetal medicinal, sentando las bases para otros estudios 

químicos y biológicos. 

El reportar datos de caracterización de compuestos presentes en la planta, posibilita 

continuar investigaciones fitoquímicas, que unidas a tamizajes farmacológicos 

pudieran definir la real potencialidad terapéutica de la especie.
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CAPÍTULO I. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

I.1. FAMILIA PHYLLANTHACEA. GENERALIDADES 

La familia Phyllanthacea de las  Angiospermas es reconocida por el actual sistema 

de clasificación APG III (2009)  e incluye géneros que anteriormente formaban parte 

de la familia Euphorbiacea (Hoffmann y cols., 2006). Se extiende por todos los 

continentes del planeta, localizándose principalmente en regiones pantropicales. 

Abarca 59 géneros (dentro de los cuales se encuentran Actephila, Aerisilvaea,

Amanoa, Baccaurea, Bischofia, Bridelia, Celianella, Chascotheca,

Discocarpus, Hymenocardia, Phyllanoa, Phyllanthus, Reverchonia,

Spondianthus, Thecacoris, Uapaca, Wielandia, Zimmermannia, entre otros) y 

1745 especies (Stevens, 2001; Hoffmann y cols., 2006; Dhandayuthapani y cols., 

2011).

Está constituida por plantas herbáceas o leñosas, encontrando árboles o arbustos que 

en ocasiones presentan látex. Las hojas por lo general tienen una venación pinnada y 

márgenes enteros. Las flores son pequeñas y de forma variable (Hoffmann y cols., 

2006; Kathriarachchi  y cols., 2006). 

I.2. GÉNERO PHYLLANTHUS

I.2.1. ASPECTOS GENERALES 

El género Phyllanthus es el más amplio de la Phyllanthaceae y fue descrito por 

primera vez en 1737 por Linneus. Está compuesto aproximadamente por 750-1200 

especies, subdivididas entre 10 y 11 subgéneros, entre los que se pueden citar: 

Isocladus, Kirganelia, Cicca, Emblica, Conani, Gomphidium, Phyllanthodendron, 

Xylophylla, Bothyanthus, Ericocus  y Phyllanthus (Kathriarachchi y cols., 2005; 

2006). Alrededor de 200 especies se encuentran ampliamente distribuidas en las 

Américas, principalmente en el Caribe y en Brasil (Webster, 1967; Unander y cols., 

1990; 1991; 1992; 1995; Calixto y cols., 1997; 1998). En Cuba se encuentran 

aproximadamente 60 especies, muchas de ellas endémicas (Hermano L. y Hermano 

A., 1953). 
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I.2.2. USOS EN MEDICINA TRADICIONAL

Las especies del género Phyllanthus han sido utilizadas tradicionalmente como 

remedios antipiréticos, laxantes, tónicos, antibacterianos, antiespasmódicos, 

antidiabéticos, para el tratamiento de infecciones intestinales y urinarias, como 

antivirales, etcétera (Petti y cols., 1988; Mensah, 1990; Calixto y cols., 1997; 1998) en 

lugares como Cuba (Roig, 1974), el Caribe (Weniger y Robineau, 1988), en la parte 

sur y central de América, China, Nigeria, Filipinas y África (Thyagarajan y cols., 1982; 

Unander y cols., 1990, 1995).

En Cuba, en la provincia de Pinar del Río se emplea el cocimiento de la planta entera 

de P. niruri contra las fiebres palúdicas y la hidropesía.  Las raíces, hojas y ramitas 

son consideradas como desobstruyentes, diuréticas y a la vez fortificantes (Roig, 

1974).

Según Roig (1974), en la India las especies de este género se usaban contra 

afecciones venéreas.  Las raíces, después de raspada o molinada en leche de vaca, 

han sido utilizadas con éxito para curar la ictericia, como tónico, antidiabética y contra 

cólicos nefríticos. Específicamente los frutos de P. emblica son empleados como 

purgantes, en otros casos como remedio refrescante en las afecciones biliosas, en las 

náuseas y en infusiones contra la fiebre y la diabetes.

En Brasil estas plantas son conocidas popularmente  como “quebra pedra”, “erva 

pombinha”, “arrebenta pedra”, etcétera.  Las infusiones de hojas, tallos y raíces de P. 

niruri, P. urinaria, P. corcovadensis, P. amarus, P. tenellus, P. caroliniensis y P. 

sellowianus, son utilizadas para el tratamiento de disfunciones renales y urinarias, 

infecciones intestinales, diabetes y hepatitis B (Morton, 1981; Oliver, 1983; Unander y 

cols., 1990; 1991; 1992; 1995; Calixto y cols., 1997; 1998). 

En Haití se emplea la decocción de las hojas de  muchas especies (P. niruri, P. 

amarus, P. stipulatus, entre otros) en baños para combatir la fiebre (Weniger y 

Robineau, 1988). P. amarus es conocido en la Cuenca del Caribe como antidiabético, 

diurético, estomacal y vermífugo (Morton, 1981). 
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La decocción de algunas plantas del género, en América Central y las Antillas se 

utiliza como depurativa y diurética.  En el caso particular de P. acidus, las hojas son 

consideradas sudoríficas, diaforéticas, las semillas son catárticas y la raíz es un 

purgante violento (Manfred, 1947; Roig, 1974; Morton, 1981). 

I.2.3. COMPOSICIÓN QUÍMICA  

Las especies del género Phyllanthus han sido extensamente estudiadas desde el 

punto de vista fitoquímico, conduciendo la investigación al aislamiento y 

caracterización de muchas clases de compuestos orgánicos tales como flavonoides 

(figura 1), triterpenos (figura 2), ácidos fenólicos (figura 3), taninos (figura 4), 

alcaloides (figura 5), lignanos (figura 6), glicósidos (figura 7), coumarinas, entre otros 

(Jiménez y Bernal, 1989; Calixto, 1997; 1998). En la tabla I se resumen los principales 

metabolitos reportados por algunos autores para diferentes especies del género 

Phyllanthus.

Es de notar en la mencionada tabla que los terpenos, lignanos y fenoles han sido los

compuestos más identificados,  pudiendo destacar dentro del primer grupo a los 

triterpenoides pentacíclicos lupeol y filantol (derivado del ursano), sin restarle 

importancia a los esteroles -sitosterol y estigmasterol, presentes también en muchas 

especies  y  muy abundantes en la naturaleza. 

Del grupo de los lignanos se destacan la filantina, un secolignano miembro de la clase 

de los diarilbutanos (Satyanarayana y cols., 1988) y la hipofilantina; los mismos han 

sido identificados por cromatografía líquida de alta resolución en especies como P. 

amarus, P. fraternus, P. niruri, P. urinaria, P. maderaspatensis, P. virgatus y se 

consideran marcadores químicos del género (Dhalwal y cols., 2006; Khatoon y cols., 

2006; Murugaiyah y cols., 2007; Srivastava y cols., 2006).

La detección de compuestos de naturaleza fenólica, especialmente flavonoides  ha 

sido importante, destacando a la rutina y quercetina dentro de este grupo, los cuales

son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal, con acción 

farmacológica importante.
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También se ha determinado el contenido de fenoles en algunas especies, por ejemplo, 

en extractos metanólicos de los frutos de P. emblica se encontraron valores de 81,5-

120,9 mg; 20,3-38,7 mg de flavonoides equivalentes a quercetina y 3,7-18,7 mg de 

catequina equivalente a proantocianidinas (Liu y cols., 2006; 2008) y en la corteza un 

19,78% de fenoles totales (Yang y cols, 2009). 

Sin lugar a dudas, las especies que han recibido mayor atención desde el punto de 

vista fitoquímico son P. emblica, P. niruri, P. urinaria, P. sellowuanus y P. amarus,

por los usos que presentan en medicina tradicional para una gama amplia de 

enfermedades (Webster, 1967; Morton, 1981; Oliver, 1983; Unander y cols., 1990, 

1991, 1992, 1995; Calixto y cols., 1998). 

Respecto a la parte de la planta utilizada, varía en dependencia de la especie y sus 

antecedentes etnobotánicos, por ejemplo, en P. acuminatus los principales 

componentes han sido aislados de las raíces (Petti y cols., 1982), en P. caroliniensis

de hojas, raíces y tallos (Cechinel y cols., 1996), de P. parvulus y P. burchelli de las 

hojas, las cuales presentan taninos, alcaloides, saponinas, antraquinonas y 

flavonoides (Mdlolo y cols, 2008), en P. sellowianus (Hnatyszyn y cols., 1987) y P.

polyanthus (Vuyelwa y cols., 2008) han sido utilizadas las ramas, de P. reticulatus 

hojas y ramas (Lam y cols., 2007) al igual que en P. niruri (Satyanarayana y cols., 

1988; Murugaiyah y Chan, 2006, 2007; Thana y cols., 2006; Shakil y cols., 2008; 

Colombo y cols., 2009), de P. emblica las raíces y corteza (Liu y cols., 2010; Yang y 

cols., 2009). Referente al tipo de extracto utilizado, la polaridad es muy variable, se 

han estudiado extractos polares como metanólicos, etanólicos, acuosos y entre los 

más apolares los de acetato de etilo y hexánicos. Muchos investigadores conducen el 

estudio fitoquímicos a extractos y fracciones que han resultado bioactivas. 

I.2.4. ACTIVIDAD BIOLÓGICA  

Las especies de Phyllanthus han sido ampliamente estudiadas desde el punto de 

vista biológico, siendo de particular importancia los resultados obtenidos como 

inhibidores del virus de la Hepatitis B (Thyagarajan y cols., 1982; 1988), analgésico y 

antiinflamatorio (Calixto y cols., 1997, 1998), entre otros. 
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Tabla I. Constituyentes químicos de algunas especies del género Phyllanthus

                                                                                
Tabla I. Constituyentes químicos de algunas especies del género  Phyllanthus
Especies Clase de 

compuestos
Compuestos Referencias

Triterpeno Lupeol, -amirina, filantol 
Glicósido Filantósido 

Calixto y cols, 
1998

Flavonoide Kaempferol 

P. acidus 

Ácido fenólico Ácido hipogálico 
Sousa y cols., 
2007

Glicósido Filantósido, filantostatina A, 1, 2, 
3 y 4 

Petti y cols., 
1982,1984, 1988 P. acuminatus

Lignano Justicidina Petti y cols., 1984, 
1988

Triterpeno Acutisimatriterpeno A, B, C, D y 
E

P. acutissima 

Lignano Acutisimalignan A y B 

Tuchinda y cols., 
2008

Triterpeno Ácido ursólico 
Ácido fenólico Ácido gálico, ácido elágico, 

ácido 4-O-galoilquímico, ácido 
geránico, ácido amárico 

Calixto y cols, 

1998; Dhalwal y 

cols., 2006 

Tanino
Corilagina, geranina, amarina, 
1,6-digaloilglucopiranosa, 
furosina, filantusina

Calixto y cols., 
1998

Flavonoide Galocatequina,  rutina, 
quercetin-3-O-glucósido 

Calixto y cols., 
1998; Londhe y 
cols., 2008 

Lignano Hipofilantina, filantina, nirantina 
nirtetralina  

Khatoon y cols, 
2006; Leite y cols., 
2006; Tripathi y 
cols., 2006 

Ácido graso Ácido oleico 

P. amarus 

Alcohol 
alifático

Triacontanol Londhe y cols., 
2008

Lignano Justicidina B 
Glicósido Filantostatina A 

Calixto y cols, 
1998

P. anisobulos Lactona Menisdaurilido, aquilegiolido Calixto y cols, 
1998

Flavonoide Quercetina 
Esterol -sitosterol, estigmasterol, 

campesterolP. caroliniensis 
Tanino Geranina 

Cechinel y cols., 
1996
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Éster Ácido salicílico metil éster 
Monoterpeno Cimeno, limoneno P.

corcovadensis 
Esterol -sitosterol, estigmasterol, 

campesterol

Calixto y cols., 
1998

Alcaloide 
Filocristina, securinina, filantina, 
filantidina, dihidrosecurinina, 
filalbina, norsecurinina,  
14,15-dihidro alosecurinina-15-

-ol
Lignano Filantina P. discoides 

Triterpeno Ácido betulínico 

Calixto y cols., 
1998

Flavonoides 

Leucodelfinidina, rutina,  
(s)-eriodictiol-7-O-6-(6"-O-trans-
p-coumaroil)- -D-
glucopiranósido, (s)-eriodictiol-7-
O-(6"-O-galoil)- -D-
glucopiranósido, kaempferol-3-
O- -L-(6’’-metil)-
ramnopiranósido, kaempferol-3-
O- -L-(6"-etil)-ramnopiranósido, 
apigenin-7-O-(6´´-butiril- -
glucopiranósido) 

Calixto y cols., 
1998; Zhang y 
cols., 2002; Habib 
y cols., 2007; El-
Desouky y cols., 
2008 

Glicósido 
fenólico

2-(2-metil butiril) floroglucinol-1-
O-(6"-O- -D-apiofuranosil)- -D-
glucopiranósido 

Zhang y cols., 
2002

Alcaloide Zeatina, zeatina nucleotido, 
zeatina rubosido 

Tanino Corilagina 
Calixto y cols., 
1998

Ácido fenólico Ácido gálico, acido elágico 
Diterpeno Giberilina A-1, A-3, A-4, A-7, A-9 
Esterol -sitosterol 

Calixto y cols., 
1998; Poltanov y 
cols., 2009 

Sesquiterpeno 
4´-hidroxifilaemblicina B, 
fiulaemblicina E y F 

Liu y cols., 2010 

P. emblica 

Vitamina Vitamina C Majeed y cols., 
2009

P.engleri Triterpeno Filantol, betulina Calixto y cols., 
1998

Tanino Corilagina, geranina,  
filantusina A, B, C, D y E,   
ácido chebulágico 

Ácido fenólico Ácido brevifolin carboxílico, 
ácido repandusínico 

P. flexuosus 

Coumarina Bergenina 

Calixto y cols., 
1998



Tabla I. Constituyentes químicos de algunas especies del género Phyllanthus

Esterol -sitosterol, estigmasterol, 
campesterol

Triterpeno 
Betulina, olean-12-en-3 -15 -
triol, olean-12-en-3 -15 -diol, 
glochidona, friedelina, -amirina,  
olean-12-en-3 -24-diol, lupeol,   
olean-11-13(18)-dien-3 -24-diol, 
lup-20(29)ene-3 -24-diol 

Tanaka y cols., 
1988a,1988b, 
2004; Wada y 
cols., 2001 

Esteroles Filantosterol, filantostigmasterol, 
filantosecosteril éster,  
fraternusterol 

Jyuti y Mohd, 1999 

Lignano Filantina, hipofilantina, nirantina, 
nirtetralina, filtetralina, 
lintetralina

Triterpeno Filanteol, filantenol 
Flavonoide Catequina, nirurina 

P. fraternus 

Ácido fenólico Ácido gálico 

Gupta y Ali., 2003; 
Khatoon y cols., 
2006

Ácidos grasos 
Ácido oleico, ácido linoleico, 
 ácido linolénico, ácido mirístico, 
 ácido  palmítico, ácido esteárico 

Calixto y cols., 
1998

P.
maderaspatensis 

Lignanos Hipofilantina, filantina Khatoon y cols., 
2006

P. matsumurae 
Flavonoides Quercetin-3-O-xiloglucósido, 

quercetin-3-O-ramnoglucósido, 
quercetin-3-O-glucósido, 
quercetina 

Chen y Ren, 1997 

Esterol -sitosterol 
P. muellerianus 

Triterpeno Friedel-1-ene-22 -ol, friedelin- 
1 -22 -diol 

Calixto y cols., 
1998

P. myrtifolius 
Lignano Filamicina, retrojusticidina B, 

 2-metoxy-4-aril-2,3 naftalido,  
4- aril naftaleno 

Chang y cols., 
1995; Lee S., 1996 

Alcaloide 4-metoxi-nor-securinina, 
nirurina, norsecurinina 

Calixto y cols., 
1998

P. niruri 
Lignano Filantina, nirantina, nirtetralina, 

hinokinina, isolintetralina, 
hipofilantina, filtetralina, 
cubebina dimetil éter, 
urinatetralina 

Calixto y cols., 
1998;
Satyanarayana y 
cols., 1988; 
Elfahmi y cols., 
2006; Murugaiyah 
y Chan, 2006, 
2007 
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Flavonoide Quercetina, quercitrina, 
Isoquercetina, rutina, 
quercetin-3-O- -D-glucopiranosil 
(1 4)- -ramnopiranósido,  
8-(3-metil-but-2-enil)-2-croman-
4-ona, 2-(4-hidroxifenil)-8-(3-
metil-but-enil)-croman-4-ona 

Calixto y cols., 
1998; Thana y 
cols., 2006; Shakil 
y cols., 2008; 
Colombo y cols., 
2009 

Ácido fenólico Ácido gálico Calixto y cols., 
1998

Tanino Geranina, corilagina 
Calixto y cols., 
1998; Thana y 
cols., 2006; 
Colombo y cols., 
2009 

Ácido graso Ácido recinoleico 
Esterol Estradiol, -sitosterol, isopropil-

24-colesterol 
Triterpeno Acetato de lupeol, lupeol,  

3,7,11,15,19,23-hexametil-
2Z,6Z,10Z,14E,18E,22E-
tetracosenen-1-ol, filantenol, 
filantenona, filanteol 

Calixto y cols., 
1998

Polisacárido Arabinogalactán Mellinger y  cols., 
2008

P. polyanthus 
Triterpeno Filantol (13,27-cicloursan-3 -ol), 

filantona (13,27-cicloursan-3-
ona), (20S)-3 -acetoxi-24 
 metilenodammaran-20-ol, 
(20S)-3 -acetoxi-24-
metilenodammaran-20-ol, 
acetato de -amirina, lupenona 

Vuyelwa y cols., 
2008

Ácido fenólico Ácido-4-O-metil gálico Rao y cols., 2005 
P. polyphyllus 

Lignano  Filamiricina, justicidina, difilina 
 (serie del aril naftalido) 

Rao y cols., 2005 

Ácido fenólico Ácido pirogálico, ácido elágico Calixto y cols., 
1998; Lam y cols., 
2007 

Esterol -sitosterol, estigmasterol Calixto y cols., 
1998; Joshi y cols., 
1981

P. reticulatus 

Triterpeno Friedelina, friedelanol, 
friedelan-3 -ol; 21 -hidroxi- 
friedelina, 21 -hidroxi-friedel- 
4(23)-en-3-ona, ácido betulínico,  
glochinodol 

Calixto y cols., 
1998; ; Joshi y 
cols., 1981;  Lam y 
cols., 2007 
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Flavonoide quercetin-3-rutinósido, 
quercetin-3-O- -D-
glucopiranósido 

Lam y cols., 
2007 

Flavonoide 4’,4’’di-O-metil cupressuflavona,  
quercetina, 7-hidroxiflavanona, 
rutina

Hnatyszyn y cols., 
1987; Calixto y 
cols., 1998 

Ácido fenólico Ácido cafeico, ácido clorogénico Tempesta y cols., 
1988; Miguel y 
cols., 1996 

Alcaloide Filantimida 
Acetofenona Xantocilina 
Coumarina Escopoletina, isofraxidina 

Triterpeno Glochidona, glochidiol, 
glochidonol, lup-20(29)-ene-
1 ,3 -diol, filantol 

Esterol -sitosterol, estigmasterol, 
campesterol

P. sellowianus 

Sacárido Levulosa, glucosa, galactosa, 
sacarosa

Calixto y cols., 
1998

P. Simplex 
Alcaloide Filantina, simplexina Calixto y cols., 

1998
Lignano Glicósido de aril naftalido 

P. Taxodiifolius 
Triterpeno Glochidona 

Tuchinda y cols., 
2006

Ácido graso Ácido hexacosanoico Calixto y cols., 
1998

Alcohol 
alifático 

Triacontanol 

Ácido fenólico Ácido gálico, ácido elágico, 
ácido protocatéquico, ácido 
brevifolin carboxílico 

Calixto y cols., 
1998; Xu y cols., 
2007; Haw y cols., 
2009 

Éster Ácido montanoico etil éster Xu y cols.,2007 
Flavonoide Quercetina, quercitrina, rutina, 

isoquercitrina, kaempferol, 
kaempferol-7-metil éster 

Calixto y cols., 
1998; Xu y cols., 
2007 

Tanino Geranina, furosina, 1,3,4,6-tetra-
O-galoil- -D-glucosa, malotinina, 
corilagina 

Calixto y cols., 
1998; Xu y cols., 
2007; Haw y cols., 
2009 

P.urinaria

Lignano filantina, hipofilantina, nirantina, 
nirtetralina, 5-dimetoxinirantina, 
urinaligranina, urinatetralina, 
dextroburseernina 

Chia y cols., 2003; 
Srivastava y cols., 
2006
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Esterol -sitosterol 

Triterpeno Acetato de lupeol, -amirina 

Calixto y cols., 
1998

Flavonoide Quercetin-3-O-rutinósido 
P. ussuriensis Tanino Coliragina, geranina 

Ham y cols., 2001 

P. verminatus 
Glicósido Filantósido, filantostatina 1, 2 y 3 Calixto y cols., 

1998
Lignano Filantina, hipofilantina, nirantina, 

isolintetralina, virgatina 
Calixto y cols., 
1998; Huang y 
cols., 1998; 
Srivastava y cols., 
2006 

P. virgatus 

Flavonoide Galangin 8-sulfonato, galangin 
3-O- -D-glucósido-8-sulfonato, 
kaempferol-8-sulfonato 

Huang y cols., 
1998

Esterol -sitosterol, sitosterol- -(d)-
glucósido 

Calixto y cols., 
1998P. Watsonii 

Triterpeno Lupenil palmitato, friedelin, 
lupeol,
epi-friedelanol, glochidona, 
glochinodol, lup-0(29)-en-1 -
diol, 26-nor-D:A-friedoolean-14-
en-3-ona, 26-nor-D:A-
friedoolean14-en-3 -ol 

Calixto y cols., 
1998
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Cabe destacar los estudios efectuados por Del Barrio y cols. (1995) a extractos 

alcohólicos de hojas, tallos y raíces de P. chamaecristoides, raíces y tallos de P. 

formosus, así como raíces y hojas de P. microdictyus donde se demuestra, que son 

capaces de inactivar “in vitro”  al antígeno de superficie del virus de la Hepatitis B en 

un rango entre 93 y 97%. 

Extractos acuosos de P. amarus también mostraron efecto inhibitorio sobre el 

antígeno de superficie de la Hepatitis B (Jayaram y Thyagarajan, 1996; Lee C., 1996) 

y a las dosis de 200 y 1000mg/Kg de peso mostraron en ratones, una inhibición de 

lesiones gástricas y de la inflamación, inducidas por la administración intragástrica de 

etanol absoluto (a la dosis de 8mL/kg) (Raphael y Kuttan, 2003). Se ha encontrado 

actividad antimicrobiana, específicamente contra Streptococcus faecalis (Okigbo e 

Igwe, 2007; Eldeen y cols., 2011); propiedades antioxidante (Kumaran y Karunakaran, 

2006; Lee y cols., 2006; Londhe y cols., 2008), hepatoprotectora (Lee y cols., 2006;

Naaz y cols., 2007; Pornpen y cols., 2007; Rai y Mehrotra, 2008; Toyin y cols., 2008; 

Yadav y cols., 2008); actividad contra el VIH (Notka y cols., 2003); efecto 

hipoglicemiante (Raphael y cols., 2002; Ali y cols., 2006), así como propiedades 

antimutagénicas y anticarcinogénicas (Sripanidkulchai y cols., 2002; Harikumar y cols., 

2009).

Otras especies con actividad antiviral frente al virus de la Hepatitis B son: P. hirtellus,

P. gunni, P. gastroemii, P. tenellus (Thyagarajan, 1982; Shead y cols., 1992; Gulati 

y cols., 1995). 

Extractos acuosos, cetónicos y metanólicos obtenidos de hojas y ramas de P.

muellerianus manifestaron actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus y

Pseudomonas aeruginosa (Doughari y Sunday, 2008). 

P. emblica ha demostrado actividad frente al VIH (Ogata y cols., 1992), efecto 

antioxidante (Chen y cols., 2008; Liu y cols., 2008; Saito y cols., 2008; Kusirisin y 

cols., 2009), hepatoprotector, antibacteriano (Krishnaveni y Mirunalini, 2010), así como 

propiedades antidiarreica y espasmolítica (Mehmood y cols., 2011).

10
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Con actividad antioxidante se han encontrado también a P. debilis, P. simplex, P. 

virgatus y P. maderaspatensis (Kumaran y Karunakaran, 2006; Shabeer y cols., 

2009), refiriéndose para esta última especie actividad antihepatotóxica (Asha y cols., 

2004).

Por su parte la especie P. acuminatus exhibió actividad contra la leucemia linfocítica 

P-388 y el melanoma murino B16 (Petti y cols., 1983; 1984; 1988) y P. engleri contra 

células de cáncer renal (Ratnayake y cols., 2009). 

Mensah (1990) demostró la actividad antibacteriana “in vitro” del extracto acuoso de P.

discoides. P. myrtifolius evidenció efecto inhibitorio sobre la actividad del enzima 

reverso transcriptasa del VIH (Chang y cols., 1995; Eldeen y cols., 2011) y P.

sellowianus demostró tener efecto hipoglicemiante, diurético, analgésico y 

antiespasmódico (Calixto y cols, 1997; 1998; Hnatyszyn y cols., 2002). 

P. urinaria también ha mostrado propiedades antioxidantes (Xu, 2007; Shen, 2008); 

actividad contra el virus de la Hepatitis B (Shin y cols., 2005), los virus del Herpes 

Simple tipo 1 y 2 (Yang y cols, 2005, 2007) y la reverso transcriptasa del VIH (Eldeen

y cols., 2011). Se citan además, efecto antitumoral (Huang y cols., 2006), inhibiendo el 

crecimiento en líneas celulares de cáncer humano nasofaringeo (NPC-BM1) (Huang y 

cols., 2009) y en células de carcinoma hepatocelular HepG2 (Chudapongse y cols., 

2010). Los extractos clorofórmicos y metanólicos de la planta son capaces de inhibir la 

inflamación inducida por helicobacter pylori en células humanas gástricas epiteliales 

AGS, mostrando además una potente actividad antimicrobiana (Chih-Ho y cols., 

2008). También se ha reportado efecto hepatoprotector en la necrosis inducida por 

acetominofen por administración oral en ratones (Haw y cols., 2009). 

Gupta y Ali (2003) demostraron que P. fraternus posee propiedad hepatoprotectora, 

antibacteriana, antifúngica y antiviral, específicamente contra el virus de la hepatitis B 

(Unander y cols., 1990) y Hukeri y cols. (1988) por su parte determinaron la actividad 

hipoglicemiante, mientras que Sailaja y Setty (2006) demostraron su efecto protector 

frente al estrés oxidativo. 

11
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Desde el punto de vista biológico P. niruri ha sido la especie más estudiada, se 

destacan efectos hipoglicemiantes significativos (Ramakrishnan, 1982),  actividad 

antiviral contra la Hepatitis B y el VIH, hepatoprotectora e inmunosupresora 

(Kodakandla y cols., 1985; Reddy, 1993; Naik y Juvekar, 2003; Li y cols., 2005, 2007; 

Bagalkotkar y cols., 2006; Bhattacharjee y Sil, 2007), antiplasmodial (Cimanga y cols., 

2004), analgésica y antiinflamatoria (Santos y cols., 1994), así como actividad 

antioxidante (Sarkar y cols., 2009). 

Respecto a las referencias encontradas sobre estudios farmacológicos efectuados a 

especies del género Phyllanthus se puede señalar que las mismas hacen alusión a 

los antecedentes etnobotánicos de aquellas especies con reconocido uso en la 

medicina folklórica para el tratamiento de un amplio espectro de enfermedades, 

principalmente las de etiología viral, como es el caso de la hepatitis B, así se tienen a 

los extractos de P. amarus, P. urinaria, P. fraternus y P. niruri que son capaces de 

inhibir tanto “in vitro” como “in vivo” el antígeno de superficie de dicho virus (AgsHB). 

Otros estudios están referidos a la actividad contra el virus del herpes simple tipo 1 y 2 

donde P. urinaria ha jugado un papel fundamental. Es importante destacar la 

actividad contra el VIH de diferentes extractos de especies como  P. amarus, P. 

urinaria, P. emblica y P. niruri.

Los informes encontrados en la literatura científica hasta el momento demuestran 

categóricamente el valor de las plantas del género Phyllanthus en el control de tres 

patógenos que representan actualmente graves problemas de salud a nivel mundial; 

el virus de la hepatitis B, los virus del herpes simple y el virus de inmunodeficiencia 

humana. Los extractos de estas especies han demostrado ser verdaderos “cocteles 

naturales” pues contienen múltiples principios activos que inhiben de forma diferente, 

momentos del ciclo replicativo, lo que hace prácticamente imposible el desarrollo de 

resistencia (Álvarez y Del Barrio, 2008). 

I.2.5. RELACIÓN GRUPO QUÍMICO - ACTIVIDAD FARMACOLÓGICA

Son varios los reportes sobre la relación grupo químico - actividad farmacológica en 

especies del género Phyllanthus, dirigidos fundamentalmente a extractos totales y 
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fracciones enriquecidas con un tipo de metabolito, no obstante se han evidenciado 

algunas referencias en la que se determina la actividad biológica de compuestos 

aislados, ente ellos alcaloides con efecto antiespasmódico, flavonoides, terpenoides y 

lignanos con actividad antiinflamatoria y analgésica (Calixto y cols., 1997, 1998; 

Kassuya y cols., 2005); taninos contra los virus del Herpes Simple tipo 1 y 2 (Yang y 

cols., 2007), entre otros.  En la tabla II se muestran algunos compuestos de especies 

de Phyllanthus con su actividad farmacológica. 

I.3. Phyllanthus orbicularis HBK

I.3.1. CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA Y DESCRIPCIÓN BOTÁNICA 

Phyllanthus orbicularis HBK es una especie endémica cubana que se conoce 

vulgarmente como Alegría (Hermano L. y Hermano A., 1974; Roig, 1988) y pertenece 

a la familia Phyllanthacea.

Es un arbusto que mide de 1 a 2 metros de altura (figura 8),  muy ramoso, ramitas 

rojizas, la epidermis se separa con la edad (Hermano L. y Hermano A., 1953;  Roig,

1988).

Las hojas (figura 9) son de color verde rojizas, orbiculares a elípticas u abobadas,

mayormente de 6 a 10 milímetros  de largo y de 7 a 8 milímetros de ancho, coriáceas, 

subsentadas, redondeadas en el ápice, la base obtusa a redondeada o 

subacorazonada, los nervios prominentes en el envés, el margen aplanado a menudo 

rojizo en las hojas jóvenes (Hermano L y Hermano A., 1953;  Roig, 1988). 

Las flores son blanco-crema (figura 10).  Las masculinas con pedúnculos de 3 a 4 

milímetros, 6 sépalos, obtusos; los estambres se encuentran de 4 a 10, filamentos 

connados.  Las flores femeninas con ovarios subglobosos, estilo erguido, 3-lóbulos, 

los mismos de dividen en dos (Hermano L. y Hermano A., 1953;  Roig, 1988). 

Los reportes bibliográficos encontrados hasta el momento correspondientes a los 

aspectos botánicos de la especie, están referidos solamente a la macromorfología de 

la planta, en ningún caso se hace alusión a las  características  micromorfológicas, las
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Tabla II. Actividad farmacológica de compuestos aislados de algunas especies 

de Phyllanthus
Especies Compuestos Actividad

Farmacológica
Referencias 

P. acuminatus     Filantina, filantósido Antineoplásicos George y cols., 
1982 

P. accuminatus 
P. anisobolus 
P. verminatus 

Filantostatina 1, 2 y 3 Antineoplásicos Calixto y cols., 
1997, 1998 

Corilagina, geranina Inhibidores de la 
reverso transcriptasa 
del VIH

Notka y cols., 
2003

Filantusina D, 
ácido repandusínico,  
rutina, quercetin-3-O-
glucósido 

Antioxidantes Londhe y cols., 
2008

Nirtetralina,  filantina Inhibidores de la 
leucemia K-562 en línea 
celular

Leite y cols., 
2006

P. amarus 

Nirantina Antiinflamatorio Kassuya y
cols., 2006 

P. amarus 
P. emblica 
P. niruri 
P. sellowianus 
P. urinaria 

Rutina Antiinflamatorio, 
analgésico 

Calixto y cols., 
1997, 1998 

P. acidus 
P. flexuosus 
P. urinaria 

-amirina Analgésico Calixto y cols., 
1997, 1998 

Geranina Antialérgico, 
analgésico, 
contra Herpes Simple 1 
y 2 

Calixto y cols., 
1997, 1998; 
Yang y cols., 
2007 P. carioliniensis 

P. flexuosus 
P. niruri 
P. urinaria 

Quercetina Inhibidor de la ATP-asa 
mitocondrial, fosfolipasa 
A2, fosfodiesterasa, 
ciclooxigenasa,  
fosforilasa, tirosina 
quinasa, actividad  
analgésica 

Cechinel y 
cols., 1996; 
Calixto y cols., 
1997, 1998 

P. carioliniensis 
P. corcovadensis 
P. flexuosus 
P. sellowianus

Estigmasterol Analgésico Santos y cols., 
1995; Calixto y 
cols., 1997, 
1998 
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P. caroliniensis 
P. corcovadensis 
P. emblica 
P. flexuosus 
P. muellerianus 
P. reticulates 
P. sellowianus 
P. urinaria 
P. watsonii 

-sitosterol Analgésico, 
antiinflamatorio 

Santos y cols., 
1995
Calixto y cols., 
1997, 1998 

P. discoideus 
P. flexuosus 
P. niruri 

filantina, hipofilantina 
Inhibidores de la 
reverso transcriptasa 
del VIH, 
antihepatotóxico 

Ogata y cols., 
1992; Calixto y 
cols., 1997,  
1998 

P. emblica Apigenin-7-O-(6´´-butiril-
-lucopiranósido) 

Antioxidante El-Desouky y
cols., 2008 

P. emblica 
P. niruri 
P. reticulatus 
P. urinaria 

Ácido elágico Inhibidor de la aldosa 
reductasa

Calixto y cols., 
1997, 1998 

P. flexuosus 
Lupeol, betulina, 
lup-20(29)ene-3 -24diol  

Antitumoral y actividad 
contra el virus Epstein-
Barr

Tanaka y cols., 
2004

8-(3-metil-but-2-enil)-2-
fenil-croman-4-ona  y  2-
(4-hidroxifenil)-8-(3-metil-
but-2-enil)-croman-4-ona  

Actividad contra  
nemátodos reniformes 

Shakil y cols., 
2008

Nirusida,  
ácido repandusínico 

Inhibidores de la 
reverso transcriptasa 
del VIH 

Ogata y cols., 
 1992; Qian- 
Cutrone y 
cols., 1996; 
Calixto y 
cols.,1997,
1998 

P. niruri           

Filantina, hipofilantina, 
filtetralina 

Actividad 
antihiperuricémica 

Murugaiyah y 
cols., 2006 

P. polyphyllus Ácido 4-O-metilgálico, 
filamicina C,  justicidina 
B, difilina 

Antiinflamatorios Rao y cols., 
2005

Ácido cafeico Antialérgico 
Analgésico 

Calixto y cols., 
1997, 1998 

P. sellowianus Filantimida Antiespasmódico, 
antibacterial 

Tempesta y 
cols., 1988 
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1,3,4,5,6-tetra-O-galoil- -
D-glucosa 

Contra Herpes Simple 1 
y 2 

Yang y cols., 
2007

Repandinina B, furosina, 
ácido repandusínico, 
malotinina, corilagina, 
acetonilgeranina D,  
ácido gálico,  ácido 
brevifolincarboxílico 

Antioxidantes 

Xu y cols., 
2007P. urinaria 

Geranina Antioxidante, 
antihipertensivo 

Shyr y cols., 
2008

P. virgatus 
P. tenellus         
P. amarus              

Nirantina, nirtetralina, 
geranina

Inhibidores del antígeno 
de superficie de la 
hepatitis B 

Huang y cols., 
2003



Figura 8: Arbustos de Phyllanthus orbicularis HBK

Figura 9: Hojas de Phyllanthus orbicularis 

Figura 10: Flores de Phyllanthus orbicularis HBK
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cuales son imprescindibles para el establecimiento de los parámetros de calidad de la 

especie.

I.3.2. HABITAT Y DISTRIBUCIÓN   

Se localiza fundamentalmente en suelos serpentinosos, pedregosos, ligeramente 

ácidos, en vegetación de material acromorfo espinoso (cuabal), muy abundante en las 

poblaciones naturales, prefiere los lugares expuestos al sol y a orillas de caminos, al 

parecer tiene buenos mecanismos de propagación y resistencia (Roig, 1988). 

Se ha sembrado en el Jardín Botánico Nacional sobre suelo  cuabal, de forma 

artificial, procedente de Canasí y desde 1982 procedente de Cajálbana.  

Según los datos ofrecidos por la Estación Forestal de Mil Cumbres, Cajálbana, La 

Palma, provincia Pinar del Río, la especie P. orbicularis HBK tiene una distribución 

muy amplia, crece sobre un suelo cuabal, ferralítico rojo, lixiviado con perdigones de 

hierro, la altura promedio del suelo es de 2,35m sobre el nivel del mar; la reproducción 

es por semilla y goza de muy buena salud, florece a partir de los meses de Marzo y 

Abril, y alcanza su máximo esplendor en Mayo, se mantiene florecida casi todo el año 

excepto los meses de Enero y Febrero. 

I.3.3. USOS ATRIBUIDOS TRADICIONALMENTE   

A la especie no se le conocen usos tradicionales como planta medicinal, solamente 

está referido su empleo como ornamental debido al follaje fino y frondoso que 

presenta (Roig, 1988).

I.3.4. COMPOSICIÓN QUÍMICA  

Hasta el momento los reportes acerca de la composición química de la planta son 

escasos, a no ser los derivados de este trabajo y los referidos por Reeves y cols. 

(1996) y Berazaín  y cols. (2007a; 2007b) donde determina la concentración de níquel 

a nivel de tejidos de hojas y ramas de la especie (4140-10950 mg/Kg de planta y 3660 

mg/Kg de planta respectivamente) y los resultados obtenidos por Álvarez y cols. 

(2009) quienes revelaron la presencia de quercetina, rutina, kaempferol-3-o-rutinósido, 
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procianidina, catequina, epicatequina, ácido protocatéquico y derivados de ácido 

gálico en el extracto acuoso.  

Por dicha razón, cualquier estudio que se realice en este sentido resultará un aspecto 

novedoso que contribuirá a ampliar el conocimiento químico de la especie, una de las 

tantas endémicas cubanas con grandes perspectivas desde el punto de vista 

biológico.

I.3.5. ACTIVIDAD BIOLÓGICA Y TOXICIDAD   

A diferencia del estudio químico, los reportes sobre la actividad biológica de la planta 

son varios, pudiendo destacar los trabajos realizados por Del Barrio y cols. (1994), 

donde demuestran la gran efectividad de los extractos alcohólicos provenientes de 

tallos y hojas  de la  especie contra el antígeno de superficie de la Hepatitis B.  

Estudios desarrollados por la misma autora pero con el extracto acuoso de la especie 

mostraron igual efecto (Del Barrio y cols., 1995).  

Otros trabajos (Del Barrio, 1999; Del Barrio y Parra, 2000) evidenciaron que el 

extracto  acuoso  posee acción antiviral  “in vitro” frente al virus del Herpes Bovino tipo 

1 y el Herpes Simple tipo 2, en términos de la capacidad de inhibición de la replicación 

o del proceso infeccioso de ambos herpes virus.

Martínez y cols. (1999) determinaron la actividad antiviral “in vitro” del extracto acuoso 

de la especie contra el virus del Herpes Simple tipo 1. También están los resultados 

de Fernández y cols. (2003) contra el mismo virus pero de fracciones butanólica  y 

acético/acuosa obtenidas de la planta, las cuales presentaron muy buena actividad 

con posible acción sobre los pasos tempranos del ciclo replicativo de dicho virus.

Por su parte, Valdés y cols. (2003) demostraron en ensayos “in vivo” que el extracto 

acuoso de P. orbicularis (12mg/Kg) por vía tópica reduce de forma significativa el 

desarrollo de lesiones en ratones infectados por vía subcutánea con el virus del 

Herpes Simple tipo 1.  
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De importancia son los trabajos desarrollados por Sánchez y cols. (1999; 2002) donde 

demuestran las cualidades antigenotóxicas, antioxidantes y antimutagénicas del 

extracto acuoso.

Igualmente se refieren los estudios desempeñados por Ferrer y cols. (2001; 2002; 

2004) que confirman las propiedades antimutagénicas, lo cual fundamenta las 

potencialidades de la especie como agente quimiopreventivo terapéutico de 

enfermedades tumorales. 

Estudios de toxicidad aguda y subcrónica realizados por Rivero y Vidal (1998), 

demostraron que el extracto acuoso no presenta efecto tóxico por vía oral a la dosis 

recomendada para su uso como antiviral en humanos (60mg/Kg). 

Fue demostrado que el extracto acuoso era totalmente no irritante al efectuar ensayos 

de irritabilidad dérmica, oftálmica, sobre mucosa  y sensibilización sobre la piel 

(Gutiérrez y cols., 2002). 

Los resultados farmacológicos obtenidos por investigadores cubanos para P.

orbicularis HBK hacen un aporte interesante al conocimiento de sus propiedades 

biológicas, principalmente en el campo de los antivirales, permitiendo considerar a la 

especie objeto de estudio como un buen candidato antiviral.  

I.4. CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE EL CONTROL DE CALIDAD DE 
MATERIAS PRIMAS DE ORIGEN VEGETAL 

A nivel mundial, las drogas y preparados fitoterapéuticos obtenidos a partir de ellas, 

ocupan un lugar importante dentro del comercio de medicamentos. Enfatizando en la 

necesidad de garantizar su control de calidad con la aplicación de técnicas modernas 

y el uso de patrones apropiados (De Diego, 1992; Bauer y Tittel, 1996; Bauer, 1998; 

Busse, 2000; Osorio, 2009).

Para garantizar un correcto control de la calidad es necesario desarrollar un adecuado 

procesamiento del material vegetal desde la recolección, para ello los investigadores 

deben tener conocimiento de la especie en cuanto a la organografía y fisiología de la 
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misma, del lugar donde se realiza la colecta y saber las variaciones que puede sufrir la 

composición de las plantas en las diferentes épocas y fases de su vida. Después de la 

cosecha se debe examinar y separar las partes deterioradas, manchadas y con 

señales de ataques de insectos y/o hongos (Sharapin y cols., 2000; HMPWG, 2001; 

WHO, 2003). 

La etapa más importante es el secado, mediante el  cual se priva a la planta del agua, 

impidiendo su alteración con el tiempo debido a procesos degradativos causados por 

enzimas, evitando el desarrollo de microorganismos y las reacciones de hidrólisis. Los 

métodos empleados para el secado del material vegetal dependerán de las 

características del mismo y la forma en que puede efectuarse el proceso debe 

determinarse experimentalmente para cada especie (Sharapin y cols., 2000; Miranda 

y Cuéllar, 2001). 

El almacenamiento es otro aspecto de gran importancia para mantener la calidad, 

pues las plantas pueden perder principios activos durante este proceso, es por eso 

que la conservación de la materia prima vegetal por largos períodos de tiempo 

depende de las condiciones de almacenamiento donde debe protegerse del contacto 

con el sol, humedad, el polvo, los roedores, insectos y otros factores de degradación. 

(Sharapin y cols., 2000; Miranda y Cuéllar, 2001). 

En diversas farmacopeas se describen métodos generales de ensayos para evaluar 

las drogas oficiales, pero la Organización Mundial de la Salud ha recomendado la 

realización de monografías y la implantación de normas o especificaciones de calidad, 

basadas en las experiencias de cada país, para aquellas drogas no incluidas en las 

farmacopeas y que son ampliamente utilizadas en medicina tradicional (Franz y 

Vlietinck, 2001; Miranda y Cuéllar, 2001; Farmacopea Europea, 2005). 

De manera general, los métodos más  empleados para el control de calidad de drogas 

crudas deben responder a las siguientes especificaciones (NRSP 309, 1992; 

Menéndez, 1993; WHO, 1998; Miranda y Cuéllar, 2001; WHO, 2005): Nombre oficial, 

definición, descripción macromorfológica, descripción micromorfológica, determinación 

de microorganismos, determinación de cenizas, determinación de arsénico y metales 
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pesados, sustancias solubles o extraíbles, contenido de humedad residual, 

determinación del índice de espuma, determinación del índice de amargor, 

cromatografía en capa delgada y determinación cuantitativa de principios activos. 

La valoración de un material vegetal sirve para identificar y determinar su calidad y 

pureza. Los investigadores deben estar absolutamente seguros de sus muestras y 

para su identificación deben compararlas con muestras  auténticas o con la 

descripción que se hace de ellas en las farmacopeas o publicaciones autorizadas 

(Miranda y Cuéllar, 2001). 

En resumen, la alta calidad de una materia prima vegetal es de importancia 

fundamental y se debe tratar de alcanzar y mantener ese nivel, siendo un aspecto 

importante para cumplir este objetivo, la recolección de la fuente natural correcta en el 

momento apropiado y de la manera adecuada; la limpieza correcta de ese material, el 

secado y molinado; control de la humedad, impurezas, microorganismos, etcétera. 

(Miranda y Cuéllar, 2001).

I.5. ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE MÉTODOS DE EXTRACCIÓN, 
SEPARACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE PRODUCTOS NATRURALES 

I.5.1. MÉTODOS DE EXTRACCIÓN  

El proceso de extracción se define como la separación de porciones medicinales 

activas a partir de los tejidos de plantas y animales, mediante el empleo de 

disolventes selectivos, utilizando procedimientos establecidos (Miranda y Cuéllar, 

2001).

Existen diversas técnicas de extracción consideradas “clásicas u oficiales”, siendo las 

más utilizadas en el campo de los productos naturales la maceración, la extracción por 

soxhlet, la percolación y la hidrodestilación (Miranda y Cuéllar, 2001).  También están 

las consideradas “modernas” como es el caso del ultrasonido, extracción asistida por 

microondas, extracción por fluido supercrítico y la extracción acelerada por disolvente 

(conocida también como extracción por fluido automatizado o extracción por líquido 

presurizado) (Giergielewicz-Mozajska y cols., 2001); estas nuevas técnicas de 
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extracción a pesar de ser más rápidas, utilizar menos cantidad de disolvente y en 

algunos casos ser automatizadas, por lo general tienen como inconveniente el 

elevado costo de los equipos empleados. 

I.5.2. MÉTODOS DE SEPARACIÓN Y CARACTERIZACIÓN  

Los métodos más empleados hoy en día para la separación y caracterización de 

moléculas orgánicas son los métodos cromatográficos y espectroscópicos (Gismera, 

2009).

La cromatografía gaseosa y líquida, la espectroscopía en las regiones del ultravioleta-

visible (UV-VIS), infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear (RMN), son los métodos 

que más se emplean en el trabajo con productos naturales (Silverstein y cols, 1977; 

Marcano y Hasegawa, 1991; Günther, 1995; Baldwin, 1995; Braun y cols., 1996, 

Gismera, 2009). 

La cromatografía líquida de alta resolución ha tenido una creciente difusión y 

representa una de las herramientas más empleadas en los laboratorios analíticos 

modernos. Esta técnica ha sido empleada últimamente en el análisis de compuestos 

de muchas especies de Phyllanthus con resultados satisfactorios en la separación de 

flavonoides y de los lignanos filantin e hipofilantin que se consideran marcadores del 

género. Así se tienen los estudios en P. amarus (Dhalwal y cols., 2006; Tripathi y 

cols., 2006), P. niruri (Murugaiyah y Chan, 2007; Colombo y cols., 2009) y P. urinaria

(Srivastava y cols., 2006). Por lo general se utilizan columnas de fases reversas y 

fases móviles que abarcan disímiles polaridades y sistemas tanto isocráticos como de 

gradiente, diferentes longitudes de onda para la detección, tanto por arreglo de diodos 

como por detector UV simple y las separaciones se llevan a cabo mayormente en 

columnas de fases reversas RP (RP-18 o RP-8).  

La cromatografía de gases es una técnica que tiene la cualidad de separar mezclas 

complejas, pero una vez separados, detectados, e incluso cuantificados todos los 

componentes individuales de la muestra problema, no es suficiente para una 

identificación inequívoca, sobre todo cuando se analizan muestras con un número 

elevado de componentes (Gutiérrez  y Droguet, 2002). 
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Por otra parte, la espectrometría de masas puede identificar de manera casi 

inequívoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los 

componentes individuales de una mezcla sin separarlos previamente debido a la 

extrema complejidad del espectro obtenido por superposición de los espectros 

particulares de cada componente (Gutiérrez  y Droguet, 2002).

Por lo tanto, la asociación de la CG-EM da lugar a una técnica combinada que permite 

la separación e identificación de mezclas complejas, o sea, una mezcla de 

compuestos inyectada en el cromatógrafo de gases se separa en la columna 

cromatográfica obteniendo la elusión sucesiva de los componentes individuales 

aislados que pasan inmediatamente al espectrómetro de masas donde se procede a 

su ionización, como resultado se forman iones, cuya proporción relativa y tipo, entre 

otros aspectos, es característico de las moléculas analizadas. Cada uno de estos 

componentes se registran en forma de pico cromatográfico y se identifican mediante 

sus respectivos espectros de masas, brindando información estructural de los 

compuestos (Gutiérrez  y Droguet, 2002). 

La técnica CG-EM no ha sido muy utilizada en el estudio químico de especies de 

Phyllanthus, los reportes encontrados en la literatura (Huang y cols., 1998; Xu y cols.,

2007; Shakil y cols., 2008; Vuyelwa y cols., 2008, entre otros) utilizan solamente la 

espectrometría de masas como técnica complementaria en los análisis de compuestos 

aislados por otros métodos cromatográficos, e identificados además por resonancia 

magnética nuclear, que sin lugar a dudas es la que posibilita una mayor información 

sobre la estructura de los compuestos orgánicos. 
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CAPÍTULO II. MATERIALES Y MÉTODOS 

II.1. ESTUDIO FARMACOGNÓSTICO DE Phyllanthus orbicularis 
II.1.1. RECOLECCIÓN Y SELECCIÓN DEL MATERIAL VEGETAL  

La especie vegetal utilizada fue Phyllanthus orbicularis HBK, identificada y 

recolectada por el Ingeniero Agrónomo Rafael Carbonel Paneque en una zona de 

vegetación natural protegida de la Estación Forestal de Mil Cumbres, en Cajálbana, 

municipio La Palma, provincia Pinar del Río, correspondiendo a plantas adultas de 

aproximadamente 1,73m de altura.  La misma fue herborizada y registrada en el 

Jardín Botánico Nacional con la clave HFC 85589 (HAJB). 

Se trabajaron 11 lotes de plantas colectados en diferentes meses y años: Enero/03; 

Febrero/04; Abril/05; Junio/05; Febrero/06; Marzo/07; Mayo/07; Agosto/07; 

Octubre/07; Diciembre/07 y Enero/08. La especie vegetal se encontraba en estado de 

floración  excepto en los meses de Enero y  Febrero donde el estado fenológico era 

vegetativo.

De las colectas realizadas solo se emplearon las hojas y tallos finos, previamente 

lavados con agua potable, los cuales fueron cortados en trozos pequeños con ayuda 

de tijeras, para facilitar el proceso de secado. 

II.1.2. CARACTERIZACIÓN BOTÁNICA DE LA ESPECIE  

II.1.2.1. EVALUACIÓN MACROMORFOLÓGICA DE HOJAS Y TALLOS

La descripción macromorfológica de hojas y tallos de la especie se realizó a simple 

vista y con ayuda de una lupa (Miranda y Cuéllar, 2000). 

Se evaluaron 100 hojas por cada lote de colecta, a las cuales se les determinó la 

forma del limbo, borde, ápice, base, peciolo, venación, consistencia y color. También 

se efectuaron mediciones de largo y ancho de las hojas con ayuda de un pie de rey, 

se calcularon los valores promedios y la desviación estándar.  

A los tallos se les analizó la consistencia, forma, superficie externa y color, así como la 

superficie interna y el color.
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II.1.2.2. EVALUACIÓN MICROMORFOLÓGICA DE HOJAS Y TALLOS

Para el análisis histológico se realizaron cortes trasversales y longitudinales por el 

método manual, de hojas y tallos en estado fresco, los que fueron hidratados y 

aclarados con hipoclorito de sodio. Los mismos se colorearon con safranina al 1% y 

azul de cresil al 1% en agua destilada, se fijaron con gelatina glicerinada, según los 

procedimientos descritos por Arnol (1973) y Gattuso M. y Gattuso S. (1999).

También se determinaron las características microscópicas de la droga en polvo 

(mezcla de hojas y tallos), las muestras fueron aclaradas con hipoclorito de sodio y 

después de lavadas se colorearon con safranina al 1% para finalmente ser fijadas en 

gelatina glicerinada. 

Sobre los cortes se realizaron algunas reacciones histoquímicas tales como, la 

determinación de lignina (se humedeció el corte con una solución de floroglucinol y 

luego con ácido clorhídrico al 5%). Para la identificación de súber, cutina y celulosa, 

se realizó una triple tinción; la identificación de taninos se efectuó mediante la 

reacción con una solución acuosa de cloruro férrico al 10% y una gota de solución 

diluida al 1% de carbonato de sodio en agua y los flavonoides se detectaron 

humedeciendo el corte con etanol y adición de una solución de hidróxido de potasio al 

10% en etanol (Miranda y Cuéllar, 2000).

Para visualizar los diferentes caracteres anatómicos internos del vegetal se empleó un 

microscopio Nikon Alphaphot-2 con cámara de video a color TK-C1380 JVC modelo 

TK-C1380U.

II.1.3. SECADO 

Se realizó mediante  tres  métodos: a  la  sombra, al sol y en estufa con recirculación 

de aire a 45ºC, utilizando 200g de muestra por cada réplica y método. Se tuvo en 

cuenta el número de días que demoraba la droga en alcanzar peso constante (tiempo 

de secado), la pérdida en peso (con una frecuencia de 12h para el secado en estufa y 

24h para el secado al sol y a la sombra), se consideró en estos últimos la temperatura 
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y la humedad relativa. También se realizaron determinaciones de humedad residual 

(NRSP 309, 1992; Miranda y Cuéllar 2000). 

II.1.4. ALMACENAMIENTO 

Una vez secados los diferentes lotes de droga, se trituraron en un molino de cuchilla 

marca PULVEX con malla 2mm y fueron almacenados en latas compuestas (cartón 

con interior de aluminio), frascos de vidrio de color ámbar, bolsas de papel kraft y 

bolsas de polietileno; se distribuyeron 100g de muestra por tipo de envase y cada uno 

por triplicado. Se realizaron determinaciones de las características organolépticas 

(olor y color), humedad residual (Miranda y col., 2000), contenido de fenoles totales 

(Farmacopea Británica, 2000) y control microbiológico (CIDEM, 1992; WHO, 1998; 

WHO, 2005).

El estudio fue desarrollado siguiendo un monitoreo de los parámetros previamente 

mencionados, durante un periodo de 12 meses. La frecuencia de los análisis fue de 0, 

3, 6, 9 y 12 meses a partir de la Regulación No. 23 del CECMED (2000), que 

establece los requerimientos de los estudios de estabilidad para el registro de 

productos farmacéuticos nuevos y conocidos.

II.1.5.  PARÁMETROS FÍSICO-QUÍMICOS

Los diferentes ensayos se realizaron según la metodología descrita por la NRSP 309 

(1992) y Miranda y Cuéllar (2000). 

II.1.5.1. MATERIA ORGÁNICA EXTRAÑA E INORGÁNICA EXTRAÑA 

Se procedió a la separación manual de la materia orgánica extraña (insectos, excretas 

de roedores, pelos de roedores, etc.) y de la materia inorgánica extraña (partículas de 

tierra, arena y piedrecillas presentes en la misma). 

Los cálculos se realizaron por las siguientes expresiones:
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        Donde: 

Mo: materia orgánica extraña (%) 

Mi: materia inorgánica extraña (%) 

m: masa de la materia orgánica  o inorgánica extraña (g) 

M: masa inicial de la muestra de ensayo (g) 

100: factor matemático para el cálculo 

II.1.5.2. HUMEDAD RESIDUAL 

Se empleó el método azeotrópico, por triplicado a partir de 10g de muestra, se utilizó 

tolueno como disolvente, un equipo Dean Star, una plancha de calentamiento eléctrica 

marca MLW VEB y para las pesadas una balanza analítica marca Sartorius. 

Los resultados se obtuvieron a partir de la expresión: 

Vf  -  Vi

M
x 100Hr =

Donde:

Hr: humedad  residual (%) 

Vf: volumen final de agua (mL) 

Vi: volumen inicial de agua  (mL) 

M: masa de la muestra (g) 

100: factor matemático para el cálculo. 

II.1.5.3. SUSTANCIAS SOLUBLES O EXTRAÍBLES 

Este ensayo se llevó a cabo por triplicado,  a partir de 5g de droga. Los menstruos

utilizados fueron agua, etanol al 50 y 90%. Las muestras se agitaron en una zaranda  

modelo BIOZARD- 2013 por un tiempo de 6 horas. 

Los cálculos se realizaron según: 

R.500.100

M (100-H)
Ss =
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Donde:

Ss: sustancias solubles (%) 

R: residuo de la muestra (g) 

M: masa de la muestra  (g) 

H: humedad residual (%)

500 y 100: factores matemáticos para el cálculo. 

II.1.5.4. CENIZAS TOTALES, CENIZAS SOLUBLES EN AGUA Y CENIZAS
INSOLUBLES EN ÁCIDO CLORHÍDRICO AL 10% 

Para las determinaciones se empleó una mufla modelo MLW VEB ELEKTROBAD 

FRANKENHAUSEN. Las pesadas se realizaron en balanza analítica marca 

SARTORIUS. Cada determinación se efectuó 6 veces a partir de 2g de material.

Cenizas totales

Los cálculos se efectuaron por la siguiente expresión: 

CT =
M2 - M

M1 - M
x 100

Donde:

Ct: cenizas totales (%) 

M: masa del crisol vacío (g) 

M1: masa del crisol con la muestra (g) 

M2: masa del crisol con la ceniza (g) 

100: factor matemático para el cálculo. 

Cenizas solubles en agua

Las determinaciones se llevaron a cabo a partir de las cenizas totales, luego de 

disolver las mismas con agua destilada. Los cálculos se realizaron por la siguiente 

expresión: 

M2 - Ma

M1 - M
Ca = x 100
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Donde:

Ca: cenizas solubles en agua en base hidratada (%) 

M2: masa del crisol con las cenizas totales (g) 

Ma: masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g) 

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

M: masa del crisol vacío (g) 

100: factor matemático para el cálculo. 

Cenizas insolubles en ácido clorhídrico al 10%

Se determinaron a partir de las cenizas totales, después de tratar las mismas con 

ácido clorhídrico al 10%. Los resultados se obtuvieron por la siguiente expresión: 

M2 - M

M1 - M
B = x 100

Donde:

B: cenizas insolubles en ácido clorhídrico en base hidratada (%) 

M2: masa del crisol con la ceniza (g) 

M: masa del crisol vacío (g) 

M1: masa del crisol con la porción de ensayo (g) 

100: factor matemático para el cálculo. 

II.1.5. IDENTIFICACIÓN DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR TAMIZAJE 
FITOQUÍMICO

El tamizaje fitoquímico se le realizó a todas las colectas, según procedimiento descrito 

por Miranda y Cuéllar (2000). 

Se utilizó un sistema de extracción con una batería de disolventes, de menor a mayor 

polaridad, sobre el mismo material vegetal, para lograr que cada metabolito fuera 

extraído adecuadamente según su selectividad por el disolvente empleado. La droga 

cruda se extrajo sucesivamente con éter de petróleo (30-40ºC), etanol  y agua, para 

obtener los extractos correspondientes, los que fueron sometidos a los diferentes 

ensayos (figura 11). 
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D e s e c h a r
R E S Í D U O  S Ó L I D OE X T R A C T O  A C U O S O

F I L T R A R

E X T R A E R  C O N  A G U A  
P O R  M A C E R A C I Ó N  D U R A N T E  2 4 h

R E S I D U O  S Ó L I D O E X T R A C T O  A L C O H Ó L I C O

F I L T R A R

E X T R A E R  C O N  E T A N O L  
P O R  M A C E R A C I Ó N  D U R A N T E  4 8 h

R E S I D U O  S Ó L I D OE X T R A C T O  E T É R E O

F I L T R A R

E X T R A E R  C O N  3 0  m L  D E  É T E R  D E  P E T R Ó L E O  ( 3 0 - 4 0  0 C )
D U R A N T E  4 8 h  A  T E M P E R A T U R A  A M B I E N T E

1 0 g  D E  M A T E R I A L  V E G E T A L

EXTRACTO ETÉREO
SUDÁN (COMPUESTOS GRASOS)
DRAGENDORFF, MAYER Y WAGNER (ALCALOIDES)
BALJET (LACTONAS Y COUMARINAS)
LIEBERMANN-BUCHARD (TRITERPENOS Y/O ESTEROIDES)

EXTRACTO ALCOHÓLICO

RESINAS
FEHLING (SUSTANCIAS REDUCTORAS)
TRICLORURO FÉRRICO (COMPUESTOS FENÓLICOS)
BALJET (LACTONAS Y COUMARINAS)
ESPUMA (SAPONINAS)
LIEBERMANN-BUCHARD (TRITERPENOS Y/O ESTEROIDES)
DRAGENDORFF, MAYER Y WAGNER (ALCALOIDES)
NINHIDRINA (AMINOÁCIDOS)
BONTRAGUER (QUINONAS)
SHINODA (FLAVONOIDES)
KEDDE (CARDIOTÓNICOS)
ANTOCIANIDINAS

ACUOSO

FEHLING (SUSTANCIAS REDUCTORAS)
TRICLORURO FÉRRICO (FENOLES)
ESPUMA (SAPONINAS)
DRAGENDORFF, MAYER Y WAGNER (ALCALOIDES)
SHINODA (FLAVONOIDES)
MUCÍLAGOS

EXTRACTO

Figura 11. Extracción sucesiva del material vegetal para la aplicación de 
técnicas de Tamizaje Fitoquímico 
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II.1.6. CUANTIFICACIÓN DE FENOLES TOTALES Y DETERMINACIÓN 
CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DEL FLAVONOIDE RUTINA 

Se determinó el contenido de fenoles totales a todas las muestras colectadas, por el 

método espectrofotométrico  descrito en la Farmacopea Británica (2000).  

La determinación cualitativa y cuantitativa del flavonoide rutina se llevó a cabo por 

CLAR. Se utilizó un cromatógrafo líquido KNAUER, bajo las siguientes condiciones de 

trabajo:

- Fase móvil: estuvo constituida por el eluente A: agua: ácido trifluoracético (100:0,1) y 

eluente B: acetonitrilo: ácido trifluoracético  (100:0,1) (grado CLAR/Merck) 

- Sofware: Chromgate 

- Detector UV-K2600 por arreglo de diodo, 369nm (200-400) 

- Bomba K1001: presión 14,1MPa 

- Flujo: 0,6mL/min., modo gradiente lineal 

- Volumen de inyección: 20µL 

- Columna: Uptisphere 5 ODB 708965 (RP-18) 

En la determinación cualitativa se tuvo en cuenta el tiempo de retención del estándar

(rutina, 98% de pureza, procedente de Fluka Biochemika) y las muestras, 

considerándose como positivas para la presencia de rutina el valor que se encontraba 

en el rango promedio de su tiempo de retención. 

La determinación cuantitativa se realizó mediante una curva de calibración elaborada 

con diferentes concentraciones del patrón rutina (20, 25, 30, 35, 40, 45, 50mg/mL) y la 

estimación de la concentración de dicho compuesto en las muestras analizadas, las 

cuales constituyeron los extractos metanólicos preparados a partir de 1g doga con 

10mL de metanol. Estos extractos se filtraron por papel y posteriormente por 

membrana de teflón antes de ser inyectados y se trataron en baño ultrasónico por 

15min. Se valoró el pico positivo para el patrón ensayado y  la cuenta de área que 

correspondía al mismo.
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Con los datos de cuentas de áreas obtenidos a partir del estándar de trabajo se 

elaboró la curva de calibración: Cuenta de área (y) vs Concentración teórica (X). Se 

realizó un análisis de regresión lineal y se obtuvo la ecuación lineal (y=a+bx) y el valor 

de correlación (r2).

En la ecuación lineal obtenida se reemplazó el valor de Y por cada una de las cuentas 

de área de las muestras y sus réplicas. Este resultado correspondió a la concentración 

del compuesto expresada en mg/g de muestra.

II.2. ESTUDIO FITOQUÍMICO DE Phyllanthus orbicularis HBK

II.2.1. EXTRACCIÓN Y FRACCIONAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL 

Para el estudio se desarrolló un proceso de extracción por maceración (figura 12) a 

partir de 500g de muestra con una batería de disolventes de polaridad creciente: 

hexano, AcOEt y metanol, en cantidades de 1500mL, por un periodo de 7 días con 

cada disolvente con agitaciones esporádicas (el proceso se realizó por triplicado: a los 

tres días, a los cinco y a los siete días), para obtener los correspondientes extractos 

hexánicos, AcOEt y metanólicos. 

Los extractos obtenidos se reunieron y filtraron por papel de filtro, luego se 

concentraron a sequedad en un rotoevaporador B chi a presión reducida a una 

temperatura de 50ºC aproximadamente, se determinó el rendimiento a cada uno y

posteriormente se conservaron en desecadoras para los análisis correspondientes. 

II.2.2. ANÁLISIS POR CROMATOGRAFÍA EN CAPA DELGADA DE LOS 
EXTRACTOS

Los extractos hexánicos, AcOEt y metanólicos fueron analizados por CCD. Se 

emplearon placas de la Merck de 10 x 5cm, de gel de sílice F sobre soporte de vidrio. 

El desarrollo cromatográfico fue de forma ascendente y se utilizaron indistintamente 

como fases móviles las siguientes mezclas de disolventes: 

- Hexano: acetato de etilo (7:3) 
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Figura 12: Esquema de extracción y fraccionamiento aplicado a 
Phyllanthus orbicularis HBK 
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- Cloroformo: metanol (9:1) 

- n-butanol: ácido acético: agua (65:25:10) 

- Acetato de etilo: metanol: agua (100:13,5:10) 

Para el revelado de las placas fueron empleadas las siguientes condiciones: 

- Luz ultravioleta de longitud de onda 254nm 

- Exposición a los vapores de amoníaco 

- Rociado con vainillina/H2SO4 y calor: se calentó a una temperatura de 105ºC 

aproximadamente hasta la aparición de manchas o modificación de la 

apariencia de las ya existentes 

II.2.3. CROMATOGRAFÍA GASEOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRÍA DE 
MASAS (CG-EM) 

Dicho estudio se le realizó a los extractos hexánicos y AcOEt correspondientes a las 

colectas de Marzo/07, Agosto/07, Octubre/07 y Enero/08.

En el análisis de los extractos hexánicos de Agosto/07 y Octubre/07 se utilizó un 

cromatógrafo de gases Hewlett-Packard acoplado a un espectrómetro de masas 

modelo 5945 A, JMS-SX 102 JEOL, bajo las siguientes condiciones de trabajo: 

- Columna: HP-5MS de Fenilsilicona al 5% (30m x 0,25mm x 0,25µm) 

- Volumen de inyección: 1µL, modo “split” 

- Temperatura del  Inyector: 300ºC 

- Gas portador y flujo: Se utilizó Helio como gas portador a un flujo de 1mL/min. 

- Rampa de temperatura: La temperatura inicial fue de 40ºC por 1min. y 

programación de 8ºC por minuto hasta 305ºC por un tiempo de 5min. 

- El espectrómetro de masas fue operado a 70eV con un rango de masas hasta 

450uma

Los extractos hexánicos de Marzo y Enero/07 se analizaron en un cromatógrafo de 

gases Hewlett-Packard 6890 acoplado a un espectrómetro de masas 5973 con las 

siguientes condiciones de trabajo: 
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- Columna: SPB-5 (50m x  0,25mm  x 0,10µm) 

- Volumen de inyección: 1µL, modo “split” 

- Temperatura del  Inyector: 280ºC 

- Gas portador y flujo: Se utilizó Helio como gas portador a un flujo de 1mL/min. 

- Rampa de temperatura: La temperatura inicial fue de 60ºC  por 2min. con 

programación de 4ºC  por minuto hasta 100ºC, a partir del cual se incrementó a 

10ºC  por minuto hasta 290ºC y se dejó a esa temperatura un tiempo de 5min. 

- El espectrómetro de masas fue operado a 70eV con un rango de masas de 45-

700uma

- Temperatura de la fuente: 230ºC 

En el estudio de los extractos de AcOEt correspondientes a las diferentes colectas se 

utilizó el equipamiento anterior con similares condiciones de trabajo a excepción de la 

columna cromatográfica utilizada (HP-5MS 15m x 0,25mm x 0,25µm). 

II.2.4. CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN (CLAR) 

El análisis por CLAR estuvo encaminado a los extractos metanólicos, con el propósito 

de detectar posibles flavonoides, se utilizaron como patrones, rutina, quercetina, 

kaempferol (98% de pureza, procedentes de Fluka Biochemika). Las muestras fueron 

solubilizadas en  metanol grado CLAR y filtradas por membrana de teflón. 

Para el estudio se utilizó un cromatógrafo líquido Waters modelo 1525, bajo las 

siguientes condiciones de trabajo: 

- Fase móvil: MeOH: Agua (10:90) y al cabo de los 40min. se siguió con MeOH 

- Detector UV-Waters 2996 por arreglo de diodo, 254nm

- Flujo: 0,6 mL/min., modo gradiente lineal 

- Volumen de inyección: 20µL 

- Columna: Zorbax Eclipse Plus C18 (2,1m x100mm 3,5µm) 

Para la determinación cualitativa se estimó el tiempo de retención de cada estándar y 

la muestra, considerándose como positivos para la presencia de cada flavonoide 
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aquellos valores que se encontraban alrededor del valor promedio del tiempo de 

retención.  Para la confirmación de los picos se realizó una coinyección de la muestra 

con los patrones y se determinó el espectro UV. 

II.2.5. FRACCIONAMIENTO EN COLUMNA CROMATOGRÁFICA 

Se realizó un fraccionamiento en columnas de vidrio (a vacío) de diferentes

capacidades según la cantidad de muestra a analizar y se empaquetaron con gel de 

sílice (Sílica Gel 60 GF254 Merck de 40-60mesh) en una proporción 3:1 con respecto al 

peso del extracto a separar, adsorbiendo previamente el extracto en gel de sílice en 

una proporción 1:1, la mezcla se secó con corriente de aire y se colocó en la parte 

superior de la columna. Las fases móviles constituyeron los disolventes hexano, 

AcOEt y MeOH, tanto puros como en mezclas que oportunamente se especifican en el 

capítulo de resultados y discusión. 

Para el análisis cromatográfico de los extractos y subfracciones se utilizó la CCD, con 

placas de aluminio recubiertas de gel de sílice (sílica gel 60/UV 254nm, Alugram) y 

como reveladores la luz UV y/o sulfato cérico al 1% en 2N H2SO4  y calor, en algunos 

casos se utilizó AlCl3 al 5% en MeOH y vapores de NH3.

II.2.6. REACCIÓN DE ACETILACIÓN

Para la reacción de acetilación  se pesaron 200mg de muestra, los que fueron 

colocados en un matraz bola de 50mL, se le adicionó 2mL de piridina y 2mL de 

anhídrido acético. La mezcla de reacción se sometió  a calentamiento (baño de agua a 

70ºC)  durante 6 horas. Posteriormente se le agregó hielo y el precipitado obtenido se 

filtró; el matraz bola fue lavado con AcOEt, dicho lavado se colocó en un erlenmeyer 

junto con el precipitado de la reacción disuelto en AcOEt, para eliminar el agua se le 

agregó sulfato de sodio anhidro, se filtró mediante un embudo con algodón 

desengrasado y se colocó en un matraz bola para la evaporación del disolvente a 

presión reducida (Manjarréz y cols., 2003; Morantes y cols., 2007; Plazas y cols., 

2008).
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II.2.7. DETERMINACIÓN DE LAS CONSTANTES FÍSICAS y ESPECTROSCÓPICAS 
DE LOS COMPUESTOS AISLADOS Y SUS DERIVADOS ACETILADOS 

II.2.7.1. PUNTO DE FUSIÓN 

Los puntos de fusión (ºC) se determinaron en un equipo Fischer Jones y se reportaron 

los valores sin corrección. Para esta determinación se requirió aproximadamente 1mg 

de muestra. 

II. 2. 7. 2. ESPECTROMETRÍA DE INFRARROJO 

Los espectros en el Infrarrojo (IR) se obtuvieron en un espectrómetro Nicolet Magna 

IR Spectrophotometer 750, en pastilla de KBr, con aproximadamente 3mg de muestra. 

Las bandas se informaron en cm-1.

II.2.7. 3. RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR 

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se determinaron a 300  y

500MHz en el caso de RMN-1H, a 75 y 125MHz  para  RMN-13C, en espectrómetros, 

Varian VXR-300 y SUO Varian Unity Plus-500, utilizando como disolventes CD3OD,

D2O, CDCl3 y DMSO-d6.  En  todos los casos se  usó TMS como referencia interna. 

Se  emplearon secuencias de  pulso para experimentos de desacoplamiento  y  por  

transferencia  de  polarización  en  1H y 13C  (DEPT). Para realizar todos los 

experimentos de RMN se requirieron aproximadamente 13mg de muestra. Los 

desplazamientos químicos ( ) se expresaron en partes por millón (ppm), las 

constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz) y las señales se indicaron como: 

s=singlete, d=doblete, dd=doblete de doblete.
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II.3. ALGUNAS EVALUACIONES BIOLÓGICAS PRELIMINARES 
REALIZADAS A LOS EXTRACTOS Y COMPUESTOS AISLADOS DE 
Phyllanthus orbicularis HBK

II.3.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 

II.3.1.1. DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL DE REDUCCIÓN TOTAL 

El   ensayo   seleccionado   fue  el   de  Potencial   de    Reducción  Total  (técnica 

FRAP). Las determinaciones fueron de carácter espectrofotométrico, se empleó un 

espectrofotómetro UV- visible (Ultrospec-Plus) procedente de Pharmacia-LKB y un 

lector de placas de 96 pocillos marca SUMA (Sistema Ultramicroanalítico) con filtro 

590nm.

Materiales:  

- Micropipetas de 5-1000 L

- Microtubos de ensayos de 1,5mL 

Reactivos:
- Acetato de sodio anhidro o acetato de sodio tri-hidratado.

- Ácido acético (99,7%) 

- 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Aldrich) 

- Ácido clorhídrico (37%) 

- FeCl3 x 6 H2O (0,02M) 

- FeSO4  x  7 H2O

Muestras:
- Extractos hexánico, AcOEt, metanólico, metanólico acetilado y los flavonoides 

rutina, quercetina, rutina decaacetilada y quercetina pentaacetilada obtenidos del 

material vegetal de P. orbicularis, a una concentración de 1mg/mL.

- Sustancia de referencia: Vitamina C (99% pureza, Aldrich), a una concentración 
de 1mg/mL.

Fundamento del método

Consiste en medir la capacidad de la muestra para reducir el hierro férrico (Fe3+) a 

ferroso (Fe2+). Se coloca en el medio de reacción el complejo Fe3+-TPTZ y el mismo en 
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presencia de agentes reductores se reduce a Fe2+-TPTZ que desarrolla un color azul 

intenso con un máximo de absorción a 593nm (Benzie y Strain, 1996).

Las condiciones del ensayo favorecen la reducción del complejo y están ajustadas para 

que la formación de color solo ocurra por efecto de la muestra que se añade. 

II.3.1.2. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD SECUESTRADORA DE RADICALES 
SUPERÓXIDO 

Se utilizó un espectrofotómetro UV-visible (Ultrospec-Plus) procedente de Pharmacia-

LKB y un lector de placas de 96 pocillos marca SUMA, se trabajó a 420nm, con 

cubetas de cuarzo o plástico permeable a la luz UV. 

Materiales de laboratorio: 

- Pipetas automáticas 50, 250 - 3000 L

- Microtubos  de ensayo 0,5 L

Reactivos:
- Pirogalol  

- EDTA 

- Tris  

- HCl 32%  

Muestras

- Extractos hexánico, AcOEt y metanólico  (100 l)

- Agua (control negativo) 

- SOD (control positivo) 

Fundamento del método

El ensayo de la actividad secuestradora sobre el sistema de generación P-PO, se 

fundamenta en la inhibición que produce el agente secuestrante en la reacción de 

autoxidación  del  P (0.124nmol/L)  en  medio  básico  Tris-HCl 50mmol/L  pH  8,20  a 

25ºC durante 1min., la cual transcurre normalmente hacia la formación de PO que 

absorbe a 420nm. La presencia del agente secuestrante de O2 inhibe la reacción de 
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autoxidación, deteniendo la reacción de propagación radicálica. Se siguió el 

procedimiento descrito por Mahnheim (1988) y Sakagami y cols. (1990). 

Para el análisis de los resultados se llevó a cabo un análisis de varianza de clasificación 

simple a través de ANOVA -1, para un nivel de significación p<0,05. 

II.3.2. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA 

La evaluación de la actividad antiinflamatoria se realizó mediante el ensayo de edema 

inducido en oreja de ratón por el TPA, siguiendo la metodología propuesta por Della y 

cols. (1994). 

Ensayo de TPA: Se emplearon ratones machos (cepa CD1, de 20 a 25g),  los cuales

se  pesaron  y fueron separados en grupos de tres: un grupo control negativo, grupo 

control positivo (indometacina) y grupos tratados. Cada grupo fue anestesiado con 

pentobarbital sódico a una dosis de 31,5mg/kg  por vía intraperitoneal. A los grupos 

control y tratados se les aplicó tópicamente 10 L de la solución etanólica de TPA 

(250 g/mL) en la oreja derecha, y 10 L de etanol en la oreja izquierda, 10 min. 

después de la aplicación de TPA, a los grupos tratados se les aplicó 20 L de las 

muestras objeto de estudio (extractos hexánico, AcOEt, metanólico, metanólico 

acetilado y los flavonoides rutina, quercetina, rutina decaacetilada y quercetina 

pentaacetilada obtenidos del material vegetal de P. orbicularis) en ambas caras de la 

oreja derecha a las dosis de 1 mol/oreja disueltos en disolventes apropiados según 

el compuesto y en la oreja izquierda  solo se aplicó 20 L del vehículo, 

respectivamente. Se dejó 4h de post-aplicación y eventualmente cada grupo de 

animales fue sacrificado por dislocación cervical, se tomaron biopsias de cada oreja 

con un sacabocados de 7mm de diámetro. Cada una de las orejas control y tratadas 

se depositaron en tubos de eppendorff previamente pesados. Posteriormente se 

obtuvieron las diferencias de pesos entre la oreja control y la tratada de cada animal 

(Merlos y cols., 1991). El porcentaje de inhibición fue calculado con la siguiente 

ecuación:

% Inhibición =100- [(Peso de la oreja tratada/Peso de la oreja control)100]
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Los resultados se analizaron mediante una prueba de t-student y una prueba de 

Dunnet, a través del programa Sigma-star (2.0). El nivel de significación en todos los 

análisis fue de p<0,05. 

II.3. . EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD CITOTÓXICA 

La evaluación de la actividad citotóxica se llevó a cabo mediante el ensayo de la 

sulforrodamina B, según la metodología propuesta por  Monks y cols. (1991). 

Cultivos celulares: Se emplearon seis líneas celulares de cáncer humano: cáncer de 

colón (HCT-15), cáncer de mama (MCF-72), sistema nervioso central SNC (U251), 

leucemia mieloblástica crónica (K-562), cáncer de pulmón (SKUL-1) y cáncer de 

próstata (PC-3), provenientes del Instituto Nacional del Cáncer de los Estados Unidos 

de Norteamérica, las cuales fueron cultivadas en medio RPMI-1640 adicionado con 

10% de Suero Fetal Bovino, 2 M glutamina. Los cultivos celulares se mantuvieron en 

una incubadora a una atmósfera de 5% de CO2, a una temperatura de 37ºC y un 

ambiente saturado de humedad. 

Preparación e inoculación de las células: Las células adheridas a los frascos de 

cultivo fueron removidas con 2 ó 3mL de solución tripsina-EDTA al 0,05%. 

Posteriormente la tripsina se inactivó adicionando 10mL de medio RPMI-1640 

adicionado con 5% de SFB, las células se disociaron con pipeteo suave, la densidad y 

viabilidad de las líneas celulares se contaron en un hemacitómetro y fueron evaluadas 

por exclusión con azul de tripano. Se preparó una dilución para obtener una densidad 

adecuada y la suspensión celular fue sembrada en placas de 96 pozos. Todas las 

líneas celulares fueron incubadas por un periodo de 24h a 37ºC y estabilizadas antes 

de adicionar los extractos y compuestos a evaluar (extractos hexánico, AcOEt, 

metanólico, metanólico acetilado y los flavonoides rutina, quercetina, rutina 

decaacetilada y quercetina pentaacetilada obtenidos del material vegetal de P.

orbicularis). 

Dilución de los compuestos a evaluar: Los extractos y compuestos aislados se 

evaluaron a una concentración de 50 g/mL los cuales fueron solubilizados en DMSO, 
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100 L de cada disolución fue agregada a los pozos. Dado que los compuestos a 

evaluar no fueron filtrados o esterilizados la contaminación bacteriana fue controlada 

por la adición de gentamicina. Como control positivo se utilizó doxorrubicina. Los 

cultivos se incubaron por un periodo de 48h a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2 y 

100% de humedad. El crecimiento y viabilidad celular se evaluó mediante la técnica 

de Sulforodamina B. 

Ensayo de SRB: Transcurridas las 48h los cultivos celulares se fijaron in situ  

adicionando 50 L de ácido tricloroacético frío (50% p/v), los cultivos se incubaron por 

60 min. a 4ºC, se desechó el sobrenadante y los cultivos se lavaron cinco veces con 

agua desionizada. Posteriormente se adicionó a los pozos 100µL de solución SRB 

(0,4% p/v en ácido acético al 1%) durante 10 min., el exceso de SRB se removió 

lavando cinco veces con ácido acético al 1%. Finalmente, el botón celular teñido se 

solubilizó con buffer Tris y la densidad óptica fue leída en un espectrofotómetro a una 

 de 515nm (lector de ELISA BIO-TEK. ELx 808). La densidad óptica es proporcional 

al crecimiento celular e inversamente proporcional al grado de citotoxicidad de un 

compuesto prueba (Houghton y cols., 2007). La citotoxicidad fue reportada como el 

porcentaje de inhibición del crecimiento celular y se determinó de acuerdo a la 

siguiente expresión:

% Inhibición del crecimiento =100- [(DO (muestra)/DO (vehículo)]100

II. 4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados correspondientes al control de calidad de las muestras pertenecientes 

a las diferentes colectas de Phyllanthus orbicularis, así como los obtenidos en el 

estudio de secado, almacenamiento y cuantificación de fenoles totales, fueron 

procesados por el programa Statgraphics®Plus, versión 5.0, llevándose a cabo un 

análisis de varianza de clasificación simple a través de ANOVA-1, para un nivel de 

significación del 95% y para la comparación de las medias se utilizó el test de Rangos 

Múltiples de Duncan. Para proponer las especificaciones de calidad de  la droga se 

determinaron los límites de tolerancia mediante el mismo paquete estadístico. 
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CAPÍTULO III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

III. ESTUDIO FARMACOGNÓSTICO DE Phyllanthus orbicularis HBK

El estudio fue desarrollado con varias épocas de colectas con el propósito de poder 

determinar la influencia de este factor en las características físicas y químicas de la 

planta.

III.1. CARACTERIZACIÓN BOTÁNICA DE LA ESPECIE 

III.1.1. EVALUACIÓN MACROMORFOLÓGICA DE LAS HOJAS Y TALLOS

Con el objetivo de determinar las características externas de la especie objeto de 

estudio e interpretar adecuadamente la monografía que sobre la misma se establecen 

en los compendios oficiales se decidió realizar un estudio macromorfológico de hojas 

y tallos. 

La lámina foliar (figura 13A) presentó un color verde rojizo, más oscuro por el haz que

por el envés con una consistencia coriácea, penninervia, cortamente peciolada, el 

limbo abovado-elíptico con borde ondulado, el ápice redondeado y la base 

acorazonada-obtusa.

Los resultados promedios para las dimensiones de largo y ancho de las hojas 

correspondientes a las diferentes fechas de colectas se presentan en la tabla III. Se 

pudo constatar que existe poca variabilidad de un dato respecto a otro en cada uno de 

los parámetros medidos. No se observaron diferencias estadísticamente significativas 

al aplicar ANOVA-1 para un 95% de confianza, lo que sugiere que la época de 

recolección no tiene aparente influencia sobre el tamaño de las hojas cuando la planta 

se encuentra en estado adulto. 

Al analizar los valores medios de largo y ancho se evidenció que están en 

correspondencia con los valores planteados por Roig (1988) (0,60-1,00cm para el 

largo y de 0,70-0,80cm para el ancho). 
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Tabla III. Mediciones de largo y ancho de las hojas 
Colectas Largo (cm) ± S Ancho (cm) ± S 

Enero/03 0,78 ± 0,09 a 0,74 ± 0,11a

Febrero/04 0,74 ± 0,15 a 0,69 ± 0,13a

Abril/05 0,74 ± 0,13 a 0,71 ± 0,20a

Junio/05 0,74 ± 0,17a 0,71 ± 0,13a

Febrero/06 0,73 ± 0,15a 0,69 ± 0,10a

Marzo/07 0,77 ± 0,11a 0,72 ± 0,14a

Mayo/07 0,77 ± 0,12a 0,71 ± 0,16a

Agosto/07 0,76 ± 0,17a 0,71 ± 0,14a

Octubre/07 0,79 ± 0,10a 0,73 ± 0,14a

Diciembre/07 0,78 ± 0,13a 0,73 ± 0,16a

Enero/08 0,79 ± 0,15a 0,74 ± 0,18a

Valor Promedio 0,76 ± 0,02 0,71 ± 0,01 
Límites de 
tolerancia 0,67 - 0,84 0,66 - 0,75 

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si 
existen diferencias significativas para un 95% de confianza 
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En la observación de las características macromorfológicas de los tallos (figura 13B), 

se comprobó que son leñosos, cilíndricos, con superficie externa de color rojizo-

verdoso, rugosa con estrías y una superficie interna de color crema claro, fibrosa, con 

pequeñas estrías. En la literatura (Hermano L. y Hermano A., 1953; Roig, 1988) solo 

refieren el color de las ramas, el cual coincide con los resultados obtenidos. 

III.1.2. EVALUACIÓN MICROMORFOLÓGICA DE LAS HOJAS Y TALLOS

En los estudios farmacognósticos, resulta imprescindible determinar las características 

anatómica- morfológicas de las especies, con vistas a establecer su identidad. Para P. 

orbicularis HBK, no existían referencias anteriores. 

En la anatomía foliar se observó en vista superficial una epidermis abaxial (figura 14A)

conformada por células pentagonales de tamaño variable, de paredes reforzadas 

rectas y curvas, se apreciaron abundantes estomas del tipo paracítico donde los ejes 

longitudinales de las células subsidiarias son paralelos a los de las células 

estomáticas y a la apertura del estoma, el índice estomático fue de 14. La epidermis 

adaxial (figura 14B) se mostró desprovista de estomas, con células pentagonales, 

hexagonales y heptagonales de tamaño variable, también de paredes reforzadas 

rectas y curvas. 

La sección transversal del limbo (figura 14 1C) presentó una epidermis adaxial de 

cutícula gruesa con pelos tectores pluricelulares, a continuación se encontró el 

parénquima en empalizada, constituido por células columnares alargadas muy unidas, 

a continuación se apreció una zona más clara correspondiente al parénquima 

esponjoso con células de forma y tamaño variable con espacios intercelulares. 

Finalmente se observó la epidermis abaxial de cutícula gruesa formada por dos 

estratos de células y escasos pelos pluricelulares. Estos pelos (figura 14 2C) tienen 

una cierta inclinación y están conformados de cinco a seis células donde la apical  es 

afilada en un caso y redondeada en otros, con cierta curvatura respecto a la célula 

basal.

A nivel de nervio central (figura 14D) la superficie abaxial es totalmente convexa con 

algunos  pelos  pluricelulares,  la  epidermis  de  esta  cara  tiene  una  cutícula gruesa
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seguida de varios estratos de células colenquimatosas de pequeño tamaño, le siguen 

células más grandes ligeramente esferoidales, correspondientes al parénquima 

fundamental y más al centro una zona de células más reforzadas, relacionadas con el 

floema y xilema. La nervadura de la hoja en su vista frontal (figura 14E) es 

prominente, las venas primarias siguen un recorrido curvo con ramificaciones en 

varios sentidos y las venas secundarias ramificadas presentan diferentes ángulos de 

divergencias. 

En las secciones transversales del tallo (figura 15 1A) se constata la epidermis con 

una cutícula bastante gruesa de escasos pelos pluricelulares, conformada por 6 

estratos de células pentagonales y hexagonales alargadas, a continuación se 

presenta una zona de células muy unidas y pequeñas que constituyen el colénquima, 

le sigue la zona de cambium bien definida, se observan campos más claros 

correspondientes a células esféricas que son los vasos del leño. Se visualizan el 

xilema y el floema (15 2A), los radios medulares (figura 15 2A y 3A) que convergen en 

una zona concéntrica de células esferoidales que se compactan constituyendo  la 

médula o corazón del tallo. 

En las secciones longitudinales del tallo (figura 15B)  se apreciaron los radios

medulares y las traqueidas conformadas por células rectangulares. 

A los cortes se le realizaron algunas reacciones histoquímicas. Se observaron en 

campos muy visibles en la cutícula de la epidermis y en las células epidérmicas gran 

cantidad de lignina con una coloración roja; con una coloración amarilla se verificó la 

presencia del súber, localizado en zonas dispersas del tejido parenquimatoso de hojas 

y tallos, la celulosa y cutina de color azul se visualizaron fundamentalmente en la 

cutícula de la epidermis. También se detectaron taninos y flavonoides en los tejidos 

epidérmicos y parenquimatosos de ambos órganos vegetales. 

La droga en polvo presentó una coloración verde amarillenta (figuras 16B y C), se 

observaron al microscopio fragmentos de hojas donde se destaca una fuerte 

vascularización y células epidérmicas luego de una tinción con safranina al 1% (figura 
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16A). En una muestra sin teñir se visualizaron restos de traqueidas del sistema 

vascular (16B) y algunos pelos pluricelulares (figura 16C).  

Es importante destacar que no se encontraron diferencias cuando se analizaron

microscópicamente las muestras correspondientes a las diferentes colectas. 

Los estudios encontrados sobre los caracteres micromorfológicos de especies

pertenecientes al género Phyllanthus  son escasos, solo los realizados por Khatoon y 

cols. (2006) en la India a P. amarus, P. fraternus y P. maderaspatensis.

P. amarus presenta estomas anisocítico en ambas caras de la epidermis, con 

contorno de células epidérmicas ondulado. El índice estomático de la epidermis 

abaxial es de 28-30 y de la cara adaxial de 16-19. En los cortes del tallo la cutícula es 

fina y el contorno exterior es cilíndrico (figuras 17A y B). 

En P. fraternus los estomas son también del tipo anisocítico en ambas caras de la 

epidermis y las células de éstas tienen un contorno muy ondulado. El índice 

estomático de la epidermis abaxial es de 25-28 y el de la cara adaxial de 20-24. En los 

cortes del tallo la cutícula es fina y el contorno exterior es sinuoso (figuras 18 A y B). 

Por su parte, P. maderaspatensis presenta estomas anisocítico en ambas caras de la 

epidermis pero el contorno de las células epidérmicas es recto y en algunos casos

ligeramente curvo. El índice estomático de la epidermis abaxial es de 23-26 y de la 

cara adaxial de 18-20. En los cortes del tallo la cutícula es fina y el contorno exterior 

es cilíndrico (figuras 19A y B). 

En ninguna de las tres especies se observó la presencia de pelos pluricelulares. 

Como se observa, entre estas especies existen diferencias notables y respecto a la 

que se informa en este trabajo, fundamentalmente en el tipo de estomas (estomas 

paracíticos para P. orbicularis), la presencia de pelos pluricelulares en la endémica 

cubana y ausentes en esas especies, así como en la forma y contorno de las células 

epidérmicas. Lo anterior ratifica lo señalado por Esau (1972) y Cronquist (1986), 

quienes plantean que los caracteres  micromorfológicos  distinguen a  una  especie en 
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particular, y por dicha razón los resultados obtenidos hacen un aporte interesante para 

la especie y el género. 

III.2. ESTUDIO DE SECADO 

El secado es un aspecto fundamental dentro de los estudios farmacognósticos 

encaminados a  establecer la calidad de una droga, por lo que aplicar un método de 

secado apropiado  evita que se activen procesos enzimáticos (fermentativos) que 

modifiquen la estructura de los posibles principios activos. 

Aunque se conoce que el secado artificial es el más recomendado en todos los casos, 

resulta conveniente estudiar otros métodos de secado natural que permitan, de ser 

posible, proponer una alternativa que se tenga en cuenta en aquellos lugares donde 

no existan condiciones para aplicar un secado artificial. 

La especie objeto de estudio (muestras correspondientes  a las colectas de Enero/03, 

Febrero/04 y Abril/05) fue sometida a secado por diferentes métodos (sol, sombra y 

estufa), con vistas a determinar él o los recomendables para su secado sin afectar sus 

características físico-químicas. En la tabla IV se ofrecen los resultados del estudio. 

El secado a la sombra fue el que menos cantidad de agua permitió perder a la droga 

en todos los casos, con valores de 36,86% a 38,05% de pérdida en peso, para lograr 

pesos aproximadamente constantes entre los 11 y 13 días, con porcentajes de 

humedad residual que no excedieron el 13,33%. En el caso del secado al sol, las 

muestras perdieron agua entre un 46,63 y 49,52%, se demoró en secar la planta de 6 

a 8 días y se alcanzaron valores de humedad residual  no mayores del 12,50%. En 

comparación con el secado a la sombra, éste método fue más eficiente, sin embargo 

al presentar el inconveniente de no poder controlar la intensidad de las radiaciones, no 

resulta del todo aconsejable. En el secado en estufa el material vegetal secó 

completamente entre los 3 y 4 días (72 y 96 horas respectivamente), o sea, un tiempo 

relativamente corto en comparación con los otros métodos ensayados, lográndose 

valores de pérdidas en peso entre 53,84 y 55,32% y contenidos de humedad residual 

que no superaron el 10,10%.
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Al comparar los resultados para cada parámetro entre muestras de diferentes meses 

de colecta, se  demostró que existían diferencias significativas, lo cual pudo deberse a 

las condiciones climáticas (humedad relativa) durante los días en que se realizó el 

estudio, así como a la cantidad de agua acumulada en la planta antes del proceso de 

colecta, la cual puede variar en dependencia de la época de recolección.

Las diferencias encontradas entre métodos se atribuyen a que las técnicas de secado 

natural (sol y sombra) son susceptibles a la influencia de diversos factores entre los 

que se pueden citar los niveles de radiación solar, temperatura y humedad ambiental. 

El secado en estufa, al ser un método artificial, existe control de la temperatura y la 

ventilación, no influyendo por tanto factores ambientales en el proceso. Según los 

análisis efectuados, los mejores resultados se obtienen con el secado en estufa, al no 

apreciar durante la inspección visual alteraciones en cuanto al color de las partes 

secadas.

Para las muestras que fueron secadas por los dos métodos restantes, a pesar de que 

el tiempo de secado fue mayor, mostraron un contenido de humedad por debajo del 

límite máximo admitido (14%), pero durante la inspección visual, las que fueron 

secadas a la sombra, mostraron ligeras alteraciones en el color, no siendo así para las 

secadas al sol, aunque en este último no es posible controlar el nivel de radiaciones 

solares.

Los resultados evidenciaron que para un correcto control de la calidad la droga debe 

ser secada en estufa a 45ºC durante 84 horas. 

III.3. ESTUDIO DE ALMACENAMIENTO 

Se estudió la droga durante el almacenamiento, para lo cual se trabajó con el material 

vegetal colectado en el mes de Febrero de 2006. Esto reviste gran importancia debido 

a que las drogas presentan variaciones en su composición y en ocasiones se hace 

necesario recolectarlas en una época determinada y almacenarlas en condiciones 

adecuadas. Como resultado se obtuvo que la muestra almacenada en bolsas de papel 

kraft, al cabo de los 9 meses presentó cambios ligeros en la coloración (de verde 

amarillento a verde carmelitoso)  en  comparación  con la guardada en otros envases,
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en los cuales las características organolépticas (olor y color) permanecieron 

inalterables, o sea, olor característico y color verde amarillento.

El contenido de humedad residual (tabla V) presentó un aumento gradual a partir de 

los 6 meses y por encima del  límite máximo admitido (14%) al cabo de los 9 meses 

de estudio, con diferencias significativas hasta el año de estudio. En el resto de los 

envases aunque existieron algunas diferencias significativas en los últimos meses, los 

valores encontrados estuvieron muy por debajo del límite máximo permisible. 

Respecto al control microbiológico se puede señalar que para el material contenido en 

bolsas de papel (tabla VI) se encontró proliferación de microorganismos aerobios 

totales y hongos a los 9 meses de estudio y este último alcanzó valores por encima 

del  límite establecido a los 12 meses, aunque no se encontraron microorganismos 

patógenos (Salmonella, E. coli, Staphylococcus aureus, Pseudomona 

aerugenosa). Las muestras almacenadas en el resto de los envases no presentaron 

contaminación microbiológica.  

Con relación al contenido de fenoles totales (tabla VII) se confirmó, que en las

muestras almacenadas en frascos de cristal, latas compuestas y bolsas se polietileno, 

se mantuvo bastante estable durante los 12 meses. Sin embargo, el material 

almacenado  en bolsas de papel kraft presentó variación en este valor con una 

tendencia a la disminución, exhibiendo diferencias estadísticamente significativas en 

las dos últimas determinaciones para un nivel de significación del 95% al aplicar 

ANOVA-1. Este comportamiento puede atribuirse a la proliferación de 

microorganismos aerobios totales y hongos por encima de los límites establecidos al 

cabo de los 9 meses de estudio, lo cual pudo causar algún proceso fermentativo o 

reacción de oxidación de dichos metabolitos que ocasionaran su descomposición y 

por ende su disminución en el tiempo. 

Los resultados permiten inferir que hasta 1 año (tiempo de análisis), el material 

vegetal de P. orbicularis puede ser conservado fragmentado en frascos de vidrio de 

color ámbar, latas compuestas y bolsas de polietileno, sin que se produzcan 

alteraciones  en  su  apariencia  y  contenido  de  fenoles totales.  No se recomienda el
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Tabla V. Contenido de humedad residual de las muestras almacenadas en los 
diferentes envases 

Contenido de Humedad Residual (%)± S Tiempo
(meses) Bolsas de 

papel kraft 
Frascos de 

cristal
Latas

compuestas
Bolsas de 
polietileno

0 9,47 ± 0,03 a 9,47 ± 0,03 a 9,47 ± 0,03 a 9,47 ± 0,03 a

3 9,62 ± 0,97 b 9,57 ± 0,09 a 9,63 ± 0,14 a 9,57 ± 0,29 a

6 13,70 ± 0,43c 9,68 ± 0,69 a 9,77 ± 0,22 a 9,83 ± 0,07 a

9 16,23 ± 0,46 d 9,89 ± 0,13 a 10,46 ± 0,07 b 10,70 ± 0,78 b

12 19,80 ± 0,18 d 10,52 ± 0,06 b 10,75 ± 0,02 b 11,18 ± 0,01 c

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si 
existen diferencias significativas para un 95% de confianza 
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Tabla VII. Contenido de fenoles totales de las muestras almacenadas en los 
diferentes envases 

Contenido de fenoles totales (%)± S Tiempo
(meses)

Bolsas de 
papel kraft 

Frascos de 
cristal

Latas
compuestas

Bolsas de 
polietileno

0 2,40 ± 0.10 a 2,40 ± 0.10 a 2,40 ± 0.10 a 2,40 ± 0.10 a

3 2,29 ± 0.08 a 2,38 ± 0.04 a 2,31 ± 0,14 a 2,40 ± 0,01a

6 2,18 ± 0.02 a 2,40 ± 0.06 a 2,25 ± 0,22 a 2,31 ± 0,04 a

9 1,42 ± 0.07 b 2,31 ± 0.06 a 2,25 ± 1,07 a 2,20 ± 0,17 a

12 1,02 ± 0.08 c 2,25 ± 0.06 a 2,16 ± 0,02 a 2,12 ± 0,11 a

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si 
existen diferencias significativas para un 95% de confianza
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envase de  papel Kraft porque propicia el deterioro de la droga, facilitando la absorción 

de humedad, proliferación de hongos y por ende cambios en su composición. 

III.4. PARÁMETROS FÍSICO-QUÍMICOS DETERMINADOS AL MATERIAL 
VEGETAL

El establecimiento de los parámetros físico-químicos de una droga vegetal es 

indispensable para proponer índices de calidad que puedan garantizar su eficacia y 

seguridad. Para establecer los mismos se seleccionó el material vegetal secado 

artificialmente, para el cual se demostraron las mejores características. 

III.4.1. CONTENIDO DE MATERIA ORGÁNICA E INORGÁNICA EXTRAÑA 

Al analizar el contenido de materia orgánica e inorgánica extraña (tabla VIII) se pudo 

apreciar que el grado de pureza de los lotes evaluados fue adecuado debido a que la 

recolección y procesamiento del material vegetal se realizó por personal 

especializado. Solamente en tres colectas (Enero/03, Marzo/07 y Octubre/07) se 

presentaron materias extrañas con valores muy pequeños, correspondiendo 

fundamentalmente a polvo.

III.4.2. HUMEDAD RESIDUAL 

La determinación de humedad residual en el material vegetal es uno de los índices 

numéricos que ayudan a complementar la calidad del método de secado evaluado. Un 

exceso de agua en la droga puede provocar la proliferación de microorganismos e 

insectos, seguido de la hidrólisis de principios activos, específicamente de los 

metabolitos glicosilados, y por consiguiente el deterioro de la droga. 

Las Normas y Farmacopeas establecen, en dependencia del material vegetal, un 

contenido de humedad residual entre 8 y 14% (Lou-Zhi-cen, 1980; WHO, 1998; 

Miranda, 2001). En el estudio efectuado a la planta el promedio de las

determinaciones para cada uno de los lotes evaluados estuvo dentro del intervalo 

exigido (tabla IX), lo que demostró la eficiencia del proceso de secado (estufa a 45ºC 

con recirculación de aire durante 84 horas). 
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Tabla VIII. Resultados del contenido de materias extrañas 

Colectas
Materia orgánica 
 extraña (%) ± S 

Materia
inorgánica

extraña (%) ± S 

Enero/03 No presenta 0,10 ± 0,02 

Febrero/04 No presenta No presenta 

Abril/05 No presenta No presenta 

Junio/05 No presenta No presenta 

Febrero/06 No presenta No presenta 

Marzo/07 No presenta 0,08 ± 0,02 

Mayo/07 No presenta No presenta 

Agosto/07 No presenta No presenta 

Octubre/07 No presenta 0,09 ± 0,01 

Diciembre/07 No presenta No presenta 

Enero/08 No presenta No presenta 

Valor promedio - 0,09 ± 0,01 



Tabla IX. Resultados del contenido de humedad residual en las diferentes 
colectas

Parámetros climáticos en la estación 
meteorológica La Palma, Pinar del Río* Colectas Humedad Residual 

(%) ± S Precipitaciones
(mm)

Temperatura  media 
(º C) 

Enero/03 8,39 ± 0,03 a 40,3 19,5

Febrero/04 8,24 ± 0,08 a 30,3 22,6

Abril/05 8,41 ± 0,25 b 47,6 23,8

Junio/05 12,83 ± 0,03 b 366,8 26,6

Febrero/06 9,47 ± 0,03 c 76,5 21,4

Marzo/07 8,17 ± 0,79 a 23,1 23,3

Mayo/07 10,70 ± 0,02 b 123,3 25,4

Agosto/07 12,50 ± 0,00 d 394,6 26,9

Octubre/07 11,42 ± 0,07 b 252,4 26,4

Diciembre/07 8,50 ± 0,11 b 51,6 23,4

Enero/08 9,50 ± 1,25 c 64,7 22,0

Valor
promedio

9,83 ± 1,75c

Límites de 
tolerancia

5,55 - 14,10 

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si 
existen diferencias significativas para un 95% de confianza 

                   * Datos del Centro del Clima del Instituto de Meterorología (INSMET). Cuba 
Lic.  Nancy Maso (Jeja Dpto Climatología) y  Lic. Liset Abreu Pérez de Corcho (Especialista Comercial  INSMET) 
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Se presentaron algunas diferencias entre muestras, lo cual pudo deberse, 

fundamentalmente, a la cantidad de agua absorbida por la planta antes de la 

recolección, destacándose con mayores porcentajes las colectas de los meses de  

Junio/05 y Agosto/07 con valores de 12,83 y 12,50% respectivamente. Este 

comportamiento pudo estar relacionado con las altas precipitaciones que se 

produjeron en esos meses en comparación con los restantes (según datos del Instituto 

de Meteorología que se muestran en la tabla IX), lo que hace que la planta tenga 

mayor contenido de agua en su interior y por tanto mayor cantidad de agua que 

perder.

III.4.3. SUSTANCIAS SOLUBLES O EXTRAÍBLES 

La determinación de sustancias extraíbles o solubles es uno de los índices numéricos 

más importantes para seleccionar los mejores disolventes en el proceso de extracción.  

Los resultados revelan (tabla X) que se obtiene mayor rendimiento de sustancias 

extraíbles de manera general con los disolventes menos polares, o sea, etanol-agua al 

50 y 90%, sin existir diferencias significativas entre ellos, pero sí respecto a los 

extractivos en agua, donde los valores fueron menores en todos los lotes estudiados. 

Al analizar el comportamiento entre colectas también se encontraron algunas 

diferencias significativas. Se obtuvo la mayor cantidad de constituyentes en el mes de 

Agosto, seguido por los meses de Mayo, Marzo, Abril y Octubre, lo cual pudiera estar 

relacionado con una mayor disponibilidad de metabolitos por parte de la planta para 

favorecer algún proceso fisiológico que estuviese ocurriendo en ese momento o con 

las condiciones climatológicas o ambas.  

En los meses de Marzo y Abril la especie vegetal está comenzando el proceso de 

floración y en Mayo alcanza su máximo esplendor (información de la Estación Forestal 

de Mil Cumbres), según Osorio (2009) esta etapa demanda gran cantidad de 

metabolitos. En los meses de Agosto y Octubre factores relacionados con las 

condiciones climáticas como la influencia de radiaciones solares y lluvias, pudieron 

favorecer   la    producción    de   metabolitos   (ver   tabla   IX).  Este   comportamiento
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Tabla X. Resultados de la determinación de sustancias solubles o extraíbles 

Colectas Sustancias
solubles en agua 

(%) ± S 

Sustancias 
solubles en etanol 

50% (%) ± S 

Sustancias
solubles en etanol 

90% (%) ± S 

Enero/03 5,33 ± 0,04a 9,23± 0,05c 9,50 ± 0,07c

Febrero/04 4,90 ± 0,05b 12,55 ± 0,11f 12,23 ± 0,04f

Abril/05 9,30 ± 0,20c 20,57 ± 0,13g 21,02 ± 0,18l

Junio/05 6,75 ± 0,07d 12,94 ± 0,05f 12,65 ± 0,04f

Febrero/06 5,71 ± 0,03 a 10,75 ± 0,08h 10,49 ± 0,04h

Marzo/07 8,64 ± 0,13e 20,73 ± 0,17g 20,34 ± 0,22g

Mayo/07 9,56 ± 0,10 c 21,66 ± 0,04i 21,75 ± 0,07i

Agosto/07 9,69 ± 0,05 c 24,48 ± 0,10j 24,31 ± 0,03j

Octubre/07 8,45 ± 0,03e 18,55 ± 0,12k 19,24 ± 0,09m

Diciembre/07 6,27 ± 0,04d 12,86 ± 0,14f 12,78 ± 0,09f

Enero/08 4,70 ± 0,08b 9,31 ± 0,13c 9,37 ± 0,09c

Valor
promedio

7,20 ± 1,95 15,78 ± 5,49 15,79 ± 5,55 

Límites de 
tolerancia

2,92 -11,47 7,69 - 39,25 7,94 - 39,52 

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si 
existen diferencias significativas para un 95% de confianza
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evidentemente denota la influencia de la época de recolección en el contenido de 

extractivos.

III.4.4. CENIZAS TOTALES, CENIZAS SOLUBLES EN AGUA Y CENIZAS 
INSOLUBLES EN ÁCIDO CLORHÍDRICO AL 10% 

Las cenizas son indicativas de la calidad del material con que se trabaja y constituye 

una base para juzgar su pureza e identidad, brindando información relativa a la 

posible adulteración con materias inorgánicas o cuerpos extraños que posea (Miranda 

y Cuéllar, 2001). 

Las Farmacopeas plantean un índice de cenizas totales hasta el 5% (Lou-Zhi-cen,

1980; WHO 1998). En la experiencia realizada los valores se encontraban por debajo 

del límite exigido (de 2,32  a 2,85%).

La cantidad de cenizas solubles en agua y las insolubles en ácido clorhídrico al 10%, 

son también parámetros que ayudan a evaluar la pureza de la droga. Al analizar los 

resultados para cada lote, se pudo evidenciar que las cenizas solubles en agua se 

hallaban entre un 1,13 y 1,36%, y las cenizas insolubles en ácido clorhídrico al 10% 

entre 0,36% y 0,63%. En ambas determinaciones los valores son pequeños y están 

dentro de los límites establecidos (alrededor del 2% para plantas medicinales) (Lou-

Zhi-cen, 1980;  WHO 1998). La tabla XI ofrece los resultados del estudio. 

A pesar de que las muestras fueron colectadas en el mismo lugar (suelo cuabal,

ferralítico rojo con roca serpentina), se constataron algunas diferencias 

estadísticamente significativas, que pudieran ser atribuibles a la época de recolección, 

donde la disponibilidad de nutrientes absorbidos del suelo, por parte de la planta,  

puede variar para favorecer uno u otro proceso metabólico, o a sesgos en la 

manipulación de las muestras.
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Tabla XI. Resultados de la determinación del contenido de cenizas 

Colectas Cenizas
totales (%)± S 

Cenizas solubles 
en agua (%) ± S 

Cenizas insolubles 
en ácido clorhídrico 

al 10% (%) ± S 

Enero/03 2,32 ± 0,08a 1,24 ± 0,01d 0,45 ± 0,06g

Febrero/04 2,85 ± 0,03b 1,17 ± 0,05e 0,36 ± 0,07h

Abril/05 2,82 ± 0,07b 1,22 ± 0,06d 0,52 ± 0,03i

Junio/05 2,78 ± 0,02b 1,36 ± 0,06f 0,56 ± 0,06 i

Febrero/06 2,82 ± 0,03b 1,13 ± 0,03e 0,63 ± 0,03 j

Marzo/07 2,62 ± 0,06c 1,24 ± 0,03d 0,39 ± 0,05h

Mayo/07 2,58 ± 0,05c 1,17 ± 0,07e 0,52 ± 0,09i

Agosto/07 2,74 ± 0,11b 1,26 ± 0,06d 0,63 ± 0,01 j

Octubre/07 2,40 ± 0,15a 1,30 ± 0,03f 0,45 ± 0,00 g

Diciembre/07 2,74 ± 0,07b 1,33 ± 0,11f 0,61 ± 0,03 j

Enero/08 2,62 ± 0,01c 1,22 ± 0,08d 0,63 ± 0,12j

Valore
promedio

2,66 ± 0,17 1,24 ± 0,07 0,52 ± 0,09 

Límites de 
tolerancia

1,93 - 3,38 0,94 - 1,53 0,13 - 0,90 

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si 
existen diferencias significativas para un 95% de confianza
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III.5. IDENTIFICACIÓN DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR TAMIZAJE  
FITOQUÍMICO 

Uno de los aspectos considerados de interés en el estudio de una droga es conocer 

de forma preliminar su composición química general por métodos de tamizaje 

fitoquímico.

Al efectuar los análisis correspondientes a los extractos etéreos (tabla XII) se 

evidenciaron resultados positivos para núcleos triterpénicos y esteroidales, lactónicos 

y compuestos grasos. Los extractos alcohólicos (tabla XIII) respondieron positivo a 

sustancias reductoras, flavonoides, antocianidinas, quinonas, taninos, saponinas, 

triterpenos y esteroides, y compuestos lactónicos. En los extractos acuosos (tabla 

XIV) resultaron positivos los ensayos para saponinas, taninos, flavonoides y 

sustancias reductoras. 

Es importante destacar que no se apreciaron diferencias en la composición química 

determinada por tamizaje fitoquímico en los lotes evaluados, pero si en las 

intensidades de color para algunos ensayos (Antocianidina, Shinoda y Lieberman-

burchard, Tricloruro férrico y Fehling).

En estudios fitoquímicos efectuados a especies del género Phyllanthus se revela la 

presencia  de taninos, flavonoides, coumarinas, saponinas, triterpenos, glicósidos, 

entre otros (Jiménez y Bernal, 1989; Calixto y cols., 1997, 1998; Mdlolo y cols., 2008). 

Los resultados confirman de manera tentativa la presencia de estos compuestos.

III.6. CUANTIFICACIÓN DE FENOLES TOTALES Y DETERMINACIÓN 
CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DEL FLAVONOIDE RUTINA 

La cuantificación de fenoles totales se llevó a cabo considerando los resultados 

obtenidos en el tamizaje fitoquímico, donde los compuestos de naturaleza fenólica 

como flavonoides, antocianidinas y taninos fueron predominantes y los reportes de 

Álvarez y cols. (2009) quienes informaron la presencia de flavonoides en el extracto 

acuoso de esta especie. 
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Respecto al contenido de fenoles totales (tabla XV) es de señalar que los mayores 

porcentajes se obtuvieron para los meses de Marzo, Agosto, Mayo y  Octubre y los 

menores valores para las colectas efectuadas en Enero, Febrero y Diciembre, con 

algunas diferencias estadísticamente significativas. 

El alto valor encontrado para la colecta de Marzo pudiera atribuirse a que en ese 

periodo la especie vegetal comienza su proceso de floración, lo que demandaría una 

alta disponibilidad de estos metabolitos para apoyar dicho proceso (Osorio, 2009).  

El mes de Mayo es típico de primavera y la planta está en su floración máxima, en 

esta etapa los procesos metabólicos son intensos lo que pudiera favorecer la 

producción de polifenoles (Osorio, 2009).

El mes de Agosto, por lo general, es muy cálido debido a los altos niveles de 

radiaciones solares y así lo demuestran los datos ofrecidos por el Instituto de 

Meteorología (ver tabla IX), según diversos autores (Vogt y cols., 1991; Cen y 

Bornean, 1993; Panagopoulos y cols., 1994 y Chaves y cols., 1997) este factor actúa 

como un potente inductor en la producción de compuestos fenólicos, dado el papel 

ecofisiológico que juegan estos metabolitos de servir como filtros protectores contra el 

efecto dañino de las radiaciones, sobre los pigmentos fotosintéticos, DNA o sobre 

cualquier otra parte del vegetal. 

Por su parte, el mes de Octubre fue un mes lluvioso y según Miranda y Cuéllar (2001), 

un factor inductor en la producción de principios activos es la humedad la cual 

depende fundamentalmente del régimen de precipitaciones. El agua es la encargada 

de transportar los principios solubles que se encuentran en el suelo e interviene en la 

síntesis de metabolitos primarios que son el punto de partida en la biosíntesis de 

metabolitos secundarios, entre ellos, los compuestos fenólicos. 

Sin embargo, los meses de Diciembre, Enero y Febrero son considerados poco 

lluviosos según Lechea (1994) y el Instituto de Meteorología, y Enero el más típico de 

invierno según las condiciones geográficas de Cuba, esto pudo influir en el bajo 

contenido   de  fenoles  totales,  pues  se plantea  (Miranda  y  Cuéllar,  2001) que  las
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Tabla XV. Contenido de fenoles totales en las muestras evaluadas 
Colectas Fenoles totales (%) 

Enero/03 1,80 ± 0,08 a

Febrero/04 2,73 ± 0,09 b

Abril/05 3,44 ± 0,12 c

Junio/05 3,36 ± 0,08 c

Febrero/06 2,40 ± 0,10 b

Marzo/07 5,60 ± 0,50 d

Mayo/07 4,85 ± 0,04 e

Agosto/07 5,38 ± 0,22 d

Octubre/07 3,95 ± 0,15 c

Diciembre/07 2,59 ± 0,09 b

Enero/08 2,25 ± 0,06 b

Valor promedio 3,48 ± 1,30 

Límites de tolerancia 2,07 - 9,03 

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si 
existen diferencias significativas para un 95% de confianza
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épocas de sequía y bajas temperaturas pueden disminuir considerablemente la 

proporción y composición de principios activos, entre ellos los compuestos fenólicos 

(ver tabla IX). 

Para la determinación cualitativa y cuantitativa del flavonoide rutina se llevó a cabo un 

análisis por cromatografía líquida de alta resolución a las muestras colectadas en los 

meses de Marzo/07 a Enero/08. En el anexo 2 se muestran los cromatogramas 

obtenidos. 

En la prueba de detección cualitativa se inyectó primeramente el estándar rutina y se 

estableció un tiempo de retención promedio de 21,71 minutos. Para corroborar  la 

presencia de este compuesto se efectuó una inyección de la muestra con el patrón y 

se obtuvo como resultados un incremento en los valores de áreas.  

En la determinación cuantitativa de este flavonoide se analizaron aquellos picos

positivos para rutina, se anotaron las cuentas de áreas que correspondía al mismo y 

se llevaron a una curva de calibración, obteniéndose como resultados las 

concentraciones que se muestran en la tabla XVI. Se pudieron constatar diferencias 

significativas en algunos casos, para las concentraciones de rutina en cada lote 

evaluado, correspondiendo el mayor valor para las colectas efectuadas en los meses 

de Agosto y Marzo y la menor concentración de este metabolito en el mes de Enero.

EL análisis por CLAR de las muestras de diferentes meses de colectas permitió

separar adecuadamente bajo las condiciones ensayadas el flavonoide rutina del resto 

de los componentes presentes, al mismo tiempo que pudo cuantificarlo, 

evidenciándose diferencias en su concentración y en la apariencia de los 

cromatogramas obtenidos, lo cual denota una vez más la influencia de la época de 

recolección.

III.7. CONSIDERACIONES GENERALES DEL ESTUDIO FARMACOGNÓSTICO

Los resultados obtenidos hasta el momento sobre el estudio farmacognóstico del 

material vegetal de P. orbicularis HBK permitieron arribar a las siguientes 

consideraciones generales: 
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Tabla XVI. Contenido de rutina en las muestras evaluadas 

Colectas
Contenido de 
rutina mg/g de 

muestra

Marzo/07 41,38 ± 1,45a

Mayo/07 37,05 ± 3,15b

Agosto/07 45,60 ± 3,02c

Octubre/07 36,91 ± 0,62d

Diciembre/07 36,74 ± 2,20d

Enero/08 28,88 ± 0,46e

Valor promedio 37,76 ± 5,58 

Límites de tolerancia 31,98 - 43,53 

Leyenda: Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si 
existen diferencias significativas para un 95% de confianza
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1- Se describieron por primera vez  las características micromorfológicas de las 

hojas y tallos de la especie, a la vez que se amplió el estudio de los caracteres 

macromorfológicos de la misma, haciendo un aporte novedoso a la 

caracterización botánica de la planta, aspecto importante a tener en cuenta a la 

hora de su identificación. 

2- El estudio de secado efectuado permitió establecer el secado artificial  como el 

método más factible para ser aplicado a la especie. 

3- El estudio de almacenamiento demostró, que bajo las condiciones ensayadas 

(estante a temperatura ambiente), la droga previamente fragmentada puede ser 

conservada por un año (periodo de estudio) en tres tipos de envases (latas 

compuestas, bolsas de polietileno y frascos de vidrio de color ámbar) sin que se 

afecte su apariencia, la humedad residual, el contenido de fenoles totales y el 

control microbiológico. 

4- Se establecieron los parámetros físico-químicos de control de la calidad de la 

droga, los cuales estuvieron dentro de los límites establecidos en las normas 

internacionales (Lou-Zhi-cen, 1980;  WHO 1998). 

5- La determinación del contenido de fenoles totales en función de la fecha de 

recolección sugiere la mayor cantidad de estos metabolitos durante los meses 

de Marzo, Mayo, Agosto y menor en los meses de Enero, Diciembre y Febrero, 

lo cual está en concordancia con la concentración de uno de los constituyentes 

de la planta (flavonoide rutina), aspecto a tener en consideración para una 

exitosa recolección del material vegetal con vistas a definir las potencialidades 

biológicas de la especie. 

El análisis de los resultados del estudio farmacognóstico, todos ellos informados por 

primera vez, permitió realizar una propuesta de Norma de Control de la Calidad, la 

cual se muestra en el anexo 1. La propuesta resulta novedosa porque aunque la 

especie presenta perspectivas desde el punto de vista terapéutico por las propiedades 

farmacológicas debidamente demostradas, no contaba con datos que permitieran su 

control como droga cruda.
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CAPÍTULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

IV. ESTUDIO FITOQUÍMICO DE Phyllanthus orbicularis HBK 

IV.1. EXTRACCIÓN Y FRACCIONAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL 

En el estudio se empleó como método de extracción la maceración, por ser uno de los

más utilizados en el campo de los productos naturales, y menos agresivo para el 

material vegetal. Dicho proceso contempló el uso de tres disolventes de polaridad 

creciente (hexano, AcOEt y metanol) sobre la misma droga con el propósito de lograr 

un mayor agotamiento de los metabolitos presentes. Se trabajó con material vegetal 

perteneciente a las colectas de Marzo/07, Agosto/07, Octubre/07 y Enero/08. 

Como resultado del proceso se obtuvieron tres extractos: hexánico, acetato de etilo y 

metanólico, los que concentrados a sequedad brindaron los valores de rendimientos 

que se recogen en la tabla XVII. 

Los extractos hexánicos presentaron una alta pigmentación verde amarillenta  y 

manifestaron los valores más bajos de rendimiento promedio (1,27%) respecto al peso 

de la planta de partida que fue 500g, seguido de los extractos de acetato de etilo con 

un 2,57%, los que presentaron una pigmentación verde  carmelitosa. Finalmente los 

extractos metanólicos con una coloración carmelita rojiza fueron los que aportaron 

mayor cantidad de extractivos (7,08%), lo que sugiere que la composición química que 

prevalece en la planta es de alta polaridad. 

IV.2. ANÁLISIS POR CROMATOGRAFÍA EN CAPA DELGADA DE LOS 
EXTRACTOS

Considerando las características del disolvente empleado para la obtención de los 

extractos hexánicos, es de señalar que éste es capaz de remover los metabolitos de 

menor polaridad presentes en la droga, incluyéndose clorofilas que en ocasiones 

pueden enmascarar a otros constituyentes de mayor interés.
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No obstante, el  análisis por CCD, utilizando como fase móvil hexano:AcOEt (7:3) 

mostró al visible un comportamiento cromatográfico con cierta complejidad (figura 20 

A-I), lográndose una adecuada separación. Se destacaron dos manchas de color 

amarillo bien definidas, una de Rf 0,35 (1) y otra cercana al frente del disolvente (2).  

Al exponer el cromatograma a la luz ultravioleta (254nm) todas las manchas

cambiaron de color, resaltando las manchas 1, 2 y la del punto de aplicación quienes 

tomaron coloración naranja (figura 20 A-II). 

Al asperjar con vainillina en presencia de ácido sulfúrico y calor (figura 20 A-III), gran 

número de ellas tomaron color rojizo, incluyendo las señaladas anteriormente, lo cual 

pudiera ser indicativo de estructuras de tipo triterpenoide (Lock, 1988). 

Las otras fases móviles señaladas en el acápite II.2.2 no lograron un corrimiento 

adecuado de los componentes de los extractos. De igual manera, la exposición a los 

vapores de amoníaco no mostró resultados importantes. 

En el análisis de los extractos de acetato de etilo los mejores resultados se obtuvieron 

al emplear como fase móvil hexano:AcOEt (7:3), al visible se observó un 

cromatograma sencillo con varias manchas a lo largo de la placa cromatográfica 

(figura 20 B-I). 

A la luz UV (254nm) no se evidenciaron grandes cambios, pocas manchas

aumentaron su intensidad y solo la del punto de aplicación modificó su color. Al rociar 

la placa con vainillina/H2SO4/calor  algunas manchas se tornaron rojizas (figura 20 B-

II). 

El desarrollo cromatográfico en las restantes fases móviles no fue el más adecuado 

pues no se logró una buena separación de las manchas. 

En el análisis de los extractos metanólicos, luego de varias experiencias con sistemas 

de disolventes, los mejores resultados se lograron con la fase móvil constituida por n-

butanol:ácido acético:agua (65:25:10).
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Al visible se observó poca complejidad cromatográfica, siendo evidente una mancha 

bien definida de color amarillo de Rf 0,30 (2) en las cuatro colectas analizadas y otra 

retenida en el punto de aplicación (1), algo indicativo de compuestos polares (figura 20 

C-I).

La exposición a la luz ultravioleta permitió observar modificaciones en el color de las 

manchas, especialmente en las señaladas anteriormente (1 y 2) (figura 20 C-II), este 

comportamiento es evidencia de grupos cromóforos. Frente a los vapores de 

amoníaco (figura 20 III) la mancha 1 se tornó parda amarillenta y la 2 amarilla naranja, 

característico de metabolitos secundarios que presentan grupos fenólicos libres, entre 

ellos glicósidos fenólicos, y al asperjar con vainillina/H2SO4/calor, las manchas 1, 2 y 3 

intensificaron su color (figura 20 C-IV). 

Respecto al comportamiento cromatográfico de los extractos obtenidos a partir del 

material vegetal de P. orbicularis HBK, es de señalar que los disolventes empleados 

lograron separar de alguna manera los componentes según su polaridad, al observar 

diferencias en los cromatogramas en cuanto al número de manchas, intensidad y 

respuesta a los reveladores empleados. Estos resultados no deben ser considerados 

concluyentes ya que los extractos vegetales suelen ser muy complejos en cuanto a su 

composición química. Como consecuencia, los metabolitos presentes pueden 

solaparse entre si no logrando buenas resoluciones en muchas ocasiones, pues es 

común que una mancha esté compuesta por varios de ellos.

IV.3. ANÁLISIS POR CROMATOGRAFÍA GASEOSA ACOPLADA A 
ESPECTROMETRÍA DE MASAS (CG-EM) 

La cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas fue la técnica 

analítica empleada para la caracterización de los extractos hexánicos y de acetato de

etilo obtenidos de la especie P. orbicularis HBK. 

La asignación de las estructuras se efectuó por comparación de los espectros de 

masas  de  los compuestos  con  los de la base  de  datos  del  equipo,  seleccionando
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                                                     I                         II                            III 

A: Cromatograma del extracto hexánico en la fase móvil hexano:AcOEt (7:3) 
I: Al visible; II: Luz UV (254nm); III: Vainillina/ H2SO4 /calor 

                                                             
                                                                   I                           II                                     

B: Cromatograma de los extractos de AcOEt en la fase móvil
hexano:AcOEt (7:3). I: Al visible; II: Vainillina/ H2SO4 /calor 

                                         
                                      I                            II                            III                          IV

C: Cromatograma de los extractos metanólicos en la fase móvil
n-butanol:ácido acético:agua (65:25:10)

I: Al visible; II: Luz UV (254nm); III. Vapores de NH3; IV: Vainillina/ H2SO4 /calor

Figura 20. Cromatogramas de los extractos obtenidos de P. orbicularis
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aquellos que sobrepasaban el 90% de confiabilidad, y con los datos ofrecidos por la 

literatura (Gunther, 1995; Gutiérrez y Droguet, 2002). 

IV.3.1. ANÁLISIS POR CROMATOGRAFÍA GASEOSA ACOPLADA A 
ESPECTROMETRÍA DE MASAS DE LOS EXTRACTOS HEXÁNICOS 

El extracto hexánico obtenido a partir de la colecta de Marzo/07 mostró un 

cromatograma (figura 21) con varios picos cromatográficos de diferentes intensidades, 

siendo más complejo a partir de los 27 minutos., aproximadamente. En la tabla XVIII y 

en Anexo 3 se relacionan los 17 compuestos identificados por la base de datos y sus 

espectros de masas, respectivamente, representando el mayor porcentaje a 

estructuras esteroidales con un 42,96%, seguida de estructuras triterpénicas con un 

30,71%. También se encontraron cetonas, alcoholes de alto peso molecular, 

hidrocarburos alifáticos, un ácido graso y tocoferoles.  

El constituyente mayoritario fue el esterol estigmast-4-en-3-ona que eluyó a un tiempo 

de retención de 29,92 minutos con una abundancia relativa de 33,73%. En el espectro 

de masas del compuesto (Anexo 3.16) puede observarse el ión molecular prominente 

con m/z 412. Debido a la pérdida de metilo a partir del ion M+ se origina m/z 397, es 

apreciable otro fragmento con m/z 271 originado  por la pérdida de la cadena lateral 

(C10H21) (Marques, 2005; Isaza y cols., 2007). En la figura 22 se muestran algunas 

fragmentaciones sugeridas para este compuesto. 

Otro compuesto  presente en el extracto fue el triterpeno pentacíclico 20(29) lupen-3-

ona con un 8,99% de abundancia relativa y que presenta como fórmula general 

C30H48O, el mismo es de la serie del lupano y como tal tiene un patrón de 

fragmentación similar al lupeol, muy abundante en la naturaleza y en especies como 

P. acidus, P. flexuosus, P. niruri, P. urinaria y P. watsonii (Calixto y cols., 1998; 

Tanaka y cols., 1988a, 1988b, 2004; Wada y cols., 2001).

El espectro de masas (Anexo 3.14) muestra el ion molecular con m/z 424 y un pico 

con m/z 409 que corresponde a [M-CH3]+. La pérdida de la cadena de isopropilo 

(C3H5)  genera el  ion de  m/z 383,  el cual es  de muy baja intensidad. El fragmento de
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a) Cromatograma gaseoso del extracto hexánico 

b) Ampliación del cromatograma de 26 a 33min. 

Figura 21. Cromatograma gaseoso del extracto  hexánico de la colecta de 
Marzo/07



Tabla XVIII. Compuestos sugeridos por  CG-EM en el extracto  hexánico de la 
colecta de Marzo/07 

Picos
Tiempos

 de 
retención

(min)

Compuestos sugeridos 
Áreas

 relativas 
 (%) 

Fórmulas
químicas

1 9,71 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona 0,33 C13H22O
2 18,28 6,10,14- trimetil-5,9,13-

pentadecatrien-2-ona
3,39 C18H30O

3 19,72 9-octadecenol 0,86 C18H36O
4 21,00 Fitol 1,15 C20H40O
5 23,45 Ácido linoleico 2,98 C18H32O2

6 24,12 3-eicoseno 2,38 C20H40

7 25,87 Dotriacontano 0,59 C32H66

8 26,98  - tocoferol 1,79 C28H48O2

9 27,75 - tocoferol 6,35 C29H50O2

10 28,39 Derivado del taraxastanediol 2,65 C30H52O2

11 28,77 Derivado del epi- -
taraxastanonol

10,80 C30H50O2

12 29,00 1- eicosanol 6,43 C20H42O
13 29,37 4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-

octametil-
1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,

12,12a,14,14a,14b-
octadecahidro-2H-picen-3-ona

8,27
C30H48O

14 29,58 20(29) lupen-3-ona 8,99 C30H48O
15 29,70 Espinasterona 3,22 C29H48O
16 29,92 Estigmast-4-en-3-ona 33,73 C29H48O
17 32,00 5 -estigmastane-3,6-diona 6,01 C29H48O2
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 Figura 22. Ruta de fragmentación sugerida para la estigmast-4-en-3-ona 
(Marques, 2005; Isaza y cols., 2007).
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m/z 218 contiene a los anillos D y E y la cadena de isopropenilo y el mismo se forma 

por la ruptura del anillo C. Se aprecia otro pico de gran abundancia de m/z 205 

característico de triterpenos pentacíclicos, formado a partir del ion molecular y es el 

que contiene los anillos A y B. Los principales fragmentos asociados a la ruptura del 

compuesto se presentan en la figura 23 (Budzikiewicz y cols., 1963). 

También se destaca la posible presencia de derivados del taraxastano, triterpenos 

pentacíclicos que no han sido identificados en otras especies de Phyllanthus y a los 

que más adelante se les dedicará la atención. 

El extracto correspondiente a la colecta de Agosto/07 mostró un cromatograma (figura 

24) con gran cantidad de picos cromatográficos de diferentes intensidades, 

mostrándose más complejo a partir de los 21 minutos, aproximadamente, aunque solo 

pudieron ser identificados por la base de datos del equipo 10 constituyentes. Se 

encontraron ácidos grasos (picos 1, 5, 6, 7), un diterpeno (pico 2), un alcohol (pico 3), 

un derivado del naftaleno (pico 8), -tocoferol (pico 9) y un esterol (pico 10), siendo 

predominantes los de naturaleza lipídica que representan el 42,35%. En la tabla XIX  

se reflejan los metabolitos identificados y en los Anexos 3 y 4 se presentan sus 

espectros de masas. 

El compuesto mayoritario fue el ácido palmítico  o ácido hexadecanoico con un 

19,39% de abundancia relativa, el mismo ha sido identificado en P. maderaspatensis

(Calixto y cols., 1998). Su espectro de masas (Anexo 4.4) mostró un pico fácilmente 

discernible de m/z 256 en correspondencia con su ión molecular y fórmula general 

C16H32O2; se evidencia un pico de m/z 60 característico de ácidos carboxílicos 

alifáticos (Silverstein y cols., 1977), que aunque no es el pico base del espectro como 

suele ocurrir algunas veces, es prominente y se forma debido a un reordenamiento de 

McLafferty. Está presente un pico pequeño con m/z 227 relacionado con la pérdida de 

29 unidades de masas (C2H5
+) desde el ion molecular, un fragmento a m/z 213 en 

concordancia con la pérdida C3H7
+ desde el ion molecular, otro  a m/z 73 que 

pertenece al agrupamiento (CH2)2CO2H+, además de m/z 43 (C3H7
+) y m/z 29 (C2H5

+)

(Marques, 2005).
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Figura 23. Ruta de fragmentación propuesta para la 20(29)lupen-3-ona 
(Budzikiewicz y cols., 1963).



Figura 24. Cromatograma gaseoso del extracto  hexánico de la colecta de 
Agosto/07



Tabla XIX. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto  hexánico de la 
colecta de Agosto/07 

Picos
Tiempos

 de
retención

(min)

Compuestos sugeridos 
Áreas

 relativas 
 (%) 

Fórmulas
químicas

1 21,16 Ácido mirístico 3,12 C14H28O2

2 22,13 Fitol 15,23 C20H40O
3 22,66 2-(9-octadeceniloxi)etanol 3,79 C20H40O2

4 23,20 6,10,14-trimetil 5,9,13 
pentadecatrien-2-ona

5,17 C18H30O

5 23,75 Ácido palmítico 19,39 C16H32O2

6 25,80 Ácido oleico 11,20 C18H34O2

7 26,03 Ácido esteárico 8,64 C18H36O2

8 29,16 9,10-dihidro-9,9-dimetil-11 
H-ciclohepta ( ) naftalen-11-

ona

10,29 C17H16O

9 35,19 - tocoferol 13,12 C29H50O2

10 37,17 -sitosterol 10,04 C29H50O
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También se presentan los ácidos  mirístico, oleico y esteárico los cuales  han sido 

reportados para P. amarus y P. maderaspatensis, sus espectros de masas (Anexos 

4.1, 4.5, 4.6) presentan el ión molecular visible e iones característicos de ácidos 

grasos, o sea, fragmentos con m/z 29, 60, 73, 129 (Marques, 2005). 

Otro compuesto mayoritario sugerido en el extracto fue el fitol, un diterpeno que 

responde a la fórmula general C20H40O, el mismo ha sido reportado como componente 

del aceite esencial de P. urinaria (Su y Liang, 2009). En el espectro de masas (Anexo 

3.4) se observa el ion molecular muy pequeño con m/z 296, un fragmento con m/z 278 

relacionado con la pérdida de H2O a partir del ión molecular [M-18]+, m/z 71 

relacionada con el agrupamiento (C5H11), m/z 57 (C4H9), entre otros (Vincent y cols., 

1975; Rojas y cols., 2008).

El extracto perteneciente a la muestra de Octubre/07 evidenció un cromatograma 

(figura 25) con varios picos cromatográficos y con cierta similitud al de la colecta de 

Agosto/07 en los picos que se encontraron entre los 14 y 40 minutos, 

aproximadamente. Pudieron ser identificados por la base de datos 10 compuestos, los 

cuales concuerdan con los referidos para el extracto anterior, aunque la abundancia 

de cada uno varió, predominaron, igualmente, las estructuras de naturaleza lipídica 

con un 38,42%. En la tabla XX se muestran los compuestos identificados y en los 

Anexos 3 y 4 los espectros de masas. 

El compuesto mayoritario en dicho extracto fue el -tocoferol con una abundancia 

relativa del 19,93%, el mismo no ha sido identificado en otras especies de 

Phyllanthus. El espectro de masas (Anexo 3.9) está en plena correspondencia con el 

obtenido por Nuñez (2007), se evidencia el ion molecular a m/z 430 en 

correspondencia con la fórmula C29H50O2, se observa el pico base con m/z 165 

formado por la ruptura del anillo saturado contiguo al anillo de benceno 1, 3, 4-trimetil-

2-hidroxi sustituido. Se presentó el ion de m/z 205 relacionado con la pérdida de la 

cadena lateral hidrocarbonada. En la figura 26 se muestra la ruta de fragmentación 

sugerida para el compuesto.
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Figura 25. Cromatograma gaseoso del extracto  hexánico de la colecta de 
Octubre/07



Tabla  XX. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto  hexánico de 
Octubre/07

Picos
Tiempos

 de 
 retención 

(min)

Compuestos sugeridos 
Áreas

 relativas
(%) 

Fórmulas
químicas

1 21,17 Ácido mirístico 3,84 C14H28O2

2 22,11 Fitol 4,78 C20H40O
3 22,67 2-(9-octadeceniloxi)etanol 3,02 C20H40O2

4 23,18 6,10,14- trimetil- 5,9,13 
pentadecatrien-2-ona 

13,82 C18H30O

5 23,75 Ácido palmítico 15,55 C16H32O2

6 25,79 Ácido oleico 10,32 C18H34O2

7 26,02 Ácido esteárico 8,71 C18H36O2

8 29,16 9,10 dihidro-9,9- dimetil-11 
H-ciclohepta ( ) naftalen-11-

ona

11,79 C17H16O

9 35,21 - tocoferol 19,93 C29H50O2

10 37,19 -sitosterol 8,23 C29H50O
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Figura  26. Ruta de fragmentación sugerida para el -tocoferol
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Se presentaron también con cierta abundancia el ácido palmítico (15,55%) y la 

6,10,14-trimetil-5,9,13-pentadecatrien-2-ona (farnesil cetona) (13,82%), esta última no 

ha sido referida para el género Phyllanthus, su espectro de masas (Anexo 3.2) 

mostró un pico de pequeña intensidad con m/z 262 en correspondencia con su ión 

molecular y su fórmula química C18H30O. En las cetonas alifáticas el ión molecular no 

es pronunciado y las mayores fragmentaciones ocurren por las rupturas de los 

enlaces C-C adyacentes al átomo de oxígeno, como en alcoholes y éteres, dando esta 

ruptura picos intensos con m/z 43, 57 ó 71, que generalmente constituyen el pico 

base. En el compuesto que se analiza se observó un pico prominente con m/z 43 

relacionado con el agrupamiento C2H3O+ (Siverstein y cols., 1977; Dass, 2007). 

Por su parte, el extracto hexánico de la muestra de Enero/08 exhibió un 

cromatograma (figura 27) con gran cantidad de picos cromatográficos de diferentes 

intensidades. Se identificaron con ayuda de la base de datos del equipo 17 

componentes, encontrándose una cetona (pico 1), hidrocarburos, entre ellos, cuatro 

alifáticos (picos 3, 5, 7, 9) y uno cíclico (pico 15), alcoholes superiores (picos 2, 8, 13, 

16), un diterpeno (pico 4), un compuesto lactónico (pico 6), esteroles (picos 12, 14, 17) 

y tocoferoles (pico 10 y 11), siendo predominantes los compuestos hidrocarbonados. 

En la tabla XXI se muestran los metabolitos y en los Anexos 3, 4 y 5 se recogen los 

espectros de masas de los mismos. 

El componente mayoritario en este extracto hexánico fue el hidrocarburo

ciclooctacosano con un valor de área relativa de 23,77%. Este compuesto no ha sido 

identificado en especies de Phyllanthus, aunque se ha encontrado como 

componente del aceite  esencial de Minuartia meyeri Bornm (Caryophyllaceae)

(Nurettin y cols., 2006).

El espectro de masas del compuesto evidenció un comportamiento propio de 

cicloalcanos y similar al de los hidrocarburos saturados alifáticos. El ion molecular  a 

m/z 392  que corresponde a la fórmula general  C28H56 se presentó con un pico de 

muy baja intensidad, seguido de un fragmento de m/z 364 en correspondencia con la 

pérdida del grupo C2H4 desde el ion molecular y fragmentos con m/z 83 y 167 

correspondientes a pérdidas sucesivas desde el ión  molecular  de varios grupos C2H4
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Figura 27. Cromatograma gaseoso del extracto  hexánico de Enero/08 



Tabla XXI. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto  hexánico  de 
Enero/08

Picos
Tiempos

de
retención

(min)

Compuestos sugeridos 
Áreas

 relativas
(%) 

Fórmulas
químicas

1 18,22 6,10,14-trimetil-5,9,13-
pentadecatrien-2-ona 

2,80 C18H30O

2 19,58 9-octadecenol 1,38 C18H36O
3 19,84 5-octadeceno 1,03 C18H36

4 20,09 Fitol 2,44 C20H40O
5 21,56 5-eicoseno 0,82 C20H40

6 21,98 4,8,12,16-tetrametil
heptadecan-4-olido 

0,28 C21H40O2

7 23,16 1-docoseno 4,70 C22H44

8 24,61 1-tetracosanol 1,20 C24H50O
9 26,00 Nonacosano 1,19 C29H60

10 26,85 -tocoferol 3,45 C28H48O2

11 27,35 - tocoferol 8,63 C29H50O2

12 27,85 Estigmasterol 1,50 C29H48O
13 28,14 1,30 -triacontanediol 13,99 C30H62O2

14 28,28 -sitosterol 8,69 C29H50O
15 28,55 Ciclooctacosano 23,77 C28H56

16 28,97 1-eicosanol  2,01 C20H42O
17 29,61 Estigmast-4-en-3-ona 1,21 C29H48O
A 31,32 Desconocido 10,08 - 
B 32,10 Desconocido 10,72 - 
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(28), acompañado de la pérdida de hidrógeno y un fragmento con m/z 57 

característico de compuestos hidrocarbonados cíclicos (Silverstein y cols., 1977; 

Dass, 2007).  En el Anexo 5.9 se muestra el espectro de masas del compuesto 

sugerido para el extracto y el ofrecido por la base de datos del equipo, apreciándose 

gran correspondencia entre ambos. 

El 1,30-triacontanediol fue otro pico muy intenso en el cromatograma con un 13,99% 

de área relativa, y ha sido encontrado en la especie P. urinaria (Calixto y cols., 1998). 

En el caso de los alcoholes alifáticos el ion molecular es muy pequeño al punto de ser 

imperceptible, algo similar ocurre con el compuesto, donde su espectro de masas 

muestra un ion molecular muy pequeño de m/z 454 el cual se corresponde con su 

fórmula general C30H62O2. Se presentaron, además, una serie de picos característicos 

de alcoholes alifáticos, por ejemplo, el fragmento de m/z 418 relacionado con la 

pérdida de dos moléculas de agua desde el ión molecular, m/z 437 relacionado con la 

pérdida del grupo OH  [M-17]+, m/z 43 (C3H7
+), m/z 57 (C4H9

+), etc. (Silverstein y cols., 

1977; Méndez, 2003; Dass, 2007). En el Anexo 5.8 se evidencia el espectro de masas 

sugerido para el extracto y el ofrecido por la base de datos del equipo, pudiendo 

constatar  correspondencia en la secuencia de las fragmentaciones. 

Se presentaron dos picos (A y B) después de los 30 minutos que exhibieron una 

abundancia apreciable, los mismos no fueron identificados por la biblioteca del equipo, 

aunque sus espectros de masas (Anexos 5.10) sugieren que pueden ser derivados del 

escualeno, ya que se observaron algunos fragmentos coincidentes con este 

compuesto (m/z 69, 107, 137 y 341). Es probable que estos brinden un resultado 

novedoso en cuanto a la composición química, pero se necesitaría de su aislamiento 

para confirmarlo por otras técnicas espectroscópicas.

Al hacer un análisis de los extractos hexánicos obtenidos de las diferentes colectas se 

puede apreciar que éstos están constituidos, fundamentalmente, por compuestos de 

naturaleza grasa, según la clasificación de Marcano y Hasegawa, 1991 (Tabla XXII). 

En total fueron identificados 33 componentes, de ellos siete hidrocarburos, dos cetonas 

aunque  de  naturaleza   terpénica,  cinco   alcoholes,  cinco   ácidos  grasos,  11  entre 

59



Tabla XXII. Compuestos sugeridos por CG-EM en los extractos hexánicos 
obtenidos de diferentes colectas 

Abundancia relativa %/ 
Época de colecta No Clase de compuesto/Nombre 

Mar/
07

Ago/
 07 

Oct/
 07 

Ene/
08

HIDROCARBUROS
1 3-eicoseno 2,38
2 5-eicoseno 0,82
3 1- dococeno 4,70
4 5-octadeceno 1,03
5 Nonacosano 1,19
6 Ciclooctacosano 23,77
7 Dotriacontano 0,59

CETONAS
8 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona (geranil/neril-cetona) 0,33
9 6,10,14-trimetil-5,9,13-pentadecatrien-2-ona (Farnesil-cetona) 3,39 5,17 13,82 2,80

ALCOHOLES Y DIOLES
10 9-octadecenol 0,86 1,38
11 1-eicosanol 6,43 2,01
12 2-(9-octadecenoxi)-etanol 3,79 3,02
13 1-tetracosanol 1,20
14 1,3-triacontanediol 13,99

ÁCIDOS Y ÉSTERES
15 Ácido linoléico 2,98

16 Ácido mirístico  3,12 3,84
17 Ácido palmítico 19,39 15,55 
18 Ácido oléico 11,20 10,32 
19 Ácido esteárico 8,64 8,71 

TERPENOS Y FITOSTEROLES 
20 Epi- -taraxastanonol (derivado) 10,80
21 Taraxastanediol (derivado) 2,65
22 Fitol 1,15 15,23 4,78 2,44
23 4,4,6a,8a,11,11,14b-octametil-

1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a,14b-
octadecahidro-2H-picen-3-ona (triterpeno pentacíclico) 

8,27

24 9,10-dihidro-9,9-dimetil-11-H-ciclohepta( )-naftalen-11-ona 10,29 11,79
25 20(29) lupen-3-ona 8,99
26 Epinasterona 3,22
27 Estigmast-4-en-3-ona 33,73 1,21
28 5 -estigmastane-3,6-diona 6,01
29 -sitosterol 10,04 8,23 8,69
30 Estigmasterol 1,50

OTROS COMPONENTES 
31 4,8,12,16-tetrametil-4-heptadecanólido (lactona) 0,28
32 -tocoferol 1,79 3,45
33 - tocoferol 6,35 13,12 19,93 8,63
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terpenos y fitoesteroles, una lactona y dos tocoferoles, estos tres últimos no 

clasificados como compuestos grasos. 

Es importante señalar que se encontraron diferencias tanto desde el punto de vista 

cualitativo como cuantitativo de estos compuestos, lo cual pudiera responder a las 

condiciones climáticas, que ocasionaron que no se detectaran por el método de 

análisis empleado bajo las condiciones ensayadas en todas las colectas, teniendo en 

cuenta, además, que no se utilizó en todos los casos el mismo equipamiento. El hecho 

de no haber podido identificar todos los componentes presentes, no permite tener la 

certeza de la ausencia de alguno de ellos en un determinado mes y asumir entre otras 

cuestiones que dada su poca abundancia en la planta no fueron detectados por el 

equipo.

Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos puede inferirse que la mayoría de 

los hidrocarburos, alcoholes y algunos terpenoides, fueron más abundantes en la 

colecta de Enero, un mes frío y poco lluvioso en Cuba. Los terpenos y fitoesteroles 

prevalecieron en la colecta de Marzo, mientras que los ácidos grasos presentaron 

elevada abundancia en Octubre y Agosto. 

Es de destacar la presencia de la 6,10,14-trimetil-5,9,13-pentadecatrien-2-ona (farnesil 

cetona), que no ha sido informada para el género y presentó una abundancia relativa 

en todas las colectas efectuadas, exhibiendo el mayor valor en el mes de Octubre. El 

agrupamiento farnesilo es un intermediario de la biosíntesis de terpenos y esteroides. 

Común para todos los extractos hexánicos también se encontró al fitol, con mayor 

abundancia relativa en el mes de Agosto/07. Por su parte, el -sitosterol estuvo 

presente en tres de las muestras analizadas. La presencia de fitoesteroles, triterpenos 

y compuestos de naturaleza lipídica corroboran los ensayos positivos para estos 

compuestos (Sudam y Lieberman-Burchard)  encontrados en el tamizaje fitoquímico y 

la relación quimiotaxonómica de la especie con otras de la familia Euphorbiacea y

Phyllanthacea donde es característico la presencia de estructuras terpénicas, 

especialmente triterpenoides. 
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Algo notorio en el análisis fue la detección de -tocoferol que aunque la abundancia 

fue variable, se presentó en las 4 muestras evaluadas con mayor concentración en el 

mes de Octubre, lo cual demuestra, sin lugar a dudas, su existencia en la planta, 

constituyendo un aporte novedoso para la composición química de la especie y para el 

género, pues hasta el momento no se han presentado reportes al respecto. 

Debe señalarse que a pesar de que los compuestos sugeridos para cada colecta no 

son novedosos, sí constituyen nuevo reporte para la especie, ya que no se habían 

informado con anterioridad. 

IV.3.2. ANÁLISIS POR CROMATOGRAFÍA GASEOSA ACOPLADA A 
ESPECTROMETRÍA DE MASAS DE LOS EXTRACTOS DE ACETATO DE ETILO 

Con los extractos de acetato de etilo se siguió el mismo esquema empleado para los 

extractos hexánicos. 

El análisis del extracto AcOEt de la muestra de Marzo/07 evidenció un cromatograma 

(figura 28) conformado por gran cantidad de picos cromatográficos de diferentes

intensidades, siendo más complejo a partir de los 18 minutos aproximadamente. Del 

total de picos mostrados, solo pudieron ser  identificados con ayuda de la base de 

datos del equipo 16 componentes, hallándose cetonas (picos 1, 2, 3), terpenoides, 

entre ellos, un diterpeno (pico 5) y tres triterpenos (picos 12, 13, 15), dos fitoesteroles 

(14, 16),  ácidos grasos (4, 6, 7), un compuesto lactónico (pico 8), un alqueno (pico 9) 

y tocoferoles (10 y 11). Correspondiendo el mayor porcentaje a estructuras del tipo 

terpénicas, aunque el constituyente mayoritario fue la cetona 6,10,14-trimetil-5,9,13-

pentadecatrien-2-ona (Anexo 3.2) con una abundancia relativa del 15,61%. En la tabla 

XXIII se muestra la composición química que se sugiere para dicho extracto y en los 

Anexos 3-6 se presentan los espectros de masas, muchos de los cuales ya han sido 

identificados en los extractos hexánicos. 

Importante en este extracto la presencia de los triterpenoides pentacíclicos -amirina y 

del grupo del taraxastano, o sea, derivados del taraxastanediol (pico 12) y el 

taraxastanonol (pico 13). 
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Figura 28. Cromatograma gaseoso del extracto  de AcOEt de Marzo/07 



Tabla XXIII. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto  acetato de etilo 
de Marzo/07 

Picos
Tiempos

de
retención

(min)

Compuestos sugeridos 
Áreas

relativas
(%)

Fórmulas
químicas

1 9,75 6,10-dimetil-5,9- undecadien-2-
ona

2,76 C13H22O

2 17,12 6,10,14- trimetil-2-
pentadecanona

2,12 C18H36O

3 18,60 6,10,14-trimetil-5,9,13-
pentadecatrien-2-ona

15,61 C18H30O

4 19,89 Ácido palmítico 11,31 C16H32O2

5 21,60 Fitol 3,03 C20H40O
6 22,12 Ácido oleico 5,56 C18H34O2

7 22,82 Ácido esteárico 1,98 C18H36O2

8 23,98 4,8,12,16-
tetrametilheptadecan-4-olido

1,74 C21H40O2

9 24,87 1-docoseno 1,47 C22H44

10 27,60  -tocoferol 2,51 C28H48O2

11 28,43 - tocoferol 9,76 C29H50O2

12 29,01 Derivado del taraxastanediol 7,11 C30H52O2

13 29,50 Derivado del epi- -
taraxastanonol

6,31 C30H50O2

14 29,68  -sitosterol 11,68 C29H50O
15 30,18 - amirina 9,42 C30H50O
16 31,00 Estigmast-4-en-3-ona 7,62 C29H48O
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La -amirina es uno de los triterpenos más abundantes en la naturaleza y tiene 

referida actividad antiinflamatoria (Toshihiro y cols., 1996), aunque en  especies de 

Phyllanthus como P. acidus, P. urinaria (Calixto y cols, 1998) y P. flexuosus 

(Tanaka y cols., 1988a, 1988b, 2004; Wada y cols., 2001) está reportada la presencia 

de su isómero .

Al analizar su fragmentación en el espectro de masas (Anexo 6.3 ) se visualiza su ion 

molecular con m/z 426 acorde con su fórmula general C30H50O, se observa un pico de 

pequeña intensidad con m/z 411 correspondiente con la pérdida de un grupo CH3 a 

partir del ión molecular, siendo el pico base del espectro m/z 218 el cual se forma tras 

una reacción de Retro Diles-Alder a nivel del anillo C y a partir del cual se originan los 

iones con m/z 203 por la pérdida de un grupo CH3 y m/z 189 debido a la pérdida del 

grupo C2H5 por la ruptura del enlace que une a los anillos D y E. También se presenta 

un ión a m/z 207 que contiene a los anillos A y B. Los resultados obtenidos están en 

correspondencia con lo reportado por Wan y cols. (1972). En la figura 29 se 

representa la ruta de fragmentación sugerida para el compuesto. 

En el  caso de los compuestos del grupo del taraxastano se puede plantear que los 

mismos no han sido identificados en especies de Phyllanthus, aunque se han 

estudiado mucho en la familia Anacardiaceae, en la especie Mangifera indica

(Anjaneyulu y cols., 1985; 1999); también se han aislado de Euphorbia broteri 

(Pascual y cols., 1987), de Canarium strictum Roxb (Hinge y cols., 1966), entre 

otras,  manifestando muchas de estas estructuras actividad antiinflamatoria y 

antitumoral (Toshihiro y cols., 1996). 

El compuesto representado por el pico 12 que eluyó a los 29,01 minutos presentó 

algunas similitudes en fragmentaciones típicas del taraxastanediol, este presenta 

fragmentos a m/z 444 relacionado con el ión molecular y acorde con su fórmula 

general C30H52O2, iones con m/z 426 y 408 correspondientes con la pérdida de agua. 

La presencia de un fragmento con m/z 207 que agrupa a los anillos A y B o D y E con 

el grupo hidroxilo y otro con m/z 189 formado por la pérdida de agua a partir de dichos 

fragmentos. En la figura 30 se presentan los principales fragmentos asociados a la 

ruptura del compuesto según Hinge y cols. (1966). 
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Al comparar el espectro de masas del compuesto 12 (Anexo 3.10) con los fragmentos 

del taraxastanediol se pudo constatar que existían similitudes en la masa molecular y 

en secuencia de fragmentaciones, o sea, el ion molecular de m/z 444 y otros picos 

con m/z 426, 411, 207 y 189, lo cual permite sugerir dicha propuesta estructural. 

El metabolito representado por el pico 13 que eluyó a los 29,50 minutos, según los

resultados brindados por la base de  datos del equipo y las referencias bibliográficas 

consultadas (Budzikiewicz y cols., 1963; Hinge y cols., 1966; Anjaneyulu y cols., 1985, 

1999), permite sugerir que es un triterpeno pentacíclico del grupo del taraxastano, 

específicamente un derivado del epi- -taraxastanonol cuya fórmula química es 

C30H50O2, de masa molecular 442. 

El espectro de masas obtenido para el compuesto 13 y el propuesto por la biblioteca 

del equipo para el epi- -taraxastanonol se muestra en Anexo 3.11. Como se puede 

apreciar, existe una alta coincidencia entre ambos espectros. El espectro de masas no 

muestra ión molecular pero se presenta  un fragmento iónico a m/z 424 producido por 

la pérdida de agua desde el ión molecular [M-18]+. Se observa un fragmento 

prominente a m/z 205 característico de triterpenos pentacíclicos saturados 

(Budzikiewicz, 1963), el cual contiene los anillos A y B con el grupo carbonilo, y se 

forma por la ruptura del anillo C. Otra fragmentación representada por los picos  de 

m/z 342  y m/z 82  es producida a través de una reacción Retro-Diels Alder durante la 

ruptura del anillo E, también se genera otro fragmento a m/z 314, debido posiblemente 

a la pérdida de una molécula de monóxido de carbono (CO) desde el fragmento 342 y 

otro con m/z 272 que involucra la función carbonílica con dos grupos metilos. En la 

figura 31 se representa una de las rutas propuestas para las principales 

fragmentaciones del taraxastanonol (Hinge y cols., 1966; Anjaneyulu y cols., 1999). 

El extracto de AcOEt de la colecta de Agosto/07 también mostró un cromatograma 

(figura 32) con gran cantidad de picos, de los cuales solo pudieron ser identificados 14 

componentes, entre ellos, cetonas, alcoholes superiores, ácidos grasos, tocoferoles, 

un triterpeno y un fitoesterol. En la tabla XXIV se recogen los principales metabolitos 

detectados y en el Anexo 7 se muestran los espectros de algunos de ellos, el resto 

aparece en colectas anteriores (Anexos 3-6). 
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Figura 32. Cromatograma gaseoso del extracto  de AcOEt de Agosto/07 



Tabla XXIV. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto  acetato de etilo 
de Agosto/07 

Picos
Tiempos

 de 
retención

(min)

Compuestos sugeridos 
Áreas

 relativas 
(%)

Fórmulas
químicas

1 9,75 6,10-dimetil-5,9- undecadien-
2-ona

0,93 C13H22O

2 16,71 Ácido mirístico 1,19 C14H28O2

3 17,09 1-octadeceno 1,88 C18H36

4 18,20 Neofitadieno 9,88 C20H38

5 18,88 6,10,14-trimetil-5,9,13-
pentadecatrien-2-ona 

7,48 C18H30O

6 19,82 Ácido palmítico 17,90 C16H32O2

7 21,52 Fitol 2,63 C20H40O
8 22,20 Ácido oleico 4,08 C18H34O2

9 22,90 Ácido esteárico 2,29 C18H36O2

10 24,22 1-docoseno 2,25 C22H44

11 27,52  -tocoferol 6,29 C28H48O2

12 28,49 - tocoferol 15,63 C29H50O2

13 29,50 -sitosterol 23,69 C29H50O
14 30,09 - amirina 3,88 C30H50O
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Como se puede apreciar en la tabla, el -sitosterol es el que evidencia el mayor valor 

de área relativa (23,69%).  Dentro del grupo de los esteroides, éste es uno de los 

esteroles tetracíclicos menos  frecuentes, es común encontrar su isómero -sitosterol, 

ampliamente distribuido en la naturaleza y en muchas especies de Phyllanthus, entre 

ellas,  P. caroliniensis;  P. corcovadensis; P. engleri;  P. flexuosus;  P. 

muellerianu;  P. niruri; P. urinaria y P. Watsonii, y ha demostrado tener en estudios 

farmacológicos actividad antiinflamatoria y analgésica (Calixto y cols., 1998). 

En el espectro de masas de dicho compuesto (Anexo 7.3A) se puede observar el ion 

molecular con m/z 414 que corresponde con la fórmula general C29H50O, debido a la 

pérdida de H2O (proveniente del grupo OH de la posición 3) a partir del ion molecular 

se origina el pico con m/z 396 [M-18]+,  este fragmento sufre una nueva fragmentación 

dando origen al m/z 255, el cual surge por una eliminación de la cadena lateral unida 

al ciclo pentano perhidrofenantreno y por la pérdida de metilo y agua [M-15-18]+ se

forma el ion con m/z 381. También se evidencia un fragmento con m/z 273 originado 

por la pérdida de la cadena lateral (C10H21), a partir del cual se origina el ión m/z 255 

por pérdida de agua. Los principales fragmentos asociados a las rupturas del 

compuesto según Kutney y cols. (1996),  Weststrate y cols. (1999) y Martínez (2002) 

se muestran en la figura 33. 

Para sugerir la presencia de este compuesto y no de su isómero  se realizó una 

corrida de la muestra y un patrón de -sitosterol (Merck, 98% de pureza) bajo las 

mismas condiciones de trabajo. Como resultado se obtuvo que el compuesto sugerido 

por la base de datos del equipo y el patrón utilizado eluyeron al mismo tiempo de 

retención (29,50min). En la figura 34 se muestran los cromatogramas obtenidos y una 

superposición del ion 414 que es el pico base del espectro de masas del compuesto. 

Al analizar los espectros obtenidos para el -sitosterol presente en el extracto (Anexo 

7.3 A), el patrón (Anexo 7.3 B) y el ofrecido por la base de datos del equipo (Anexo 

7.3 C) se pudo observar plena correspondencia entre ellos, no siendo así cuando se 

comparaban con el espectro del -sitosterol (Anexo 7.3D) donde el ion molecular 414 

es  mucho  más  intenso y  la diferencia de intensidad de este pico respecto al m/z 396
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Figura 33.  Principales fragmentos asociados a las rupturas del -sitosterol 
(Kutney y cols., 1996; Weststrate y cols., 1999; Martínez, 2002.)
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C
Figura 34. Cromatogramas gaseosos obtenidos en el análisis del -sitosterol 

A: Cromatograma del extracto hexánico de Agosto/07; B: Cromatograma del patrón 

-sitosterol; C: Superposición del pico de -sitosterol obtenido para el extracto y el patrón
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es mayor con respecto al . Estos resultados están en correspondencia con lo 

reportado por Garibello (2010).

Otros metabolitos mayoritarios sugeridos fueron el ácido palmítico y el -tocoferol, con 

abundancias relativas de 17,90 y 15,63%  respectivamente, ya referidos anteriormente 

en el estudio. 

El extracto perteneciente a la muestra de Octubre/07 también mostró un 

cromatograma (figura 35) con varios picos de diferentes intensidades, se identificaron 

con ayuda de la base de datos 12 constituyentes, los cuales se muestran en la tabla 

XXV y en los Anexos 3-8 los espectros de ellos. 

El compuesto mayoritario también resultó ser el -sitosterol con una abundancia 

relativa del 26,05%, aunque existe un predominio de estructuras de naturaleza lipídica 

(picos 2, 3, 5 y 6), entre ellos el oleato de metilo (20,71%) y el linoleato de metilo (con 

una abundancia relativa del 11,92%),  siendo este último el éster metílico del ácido 

linoleico que constituye un ácido graso esencial, necesario para el crecimiento, la 

reparación de las células y precursor de muchas otras sustancias del organismo, 

responsables de regular la presión arterial, la respuesta inflamatoria o la coagulación 

sanguínea (Manera y Zudaire, 2009). Estos compuestos lipídicos han sido 

identificados en P. maderaspatensis (Calixto y cols., 1998). 

Los ésteres alifáticos poseen un patrón de fragmentación semejante al de los 

hidrocarburos lineales, diferenciándose de éstos por la presencia del ion m/z 74 que 

en ocasiones corresponde con el pico base del espectro. Este pico es el más 

característico de los ésteres alifáticos y se forma por un reordenamiento de McLafferty 

con una ruptura del enlace  en relación al grupo C=O. Los ésteres presentan 

aglomerados de hidrocarburos en intervalos de 14 unidades de masa y el pico con m/z 

87 que corresponde al ion [CH2CH2COOCH3] está siempre presente. (Silverstein y 

cols., 1977; Dass, 2007). 

El análisis del extracto correspondiente a la muestra de Enero/08 presentó un 

cromatograma  (figura 36)  conformado por gran cantidad de picos cromatográficos de  
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Figura 35. Cromatograma gaseoso del extracto  de AcOEt de Octubre/07 



Tabla XXV. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto acetato de etilo de 
Octubre/07

Picos
Tiempos

de
retención

(min)

Compuestos sugeridos 
Áreas

relativas
(%) 

Fórmulas
químicas

1 18,36 Neofitadieno 3,78 C20H38

2 19,70 Palmitato de metilo 4,17 C17H34O2

3 19,90 Ácido palmítico 4,59 C16H32O2

4 20,95 Ácido 4-oxazolecarboxílico,
4,5-dihidro-2-fenil-1-metil etil 

éster

4,16 C13H15O3N

5 21,20 Linoleato de metilo 11,92 C19H34O2

6 21,48 Oleato de metilo 20,71 C19H36O2

7 24,50 1-docoseno 7,21 C22H44

8 27,75  -tocoferol 5,40 C28H48O2

9 28,67 - tocoferol 5,37 C29H50O2

10 29,41 Estigmasta-5,22-dien-3-ol 1,92 C29H48O
11 29,80 -sitosterol 26,05 C29H50O
12 31,10 Estigmast-4-en-3-ona 4,66 C29H48O



Figura 36. Cromatograma gaseoso del extracto  de AcOEt de Enero/08 
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diferentes intensidades, encontrando mayor complejidad a partir de los 15 minutos, 

aproximadamente.

Del total de picos mostrados, solo pudieron ser identificados 19 componentes, fenol 

(pico 1) y tres derivados del mismo (picos 2, 4, 5), una coumarina (pico 3), cinco 

terpenos, entre ellos, un apocarotenoide (pico 6), un alcohol terpénico (pico 7), dos 

diterpenos (picos 8,13) y un  triterpeno (pico 18), dos fitoesteroles (picos 17, 19), dos 

ésteres de ácidos grasos (picos 9, 12), alcoholes superiores (picos 10, 11), un alqueno 

(pico 14) y dos tocoferoles (pico 15 y 16). El mayor porcentaje de compuestos 

identificados correspondió a estructuras del tipo terpénicas, aunque el -sitosterol fue 

el que mostró el mayor valor de área relativa (20,96 %). En la tabla XXVI se señalan 

los compuestos y en Anexo 9 los espectros de masas de la mayoría de ellos, 

encontrándose los restantes en los Anexos 3-8. 

Otro metabolito mayoritario según los valores de áreas relativas es el  terpeno 

vomifoliol con un 10,14%, el mismo no ha sido referido en  otras especies de 

Phyllanthus aunque se ha identificado en especies de Rauwolfia vomitoria,

Policourea alpina (Stuart e Ivonne, 1975), Picus chlamydocarpa y Picus cordata 

(Moraceae) (Kuete y cols., 2008) y juega un importante papel en la apertura y cierre 

de los estomas en las plantas. En el espectro de masas del compuesto (Anexo 9.7) se 

observó un pico casi imperceptible a m/z 223 relacionado con la pérdida de un átomo 

de hidrógeno desde el ión molecular (m/z 224). También un fragmento de m/z 206 

producido por la pérdida de agua desde el ion molecular. El pico base del espectro 

aparece a m/z 124, relacionado con el agrupamiento químico C8H12O. Otros picos 

fueron localizados a m/z 151 (C9H11O2), m/z 95 (C7H11), m/z 79 (C6H7), entre otros, en 

correspondencia con lo planteado en la literatura (Stuart e Ivonne, 1975, Kuete y cols., 

2008). En la figura  37 se muestran algunas fragmentaciones sugeridas para el 

compuesto.

Se presenta también en dicho extracto el triterpeno pentacíclico derivado del 

taraxastanonol, del cual se hizo referencia en extractos anteriores. 
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Tabla XXVI. Compuestos sugeridos por CG-EM en el extracto  acetato de etilo de 
Enero/08

Picos
Tiempos

de
retención

(min)

Compuestos sugeridos 
Áreas

relativas
 (%) 

Fórmulas
químicas

1 4,90 Fenol 7,05 C6H6O
2 6,20 2-metoxi fenol 6,05 C7H8O2

3 12,00 2-coumaranona 5,03 C8H6O2

4 14,49 2-metoxi-4-vinilfenol 1,76 C9H10O2

5 15,36 2,5-dimetoxi fenol 2,10 C8H10O3

6 17,51 Blumenol C 5,86 C13H22O2

7 17,98 Vomifoliol 10,14 C13H20O3

8 18,30 Neofitadieno 5,47 C28H38

9 19,57 Palmitato de metilo 2,32 C17H34O2

10 20,00 9-octadecenol 3,58 C18H36O
11 20,50 1-octadecanol 1,93 C18H38O
12 21,25 Linoleato de metilo 1,32 C19H34O2

13 21,50 Fitol 3,10 C20H40O
14 23,90 5-eicoseno 6,73 C20H40

15 27,82  -tocoferol 1,39 C28H48O2

16 28,38 - tocoferol 4,26 C29H50O2

17 29,16 Estigmasterol 1,72 C29H48O
18 29,50 Derivado de epi- -

taxastanonol
9,21 C30H50O2

19 29,62  -sitosterol 20,96 C29H50O



O

OH
OH

m/z=224

O

m/z=124

O

OH

m/z=206

Figura 37. Algunos fragmentos sugeridos a la ruptura del vomifoliol 



                                    Resultados y Discusión 

Otro compuesto con un valor apreciable  de área relativa es el fenol (7,05%). Al tener 

un anillo aromático en su estructura, se presenta un ion molecular muy intenso que 

muchas veces coincide con el pico base del espectro, como sucede en este caso, el 

mismo mostró en su espectro de masas (Anexo 9.1) un pico prominente a m/z 94 que 

corresponde con el ion molecular y aparece un fragmento a m/z 66 de menor 

intensidad relacionado con la pérdida de monóxido de carbono desde el ion molecular 

[M- 28]+, lo cual es característico de este tipo de compuesto (Silverstein y cols., 1977).  

Fue identificado también el 2-metoxi fenol, cuyo espectro de masas (Anexo 9.2) 

mostró el ión molecular con m/z 124 del cual resulta un fragmento de muy baja 

intensidad con m/z 95 correspondiente a la pérdida de CHO (M+- 29) (Silverstein y 

cols., 1977). El resto de los derivados fenólicos  como 2-metoxi vinilfenol (Anexo 9.4) y 

2,5- dimetoxi fenol (Anexo 9.5) tienen un comportamiento similar a este compuesto. 

El blumenol C, identificado con el pico 6, eluyó a un tiempo de 17,51 min.

aproximadamente, éste es un pigmento de color amarillo  y se forma por la ruptura de 

moléculas de carotenos, el mismo no ha sido identificado en especies del género 

Phyllanthus según las bibliografías consultadas, pero si en las raíces de Nicotiana

tabacum (tabaco) (Maier y cols., 1999), Triticum aestivum (trigo), Secale cereale 

(centeno) y Avena sativa (avena) (Maier y cols., 1995) y de las partes aéreas de 

Epimedium grandiflorum (Miyase y cols., 1988). Su espectro de masas y el ofrecido 

por la base de datos del equipo (Anexo 9.6) muestran un ion molecular de mediana 

intensidad a m/z 210 y otros fragmentos de interés de m/z 150, 135, 108, 93, entre 

otros, característicos del compuesto (Miyase y cols., 1988; Maier y cols., 1995). 

Uno de los compuestos menos abundantes en el extracto fue el estigmasterol, un 

esterol muy frecuente en la naturaleza y en especies de Phyllanthus como,  P. 

flexuosus, P. caroliniensis, P. corcovadensis, P. sellowianus (Calixto y cols., 

1998). En el  espectro de masas  (Anexo 5.7) pudo visualizarse el ion molecular (M+)

con m/z 412 característico del compuesto,  en correspondencia con su fórmula 

general C29H48O, se observaron otros picos con m/z 397 originado por pérdida de un 

grupo metilo a partir de M+, m/z 394 por la pérdida de agua a partir de M+ y por la 

pérdida de metilo y H2O [M-15-18]+ el ion con m/z 379, producto de la ruptura arílica 
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de la cadena lateral se origina el ion con m/z 369 [M-43]+ y el ion con m/z 351 [M-43-

18]+ formado por la ruptura de la cadena lateral (-C3H7) y la pérdida de H2O, así como 

fragmentos con m/z 273, 255, 213, entre otros. Estos resultados concuerdan con lo 

reportado en la literatura (Weststrate y cols., 1999; Ticona, 2006; Chegwing, 2007; 

Isaza, 2007; Nieto y Ávila, 2008; Garibello, 2010). 

El análisis de los extractos de acetato de etilo de las diferentes colectas, permitió la 

identificación de 35 componentes de diferente naturaleza química, de ellos,  17 ya se 

habían identificado en los extractos hexánicos, lo que confirma su abundancia en la 

especie y a la vez indica que la extracción por maceración con este disolvente no 

extrajo la totalidad de los componentes presentes (tabla XXVII).  

Como metabolitos exclusivos de estos extractos fueron identificados 18, de los cuales 

predominaron los alcoholes y fenoles (cinco compuestos), terpenoides y esteroles 

(cinco componentes), ácidos grasos esterificados (cuatro compuestos), un 

hidrocarburo, una cetona, una cumarina y -tocoferol.

En sentido general, en los extractos de baja polaridad (hexano y acetato de etilo),

fueron extraídos, fundamentalmente, compuestos de naturaleza grasa. 

La presencia de hidrocarburos en la especie, puede ser explicada atendiendo a 

diversas funciones que como metabolitos secundarios tienen en las plantas, donde los 

alcanos constituyen una fuente de carbono o energía.  También se encuentran 

alcanos sólidos de cadena larga, que forman una capa firme, la cutícula, sobre las 

áreas expuestas al aire, que protege a la planta de la pérdida de agua, de bacterias, 

hongos e insectos dañinos, a la vez que evita el arrastre de minerales por la lluvia. Las 

cadenas carbonadas de las ceras tienen generalmente entre veinte y treinta átomos 

de carbono y las especies vegetales las preparan a partir de los ácidos grasos. La 

composición exacta de la película de cera no sólo depende de la especie (pueden 

estar constituidas por mezclas complejas de compuestos alifáticos, alcanos, 

alcoholes, aldehídos y ácidos grasos aunque estos en menor proporción), sino que 

cambia con la estación y factores ambientales como las condiciones de iluminación, 

temperatura o  humedad  (Taiz y Zeiger, 2006), lo  que  puede explicar  que en el caso
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Tabla XXVII. Compuestos sugeridos por CG-EM en los extractos de acetato de 
etilo obtenidos de diferentes colectas 

Abundancia relativa %/  
Época de colecta No Clase de compuesto/Nombre 

Mar/
07

Ago/
 07 

Oct/
07

Ene/
08

HIDROCARBUROS
1 5-eicoseno 6,73
2 1- dococeno 1,47 2,25 7,21
3 1-octadeceno 1,88

CETONAS
4 6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona (geranil/neril-cetona) 2,76 0,93
5 6,10,14-trimetil-5,9,13-pentadecatrien-2-ona (Farnesil-cetona) 15,61 7,48
6 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona  2,12

ALCOHOLES Y FENOLES
7 9-octadecenol 3,58
8 1-octadecanol 1,93
9 Fenol 7,05
10 2-metoxi-fenol 6,05
11 2,5-dimetoxi-fenol  2,10
12 2-metoxi-4-vinil-fenol 1,76

ÁCIDOS Y ÉSTERES
13 Ácido mirístico  1,19
14 Ácido palmítico 11,31 17,90 4,59
15 Ácido oléico 5,56 4,08
16 Ácido esteárico 1,98 2,29
17 Ácido-4-oxazolecarboxílico-4,5-dihidro-2-fenil-1-metil-etil-éster 4,16
18 Linoleato de metilo 11,92 1,32
19 Palmitato de metilo 4,17 2,32
20 Oleato de metilo 20,71

TERPENOS Y FITOSTEROLES 
21 Epi- -taraxastanonol (derivado) 6,31 9,21
22 Taraxastanediol (derivado) 7,11
23 Fitol 3,03 2,63 3,10
24 Neofitadieno  9,88 3,78 5,47
25 Estigmast-4-en-3-ona 7,62 4,66
26 Estigmast-5,22-dien-3-ol 1,92
27 -sitosterol 11,68 23,69 26,05 20,96
28 -amirina 9,42 3,88
29 Estigmasterol 1,72
30 Blumenol C 5,86
31 Vomifoliol 10,14

OTROS COMPONENTES 
32 4,8,12,16-tetrametil-4-heptadecanólido (lactona) 1,74
33 -tocoferol 2,51 6,29 5,40 1,39
34 - tocoferol 9,76 15,63 5,37 4,26
35 2-coumaranona 5,03

Leyenda: Las líneas oscuras corresponden a compuestos identificados en los extractos hexánicos
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particular de la especie objeto de estudio, tanto los hidrocarburos, como los alcoholes 

hayan tenido una concentración más elevada en Enero, como un mecanismo de 

defensa al estrés hídrico, pues según Lechea (1994) este mes es considerado uno de 

los más típicos de sequía en Cuba. La existencia de una cutícula gruesa en las hojas 

de la especie fue demostrada en el estudio micromorfológico. 

La presencia de fenoles en la especie puede ser justificada como compuestos 

intermediarios en la biosíntesis de otros compuestos fenólicos y como monómeros de 

la lignina, un componente de incrustación de la membrana celular, que le da 

resistencia y sostén a la misma.

Los otros componentes presentes, son productos también del metabolismo 

secundario, el cual es mucho más heterogéneo entre las diferentes especies, las 

épocas de colecta, de crecimiento y los diversos tejidos, y algunas de sus rutas 

pueden ser imprescindibles en ciertas situaciones ecofisiológicas. Sus funciones 

pueden ser varias y están fundamentalmente relacionadas con la comunicación entre 

las partes del vegetal y de este con otros seres vivos, tales como, atraer insectos 

polinizadores, inhibir el crecimiento de plantas vecinas, dar resistencia física o ejercer 

de transmisor de señales entre diferentes tejidos, lo cual puede explicar las 

variaciones encontradas (Judd y cols., 2002; Ávalos y Pérez-Urria, 2009). 

Teniendo en cuenta que la especie objeto de estudio es endémica de Cuba y los

estudios químicos son escasos, los resultados obtenidos en este trabajo representan 

aportes en el conocimiento de la composición química de P. orbicularis.

IV.4. ANÁLISIS DE LOS EXTRACTOS METANÓLICOS 

Dadas las características de polaridad del extracto metanólico, éste solo podría 

analizarse por CG-EM si  se sometieran a derivatización las muestras, los resultados 

obtenidos en un análisis previo por esta vía permitió la detección de gran cantidad de 

azúcares y estructuras tipo flavonoides, considerando estos antecedentes se 

seleccionó otro método para su separación y análisis. 

69



                                    Resultados y Discusión 

IV.4.1. ANÁLISIS POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN

La cromatografía líquida de alta resolución ha tenido una creciente difusión y hoy en 

día representa una de las herramientas más empleadas en los laboratorios analíticos 

modernos. Esta técnica separativa ha sido empleada últimamente en el análisis de 

flavonoides brindando resultados satisfactorios, en la misma se emplean columnas de 

fase reversa y variadas fases móviles que abarcan diferentes polaridades y sistemas, 

tanto isocráticos como de gradiente, así como diferentes longitudes de onda para la 

detección.

Este análisis se realizó a los extractos metanólicos de las muestras correspondientes 

a las colectas de Marzo/07, Agosto/07, Octubre/07 y Enero/08, con el propósito de 

identificar los flavonoides presentes, a partir de los antecedentes que se tenían de 

otras especies de Phyllanthus (Calixto y cols., 1997, 1998; Ham y cols., 2001; Shakil 

y cols., 2008). 

En este estudio se inyectaron primeramente los estándares (rutina, quercetina y 

kaempferol) para establecer los tiempos de retención de cada uno, en iguales 

condiciones a la de los extractos a analizar, como resultados se obtuvieron valores de 

20,24; 24,55 y 26,94 minutos respectivamente. El anexo 10 muestra los  

cromatogramas y espectros UV obtenidos para cada patrón. 

El extracto metanólico de Marzo/07 mostró un cromatograma sencillo (figura 38A) con 

la presencia de 11 picos cromatográficos, donde los representados con los tiempos de 

20,22, 24,60 y 26,96min. correspondieron con la rutina, quercetina y kaempferol 

respectivamente, pudiendo sugerir que la rutina es mayoritaria entre los flavonoides 

ensayados con un valor de área relativa del 34,29%.

La muestra de Agosto/07 presentó alrededor de 13 picos (figura 38B), siendo el 

metabolito mayoritario, con un valor de área relativa del 58,33%, el de tiempo de 

retención de 20,32min. que al compararlo con los patrones (tr y espectro UV) se pudo 

constatar que era la rutina, además de detectar en ella a la quercetina, quien eluyó a 

un tiempo de 24,68min. 
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Por su parte, el extracto de la colecta de Octubre/07 también evidenció un 

cromatograma con 13 picos cromatograficos (figura 38C), pudiendo identificar los 3 

flavonoides ensayados, destacándose entre ellos igualmente la rutina como el 

mayoritario con un valor de área relativa del 27,53%.

El extracto correspondiente a Enero/08 fue el más complejo (figura 38D) con alrededor

de 17 picos cromatográficos, identificando a la rutina como el metabolito mayoritario 

(12,23%), la cual eluyó a un tiempo de 20,33min., detectándose además, los 

flavonoides quercetina y kaempferol con tr de 24,69 y 26,85min.  y áreas relativas de 

10,40 y 10,15% respectivamente. 

En la tabla XXVIII se recogen los resultados del estudio. 

Es de notar, en los cuatro extractos metanólicos que el metabolito mayoritario entre 

los flavonoides ensayados fue la rutina, acompañado siempre de la quercetina que 

tuvo menor porcentaje de área relativa en la colecta de Marzo, no ocurriendo así para 

el kaempferol, el cual no fue detectado en la muestra de Agosto/07.  

En la mayoría de los flavonoides y en especial en flavonas y flavonoles,  el espectro 

de absorción UV, exhibe dos bandas en la región del ultravioleta/visible, la banda I 

representativa del anillo A de estos compuestos que aparece en un rango de los 320 a 

385nm y la banda II perteneciente al anillo B, ubicada entre los 250 y 285nm (Lock, 

1988; Markham, 1989). 

Teniendo en cuenta este análisis, es importante destacar que en los cromatogramas

de los extractos estudiados (figura 38), varios picos cromatográficos mostraron al UV 

espectros característicos de flavonoides, pudiendo señalar: 

Picos 4-6, 8-9 del cromatograma de la colecta de Marzo/07  

Picos 7-8, 10-12 del cromatograma de la colecta de Agosto/07

Picos 5-12 del cromatograma de la colecta de Octubre/07

Picos 9-11, 13-16 de cromatograma de la colecta de Enero/08  
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A. Cromatograma CLAR del extracto metanólico de Marzo/07 

B. Cromatograma CLAR del extracto metanólico de Agosto/07 

C. Cromatograma  CLAR del extracto metanólico de Octubre/07 

D. Cromatograma CLAR del extracto metanólico de Enero/08 

Figura 38. Cromatogramas CLAR de los extractos metanólicos de las diferentes 
colectas
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Estos resultados sugirieron la presencia en los extractos de un elevado número de 

compuestos de esta naturaleza, aunque hubiera sido conveniente utilizar  otros 

patrones de flavonoides y de ácidos fenólicos para identificar picos de buena 

abundancia relativa. Un análisis por HPLC acoplado a masas o el empleo de HPLC 

preparativo o semipreparativo con posterior análisis espectroscópico de los 

compuestos aislados, permitirían sugerir un determinado grupo de compuesto o 

propuesta estructural, lo cual no fue posible por su disponibilidad. 

También se pudo constatar que los mayores porcentajes de áreas relativas de los

flavonoides en conjunto (los ensayados) y de la rutina en particular correspondieron a 

las colectas de Agosto/07 y Marzo/07 y los menores a Enero/08, estos resultados 

están en concordancia con los obtenidos en la determinación cuantitativa de fenoles 

totales y análisis cuantitativo de rutina bajo otras circunstancias cromatográficas, ya 

comentadas en un acápite anterior, pudiendo proponer a dicho metabolito como el 

marcador químico de estos extractos bajo las condiciones ensayadas.

IV.4.2. FRACCIONAMIENTO EN COLUMNA CROMATOGRÁFICA

Este estudio se llevó a cabo solamente en los extractos metanólicos teniendo en 

cuenta antecedentes biológicos  con extractos polares de la planta, considerando 

además,  la presencia en los mismos, de compuestos fenólicos como los flavonoides, 

quienes tienen referidos varias propiedades farmacológicas, y de alguna manera 

poder aislar los mismos para su posterior evaluación biológica, algo que no ha sido 

referido anteriormente para la planta. Como se señaló anteriormente se trabajó con 

las muestras de Agosto/07 y Enero/08. 

El extracto metanólico (15g) correspondiente a la muestra de Agosto/07 fue sometido 

a un fraccionamiento en columna, se colectaron 100 eluatos de 150mL, utilizando las 

combinaciones de fases móviles que se muestran en la tabla XXIX. Las fracciones 

eluidas con Hexano: AcOEt (10:90) y AcOEt fueron reunidas por su similitud 

cromatográfica y una vez concentradas (F13-30) fueron sometidas a CC, rindiendo un 

total de 85 subfracciones de 50mL cada una según se muestra en la tabla XXX, como 

resultado  del   proceso,  de   las   subfracciones  eluidas  con  hexano:AcOEt   (30:70)
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Tabla  XXIX. Fraccionamiento del extracto metanólico de la colecta de Agosto/07 
Fracciones Proporción (%) Fracciones obtenidas 

Hexano 100 1-2
Hexano: AcOEt 50:50 3-4
Hexano: AcOEt 40:60 5-7
Hexano: AcOEt 30:70 8-12
Hexano: AcOEt 10:90 13-18

AcOEt 100 19-30
AcOEt: MeOH 90:10 31-45

AcOEt: MeOH 70:30 46-55
AcOEt: MeOH 60:40 56-63
AcOEt: MeOH 50:50 64-72
AcOEt: MeOH 40:60 73-80
AcOEt: MeOH 30:70 81-90
AcOEt: MeOH 10:90 91-95

MeOH 100 96-100

Tabla XXX. Fraccionamiento de F13-30

Fases móviles Proporción (%) Fracciones obtenidas 
Hexano 100 1-2

Hexano: AcOEt 80:20 3-4
Hexano: AcOEt 60:40 5-8
Hexano: AcOEt 50:50 9-15
Hexano: AcOEt 40:60 16-23
Hexano: AcOEt 30:70 24-33
Hexano: AcOEt 20:80 34-41

AcOEt 100 42-48
AcoEt: MeOH 80:20 49-53
AcoEt: MeOH 70:30 54-60
AcoEt: MeOH 60:40 61-67
AcoEt: MeOH 50:50 68-72
AcoEt: MeOH 40:60 73-76
AcoEt: MeOH 20:80 77-80

MeOH 100 81-85
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precipitó un sólido de color amarillo claro (1) el cual una vez purificado, rindió 12, 8 mg 

aproximadamente.

Las fracciones 31-55 obtenidas del fraccionamiento inicial del extracto metanólico

(tabla XXIX)  fueron reunidas considerando su similitud cromatográfica y al 

concentrarlas precipitó un sólido amarillo intenso (2), el mismo se obtuvo por filtración 

y se purificó con hexano: AcOEt para rendir 800mg, el resto de la fracción (F31-55) se 

pasó por CC, rindiendo un total de 64 subfracciones de 50mL cada una según se 

muestra en la tabla XXXI, pudiendo aislar 53,8mg de otro sólido de color amarillo (3)

de las subfracciones eluidas con AcOEt (29-38). 

El fraccionamiento en columna del extracto metanólico (15g) de la colecta de Enero/08 

ofreció 104 fracciones de 150mL aproximadamente, empleando las combinaciones de 

fases móviles que se muestran en la tabla XXXII. Las fracciones de la 33-60 fueron 

reunidas por su semejanza cromatográfica y al concentrarlas precipitó un sólido 

coposo de color amarillo intenso (4), que una vez purificado rindió 300mg, al resto de 

la fracción (F35-60) se le realizó CC, se obtuvieron 60 fracciones de 50mL cada una 

(tabla XXXIII); de las subfracciones de la 13-22 se logró el aislamiento de 9,6mg de un 

sólido de color amarillo claro (5) y de la subfracción 28-39 precipitó otro sólido (6) de 

color amarillo, el cual después de purificado brindó 36,4mg. 

Al hacer un análisis del comportamiento cromatográfico de todas las subfracciones 

obtenidas en el proceso de separación en columna, se pudo constatar que  muchas 

de ellas presentaban gran complejidad, observándose manchas alargadas con 

tonalidades que oscilaban desde el amarillo parduzco  claro hasta el rojizo, quedando 

una de ellas retenidas en el punto de aplicación, algo característico de compuestos 

muy polares. Lo notorio en este estudio fue la presencia de manchas de color amarillo 

bien definidas, las cuales manifestaron un comportamiento típico de flavonoides al 

someter las cromatoplacas a los vapores de amoníaco, solución metanólica de 

tricloruro de aluminio y luz UV, lo cual está en plena correspondencia con la mayoría 

de los compuestos aislados, permitiendo comprobar según el comportamiento que los 

compuestos 1 y 4 corresponden al mismo producto al igual que 3 y 6.
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Tabla XXXI. Fraccionamiento en CC de F31-55

Fases móviles Proporción (%) Fracciones obtenidas 
Hexano 100 1-2

Hexano: AcOEt 80:20 3-4
Hexano: AcOEt 60:40 5-8
Hexano: AcOEt 50:50 9-11
Hexano: AcOEt 40:60 12-23
Hexano: AcOEt 20:80 24-28

AcOEt 100 29-38
AcOEt: MeOH 80:20 39-43
AcOEt: MeOH 60:40 44-48
AcOEt: MeOH 50:50 49-52
AcOEt: MeOH 40:60 53-57
AcOEt: MeOH 20:80 58-60

MeOH 100 61-64



Tabla  XXXII. Fraccionamiento del extracto metanólico de la colecta de Enero/08 
Fracciones Proporción (%) Fracciones obtenidas 

Hexano 100 1-2
Hexano: AcOEt 50:50 3-5
Hexano: AcOEt 40:60 6-10
Hexano: AcOEt 30:70 11-16
Hexano: AcOEt 10:90 17-25

AcOEt 100 26-32
AcOEt: MeOH 90:10 33-46

AcOEt: MeOH 70:30 47-60
AcOEt: MeOH 60:40 61-72
AcOEt: MeOH 50:50 73-81
AcOEt: MeOH 40:60 82-90
AcOEt: MeOH 30:70 91-96
AcOEt: MeOH 10:90 97-100

MeOH 100 101-104

Tabla  XXXIII. Fraccionamiento del F35-60

Fracciones Proporción (%) Fracciones obtenidas 
Hexano 100 1-2

Hexano: AcOEt 80:20 3-5
Hexano: AcOEt 60:40 6-8
Hexano: AcOEt 50:50 9-12
Hexano: AcOEt 40:60 13-22
Hexano: AcOEt 20:80 23-27

AcOEt 100 28-34
AcOEt: MeOH 80:20 35-39
AcOEt: MeOH 60:40 40-43
AcOEt: MeOH 50:50 44-48
AcOEt: MeOH 40:60 49-53
AcOEt: MeOH 20:80 54-57
AcOEt: MeOH 100 58-60
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IV.4.3. REACCIÓN DE ACETILACIÓN  

Con el propósito de mejorar la solubilidad de los extractos metanólicos en disolventes 

menos polares y poder obtener algún compuesto con mejores propiedades desde el 

punto de vista biológico, se llevó a cabo una reacción de acetilación. 

El extracto acetilado de la colecta de Agosto/07 fue sometido a fraccionamiento en 

columna, colectándose 160 fracciones de 25mL cada una (tabla XXXIV), las 

fracciones 40-61 eluidas con hexano: AcOEt (60:40) al presentar poca complejidad 

cromatográfica y similitud entre ellas fueron reunidas y concentradas, posteriormente 

se llevó a cabo un proceso de cristalización sucesiva y como resultado se obtuvieron 

27,5mg de un sólido cristalino de color crema amarillento (7). Paralelamente a ello, de 

las fracciones de la 98-109 eluidas con hexano: AcOEt (10:90) se aislaron 33,2mg de 

un producto cristalino amarillo claro (8). 

La separación en columna del extracto metanólico acetilado de la muestra de 

Enero/08 permitió colectar 150 fracciones de 25mL cada una según se muestra en la 

tabla XXXV. Se logró aislar de las fracciones 13-32 eluidas con hexano: AcOEt (70:30) 

15,3mg de un sólido cristalino crema amarillento (9). De las fracciones 89-93 y 94-100 

eluidas con hexano: AcOEt (10:90) y AcOEt respectivamente una vez reunidas, 

precipitaron cristales de color amarillo claro, los cuales fueron purificados por varias 

cristalizaciones para rendir finalmente una cantidad de 29,5mg (10).

El comportamiento cromatográfico de los cuatro compuestos aislados permitió sugerir 

que 7 y 9, así como 8 y 10 corresponden al mismo compuesto. 

IV.5. ANÁLISIS DE LOS COMPUESTOS AISLADOS 

La caracterización de los compuestos aislados se realizó sobre la base se sus 

constantes físicas  (punto de fusión) y espectroscópicas (IR, RMN-1H, RMN-13C,

experimento DEPT). 
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Tabla XXXIV. Fraccionamiento del extracto metanólico acetilado de la colecta de 
Agosto/07

Fases móviles Proporción (%) Fracciones obtenidas 
Hexano 100 1-2

Hexano: AcOEt 90:10 3-4
Hexano: AcOEt 80:20 5-10
Hexano: AcOEt 70:30 11-39
Hexano: AcOEt 60:40 40-61
Hexano: AcOEt 50:50 62-70
Hexano: AcOEt 40:60 71-80
Hexano: AcOEt 30’:70 81-86
Hexano: AcOEt 20:80 87-97
Hexano: AcOEt 10:90 98-109

AcOEt 100 110-120
AcoEt: MeOH 80:20 121-131
AcoEt: MeOH 70:30 132-140
AcoEt: MeOH 60:40 141-148
AcoEt: MeOH 50:50 149-153
AcoEt: MeOH 30:70 154-157

MeOH 100 158-160



Tabla XXXV. Fraccionamiento del extracto metanólico acetilado de la colecta de 
Enero/08

Fases móviles Proporción (%) Fracciones obtenidas 
Hexano 100 1-3

Hexano: AcOEt 90:10 4-6
Hexano: AcOEt 80:20 7-12
Hexano: AcOEt 70:30 13-32
Hexano: AcOEt 60:40 33-59
Hexano: AcOEt 50:50 60-71
Hexano: AcOEt 40:60 72-78
Hexano: AcOEt 30’:70 79-83
Hexano: AcOEt 20:80 84-88
Hexano: AcOEt 10:90 89-93

AcOEt 100 94-100
AcOEt: MeOH 80:20 101-106
AcOEt: MeOH 70:30 107-120
AcOEt: MeOH 60:40 121-130
AcOEt: MeOH 50:50 131-139
AcOEt: MeOH 30:70 140-146

MeOH 100 147-150
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IV. 5. 1. Compuesto 1

El compuesto 1 resultó ser el flavonoide apigenina según los resultados obtenidos y su 

comparación con los datos referidos en la literatura (Jay y Francois, 1974; Van Loo y 

De Bruyn, 1986; Fathiazad y cols., 2006), el mismo no es común encontrarlo en 

especies de Phyllanthus, solo se ha reportado su presencia en forma de glicósido, 

como apigenin-7-O-(6´´-butiril- -glucopiranósido) en P. emblica (Calixto y cols., 1998; 

Zhang y cols., 2002; Habib y cols., 2007; El-Desourky y cols., 2008). 

Es un sólido amarillo, soluble en etanol, metanol, dimetilsulfóxido, poco soluble en 

agua e insoluble en cloroformo y presentó una fusión inmediata entre los 344-3450C,

en correspondencia con el valor (3450C) reportado por Berashvili y cols. (2005). 

El espectro IR (Anexo 11) mostró bandas características de flavonoides (Lock, 1988),

por ejemplo, absorciones a 3283,20cm-1 indicativa de OH fenólicos, bandas estrechas 

a 1655,94, 1610,10, 1555,65cm-1  propia de enlaces C=C aromáticos, entre otras 

(Berashvili y cols., 2005). 

El espectro RMN-1H (Anexo 12) reflejó dobletes a 6,91 y 7,90ppm, los cuales integran 

para dos protones cada uno y los mismos derivan del sistema de espines AA´XX´ 

formado por los protones de las posiciones 2´, 3´, 5´ y 6´ del anillo B del compuesto, 

también se evidencian dobletes en 6,18 y 6,46ppm los cuales son asignados a los 

protones de las posiciones 6 y 8 respectivamente del anillo A, se muestra un singlete 

a 6,75ppm relacionado con el protón de la posición 3 y singletes a 12,93, 10,65 y 

10,40ppm adjudicables a los protones hidroxílicos de las posiciones 5, 7 y 4´. 

Por su parte el espectro RMN-13C (Anexo 13) reflejó señales para 15 carbonos donde 

las que están a 115,9ppm corresponden a los carbonos de las posiciones 3´,  5´ y la 

de 128,4ppm a las posiciones 2´, 6´, los otros desplazamientos químicos presentados 

son atribuibles a los 11 carbonos restantes. El experimento DEPT (Anexo 14) muestra 

las señales correspondientes a los grupos CH de las posiciones 3, 6, 8, 2´, 3´, 5´ y 6´. 

En la tabla  XXXVI se presentan las asignaciones para RMN-1H y 13C del compuesto. 
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Tabla XXXVI. Señales obtenidas en los espectros RMN 1H y 13C para el 
compuesto 1 y la Apigenina 

Compuesto 1 Apigenina*
Posición  (ppm) 1H  (ppm) 

13C
 (ppm) 1H  (ppm) 

13C
2 162,2 165,0
3 6,75 s 1H 102,8 6,8s 1H 103,7
4 181,6 182,0
5 12,93s 1H (OH) 157,2 12,94s 1H (OH) 158,2
6 6,18d 1H (J=3,0 Hz) 98,8 6,21d (J=2,1Hz) 99,7
7 10,65s 1H (OH) 164,2 10,80s 1H (OH) 164,6
8 6,46d 1H (J=3Hz) 93,9 6,50d 1H (J=2,1Hz) 94,8
9 163,7 162,3
10 103,3 104,6
1´ 121,1 122,0
2´ 7,90d 1H  (J=8,5 Hz) 128,4 7,95d 1H (J=8,8 Hz) 129,4
3´ 6,91d 1H (J=8,5 Hz) 115,9 6,94d 1H (J=8,8 Hz) 116,8
4´ 10,40s 1H (OH) 161,4 10,39s 1H (OH) 162,0
5´ 6,91d 1 H (J=8,5 Hz) 115,9 6,94d 1H (J=8,8 Hz) 116,8
6´ 7,90d 1H (J=8,5 Hz) 128,4 7,95d 1H (J=8,8 Hz) 129,4

O

O

HO

OH

OH3´

4´

5´6´1´

2´
1

2

456

7
8

9

10 3

Compuesto 1. Disolvente: DMSO-D6, RMN-1H (300MHz), RMN-13C (75MHz)
*Fathiazad y cols., 2006. Disolvente: DMSO-D6, RMN-1H (200MHz), RMN-13C (50MHz)
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IV.5.2. Compuestos 2 y 4 

El análisis de 2 y 4 con los informes reportados en la literatura (Mabry y cols., 1964; 

Markham, 1989; Fathiazad y cols., 2006) permitió determinar que correspondían al 

flavonoide rutina, el cual ya ha sido aislado de muchas especies de Phyllanthus

como, P. amarus, P. emblica, P niruri, P. sellowianus, P. urinaria (Calixto y cols., 

1998), P. matsumurae (Chen y Ren, 1997), P. reticulatus (Lam y cols., 2007), entre 

otras.

El compuesto se presentó como un sólido granular de color amarillo intenso, soluble 

en metanol y etanol, parcialmente soluble en agua e insoluble en cloroformo. El punto 

de fusión estuvo comprendido entre 190 y 1920C en correspondencia con lo planteado 

por Zapesochnaya y Ban'kovskii (1966). 

El espectro IR (Anexo 15) mostró una banda ancha a 3425,01cm-1  característico de 

agrupamientos fenólicos, se observa una banda estrecha a 1654,7cm-1  relacionada 

con  la  presencia de grupos  carbonilos, otras absorciones entre 1602,53 y 

1504,64cm-1   son atribuibles a los agrupamientos aromáticos (Lock, 1988). 

Al analizar el espectro RMN- 1H (Anexo 16) se observaron dobletes a 6,21, 6,40, 6,86 

y 7,72ppm relacionados con los protones aromáticos de las posiciones 6, 8, 5´ y 2´ de 

la estructura, un doblete de doblete a 7,68ppm correspondientes al protón aromático 

de la posición 6´ del anillo B, varias señales entre 3,25 y 3,82ppm características de 

los protones de los azúcares, un doblete a 1,12ppm propio del grupo metilo de la 

ramnosa y dobletes a 5,11ppm y 4,52ppm asociados con los protones anoméricos de 

la glucosa y ramnosa respectivamente. 

En el espectro RMN-13C (Anexo 17) se evidenciaron señales para 27 átomos de 

carbono y el experimento DEPT (Anexo 18) mostró la presencia de un agrupamiento 

CH3 a los 17,88ppm característico de la ramnosa y un núcleo de carbono en fase 

negativa a 68,5ppm  correspondiente al C-6 de la función CH2OH de la glucosa. Las 

asignaciones de los protones y carbonos del análisis por RMN se reflejan en la tabla 

XXXVII.
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Tabla XXXVII. Señales obtenidas en los espectros RMN 1H y 13C para los 
compuestos 2, 4 y la Rutina 

Compuestos 2 y 4 Rutina*
Posición  (ppm) 1H  (ppm) 13C  (ppm) 1H  (ppm) 13C

2 159,3 157,0
3 135,6 134,1
4 179,4 178,2
5 158,5 157,5
6 6,21d 1H (J= 2Hz) 99,9 6,21d 1H(J= 2Hz) 99,5
7 165,9 164,9
8 6,40d 1H (J= 2Hz) 94,8 6,40d 1H (J= 2Hz) 94,5
9 162,9 162,1

10 105,6 104,8
1´ 123,5 122,5
2´ 7,72d 1H (J= 2Hz) 116,0 7,55d 1H(J= 2,1Hz) 116,1
3´ 145,8 145,6
4´ 149,7 149,3
5´ 6,86d 1H (J=8,5Hz) 117,7 6,86d 1H (J=9,0Hz) 117,1
6´ 7,68dd 1H (J=8,5; 2Hz) 123,1 7,56dd 1H (J=9,0; 2,1Hz) 122,0

Glu-1´´ 5,11d 1H (J=8Hz) 102,4 5,35d 1H (J=7,4Hz) 101,6
Glu-2´´ 75,7                       74,9
Glu-3´´ 78,2 77,3
Glu-4´´ 73,9 72,7
Glu-5´´ 77,2 76,7
Glu-6´´ 3,81d 2H (J=1,5Hz) 68,5 3,70d (J=2,0Hz) 67,9

Ram-1´´´ 4,52d 1H (J=1,5Hz) 104,7 4,38d(J=2,0Hz) 102,2
Ram-2´´´ 71,4 70,8
Ram-3´´´ 72,1 71,2
Ram-4´´´ 72,2 71,4
Ram-5´´´ 69,7 69,1
Ram-6´´´ 1,12d 3H (CH3)

J=6,0Hz)
17,8 1,00d  3H(CH3)

(J=6,1Hz)
18,6

4 ´ ´ ´

4
1 0

9
8

7

56
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O

Compuestos 2 y 4.Disolvente: CD3OD, RMN-1H (500MHz), RMN-13C (125,7MHz)     
*Fathiazad y cols., 2006. Disolvente DMSO-D6 , RMN-1H (200MHz), RMN-13C (50MHz)
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IV.5.3. Compuestos 3 y 6 

Los compuestos 3 y 6 fueron identificados como quercetina, también muy abundante 

en la naturaleza y en muchas especies de Phyllanthus  tales como P. anisobulos, P. 

niruri, P. urinaria, P. sellowianus (Calixto y cols., 1998), P. caroliniensis (Cechinel 

y cols, 1996), P. matsumurae (Chen y Ren, 1997). La asignación de la estructura se 

efectuó por la comparación de los datos físicos y espectroscópicos con los reportados 

en la literatura para este compuesto (Buitriago y Morales, 2001; Fathiazad y cols., 

2006; Xiao y cols., 2006; Dutta y cols., 2007). El mismo es un sólido de color amarillo, 

soluble en metanol, etanol, parcialmente soluble en agua e insoluble en cloroformo. El 

punto de fusión estuvo entre 308 y 3090C, en correspondencia con (309-3110C) lo 

planteado por Dutta y cols. (2007). 

El espectro IR (Anexo 19) mostró bandas a 3375,46 y 2922,25cm-1 características de 

anillos aromáticos, absorciones a 1612,66 y 1429,58cm-1 indicativa de estructura 

quinoidea y enlaces -C=C-, así como una banda a 1360,02cm-1 relacionadas con la 

existencia de grupos hidroxilos (Lock, 1988; Dutta y cols, 2007). 

El espectro RMN-1H (Anexo 20) permitió observar dobletes a 6,17; 6,39; 6,87; 

7,66ppm relacionados con los protones de las posiciones 6, 8, 5´, 2´ de los anillos A y 

B, un doblete de doblete a 7,52ppm que integra para el protón de la posición 6´. 

También se evidenciaron 5 singletes entre 9,24 y 12,46ppm en correspondencia con 

los protones hidroxílicos de las posiciones 3, 5, 7, 3´, 4´ de la estructura. 

El espectro RMN-13C (Anexo 21) mostró señales para 15 carbonos entre 93,2 y 

175,7ppm y el experimento DEPT (Anexo 22) reflejó la presencia de los 

agrupamientos CH típicos del compuesto. En la tabla XXXVIII se recogen los 

resultados del análisis por RMN. 

IV.5.4. Compuesto 5 

El compuesto 5 fue identificado como kaempferol según el análisis de sus datos 

físicos y espectroscópicos y su comparación con los reportados en la literatura 

(Markham, 1977; Pastene y cols., 2001; Xiao y cols., 2006),  es  un flavonoide también
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Tabla XXXVIII. Señales obtenidas en los espectros RMN 1H y 13C para los 
compuestos 3,6 y la Quercetina 

Compuestos 3 y 6 Quercetina*
Posición  (ppm) 1H  (ppm) 13C  (ppm) 1H  (ppm) 13C

2 146,7 147,6
3 9,53s 1H (OH) 135,6 9,63s 1H (OH) 136,6
4 175,7 176,7
5 12,46s 1H (OH) 156,0 12,52s 1H (OH) 157,0
6 6,17d 1H (J=3,5Hz) 98,1 6,20d 1H (J=2,0Hz) 99,0
7 10,72s 1H (OH) 163,8 10,82s 164,7
8 6,39d 1H (J=3,0Hz) 93,2 6,42d 1H (J=2,0Hz) 94,2
9 160,6 161,6
10 102,9 103,9
1´ 121,8 122,8
2´ 7,66d 1H (J=3,5Hz) 115,5 7,69d 1H (J=2,2Hz) 116,5
3´ 9,24s 1H (OH) 144,9 9,35s 1H (OH) 145,9
4´ 9,29s 1H (OH) 147,6 9,41s 1H (OH) 148,6
5´ 6,87d 1H (J=8,0Hz)) 115,0 6,90d 1H (J=8,5Hz) 115,9
6´ 7,52dd 1H 

(J=8,0; 3,5Hz) 
119,9 7,56dd 1H

(J=8,5; 2,0Hz) 
120,8
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abundante en la naturaleza y en algunas especies de Phyllanthus como P. acidus

(Sousa y cols., 2007), P. urinaria (Calixto y cols., 1998; Xu y cols., 2007). Resultó ser 

un sólido algo cristalino de color amarillo, soluble en metanol, etanol, dimetilsulfóxido, 

parcialmente soluble en agua e insoluble en cloroformo y mostró un punto de fusión 

de 279 a 2800C en concordancia con lo planteado por Xiao y cols. (2006).  

El  espectro RMN-1H (Anexo 23) evidenció dos dobletes que integran para dos 

protones cada uno, o sea, una señal a 8,03ppm (posiciones 2´, 6´) y otra a 6,91ppm 

(3´, 5´) relacionado con el sistema de espines AA´XX´ del anillo B, así como dos 

dobletes a 6,16 y 6,40ppm asignables a los protones de las posiciones 6 y 8 del anillo 

A de la estructura. Se apreciaron singletes a 9,98 y 12,44ppm correspondientes a los 

protones hidroxílicos de las posiciones 3 y 5 (tabla XXXIX). 

Por su parte el espectro RMN-13C (Anexo 24) reflejó señales adjudicables a 15 

carbonos, donde las que aparecen a 115,3 y 129,4ppm corresponden a dos carbonos 

cada una, la primera a los ubicados en las posiciones 3´, 5´ y la segunda a 2´, 6´, las 

otras señales pertenecen a los 11 carbonos restantes. El experimento DEPT (Anexo 

25) permitió observar los CH de las posiciones 6, 8 del anillo A y los situados en 2´,  

3´, 5´, 6´ del anillo B. 

IV.5.5. Compuestos 7 y 9

La interpretación de los resultados obtenidos para los compuestos 7 y 9 y su 

comparación con los datos físicos y espectroscópicos brindados por la literatura (Rao 

y cols., 2002; Peña y cols., 2009) permitió sugerirlos como quercetina pentaacetilada. 

Este compuesto es un sólido cristalino de color crema amarillento soluble en metanol, 

etanol, cloroformo, acetato de etilo e insoluble en agua; el punto de fusión estuvo 

comprendido entre 178 y 1790C.

El espectro IR (Anexo 26) mostró bandas típicas de un flavonoide acetilado (Rao y

cols., 2002), o sea, una absorción a 1776,3cm-1 que sugiere la naturaleza acetilada 

del compuesto, una banda a 1646,5cm-1 relacionada con la presencia de grupo 

carbonilo y otras entre 1624,2 y 1502,8cm-1 en correspondencia con agrupamientos 

aromáticos (Lock, 1988). 
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Tabla XXXIX. Señales obtenidas en los espectros RMN 1H y 13C para el 
compuesto 5 y el Kaempferol 

Compuesto 5 Kaempferol* 
Posición  (ppm) 1H  (ppm) 13C  (ppm) 1H  (ppm) 13C

2 146,6 146,9
3 9,98s 1H (OH) 135,5 136,5
4 175,8 176,5
5 12,44s 1H (OH) 156,1 12,65s 1H (OH) 157,7
6 6,16d 1H (J=3,5Hz) 98,2 6,27d 1H (J=2,0Hz) 98,9
7 164,1 165,0
8 6,40d 1H (J=3,0Hz) 93,4 6,54d 1H (J=2,0Hz) 94,3
9 159,1 160,1

10 102,8 103,9
1´ 121,6 123,1
2´ 8,03d 1H (J=7,5Hz) 129,4 8,16d 1H (J=8,8Hz) 130,3
3´ 6,91d 1H (J=7,5Hz) 115,3 7,03d 1H (J=8,8Hz) 116,1
4´ 160,9 161,9
5´ 6,91d 1H (J=7,5Hz) 115,3 7,03d 1H (J=8,8Hz) 116,1
6´ 8,03d 1H (J=7,5Hz) 129,4 8,16d 1H (J=8,8Hz) 130,3
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El espectro RMN-1H (Anexo 27) mostró varios singletes entre 2,32 y 2,42ppm 

asociados a los grupos acetatos (CH3COO) de la estructura, dobletes a 6,87; 7,33; 

7,73ppm relacionados con los protones aromáticos de las posiciones 6, 8 y 2´ 

respectivamente, así como un doblete de doblete a 7,69ppm adjudicado al protón de 

la posición 6´ del anillo B y un doblete a 7,36ppm atribuible a la posición 5´. 

El espectro RMN-13C (Anexo 28) también evidenció señales propias de un flavonoide 

acetilado (Lock, 1988; Markham, 1989); se observaron señales entre 20,47 y 

21,69ppm relacionadas con los grupos CH3 de los grupos de acetato, otras entre 

167,71 y 169,22ppm asociadas a los carbonilos de los acetatos.  El experimento 

DEPT (Anexo 29) manifestó señales asociadas a los grupos metilos del acetato y  a 

los CH de la estructura. En la tabla XL se recogen las asignaciones de protones y 

carbonos obtenidas para el compuesto. 

IV.5.6. Compuestos 8 y 10 

El análisis de los datos espectroscópicos de 8 y 10 comparados con los expuestos en 

la literatura (Lock, 1988; Markham, 1989) permitió sugerir su identificación como rutina 

decaacetilada, la misma se presentó como un sólido cristalino amarillo claro, soluble 

en metanol, etanol, cloroformo y acetato de etilo e insoluble en agua. Su punto de 

fusión estuvo comprendido entre 120 y 1230C.

El espectro IR (Anexo 30) mostró una banda de absorción a 1754,39cm-1 relacionada 

con la presencia de grupos acetatos, una banda a 1632,15cm-1 asociada a la 

presencia de grupo carbonilo y otra a 1503,99cm-1 atribuible a agrupamientos 

aromáticos (Lock, 1988). 

El espectro RMN-1H (Anexo 31) reflejó varios singletes en la zona comprendida entre 

1,93 y 2,43ppm asociados con los  protones del agrupamiento CH3COO del 

compuesto, un doblete a 1,06ppm en correspondencia con el grupo metilo de la 

ramnosa, un doblete a 3,78ppm relacionado con los dos protones del grupo CH2 de la 

glucosa,  dobletes a 4,51 y 5,43ppm adjudicables a los protones anoméricos de la 

ramnosa y glucosa respectivamente (Mabry y cols., 1964; Drake y Brown, 1977). 

También se  observaron  dobletes a  6,83;  7,30;  7,34;  7,95ppm  relacionados con los
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Tabla XL. Señales obtenidas en los espectros RMN 1H y 13C para los compuestos 
7,9 y la Quercetina pentaacetilada 

Compuesto 7 y 9 Quercetina pentaacetilada *, ** 
Posición  (ppm) 1H  (ppm) 13C  (ppm) 1H *  (ppm) 13C*,**

2 153,82 153,8
3 134,1 134,1
4 169,23 169,3
5 170,05 170,0
6 6,87d 1H (J=3,5Hz) 113,8 6,86d 1H (J=2,0Hz) 114,2
7 154,3 154,3
8 7,33d 1H (J=3,5Hz) 108,9 7,24d 1H (J=2,5Hz) 109,0
9 156,89 156,9
10 114,78 114,8
1´ 127,7 127,8
2´ 7,73d 1H (J=3,5Hz) 126,35 8,12d 1H (J=2,0Hz) 126,5
3´ 142,23 142,3
4´ 144,40 144,4
5´ 7,36d 1H (J=3,0Hz) 123,8 7,38d 1H (J=2,0Hz) 123,9
6´ 7,69dd 1H 

 (J=9,0; 2,5Hz) 
126,41 7,71dd 1H

(J=8,5; 2,0Hz) 
126,7

2,42s ; 2,41s; 
2,34s; 2,33s; 2,32s 
(3H de CH3COO)

167,71; 167,75; 
167,77; 167,82; 
169,22 (5C=O) 

2,41; 2.33; 2,32; 
2,31; 2,30 

(3H de CH3COO)

169,76; 168,35; 
168,31; 168,29; 
168,23 (5C=O) 

21,69; 21,14;
21,01; 20,63; 

20,47
(CH3)

21,20; 21,10;
20,70; 20,50; 
20,20 (CH3)
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protones de las posiciones 6, 8, 5´, 2´ respectivamente y un doblete de doblete en 

7,91ppm asociado al protón de la posición 6 del anillo B de la estructura. 

El espectro RMN-13C (Anexo 32) mostró una señal a 17,17ppm adjudicable al carbono 

del grupo metilo de la ramnosa y otra a 66,99ppm propia del CH2 de la glucosa, se 

observaron 10 señales entre 20,21 y 21,98ppm relacionadas con los grupos metilos 

del acetato  y otras entre 167,67 y 170,11ppm atribuibles al grupo C=O de los 

acetatos (Markham, 1989). El experimento DEPT (Anexo 33) reflejó un agrupamiento 

CH3 a 17,17ppm característico de la ramnosa y un núcleo de carbono en fase negativa 

a 66,99ppm  correspondiente al C-6 de la función CH2OH de la glucosa. Se 

observaron señales entre 20,21 y 21,98ppm en correspondencia con los 10 grupos 

metilos de los acetatos, y otras señales entre 66,35 y 127,21ppm asociadas a los CH 

de la estructura. Las asignaciones de los protones y carbonos del análisis por RMN se 

reflejan en la tabla XLI. 

El análisis de los extractos metanólicos por CC permitió el aislamiento de los 

flavonoides apigenina, rutina, quercetina y kaempferol, tres de los cuales fueron 

previamente identificados por CLAR, así como de la quercetina pentaacetilada y la 

rutina decaacetilada, estas últimas obtenidas por un proceso de acetilación del 

extracto tras su fraccionamiento en columna. En la figura 39 se muestran las 

estructuras químicas de los compuestos aislados. 

Es importante señalar que los estudios fitoquímicos relacionados en la literatura sobre 

especies del género Phyllanthus son amplios, los mismos hacen referencia al 

aislamiento y caracterización de compuestos de polaridad variada, siendo más 

frecuentes triterpenos (lupeol, lupenona, friedelanos), flavonoides, alcaloides, 

lignanos, esteroles. Por ejemplo, se pueden citar: norlignanos, taninos hidrolizables de 

P. virgatus, flavonoides prenilados y terpenos de P. niruri, compuestos fenólicos de 

P. urinaria, alcaloides de P. discordes, etc. (Yoshida y cols., 1992; Fool, 1993 y 

1995; Calixto y cols., 1997; 1998; Yu-Lin y cols., 1998; Amir y cols., 2003; Wang y 

Lee, 2005; Zhou y cols., 2007; Shakil y cols., 2008).  
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Tabla XLI. Señales obtenidas en los espectros RMN 1H y 13C de los  compuestos 
8 y 10  

Compuestos 8 y 10 
Posición  (ppm) 1H  (ppm) 13C

2 153,96
3 136,91
4 171, 92
5 150,18
6 6,83d 1H (J=2,5Hz) 99,56
7 156,61
8 7,30d 1H (J=2,5Hz) 97,77
9 154,63

10 115,08
1´ 128,57
2´ 7,95d 1H (J=2,5Hz) 123,42
3´ 141,79
4´ 144,09
5´ 7,34d 1H (J=8,5Hz) 124,66
6´ 7,91dd 1H (J= 8; 3,5Hz) 127,21

Glu-1´´ 5,43d 1H (J=8,0Hz) 102,4
Glu-2´´ 71,42
Glu-3´´ 72,80
Glu-4´´ 70,91
Glu-5´´ 72,58
Glu-6´´ 3,78d 2H (J=2,0Hz) 66,99

Ram-1´´´ 4,51d 1H (J=2,0Hz) 113,40
Ram-2´´´ 69,01
Ram-3´´´ 69,39
Ram-4´´´ 69,54
Ram-5´´´ 66,35
Ram-6´´´ 1,06d 3H (CH3) (J=6,5Hz) 17,17

1,93; 1,95; 2,02; 2,03; 
2,08; 2,13; 2,29; 2,33; 
2,34; 2,43 (s,3H, CH3)

20,21; 20,28; 20,34; 20,49; 20,63; 20,81; 20,95; 21,04; 
21,11; 21,98 (CH3)
167,67; 167,81; 168, 00; 168,16; 169,19; 169,54; 169,68; 
169,84; 170,04; 170,11 (C=O  del grupo CH3COO)
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                                    Resultados y Discusión 

En el caso de P. orbicularis HBK los reportes encontrados sobre estudios 

fitoquímicos son muy escasos, por lo tanto, cualquier trabajo encaminado en este 

sentido brindará aspectos novedosos y contribuirá a ampliar el conocimiento acerca 

de esta planta endémica cubana. Los resultados alcanzados así lo demuestran, pues 

todos los compuestos identificados por CG-EM desde los extractos apolares 

constituyen nuevas referencias para la especie y algunos para el género, y de los 

metabolitos aislados en los extractos metanólicos, a pesar de ser compuestos 

conocidos, la apigenina no había sido descrita para la planta. 

Atendiendo a los informes de la literatura, debió esperarse la presencia de lignanos, 

específicamente  hipofilantina y filantina los cuales constituyen marcadores del género 

por estar presentes en varias especies tales como P. amarus, P. fraternus, P. niruri,

P. urinaria, P. maderaspatensis, P. virgatus, entre otras. Estos metabolitos han sido 

detectados en extractos hexánicos obtenidos de hojas y tallos de estas especies, y 

han manifestado actividad antiepatotóxica, antihiperuricémica, inhibidores de la 

leucemia K-562 en línea celular y de la reverso transcriptasa del VIH (George y cols., 

1982; Ogata y cols., 1992; Calixto y cols., 1998;  Leite y cols., 2006; Murugaiyah y 

cols., 2006).

Los resultados obtenidos hasta el momento bajo  las condiciones ensayadas no 

revelan la presencia de los mismos, lo que no quiere decir que estén ausentes en la 

especie, pues hubo muchos compuestos que no fueron identificados por la base de 

datos del equipo, otros pudieron quedarse retenidos en la columna, sugiriéndose 

además, que dada su baja abundancia no pudieron ser detectados. Ante esta 

situación se precisa de un estudio más profundo como una dinámica de acumulación 

de tales compuestos y un análisis de los extractos apolares con pasos previos de 

derivatización, con vistas a mejorar las caracteristicas cromatográficas de muchas 

sustancias (en cuanto a volatilidad, inercia química y propiedades espectrométricas) 

que no pudieron ser detectadas, así como la hidrólisis de éstas, lo cual posiblemente 

permitirá detectar glicéridos (a través de ácidos grasos) y ésteres de alto peso 

molecular (en forma de ácidos y alcoholes grasos).
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No obstante, los resultados obtenidos en el estudio fitoquímico de la especie bajo las 

condiciones ensayadas, y las actividades farmacológicas atribuidas y demostradas, se 

sugiere que la misma presenta una composición química rica en compuestos de 

significación biológica en los meses de Marzo y Agosto, donde las concentraciones de 

fenoles totales, del flavonoide rutina fueron superiores y la abundancia de -tocoferol,

terpenos y fitosteroles, fueron también apreciables, por lo que pudiera recomendarse 

estos meses como los más propicios para su recolección. 

IV.6. CONSIDERACIONES GENERALES DEL ESTUDIO FITOQUÍMICO 

Los resultados obtenidos sobre el estudio Fitoquímico  de P. orbicularis HBK
posibilitó arribar a las siguientes consideraciones generales: 

1. Se informa por primera vez la composición química de los extractos de baja 

polaridad de la especie, logrando identificar 51 componentes, siendo nueve de 

ellos (ciclooctacosano, tocoferoles, -sitosterol, -amirina, blumenol C, 

vomifoliol, derivado de taraxastanediol, derivado del epi- -taraxastanonol y  

6,10,14-trimetil-5,9,13-pentadecatrien-2-ona), nuevos reportes para el género 

Phyllanthus.

2. Se aislaron e identificaron cuatro flavonoides en el extracto polar (apigenina,

rutina, quercetina y kaempferol), se informó por primera vez para el género y la 

especie la apigenina en forma de aglicón. 

3. Se realiza por primera vez la acetilación del extracto metanólico de la planta,

logrando aislar y caracterizar la quercetina pentaacetilada y la rutina 

decaacetilada para su posterior estudio biológico.
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CAPÍTULO V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

V. ALGUNAS EVALUACIONES BIOLÓGICAS REALIZADAS A LOS 
EXTRACTOS Y COMPUESTOS AISLADOS DE Phyllanthus orbicularis 

HBK

V.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 

Teniendo en cuenta el antecedente que existe sobre las cualidades antioxidantes del 

extracto acuoso de la especie objeto de estudio (Sánchez y cols., 1999; 2002) se 

evaluó dicha actividad mediante la determinación del potencial de reducción total 

(FRAP) y la actividad secuestradora de radicales superóxidos, a otros extractos y 

flavonoides obtenidos de la planta. 

V.1.1. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE CON CARÁCTER 
REDUCTOR  

Este ensayo se le realizó a los extractos hexánico, de acetato de etilo, metanólico y 

metanólico acetilado correspondientes a la colecta de Agosto/07, así como a los 

flavonoides rutina, quercetina y sus derivados acetilados, donde se determinó por la 

técnica de FRAP el poder reductor de las mismas a través de la reducción de hierro 

férrico a ferroso. En la tabla XLII se presentan los resultados del potencial de 

reducción para cada muestra evaluada. 

Como se puede constatar en la tabla, los potenciales de reducción de las muestras 

evaluadas difieren significativamente de la sustancia de referencia (Vitamina C, 

reconocido antioxidante) al aplicar ANOVA-1 para un 95% de confianza. El valor 

encontrado para el extracto metanólico sin acetilar y los obtenidos para los flavonoides 

rutina y quercetina son superiores a dicho patrón, sin embargo el resto de los 

extractos, conjuntamente con los derivados acetilados de los flavonoides ensayados 

arrojaron resultados significativamente inferiores, siendo el extracto hexánico el que 

manifestó el menor valor de potencial de reducción. 
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Tabla XLII. Potencial de reducción de extractos y flavonoides aislados de
P. orbicularis HBK

Muestras (1mg/mL) Potencial de reducción (μM) ± S 
Vitamina C (sustancia de referencia) 404 ± 22,10ª

EH 43,44 ± 2,04b

EA 387,10 ± 10,93c

EM 1067,18 ± 25,57d

EMAc 103,10 ± 4,75e

Rutina 467,39 ± 23,30f

Rutina decaacetilada 82,30 ± 3,24g

Quercetina 1559,68 ± 60,05h

Quercetina pentaacetilada 90,35 ± 4,39i

Leyenda: EH: extracto hexánico; EA: extracto de acetato de etilo; EM: extracto metanólico;  
EMAc: extracto metanólico acetilado 

Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si existen 
diferencias significativas para un 95% de confianza. 
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Al hacer un análisis de las muestras acetiladas respecto a las no acetiladas se pudo 

constatar que la reacción de acetilación en este caso no favoreció la actividad 

antioxidante con carácter reductor, lo cual demuestra una vez más que la existencia 

de grupos hidroxilos (fundamentalmente en las posiciones 3’, 4’) en la estructura de 

los flavonoides evaluados, es indispensable para la actividad (Rafat y cols., 1987; 

Gusdinar y cols., 2011). 

V.1.2. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD SECUESTRADORA DE RADICALES 
SUPERÓXIDOS  

El ensayo se realizó solamente a los extractos hexánico, AcOEt y metanólico de la 

colecta de Agosto/07. Según se muestra en la tabla XLIII, los extractos de hexano y 

AcOEt mostraron porcentajes de inhibición de la autoxidación del pirogalol, inferiores a 

la sustancia de referencia (SOD), sin embargo los mismos estuvieron por encima del 

30% lo que indica una moderada actividad antioxidante.  

En el caso del extracto metanólico el resultado fue superior, incluso significativamente 

diferente al obtenido para la SOD, reconocido antioxidante enzimático secuestrador de 

radicales anión superóxido, por lo que se puede plantear que en el modelo ensayado 

presenta una elevada actividad. 

Entre los componentes químicos presentes en los extractos hexánico y AcOEt se 

encontraron tocoferoles los cuales según la literatura (Akaike y cols., 2004; Schneider, 

2005) presentan propiedades antioxidantes, al parecer, la concentración de los 

mismos o el microambiente en que se encuentran en estos extractos no fue suficiente 

para demostrar tal efecto antioxidante por ambas técnicas. Es necesario tener en 

consideración que la capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la 

suma de las capacidades antioxidantes de cada uno de los componentes, los mismos 

interactúan entre si produciendo efectos sinérgicos o inhibitorios (Prior y Cao, 1999; 

Robards y cols., 1999; Kuskoski y cols., 2005). 
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Tabla XLIII. Actividad secuestradora de radicales superóxido de extractos 
obtenidos de P. orbicularis HBK

Muestras Inhibición de la autoxidación del 
pirogalol (%) 

Blanco 0
Superóxido dismutasa (SOD) 42,3 ± 4,5a

EH 32,73 ± 3,7c

EA 34,85 ± 1,23d

EM 47,74 ± 6,7b

Leyenda: EH: extracto hexánico; EA: extracto de acetato de etilo; EM: extracto metanólico  
Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si existen 

diferencias significativas para un 95% de confianza. 
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En los extractos metanólicos sin acetilar, los resultados alcanzados están en 

concordancia con la composición planteada, o sea, en ellos están presentes 

flavonoides como rutina, quercetina, kaempferol y apigenina los cuales se destacan 

por sus propiedades antioxidantes, pero acetilados pierden la actividad (Rafat y cols., 

1987; Gusdinar y cols., 2011). 

Es importante destacar que los antecedentes de actividad antioxidante de P.

orbicularis están referidos solamente al extracto acuoso, donde se demuestra que el 

mismo es capaz de actuar como agente protector al daño oxidativo producido por 

aminas aromáticas y el peróxido de hidrógeno en células de Salmonella

thyphimurium (Ferrer y cols., 2002), por tanto los resultados obtenidos en este 

trabajo contribuyen a ampliar el conocimiento acerca de las propiedades antioxidantes 

de esta especie endémica. 

V.2. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA  

Considerando que algunas especies de Phyllanthus como P. amarus (Kassuya y 

cols., 2006), P. emblica, P. flexuosus (Calixto y cols., 1997; 1998), P. polyphyllus

(Rao y cols., 2005), P. niruri (Santos y cols., 1994), tienen referido efecto 

antiiflamatorio y teniendo en cuenta que la especie objeto de estudio no contaba con 

reportes en este sentido, se llevó a cabo un estudio preliminar  de dicha actividad. La 

evaluación se realizó mediante el método de inducción de edema por TPA por vía 

tópica, para lo cual se ensayaron los extractos hexánico, AcOEt, metanólico, 

metanólico acetilado, de las muestras colectadas en Agosto/07 y los flavonoides 

rutina, quercetina, rutina decaacetilada y quercetina pentaacetilada. Los resultados se 

muestran en la tabla XLIV 

De los extractos  evaluados, los que presentaron mayor porcentaje de inhibición del

edema fueron los hexánico, metanólico y metanólico acetilado con valores de 42,74, 

50,00 y 59,80% respectivamente, los cuales difieren significativamente entre si y con 

los valores alcanzados para la indometacina, utilizada como control positivo. De los 

flavonoides  ensayados,  los  que  manifestaron  mayor actividad  fueron  la quercetina
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Tabla XLIV. Actividad antiinflamatoria de extractos y flavonoides aislados de 
P. orbicularis HBK

Muestras Dosis
(mg/oreja)

Inhibición
(%)

Indometacina (control positivo) 0,36 78,76a

EH 1 42,74b

EA 1 28,40c

EM 1 50,00d

EMAc 1 59,80e

Rutina 1 24,51f

Rutina decaacetilada 1 64,12g

Quercetina 1 33,73h

Quercetina pentaacetilada 1 66,80i

Leyenda: EH: extracto hexánico; EA: extracto de acetato de etilo; EM: extracto metanólico; 
EMAc: extracto metanólico acetilado 

 Letras iguales muestran que no existen diferencias significativas y letras diferentes que si existen 
diferencias significativas para un 95% de confianza 
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pentaacetilada y el derivado acetilado de la rutina con porcentajes de 66,80 y 64,12% 

respectivamente.

Es de notar, como la reacción de acetilación de alguna manera favorece la actividad 

antiinflamatoria en el caso del extracto metanólico donde el valor se incrementa de 50 

a 59,80%, en concordancia con el comportamiento de la rutina y su derivado donde el 

porcentaje de inhibición aumentó sustancialmente de 24,51 a 64,12%; algo similar 

ocurrió con la quercetina y la quercetina pentaacetilada (de 33,73 a 66,80%). Estos 

resultados están en correspondencia con lo planteado por Chen y cols., (2001) y 

Gusdinar y cols. (2011). 

La actividad antiinflamatoria de los extractos metanólicos puede deberse 

probablemente a la presencia de flavonoides, pues se ha referido que muchos de ellos 

pueden modular la síntesis de prostaglandinas, funcionando como inhibidores 

enzimáticos. Unos pueden inhibir la enzima cicloxigenasa (COX), mientras que otros 

pueden inhibir la enzima lipoxigenasa, como es el caso de la quercetina (Bauman y 

cols., 1992; González y cols., 2007) presente en dicho extracto. Los flavonoides 

también pueden manifestar propiedades antiinflamatorias a través de su acción 

antioxidante (capacidad de captar radicales libres) que les permite actuar contra el 

daño tisular debido a la formación de radicales libres generados como subproductos 

de las rutas cicloxigenasa y lipoxigenasa, pudiendo citar entre ellos a la rutina 

(Hollman y col., 1998; Selloum y cols., 2003; Coskun y cols, 2004).

V.3. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD CITOTÓXICA  

Dentro de las propiedades farmacológicas demostradas a especies del género 

Phyllanthus también se encuentra la citotoxicidad sobre diferentes líneas celulares de 

cáncer humano, informadas para P. amarus (Sripanidkulchai y cols., 2002; Haricumar 

y cols., 2009), P. engleri (Ratnayake y cols., 2009), P. urinaria (Huang y cols., 2009); 

por otra parte, se ha demostrado que los flavonoides rutina, quercetina, kaempferol y 

apigenina son considerados como una nueva generación de moléculas 

anticancerígenas, debido a la dualidad de tener efecto antioxidante y actividad 

apoptótica  de  células  cancerígenas (Tan y col.,  2002;  Galati y col.,  2004;  Kothan y
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cols., 2004; Dechsupa y cols., 2007; Jeong, 2009). Teniendo en cuenta estos 

antecedentes y considerando que la especie no tiene referido estudios en este 

sentido, se llevó a cabo dicha evaluación a extractos hexánico, AcOEt, metanólico y 

metanólico acetilado de la colecta de Agosto/07 y a los flavonoides rutina, quercetina y 

sus derivados acetilados aislados de la planta, mediante el ensayo de sulforrodamina 

B, utilizando como control positivo la doxorrubicina. En la tabla XLV se recogen los 

resultados del estudio. 

Como se puede observar en la tabla, los extractos que mostraron inhibición del 

crecimiento celular en las líneas de cáncer  fueron el hexánico y el metanólico 

acetilado, el primero fue selectivo hacia la línea de cáncer de mama con un valor 

mayor del 50% (56,57%), mientras que el segundo fue activo sobre glía del sistema 

nervioso central, mama y pulmón con porcentajes de 100, 72,48 y 79,00% 

respectivamente. De los compuestos aislados, el derivado acetilado de la rutina, la 

quercetina y la quercetina pentaacetilada manifestaron los mayores porcentajes de 

inhibición, siendo activos sobre todas las líneas de cáncer ensayadas, con valores 

superiores al 50% y en algunos casos iguales a los del control positivo con un 100% 

de inhibición celular. 

La acetilación del extracto metanólico y de los flavonoides mayoritarios de dicho 

extracto (rutina y quercetina), favoreció en gran medida la actividad citotóxica, lo cual 

pudiera atribuirse a la lipofilia de las estructuras que  propicia su acumulación en las 

células, inhibiendo el crecimiento de las mismas. 

En estudios efectuados por Choiprasert y cols. (2010) se demostró que la rutina y la 

quercetina eran activas sobre la línea celular de leucemia (K-562) y que la 

esterificación de la rutina, incrementaba notablemente la actividad citotóxica. Según 

los resultados obtenidos se puede señalar que en el caso de la rutina la actividad 

presentada sobre esta línea celular fue muy pequeña en comparación con los otros 

compuestos ensayados aunque se logró una cierta inhibición, en concordancia la 

quercetina  si  presentó  alta actividad  (100%).  La acetilación  de  dichos compuestos
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Tabla XLV. Resultados de la actividad citotóxica de extractos y flavonoides 
aislados de P. orbicularis HBK

% de inhibición del crecimiento por línea celular 
Líneas celulares Muestras

U-251 PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7 SKUL
Doxorrubicina

(control positivo) 
100 100 100 100 100 100

EH 20,89 23,27 15,05 24,84 56,57 38,43
EA 23,58 19,00 - 44,33 24,00 31,07
EM 11,18 23,54 S.A S.A 8,00 3,00

EMAc 100 - 44,54 8,11 72,48 79,00
Rutina 43,80 - 11,20 1,00 33,9 24,97

Rutina decaacetilada 100 89,30 87,00 100 100 100
Quercetina 95,00 62,80 100 71,80 70,90 92,90
Quercetina

pentaacetilada
100 60,90 100 100 100 100

Leyenda: EH: extracto hexánico; EA: extracto de acetato de etilo; EM: extracto metanólico;  
EMAc: extracto metanólico acetilado 

S.A: sin actividad; -: no realizado; colon (HCT-15); mama (MCF-7); leucemia (K-562);  
sistema nervioso central (U-251 Glía); próstata (PC-3) y pulmón (SKUL) 
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incrementó la citotoxicidad, siendo más notable la diferencia entre la rutina y su 

derivado acetilado. 

No obstante,  a los resultados obtenidos, es necesario señalar que con este estudio 

preliminar solamente se establece una relación cualitativa entre los diferentes 

compuestos evaluados, pues aunque se logró un efecto inhibitorio,  las 

concentraciones utilizadas fueron elevadas (50mM) en comparación con las 

concentraciones que se utilizan en la clínica (0,4 a 9 mM ), requiriendo de un estudio 

más profundo para determinar la concentración mínima o la concentración efectiva 

media a la cual esos productos hacen su efecto.

A pesar de que estos ensayos no determinan la utilización de estas sustancias como 

agentes anticancerosos en la clínica, son de gran ayuda para descartar que las 

mismas puedan ser empleadas en terapias contra el cáncer, o bien, para continuar 

con los estudios necesarios para su posible aplicación en la clínica.  

V.4. CONSIDERACIONES GENERALES DEL ESTUDIO BIOLÓGICO 

Los resultados obtenidos sobre algunas evaluaciones biológicas preliminares de P. 

orbicularis HBK posibilitó arribar a las siguientes consideraciones generales: 

1. Se notificó para los extractos metanólicos y los flavonoides aislados, el efecto 

antioxidante. Se demostró que el extracto metanólico acetilado y los 

flavonoides acetilados presentan menor efecto antioxidante de carácter 

reductor, aspecto éste no informado con anterioridad  para la especie. 

2. Se determinó por primera vez, que los extractos de P. orbicularis HBK,

presentan actividad antiinflamatoria por vía tópica al menos en el modelo de 

inducción de edema por TPA. De los extractos  evaluados los que presentaron 

mayor porcentaje de inhibición del edema fueron los hexánico, metanólico y 

metanólico acetilado. De los flavonoides ensayados, los que manifestaron 

mayor actividad fueron la quercetina pentaacetilada y el derivado acetilado de 

la rutina. 
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3. Se estudiaron por primera vez para la especie, de forma preliminar, las

propiedades citotóxicas en diferentes líneas de cáncer humano, informadas 

algunas de ellas para otras especies del género. Los extractos que mostraron 

inhibición del crecimiento celular fueron el hexánico y el metanólico acetilado, el 

primero fue selectivo hacia la línea de cáncer de mama, mientras que el 

segundo fue activo sobre glía del sistema nervioso central, mama y pulmón. De 

los compuestos aislados, el derivado acetilado de la rutina, la quercetina y la 

quercetina pentaacetilada manifestaron los mayores porcentajes de inhibición, 

siendo activos sobre todas las líneas de cáncer ensayadas, con valores 

superiores al 50% y en algunos casos iguales a los del control positivo con un 

100% de inhibición celular.  
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DISCUSIÓN GENERAL 

Los estudios farmacognósticos conllevan a una serie de etapas que son tan amplias 

en su complejidad, que deben ser abordadas por un colectivo multidisciplinario de 

investigadores.

Para llevar a cabo estos estudios y en general el de una planta medicinal, diversos 

autores han planteado rutas críticas de trabajo, para poder seguir un orden lógico en 

las investigaciones a realizar. 

El primer paso es la clasificación taxonómica de la especie, la cual en el caso que nos 

ocupa, ya se encontraba clasificada y con algunas descripciones macromorfológicas, 

como lo exigen los estudios botánicos. Sin embargo, carecía de los estudios 

micromorfológicos indispensables para la norma de control de calidad y la propuesta 

de monografía farmacopeica.

Al comparar los resultados obtenidos de P. orbicularis con los de otras del género 

Phyllanthus de la India, se observaron diferencias notables, fundamentalmente en el 

tipo de estomas, en la forma y contorno de las células epidérmicas, en la presencia de 

pelos pluricelulares en la especie cubana y ausentes en las otras, lo que ratifica que 

los caracteres micromorfológicos distinguen a una especie en particular. No sólo se 

realizó el estudio de los caracteres microscópicos de las hojas y los tallos, también se 

dieron las características de la droga en polvo para su correcta caracterización. 

La composición química de una planta medicinal, puede estar influenciada por una 

serie de factores extrínsecos,  intrínsecos y tecnológicos que determinan en ocasiones

la presencia o ausencia de un metabolito en particular, que puede o no ser parte de 

los constituyentes de la planta. Es por ello que hay que realizar investigaciones que 

permitan conocer la influencia de estos factores, los cuales forman parte de los 

estudios farmacognósticos. En este trabajo, se evaluaron diferentes métodos de 

secado, el almacenamiento en distintos envases, así como la influencia de los 

principales parámetros físico-químicos, contenido de fenoles totales y del flavonoide 

rutina en función de la época de recolección. 
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Se demostró que no era conveniente  secar la planta ni al sol ni a la sombra y que 

sólo se recomendaba el método de secado artificial para una mejor conservación de la 

droga. Por otra parte, el material vegetal secado en estufa demostró bajo las 

condiciones ensayadas (estante a temperatura ambiente), ser estable por un periodo 

de un año cuando se almacenaba troceado, en latas compuestas, frascos de vidrio y 

bolsas de polietileno, no recomendándose el almacenamiento en  cartuchos de papel 

kraft, que es una forma muy habitual de almacenar las drogas. 

Se demostró que la concentración de fenoles totales estaba en función de la fecha de 

recolección y que la mayor cantidad de estos metabolitos aparecía durante los meses 

de Marzo, Mayo y Agosto y era menor en el mes de Enero, lo cual estuvo en 

concordancia con la concentración de uno de los constituyentes de la planta, el 

flavonoide rutina, resultado a tener en consideración para una exitosa recolección del 

material vegetal con fines terapéuticos. 

Unido a estos estudios, se establecieron los parámetros físico-químicos de calidad de 

la droga cruda, los cuales estuvieron dentro de los límites establecidos en normas 

internacionales  para plantas medicinales (Lou-Zhi-cen, 1980;  WHO 1998). 

Se redactó una propuesta de norma de control de la calidad para entregarse al 

Ministerio de Salud Pública, donde se recogen las principales especificaciones para la 

droga cruda de la especie. Para establecer estos parámetros se consideraron los 

estudios farmacognósticos de varios lotes de material vegetal correspondientes a  

diferentes épocas de recolección, que incluyen las ya referidas en este trabajo y en 

otros anteriores, y los límites de tolerancia determinados para cada parámetro 

analizado.

Importante en esta propuesta de norma el contenido de fenoles totales especificado 

(mínimo 1%) para lo cual se consideraron los antecedes de estudios biológicos, 

específicamente la actividad antiviral contra los virus del herpes simple tipo 1 y 2, 

donde la droga cruda utilizada para dichos ensayos presentaba un contenido de 

fenoles promedio del 1%. No obstante seria conveniente en próximos estudios hacer 

un monitoreo de la concentración de estos metabolitos en las distintas colectas en 
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función al menos de la actividad antiviral, lo cual no fue objetivo de nuestro trabajo. Es 

importante señalar que solo se trata de una propuesta de Norma que pudiera estar 

sujeta a cambios, pero lo referido en ella sienta las bases para la Monografía 

Farmacopeica de la planta, validando de alguna manera su posible uso como 

medicinal.

Un aspecto también  importante fue el estudio fitoquímico realizado a la especie,

aplicándose para esto un método de extracción por maceración empleando una 

batería de disolventes de polaridad creciente (n-hexano, AcOEt y metanol), para 

obtener los extractos correspondientes, los cuales fueron caracterizados 

químicamente en función de la época de recolección. 

El análisis de los extractos hexánicos y de acetato de etilo permitió identificar por CG-

EM 51 componentes, siendo nueve de ellos nuevos reportes para el género 

(ciclooctacosano, tocoferoles (especialmente ) , -sitosterol, -amirina,  blumenol C, 

vomifoliol, derivados del taraxastanediol y epi- -taraxastanonol y  6,10,14-trimetil-

5,9,13-pentadecatrien-2-ona (farnesil-cetona)).

Se llevó a cabo un estudio por CLAR de los extractos metanólicos, permitiendo la 

identificación de los flavonoides rutina, quercetina y kaempferol, donde el más 

abundante entre los flavonoides ensayados fue la rutina, acompañado siempre de la 

quercetina. En el fraccionamiento en columna de dichos extractos se aislaron esos 

flavonoides incluyendo a la apigenina, informada por primera vez como aglicón para la 

especie y el género. Todos fueron caracterizados por métodos físicos y 

espectroscópicos (IR, RMN-1H, RMN-13C y experimento DEPT). 

El aporte esencial de este trabajo estuvo en identificar por primera vez en los 

extractos apolares y metanólico, la presencia de numerosos componentes  para la 

especie (52) y el género (10), pudiendo realizar el estudio en diferentes épocas de 

cosecha, sugiriéndose para el mes de Enero una mayor concentración de 

hidrocarburos, alcoholes, fenoles y de algunos triterpenoides, mientras que en los 

restantes meses las concentraciones de flavonoides y tocoferoles en sentido general 

fueron superiores, permitiendo recomendar como los meses más apropiados para la 
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recolección de la especie, Marzo y Agosto, los cuales concuerdan con los meses 

donde se obtuvieron los mayores valores de actividad antiviral contra el virus de la 

Hepatitis B en estudios efectuados por  Del Barrio y cols.(2001). 

A pesar de que a la especie se le atribuyen usos tradicionales solo como ornamental, 

estudios preclínicos y clínicos llevados a cabo con extractos y compuestos purificados 

de plantas del género Phyllanthus sustentan la mayor parte de los reportes 

correspondientes al uso popular de éstas en el tratamiento de una gran variedad de 

condiciones patológicas. En adición, investigaciones fitoquímicas reflejan que muchos 

compuestos aislados como alcaloides, flavonoides, lignanos, fenoles y  terpenos, 

pueden ser los responsables del efecto farmacológico reportado, esto por tanto  fue el 

motivo de que las investigaciones sobre ella comenzaran por un conjunto de 

evaluaciones biológicas, principalmente como antiviral, seguido de su estudio 

antioxidante, antigenotóxico y estudios toxicológicos, todos referentes al extracto 

acuoso.

Uno de los aspectos importantes que se tuvo en cuenta en el trabajo fue determinar si 

los extractos no acuosos presentaban actividad antioxidante, lo cual se notificó para 

los extractos metanólicos y los flavonoides mayoritarios aislados (rutina y quercetina). 

Se demostró que el extracto metanólico acetilado y los flavonoides acetilados 

presentaban un menor efecto antioxidante de carácter reductor, aspecto éste no 

informado con anterioridad  para la especie. 

Se determinó, por primera vez, que los extractos de P. orbicularis HBK, al igual que 

los de otras especies de Phyllanthus, presentaban actividad antiinflamatoria por vía 

tópica en el modelo de inducción de edema por TPA. Los extractos hexánico, 

metanólico y metanólico acetilado fueron los que presentaron mayor porcentaje de 

inhibición del edema. De los flavonoides ensayados, los que manifestaron mayor 

actividad fueron la quercetina pentaacetilada y el derivado acetilado de la rutina, con 

valores superiores al 50%. 

Se evaluaron también, por primera vez para la especie de forma preliminar, las 

propiedades citotóxicas en diferentes líneas celulares de cáncer humano, informadas 
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algunas de ellas para otras especies del género. Los resultados obtenidos 

demostraron que el extracto hexánico fue selectivo hacia la línea de cáncer de mama, 

mientras que el metanólico acetilado fue activo sobre glía del sistema nervioso central, 

mama y pulmón. De los compuestos aislados, el derivado de la rutina, la quercetina y 

la quercetina pentaacetilada manifestaron los mayores porcentajes de inhibición, 

siendo activos sobre todas las líneas de cáncer ensayadas, con valores superiores al 

50%, y en algunos casos iguales a los del control positivo con un 100% de inhibición 

celular.

No obstante los resultados obtenidos, que resultaron novedosos para la especie, 

teniendo en cuenta que el estudio se realizó a los extractos, los flavonoides aislados  y 

los extractos y flavonoides acetilados, éstos deben de profundizarse por los 

especialistas dedicados a esta temática, ya que en este caso sólo sirvieron de apoyo 

para el conocimiento de la especie y para la verificación de su posible uso como 

especie medicinal. 

En términos generales se puede plantear que la aplicabilidad del trabajo está 

precisamente en que se estudió una especie vegetal endémica de Cuba, lo cual es 

una ventaja para su adquisición, la misma presenta buena propagación y resistencia, 

encontrándose fundamentalmente en suelos serpentinosos, pedregosos, 

especialmente a orillas de caminos y expuestos al sol, además de ser un arbusto 

perenne, aspecto este que hace más factible el proceso de recolección. Al ser un 

recurso natural, fácil de recolectar y procesar no contribuye a grandes gastos 

económicos.

Otro aspecto importante a señalar es que el trabajo  caracterizó desde el punto de 

vista farmacognóstico y fitoquímico a la especie, aspecto fundamental en el 

establecimiento de futuras Normas de Control de la Calidad y para su registro e 

introducción como medicamento herbario, sentando las bases para el desarrollo de 

formas farmacéuticas que posibiliten aprovechar a P. orbicularis HBK como una 

posible alternativa en el campo de la medicina, aunque se precisan de otros estudios 

que permitan avalar la efectividad terapéutica de la especie y la relación beneficio-

riesgo.
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ANEXO 1.  
PROPUESTA DE NORMA DE CONTROL DE LA CALIDAD PARA EL MATERIAL 

VEGETAL DE Phyllanthus orbicularis HBK

DROGA CRUDA. ESPECIFICACIONES 

Se establecen los requisitos de calidad de hojas y tallos finos desecados de 

Phyllanthus orbicularis HBK.

1- Generalidades 
Phyllanthus orbicularis HBK, conocida por el nombre trivial de Alegría pertenece a 

la familia Phyllanthacea. Tiene demostrada farmacológicamente actividad antiviral 

contra los herpes simples tipo 1 y 2, hepatitis B, así como actividades antigenotóxica, 

antimutagénica y antioxidante.

2- Requisitos para el secado de la planta
Las hojas y tallos finos una vez lavados adecuadamente con agua potable y  

escurridos al aire, se secan a la estufa con recirculación de aire a una temperatura 

no mayor de 45ºC durante 84 horas.

3- Requisitos de calidad
3.1. Descripción 
Macromorfología de las hojas y tallos:
Las hojas son de color verde rojizo, cortamente pecioladas, penninervias, de 

consistencia coreácea, abovada-elípticas, borde ondulado, de ápide redondeado y 

base acorazonada-obtusa. Para el ancho de las hojas el valor medio es de 

0,71±0,01cm con límites de toleracia de 0,66-0,75 y para el largo 0,76±0,02cm con 

límites de tolerancia de 0,67-0,84. 

Los tallos son de consistencia leñosa, cilíndricos, de superficie externa verde rojiza, 

rugosa con estrías y la superficie interna de color crema, fibrosa y con pequeñas

estrías.

Micromorfología
A nivel de vista superficial la epidermis abaxial está conformada por células 

pentagonales de tamaño variable, se evidencian abundantes estomas del tipo 
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paracítico y el índice estomático de aproximadamente 14. La epidermis adaxial no 

presenta estomas y sus células son pentagonales, hexagonales y heptagonales de 

tamaño variable. La sección transversal del limbo presenta una epidermis adaxial de 

cutícula gruesa con pelos tectores pluricelulares, a continuación se encuentra el 

parénquima en empalizada constituido por células columnares alargadas muy 

unidas, después se aprecia el parénquima esponjoso con células de forma y tamaño 

variable con espacios intercelulares, finalmente se visualiza la epidermis abaxial de 

cutícula gruesa formada por dos estratos de células y escasos pelos pluricelulares. 

La nervadura de la hoja en su vista frontal es prominente, las venas primarias siguen 

un recorrido curvo con ramificaciones en varios sentidos y las venas secundarias 

ramificadas presentan diferentes ángulos de divergencias. 

En las secciones transversales del tallo la epidermis tiene una cutícula gruesa con 

escasos pelos pluricelulares, se evidencia el colénquima de células pequeñas muy 

unidas, se observan los vasos leñosos y gran cantidad de radios medulares que 

convergen en una zona concéntrica de células esferoidales que se compactan 

constituyendo  la médula o corazón del tallo. En las secciones longitudinales se 

evidenciaron los radios medulares y las traqueidas conformadas por células 

rectangulares. 

Como componentes químicos se observa en ambos órganos gran cantidad de lignina 

con una coloración roja en la cutícula de la epidermis y en las células epidérmicas, el 

súber de color amarillo se localiza fundamentalmente en el tejido parenquimatoso de 

hojas y tallos, la celulosa y cutina de color azul se encuentran principalmente en la 

cutícula de la epidermis. Se detectaron taninos y flavonoides en los tejidos 

epidérmicos y parenquimatosos de ambos órganos vegetales. 

La droga en polvo se presenta de color verde amarillenta, la evaluación

micromorfológica muestra fragmentos de hojas donde se destaca una fuerte 

vascularización, se visualizan células epidérmicas, restos de traqueidas del sistema 

vascular, así como  algunos pelos pluricelulares. 
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3.2. Requisitos organolépticos 
- Materia orgánica extraña: no mayor del 0,1% 

- Materia inorgánica extraña: no mayor del 0,1% 

3.3. Requisitos físico-químicos
- Contenido de humedad: no mayor del 14% 

- Contenido de sustancias solubles en agua: mayor del 2% 

- Contenido de sustancias solubles en etanol al 50%: mayor del 7% 

- Contenido de sustancias solubles en etanol al 90%: mayor del 7% 

- Cenizas totales: no mayor del 3,5% 

- Cenizas solubles en agua: no mayor del 2% 

- Cenizas insolubles en ácido clorhídrico al 10%: no mayor del 1% 

- Identificación cualitativa de marcadores: Presencia de compuestos fenólicos, 

especialmente flavonoides 

-Cuantificación de fenoles totales: mínimo 1% 

3.4. Requisitos microbiológicos 
- Aerobios totales: máx. 107

- Hongos: máx 103

- Enterobacterias: máx 104

- E. coli: máx 102

- Ausencia de patógenos 

4. Condiciones de entrega 
Se procede según lo establecido en la NRSP 310 

5. Envase, etiquetado, embalaje y marcación 
El material vegetal previamente fragmentado se puede envasar en bolsas de 

polietileno, latas compuestas o frascos de vidrio de color ámbar. 

Para el resto de las indicaciones se procede según lo establecido en la NRSP 310 

6. Inspección 
Se procede según lo establecido en la NRSP 310 
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6.1. Orden de los métodos de ensayos 
- Comprobación de los requisitos macromorfológicos 

- Determinación de los requisitos micromorfológicos 

- Determinación de los requisitos organolépticos 

- Determinación de contaminación microbiana 

- Determinación de humedad (Método azeotrópico) 

- Determinación de sustancias solubles en agua (maceración con agitación en 

zaranda)

- Determinación de sustancias solubles en etanol al 50% (maceración con agitación 

en zaranda) 

- Determinación de sustancias solubles en etanol al 90% (maceración con agitación 

en zaranda) 

- Determinación del contenido de cenizas totales 

- Determinación del contenido de cenizas solubles en agua 

- Determinación del contenido de cenizas insolubles en HCl al 10% 

- Determinación cualitativa de fenoles (FeCl3) y flavonoides (ensayo de Shinoda) 

- Determinación cuantitativa de fenoles totales (por espectrofotometría UV) 

7. Métodos de ensayo 
Para la determinación de los requisitos organolépticos y físico-químicos se procede 

según la NRSP 309. 

Para el control microbiológico se procede según la metodología establecida por el 

CIDEM (1992) y la WHO (1998). 

8. Transportación, manipulación, almacenamiento y conservación 
Se procede según lo establecido en la NRSP 310 

9. Garantía del productor
El producto se garantiza por un plazo de 12 meses a partir de la fecha de procesado, 

cumpliendo los requisitos  que se establecen en la presente propuesta de norma.
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Anexo 2.
Cromatogramas obtenidos por CLAR en la determinación cualitativa del 

flavonoide rutina 

Anexo 2.1. Cromatograma del patrón rutina 

Anexo 2.2. Cromatograma de la determinación cualitativa de rutina en la 
muestra de Marzo/07 
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Anexo 2.3. Cromatograma de la determinación cualitativa de rutina en la 
muestra de Mayo/07 

Anexo 2.4. Cromatograma de la determinación cualitativa de rutina en la 
muestra de Agosto/07 

Anexo 2.5. Cromatograma de la determinación cualitativa de rutina en la 
muestra de Octubre/07 
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Anexo 2.6. Cromatograma de la determinación cualitativa de rutina en la 
muestra de Diciembre/07 

Anexo 2.7. Cromatograma de la determinación cualitativa de rutina en la 
muestra de Enero/08
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ANEXO 3. Espectros de masas de los compuestos identificados en el extracto 
hexánico de Marzo/07 

Anexo 3.1. Espectro de masas de                       Anexo 3.2. Espectro de masas de
6,10 dimetil-5,9-undecadien-2-ona                       6,10,14- trimetil-5,9,13-pentadecatrien-2-ona 

Anexo 3.3. Espectro de masas del                   Anexo 3.4. Espectro de masas del fitol 
        9-octadecenol 

Anexo 3.5. Espectro de masas del                     Anexo 3.6. Espectro de masas del 3-eicoseno 
ácido linoleico



                                                                                                                             ANEXOS

Anexo 3.7. Espectro de masas del                     Anexo 3.8. Espectro de masas del -tocoferol
dotriacontano  

Anexo 3.9. Espectro de masas del -tocoferol          Anexo 3.10. Espectro de masas del          
                                                                                       derivado del taraxastanediol 

A                                                           B 
Anexo 3.11. Espectros de masas del epi- -taraxastanonol (A) y su derivado (B) 
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Anexo 3.12. Espectro de masas del                 Anexo 3.13. 4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-octametil- 
1- eicosanol                                                       1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a, 14,14a,

                                                       14b-octadecahidro-2H-picen-3-ona

Anexo 3.14. Espectro de masas de la                           Anexo 3.15. Espectro de masas de la 
20(29) lupen-3-ona                                                         espinasterona 

Anexo 3.16. Espectro de masas de la                      Anexo 3.17. Espectro de masas de la 
estigmast-4-en-3-ona                                                5 -estigmastane-3,6-diona
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ANEXO 4. Espectros de masas de algunos compuestos identificados en los 
extractos hexánicos de Agosto/07 y Octubre/07 

Anexo 4.1. Espectro de masas del                               Anexo 4.2. Espectro de masas del  
ácido mirístico                                                                3, 7, 11, 15 tetrametil 2-hexadecen-1-ol 

Anexo 4.3. Espectro de masas del                       
2-(9-octadeceniloxi) etanol 

                     

  Anexo 4.4. Espectro de masas del                  Anexo 4.5. Espectro de masas del ácido oleico 
 ácido palmítico 
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   Anexo 4.6. Espectro de masas del             Anexo 4.7. Espectro de masas de la 9,10 dihidro- 
    ácido esteárico                                             9,9 dimetil-11 H-ciclohepta ( ) naftalen-11-ona

Anexo 4.8. Espectro de masas del 
                                                 -sitosterol
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ANEXO 5. Espectros de masas de algunos compuestos identificados en el 
extracto hexánico de Enero/08 

  Anexo 5.1. Espectro de masas del                          Anexo 5.2. Espectro de masas del
  5-octadeceno                                                            5-eicoseno 

                                                                                    

   Anexo 5.3. Espectro de masas del                  Anexo 5.4. Espectro de masas del 1-docoseno
   4, 8,12,16-tetrametilheptadecan-4-olido 

Anexo 5.5. Espectro de masas del                             Anexo 5.6. Espectro de masas del
  1-tetracosanol                                                                 nonacosano  
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Anexo 5.7. Espectro de masas del estigmasterol 

A               B 
                                                                                                                                     

Anexo 5.8. Espectros de masas del  1,30-triacontanediol 
A: Sugerido para el extracto, B: Ofrecido por la base de datos del equipo 

                                                                                                                            
                                 A                                                                              B 
                                                                                                                   

Anexo 5.9. Espectro de masas del ciclooctacosano 
A: Sugerido para el extracto, B: Ofrecido por la base de datos del equipo 
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                                  A                                                                                              B

                               
                                                                      escualeno                              

                   
 Anexo 5.10. Espectros de masas de los compuestos A y B no identificados en el extracto 

hexánico de la colecta de Enero/08 y del escualeno 
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ANEXO 6. Espectros de masas de algunos compuestos identificados en el 
extracto AcOEt de Marzo/07 

      Anexo 6.1. Espectro de masas de                     Anexo 6.2. Espectro de masas  del  
6,10,14- trimetil-2-pentadecanona                       -tocoferol

Anexo 6.3. Espectro de masas de la -amirina
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ANEXO 7. Espectros de masas de algunos compuestos identificados en el extracto 
AcOEt de Agosto/07 

Anexo 7.1. Espectro de masas del                    Anexo 7.2. Espectro de masas del 
1-octadeceno                                                      neofitadieno                                                 

A               B 

C                D 
Anexo 7.3. Espectros de masas del sitosterol 

A: Espectro de masas del -sitosterol identificado en la muestra (Extracto de AcOEt de 
Agosto/07); B: Espectro de masas del patrón de -sitosterol; C: Espectro de masas del  

-sitosterol de la base de datos del equipo; D: Espectro de masas del -sitosterol de la base 
de datos del equipo
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ANEXO 8. Espectros de masas de algunos compuestos identificados en el 
extracto AcOEt de Octubre/07 

Anexo 8.1. Espectro de masas  del                     Anexo 8.2. Espectro de masas  del    
palmitato de metilo                                               ácido 4-oxazolecarboxílico-4,5-dihidro-
                                                                              2-fenil-1-metil etil éster                                          

Anexo 8.3. Espectro de masas del                           Anexo 8.4. Espectro de masas del 
      linoleato de metilo                                                       oleato metilo 

                            
Anexo 8.5. Espectro de masas del   

                                             estigmasta-5,22-dien-3-ol 
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ANEXO 9. Espectros de masas de algunos compuestos identificados en el 
extracto AcOEt de Enero/08 

Anexo 9.1. Espectro de masas                              Anexo 9.2. Espectro de masas del 
del  fenol                                                                 2-metoxi fenol

      Anexo 9.3. Espectro de masas de la                            Anexo 9.4. Espectro de masas del 
      2-coumaranona                                                             2-metoxi vinilfenol

Anexo 9.5. Espectro de masas del 
                                                2,5-dimetoxi fenol 
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                                     A                                                                       B 

Anexo 9.6. Espectro de masas del blumenol C 
A: Ofrecido por la base de datos del equipo, B: Sugerido para el extracto hexánico 

Anexo 9.7. Espectro de masas del                            Anexo 9.8. Espectro de masas del 
vomifoliol                                                                    1-octadecanol
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Anexo 10. Cromatogramas y espectros UV de los patrones ensayados en el 
análisis por CLAR 

Anexo 10.1. Cromatograma de la rutina y su espectro UV 

Anexo 10.2. Cromatograma de la quercetina y su espectro UV 
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Anexo 10.3. Cromatograma y espectro UV del Kaempferol 
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Anexo 11. Espectro IR del compuesto 1 

Anexo 12. Espectro RMN-1H del compuesto 1 
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Anexo 13. Espectro RMN-13C del compuesto 1 

Anexo 14. Experimento DEPT del compuesto 1 
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Anexo 15. Espectro IR de los compuestos 2 y 4 

Anexo 16. Espectro RMN-1H de los compuestos 2 y 4 
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Anexo 17. Espectro RMN-13C de los compuestos 2 y 4 

Anexo 18. Experimento DEPT de los compuestos 2 y 4 
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Anexo 19. Espectro IR de los compuestos 3 y 6 

Anexo 20. Espectro RMN-1H de los compuestos 3 y 6 
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Anexo 21. Espectro RMN-13C de los compuestos 3 y 6 

Anexo 22. Experimento DEP de los compuestos 3 y 6 
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Anexo 23. Espectro RMN-1H del compuesto 5 

Anexo 24. Espectro RMN-13C del compuesto 5  
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Anexo 25. Experimento DEPT del compuesto 5 
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Anexo 26. Espectro IR de los compuestos 7 y 9 

Anexo 27. Espectro RMN-1H de los compuestos 7 y 9 
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Anexo 28. Espectro RMN-13C de los compuestos 7 y 9 

Anexo 29. Experimento DEPT de los compuestos 7 y 9 
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Anexo 30. Espectro IR de los compuestos 8 y 10 

Anexo 31. Espectro RMN-1H de los compuestos 8 y 10 
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Anexo 32. Espectro RMN-13C de los compuestos 8 y 10 

Espectro RMN-13C

Ampliación de 65-73ppm y de 167-172ppm 
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