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Resumen

Fueron caracterizadas desde el punto de vista fisico, fisico-quimico y quimico cualitativo las
tinturas al 10 % de Bixa orellana I. Las tinturas fueron obtenidas empleando como solvente
etanol al 70 %, por los métodos de extraccion maceracion y percolacion. El valor de pH
observado, en todos los casos, fue de 6, denotando un caracter acido débil. Los valores de indice
de refraccion, densidad relativa y solidos totales resultaron ser superiores en las tinturas
obtenidas por percolacion. El andlisis capilar mostré una imagen vivamente coloreada,
observandose una franja de color naranja, casi lineal, una subfranja de color amarillo, y una
banda de color carmelita. La determinacion de la composicion quimica cualitativa para ambas
tinturas mostré un comportamiento muy parecido, evidenciandose la presencia de alcaloides,
coumarinas, saponinas, flavonoides, azUcares reductores, triterpenos y esteroides, aminas y
aminoacidos, fenoles y taninos, no identificandose quinonas, resinas, glucésidos cardiacos, y
mucilagos.

Palabras clave: Bixa orellana L., estudios de caracterizacion, plantas medicinales, control de
calidad.

Abstract

This paper aims to make the physical, physicochemical and qualitative chemical
characterization of dyes at 10 % obtained from the seeds of Bixa orellana I. using ethanol
solvent at 70 %, and extraction, maceration and percolation methods. The pH value was 6,
which indicates a weak acid behavior in all cases. The results of the refractive index, specific
density and total solids were higher in the dyes obtained by percolation. The capillary analysis
displays an intensely colored image, spotting an orange colored fringe, a yellow colored sub
fringe, and a fawn colored band. The qualitative chemical composition proved to be similar for
both dyes. Such a behavior evidenced the existence of alkaloids, coumarins, saponins,
triterpenes and steroids, reducing sugar, flavonoids, amino acids and amines, phenols and
tannins. Conversely, quinones, mucilage, resins, and cardiac glycoside were not identified.
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Introduccion

Las investigaciones cientificas en plantas medicinales contribuyen, decisivamente, al
desarrollo de nuevos medicamentos, los cuales pasan a formar parte del arsenal
terapéutico para el tratamiento de diversas enfermedades. Muchas de estas
investigaciones tienen su origen a partir del uso popular que le confiere la poblaciéon, los

cuales resultan muy diversos y variables [1, 2].

La Bixa orellana I. es una especie vegetal de la cual se han reportado diversos estudios
fitoquimicos realizados a la especie y a extractos oleosos de la misma [3, 4], no

existiendo reporte alguno sobre extractos hidroalcohdlicos preparados al 10 %.

De ahi que exista la necesidad de obtener una tintura caracterizada a partir de las
semillas de la especie para ser utilizada como principio activo o forma farmacéutica,
aprovechando las disimiles propiedades terapéuticas reportadas para la misma, de ahi
que el objetivo de este trabajo es caracterizar, preliminarmente, desde el punto de vista
fisico, fisico-quimico y quimico cualitativo, tinturas al 10%, obtenidas a partir de las
semillas de Bixa orellana I., empleando diferentes métodos de extraccion: maceracion y

percolacion.

Fundamentacion teorica

Motivados con la utilizacion de esta especie por la poblacion cubana en diversas
patologias, el incremento de afecciones dermatoldgicas que existe en la poblacion
producidas por picaduras de insectos, fundamentalmente, y teniendo en cuenta que en el
Formulario Nacional de Fitofarmacos y Apifarmacos [5], se reportan solamente dos
formulaciones obtenidas a partir de esta especie, correspondiéndose una al extracto
oleoso y otra al unglento (este Gltimo obtenido a partir del primero), se propone en esta
trabajo caracterizar tinturas al 10 % obtenidas a partir de las semillas de dicha especie
empleando diferentes métodos de extraccion, las cuales podréan ser utilizadas bien como

forma farmacéutica o como principio activo.

Materiales y métodos

Se llevo a cabo un estudio de caracterizacion de tinturas preparadas al 10 %, obtenidas a
partir de las semillas de la especie Bixa orellana |., empleando diferentes métodos de
extraccion y como solvente solucion hidroalcohdlica al 70 %. EI mismo se efectuo en el
periodo comprendido entre los meses de mayo a junio de 2015, en el laboratorio

experimental de la carrera de Ciencias Farmacéuticas en la Universidad de Oriente.
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Recoleccion y procesamiento del material vegetal

Las semillas, contenidas en los frutos de la especie fueron recolectadas en el Municipio
de San Luis, en la provincia Santiago de Cuba, luego de ser identificadas
taxondmicamente en el Centro Oriental de Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO) en
el Museo “Tomas Romay” de la misma provincia. Este material vegetal es dividido en
dos porciones: una primera es utilizada para realizar el correspondiente control de
calidad con vistas a garantizar su uso en la investigacion, evaludndose los parametros
correspondientes a la determinacion de sustancias solubles y composicién quimica
cualitativa, siguiendo el procedimiento descrito en la Nora Ramal de Salud Publica
(NRSP) # 309 [6] y la técnica de tamizaje fitoquimico descrita en la literatura

especializada [7], respectivamente.

Determinacion de sustancias solubles

Se basa en la extraccion de las sustancias en agua, alcohol o una mezcla
hidroalcohdlica, mediante maceracion y evaporacion hasta sequedad de una alicuota
del extracto. Se realizd teniendo en cuenta el procedimiento establecido en la NRSP
# 309 [6] empleando como solventes soluciones hidroalcohdlicas preparadas al 30 %,
50 %y 70 %.

Determinacion de Ia composicion quimica

La composicién quimica cualitativa a la droga fresca se determina a través de la técnica
de tamizaje fitoquimico, siguiendo el procedimiento descrito en el Folleto para las
actividades préacticas de las asignaturas Farmacognosia y Quimica de los Productos
Naturales [7], empleando como solvente de extraccion etanol 96 %, desarrollandose los
ensayos cualitativos descritos para la identificacion de alcaloides, triterpenos y
esteroides, quinonas, coumarinas, saponinas, azucares reductores, aminoacidos libres y
aminas en general, carbohidratos, mucilagos, flavonoides, resinas, aceites esenciales,

glicosidos cardiacos, fenoles y taninos (tabla 1).
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TABLA 1. IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

A LA DROGA FRESCA
Metabolitos Ensayos
Alcaloides Dragendorff
Mayer
Wagner
Triterpenos y esteroides Solkowski
Lieberman-Burchard
Rosemheim
Quinonas Borntrager
Cumarinas Baljet
Saponinas Espuma
Resinas Resinas
Mucilagos Mucilagos
Aceites esenciales y sustancias grasas Sudan 111
Azlcares Reductores. Fehling
Benedict
Fenoles y taninos Cloruro férrico
Aminoacidos libres y aminas en general | Ninhidrina.
Glicésidos cardiacos Kedde
Flavonoides Acido sulfurico concentrado
Shinoda
Rosemheim

La segunda porcion del material vegetal es sometida a un proceso de secado empleando
el método al sol, con el objetivo de eliminar la humedad del material vegetal, evitando

asi una posible contaminacion microbiana y garantizar su utilizacion en la investigacion.

Una vez seca, se procede a la determinacion del porcentaje de humedad residual
presente en el material vegetal, empleandose el método gravimétrico, establecido en la
NRSP # 309 [6]. Posteriormente es triturada con el objetivo de disminuir el tamafio de

particula y asi favorecer los posteriores métodos de extraccién a aplicar.

Procedimiento para la obtencion de las tinturas

Para la obtencién de las tinturas se procedio segun lo descrito en la NRSP # 311 [8],
empleando los métodos de extraccidn, maceracion y percolacion y como solvente una
solucion hidroalcohdlica al 70 %. Se prepararan a una concentracion del 10 % que es la
concentracion mas baja a la cual se pueden preparar tinturas a partir de material vegetal,
independientemente de que en la bibliografia se reporta esta concentracion para drogas
potentes 0 muy activas. Este criterio fue tomado teniendo en cuenta de que no existen

extractos hidroalcohdlicos elaborados para la especie, y que se desconoce la toxicidad
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de los mismos, aunque se reporta en literatura que la planta no es téxica [9], evitando la

posible aparicion de efectos no deseados en el momento de su uso.

Caracterizacion de las tinturas obtenidas
Para la caracterizacion de las tinturas se procede a la determinacion de los pardmetros
de calidad establecidos en la Norma Ramal de Salud Publica # 312 [10] determinandose

los parametros:

1. Caracteristicas organolépticas: color, olor, homogeneidad, y transparencia de la
solucion.

pH.

indice de refraccion.

Densidad relativa.

Sélidos totales.

Analisis capilar.

N o a ~ w b

Determinacion de la composicidn quimica cualitativa, segun técnica de Tamizaje
fotoquimico [7].

Para la determinacion de la composicion quimica cualitativa se aplica la técnica de
Tamizaje Fitoquimico, establecida en Folleto para las actividades précticas de las
asignaturas Farmacognosia y Quimica de los Productos Naturales [7], realizdndose los
ensayos cualitativos descritos, para la identificacion de alcaloides, triterpenos y
esteroides, quinonas, coumarinas, saponinas, azucares reductores, aminoacidos libres y
aminas en general, carbohidratos, mucilagos, flavonoides, resinas, glicésidos cardiacos,

aceites esenciales, fenoles y taninos.

Procesamiento estadistico de Ia informacion

Para la determinacion del mejor método de extraccion se realizé un Analisis de varianza
ANOVA vy el test de Tukey para maximas diferencias significativas (HSD), para un
nivel de confianza del 95 %, empleando para ello el software Statgraphics plus Version
5.1, para Windows en su edicion profesional. Para determinar las desviaciones

estandares se utilizé el Microsoft Office Excel.

Equipos y reactivos utilizados
Balanza técnica (Nagema), pH-metro (HANNA PH 211), Balanza analitica
(SARTORIUS), Zaranda (JP Selecta 3000974) y Refractometro Abbe.
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Resultados y discusion

Procesamiento del material vegetal

El secado total de las semillas empleando el método de secado al sol se realiz6 durante 7
dias. La seleccion del método de secado estuvo condicionada a la aparicion, en la
superficie de las semillas, de una pequefia capa de color blanco que pudiera ser signo de
contaminacion, como resultado del proceso de secado por el método a la sombra. De ahi
la seleccion del método de secado al sol, pues no existen reportes de estudios
relacionados con métodos de secado para la especie, motivo por el cual se descartd este

método de secado en la investigacion.

Este proceso de secado no modificd la coloracion roja de la semilla, aunque si la
friabilidad de las mismas lo que facilitd la posterior disminucién del tamafio de
particulas favoreciendo asi el proceso extractivo. Al no existir reportes de estudios de

métodos de secado no se pueden comparar los resultados obtenidos.

Determinacion de sustancias solubles a Ia droga fresca

Los resultados obtenidos en la determinacion de sustancias solubles a la droga fresca se
muestran en la tabla 2. Como puede notarse, el solvente que logra extraer mayor
cantidad de sustancias solubles es el etanol al 70 %, lograndose un (30,9 %), seguido del
etanol al 50 % (26,36 %) y luego el etanol al 30 % (19,65 %).

TABLA 2. RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE SUSTANCIAS
SOLUBLES A LA DROGA FRESCA

Parametro de calidad Etanol (30%) |Etanol (50%) |Etanol (70%)
Sustancias solubles (%+ DS) |19,65 + 1,53 26,36 = 0,30 30,09 £ 0,30

Estos resultados son indicativos del poder de extraccion de los solventes empleados,
dado por las caracteristicas estructurales de las sustancias extraidas en cada uno de ellos.
Al compararlos con lo reportado en la bibliografia puede observarse que estan en
correspondencia, pues se plantea que el porcentaje de extraccion debe ser menor de
31 % [5], siendo el solvente de primera eleccion el etanol al 70 % para la preparacion de
futuras tinturas y el empleado para elaborar las tinturas que seran objeto de

caracterizacioén en este estudio.
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Determinacion de Ia composicion quimica a Ia droga fresca

En la tabla 3 se plasman los resultados obtenidos en la identificacion de metabolitos a la

droga fresca, arrojando la presencia de alcaloides, triterpenos y esteroides, saponinas,

aceites esenciales, azucares reductores, aminas y aminodcidos, flavonoides (posible

flavona segun evidencias del ensayo con Shinoda), fenoles y taninos; estos resultados

coinciden con lo reportado en la literatura especializada [11,12].

TABLA 3. RESULTADOS DE LA COMPOSICION QUIMICA A LA DROGA FRESCA

Metabolitos Ensayos Evidencias | Observaciones
Alcaloides Dragendorff ++ Precipitado de color rojo ladrillo
Mayer + Se observé un color amarillo opaco
Wagner ++ Se observo un color amarillo opaco
Triterpenos y | Solkowski - Color negro
esteroides Lieberman- ++ Color verde intenso visible
Burchard
Rosemheim - Separacion de fases de color amarillo
en la primera
Quinonas Borntrager - Color naranja sin precipitado
Coumarinas Baljet - Color naranja sin precipitado
Saponinas Espuma ++ Espuma
Resinas Resinas - Color amarillo claro
Mucilagos Mucilagos -
Aceites + Gotas oleosas de color roja
esenciales y | Sudén I
sustancias
grasas
Azlcares Fehling ++ Precipitado de color rojo ladrillo
Reductores. . — - -
Benedict + Precipitado de color rojo ladrillo
Fenoles y | Cloruro + Ligero color rojizo
taninos férrico
Aminoécidos Ninhidrina. ++ Color azul violaceo
libres y aminas
en general
Glicésidos Kedde - Color naranja rojizo
cardiacos
Flavonoides Acido ++ Color marron oscuro
sulfarico
concentrado
Shinoda ++ Separacion de fases color naranja en la
primera
Rosemheim - Cambio de color de rojo a marron

Leyenda: (+) indica ensayo positivo, (-) indica ensayo negativo, (++) evidencia positiva marcada
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Determinacion de humedad residual ala droga seca

El resultado de la humedad residual obtenido fue de un 8 %, valor que se encuentra por
encima del valor limite establecido para la droga (no mayor de un 7 %) [5]. Este
resultado puede estar relacionado con la absorcion de la humedad relativa medio
ambiental, y la producida en el interior de la bolsa de nylon, material de envase donde
se encontraba almacenada la muestra. Como la diferencia entre el valor obtenido y el
reportado, no es significativa, se considera que el método de secado empleado se
desarroll6 de forma optima. No obstante, se sugiere realizar posteriores estudios sobre
meétodos de secado y asi estandarizar el mismo para la especie.

Caracterizacion de Ias tinturas obtenidas

Cada una de las tinturas obtenidas fue caracterizada segun resultados de los parametros
de calidad evaluados para este tipo de formulacion.

Las tinturas obtenidas a partir de las semillas de la Bixa orellana L, por ambos métodos
de extraccion, mostraron el mismo color y olor, propios de la especie,
correspondiéndose a una coloracion roja intensa y olor caracteristico. Estos resultados
denotan la presencia de metabolitos presentes resultado del proceso extractivo. Asi
mismo se observo transparencia a la luz, homogeneidad, no observandose particulas en
suspension. Al no existir estudios precedentes no se puede realizar una comparacion,

por lo que se podria tomar como punto de referencia para futuros estudios.

Los valores de pH determinados a las tinturas, coinciden para los diferentes métodos de
extraccion, obteniéndose un valor de 6, lo que denota un caracter acido débil, justificado
por la presencia de compuestos resultantes de la extraccion que aportan estas
caracteristicas, o bien debido a la combinacion de las caracteristicas acidas y basicas
aportadas por los diferentes grupos de familias quimicas presentes en el medio, todas
identificadas en el tamizaje fitoquimico. Entre los compuestos identificados que aportan
caracteristicas acidas se encuentran los triterpenos y esteroides, flavonoides, fenoles y

taninos, y con caracteristicas basicas los alcaloides, aminas, aminoacidos.

Este pardmetro no esta condicionado al cambio de método de extraccion. Se
puede considerar como un pH Optimo para el futuro uso que se prevé tenga esta
formulacidn, pues se encuentra en el rango de pH reportado para la piel (5-6), sitio de

accion previsto [13].

En la tabla 4 se muestran los resultados de los parametros indice de refraccion, densidad

relativa y solidos totales.
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TABLA 4. RESULTADOS DEL INDICE DE REFRACCION DE LAS TINTURAS

Parametro de calidad | Percolacion | Maceracién | Etanol 70%
indice de refraccion 1,361 1,360 1,354
Densidad relativa 0,999 6 0,9918 0,931 6
(g/mL)

Solidos totales (%) 5,404 4,146

Como puede observarse el valor del indice de refraccion obtenido para cada tintura, es
superior al indice de refraccion del solvente empleado para su preparacion, hecho este
atribuible a la presencia en el medio de sustancias capaces de refractar la luz, como
resultado del proceso extractivo. De igual modo, los valores obtenidos son similares, no
arrojando diferencias estadisticas, lo que permite inferir que puede emplearse

indistintamente cualquiera de los métodos de extraccion empleados.

Analizando los valores de densidad relativa de las tinturas, puede notarse que son
superiores a la del solvente, esto se justifica por la explicacién dada al discutir el
pardmetro indice de refraccion. EI comportamiento de este pardmetro sigue la misma
tendencia, o sea, es en la percolacion donde se obtienen valores numéricos mayores, no

existiendo diferencias estadisticas.

La variable solidos totales resulta de gran importancia a monitorear cuando de una
planta se pretende extraer la mayor cantidad de metabolitos presentes en la misma. En
este estudio se mostrd la variabilidad que genera en el contenido de sélidos totales el
cambio de método de extraccion. EI comportamiento observado resulta similar al de los
parametros anteriormente discutidos, pues se observa claramente que la percolacion
ofrece mejores resultados. Estos resultados pudieran justificarse por la capacidad
extractiva del solvente empleado y del propio método en si, lo que indica el resultado de
la extraccién basado en la relacién estructura solubilidad de los metabolitos presentes en

el material vegetal.

El parametro analisis capilar constituye uno de los aspectos a evaluar cuando de calidad
de formas farmaceuticas obtenidas a partir de plantas medicinales se trata. El resultado
de este arrojo una imagen con las caracteristicas que a continuacion se describen, para
ambos métodos: imagen vivamente coloreada de 13,3 cm de altura, observandose una
franja de color naranja de 5 cm, casi lineal, una subfranja de color amarillo, de 3,5 cm, y
una banda de color carmelita claro de 3 cm. Ante la luz ultravioleta no se produce

fluorescencia, acentuandose el color de la imagen definitiva.
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Los resultados obtenidos en las determinaciones antes explicadas, no pueden ser

comparados pues no existen reportes de estudios de este tipo, reportados para la especie,
de ahi que estos resultados constituyan la base cientifica para el fundamento de

investigaciones futuras sobre el tema y la especie.

El tamizaje fitoquimico constituye una de las etapas que permite determinar
cualitativamente los principales grupos constituyentes quimicos presentes en una planta.

Los resultados obtenidos para cada método de extraccion son mostrados en las tablas 5.

TABLA 5. RESULTADOS DE LA COMPOSICION QUIMICA CUALITATIVA

Metabolitos Ensayo Evidencia Evidencia
cualitativo Percolacion | Maceracion
Alcaloides Dragendorff + -
Mayer ++ +
Wagner ++ +
Triterpenos y esteroides Solkowski - -
Lieberman -+ +
Burchard
Rosemheim - -
Quinonas Borntrager - -
Coumarinas Baljet ++ +
Saponinas Espumas ++ +
Resina Resina - -
Aceites esenciales Sudan 11 + +
Azlcar reductoras Fehling + +
Benedict + +
Fenoles y taninos Cloruro férrico | ++ +
Aminoacidos libres y aminas | Ninhidrina + -
en general
Glicésidos Cardiacos Kedde - -
Flavonoides Acido sulfarico | ++ +
concentrado
Shinoda ++ +
Rosemheim ++ +
Mucilagos Mucilagos - -

Leyenda: ++ (abundante), ++ (moderado),+ (escaso), — (negativo).

Como puede apreciarse los metabolitos identificados en las tinturas preparadas por el
método de percolacion responden a alcaloides, triterpenos y esteroides, coumarinas,
saponinas, aceites esenciales, azUcares reductores, aminas y aminoacidos, flavonoides,
fenoles y taninos, no identificAndose quinonas, resinas, glucésidos cardiacos, y
mucilagos. Al ser comparados con los obtenidos en las tinturas elaboradas por

maceracion, puede notarse que la diferencia radica en la ausencia de aminoacidos libres
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y aminas en estas Gltimas, como también se puede apreciar que las evidencias obtenidas

en cada ensayo son menos acentuadas.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en la droga fresca, la diferencia radica
en la ausencia de coumarinas y quinonas en la droga fresca. Por lo que, de forma
general, se puede plantear que la composicion quimica del material vegetal se mantiene
luego del proceso de secado de la droga, lo que resulta factible para la preparacion de
futuras preparaciones farmacéuticas. Estando dichos resultados en correspondencia con

lo reportado en bibliografia [14].

En sentido general, estos ensayos cualitativos permiten corroborar el criterio mantenido
acerca de la utilizacion del método de extraccion percolacion como el de eleccion para
la preparacion de las tinturas de la especie, aun existiendo diferencias minimas entre

ambos métodos.

Conclusiones

Se realizé la caracterizacion preliminar fisica, fisica-quimica y quimica cualitativa de

| tinturas de Bixa orellana L, al 10 % obtenidas por diferentes métodos de extraccion.
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