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RESUMEN:

llex guayusa Loes, es una planta nativa del noroeste de la
amazonia, ha sido tradicionalmente cultivada y usada por
diferentes comunidades indigenas para preparar bebidas
rituales que actlan como estimulantes y eméticos. En el
departamento de Narifio, tienen como tradicién y costumbre
utilizar las hojas de guayusa para aromatizar y dar un sabor
diferente a las bebidas embriagantes autdctonas. En el caso
del municipio de Ipiales (Narifio), usan estas hojas para la
preparacion de licor. Los métodos utilizados son: Tamizaje
fitoquimico preliminar, fraccionamiento por cromatografia de
columna de los diferentes metabolitos secundarios y andlisis
de estructura molecular por cromatografia de gases acoplada
a masas HPLC. Esta investigacion esta centrada en conocer
mas sobre la planta llex guayusa Loes. Los resultados
obtenidos podréan ser utilizados en industrias farmacéuticas en
las que puedan usar sus propiedades y los metabolitos

secundarios de ésta planta, para que puedan aportar
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beneficios a la sociedad. Se ha detectado que las hojas de
guayusa contienen alcaloides, taninos, y flavonoides que

pueden usarse en la industria alimenticia.

Palabras clave: extraccién, fitoquimica, llex guayusa Loes,

metabolitos secundarios.

ABSTRACT

llex guayusa Loes, is a native plant of the northwest of the
Amazon, has been traditionally cultivated and used by different
indigenous communities to prepare ritual drinks that act as
stimulants and emetics. In the department of Narifio, they have
as a tradition and custom to use guayusa leaves to aromatize
and give a different flavor to native intoxicating drinks. In the
case of the municipality of Ipiales (Narifio), they use these
leaves for the preparation of liguor. The methods used are:
preliminary phytochemical screening, fractionation by column
chromatography of the different secondary metabolites and
analysis of molecular structure by gas chromatography
coupled to HPLC mass. This research is focused on knowing
more about the llex guayusa Loes plant. The results obtained
can be used in pharmaceutical industries in which they can
use their properties and the secondary metabolites of this
plant, so that they can contribute benefits to society. Guayusa
leaves have been found to contain alkaloids, tannins, and

flavonoids that can be used in the food industry.

Key words: extraction, phytochemistry, llex guayusa Loes,

secondary metabolites.
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INTRODUCCION

Los metabolitos de las plantas se dividen en
metabolitos primarios y secundarios basados
en su funcibn y vias biosintéticas. Los
metabolitos primarios son sustancias
organicas que se ocupan directamente de los
procesos biolégicos como el crecimiento, el
desarrollo y la reproduccién. Por otro lado,
los metabolitos secundarios generalmente
no estan implicados en los procesos
biolégicos principales, pero usualmente
tienen funciones ecoldgicas importantes y
desempefian papeles imperativos en la
protecciébn de las plantas contra plagas,
enfermedades y diversas tensiones
ambientales. Estos metabolitos naturales
son fuentes de los compuestos bioactivos
utilizados en productos farmacéuticos,
farmacos, cosméticos y fragancias. (Hatami,
et al, 2016; Pua R, et al., 2016).

La obtencion de metabolitos secundarios de
plantas es uno de los temas de mayor interés
en la actualidad con el fin de buscar y
conocer de donde provienen, los diferentes
mecanismos de su produccion (biosintesis) y
la utilizacion de estos en la planta para
diferentes procesos que permitan su
crecimiento, la utilizacibn de estos en
sintéticos,

reemplazo de  productos

mostrando siempre un desarrollo del

E[@o 1mMENTECH

A Ciencia vy Tecnologia
Alimentaria

conocimiento y ayudando a entender otras
ramas de la ciencia. Algunas de las técnicas
mas utilizadas para el aislamiento y la
purificacion de estos metabolitos son las
técnicas cromatograficas, las cuales
comenzaron con la separacion de
compuestos de plantas con cromatografia de
columna que permite visualizar la

purificacion por diferentes bandas
coloreadas. (Vargas, 2011). Hoy dia se estan
empleando diversas técnicas que favorecen
el proceso de extraccion y obtencion de
compuestos bioactivos de diferentes fuentes
(Rodriguez y Blandén, 2019; Rincén, et al.,
2017; Pua, et al., 2015).

La guayusa, llex guayusa Loes, una planta
nativa del noroeste de la amazonia, ha sido
tradicionalmente cultivada y usada por
diferentes comunidades indigenas para
preparar bebidas rituales, proporcionar
energia y fortaleza a hombres y mujeres

(Lewis et al., 1991; Schultes, 1972).

El objetivo general del presente proyecto es
realizar una caracterizacion fitoquimica
reconociendo los metabolitos que contienen
las hojas de llex guayusa Loes proveniente
del corregimiento, la Victoria del municipio de
Ipiales (Narifio) y verificar cuales estimulan el

sistema corporal.
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MATERIALES Y METODOS

Para realizar el analisis fitoquimico

preliminar se realiz6 los siguientes pasos:

1. Recoleccion: Se tuvo en cuenta
datos especificos para la recoleccién como:
hora, fecha, habitad en la que se encuentra
la planta, ubicacién geografica y estado
vegetativo de la planta. Se tuvo cuidado con
la planta y se limpiaron las hojas.

Secado: Las hojas de la planta llex guayusa
Loes fueron secadas a la sombra, con una
temperatura méaxima de 40°C. (Padilla-Frias,
et al., 2018).

Triturado y tamizaje: Cuando se obtuvo el
material vegetal seco, se procedi6 a triturarlo
para obtener un polvo fino el cual se pas6
por un tamiz para dejar las partes mas
gruesas por fuera.

Rectificacion del solvente: Por otra parte,
se realiz6 la rectificaciébn del etanol, para
tener un alcohol més puro y asi utilizarlo para
obtener el extracto etandlico.

Obtencion del extracto: Para esto se uso el
alcohol anteriormente rectificado, etanol al
95%. EIl proceso de extraccion se realizd
colocando el material vegetal en wun
percolador y agregando etanol por la parte
superior. El etanol resultante contenia el

extracto de la planta.

6.

9.
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Concentracion del extracto: Este proceso
se llevo a cabo en un rotaevaporador a una
temperatura menor o igual a 40 °C. Lo que
se hace es separar el extracto obtenido en el
reflujo del solvente. Esto hace que el extracto
este mas concentrado para el siguiente
proceso.

Obtencidn de fracciones: En esta parte se
hizo un montaje de cromatografia en
columna con el extracto y se utilizé diferentes
solventes (baja polaridad, media y alta
polaridad) los cuales arrastraron diferentes
fracciones del contenido del extracto.
Cromatografia capa fina: Se realizé ésta
cromatografia para juntar las fracciones
Hubo

las cuales fueron

anteriores que son similares.

fracciones incoloras,
visibles por una lampara de UV-Vis, fué
fundamental tener una a lo largo de todo el
proceso.

Separacion de compuestos: Al juntar las
fracciones con el anterior paso, se tomo las
gue tuvieran mayor cantidad y se prepard
con ellas una columna pequefia ya que al
realizar CCF éstas eran muy complejas. Las
fracciones resultantes que fueron similares
se juntaron nuevamente y se procedid a
realizar cromatografia preparativa con las

fracciones mas abundantes.
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10. Otros analisis: Por Uultimo, se realizan

pruebas instrumentales en las que se pueda
corroborar los resultados obtenidos en todo
el proceso; una de estas pruebas es la
cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), es wuna técnica utlizada para
separar los componentes de una mezcla

basandose en diferentes tipos de

RESULTADOS Y DISCUSION

Recoleccion: Las hojas de la planta llex
guayusa Loes fueron recolectadas en el
corregimiento de La Victoria del municipio de
Ipiales - Narifio. La Victoria cuenta con una
muy buena parte de bosques no
intervenidos, representados por una gran
reserva de bosques en los que se encuentra
una gran variedad de arboles nativos que
sirven como refugio para distintas especies

de animales y aves. (Pineda G, 2015).

Este procedimiento se realiz6 en plantas que
estaban en fase adulta (ver figura 1), se
recolectaron en horas de la mafiana ya que
es lo recomendado para que en sus hojas
tengan la mayor cantidad de compuestos,
esto se realiz6 entre 6:30 y 7:30 a.m., se
tuvo cuidado de no dafarlas y solo se

tomaron hojas sanas. Ver figura 2.
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interacciones quimicas entre las sustancias
analizadas y la columna cromatografica.

Conjuntamente a este proceso se realizé el
tamizaje fitoquimico partiendo desde el
extracto etanolico obtenido y se procedi6 a
realizar las diferentes pruebas de

identificacion.

Figura 1. Planta llex guayusa Loes en fase

adulta.

Figura 2. Hojas de guayusa recolectadas.
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Secado: Las hojas de guayusa se dejaron Luego se procedio6 a tamizar para dejar el
secar a condiciones ambientales en el material fino y desechar las partes mas
municipio de Potosi — Narifio. Ver figura 3. gruesas. Ver figura 5.

Figura 5. Material vegetal tamizado.
Figura 3. Hojas de guayusa secandose.

Obtencion del extracto: Este proceso se

Triturado y tamizaje: El triturado se realizo realizé colocando el material vegetal en un

cuando el material vegetal se encontraba percolador (ver figura 6) y se agregé etanol

totalmente seco, incluso con las manos ya por la parte superior para que al pasar éste

era facil de desintegrar su forma (ver figura extrajera el extracto de la planta.

4), esto se hizo en un molino eléctrico (ver

figura 4)

Figura 6. Percolador extrayendo el extracto

de la hoja de guayusa.

Figura 4. Material vegetal seco y triturando.

Concentracion del extracto: Este proceso
se llevo a cabo en un rotaevaporador a una

temperatura menor a 40 °C para no dafar el
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extracto y dejar sus metabolitos secundarios
en perfecto estado (ver figura 7). Al sacar el
extracto se llevo a bafio maria en una placa
de porcelana para terminar de evaporar el

solvente (ver figura 8).

Figura 7. Concentrando el extracto en el
rotaevaporador.

Figura 8. Extracto puro.

Cromatografia en columna: Se realiz6 el
montaje para cromatografia en columna con
el extracto obtenido anteriormente y se
empezdé6 a correr con cloroformo. Se
obtuvieron 82 fracciones con cloroformo
hasta que se confirm6, sembrando una placa

con la dltima fraccion, que el solvente no
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arrastraba mas compuestos del extracto;
seguidamente se procedi6 a cambiar de
solvente, acetato de etilo, con el fin de seguir
extrayendo compuestos. Con éste solvente
ya se han obtenido 80 fracciones y aun no se
agotan los compuestos, por tal razén se

sigue el proceso. Ver figura 9.

Figura 9. Cromatografia en columna inicial y

€n proceso.

Cromatografia en capa fina: De las
fracciones obtenidas se ha hecho
cromatografia de capa fina, con el fin de
observar aquellos con caracteristicas
similares y poderlos unir, obteniendo asi 13
de cloroformo y hasta la fecha, 12 de acetato

de etilo. Ver figura 10y 11.

Figura 10. Fracciones obtenidas con

cloroformo
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Figura 11. Fracciones obtenidas hasta el

momento con acetato de etilo

Separacion de compuestos: Debido a que
las primeras cuatro fracciones de cloroformo
eran tan abundantes y complejas (ver figura
12), se decidi6 realizar una segunda
cromatografia en columna para separar

mejor sus componentes. Ver figura 13.

Figura 12. Primeras fracciones obtenidas

con cloroformo con su respectiva CCF.
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Figura 13. Segunda separaciébn por

cromatografia en columna.

Para las cuatro columnas se utiliz6 como
solventes los mismos iniciales, cloroformo,
acetato de etilo y metanol. Las fracciones
obtenidas se volvian a juntar si eran

similares.

La primera fraccion de cada columna,
marcadas como 1.1, 2.1, 3.1y 4.1, vuelven a
tener mayor abundancia (ver figura 14), por
lo tanto se realiza una separacion por
cromatografia de placa preparativa y se
ponen a correr con el mismo solvente,
cloroformo. En la figura 15 se puede
observar la separacién que tiene cada una

de las fracciones.
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Figura 14. Primeras fracciones de las

columnas.

Figura 15. Cromatografia placa preparativa

primeras fracciones de las columnas.

Como se observa en la parte inferior derecha
de la figura 15, en la fraccion 1 de la columna
4 no hay una buena separacién, por lo tanto
se vuelve a correr la placa con una mezcla
de cloroformo y acetato de etilo (50-50). Ver

figura 16.

E[@o 1mMENTECH

A Ciencia y Tecnologia
Alimentaria

Figura 16. Cromatografia placa preparativa
columna 4, mezcla cloroformo - acetato de

etilo.

Con ayuda de la lampara UV-Vis se pudo
observar con facilidad las franjas en las que
se dividia cada fraccion obteniendo los

siguientes resultados (Ver tabla 1):

Tabla 1. Numero de franjas observadas bajo
UV-Vis.

Fraccién 1 de Numero de
Columnas franjas
1 7
2 7
3 4
4 6

Cada una de las franjas se las recolect6 (ver
figura 17) y se esta realizando una
cromatografia en columna corriéndolas con
cloroformo (ver  figura  18), este
procedimiento se realiza con el fin de obtener
un compuesto mas puro y posteriormente
poder enviar a HPLC para tener certeza de

los compuestos que se tiene.
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Figura 17. Franjas de silice recolectadas de

las placas preparativas.

Figura 18. Cromatografia en columna de las

franjas de silice recolectadas.

Simultdneamente a este proceso se ha
venido realizando un tamizaje fitoquimico el
cual ha arrojado los resultados vistos en la

tabla 2. Aln falta realizar las pruebas para

CONCLUSION
El presente proyecto de investigacion se
encuentra en proceso de desarrollo en el

cual hasta el momento se puede concluir que

cardioténicos,
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determinar la presencia de esteroides,

cumarinas y lactonas

terpénicas.

Tabla 2. Tamizaje Fitoquimico preliminar

METABSOLITO PRUEBA RES%TAD

Reactivo
Dragendorf €]
f
Reactivo
Mayer
Reactivo
Valser
Reactivo
Reineckato (+)
de amonio

(+)
G

Alcaloides

Reaccién
dela (+)
Cianidina
Reaccién
con HCI (+)

Flavonoides

Reaccion
Taninos Gelatina - (+)
Sal

Reaccion
de
Borntrager
— Crauss

Naftoquinonas
ylo
Antroquinonas

G

Prueba de
espuma
Prueba de

¢
G

Saponinas

Hemédlisis

Como se observa en la tabla 2 se encontré
presencia de alcaloides, flavonoides taninos

con potencial uso a nivel industrial.

las hojas de llex guayusa Loes contienen
alcaloides, taninos y flavonoides que pueden

usarse en la industria alimenticia.
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