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RESUMEN

Las isoflavonas constituyen motivo de estudio por sus grandes propiedades bioactivos
en la salud humana, dentro de este grupo se encuentra biochanina A, que se comporta
como un singular fitoestrégeno por su conformacion estrogénica similar a estos; pero
también porque evidencia proteccion cardiovascular dado a sus efectos
hipocolesterolémicos. El objetivo del estudio fue aislar y caracterizar la isoflavona del
duramen de Swartzia simplex de una muestra de esta especie que guarda relacion
filogenética con S. polyphylla recolectada en el Arboretum “El Huayo” de la Facultad
de Ingenieria Forestal de la UNAP, ubicado entre los caserios de Zungarococha y Nina
Rumi, Distrito de San Juan Bautista, Provincia de Maynas, Regioén Loreto. El producto
purificado se identifico y caracterizé mediante la determinacién de sus parametros
fisicoquimicos y espectrométricos UV-visible. Los resultados fueron los siguientes:
Punto de fusion 216 °C, valor de Rf en TLC corrido en solucién 2% de Metanol: 98%de
diclorometano fue 50, Peso Molecular 284,262 g/mol y las longitudes de ondas de
absorcién maxima en metanol fueron 261, 330 sh nm y en metanol acetato de sodio
fue 272, 327 nm. Estos resultados son similares a los que muestra la literatura para

biochanina A.

Palabras clave. Swartzia simplex, Biochanina A, Caracterizacion fisicoquimica,

espectrometria UV-visible.



ABSTRACT

Isoflavones are a subject of study due to their great bioactive properties in human
health, within this group is biochanin A, which behaves as a unique phytoestrogen due
to its estrogenic conformation similar to these; but also, because it shows
cardiovascular protection due to its hypocholesterolemic effects. The objective of the
study was to isolate and characterize the isoflavone from the heartwood of Swartzia
simplex from a sample of this species that is phylogenetically related to S. polyphylla
collected at the "El Huayo" Arboretum of the Faculty of Forestry Engineering of the
UNAP, located between the Zungarococha and Nina Rumi hamlets, District of San
Juan Bautista, Province of Maynas, Loreto Region. The purified product was identified
and characterized by determining its physicochemical and UV-visible spectrometric
parameters. The results were as follows: Melting point 216 °C, Rf value in TLC run in
2% Methanol solution: 98% dichloromethane was 50, Molecular Weight 284.262 g/mol
and wavelengths of maximum absorption in methanol were sh 261.330 nm and in
sodium acetate methanol it was 272.327 nm. These results are similar to those shown

in the literature for biochanin A.

Keywords. Swartzia simplex, Biochanin A, Physicochemical characterization, UV-

visible spectrometry.



INTRODUCCION

Soukup reporta para la Amazonia peruana varias especies del género Swartzia tales
como: S. amplifolia, S. arborescens, S. brachyrachis, S. cardiosperma, S. cuspidata,
S. macrophylla, S. péndula, S. polyphylla (1). Ademas, Duke et al., menciona la
presencia de S. laevicarpa y Swartzia simplex (2); de estas especies citados por ambos
autores, solo ha sido estudiado S. polyphylla de la que se obtuvo Biochanina A (3),
pero también de esta misma especie se ha aislado aceites esenciales (4). En lo
referente a Swartzia simplex no tiene estudios previos en relacion a su presencia de

isoflavonas, en este contexto fue preciso realizar su estudio.

En la Familia Fabaceae (o Papilonideae) estan presentes Isoflavonas como Daidzeina,
Genisteina, formonanetina y Biochanina A, siendo conocida la monofilia de las
Fabaceae, sus diversas caracteristicas morfologicas y de las de secuenciacion del
ADN hacen pensar que las Isoflavonas son estructuras quimicas que son comunes a
los subgrupos: Cesalpinoideae, Mimosoideae, y Faboideae de la familia Fabaceae,
dentro de esta familia esta presente el género Swartzia que posee 130 especies (5).
Biochanina A fue aislado de Trifolium pratense conocido como Trébol rojo (6), del

duramen de Swartzia polyphylla (7) y de los frutos de Cassia fistula “cafia fistula” (8).

Biochanina A, como isoflavona es de gran importancia por su amplia actividad
bioldgica como Fitoestrégeno un compuesto quimico no esteroideo que se encuentra
en los vegetales con similar actividad que los estrégenos humanos por su estructura
conformacional parecida a los estrégenos, con accién similar u opuesta a éstos y se
usa en el tratamiento de la menopausia, post — menopausia y sus secuelas,
normalmente se encuentra en pequefias cantidades en los alimentos. Cuando fue
aislado de trébol rojo (Trifolium repens) y de otras leguminosas atrajo considerable
atencion de los investigadores en los ultimos afios, debido a su amplio espectro de
actividades farmacoldgicas, ademas, exhibe actividades biolégicas multifacéticas
como neuroprotector, anticanceroso, antioxidante, antiinflamatorio, osteogénico,

antihiperglucemico y protector de la integridad y funcion de las células endoteliales (9).



El propdsito de obtener Biochanina A del género Swartzia de considerable abundancia
en la Amazonia para demostrar que este género de las fabaceas puede representar
una gran alternativa frente a plantas que poseen menor biomasa vegetal y estan
sujetos a la temporalidad de la siembra y cosecha mientras S. simples es un arbol que

para obtener Biochanina A, se utilizard por sistema de poda de sus ramas gruesas.

Ademas de las propiedades bioactivas ya sefialados, esta isoflavona modula la
transcripcion de la informacion genética; es decir permite copias del ARN mensajero
del ADN el ARNm, que transporta la informacién genética necesaria para que se
elabore las proteinas en una célula, promueve la apoptosis, una via de muerte celular
programado realizada por el mismo organismo con el fin de controlar su desarrollo y
crecimiento y deshacerse de células anormales o innecesarias al metabolismo y
favoreciendo respuestas inmunitarias. Los estudios epidemioldgicos indican que las
poblaciones con una alta ingesta de Isoflavonas como Genisteina, Biochanina A:
daidzeina, formononetina, etc., experimentan tasas mas bajas de varios tipo de
cancer: mama, pristata, vejiga, colon, de suerte que las Isoflavonas en general se
consideran como quimioprotectores y pueden usarse como terapia alternativa para una
amplia gama de trastornos hormonales, de suerte que ya existen extractos de plantas
disponibles comercialmente en base a sus beneficios para la salud humana, y son
in6cuos (10), estas bondades de las isoflavonas nos permitird abordar el estudio de S.
simplex una especie abundante y disponible en la Amazonia peruana, en el que

aplicando métodos adecuados podemos lograr su aislamiento y caracterizacion.

En base a estas consideraciones, el objetivo del presente trabajo consistié en extraer
Biochanina A de S. simplex, caracterizar por determinacion de sus propiedades
fisicoquimicas y espectrométricas y comparar con la informacion existente en la

literatura.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Oza et al. (2018) en su articulo “La Biochanina A mejora la sensibilidad a la insulina y
controla la hiperglucemia en la Diabetes tipo 2” sefiala que se indujo diabetes tipo 2 en
animales de experimentacion, por lo cual se manipul6 la dieta impartiendo un alto
contenido en grasas durante 14 dias y luego se administrd estreptozotocina por via
intraperitoneal a dosis de 35 mg/kg para inducir hiperglucemia. Estos animales
diabéticos fueron tratados con 10, 20 y 40 mg de Biochanina A por kilogramo de peso
durante 28 dias. Evaluaron cambios del peso corporal, pardmetros bioquimicos, indice
de sensibilidad a la insulina, la resistencia hemostatica a la insulina (HOMAIR),
tolerancia a la glucosa oral, glucohemoglobina, nivel de glucégeno hepatico, los
cambios en las caracteristicas histologicas del tejido pancredtico y la
inmunohistoquimico del tejido pancreatico para la expresion de SIRTL. Los resultados
mostraron que las dosis de Biochanina A redujeron significativamente la glucosa en
sangre, la dosis de 40 mg/kg de peso redujo la tolerancia a la glucosa en animales
diabéticos (14).

Parveen et al. (2015), en el articulo “Isolation of Biochanina A an isoflavona and its
selective sensing of cooper (1) lon”, sefiala que Biochanina A una Isoflavona natural
O-metilado es utilizada como sonda sonora de iones Cu (Il) con buena selectividad y
sensibilidad y la sonda del sensor de Biochanina A exhibe extincion selectiva de la
fluorescencia mediante una transformacion de carga intramolecular tras la adicién de

Cu?* que forma un complejo (Biochanina A — Cu?*) (13).

Fevre et al. (2013), en su articulo “Anti candida Cassafie Type Diterpenoides from The
Root Bark Of Swartzia Simplex”, sefiala que us6 metanol, agua, diclorometano para
extraer los componentes de la raiz de la planta recolectada en Panama, cada extracto
fue liofilizado, pero solo el extracto diclorometano fue analizado para la determinacion
de sus componentes por HPLC, UHPLC- HRESIMS y MPLC, y para la elucidacion de
sus estructuras usaron resonancia magnética nuclear y HREIMS. Separaron 14

3



diterpenos de los cuales 7 son compuestos antimicéticos nuevos: simplexsena A
(5S,10S)-11-15(R)-Dihidroxi-12-Metoxy, swartziarboreal G, Simplexene B, Simplexene
C, simplexene D, 11-12 Dihidroxiy-15,16-Dihydro Swartzia arbored C, simplexene E,
también evalud con esos componentes las propiedades antifingicas contra Cepas de

Candida albicans con resultados positivo (12).

Ling et al. (2011), en su articulo “In vitro and In vivo Melanogénesis inhibition
Biochanina A from Trifolium pratense”, sefiala que el extracto metanolico de esta planta
ejerce potente actividad de inhibicion melanogénica en células del melanoma B16,
siendo el responsable de esta actividad Biochanina A identificado por RMNH y C-13 y

por espectrometria de masas (11).

Sartorelli et al. (2009), en el articulo “Antiparasitic activity of biochanin A, an isolated
isoflavone from fruits of Cassia fistula (Leguminosae)”, sefiala que aislé Biochanina A,
de los frutos de C. fistula macerado con metanol, el filtrado fue fraccionado con
solventes de polaridad creciente: hexano, diclorometano, acetato de etilo y butanol,
siendo la fracciobn diclorometano del que se aislé Biochanina A, mediante
cromatografia de columna usando como soporte silice gel, recogié 19 fracciones, la
fraccion 19-1 fue llevado a RMN de protones que permitié elucidar su estructura como

5, 7 dihidroxi, 4~ metoxi isoflavona 6 Biochanina A (8).

Judd et al. (2002), sefala que existen 130 especies de Género Swartzia, Familia
Fabaceae cuya caracteristica filogenética es de ser monofilética es decir que todos los
integrantes de esta familia comparten un mismo antepasado comun del cual se
originaron por eso no es casual que se puede encontrar Biochanina A en los géneros
Trifolium, Cassia y en el Género Swartzia, esto explica ademas que puede existir mas

especies de este Ultimo género en el que puede estar presente esta isoflavona (5).

Osawak et al. (1992), en su articulo. “Isoflavones from the heartwood of Swartzia
polyphylla and their antibacterial activity against Cariogenic bacteria”, sefiala que

separd del extracto metanodlico del duramen de S. polyphylla 7 flavonoides de los

4



cuales tres Isoflavonas son conocidos: dihidrobiochanina A, Ferreirina y darbergioidina
y una nueva isoflavonona, 5,2’,4’-trihidroxi-7-metoxiisoflavonona (dihidrocajanina) los
otros 4 flavonoides no tienen actividad conocida pero las citadas isoflavonas poseen

actividad antibacteriana contra bacterias cariogénicos responsable de la caries dental

(7).

Pope et al. (1953), en su articulo “Isolation of an Trifolium pratense oestrogénic
Isoflavon (Biochanina A) from red clover”, sefiala que por cromatografia de particion
usando columnas de Celice 545, aisl6 del Trébol rojo un compuesto cristalino que lo
identificd basandose en sus propiedades fisicas y mediante preparacién de derivados
como el 5,7 dihidroxy-isoflavona y resulté ser Biochanina A. Ademas, usando la
sustancia aislada por el método de peso uterino del ratdbn se encontré6 que muestra

actividad estrogénica tan igual que Genisteina (6).

1.2. Bases tedricas

1.2.1. Especie en estudio

A) Swartzia simplex

A.1) Identificacion Botanica

Esta planta fue clasificada en el Herbarium de la Amazonia CIRNA-UNAP por el

especialista (ver anexo 1), y responde a la clasificacién siguiente:

Reino : Plantae

Sub reino : Tragueobionta

Divisiéon : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Fabales

Familia : Fabaceae (Leguminosae)



Sub familia : Faboideae
Género : Swartzia

Especie : Swartzia simplex (Sw) spreng

A.2) Descripcién botéanica

S. simplex pertenece a la familia Fabaceae cuyo género se compone de 130 especies
de considerable abundancia en el bosque amazonico primario, arbol de hasta 20 m de
altura de hojas simples y alternas de 3,12 x 2,6 cm de forma eliptica con apice agudo
(5). Copa con follaje denso y lustroso. Tronco irregular y torcido. Corteza exterior
blanca y con puntos negros y manchas verdes o gris. Ramitas terminales cubiertas de
lenticelos blancos. Estipulas pequefias y persistentes. Peciolo de 0,5-1 cm de largo,
ligeramente alado. Flores amarillas. Frutos en legumbres, de 2,5-5 cm de largo,
verdes, torndndose anaranjados y dehiscentes al madurar. Semillas negras, rodeadas

parcialmente de un arilo blanco (15,16).

A.3) Distribucién ecolégica

Ampliamente distribuido en regiones tropicales del mundo, Sudamérica, Centro

América, Africa (2).
A.4) Uso e informacion etnobotanica

La madera es empleada en construcciones de viviendas rasticas, postes de cercas,
mangos de herramientas. La etnia “Cuna” de Panama usa los extractos de frutos y
hojas para dolores cerebrales para lo cual se lavan la cabeza continuamente con el

extracto; los “kubeos” usan las hojas en el tratamiento de la hepatitis (2).

1.2.2. Biochanina A

Es una isoflavona o-metilada en posiciéon 4’° se denomina 5,7 dihidroxi, 4’-metoxi

Isoflavona 6 5, 7-dihidroxy-3-(4-metoxifenil) Cromen-4-ona. Se comporta como un



Fitoestrogeno, tan igual al papel que cumplen las Isoflavonas de la soya: Daidzeina,
Genisteina, Formononetina, etc. Cuando la Biochanina A se halla en el colon, la flora
colonica la transforma en Genisteina por eso posee actividad postmenopausica en las
mujeres (17), pero también evidencia proteccion cardiovascular dado a sus efectos
hipocolesterolémicos (18), y se le asigna beneficios en la profilaxis del cancer,
especialmente mamario cuando la paciente manifiesta ser receptora estrogénica
negativa, también inhibe el &cido graso hidrolasa amida y actia como antagonista del
PPA gamma que es proliferador de peroxisomas que producen perdoxido de hidrogeno
que en exceso contribuyen al estrés metabdlico con consecuencias irreparables en el

dafo celular (11).

1.2.3. Biogénesis de Biochanina A

Biogénesis de Biochanina A: Como todas las flavonas sigue la via de los Shikimatos

con transposicion del anillo B de posicién 2 a posicion 3.

Tirosina J, o

/ C.
Acido prefénico HO—Q—F OH
\ Fenil alanina —— Acio cumarico ——

Acido p-cumarico
derivado CoA

Acetato Malonil »| Ensamblaje

(@]
Formononetina (@]

l‘ H, Chalcona

HO o
OMe
I
OH O

Biochanina A

Figura 1. Biogénesis de Biochanina A (19).



1.2.4. Método de aislamiento de la biochanina A

La Biochanina A es una isoflavona estructuralmente sin contenido de azucar (aglicona)
que defiere de la Genisteina por el grupo metoxilo que posee en posicion 4’, como
aglicona no tiene sustituyentes O-glucosidos (19). Para poder aislarlo de los vegetales
se requiere diferenciar las caracteristicas de solubilidad en relacién con las isoflavonas
azucaradas solubles en solventes polares. Para una adecuada separacién de este
Isoflavona se debe tratar el extracto alcohodlico-acuoso con una mezcla de disolventes
de baja polaridad ya que, en una particion de fases, de la fase acuosa se extrae las
isoflavonas de estructura glucosidica, mientras que las isoflavonas que estan en forma
de agliconas caso de Biochanina A son insoluble en agua, pero soluble en solventes
organicos como: cloroformo, diclorometano, acetona, acetato de etilo, medio en el que

son aislados.

El procedimiento mas adecuado es utilizar 60 % de alcohol en agua por la cual el
material vegetal que contiene la isoflavona (Biochanina A) se expone a la mezcla agua-
solvente orgéanico, el tiempo de exposicion es inversamente proporcional a la
temperatura de la mezcla, esto puede oscilar entre la temperatura ambiente y la
temperatura de ebullicion, el tiempo de exposicién puede estar comprendido entre una
hora y 4 semanas o aun mas. Se ha determinado que los tiempos adecuados para la

extraccion maxima de la isoflavona es de 2 semanas a 50° C y 24 horas a 90°C (8).

El sobrenadante se separa del material vegetal no disuelto con el disolvente apolar
gue luego se elimina por destilacién, la fraccion acuosa puede contener las isoflavonas
glucosidicas mientras que en las fracciones apolares se halla la Biochanina A que
luego se cristaliza. También se puede extraer en columna cromatografica con Silice
gel usando como solvente de elucion una mezcla 94 % de cloroformo y 6% de Etanol
(20).

1.2.5. Determinacion de los parametros fisicoquimicos



A. Punto de fusién

El punto de fusidén es una forma indirecta de identificacion de compuesto desconocido
esta propiedad fisica mide el intervalo de temperatura en el cual un compuesto pasa
de su fase sélida o liquida.

El método tradicional para probar si dos sélidos son idénticos es decir si el patrén
autentico (sustancia de comparacion de alta pureza) es idéntico al compuesto
desconocido, se logra usando una mezcla de ambas muestras si no hay depresion en
el punto de fusion, es decir es invariable el Punto de fusion del patron auténtico y de
la muestra en estudio ya que ambos se funden a un mismo punto de fusion, quiere

decir que el compuesto desconocido es idéntico (21).
B. Valores de hRf por cromatografia de papel bidimensional

El desarrollo se realiza en una cromatocabina y la distribucién de flavonoides sobre
solventes TBA/HOAC en cromatografia bidimensional de papel se desarrolla siguiendo

el camino siguiente:

\

4
HOAC

90°

TBA

Figura 2. Esquema de una cromatografia bidimensional en papel whatmann 3MM

Fuente. Mabry T. J et al. The Systematic Identification of flavonoides

Primero se corre en la posicién del TBA por 24 horas y luego cuando se halla seco la
hoja de papel Whatmann 3 MM se acomoda el papel en una posicion de giro de 90
grados para que corre en HOAC (15ml) y 85 ml de agua. Para Biochanina A los valores
de Rf son los siguientes: En TBA 0,89 y en HOAC 0,30 o en hRf TBA 89 y en HOAC
30.



C. Valores de hRf en cromatografia TLC para Biochanina A

Devlin Jhon P. PhD, aisl6 Biochanina A usando como soporte silica gel con un espesor
de capa de 0,25 mm y usando como solvente de resolucién una mezcla de metanol
(2%): diclorometileno (98%) obtuvo un valor de hRf de 50, pero también utilizé6 una

mezcla de 94% de cloroformo y 6% de etanol (22).
D. Determinacién del peso molecular por el método de Rast

En compuestos desconocidos cuando no se dispone de un espectrometro de masas
como es nuestra limitacion se suele determinar el peso molecular por medicién de la
depresion del punto de fusién del D-camphor natural, conocido como método de Rast
(21).

Se determina el peso de un tubo de 8 x 50 mm limpio y seco. En el tubo se coloca 50
mg del compuesto del que se quiera determinar su peso molecular y se pesa; luego se
afiade 0,5 g de D-camphor y el tubo se pesa nuevamente. El contenido del tubo se
funde rapidamente con una llama de mechero de Bunsen hasta que se forma un liquido
transparente. Después que se ha enfriado el contenido del tubo se sacay coloca sobre
una luna de reloj limpia este material se pulveriza y se determina el punto de fusion en
el FISATOM 431 D, antes solia hacerse por el método del capilar en el aparato de
Thiele, se media el valor de depresion del punto de fusion que se producia en el D-
camphor, al hallarse mezclado con el compuesto de estudio donde se observa un
descenso del punto de fusién del D-camphor ahora es mas facil medir esta depresion
en el aparato FISATOM 431 D. Dado que es conocido el punto de fusion del D-
camphor, la diferencia obtenida del punto de fusion del D-camphor menos la depresién
en el punto de fusion de la mezcla D-camphor y compuesto desconocido da el valor
AT.

El peso molecular del compuesto desconocido se calcula con la férmula siguiente:

K.w. 100

M= —7w
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K: Constante molar del descenso del punto de fusion del D- Camphor

w: Peso del compuesto desconocido
W: Peso del D-Camphor

AT: diferencia de temperatura del Punto de Fusion del D-Camphor con el punto de

depresion de la mezcla D-Camphor y muestra de estudio.

1.2.6. Caracterizacion por espectrometria UV/visible de Biochanina A

Biochanina A tiene un grupo oxhidrilo en posicion 7 que tiene la propiedad de ionizarse
especificamente cuando se disuelve en una mezcla de Metanol y acetato de sodio
experimentando un desplazamiento de la banda Il en el espectro UVl/visible,
desplazamiento de tipo batocrémico es decir a la region rojo del espectro a un valor de
11 nm de longitud de onda. Este quiere decir en Metanol sufre un desplazamiento de

261 nm mientras en una mezcla Metanol con acetato de sodio es de 272 nm.

1.3. Definiciéon de términos béasicos

Isoflavona. Dentro de la clasificacion de los flavonoides y compuestos afines a la que
pertenece las isoflavonas son pigmentos vegetales que poseen un esqueleto
carbonado Cs - C3 - Cs se identifica su presencia en una planta cuando adicionandole
al extracto alcohdlico un alcali viran a diversas tonalidades de rojo (20), aunque es
dificil su reconocimiento ya que no responden especificamente a una reaccion de
color, por su significativo movilidad en que se distinguen de otras agliconas flavonoides
para el estudio de plantas, TLC en silica gel es recomendado usando como solventes
metanol 11% en cloroformo, los spots son detectados con reactivo Folin Ciocalteu un
meétodo para su determinacion cuantitativa es usando cromatografia de columna con
Sephadex G-25. Las Isoflavonas tienen el anillo fendlico B en posicion 3 del grupo
gamma benzopirona un mecanismo de transposicion natural muy propio de las

leguminosas.

11



Filogénesis. El uso de criterios filogenéticos no solo sirve para establecer parentesco
entre las especies vegetales que pueblan el planeta sino también para poder
establecer que principios activos pueden estar presentes en una especie vegetal, que
guarde parentesco con otra, que pertenecen una misma familia y género.

Los estudios filogenéticos asumen que después de 2 linajes divergentes, ellos nunca
intercambian informacion genética de nuevo, esta suposiciébn puede de hecho ser
violada, con frecuencia, si la le hibridacion es comun una planta puede compartir los
caracteres derivados de dos plantas con parentesco no relacionado y su historia
parece comun un tejido hecho con hilos que se trenzan y anudan tan igual que un
arbol. El andlisis filogenético asume que la evolucion filogenética fue diagramada como

las ramas de un arbol (5).

Caracterizacion. Es el conjunto de procedimientos fisicoquimicos e instrumentales
cromatografia y espectromeétricos que se utilizan para determinar la estructura quimica
de una sustancia desconocida a veces cuando no se dispone de las técnicas mas
sofisticados se recurre al analisis comparativo usando una sustancia patrén conocida

por sus propiedades fisicoquimicos y espectrométricas.
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacion de la hipétesis

Las propiedades que caracterizan a Biochanina A aislada de S. simplex pueden

determinarse mediante pruebas fisicoquimicas y espectrometria UV-visible.

2.2. Variables de estudio y su operacionalizacién

2.2.1. Variable de Estudio

Caracteristicas fisicoquimicas. Son las propiedades fisicas que identifican al
producto quimico aislado luego del proceso de extraccion

Caracteristica espectrométricas. Determinada por la longitud de onda que determina

el pico maximo de absorcién del producto aislado luego del proceso de extraccidon
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2.2.2. Operacionalizacion de Variables

Variable de
Estudio

Definicion operacional

Tipo de
investigacion

por naturaleza

Indicador

Escala de medicion

Medios de

verificacion

La Biochanina A es una | Cuantitativa Punto de fusién | Grados centigrados | Valores de las
Caracteristicas isoflavona que fue aislada y (°C) propiedades
fisicoquimicas de | purificada del duramen de S. Valores Rf x 100 | Adimensional fisicoquimicas
Biochanina A simplex y se caracterizd Peso molecular | g/mol

mediante la determinacion de

sus propiedades

fisicoquimicos.
Espectrometria La Biochanina A purificada se | Cuantitativo Longitudes de | Nanometro (nm) Espectro  UV-
UV-Visible de | analizé en un espectrémetro onda maxima visible

Biochanina A

UV-visible, en el que se medio
de

absorcion

las longitudes ondas

de

caracteristicos en solventes

maximas

como metanol y acetato de

etilo.

*)
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1. Disefio metodoldgico

Disefio prospectivo. Porque busca explicar la presencia de una isoflavona de gran
importancia en el campo farmacoldgico, que se requiere explicar su actividad para
darle su uso adecuado, los datos se recolectan en el transcurso de la transformacion
de la materia prima en el laboratorio, donde se determinan las caracteristicas
fisicoquimicas de Biochanina A aislado de S. simplex (22), y por espectrometria

ultravioleta visible del componente aislado.

Este estudio es cuantitativo porque se mide las caracteristcas fisicoquimicas y
espectrométrica UV/visible y se define como un proceso algoritmico, porque se aplica
un conjunto elaborado de pasos secuenciales que se aplican para aislar el principio
activo, realizar los calculos del rendimiento de las propiedades fisicoquimicos y
espectrométricas cuantificables (22).

3.2. Disefio muestral

Poblacién de estudio. Conjunto de arboles de S. simplex que se hallan en el
Arboretum “El Huayo” de la facultad de Ingenieria Forestal de la UNAP ubicado entre
los centros poblados de Zungarococha y Nina Rumi del Distrito de San Juan Bautista,

Provincia de Maynas Region Loreto.

Muestra de estudio. Se recolectd un trozo de rama gruesa aserrando con un serrucho

de las cuales se obtuvo 200 g de serrin para su procesamiento correspondiente.

Criterio de seleccioén

Criterio de inclusion. Se seleccion6 la rama de mayor grosor del arbol de S. simplex
cuyo didmetro tenia 8 cm y 40 cm de largo.

Criterio de exclusidn. Se descartaron ramas que tenian un diametro menor a 8 cm.
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3.3. Procedimiento de recoleccién de datos

A.1. Coleccion de muestra vegetal

La muestra vegetal se recolectd en el Arboretum “el Huayo” de la Facultad de
Ingenieria Forestal de la UNAP, ubicado entre los caserios de Zungarococha y Nina
Rumi Distrito de San Juan Bautista Provincia de Maynas, Region Loreto cuyas
coordenadas georreferenciales son las siguientes 3° 46’ 30” S; 73° 17’ 20” O; altitud

138 msnm.

Se tomaron fotografias para documentar el estudio se corté con sierra una rama de 8
cm de diametro, la muestra fue trasladado hasta el laboratorio de Productos Naturales
y Fitoquimica de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana (UNAP).

A.2. Certificacion de la especie vegetal

La muestra vegetal fue llevada al Herbarium Amazonense CIRNA-UNAP de la
Universidad Nacional de la Amazonia peruana (UNAP), donde el especialista el
Botanico Juan Ruiz Macedo certifico la especie vegetal y entregd una constancia con
su respectivo codigo de identificacion permanente 025200.

A.3. Preparacion y limpieza de la muestra

El trozo de madera se llevo al laboratorio primero se quito la corteza con cuchillo afilado
luego se quito la albura con escofina; al llegar al duramen este se convirtio a serrin, se

seco en atmosfera de aire acondicionado a 19 °C.

A.4. Desengrase
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El serrin puesto en cartuchos de papel de filtro se llevé al compartimiento de extraccion
del equipo de Soxhlet en el reservorio de solvente se agregd éter de petroleo y se
programa el calentador a 70 °C se trabajo con 500 g de muestra 100 g por tanda (En
5 tandas). Se filtro el extracto para recuperar el Eter de petréleo el residuo se llevé a
maceracion.

A.5. Maceracion de la muestra

El Serrin desengrasado se introdujo en un balén de 2 litros y se agreg6 1,2 litros de
alcohol de 96° y se macerd por 16 dias agitando en forma intermitente ya que
experimentalmente qued6é demostrado que para la extraccion maxima de Isoflavonas
se requiere 2 semanas a 50 °C (Bafio de arena regulable) (23).

A.6. Filtracion

El macerado se llevo a filtracion con embudo Buchner acoplado a una bomba de vacio,

se descarto el serrin y la solucion filtrada se recogié para seguir con el proceso.

A.7. Evaporacién

El filtrado se concentrd a presion reducida a 45 °C en rota vapor Buchi R 300 hasta

sequedad obteniéndose 38 gr de extracto seco.

A.8. Desengrase

El extracto seco se volvid a desengrasar nuevamente en Soxhlet para eliminar vestigio

de grasa.

A.9. Extraccién de la isoflavona
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El extracto seco se diluyé en 260 ml de alcohol de 96 °GL, segundamente se agrego
170 ml de agua se llevé a una pera de decantacion y se extrajo con 200 ml de
diclorometano por 3 veces (600 ml), para separar las Isoflavonas agliconas del medio
alcohdlico acuoso. En la fraccion diclorometano se separan las Isoflavonas agliconas
que nosotros requerimos porque en la fraccion acuosa con seguridad estan presentes

las Isoflavonas glucésidicas.
A.10. Evaporacion.

Se tomo la fraccion diclorometano donde se hallan las Isoflavonas no glucésidicas
(aglicona) llevando a destilacion donde se separo el solvente y se obtuvo un polvo

blanquecino.
A.11. Purificacion

Se disolvio el polvo blanquecino en Dimetilsulféxido (DMSO), se calenté y luego filtré
se dejo el filtrado en reposo y se obtuvo un precipitado blanco cristalino cuyo peso fue
de 1, 962 g; este polvo cristalino blanco fue semejante al que se obtuvo de S. polyphylla

gue se aislo y purifico para servirnos de €l como patron de comparacion.
A.12. Medicion del valor de hRf por TLC

La solucion fue llevado a cromatografia en placas cromatogréaficas, se midi6 la
distancia recorrida por el solvente (17 cm) y la distancia recorrida de la solucion (8,5
cm) luego se procedié a determinar el valor de hRf con la siguiente relacion.

Desplazamiento de soluto (cm)

hRf = Desplazamiento del solvente (cm) 100

El valor de hRf fue de 50, igual al obtenido por Devlin para la Biochanina A aislada en
Swartzia polyphylla (20) con el que se evidencié que se trata de Biochanina A. Para
separar la Biochanina A de la placa se raspo6 con una espatula la mancha de la placa

cromatografica que se halla adherida la silica gel, el polvo obtenido se recogié en un
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vaso de precipitado, se diluy6 en etanol y se filtrd, se descarto la silica gel que quedd
retenido en el embudo cénico y el filtrado se dejo en reposo hasta que precipitdé unos
cristales de color blanco. Con estos cristales se procedi6 a realizar la cromatografia de
capa fina (TLC). Se utiliz6 cromatofolios de 20 x 4 cm recortada de cromatoplacas de
20 x 20 cm. El polvo blanquecino se diluyé en Metanol se aplicé a 2 cm del borde
inferior de la tira, en el lado izquierdo de la placa a un centimetro equidistante del borde
longitudinal derecho se coloco la muestra y a 1 cm del borde longitud izquierda el
patron de comparacién aislada de S. polyphylla se corrié la placa usando como

reactivo de desplazamiento 2% de metanol y 98% de cloruro de metileno (24).

A.13. Determinacion de los parametros fisicoquimicos

Punto de fusién se determiné usando el equipo FISATOM 341 D de USV 60 Hz rango
50 a 300 °C.

Valor Rf se utilizdé la técnica sefialada por Stahl-Egon en su libro “Thin Layer
Chromotography (26)

Peso molecular se utilizé el método de Rast técnica sefialada por Shriner et al. en su

libro Systematic identification of organic compounds (21).

A.14. Analisis por espectrometria UV/visible

Las mediciones de longitud de onda maxima de Biochanina A se realizé en el equipo
2800 UV/Vis spectrophotometer UNICO.

3.4. Procesamiento y analisis de datos

Las etapas del procesamiento de la muestra para la obtencion de bichanina A se

muestra en el siguiente diagrama de bloques (ver figura 3).
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\Li DMSO

Caracterizacion
Biochanina A

Medicion

espectrometria

UV-visibke

Figura 3. Diagrama de Bloque de la obtencion de Biochanina A

Separacion de
isoflavonas

Las etapas del proceso son los siguientes: Recoleccion e identificacion de la muestra

botanica, reduccion a serrin, desengrasado, filtracion, evaporacion, extraccién con

diclorometano, purificacion, filtracién, evaporacién, cristalizacién, determinacion de las

pruebas fisicoquimicas y medicion por espectrometria UV-visible.

B.1. Identificacién botanica de la planta
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Para la identificacion se corté una rama de la planta con hojas, flores y frutos de un
arbol de S. simplex en el arboretum el “huayo” de la Facultad de Ingenieria Forestal de
la UNAP gue se llevo al Herbarium Amazonense CIRNA- UNAP donde fue identificado
por especialista en botanica Juan C. Ruiz Macedo, teniendo en cuenta sus
caracteristicas morfologicas y los criterios filogenéticos que cada especie vegetal
posee de acuerdo con la clasificacion establecida por Arthur Cronquist.

B.2. Obtencién de biochanina A

A la rama se le quit6 la corteza y la albura quedando libre el duramen del tallo que se
le redujo a serrin con escofina y luego con un molino de discos se redujo a
granulometria fina obteniendo 200 g de muestra luego de pasar por malla 60 ASTM.
Se realizé el desengrasado del serrin en el equipo Soxhlet por 8 horas con éter de
petroleo, luego se macero el serrin con una mezcla etanol-agua por 2 semanas y con
agitacion intermitente se preparo 1 litro de la mezcla. El extracto se filtr6 utilizando un
equipo de Buchner gue lleva incorporado una bomba de vacio obteniendo 850 ml de
filtrado. Se evaporo para concentrar la solucion en rotavapor Buchi R-300 hasta ¥ de

su volumen 213 ml.

La separacién de la isoflavona (aglicona) se realiz6 poniendo en una pera de
decantacion el extracto acuoso, extrayendo con 150 ml de diclorometano (3 veces).
Se recogieron los extractos y se concentrd0 nuevamente en rotavapor obteniendo 80
ml de concentrado, se filtr6 y se dejé en reposo obteniendo unos cristales
blanquecinos. Para la purificacion se diluy6é con dimetilsulféxido, se agregd norita, se
calento y se filtré 2 veces consecutivos para eliminar toda traza de carbén activado, el
filtrado se dejo en reposo y precipitd un solido blanco cristalino. El sélido blanco
cristalino obtenido se peso en una balanza analitica dando un peso de 1,962 g.

B.3. Determinacion del punto de fusién
Para determinar el punto de fusion se usé el método de Shriner R. L et al (21). La

muestra se introdujo en un tubito capilar y se coloco en el Equipo FISATOM 431 D,
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luego se prendio el equipo y a partir de la elevacion de la temperatura a 200 °C se
comenzod a observar con detenimiento el comportamiento de la muestra y del patron
cuando lleg6 a 216 °C ambas muestras se disolvieron completamente. Siendo que la

temperatura de fusion fue idéntica para la muestra y el patron de Biochanina A.

B.4. Determinacién del valor hRf por cromatografia de capa fina

Siguiendo el método sefialado por Devling P. (22) y el de Stahl Egon (26) se preparé
cromatofolios de Silica gel de 20 x 4 cm cortando un cromatoplaca de 20 x 20 cm, se
prepard una muestra de 50 mg diluyéndolo en Metanol. Se aplicé a 2 cm del borde
inferior de la placa (origen) y se corri6 en una mezcla de Metanol 2% vy cloruro de
metileno 98% se introdujo en la cAmara cromatografica y a 1/2 cm del borde superior
se quitd el cromatoplaca, se seco, se medid con una regla milimétrica las distancias
de corrida del soluto previamente se revel6 el cromatofolio con yodo resublimado y el
revelador UV a 254 nm, dio un valor de 8,75 el frente del solvente arrojo un valor de

17,50 y aplicando la siguiente relacién se obtuvo el valor de 50 (ver anexo 5)

__ Desplazamiento del soluto
hRf = Desplazamiento de solvente 100

B.5. Determinacion del peso molecular por el método de Rast.

Para determinar el peso molecular de una sustancia se sigui6 las indicaciones de
Shriner et.al. en su libro “The Systematic Identification of Organic Compounds” (1965
pag. 72, 73), por lo cual se procede del modo siguiente (24).

Se utilizé un tubo cilindrico de 8x50 mm limpio y seco, se peso, luego se colocé 50ml
del compuesto y se pesd nuevamente, después se afiadid 0,5g de D-camphor y se
volvié a pesar nuevamente el tubo, esta muestra se fundié con una llama baja del
mechero de Bunsen hasta que aparecio un liquido transparente. Después que se enfrio
el contenido se secO y se colocO sobre una luna de reloj limpia. Este material se
pulverizd y se determino6 su punto de fusion, por el método de THIELE, aunque resulto
mas rapido y sencillo realizarlo en el aparato de FISATOM 431 D. cuando se volvid

completamente limpio, transparente esta mezcla, se tomo el valor del punto de fusion
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de la mezcla fue 165,784 °C, luego se determiné el punto de fusion del D-camphor
(179,75°C) la sustraccion del punto de fusién del D-camphor menos el punto de fusion
de la mezcla D-camphor mas la muestra de estudio da el punto de depresion AT del
camphor. Con estos datos se determin6 el peso molecular de Bichanina A que es igual

a 284,262 g/mol (ver anexo 6).

B.6. Medicién de longitudes de onda maxima espectrémetro UV-visible

Se prepar6 una muestra de 10 mg, pesado con precision luego se diluy6 en 100 ml de
metanol, se llevé a la celda de cuarzo de 1 cm?, 3 ml de la solucién luego se introdujo
en la cubeta de referencia en la cavidad denominada area de muestra donde los haces
de radiacion llegan al area del detector hacia unos tubos foto-multiplicadores
separados que generan un voltaje proporcional a la energia incidente en los
detectores. El balance de voltaje producido de la absorcion de energia en el haz de la
muestra, se balancea por medio de un voltaje equivalente que se deriva de una porcion
de alambre deslizante, en este momento la plumilla del registrador se desplaza y
aparecen los valores de longitud de onda. En nuestro estudio programamos un barrido
en rango de longitudes de onda entre 200 a 500 nm en medio metandlico y se pudo
observar los picos siguientes:

AmaxmeoH 261, 331 sh, nm.

Luego se agregd 2 mg de AICIs a la solucion de 100 ml de Metanol donde se halla
disuelta la muestra se llené una cubeta de cuarzo y se hizo funcionar el
espectrofotometro UV-visible, se observo la presencia de 3 bandas a las longitudes de
onda siguientes: 273, 310 sh, 375 nm

El espectro UV de Isoflavonas que contienen usualmente grupos OH en el anillo A
muestran desplazamiento batocromico tanto de la banda I, como en la banda Il en
presencia de metanoato de sodio (NaOMe) se observaron los valores siguientes: 248
sh, 273, 327 nm respectivamente, para mayor nitidez se usdé como reactivo de
desplazamiento acetato de sodio para lo cual a la solucién de metanol que contiene la

muestra se agrego acetato de sodio se observo un espectro de las longitudes de onda
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siguiente: 272, 327 nm respectivamente. Estos son los valores de desplazamiento de
mayor nitidez en relacion con el valor desplazante de la muestra disuelta en metanol

se observo un efecto batacromico de 11 nm.

3.5. Aspectos éticos

Al aislar Biochanina A del duramen del tallo de la especie S. simplex, ésta no fue
amenazada en su dinamica de crecimiento y propagacion, porque la muestra se extrajo
de una rama del arbol 6rgano vegetal que se renueva permanentemente en su

desarrollo normal
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Rendimiento de Bichanina A

El rendimiento de Biochanina A de S. simplex es la relacién proporcional entre el peso
del producto sobre el peso de la materia prima del cual se aisl6 expresado en valor
porcentual, se trabajé con 200 gr de muestra del cual se obtuvo 1,9629 gr de
Biochanina A, que corresponde a un rendimiento de 0,981% (ver anexo 4)

4.2. Valores de los parametros fisicoquimicos

La medida del punto de fusion de los cristales de muestra fue de 216 °C. El peso
molecular determinada por el método de Rast dio 284,2618 g/mol. El valor Rf utilizando
como solvente de corrida una mezcla de 98% de diclorometano: 2% de Metanol sobre

la place de silicagel dio 50, valor que es congruente con lo que sefala la literatura.

4.3. Mediciones de longitud de onda

En el barrido de la muestra disuelta en metanol se observo las longitudes de onda
siguientes. AmaxmeoH :273:310 sh, 375 nm
Corrido en una mezcla de metanol acetato de sodio se observé los valores siguientes:

A max :272, 327 nm. Estos valores son plenamente coincidentes con los
MeOH+CH3C00Na

reportados por la literatura para biochanina A..
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CAPITULO V: DISCUSION

De acuerdo con la literatura consultada hay evidencias de que Biochanina A esta
presente en varios géneros de la familia Fabaceae; como Trifolium repens (trébol
blanco), T. pratense (trébol rojo) (6)(25), en Cassia fistula, en Glicina max (soya) y en
S. polyphylla (8). De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se
puede afirmar que S. simplex de la amazonia peruana también contiene Biochanina A
y guarda una coincidencia filogenética con los otros géneros de Fabaceas que quedo
confirmada por la coincidencia de las propiedades fisicoquimicas y por espectroscopia
UV-visible.

Osawak et al., aislé del duramen de S. polyphylla (cumaceba) 7 flavonoides de los
cuales tres isoflavonas fueron identificados el dihidrobiochanina A, Ferreirina y
darbergioidina posee actividad antibacteriana, no sefiala la presencia de biochanina A
como sefiala el estudio que sobre esta planta realiz6 Gomez y Lopez (3), mientras que
de acuerdo con el estudio realizado con S. simplex de la amazonia peruana se logro
aislar Biochanina A, fue comprobado por los analisis que realizamos; esto prueba que
las propiedades que caracterizan a estos géneros de contener patrones moleculares
comunes como Biochanina A se debe a que pertenecen a una familia monofiléctica,

es decir comparten la condicion de descender de un antepasado comun (7).

Sartorelli et al., logré aislar Biochanina A de los frutos de Cassia fistula (Leguminosae),
y por pruebas de RMN logré elucidar su estructura molecular como 5, 7 dihidroxi, 4
metoxi isoflavona 6 Biochanina A (8), en la especie de S. simplex de la Amazonia
peruana que hemos realizado se logré aislar esta isoflavona que fue identificado
realizando pruebas indirectas comparando con la sustancia patron biochanina A que
fue aislada de S. polyphylla, ademas se encontrd que el rendimiento de Biochanina A
fue de 0,981 % una cantidad nada desdefiable tratdndose de una molécula con
estructura de aglicona muy importante en el campo farmacéutico, de este modo S.

simplex podria constituirse una fuente importe para la obtencion de esta isoflavona.
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En el afio 2011, Ling et al., logré identificar Biochanina A de Trifolium pratense usando
RMNH y C-13 y espectrometria de masas (11), ademas, las pruebas de actividad de
inhibicion melanogénica resulto positiva. Como se puede observar biochanina A esta
presente en otros géneros de leguminosas que no se existen en la Amazonia peruana
y en las especies del género Swartzia. Asimismo, con el estudio de la especie S.
simplex de la Amazonia peruana se puede sefialar que es posible que esté presente
en otras especies de este género en las cuales puede ser posible aislar biochanina A.
El método de aislamiento usado aplicando solventes apolares es funcional cuando se
trata de aislar Isoflavonas con estructura de aglicona es decir sin presencia de

glicésidos como es el caso de Biochanina A.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

En el duramen de S. simplex de la amazonia peruana se encontro Biochanina A; cuyo
rendimiento fue de 0,981% lo que muestra que esta planta dejaria de ser un arbol
meramente de uso poco significativo como arbol maderable, a tener un uso mayor
como fuente proveedora de biochanina A para propositos farmacolégicos. Su punto de
fusion fue de 216 °C, el valor de hRf en TLC con solvente de corrida usando 2% de
metanol y 98% de diclorometano fue de 50 y el peso molecular usando el método de
Rast fue de 284,2496 g/mol es semejante al valor del peso molecular de 284,268 g/mol

(IUPAC) observando un porcentaje de error de 0,084%.

Los valores de longitudes de ondas maximas en metanol fueron de 273, 330 sh nmy
en una mezcla [metanol: acido acético] 272, 327 nm. Todos los valores reportados son
idénticos a los del patrén de Biochanina A aislado de Swartzia polyphylla y los datos
de la literatura lo que permite afirmar que el producto aislado de S, simplex es

Biochanina A.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Realizar estudios de otras especies del género Swartzia de la amazonia peruana
para la obtencion de Biochanina A con la finalidad de ampliar las fuentes de
obtencién de este principio activo tan importante para el tratamiento de secuelas
post menopadusicas, tratamiento del cancer de vejiga, prostata, artrosis y caries
dental.

La Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNAP, debe elaborar a partir de
Biochanina A productos Fitoterapéuticos.

La facultad de Ing. Forestal de la UNAP debe realizar proyectos de reforestacion
y ampliacion del cultivo de esta especie vegetal con la finalidad de incrementar la
poblacion de S. simplex planteando mejores alternativas de uso que superen las

actuales capacidades de uso, asi como sus ventajas comparativas.
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ANEXOS

ANEXO Ne. 1. Identificacién botanica de la planta

Centro de Investigacién de

IUNAP Recursos Naturales
N

Herbarium Amazonense - AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORTIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacional de fa
Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, las muestras botdnicas presentado por KATHERINE GARCIA RENGIFO y JEAN FRANCO
MARIN CHISTAMA, bachilleres de la Facultad Farmaciay Bioquimica, de la Universidad Nacional
de la Amazonia Peruana, pertence a la tesis titulado: CARACTERIZACION FIsicoQuimico Y
ESPECTROMETRIA ULTRAVIOLETA VISIBLE DE LA ISOFLAVONA AISLADO DE Swartzia simplex Y
SU SIMILITUD FILOGENETICA CON BIOCHANINA A.; han sido DETERMINADAS en este Centro
de Investigacion y Ensefianza, Herbarlum Amazonense-AMAZ, del Centro de Investigacién de
Recursos Naturales de la UNAP-CIRNA-UNAP, como se indica a continuacién:

Codigo AMAZ | Nombre Clentifico | Familla
025200 Swartzia simplex (Sw.) Spreng. Fabaceae

Se expide la presente constancia al interesado, para los fines que estime conveniente.

Atentamente,
Iquitos, 29 de octubre del 2021

URIVERSE A
Dineclz Pevaviaray - Iquitos Perls Pagina 1 de 1 AL 08 ¥ EE IS BN D,
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ANEXO Np°. 2. Espectro de la Biochanina A

40 1 242

log E

35 1 327

250 300 350
A, nm

ESPECTRO UV-VISIBLE DE BIOCHANINA A
EN ACETATO DE SODIO + METANOL
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ANEXO 3. fotografia de la planta
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Anexo 4. Célculo del rendimiento de Biochanina A

Se calcula estableciendo una relacion entre el pesado de Biochanina A obtenida sobre

el peso de la materia prima utilizado en forma porcentual.

o Peso de Vitexina obtenida
%rendimiento =

Peso de la materia prima

Materia prima utilizada 200 gramos de serrin, se obtuvo 1,962 gramos de Biochanina
A, el calculo es el siguiente:

1,962 g
200¢g

%rendimiento = .100 = 0,981%
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Anexo 5. Determinacion de los vales de Rf de Biochanina A

A. Solvente de corrida, mezcla metanol 2%: cloruro de metileno 98%
Los valores de las distancias corridas por el sélido y solvente fueron las siguientes:

Distancia de corrido del solido 8,75 cm

Distancia de corrido del solvente 17,50 cm

Distancia de corrida del soluto

- Distancia de corrida del sovente *¥100
Rf = 8,75 100 = 50
f=1750*100=
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Anexo 6. Determinacion del peso molecular de Biochanina A

Punto de fusion de la mezcla del componente y D-camphor: 165,748°C
Punto de fusion del D-camphor: 179,75°C

Se halla la diferencia del punto de fusion

AT=179,75 — 165,748 = 13,966

Aplicando la formula

_ k. p.1000
~ AT. P

Sabiendo que

K= Depresion molar del D-camphor 39,7
w= peso de la muestra 50 mg= 0,05 g
W= peso del D-camphor 0,5 g

AT= 13,966

~39,7%0,05%1000 1985
13,966 %0,5 6,983

= 284,262

M=284,262 g/mol

Se determinaron el porcentaje de error la relacion al peso molecular de Biochanina A

284,2496 g/mol promedio del modo siguiente

_ (Peso molecular experimental—Peso molecular real)
0, =
Yoem ( Peso molecular experimental *100
284.2496 — 284.262 1,84
% error = x 100 = —— = 0.064
284.2496 284,2496

Encontramos que el margen de error es de + 0.064 un valor relativamente bajo, que
significa que la muestra analizada con el peso molecular de 284,2496 es el que

corresponde a Biochanina A.
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