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RESUMEN

El presente ftrabajo tiene como objetivo estudiar las caracteristicas
farmacognéstica y fitoquimica del rizoma de Smilax purhampuy R. recolectada
en la provincia Francisco de Orellana. Los ensayos se realizaron en el
“Laboratorio de Productos Naturales para investigacion Docente y Estudiantil” y
en el “Laboratorio de Medicamentos” de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad de Guayaquil, obteniendo como resultado para los parametros
farmacogndsticos: cenizas totales 3.35%, cenizas insolubles en agua 0.33%,
cenizas insolubles en acido clorhidrico 0.67%, humedad 13.44%, sustancias
solubles 1.4% (E. Acuoso), 0.2% (E. Etéreo), 1.8% (E. Alcohdlico) utilizando el
metodo de Miranda y Cuéllar 2001. Las caracteristicas micromorfolégicas que
presento el rizoma fueron: células del parénquima, fibras, vasos de la xilema con
hoyos bordeados y con numerosos engrosamientos cortados asociados con
elementos del tejido conductor y granulos de almidon, usando el método de Arnol
1973, Gattuso M y Gattuso S 1999. Mediante el tamizaje fitoquimico se
determind cualitativamente la presencia de compuestos lactdnicos, alcaloides,
triterpenos-esteroides, azucares reductores, quinonas, saponinas, flavonoides
entre otros metabolitos; siguiendo la metodologia de Miranda y Cuéllar 2001.
Aplicando el método de Soxhlet se obtuvo un rendimiento promedio de 75.86%
de aceite, utilizando hexano como solvente. La cromatografia de gases-masas
identifico los compuestos presentes en el extracto etandlico del rizoma, los de

mayor intensidad son acido succinico, acido palmitico y acido estearico.

Palabras Claves: Smilax purhampuy, Rizoma, Tamizaje fitoquimico,

Metabolitos secundarios, Parametros farmacognostico.
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ABSTRACT

The present work aims at study the pharmacognostic and phytochemical
characteristics of the rhizome of Smilax purhampuy R. collected in the province
Francisco de Orellana. The essays were carried out in the "Laboratory of Natural
Products for the Investigation of Teachers and Students” and in the "Laboratory
of Medicines" of the Faculty of Chemical Sciences of the University of Guayaquil.
obtaining as a result for the pharmacognostic parameters: total ashes 3.35%,
water insoluble ashes 0.33%, insoluble ashes in hydrochloric acid 0.67%,
humidity 13.44%, solubles substances 1.4% (E. Aqueous), 0.2% (E. Ethereal),
1.8% (E. Alcoholic) using the method of Miranda and Cuéllar 2001. The
micromorphological characteristics presented by the rhizome were: parenchyma
cells, fibers, xylem vessels with lined holes and numerous cut thickenings
associated with conductive tissue elements and starch granules. using the
method of Arnol 1973, Gattuso M and Gattuso S 1299. Phytochemical screening
qualitatively determined the presence of lactonic compounds, alkaloids,
triterpenes-steroids, reducing sugars, quinones, saponins, flavonoids among
other metabolites; following the methodology of Miranda and Cuéllar 2001.
Applying the Soxhlet method, an average vield of 75.86% of oil was obtained,
using hexane as solvent. Gas-mass chromatography identified the compounds
present in the rhizome ethanolic extract, the most intense are succinic acid,

palmitic acid and stearic acid.

Key words: Smilax purhampuy, Rhizome, Phytochemical screening,

Secondary metabolites, Pharmacognostic parameters.



INTRODUCCION

El género Smilax posee alrededor de unas 250 especies de plantas florecientes
trepadoras, que tienen diferentes beneficios farmacolégicos como
antirreumaticos, diuréticos e incluso antiinflamatorios; son pocas las especies
gue han sido estudiadas, por esta razdn este género es de gran interés para los

investigadores (1), (2).

Entre las especies del género Smilax se encuentra Smilax purhampuy R., crece
en zonas tropicales como Peru, Nicaragua, Colombia, Bolivia, Costa Rica,
Honduras, Venezuela, Brasil y Ecuador (3). En este ultimo pais mencionado, en
la provincia Francisco de Orellana se recolecté la muestra para realizar el

presente trabajo de titulacion.

Ante la escasez de estudios sobre la planta Smilax purhampuy R.; especialmente
del rizoma, es imprescindible realizar caracterizaciones farmacogndsticas
(macromorfologia, micromorfologia, pardmetros fisicoquimicos) y fitoquimicas
(metabolitos secundarios); usando técnicas establecidas por literaturas

cientificas que proporcionan validez a los resultados obtenidos.

La importancia de este trabajo es de obtener informacidn sobre las propiedades
gue posee la planta, para poder corroborar y aprovechar su actividad

farmacoldgica en la salud humana.



CAPITULO | PROBLEMA

.1 Planteamiento del problema

En algunos paises de América el género Smilax se caracteriza por poseer
grandes variedades de propiedades entre las que se destacan la antinflamatoria
y antibacterial (4). Ademas, dentro de la composicion del género Smilax se hace
énfasis a los metabolitos secundarios: saponinas y flavonoides, por su actividad

antioxidante (5).

Actualmente se conocen numerosas especies, entre ellas Smilax purhampuy
R.; planta con insuficientes estudios cientificos tanto quimicos como bioldgicos
por lo que mediante el analisis fitoquimico se aportara informacion sobre los

metabolitos secundarios, para asi poder corroborar su efectividad farmacoldgica.

1.1.1. Formulacion del problema

¢, Qué caracteristica farmacogndstica y fitoquimica presentara el rizoma de la
especie Smilax purhampuy R., obtenido de la provincia Francisco de Orellana en

Ecuador?

1.2 Justificacion e importancia

El rizoma de la especie Smilax purhampuy R. no posee investigaciones
cientificas previas en donde se indiquen sus propiedades, composicién quimica
y caracteristicas. Existen diversas investigaciones sobre otros géneros de la
Smilax; en el cual estudian las hojas o frutos, pero pocas del rizoma. Como se
conoce, este género podria tener efectos antirreumaticos, diuréticos y
antinflamatorios; al no tener estudios cientificos, ni conocimientos sobre los
metabolitos que le otorgan estos efectos a la especie vegetal, se esta

desaprovechando su gran utilidad para la salud humana (4).



Por esta razdn, se realiza este estudio para conocer las propiedades
farmacognostica y fitoquimica del rizoma de Smilax purhampuy R. y de esta

manera extender los conocimientos sobre esta especie.

1.3 Hipotesis

El estudio farmacognastico y fitoquimico del rizoma de Smilax purhampuy R.,
permite conocer cudles son los metabolitos secundarios y las propiedades

presentes en la especie.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general
Estudiar las caracteristicas farmacognéstica y fitoquimica del rizoma de
Smilax purhampuy R.
1.4.2 Objetivos especificos

1. Establecer las caracteristicas macromorfolégicas y micromorfologicas del

rizoma de Smilax purhampuy R.

2. Determinar los principales parametros fisicoquimico del rizoma de Smilax

purhampuy R.

3. Realizar tamizaje fitoquimico para determinar la composicion quimica
cualitativa del rizoma de Smilax purhampuy R. a través de diferentes

extractos, tales como etéreo, etandlico y acuoso.



1.5 Operacionalizacion de las variables

Tabla I. Definicion operacional de las variables.

TIPO DE ,
VARIABLES CONCEPTUALIZACION INDICADOR
VARIABLES
Humedad (%)
Permiten identificar Cenizas totales (%)
cuantitativamente los Cenizas solubles en
Caracteristicas parametros agua (%)
£ ot fisicoquimicos de
farmacognostica _ Cenizas insolubles en
calidad de la plantaen | o
. acido clorhidrico (%)
$ estudio.
= Sustancias solubles
w
& (%)
Z
w o N
& Permite identificar
o cualitativamente la
presencia de Presencia de
Caracteristicas metabolitos metabolitos
fitoquimica secundarios en una secundarios (Pruebas
determinada especie positivas)
vegetal mediante un
tamizaje fitoquimico
Forma parte de la
i planta (raiz), dentro de
zZ ) _ ~
w _ este genero de Smilax Tamafio (cm)
a) Rizoma de _ -
z _ se encuentra Smilax Diametro (cm)
H_J Smilax H R
m purhampuy R., crece
a o Peso (g)
Z en la provincia

Francisco de Orellana

Fuente: Autores




CAPITULO Il MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes de la investigacion

Los estudios bibliograficos con variables semejantes son primordiales para
esta busqueda, ya que fundamentaran las bases para el desarrollo de la presente
investigacioén, cabe mencionar que hay insuficientes trabajos sobre la especie
Smilax purhampuy R., por lo tanto, se escogerd como estudios bases, las

investigaciones de otras especies del género Smilax.

Un estudio del 2018 elaborado por Parrales y Villamar (6), con el tema
“Estudio farmacognéstico y fitoquimico preliminar de las hojas de Smilax
purhampuy R.” en la Universidad de Guayaquil en Ecuador, enfatizan la
realizacion de los parametros fisicos quimicos y el screening fitoquimico e

identificaron metabolitos con posibles efectos farmacoldgicos y antiinflamatorios.

Otro trabajo de investigacion, realizado por Gonzalez et al. (4) en 2017, fue el
“Estudios farmacognostico y fitoquimico de Smilax domingensis” en Cuba, que
se fundamenta en la determinacion de los parametros fisicoquimicos,
fitoquimicos y farmacognosticos del rizoma, destacan la existencia de alcaloides,
azucares reductores, aceites, saponinas, etc. y para el analisis de pardmetros

fisicoquimicos sugieren el uso del etanol 70% como disolvente idéneo.

Dos trabajos de titulacion del afio 2018 realizados en la Universidad de
Guayaquil en Ecuador sobre Smilax china, destacan el uso de los extractos
etéreo, etandlico y acuoso; para la determinacion de metabolitos presentes en
las hojas y rizomas, ademas mediante la “Cromatografia de gases acoplado
espectrometria de masas, lograron identificar los compuestos del extracto
etandlico; en las hojas comprobaron la presencia en mayor porcentaje del acido

heptadecanoico y acido cafeico” (7) y en los rizomas del 9-Octadecenamida (8).



1.2 Familia Smilacaceae y género Smilax

11.2.1 Familia Smilacaceae

Existen alrededor de 300 especies de la familia Smilacaceae, las cuales
pertenece al orden Liliales, son plantas trepadoras; su rizoma es usado como

antiinflamatorio, antibacterial, antioxidante y antiséptico (2).

[1.2.1.1 Morfologia de la familia Smilacaceae

Son pequefios arbustos trepadores herbaceos, presenta lianas o bejucos, sus
hojas son alternas, opuestas, simples, usualmente tienen zarcillos y son
coriaceas, venacion acrédroma, tiene una o de 3 a 9 nervadura, las flores poseen
6 tépalos, son unisexuales y actinomorfas, sus frutos son carnosos o bayas con
1 a 3 semillas (9), (10).

11.2.2 Género Smilax

Cerca de 250 especies del género Smilax se encuentran en climas tropicales,
en el aflo de 1994 se reportaron 13 especies, entre las que se destacan: Smilax
subpubescens, Smilax domingensis, Smilax hirsutior, Smilax vanilliodora, Smilax
angustiflora (1). En la tabla Il se muestran algunas especies pertenecientes al

género Smilax (11).

Tabla Il. Especies del género Smilax.

Smilax aspera Smilax brasiliensis Smilax gaudichaudiana
Smilax australis Smilax menispermoidea Smilax vaginata
Smilax china Smilax aspericaulis Smilax myrtillus
Smilax glyciphylla Smilax goyazana Smilax canariensis
Smilax bona-nox Smilax quinquenervia Smilax glaucochina
Smilax rotundifolia Smilax ferox Smilax ornata
Smilax riparia Smilax pulverulenta Smilax velutina

6
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Smilax tamnoides

Smilax melastomifolia

Smilax guianensis

Smilax glauca

Smilax polyantha

Smilax calophylla

Smilax anceps

Smilax perfoliata

Smilax megalantha

Smilax domingensis

Smilax stans

Smilax odoratissima

Smilax herbacea

Smilax arisanensis

Smilax chapaensis

Smilax sieboldii

Smilax tomentosa

Smilax hilariana

Smilax nipponica

Smilax hugeri

Smilax solanifolia

Smilax lanceifolia

Smilax zeylanica

Smilax elegans

Smilax mollis

Smilax scobinicaulis

Smilax cissoides

Smilax laurifolia

Smilax maypurensis

Smilax megacarpa

Smilax auriculata

Smilax pseudochina

Smilax longifolia

Smilax spinosa

Smilax ocreata

Smilax coriacea

Smilax lasioneura

Smilax illinoensis

Smilax neocaledonica

Smilax campestris

Smilax purpurata

Smilax polycolea

Smilax moranensis

Smilax hispida

Smilax gracilior

Smilax elastica

Smilax oblongata

Smilax nantoensis

Smilax maritima

Smilax cognata

Smilax subsessiliflora

Smilax azorica

Smilax elongatoumbellata

Smilax hayatae

Smilax fluminensis

Smilax mairei

Smilax chingii

Smilax rufescens

Smilax aristolochiifolia

Smilax stenophylla

Smilax subpubescens

Smilax excelsa

Smilax spicata

Smilax glabra

Smilax trinervula

Smilax sebeana

Smilax purhampuy

Smilax jamesii

Smilax aculeatissima

Smilax pumila

Smilax macrocarpa

Smilax neocyclophylla

Smilax bockii

Smilax pygmaea

Smilax leucophylla
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Smilax ecirrhata

Smilax discotis

Smilax plurifurcata

Smilax bracteata

Smilax vitiensis

Smilax blumei

Smilax siphilitica

Smilax davidiana

Smilax canellifolia

Smilax walteri

Smilax biltmoreana

Smilax californica

Smilax oblongifolia

Smilax populnea

Smilax schomburgkiana

Smilax corbularia Smilax microphylla Smilax nervomarginata

Smilax havanensis Smilax spissa Smilax lebrunii

Smilax officinalis Smilax irrorata Smilax lunglingensis

Fuente: Rivas, et al. (2017)

[1.2.2.1 Morfologia del género Smilax

El género Smilax presenta tallos largos, delgados, torcidos y espinosos, sus
hojas son alternas, oblonga, cordiformes, poseen de 3 a 9 venas longitudinales
gue van desde la base hasta la extremidad méas puntiaguda. Tienen ramas en
zigzag y zarcillos persistentes, sus flores son actinoformas, unisexuales,
generalmente de color pajizo palido, rojo purpura o rosa, verde amarillentas,
presentan bayas rojizas, moradas, violacea, anaranjadas o negras con diametro
de 6 a 12 mm y poseen de 1 a 3 semillas ovoides o globulares. Las raices son
nudosa, tuberosa y de color que van desde marrén claro hasta un rojo intenso

segun la localidad del pais y la calidad del suelo en que crecen (2), (12), (13).

1.3 Smilax purhampuy R.

De acuerdo con JR Global del Pera S.A.C. 2011 (14), compafia Especialista
en plantas Medicinales, indica que se la conoce como Bejuco de la vida,
cuculmera, palo de la vida, en la Amazonia como Zarzaparrilla, son arbustos

perennes, con las siguientes caracteristicas:
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Sus frutos suelen ser de color rojo, azul o negros, son bayas con forma
esférica pueden poseer de 1 a 6 semillas; las hojas crecen en dos lineas
intercaladas sencillas y fuertes; los racimos axilares de flores pueden ser de color
marrones, verdes, blancas o amarillas; los tallos son extendidos, presentan
espinas y son de color verde amarillento; el rizoma es pequefio del cual aparecen

varias raices (14).

Esta planta es originaria del Amazonas, conocida por algunas de sus
propiedades curativas y terapéuticas como eliminacion del exceso de colesterol,
triglicéridos, artritis, inflamaciones intestinales y estomacales, desinflama la
préstata, gastritis cronica y quistes (14). En el afio 2014, Fern (15) informo que
la lista de verificacion mundial de plantas habia asignado el nombre correcto para
la especie Smilax febrifuga como Smilax purhampuy R., aunque en ese tiempo

algunas autoridades seguian utilizando el nombre S. febrifuga.

[1.3.1 Taxonomia de Smilax purhampuy R.

El Herbario GUAY que esta ubicado en la Facultad de Ciencias Naturales de
la Universidad de Guayaquil; reporta la descripcion, clasificacion taxonémica y
namero de herbario de Smilax purhampuy R. (Anexo 1), dicha informacién se

muestra a continuacion:

Descripcién taxonémica del rizoma y hoja de Smilax purhampuy R.

e Elrizoma: Liana, glabra. Zarcillos presentes.

e Hoja: simples, alternas, plinervadas; lamina cartdcea, eliptica hasta
eliptica-lanceolada, 15-20 x 8-12 cm, base obtusa, apice acuminado,

margen entero, glabra.

Numero de herbario y clasificacidon taxondmica de Smilax purhampuy R.

El nUmero de herbario asignado a la especie Smilax purhampuy R. es 13.117,

en la Tabla Ill se muestra la clasificacion Taxondmica.



Tabla lll. Clasificacion taxondmica de Smilax purhampuy R.

Clase Equisetiopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novackk ex. Takht.
Superorden Lilianae Takht
Orden Liliales Perleb.
Familia Smilacaceae Vent.
Geénero Smilax L.
Especie purhampuy Ruiz

Nombre cientifico

Smilax purhampuy Ruiz

Nombre vulgar

Zarzaparrilla

Fuente: Herbario GUAY (2019)

[1.3.2 Distribucion geografica

En el afio 2017, el Fondo de Informacion sobre Biodiversidad Global (GBIF)

(3); red internacional que tiene como propdsito facilitar acceso a datos sobre todo

tipo de vida en la Tierra; nos indican los paises en donde se encuentra distribuida

la planta Smilax purhampuy R. (Tabla IV, Figura 1):

Tabla IV. Distribucion geografica de Smilax purhampuy R.

Nombre cientifico Pais/area | Orden Familia | Género| Especie
Smilax febrifuga Kunth Peru Liliales | Smilacaceae | Smilax | purhampuy
Smilax purhampuy Ruiz Peru Liliales | Smilacaceae | Smilax | purhampuy
Smilax purhampuy Ruiz | Nicaragua | Liliales | Smilacaceae | Smilax | purhampuy
Smilax purhampuy Ruiz | Colombia | Liliales | Smilacaceae | Smilax | purhampuy
Smilax purhampuy Ruiz| Bolivia Liliales |Smilacaceae| Smilax | purhampuy
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Smilax purhampuy Ruiz| Ecuador | Liliales |Smilacaceae | Smilax | purhampuy

Smilax purhampuy Ruiz cl;oi(S:;a Liliales | Smilacaceae | Smilax | purhampuy

Smilax purhampuy Ruiz | Honduras | Liliales | Smilacaceae| Smilax | purhampuy

Smilax purhampuy Ruiz | Venezuela| Liliales | Smilacaceae| Smilax | purhampuy

Smilax purhampuy Ruiz| Brasil Liliales | Smilacaceae | Smilax | purhampuy
Fuente: Rivas, et al. (2017)

Figura 1. Ubicacion geogréfica de Smilax purhampuy R.

AMAZONAS

Fuente: Rivas, et al. (2017)
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[1.4 Maceracion

Es un proceso para extraer principios activos de una planta o parte de ella, el
cual consiste en remojarla con el solvente (éter, alcohol o agua), para que este
penetre la estructura celular y disuelva las sustancias. Una vez finalizado el
proceso se obtendran dos productos el cual se procede a ser filtrado y colocado

en recipientes estériles para sus posteriores analisis (16).

[1.5 Estudio farmacogndstico

Se basa en un orden cronolégico, iniciando por la recoleccién de la muestra,
identificacion, lavado, cortado, pulverizado, secado, la aplicacion de métodos
fisicos quimicos etc. para asi, lograr determinar la calidad del material vegetal.
“‘Mediante el empleo de los métodos fisico quimicos puede determinarse y

establecerse la calidad de una droga y completar su identificacion” (16).

[1.6 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se basa en la presencia de coloracion y precipitado,
para identificar cualitativamente los metabolitos secundarios que posee una
planta y de esta manera; orientar, aislar y estudiar el metabolito de mayor

importacion o interés (17).

Un estudio de Sabarisenthil y Kalaichelvan 2017 (18) sobre “Una revision
sobre las actividades farmacolédgicas de Smilax china y Smilax zeylanica”, nos
confirma la presencia de metabolitos secundarios, mediante la realizacion de

analisis fitoquimicos del rizoma en las dos especies de plantas.

11.6.1 Metabolitos Secundarios

Las plantas producen compuestos organicos que no estan involucrados en el
metabolismo primario (procesos de asimilacion, respiracion, transporte y
diferenciacion), un producto secundario en particular, el metabolito secundario,
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cumple con un rol metabdlico como es la proteccién frente al ataque de

herbivoros y las infecciones microbianas o virales (19).

El estudio de Sabarisenthil y Kalaichelvan 2017 (18) con el tema “Una revision
sobre las actividades farmacoldgicas de Smilax china y Smilax zeylanica”, donde
investigaron la actividad fitoquimica de los extractos de los rizomas de ambas
especies, de los cuales en Smilax china revela la presencia de diferentes
componentes fitoquimicos como esteroides, terpenoides, flavonoides,
alcaloides, glucosidos, taninos, carbohidratos, aceites y aminodacidos; y en
Smilax zeylanica confirma la presencia de glucésidos, saponinas, fitoesteroles y

taninos.

Entre los metabolitos secundarios se encuentran:

11.6.1.1 Alcaloides

Es una familia de mas de 15.000 metabolitos secundarios que poseen 3
caracteristicas importantes: son solubles en agua cuando se encuentran en
formas de sales, contienen al menos un atomo de nitrégeno en la molécula, y

exhiben actividad bioldgica (19).

El estudio de Sabarisenthil y Kalaichelvan 2017 (18) con el tema “Una revision
sobre las actividades farmacolégicas de Smilax china y Smilax zeylanica”,
mediante el andlisis de la actividad fitoquimica de los extractos de las especies,

revela la presencia de alcaloides, Unicamente en la especie Smilax china.

11.6.1.2 Fenodlicos

Su estructura es aromatica con uno o varios grupos hidroxilo, libres o
sustituidos. Los componentes fendlicos constituyen uno de los grupos de

micronutrientes presentes en el reino vegetal, que forman parte importante de la
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dieta humana. Existe un gran interés de estos metabolitos secundarios, debido
a sus propiedades antioxidantes. Los fenoles son esenciales para el crecimiento
y la reproduccion de las plantas, también tienen accion como antibiéticos,
pesticidas naturales, agentes protectores de rayos UV y aislantes en las paredes

celulares (19).

De acuerdo con el estudio de Rugna, et. al. 2003 (20) con el tema “Marcha
fitoquimica comparativa de las hojas y los rizomas de Smilax campestris Griseb”,
nos confirman la presencia de fenoles, cumarinas, compuestos con grupo
inddlico, flavonoides y esteroides tanto en las hojas como en los rizomas de

Smilax campestris Griseb.

11.6.1.3 Taninos

Son compuestos quimicos de caracter fendlico de alto peso molecular, no
cristalizables, que forman con el agua soluciones coloidales de reaccion acida y
de sabor muy astringente. Se distinguen clasicamente dos grupos de taninos que

difieren por su estructura y por su origen biogenético (19).

El estudio de Sabarisenthil y Kalaichelvan 2017 (18) con el tema “Una revision
sobre las actividades farmacolégicas de Smilax china y Smilax zeylanica”,
mediante el estudio de la actividad fitoquimica de los extractos de los rizomas de
ambas especies, nos indican la presencia de taninos en las dos especie

estudiadas.

11.6.1.4 Flavonoides

Se conoce como 10 clases de flavonoides, los cuales pueden encontrarse
como aglicona o bajo la forma de glicésidos con una o tres unidades de azucar,
generalmente en los carbonos 3 y 7, siendo los azlcares mas comunes, la

glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa. Estos compuestos poseen
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accion farmacoldgica, como antiinflamatorio, antialérgico, antiulcerogénico,

antiviral, anticarcinogénico (19).

Un estudio de Petrica, et. al. 2014 (21) sobre los “Primeros estudios
fitoquimicos de las hojas de Japecanga (Smilax fluminensis): analisis de
flavonoides”, nos indica que el primer estudio quimico del potencial antirradical
de Smilax fluminensis, el extracto crudo, fracciones y la elucidacion de dos
flavonoides: quercetina-3-O-D-Lramnopiranosido (1-6)—O—E—D-glucopiranosido

y quercetina 3-O-E-D-galactopiranosido.

11.6.1.5 Coumarinas

Son benzo-a-pironas; se conoce a un amplio grupo de principios activos fendlico,
que comunmente tienen la estructura quimica 2H-1-benzopiran-2-ona, llamada
cumarina. Farmacoldgicamente tiene efectos en el sistema vascular tanto arterial
como venoso Y es utilizado en el tratamiento de algunas alteraciones de la piel

(psoriasis) debido a sus propiedades fotosensibilizantes (19).

En el trabajo de titulacién realizado por De la Ay Pilligua 2018 (8) sobre “Estudio
farmacognostico y fitoquimico, preliminar del rizoma de la (Smilax china)’,
determinan la presencia de coumarinas en esta especie, mediante el empleo del

tamizaje fitoquimico.

11.6.1.6 Triterpenos

Su férmula molecular es C30H48. El triterpeno lineal escualeno, es derivado de
la unidn reductiva de dos moléculas de farnesilpirofosfato. ElI Escualeno es
procesado biosinteticamente para formar lanosterol, el precursor estructural para

todos los esteroides (22).

En el trabajo de titulacion elaborado en el afio 2018 por De la A y Pilligua (8),

sobre “Estudio farmacognastico y fitoquimico, preliminar del rizoma de la (Smilax
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china)”, mediante el tamizaje fitoquimico lograron determinar la presencia de

triterpenos en los extractos de los rizomas de Smilax china.

11.6.1.7 Esteroides

Posees funcién hormonal y otros participan en los mecanismos de defensa frente

a la infeccién con microorganismos patégenos, funcionan como antivirales (23).

En el afio de 2017, Sabarisenthil y Kalaichelvan (18) nos confirman la presencia
de esteroides, Unicamente en la especie Smilax China; mediante la evaluacion
de la actividad fitoquimica de los extractos de los rizomas de Smilax china y

Smilax zeylanica.

11.6.1.8 Resina

Son mezclas naturales complejas (sin estructura general), que tienen
propiedades: amorfas, sélidas a temperatura ambiente, cristalinos, solubles en

disolventes organicos y no arrastrables por corriente de vapor de agua (24).

En el afio 2018, De la Ay Pilligua (8) descartan la presencia de resinas, mediante
la realizacion del tamizaje fitoquimico utilizando extractos del rizoma de Smilax

china.

11.6.1.9 Azucares Reductores

Son biomoléculas que actian como agentes reductores; esto es, que logran dar
electrones a otra molécula con la que reaccionan, es decir que un azucar
reductor es un carbohidrato que contiene un grupo carbonilo (C=0) en su
estructura (25).

En el trabajo de titulacion elaborado por De la A y Pilligua 2018 (8) sobre “Estudio

farmacognostico y fitoquimico, preliminar del rizoma de la (Smilax china)’,
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mediante un tamizaje fitoquimico descartaron la presencia de azucares

reductores en esta especie de Smilax.

[1.6.1.10 Saponinas

Son glicosidos hidrosolubles, con propiedades tensoactivas y hemoliticas,
atribuidas a su estructura anfifilica. Ademas, son sustancias polares y es posible
extraerlas en caliente o en frio con agua o con alcoholes de bajo peso molecular.
Se conocen mas de 200 saponinas esteroidales (Monocotiledoneas) y otras

tantas triterpénicas (Dicotiledoneas) (19).

El estudio de Zhou, et. al. 2017 (26) sobre “Nuevas saponinas de furostanol con
actividades antiinflamatorias y citotdxicas de los rizomas de Smilax davidiana”,
aislaron siete nuevas saponinas de furostanol de los rizomas de Smilax
davidiana. Los compuestos aislados fueron sometidos para evaluar las
actividades antiinflamatorias y citotoxicas in vitro y descubrieron que varios de

estos compuestos tenian efectos antiinflamatorios.

[1.6.1.11 Quinonas

Son muy abundantes como en hongos y bacterias. Pueden clasificarse segun el
grado de complejidad de su estructura quimica en benzoquinonas,
naftoquinonas o antraquinonas si son estructuras monociclicas, biciclicas o
triciclicas Las plantas que contienen estos compuestos pueden comportarse

como laxantes o como purgantes (27).

En el trabajo de titulacion elaborado por De la A y Pilligua en el afio 2018 (8)
sobre “Estudio farmacogndstico y fitoquimico, preliminar del rizoma de la (Smilax
china)”, mediante el tamizaje fitoquimico descartaron la presencia de quininas en

Smilax china.
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11.6.1.12 Antocianidina

Son glucosidos de las antocianidinas, que ejercen propiedades terapéuticas
como la reduccién de la enfermedad coronaria, efectos anticancerigenos,
antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos, estos efectos estan
relacionados a su actividad antioxidante (28). De la A y Pilligua 2018 (8) nos

indica la existencia de antocianidina en Smilax china.
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CAPITULO Il MATERIALES Y METODOS

lll.1 Metodologia de la investigacion

[11.1.1 Tipo de investigacion

El presente trabajo de investigacion es de tipo experimental y bibliografico,
experimental porque se utilizd ensayos de laboratorio para la extraccion sucesiva
del rizoma; la obtencion de los extractos y realizacion de los andlisis, que se
hicieron en el “Laboratorio de Productos Naturales para investigacion Docente y
Estudiantil” de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Guayaquil.
Bibliogréfica ya que se consultd con informacion cientifica para ampliar los
conocimientos de la especie y la metodologia aplicada.

[11.2 Estudio farmacognéstico
[11.2.1 Recoleccidn, seleccién e identificacion

Los rizomas de la especie vegetal se recolectaron en la provincia Francisco
de Orellana en las coordenadas 1°10°03.7”S 76°56°30.9”W en el mes de Marzo
y Abril en el afio 2019.

Para la identificacién de la especie vegetal, se llevo analizar el rizoma al
Herbario GUAY de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de

Guayaquil.

Los rizomas recolectados de diversos tamarfos, fueron lavados con agua

potable y cortados para luego ser secados.

[11.2.2 Macromorfologia

La descripcion macromorfologia de Smilax purhampuy R. se llevé a cabo
mediante los érganos sensoriales y se evaluo los siguientes aspectos: tamario,

forma, color, condicion y caracteres de la superficie del rizoma.
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[11.2.3 Micromorfologia

Para obtener la micromorfologia de Smilax purhampuy R. se envio analizar
las hojas y el rizoma pulverizado, al Instituto de Farmacia y Alimentos de la
Universidad de la Habana en Cuba. A las hojas le realizaron cortes transversales
por el método manual, fueron aclaradas con hipoclorito de sodio y después de
ser lavadas, la colorearon con safranina al 1% para luego ser fijadas en gelatina
glicerinada. Al polvo de los rizomas le realizaron la reaccién histoquimica con el
reactivo de Lugol para la deteccion de almidéon. Todos los procedimientos los
llevaron a cabo segun lo referido por Arnol en el afio 1973 (29), Gattuso M y
Gattuso S 1999 (30) y Miranda y Cuéllar 2000 (16). Emplearon un microscopio
NOVEL (lente 10X) con cdmara acoplada modelo HDCE-50B para visualizar los

diferentes caracteres anatomicos internos del vegetal.

[11.2.4 Secado, molida y almacenamiento

Una vez realizada la descripcibn macromorfologica, se procedid a cortar en
pequefios trozos el rizoma y secarlo en una estufa, en un tiempo de 48 horas a

50° C. Después se pulverizé en una licuadora y se lo almaceno.

[11.2.5 Parametros Fisicoquimicos
111.2.5.1 Determinacion de cenizas totales

La determinacion de cenizas totales nos permite medir la cantidad de materia
remanente después de ignicion, incluye cenizas fisioldgicas (Proveniente de los
tejidos de la planta) y no fisioldgicas (Proveniente de la materia extrafia adherida

a la superficie de la droga).

Materiales y equipos

e Crisoles e Papel Filtro
e Pipetas e Espatula
e Embudos e Pinza

e Vaso de precipitacion
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e Calentador u hornilla de e Desecador

calentamiento e Balanza analitica
e Mufla modelo Veb Elektro Bad e Mechero
Frankenhasen

Procedimiento

e Se pesa el crisol de porcelana vacio y anotar el peso

e Se pesade 2 - 3 g de la muestra en el crisol previamente tarado.

e Se incinera en un horno mufla a una temperatura de 700 a 750 °C, durante
2 h.

e Transcurrido el tiempo, transferirlo con ayuda de unas pinzas al desecador
y dejarlo enfriar a temperatura ambiente (Al enfriar el crisol el residuo es de
color blanco o casi blanco).

e Se pesa el crisol y repitiendo el proceso hasta masa constante (16).

Expresion de los resultados:

Ct = Porcentaje de cenizas totales en base hidratada.
M = Masa del crisol vacio (g)

M1 = Masa del crisol con la porcion de ensayo (Q)

M2 = Masa del crisol con la ceniza (g)

100 = Factor matemaético para los calculos.

[11.2.5.2 Determinacion de cenizas solubles en agua
Procedimiento

e A las cenizas totales obtenidas, afiadir de 15 — 20 ml de agua.

e El crisol se tapa y se hierve suavemente a la llama del mechero durante 5

min.
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e Posterior, se pesa el papel filtro libre de cenizas y se toma el peso.

e La solucion se filtra a través del papel de filtro libre de cenizas.

e El residuo se transfiere al crisol junto con el papel filtro y se incinera en un
horno mufla de 700 - 750 °C, durante 2 h.

e Transcurrido el tiempo, se coloca en un desecador y se pesa una vez que

este a temperatura ambiente (16).

Expresion de resultados:

o MZ-Ma
T Mi-m *

Ca = Porcentaje de 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 (Q)

M = Masa del crisol vacio (g)

100 = Factor matematico.

111.2.5.3 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Procedimiento

e A las cenizas totales obtenidas, anadir de 2 - 3 ml de acido clorhidrico al
10%.

e El crisol se tapa y se calienta sobre un bafio de agua hirviente durante 10
min.
e Se lava la tapa del crisol con 5 ml de agua caliente y se une al contenido

del crisol.

e Se afiade 1 - 2 gotas de acido nitrico al contenido del crisol y 1 - 2 gotas de

solucion de nitrato de plata 0.1 mol/L

e Posteriormente se pesa el papel filtro libre de cenizas y se anota el peso
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e La solucion se filtra a través de un papel de filtro libre de cenizas; se lava
el residuo con agua caliente.

e Elfiltrado con el residuo se deseca de 100 a 105 °C, se transfiere al crisol
inicial y se incinera en un horno mufla a una temperatura de 700 - 750 °C
durante 2 h.

e Transcurrido el tiempo, se coloca en un desecador y se pesa una vez que

este a temperatura ambiente (16).

Expresion de resultados

Cac=2—M 00
ac-Ml_Mx

Cac = Porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.
M1 = Masa del crisol con la porcion de ensayos (g)

M = Masa del crisol vacio (g)

M2 = Masa del crisol con la ceniza (g)

100 = Factor matematico.

111.2.5.4 Determinacién de humedad

La determinacion de humedad de la muestra se realiz6 por el método
gravimétrico; se basa en la pérdida de masa que presenta la muestra de andlisis

después del proceso de desecacion en una estufa.

Materiales y equipos

e Capsula de porcelana e Balanza analitica
e Espatula e Estufa
e Pinza e Desecador
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Procedimiento

e Se pesa la capsula de porcelana vacia y anotar el peso.

e Se pesa 2 g de muestra pulverizada en la capsula previamente tarada.

e Se coloca la capsula en la estufa por 3 horas a una temperatura de 150 °C.

e Transcurrido el tiempo, se utiliza una pinza para retirar la capsula de la
estufa, colocarla en el desecador por 1 hora a temperatura ambiente y
pesarla.

e Se coloca nuevamente la capsula de porcelana en la estufa por 1 hora a
una temperatura de 150 °C.

e Transcurrido el tiempo, ponerla en el desecador y se pesa hasta obtener
una masa constante (16).

Expresion de los resultados

Lo Mzom1
E= M2—-mM *

Hg = Pérdida en peso por desecacion (%).

M2 = Masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)

M1 = Masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (Q)
M = Masa de la capsula vacia.

100 = Factor matematico.

111.2.5.5 Determinacién de sustancias solubles

La determinacién de sustancias solubles se basa en la extraccion de estas
sustancias, utilizando solventes como alcohol, agua y éter mediante la

maceracion y evaporacion hasta sequedad de una alicuota del extracto.

Procedimiento

e Se pesar una capsula de porcelana vacia y anotar el peso
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e Luego, se agrega 5 ml del extracto procedente de la maceracion, se vuelve
a pesar

e Se coloca en una estufa a una temperatura de 105 °C por 1 h.

e Transcurrido el tiempo se transfiere la capsula a un desecador hasta que
llegue a temperatura ambiente y se procede a pesar nuevamente hasta

alcanzar peso constante (16).

Expresion de los resultados.

Residuo de la muestra evaporada

%Ss = 100
/oS8 Volumen de la alicuota X

[11.3. Estudio fitoquimico

[11.3.1 Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico nos permite determinar cualitativamente los
metabolitos presentes en la muestra, para ello; se la sometié a extracciones

sucesivas con diferentes solventes (Eter, alcohol y agua) (16).

Materiales y equipos

e Tubos de ensayos e Varilla de vidrio
e Frasco de vidrio e Sorbona

e Embudo o Papel filtro

¢ Hornilla de calentamiento e Pipetas

e Vaso de precipitacion

Reactivos
e Eter etilico e Sudan IV
e Etanol e Dragendorff
e Agua Destilada e Fehling A
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Fehling B e Cloroformo

Cloruro férrico e Anhidrido acético
Acido clorhidrico conc. y al 1 % e Alcohol amilico
Hidréxido de sodio 10 % y 5 % e Cinta de magnesio
en agua e Acetato de sodio

Acido picrico 1% en etanol

Preparacion de la muestra

Pesar 30 g de la muestra seca y pulverizada, colocarla en un frasco de
vidrio y humedecerla con un poco de éter etilico

Agregar 90 ml de éter etilico y macerarlo durante 48 h en frio (Cubrir el
frasco con papel aluminio ya que el éter es muy volatil)

Transcurrido el tiempo, filtrarlo y se obtiene el extracto etéreo

El frasco que contiene el residuo, moverlo para que se evapore el éter
Luego que se haya evaporado, agregarle 90 ml de etanol y macerarlo
durante 48 h a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo, filtrarlo y se obtiene el extracto alcohdlico

Esperar que se evapore el alcohol para afiadir 90 ml de agua al frasco que
contiene el residuo y dejarlo en maceracion por 24 h a temperatura
ambiente.

Después filtrarlo y se obtiene el extracto acuoso (16)

Con los extractos obtenidos se le realiza los siguientes ensayos:
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EXTRACTO|
ETEREQ |
| b

SUCESIVA ALCOHOLICO ] e

E):TRACCIE:H"_| EXTRACTO |
|
|

EXTRACTO|

ACUOSO [

| Ensayo de Sudan (Aceites y Grasas) |

Ensayo de Dragendorff (Alcaloides) |

Ensayo de Baljet (Lactonas y
Coumarinas)

Ensayo de Liebermann-Burchard
(Triterpenos - Esteroides)

| Ensayo de Fehling (Az. Reductores) |

Ensayo de Resinas |

Ensayo de Baliet (Lactonas) |

Ensayo de Lieberman-Burchard
(Triterpenos - Esteroides)

Ensayo de Espuman (Saponinas) |

| Ensayo de Borntrager (Quinonas) |
\| Ensayo de Shinoda (Flavonoides) |

i\ Ensayo de Antocianidina |

| Ensayo de Cl:Fe (Taninos) |
| Ensayo de Shinoda (Flavonoides) |

| Ensayo de Fehling (Az. Reductores) |

| Ensayo de Cl;Fe (Fenoles y Taninos) |

| Ensayo de Dragendorff (Alcaloides) |

| Ensayo de Dragendorff (Alcaloides) |

' | Ensayo de Espuma (Saponinas) |

N Ensayo de Mucilagos

Figura 2. Ensayos realizados con el extracto etéreo, alcoholico y acuoso.

Fuente: Miranda y Cuéllar (2000)

Ensayo de Sudan: Permite reconocer la presencia de compuestos grasos. En

un tubo de ensayo se coloca 1 ml del extracto y se le adiciona 1 ml del reactivo
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Sudan Il o Sudan IV, se calienta en bafio de agua hasta la evaporacion del
solvente. El resultado es positivo si aparecen gotas o una pelicula coloreada de

rojo en las paredes del tubo de ensayo (16).

Ensayo de Baljet: Permite reconocer la presencia de compuestos con
agrupamiento lactonicos, en particular coumarinas u otros compuestos
lacténicos. En un tubo de ensayo se agrega 1 ml del extracto; si el extracto no
es alcohdlico, se debe evaporar en bafio Maria y redisolverse en 1 ml de etanol.
Luego se adiciona 1 ml del reactivo Baljet, considerandose un ensayo positivo

la aparicion de coloracion (++) o precipitado rojo (+++).

El reactivo Baljet se prepara con Hidroxido de sodio al 10 % en agua y Acido
picrico al 1 % en etanol, ambas soluciones se preparan de forma independiente

y se mezcla en igual cantidad al momento de realizar el ensayo (16).

Ensayo de Dragendorff: Permite reconocer la presencia de alcaloides. Si el
extracto se encuentra disuelto en un solvente organico, se debe evaporar en
bafio Maria y el residuo redisolverse en 1 ml de &cido clorhidrico al 1 % en
agua. Si el extracto es acuoso, se le agrega 1 gota de acido clorhidrico
concentrado, (calentar suavemente y dejar enfriar hasta acidez). Con la
solucion acuosa acida se realiza el ensayo, afladiendo 3 gotas del reactivo de
Dragendorff, si hay opalescencia se considera positiva (+), turbidez definida

(++), precipitado (+++) (16).

Ensayo de Liebermann-Burchard: Permite reconocer la presencia de
triterpenos y esteroides. En un tubo de ensayo se agrega 1 ml del extracto si el
extracto no se encuentra en cloroformo, se debe evaporar en bafio Maria y el
residuo redisolverse en 1 ml de cloroformo. Se agrega 1 ml de anhidrido acético
y se mezcla homogéneamente. Se adiciona por las paredes del tubo de 2 a 3
gotas de &cido sulfurico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se puede

reconocer por cambios rapido de coloraciones:
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e Rosado-azul (Muy rapido)
e Verde intenso (Visible, aunque réapido)

e Verde oscuro-negro (Final de la reaccion)

El ensayo puede quedar en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces
puede observarse el primer cambio. El tercer cambio suele ocurrir cuando el

material evaluado tiene cantidades importantes de estos compuestos (16).

Ensayo de resinas: Para detectar este tipo de compuesto, en un tubo de
ensayo se agrega 1 ml del extracto alcohdlico y 5 ml de agua destilada. El
ensayo es positivo si aparece un precipitado (16).

Ensayo de Fehling: Permite reconocer la presencia de azlcares reductores.
En un tubo de ensayo se agrega 1 ml del extracto; si el extracto no es acuoso,
se debe evaporar en bafio Maria y el residuo redisolverse en 1-2 ml de agua.
Se adicional ml del reactivo y se calienta en bafio de agua 5-10 minutos la
mezcla. El ensayo se considera positivo si la solucion se colorea de rojo o

aparece precipitado rojo (16).

Ensayo de la espuma: Permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del
tipo esteroidal como triterpénica. En tubo de ensayo se agrega 1 ml del extracto
alcohdlico y se diluye con 5 veces su volumen en agua y se agita la mezcla
fuertemente durante 5-10 minutos. El ensayo es positivo si aparece espuma en
la superficie del liquido de mas de 2 mm de altura y persistente por mas de 2

minutos (16).

Ensayo de Cloruro Férrico: Permite reconocer la presencia de compuestos
fendlicos y taninos. En extracto alcoholico, determina tanto fenoles como
taninos y en acuoso determina taninos. En un tubo de ensayo se coloca 1 ml
del extracto; si el extracto es alcohdlico se agrega 3 gotas de una solucion de

tricloruro férrico al 5 % en solucion salina fisioldgica. Si el extracto es acuoso,
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se le afiade acetato de sodio para neutralizar y 3 gotas de una solucidén de

tricloruro férrico al 5 % en solucién salina fisiologica.

e Un ensayo positivo puede dar la siguiente informacion general:

e Desarrollo de una solucion rojo-vino: compuestos fendlicos en general

e Desarrollo de wuna solucibn verde intensa: taninos del tipo
pirocatecdlicos.

e Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos (16).

Ensayo de Borntrager: Este ensayo permite identificar quinonas. Para ello si
la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el
solvente en bafio maria y el residuo redisolverse en 1 ml de cloroformo. Se
adiciona 1 ml de hidréxido de sodio. Se agita mezclando las fases y se deja en
reposo hasta su separacion. Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea
rosado o rojo se considera positivo. Coloracién rosada (++), coloracion roja
(+++) (16).

Ensayo de Shinoda: Permite reconocer la presencia de flavonoides. En un
tubo de ensayo se coloca 1 ml del extracto, si el extracto se encuentra en
alcohol, se diluye con 1 ml de &cido clorhidrico concentrado y un pedacito de
cinta de magnesio metalico. Después de la reaccion se espera 5 minutos, se
afiade 1 ml de alcohol amilico, se mezclan las fases y se deja reposar hasta
gue se separen. Si el extracto es acuoso se procede de igual forma, a partir de
la adicion del acido clorhidrico concentrado. El ensayo se considera positivo,
cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo;

intensos en todos los casos (16).

Ensayo de antocianidinas: Permite reconocer la presencia de estructuras de
secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. En un tubo de ensayo
colocar 1 ml del extracto etandlico con 0.5 ml de HCL conc., se calienta por 10

minutos, se deja enfriar y se adiciona 1 ml de agua y 2 ml de alcohol amilico.
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Se agita y se deja separar las dos fases. La aparicion de color rojo a marrén en

la fase amilica, es indicativa de un ensayo positivo (16).

Ensayo de mucilagos: Permite reconocer en los extractos de vegetales la
presencia de esta estructura tipo polisacarido, que forma un coloide hidrofilo de
alto indice de masa que aumenta la densidad del agua donde se extrae. En un
tubo de ensayo se coloca 1 ml del extracto acuoso y se enfriaa0—-5°Cy sila

solucion toma una consistencia gelatinosa el ensayo es positivo (16).

[11.4. Identificacion de compuestos en el extracto etanodlico del

rizoma por cromatografia de gases acoplado a masas.

En el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador ubicado en la
Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL); se envido a realizar la
identificacion de los compuestos presente en los rizomas pulverizados de
Smilax purhampuy R., para ello elaboraron un extracto etandlico, con 20 g de
muestra y 100 ml de etanol al 80%. Utilizaron el equipo de cromatografia de
gases - espectrometria de masas de Agilent Technologies (7890A GC system
y 5975C inert XL MSD con detector de triple eje). Usaron una columna capilar
DB-5MS (30 m x 0,25 mm) con fenil dimetilpolisiloxano como fase estacionaria
(espesor de la pelicula de 0,25 micrones) y helio como gas inyeccion portador
(1,2 ml/ min). La inyeccién de 1 uL de muestra derivatizada se realiz6 a 250 °C
con modo sin divisién. La temperatura del horno se inicid a 70 °C durante 2
minutos, luego se aumento a 300 °C a 5 °C / min y se mantuvo a 300 °C durante
6 minutos. La identificacion de los compuestos se realizé por comparacion de
espectros de masas basados en Wiley 9th y NIST 2011 MS Library. Usaron una
ionizacion electrénica de 70 eV a 230 °C en la fuente de iones y los compuestos
de datos se recopilaron con el modo de exploracion completa (40-600 uma) en
el analizador de masas de cuadrupolo. Cabe recalcar, que utilizaron “el extracto
etandlico debido a que demostré mayor variedad de compuestos en el tamizaje
fitoquimico, ademas tiene mejor conservacion, sin el riesgo de deteriorarse o

volatilizarse rapidamente” (6).
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[1I.5. Andlisis de la composicion quimica del rizoma por

cromatografia en capa delgada.

Para el analisis de la composicion quimica del rizoma de Smilax purhampuy
R. se envi6 analizar el rizoma pulverizado al Instituto de Farmacia y Alimentos
de la Universidad de la Habana en Cuba. En donde elaboraron un extracto
hidroalcoholico con 20 g de la muestra y 100 ml de disolvente (Mezcla
hidroalcohdlica al 80 %.), por el método de maceracibn con agitacion
esporadica, durante un periodo de siete dias, a una temperatura de 30 °C £ 2
°C. Siguieron el procedimiento descrito en la Norma Cubana NRSP 312 1992
(31) y por Miranda y Cuéllar 2000 (16).

La cromatografia en capa delgada la desarrollaron sobre placas de 5 x 10
cm, de gel de silice F2sanm sobre soporte plastico. Utilizaron como fase movil n-

butanol: 4cido acético: agua (65:25:10 v:v:v).

El desarrollo cromatogréfico fue de forma ascendente, en una camara
cromatografica previamente ambientada con el sistema de disolvente antes
sefialado. Una vez efectuadas las corridas, las placas se secaron a temperatura
ambiente bajo la corriente de aire de la campana hasta evaporacién de la fase
movil. Posteriormente, se procedieron con el revelado bajo la luz UV a 254 nm
y rociado con anisaldehido (2,5 ml de anisaldehido, 50 mL de acido acético
glacial, 425 ml de metanol, 25 ml de acido sulfarico. Se calent6 a una
temperatura de 105 °C aproximadamente hasta la aparicion de manchas o

modificacion de la apariencia de las ya existentes).

El revelador anisaldehido-acido sulfurico es un revelador universal para
productos naturales que produce diferentes colores segun el compuesto con el
gue reacciona. El revelado es promovido por calor y los colores obtenidos

dependen de la temperatura lograda (32).
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[11.6. Determinacion del rendimiento de aceite del rizoma de la

Smilax purhampuy R. por el método de Soxhlet.

El método de Soxhlet se basa en extraer aceite o grasas del material vegetal
mediante la ebullicibn y condensacion del solvente de extraccion.

Recuperandose el solvente por medio del rotaevaporador.

Materiales y equipos

e Balanza analitica ¢ Circuito de rotacion de agua
e Hornilla de calentamiento e Cartucho poroso

e Refrigerante e Probeta

e Balon ¢ Rotaevaporador

Procedimiento

e Se pesa 10 g de la muestra pulverizada, colocarla en el cartucho poroso y
ubicarlo en el refrigerante del equipo de Soxhlet

¢ Se mide 300 ml del solvente de extraccion (Hexano) y colocarlo en el balon

e Se armar el equipo y se procede a calentar a temperatura 50 °C por 4 horas

e Para separar el hexano de las grasas se destila en un rotaevaporador

durante 40 minutos.

Expresion de los resultados

Cantidad de extracto obtenido

0 . _
% Rendimiento Cantidad de Muestra empleadaX 100
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES

IV.1 Parametros farmacognastico

IV.1.1 Macromorfologia del rizoma

A continuacion, se muestra la descripcion macromorfolégica de los rizomas
de Smilax purhampuy R., cabe destacar que el rango del peso de los rizomas

utilizados es 90 - 168 g:

e Tamafio
Largo: 9 - 20 cm
Diametro: 3-7.5 cm
e Color: Café rojizo
e Olor: Sui generis
e Forma: Torcidos y ramificados
e Condicion: Fresca

e Caracteres de la Superficie: Estriada

IV.1.2 Micromorfologia de la hoja y rizoma de Smilax purhampuy R.

Micromorfologia de la hoja

La evaluacion micromorfolégica de un corte transversal de la hoja (A), permitié
visualizar a nivel del nervio central una disposicion céncava, siendo mas
pronunciada en la parte inferior con una ligera protuberancia. En los laterales del
nervio central se observo el mesofilo con la epidermis adaxial y abaxial bien
definidas. Por debajo de la epidermis adaxial aparece un tejido empalizada
(quizas poco diferenciado) y un parénquima esponjoso que delimita con la

epidermis inferior o abaxial.

En una vista ampliada del nervio central (B) se observé un gran nimero de
células casi isométricas formando el parénquima fundamental. Hacia el centro
se constatd una estructura formada por un conjunto de células del tejido
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esclerénquima que rodea a los haces vasculares (xilema y floema) bien

definidos.

A: nervio central de la hoja y mesoéfilos:
AdE: epidermis adaxial o superior, PP: parénquima en empalizada,
SP: parénquima esponjoso, AbE: parénquima abaxial o inferior,
Me: mesdfilo

B: vista ampliada del nervio central:
VS: sistema vascular (xilema y floema), FP: parénquima fundamental,
ST: tejido esclerénquima

Figura 3. Corte transversal a nivel del nervio central de la hoja.

Fuente: Instituto de Farmacia y Alimentos de la Universidad de la Habana
2019.
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Micromorfologia del Rizoma

El analisis micromorfolégico del rizoma en polvo permitié observar un conjunto
de células del parénquima de tamafo variable (C), vasos del xilema con
numerosos engrosamientos cortados, frecuentemente asociados con otros
elementos del tejido conductor (D). También se visualizaron unas estructuras
alargadas, fusiformes y puntiagudas, que se corresponden con las llamadas
fibras, pudiendo sugerir un tipo de esclerida filiforme (E). En otra muestra de la
droga en polvo (F) se apreciaron vasos de la xilema con hoyos bordeados. Al
realizar la histoquimica con el reactivo de Lugol se constataron granulos de

almiddén de forma notable, los cuales adoptaron una coloracién negruzca.

C: células del parénquima, D: vasos xilematicos con otros elementos
conductores, E: fibras, F: vasos de la xilema, G: granos de almidén

Figura 4. Micromorfologia de los rizomas pulverizados.

Fuente: Instituto de Farmacia y Alimentos de la Universidad de la Habana
20109.
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IV.1.3 Parametros fisicoquimicos

La tabla V, VI, VI, VI, IX muestran los resultados de los ensayos
fisicoquimicos que se realizaron con la muestra pulverizada de los rizomas de
Smilax purhampuy R. Dichos resultados fueron comparados con los valores de
diferentes estudios realizados al rizoma de otras especies de Smilax; como S.
domingensis, debido a que no existen estudios del rizoma de Smilax purhampuy
R. Cabe destacar que las variaciones de los resultados pueden deberse a
diversos factores como especies, condiciones ambientales, épocas de

recoleccion y localizacion geografica.

IV.1.3.1 Cenizas totales

El ensayo se realiz6 por duplicado y se obtuvo como resultado 3.5 % (Tabla
V); comparando estos valores con los obtenidos en el trabajo realizado por
Gonzalez, et. al. (4) del rizoma de Smilax dominguesis donde indicaron el valor
de 3.45 % para cenizas totales, se puede indicar que los porcentajes son

cercanos.

Tabla V. Porcentaje de cenizas totales.

N° Ensayo % de Cenizas totales
1 3.33%
2 3.67 %
Promedio 3.5%
Desviacion Estandar 0.17

Fuente: Autores

IV.1.3.2 Cenizas solubles en agua

En latabla VI se detallan el promedio de los porcentajes del ensayo duplicado

de las cenizas solubles en agua que se obtuvieron de los rizomas de Smilax

37



purhampuy R. En el estudio de Smilax domingensis realizado por Gonzalez, et.

al. (4) reportaron como resultado 2,43 %; mayor al obtenido.

Tabla VI. Porcentaje de cenizas solubles en agua.

N° Ensayo | % de Cenizas solubles en agua

1 0.33%
2 0.33%
Promedio 0.33%

Fuente: Autores

IV.1.3.3 Cenizas insolubles en acido clorhidrico

Este ensayo se realizdé por duplicado y se obtuvo como resultado 0.67 %
(Tabla VII). Los datos indicados por Gonzélez, et. al. (4) para Smilax
domingensis en cenizas insolubles en acido clorhidrico fue de 0.64 %, se puede
considerar que los porcentajes fueron reproducibles y no existe una diferencia

significativa en este parametro.

Tabla VII. Porcentaje de cenizas insolubles en acido clorhidrico.

N° Ensayo | % de Cenizas insolubles en &cido clorhidrico

1 0.67 %
2 0.67 %
Promedio 0.67 %

Fuente: Autores
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IV.1.3.4 Humedad

Los resultados obtenidos para este parametro fueron de 13.44 % (Tabla VIII),
comparando con los valores reportados por Gonzélez, et. al. (4) para Smilax
domingensis 13.11 % se puede mencionar que los valores entre S. domingensis

y S. purhampuy R. son reproducibles.

Tabla VIII. Porcentaje de Humedad

N° Ensayo Pérdida en peso por desecacion
1 14 %
2 12.87 %
Promedio 13.44 %
Desviacion Estandar 0.56

Fuente: Autores

IV.1.3.5 Sustancias Solubles

En latabla IX se muestran los resultados obtenidos de las sustancias solubles
realizadas en extracto acuoso, etéreo y alcohdlico de los rizomas de Smilax
purhampuy R. Segun Gonzalez, et. al. (4) los valores obtenidos para Smilax
domingensis fueron de 13, 53 % para sustancias solubles en alcohol 70 %y 2,43
% en agua. Para extracto etéreo no existen antecedentes, por ende, el resultado

se presenta por primera vez.

Tabla IX. Porcentajes de Sustancias solubles.

Parametros fisicoquimicos Porcentajes

Extracto Acuoso: 1.4 %
Sustancias solubles Extracto Etéreo: 0.2 %

Extracto Alcohdlico: 1.8 %

Fuente: Autores
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V.2 Tamizaje fitoquimico

En la tabla X se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico realizado

con extracto etéreo, alcohdlico y acuoso de los rizomas de Smilax purhampuy R.

Tabla X. Resultados del tamizaje fitoquimico

Extractos
Ensayos Metabolitos
Etéreo Alcohdlico Acuoso
Compuestos
Sudan + N/A N/A
grasos
Baljet Coumarinas ++ +++ N/A
Dragendorff Alcaloides - +++ ++
: Triterpenos Verde
Lieberman — . Verde oscuro —
ylo intenso N/A
negro
Burchard Esteroides visible J
Resinas Resina N/A - N/A
) Azucares
Fehling N/A ++ +++
reductores
Espuma Saponinas N/A - +
+
Fendlicos y/o +
CI3 Fe _ N/A _ Verde
tanino Verde intenso _
intenso
Borntrager Quinonas N/A ++ N/A
Shinoda Flavonoides N/A + +
Antocianidinas | Antocianidina N/A + N/A
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Estructuras
Mucilagos Tipo N/A N/A +

polisacéaridos

+ Ensayo positivo ++ E.P. Coloracion +++ E.P. Precipitado
— Ensayo negativo N/A no aplica

Fuente: Autores

En el estudio de Smilax realizado por Gonzalez, et. al. (4) destanca la
presencia de azucares reductores, triterpenos, taninos, flavonoides, aceites y
grasas, alcaloides, cumarinas y saponinas en el tamizaje fitoquimico.
Comparando, se puede mencionar que a pesar de ser de diferentes especies; el
género Smilax pueden contener cantidades semejantes de metabolitos

secundarios.

I\VV.3 ldentificacion de compuestos en el extracto etandlico del rizoma

por cromatografia de gases acopado a masas.

En la figura 5 se muestra el cromatograma del extracto etandlico del rizoma de
Smilax purhampuy R. realizadas en el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas
del Ecuador. Donde se obtuvieron 174 picos cromatograficos; dentro de estos
picos se puede afirmar la presencia de 23 compuestos presentes en el extracto

etandlico del rizoma de Smilax purhampuy R.
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Figura 5. Cromatograma del extracto etandlico del rizoma de Smilax
purhampuy R.

Fuente: Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador 2019.

En la tabla XI se indican los compuestos presentes en el extracto etandlico del
rizoma de Smilax purhampuy R. De los cuales; los picos 25, 91 y 109 con un
porcentaje de abundancia de 1.16, 1.66 y 4.01 y tiempo de retencién 18.361 min,
30.297 min y 33.866 min, fueron los que mostraron mayor intensidad. Estos
compuestos son Acido butanodioico (acido succinico), Acido hexadecanoico
(palmitico) y Acido octadecenoico (Acido Estearico). Comparando con el trabajo
de titulacion De la A y Pilligua 2018 (8) sobre el rizoma de Smilax China, nos
indican que obtuvieron la presencia de compuestos como el Acido butanodioico,
9- Octadecenamida, Silano, L- prolina, Benceno, Acido arabinoico, Acido citrico,
Estigmasterol, entre otros; y el compuesto que presenté mayor intensidad fue el

Acido butanodioico.
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Tabla XI. Componentes presentes del extracto etandlico del rizoma de

Smilax purhampuy R.

# Pico Tiempo. ,de Compuesto Abundancia
retencién
4 11.446 Acido etilfosforico 0.07
8 12.725 Silanol 0.82
16 14.303 Acido propanoico 0.03
18 15.091 Serina 0.16
- 18.361 Acido butanodioico (4cido 116
succinico)
31 19.373 Androstenediona 0.16
37 20.270 N-dodecanol (Lauril Alcohol) 0.14
39 21.453 Acido glutamico 0.03
40 21.689 Acido xil6nico 0.03
41 22.179 Acido dodecanoico (acido laurico) 0.12
42 22.484 D-arabinopiranosa 0.03
54 24.641 Tetradecano 0.28
72 27.052 Hidantoina 0.28
78 28.006 Glucitol (sorbitol) 0.45
91 30.297 Acido hexadecanoico (palmitico) 1.66
98 31.302 Nonacosanol 0.06
108 33.312 Acido octadecanoico(Acido oleico) 0.10
100 23,866 Acido octadecenoico (Acido 401
Esteérico)

110 34.069 Androstan-17-one 0.03
116 35.049 Gliceril-glucosido 0.15
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DI-16.beta. Hidroxi-norgestrel-metil
135 40.374 _ 0.13
oxima
172 48.409 Silano 0.05
173 48.403 Estigmasterol 0.05

Fuente: Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador 2019.

IV.4 Andlisis de la composicion quimica del rizoma por cromatografia

en capa delgada.

En la Figura 6, al visible (A) se observé poca complejidad cromatografica del
extracto. La exposicion a la luz ultravioleta (254 nm) permiti6 observar
modificaciones en el color de las manchas; este comportamiento es
caracteristico de metabolitos con grupos cromoéforos en su estructura. Al revelar
con solucion de anisaldehido aparecieron manchas de colores variables,
destacandose algunas de color rosado oscuro cercanas al punto de aplicacion,
verde negruzcas y rosada carmelitosa (en el punto de aplicacion), caracteristicas
de estructuras fendlicas en general que pudieran ser del tipo glicosiladas.
También fueron observadas manchas de Rf alto de color violaceo y marron,
caracteristicas de estructuras terpénicas, entre ellas, triterpenoides.

El revelador anisaldehido-acido sulfarico es un revelador universal para
productos naturales que produce diferentes colores segun el compuesto con el
que reacciona. El revelado es promovido por calor y los colores obtenidos
dependen de la temperatura lograda. Se denota el alto grado de heterogeneidad
del extracto con el revelador empleado y la fase movil utilizada logré separar, de

alguna manera, los componentes segun su polaridad.
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Soporte: gel de silice sobre soporte plastico
Fase movil: n-butanol: acido acético: agua (65:25:10 v:v:v).
A: visible, B: revelado a la luz UV 254 nm, C: revelado con
anisaldehido/calor

Figura 6. Cromatografia en capa delgada del extracto hidroalcohdlico.

Fuente: Instituto de Farmacia y Alimentos de la Universidad de la Habana 2019

IV.5 Determinacion del rendimiento de aceite del rizoma de Smilax

purhampuy R. por el método de Soxhlet.

En la Tabla XII se indica el porcentaje obtenido de aceite del rizoma de Smilax

purhampuy R. por el método de Soxhlet que fue de 75.86 %.

Tabla XIl. Rendimiento de aceites por el Método de Soxhlet

Rendimiento del aceite del Porcentaje

rizoma
75.86 %

Fuente: Autores
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CONCLUSIONES

Gracias al presente trabajo de titulacion se estudié las caracteristicas

farmacognostica y fitoquimica del rizoma de Smilax purhampuy R. recolectado

en la provincia Francisco de Orellana y con los resultados obtenidos, se puede

llegar a las siguientes conclusiones:

Mediante la evaluacibn macromorfolégica se logré obtener las
dimensiones del rizoma Smilax purhampuy R, en promedio posee 9 -
20 cm de largo y 3 - 7.5 cm de diametro, ademas presenta una

superficie estriada, forma ramificada y es de color café rojizo.

Las caracteristicas micromorfoldgicas que presentd el rizoma fueron:
células del parénquima de tamafo variable, vasos del xilema con
numerosos engrosamientos cortados asociados con elementos del
tejido conductor, fibras, vasos de la xilema con hoyos bordeados y

granulos de almidén

Los parametros fisicoquimicos nos permitieron determinar la calidad
del rizoma, entre los parametros se encuentran: cenizas totales (3.5
%), cenizas insolubles en agua (0.33 %), cenizas insolubles en acido
clorhidrico (0.67 %), humedad (13.44 %), sustancias solubles en

extracto acuoso (1.4 %), E. etéreo (0.2 %), E. alcohdlico (1.8 %).

En el tamizaje fitoquimico se determiné la composicion quimica
cualitativa del rizoma y se observo la presencia de compuestos grasos,
alcaloides, coumarinas, triterpenos-esteroides, azucares reductores,
saponinas, fenoles, tanino de tipo pirocatecélicos, quinonas,

flavonoides, antocianidinas y estructuras tipo polisacéaridos.
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e Lacromatografia de gases acoplado a masas identificé los compuestos
presentes en el extracto etandlico del rizoma, los de mayor intensidad
son el acido butanodioico (acido succinico), acido hexadecanoico

(palmitico) y acido octadecenoico (acido estearico).

e La cromatografia en capa fina permitié reconocer que el rizoma posee
compuestos con caracteristicas de estructuras fendlicas; que pueden
ser del tipo glicosiladas y caracteristicas de estructuras terpénicas

como los triterpenoides.

RECOMENDACIONES

Se recomienda que los rizomas utilizados para la realizacion de los analisis

no estén descompuestos o secos, ya que interferirian con los resultados.

Se recomienda realizar la identificacion quimica, fisicoquimica y
microbioldgica del rizoma utilizando la percolacion como método de extraccion

de la muestra.
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GLOSARIO

Actinomorfas. Expresion de la flor a la que pertenece: que tiene sus
partes (sépalos, pétalos o tépalos), con proporcion emitida en torno al eje

del peddnculo floral, como en la rosa.

Bejucos. Son plantas &speras y escaladoras originarias de regiones
tropicales o calidas

Coriaceas. Tiene fisico y tacto similar a los del cuero.

Lianas. Es el sinbnimo de Bejuco

Zarcillos. Cada uno de los 6rganos extensos, delgados y volubles que
tienen ciertas plantas y que sirven a estas para agarrarse o sostenerse a

tallos u otros objetos proximos.

Adaxial. Organo préximo al eje, por ejemplo: el haz de la hoja

Abaxial. En el lado opuesto, lo que se encuentra mirando hacia fuera
del eje de un érgano u organismo. En botanica se considera que la cara

abaxial de la hoja es el envés.

Células del parénquima. Llenan espacios libres que dejan otros érganos
y tejidos. Estan poco especializadas, y su forma puede ser muy variable:
mMAas o menos isodiamétricas y facetadas, casi poliédricas o alargadas,
lobuladas, etc. Las paredes celulares son flexibles y delgadas, de

celulosa, aunque pueden presentar paredes secundarias lignificadas

Esclerida filiforme. Esclereida (Célula de esclerénquima, de forma

variada, pero tipicamente no muy alargada, y con paredes secundarias
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gruesas lignificadas con muchas punteaduras) muy alargada y delgada
gue se parece a una fibra.

10.Histoquimica. Es el estudio de la composicion quimica de células y

tejidos, ademas de las reacciones quimicas que se desarrollan en ellos
con ayuda de colorantes especificos.
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ANEXOS

Anexo A. Taxonomia de Smilax purhampuy R. emitido por el Herbario
GUAY de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de Guayaquil.

Herbario GUAY

Faouhad de Ciencias Naturales
Universicad da Guayaguil

Claze: Equisetiopsida C. Agarch

Subclase: Magnoficas Novak ex. Takht.
Superorden: Lifanae Takht.

Orcean: Lifales Peried.

Familia: Smilacaceae Vent

Genero: Smilax L.

Nombra cientifico: Smilax of. purncmpuy Ruiz
Nombra vernsculo: Zarzaparrilla

Descripddn taxondmica: Lians, gabra. Zarcillos prezentes. Hojas simples, altarnas, plinancadas;
iimina cartices, eliptica hasta efistica-lanceoiads, 13-20 x B-12 o©m, basze obtuss, 2dice
acuminado, margen entero, giaora. Flores y frutos no vistos.

Av. Juan Tanca Marengo y Av. Gomez Lince z.n.
P.O. Box 03-01-10634

Guayaguil-Ecuador

Fuente: Herbario GUAY (2019)
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Anexo B. Rizomas de Smilax purhampuy R. utilizados en el presente trabajo
de titulacion.

Fuente: Autores
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Anexo C. Lavado y cortado de la corteza de los rizomas de Smilax
purhampuy R.

Fuente: Autores

Anexo D. Medicion del tamafio de los rizomas de Smilax purhampuy R.

Fuente: Autores
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Anexo E. Cortado, pesado y secado de los rizomas de Smilax purhampuy R.

Fuente: Autores
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Anexo F. Obtencién de los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso.

Fuente: Autores
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Anexo G. Reactivos utilizados para la realizacion de los analisis.

Fuente: Autores
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Anexo H. Cenizas totales

Fuentes: Autores

Anexo |. Cenizas solubles en agua.

Fuente: Autores
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Anexo J. Cenizas insolubles en &cido clorhidrico.

Fuente: Autores

Anexo K. Humedad

e

Fuente: Autores
61



Anexo L. Sustancias Solubles

Fuentes: Autores

Anexo M. Tamizaje fitoquimico - Extracto Etéreo

Extracto Etéreo

Sudan

Baljet

Dragendorff

Lieberman

Burchard

Fuentes: Autores
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Anexo N. Tamizaje fitoquimico - Extracto Alcohdlico

Extracto Alcohdlico

Lieberman

Dragendorff Burchard Resinas Fehling
7 7'? N |

Antocianidinas

Fuentes: Autores
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Anexo O. Tamizaje fitoquimico - Extracto Acuoso

Extracto Acuoso

Dragendorff Fehling Espuma

Mucilagos

. b
-~
+
erde
i 0

Fuentes: Autores
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Anexo P. Extraccion de Aceites por método de Soxhlet y rotaevaporador para
eliminar el solvente del aceite.

Fuentes: Autores
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