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RESUMEN

En Ecuador el bejuco de la Saragoza (Aristolochia elegans) es usado en infusién para el tratamiento
de dolores menstruales, asi como infecciones intestinales y diarrea; en el afio 2020 el 65.4% de casos
de diarrea fue en adultos jévenes y 7.2% en adultos mayores teniendo etiologia variada. Se realiz6é un
analisis cualitativo y cuantitativo del bejuco de Saragoza (Aristolochia elegans) debido a su importancia
que demostraria la presencia de alcaloides y su posible actividad antidiarreica-antimicrobiana. Se
evalud el contenido de alcaloides presentes en el bejuco de la Saragoza (Aristolochia elegans) a través
de un tamizaje fitoquimico preliminar, observando una reaccion de color y precipitacién en los ensayos
de Dragendorff +++, Mayer +++ y Wagner +++ indicando la presencia positiva de alcaloides y asi mismo
se cuantificaron alcaloides totales por el método espectrofotométrico obteniéndose una concentracién
de 576.00 mg/L en extracto etandlico al 70% y por ultimo se analiz6 la presencia de acido aristoléquico
por el método de cromatografia de capa fina con un Rf de 0,407 que se encuentra dentro del rango de
identificacion.
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ANEXO V. - CERTIFICADO DEL DOCENTE TUTOR DEL TRABAJO DE
INTEGRACION CURRICULAR

Guayaquil,21 de septiembre 2021

Sra. Q.F. MARIA AUXILIADORA ALARCON PERASSO, Mgs
DIRECTOR (A) DE LA CARRERA QUIMICA Y FARMACIA
FACULTAD CIENCIAS QUIMICAS

UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL

CIUDAD. - GUAYAQUIL

De mis consideraciones:

Envio a Ud. el Informe correspondiente a la tutoria realizada al Trabajo de
integracion curricular ESTUDIO DE LOS ALCALOIDES PRESENTE EN EL
BEJUCO DE LA SARAGOZA (ARISTOLOCHIA ELEGANS) De los estudiantes
PARRALES ALAY ANTHONY WLADIMIR Y VILLAMAR PIBAQUE JANICE
ANDREINA, indicando que ha (n) cumplido con todos los parametros
establecidos en la normativa vigente:

¢ El trabajo es el resultado de una investigacion.

e El estudiante demuestra conocimiento profesional integral.

¢ El trabajo presenta una propuesta en el area de conocimiento.

e El nivel de argumentacion es coherente con el campo de conocimiento.

Adicionalmente, se adjunta el certificado de porcentaje de similitud y la valoracion
del trabajo de integracién curricular con la respectiva calificacion.

Dando por concluida esta tutoria de trabajo de integracién curricular,
CERTIFICO, para los fines pertinentes, que el (los) estudiante (s) esta (n) apto
(s) para continuar con el proceso de revision final.

Atentamente,

FRELLA SORLYA-
GARCIA LAFRETA

TUTOR DE TRABAJO DE INTEGRACION CURRICULAR
C.1.091142217-8
FECHA: 12 de septiembre del 2021
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ANEXO VII.- INFORME DEL DOCENTE REVISOR

Guayaquil, 27 de septiembre del 2021

Sra. Q.F. MARIA AUXILIADORA ALARCON PERASSO Mgs.
Directora de la Carrera QUIMICA Y FARMACIA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL
Ciudad. - Guayaquil

De mis consideraciones:

Envio a Ud. el Informe correspondiente a la REVISION FINAL del trabajo de integracion
curricular “ESTUDIO DE LOS ALCALOIDES PRESENTE EN EL BEJUCO DE LA SARAGOZA
(Aristolochia elegans).” De los estudiantes: PARRALES ALAY ANTHONY WLADIMIR CON
Cl 095362671-0, VILLAMAR PIBAQUE JANICE ANDREINA CON Cl.1317004842 Las
gestiones realizadas me permiten indicar que el trabajo fue revisado considerando todos los
parametros establecidos en las normativas vigentes, en el cumplimento de los siguientes
aspectos:

Cumplimiento de requisitos de forma:

El titulo tiene un maximo de 13 palabras.

La memoria escrita se ajusta a la estructura establecida.

El documento se ajusta a las normas de escritura cientifica seleccionadas por la Facultad.
La investigacion es pertinente con la linea y sublineas de investigacion de la carrera.

Los soportes tedricos son de maximo 5 afos.

La propuesta presentada es pertinente.

Cumplimiento con el Reglamento de Régimen Académico:

El trabajo es el resultado de una investigacion.

El estudiante demuestra conocimiento profesional integral.

El trabajo presenta una propuesta en el &rea de conocimiento.

El nivel de argumentacion es coherente con el campo de conocimiento.

Adicionalmente, se indica que fue revisado el certificado de porcentaje de similitud, la valoracion
del tutor,asi como de las paginas preliminares solicitadas, lo cual indica el que el trabajo de
investigacion cumple con los requisitos exigidos.

Una vez concluida esta revisién, considero que el estudiante esta apto para continuar el
proceso deintegracion curricular. Particular que comunicamos a usted para los fines pertinentes.

Atentamente,

A GUSTAVO SAUL
3"'.' ESCOBAR
' 132 VALDIVIESO

TUTOR REVISOR DE TRABAJO DE TITULACION
C.l.: 1204085813
FECHA: 27 de septiembre del 2021
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ANEXO VI. -CERTIFICADO PORCENTAJE DE SIMILITUD

Habiendo sido nombrado Q. F. SORAYA GARCIA LARRETA, MSc., tutor del
trabajo de integracion curricular certifico que el presente trabajo ha sido
elaborado por PARRALES ALAY ANTHONY WLADIMIR con C.I. No:
095362671-0 y VILLAMAR PIBAQUE JANICE ANDREINA con C.I. No:
131700484-2, con mi respectiva supervision como requerimiento parcial
para la obtencion del titulo de Quimicos y Farmacéuticos.

Se informa que el trabajo de titulacién: “ESTUDIO DE LOS ALCALOIDES
PRESENTES EN EL BEJUCO DE LA SARAGOZA (Aristolochia elegans)”, ha
sido orientado durante todo el periodo de ejecucion en el programa antiplagio
Urkund quedando el 2% de coincidencia.

URKUND A esit
Lista de fuentes  Blogues Habipsesey
Documento  PROYECTO JANICE VILLAMAR -ANTHONY PARRALES doc (D112137868) Categoria Enlace/nombre de archivo =
Presentado 2021-09-06 11-44 (-05:00) _
=] hittps://pt.slideshare.net/LISETRODRGUEZACHATA quimica-ge-los-productos-naturales =
Presentado por Jorge Campoverde (campoverdemj@ug.edu.ec)
Recibido  campoverdem] ug@analysi urkund com [} https://docplayer es/81950311-Escuela-superior-politecnica-de-chimborazo htm
Mensaje Analisis de tesis JANICE VILLAMAR -ANTHONY PARRALES Mostrar €l mensaje completo Fuentes alternativas
2% de estas § paginas, se componen de texto presents en 2 fuentes. Fuentes no usadas
[T RN RN Y 2+ < > A 1advertencias. 2 Reiniciar || &, Exportar | | [ Compartic | | @
100% #1 Activo [_] Fuente externa: http://dspace espoch edu ec/bitstream/123456789/4987/1/56T00632%20UDCTFC pdf  100% =
entre ellos estan los derivados de acidos aristoléquicos, aporfinas, amidas, benzilisoquinolinas, isoquinolinas, entre ellos estan los derivados de cidos aristoloquices, aperfinas, amidas, benzilisoquinolinas, isoquinelinas,
clorofila, terpenoides, lignanos, bifenil éteres, flavenoides, tetralones, benzencides, esteroides, y similares clorofila, terpencides, lignanos, bifenil éteres, flavonoides, tetralones, benzenoides, esteroides, y similares. |

CITATION Yes111l12298(1).

11.3. Alcaloides 11.3.1. Generalidades

Sustancias organicas nitrogenadas de caracter basico, principalmente de origen vegetal, una estructura
quimica compleja que ejerce diversas acciones farmacologicas a dosis bajas y poseen, una gran toxicidad, por
lo que su rango terapéutico es deficients CITATION Mir21 \| 12298 (15).

Se encuentran en un gran nimero de familias vegetales superiores y s pueden localizar en tejidos periféricos
como: corteza, raices, hojas, frutos y semillas. El contenido varia entre un rango de 0,1% hasta el 10% en
dependencia de la especie vegetal y el tipo de alcaloide. Pueden encontrarse en unasola especie vegetal
CITATION Mir21112298 (15).

11.3.2. Caracteristicas de los alcaloides + Son compuestos organicos.

+Son de origen vegetal

https://secure.urkund.com/old/view/106847377-444971-
567749#q1bKLVayijY01zGK1VEQqzkzPy0zLTE7MS05Vs|LOMzAOtTAOMT U3Njl
1tLOQWNDIwrQUA

Firmado electrénicamente por:
FRELLA SORAYA
GARCIA LARRETA

Q. F. SORAYA GARCIA LARRETA, MSc.
C.l. No.: 091142217-8
FECHA: 08 de Septiembre de 2021


https://secure.urkund.com/old/view/106847377-444971-567749#q1bKLVayijY01zGK1VEqzkzPy0zLTE7MS05VsjLQMzA0tTA0MTU3NjI1tLQwNDIwrQUA
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Urkund Analysis Result
Analysed Document: PROYECTO JANICE VILLAMAR -ANTHONY PARRALES.docx
(D112137888)
Submitted: 9/6/2021 6:44:00 PM
Submitted By: campoverdemj@ug.edu.ec
Significance: 2%

Sources included in the report:

https://pt.slideshare.net/LISETRODRGUEZACHATA/quimica-de-los-productos-naturales
https://docplayer.es/81950311-Escuela-superior-politecnica-de-chimborazo.html

Instances where selected sources appear:
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Q. F. SORAYA GARCIA LARRETA, MSc.
C.l. No.: 091142217-8
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Guayaquil, 5 de Noviembre del 2021

APROBACION DEL TUTOR

En calidad de tutor del Trabajo de Titulacién, Certifico: Que he asesorado,
guiado y revisado el trabajo de titulacion en la modalidad de investigacién, cuyo
titulo es: “ESTUDIO DE LOS ALCALOIDES PRESENTE EN EL BEJUCO DE
LA SARAGOZA (Aristolochia elegans)” presentado por ANTHONY
WLADIMIR PARRALES ALAY y JANICE ANDREINA VILLAMAR PIBAQUE,
previo a la obtencion del titulo de Quimicos y Farmaceéuticos.

Este trabajo ha sido aprobado en su totalidad y se adjunta el informe de Anti-
plagio del programa URKUND, quedando el 2% de coincidencia.

LO CERTIFICO:

i [w]
% FRELLA SORAYA
GARCIA LARRETA

oy
rad
E T Wi

Q. F. SORAYA GARCIA LARRETA MSc.
TUTOR DE TRABAJO DE TITULACION

C.1.: 0911422178
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Guayaquil, 5 de Noviembre del 2021

CERTIFICACION DEL TUTOR REVISOR

Habiendo sido nombrado Blgo. GUSTAVO ESCOBAR VALDIVIESO MS.c.,
tutor revisor del trabajo cuyo titulo es “ESTUDIO DE LOS ALCALOIDES
PRESENTE EN EL BEJUCO DELA SARAGOZA (Aristolochia elegans).”,
certifico que el presente trabajo de titulacion, elaborado por los estudiantes
PARRALES ALAY ANTHONY WLADIMIR con C. |. No. 095362671-0 y
VILLAMAR PIBAQUE JANICE ANDREINA con C. I. No. 131700484-2; con
mi respectiva supervision como requerimiento parcial para la obtencion del
titulo de Quimicos y Farmaceéuticos, en la Facultad de Ciencias Quimicas, ha
sido REVISADO Y APROBADO en todas sus partes, encontrandose apto para
Su sustentacion.

Atentamente,

¥ GUSTAVO SAUL
ESCOBAR
? VALDIVIESO

Blgo. GUSTAVO ESCOBAR VALDIVIESO MSc
TUTOR REVISOR DE TRABAJO DE TITULACION
C.1.: 1204085813
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Guayaquil, 21 de Octubre del 2021

CERTIFICACION DEL TRIBUNAL
ACTA DE REGISTRO DE LA SUSTENTACION FINAL

El tribunal de sustentacion del trabajo de titulacion del Sr. PARRALES ALAY
ANTHONY WLADIMIR C. I. 095362671-0 y la Srta. VILLAMAR PIBAQUE
JANICE ANDREINA con C. I. 131700484-2, después de ser examinados en su
presentacion, memoria cientifica y defensa oral da por aprobado el trabajo de
titulacion.

BLGO. GUSTAVO ESCOBAR VALDIVIESO MSc.
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL

=12, "'.‘ Firmade slectrénicamente por:
N ¢ PILAR ASUNCION
SOLEDISPA

CANARTE

Q.F. HAYDEE ALVARADO ALVARADO Mgs.
DOCENTE MIEMBRO 1 DEL TRIBUNAL GENERAL

Firmado electrénicamente por:
¥ FRANCISCO XAVIER
% DALOMEQUE ROMERO

Q.F. SOLEDISPA CANARTE PILAR ASUNCION, MSc
DOCENTE MIEMBRO 2 DEL TRIBUNAL GENERAL

AB. FRANCISCO PALOMEQUE ROMERO, Mgs
SECRETARIO GENERAL
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ANEXO XI.- DECLARACION DE AUTORIA Y DE AUTORIZACION DE

LICENCIA GRATUITA INTRANSFERIBLE Y NO EXCLUSIVA PARA EL USO
NO COMERCIAL DE LA OBRA CON FINES NO ACADEMICOS

Nosotros, ANTHONY WLADIMIR PARRALES ALAY con C. I. No. 095362671-0
y JANICE ANDREINA VILLAMAR PIBAQUE con C. I. No. 131700484-2,
certificamos que los contenidos desarrollados en este trabajo de integracion
curricular, cuyo titulo es “ESTUDIO DE LOS ALCALOIDES PRESENTE EN EL
BEJUCO DE LA SARAGOZA (Aristolochia elegans)” son de nuestra absoluta
propiedad y responsabilidad, en conformidad al Articulo 114 del CODIGO
ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS,
CREATIVIDAD E INNOVACION*, autorizamos la utilizacion de una licencia
gratuita intransferible, para el uso no comercial de la presente obra a favor de la
Universidad de Guayaquil.

An'ckhﬁ‘rgj WedGmin Rumnallon .ﬂﬂaﬁ

ANTHONY WLADIMIR PARRALES ALAY JANICE ANDREINA VILLAMAR PIBAQUE
C.l. No. 095362671-0 C.I. No. 131700484-2

*CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS,
CREATIVIDAD E INNOVACION (Registro Oficial n 899-Dic./2016) Articulo 114.- De los titulares de|
derechos de obras creadas en las instituciones de educacion superior y centros educativos.- En el
caso de las obras creadas en centros educativos, universidades, escuelas politécnicas, institutos
superiores técnicos, tecnolégicos, pedagdgicos, de artes y los conservatorios superiores e institutos
publicos de investigacién como resultado de su actividad académica o de investigacion tales como
trabajos de titulacion, proyectos de investigacidn o innovacion, articulos académicos u otros analogos,
sin perjuicio de que pueda existir relacion de dependencia, la titularidad de los derechos patrimoniales
correspondera alos autores. Sin embargo, el establecimiento tendré una licencia gratuita, intransferible
y no exclusiva para el uso no comercial de la obra con fines académicos.
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RESUMEN

En Ecuador el bejuco de la Saragoza (Aristolochia elegans) es usado en infusion para
el tratamiento de dolores menstruales, asi como infecciones intestinales y diarrea; en el
afio 2020 el 65.4% de casos de diarrea fue en adultos jovenes y 7.2% en adultos
mayores teniendo etiologia variada. Se realiz6 un analisis cualitativo y cuantitativo del
bejuco de Saragoza (Aristolochia elegans) debido a su importancia que demostraria la
presencia de alcaloides y su posible actividad antidiarreica-antimicrobiana. Se evalu6 el
contenido de alcaloides presentes en el bejuco de la Saragoza (Aristolochia elegans) a
través de un tamizaje fitoquimico preliminar, observando una reaccion de color y
precipitacién en los ensayos de Dragendorff +++, Mayer +++ y Wagner +++ indicando
la presencia positiva de alcaloides y asi mismo se cuantificaron alcaloides totales por el
método espectrofotométrico obteniéndose una concentracion de 576.00 mg/L en
extracto etandlico al 70% y por ultimo se analiz6 la presencia de acido aristoléquico por
el método de cromatografia de capa fina con un Rf de 0,407 que se encuentra dentro
del rango de identificacion.

Palabras Clave: Acido aristoléquico, Saragoza (Aristolochia elegans), antidiarreica-
antimicrobiana
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ABSTRACT

In Ecuador, Saragoza lily (Aristolochia elegans) is used as an infusion for the
treatment of menstrual pains, as well as intestinal infections and diarrhea; in 2020
65.4% of diarrhea cases were in young adults and 7.2% in older adults having
varied etiology. A qualitative and quantitative analysis of Saragoza bejuco
(Aristolochia elegans) was carried out due to its importance that would
demonstrate the presence of alkaloids and their possible antidiarrheal-
antimicrobial activity. The content of alkaloids present in Saragoza bejuco
(Aristolochia elegans) was evaluated through a preliminary phytochemical
screening, observing a color reaction and precipitation in the Dragendorff +++,
Mayer +++ and Wagner +++ trials indicating the positive presence of alkaloids
and also total alkaloids wereindicating the positive presence of alkaloids and
likewise they were quantified in the determination of total alkaloids by the
spectrophotometric method which resulted in 576.00 mg / L in 70% ethanolic
extract, and finally the aristolochic acid was analyzed by the layer
chromatography method fine which resulted in the Rf of 0.407 that is within the
identification range.

Keywords: Aristolochic acid, Saragoza (Aristolochia elegans), antidiarrheal-

antimicrobial.



INTRODUCCION

La panta Saragoza (Aristolochia elegans) es una hierba trepadora perenne
(rapido crecimiento), esta planta se encuentra registrada dentro de la familia
boténica Aristolochiaceae, su crecimiento es rapido debido a esto alcanzan 3 m
de altura, sus hojas son bastantes anchas de forma ovalada a redondas y en su
soporte a nivel de margen presenta una curvatura dando una forma de corazén
(8cmde largo y 7cm de ancho aproximadamente), las flores son de color purpura
con puntos blancos dando una apariencia llamativa llegando a tener 10 cm de
didmetro, y su reproduccioén se da por semillas o por fragmentos de raiz (2).

En nuestro pais la planta Saragoza (Aristolochia elegans) se localiza en la
provincia de cantdén Naranjal, ubicada en la parroquia Jesus Maria se concentra
un cultivo de la planta Saragoza (Aristolochia elegans) (3). El origen de la planta
Saragoza (Aristolochia elegans) se encuentra en Brasil. En cuanto a su
distribucion se localiza desde el sur de Florida, noreste de México, Argentina

Centroamérica y Sudamerica (4).

El Convenio sobre la Diversidad Bioldgica se realizé la conferencia de las
Naciones Unidas sobre Medio Ambiente y Desarrollo; ratificado en Colombia por
medio de la Ley 165 de 1994; es el primer instrumento de la biodiversidad del
bejuco de la Saragoza (Aristolochia elegans) dando una importancia en el

manejo y cultivo de la planta (5).

A nivel de Latinoamérica la diarrea es causada por una variedad de agentes
infeccioso (6). Segun el INEC en el afio 2020 se reportd que la cifra de personas
gue padecieron diarrea fue: adultos jovenes 65,4%; adultos mayores 7,2%;
causado por infecciones viricas, bacterianas o parasitarias y por ultimo
intoxicacion alimentaria (1). La Saragoza (Aristolochia elegans), se consume
como infusion del bejuco de la planta como tratamiento de infecciones
intestinales; sin embargo, la cantidad y 6rgano de la planta a ser utilizado varia

y no hay dosis especifica, lo cual conlleva al riesgo de producir alteraciones



cancerigenas y mutaciones sobre el ADN; esto es debido a la presencia de los

acidos aristoléquicos (5).

En la provincia del Guayas, cantén Naranjal, ubicada en la parroquia Jesus
Maria se concentra un cultivo de la planta Saragoza (Aristolochia elegans). En
dicha localidad no se encuentran centros médicos que puedan atender
problemas de salud en la poblacién, que en su mayoria es de un nivel
socioeconémico bajo, situacion que limita su acceso a atencion médica privada
y medicamentos, por ende ellos recurren a la utilizacion del bejuco de la
Saragoza (Aristolochia elegans) mediante una infusiéon para contrarrestar los
efectos diarreicos, basandose en conocimientos ancestrales trasmitidos de
generacion en generacion, pero desconociendo la composicion quimica que le

brinda las propiedades terapéuticas (3).

Se realizé un analisis cualitativo en el bejuco de Saragoza (Aristolochia
elegans) por medio del TFP (tamizaje fitoquimico preliminar) en el uso de los
reactivos entre Dragendorff, Mayer y Wagner mediante una reaccion de
coloracion y precipitacion observando en si la presencia de alcaloides (7);
también se llevo la cuantificacion de alcaloides totales por medio del método
espectrofotométrico que permite determinar la cantidad de alcaloides totales que
se encuentra en la muestra (8). Por dltimo, la determinacion del &cido
aristoloquico por medio de la cromatografia de capa fina que mediante calculos
se lo puede obtener el Rf entre la distancia del punto de origen que recorre el
disolvente y la distancia del punto de origen hasta el analito para la identificacion

del &cido aristoloquico.



CAPITULO I: PROBLEMA

l.1. Planteamiento y Formulacién del Problema

El Convenio sobre la Diversidad Biologica se realizd la conferencia de las
Naciones Unidas sobre Medio Ambiente y Desarrollo; ratificado en Colombia por
medio de la Ley 165 de 1994; es el primer instrumento de la biodiversidad del
bejuco de la Saragoza (Aristolochia elegans) dando una importancia en el

manejo y cultivo de la planta (5).

A nivel de Latinoamérica la diarrea es causada por una variedad de agentes
infeccioso (6), Segun el INEC en el aifio 2020 se reporto que la cifra de personas
gue padecieron diarrea fue: adultos jovenes 65,4%; adultos mayores 7,2%;
causado por infecciones viricas, bacterianas o parasitarias y por ultimo
intoxicacion alimentaria (1). La Saragoza (Aristolochia elegans), se consume
como infusion del bejuco de la planta como tratamiento de infecciones
intestinales; sin embargo, la cantidad y 6rgano de la planta a ser utilizado varia
y no hay dosis especifica, o cual conlleva al riesgo de producir alteraciones
cancerigenas y mutaciones sobre el ADN; esto es debido a la presencia de los

acidos aristoloquicos (5).

En la provincia del Guayas, canton Naranjal, ubicada en la parroquia Jesus
Maria se concentra un cultivo de la planta Saragoza (Aristolochia elegans). En
dicha localidad no se encuentran centros médicos que puedan atender
problemas de salud en la poblacion, que en su mayoria es de un nivel
socioeconémico bajo, situacién que limita su acceso a atencion médica privada
y medicamentos, por ende ellos recurren a la utilizacion del bejuco de la
Saragoza (Aristolochia elegans) mediante una infusion para contrarrestar los
efectos diarreicos, basandose en conocimientos ancestrales trasmitidos de
generacion en generacion, pero desconociendo la composicion quimica que le

brinda las propiedades terapéuticas (3).



¢Cuél es el contenido de alcaloides totales en el bejuco de Saragoza

(Aristolochia elegans) y concentracion de Acido aristol6quico?

l.2. Justificacién e Importancia

En el siglo V d. C. los griegos y romanos, era utilizada esta planta para ayudar
a las mujeres en estado de gestacién, no tan solo eso entre otros empleos se
destaca en la aplicacion como antidoto en la mordida que es ocasionada por las
serpientes. Actualmente en Ecuador el bejuco de la Saragoza (Aristolochia
elegans) es utilizada como infusion; para el tratamiento aligera los dolores

menstruales en el sexo femenino y aplaca los célicos abdominales (9).

Otros miembros del género aristoléquicos tienen uso terapéuticos, en el caso
de la Aristolochia manshuriensis es usado como antiinflamatorio, mientras que
la Aristolochia contorta usado en el tratamiento del dolor epigastrico, la
Aristolochia fangchi como diurético; esto se debe a la presencia de la molécula

Acido aristoloquico (5).

Realizar un andlisis cualitativo y cuantitativo del bejuco de Saragoza
(Aristolochia elegans) es de suma importancia puesto que demostraria la
presencia de alcaloides y su posible actividad antidiarreica-antimicrobiana.
También se beneficiara toda la comunidad ya que se brindara informacién del
amplio uso que deberia darsele a esta planta como antiespasmaodico; asi como

su inocuidad y seguridad con la que las personas deben hacer uso de esta.

1.3. Hipotesis

El bejuco de la planta Saragoza (Aristolochia elegans) presenta alcaloides y

acido aristoléquico con actividad antimicrobiana.



l.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Evaluar el contenido de alcaloides presentes en el bejuco de la Saragoza
(Aristolochia elegans) a través de un Tamizaje fitoquimico preliminar,

cromatografia de capa fina y métodos espectrofotométricos.

1.4.2. Objetivos especificos

v' ldentificar de manera cualitativa los alcaloides presentes en el bejuco de
Saragoza (Aristolochia elegans) mediante un Tamizaje fitoquimico preliminar.

v' Cuantificar los alcaloides totales mediante el método por
espectrofotometria UV.

v Identificar la presencia de acido aristoléquico mediante el método de
cromatografia de capa fina.

v' Evaluar bibliograficamente la actividad antidiarreica y/o antimicrobiana del

bejuco de Saragoza (Aristolochia elegans).
I.5. Operacionalizacion de las variables

Tabla I. Definicion Operacional de las variables

Variable Dimensiones o Indicadores indice
conceptualizacion /unidades
Independiente | Alcaloides totales TFP (tamizaje +/-

fotoquimico preliminar)

Cuantificacion de mg/g
alcaloides totales

espectrofotometria UV

Dependiente Acido aristoloquico | TLC mg/g

Fuente: Autores




CAPITULO Il: MARCO TEORICO

[1.1. Antecedentes

Huebla Quishpe Daniel Eduardo, en el afio 2016, como parte de la tesis de
grado “realizé la extraccidn y purificacion de alcaloides del extracto del tallo de
Saragoza”; dando como resultados positivos en el tamizaje fitoquimico preliminar

con los reactivos “Dragendorff”, “Mayer” y “Wagner” (10).

Tabla Il. Antecedentes del tamizaje fitoquimico preliminar

Dragendorff +++
Wagner +++
Mayer +++

Fuente: (10)

Bourhia Mohammed y otros en el afio 2019, en el articulo realizado con el
tema de la “deteccién fitoquimica y estudio toxicolégico de las raices de
Aristolochia baetica Linn: evidencia histopatolégica y bioquimica”; dando como
resultados positivos en el tamizaje fitoquimico preliminar con los reactivos

oL 1%

“Dragendorff’, “Mayer” y “Wagner” (11).

Tabla lll. Antecedentes de la deteccion fitoquimica preliminar

Dragendorff ++
Wagner ++
Mayer ++

Fuente: (11)



Velasco Valda Geovanna Sergia, en el afio 2017, realiz6 la posterior
investigacion sobre el “estudio fitoquimico-biologico de Annona montana Macfad
y Aristolochia acutifolia Duchtr” mediante la identificacion por GC-MS
(Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas) dando resultado la
presencia de la siguiente composicion: como mayoritaria el sesquiterpenos
37,9%, seguido del fenil-propanoides un 32,26% y por Gltimo monoterpenos
4,56% (12).

Claro Ricardo; Correa Hebelin; Dugue Carmenza; Ruiz Natalia, en el afio
2017; realizaron una “Aproximacién al estudio de la interaccion entre Aristolochia
maxima y larvas de las mariposas Battus polydamas polydamas y Parides
panares erythrus mediada por &cidos aristoléquicos” demostrando en los
resultados que los perfiles cromatograficos, el acido aristoloquico-I fue el acido
aristoloquico mayoritario detectado tanto en las larvas de B. polydamas, asi
como en las hojas jovenes de la planta de Aristolochia maxima, seguido de

cantidades menores del acido aristoloquico Il (13).

Suau Rafael, Garcia Ana, Rico Rodrigo, Cabezudo Baltasar, Nieto-Caldera
José y Salvo Enrique, en el afio 2017, realizaron un estudio sobre los “alcaloides
presente en la flora de Andalucia”, donde encontraron que tanto en la Aristolochia
baetica y Aristolochia paucinervis dieron positivo para la presencia de alcaloides
terciarios tanto a nivel cualitativo y cuantitativo; mientras que en la presencia de
alcaloides cuaternarios en ensayo cualitativo solo dio positivo Aristolochia

paucinervis (14).

La Norma técnica Ecuatoriana (INEN), en el 2016, dio a conocer que la familia
de la planta Aristolochia requieren ensayos de acido aristoléquico, para ser

usado como complemento alimenticio (15).



I1.2. MARCO TEORICO

[1.2.1. Saragoza (Aristolochia elegans)

La panta Saragoza (Aristolochia elegans) es una hierba trepadora perenne
(rapido crecimiento), esta planta se encuentra registrada dentro de la familia
botéanica Aristolochiaceae, su crecimiento es rapido debido a esto alcanzan 3 m
de altura, sus hojas son bastantes anchas de forma ovalada a redondas y en su
soporte a nivel de margen presenta una curvatura dando una forma de corazén
(8cmde largo y 7cm de ancho aproximadamente), las flores son de color purpura
con puntos blancos dando una apariencia llamativa llegando a tener 10 cm de
diametro, y su reproduccién se da por semillas o por fragmentos de raiz (2).

[1.2.2. Origen y distribucion

El origen de la planta Saragoza (Aristolochia elegans) se encuentra en Brasil
(4).
En cuanto a su distribucion se localiza desde el sur de Florida, noreste de

México, Argentina Centroamérica y Sudameérica (4).

[1.2.3. Taxonomia de la planta Saragoza (Aristolochia elegans)

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Aristolochiaceae
Género: Aristolochia
Especie: elegans
Fuente: (2)



Figura 1. Planta de la Saragoza (Aristolochia elegans)

Fuente: (2)

II.2.4. Morfologia

Hojas: simples, alternas y acorazonadas en la base.

Flores: formadas por una profunda garganta amarilla con reflejos verdosos y

orlas pardo purpura con nervaduras blancas.

Frutos: cépsula multiseminada, de dehiscencia septicida o septifraga,

acropeta, con aristas intervalvares al madurar.
Tallo: lefiosos, glabra, vigorosa.
Raiz: raiz cilindrica, nudos ensanchados no observados.

Bejuco: Es una planta medicinal con diversas propiedades para la salud

formadas glaucos, glabros (4).



Labio fimbriado
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Figura 2. Morfologia de la Saragoza (Aristolochia elegans)

Fuente: (4)

11.2.5. Uso

La Saragoza (Aristolochia elegans) es usada en la decoracion de muros,

columnas, troncos de arboles, pérgolas, celosias, etc (16).

[1.2.6. Composicién quimica de plantas

En la composicion quimica de la planta Saragoza (Aristolochia elegans) entre
sus componentes quimicos tenemos los siguientes: entre ellos estan los
derivados de &cidos aristoléquicos, aporfinas, amidas, benzilisoquinolinas,
isoquinolinas, clorofila, terpenoides, lignanos, bifenil éteres, flavonoides,

tetralones, benzenoides, esteroides, y similares (5).

[1.3. Alcaloides
[1.3.1. Generalidades

Sustancias organicas nitrogenadas de caracter basico, principalmente de
origen vegetal, una estructura quimica compleja que ejerce diversas acciones
farmacoldgicas a dosis bajas y poseen, una gran toxicidad, por lo que su rango

terapéutico es deficiente (17).
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Se encuentran en un gran numero de familias vegetales superiores y se

pueden localizar en tejidos periféricos como: corteza, raices, hojas, frutos y

semillas. El contenido varia entre un rango de 0,1% hasta el 10% en

dependencia de la especie vegetal y el tipo de alcaloide. Pueden encontrarse en

una sola especie vegetal (17).

[1.3.2. Caracteristicas de los alcaloides

e Son compuestos organicos.

e Son de origen vegetal.

e Son nitrogenados.

e Su carécter es basico.

e Tienen una estructura compleja.

e Tienen marcada actividad farmacoldgica a dosis bajas, pero también son

muy toxicos (rango terapéutico estrecho).

e Precipitan con ciertos reactivos (17).

[1.3.3. Grupo funcional

Gréaficos 1. Moléculas del Acido Aristoloquico

)—
HO 0
_£N+
Q

Acido 8-metoxi-6-nitrofenantro [3,4-d] [1,3] dioxolo-5-carboxilico
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Tabla IV. Grupos funcionales presente en la molécula

Grupos funcionales
Acido carboxilico
Eter
Nitro
Compuesto aromatico

Fuente: Autores

11.3.4. Sintesis del Acido Aristoléquico

OH
Acido aristoloquio

isotebaina

Figura 3. Sintesis del Acido Aristoloquico

Fuente: (18)

[1.4. Nucleo de alcaloides

En cambio, los oxigenados o cuaternarios (formados por C, H, N y O) son
sélidos a temperatura ambiente, fijos y cristalizables. A este grupo corresponden

la mayoria de los alcaloides (19).

II.5. Tipos

[1.5.1. Alcaloides verdaderos

Anillo heterociclico con nitrégeno. Son altamente activos con propiedades
bioldgicas incluso en dosis bajas. Los alcaloides de este tipo pueden presentarse

en estado libre en forma de sales y como amina-N-O0xidos. Se producen un
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namero limitado de especies y familias. Los atomos de nitrdgeno en los
alcaloides se derivan del aminoacido, el esqueleto de carbono del aminoacido
precursor es en gran parte retenido en la estructura del alcaloide, aunque el
carbono del acido carboxilico se pierde mediante descarboxilacién. Los
precursores primarios de los alcaloides verdaderos son los aminoécidos tirosina,

ornitina, lisina, acido antranilico, triptéfano, histidina y acido nicotinico (20).

Los bloques de construccién como el acetato (Acetil CoA), el shiquimato, o el
mevalonato metil eritritol fosfato son también incorporados en las 14 estructuras
de los alcaloides. Dentro de los alcaloides verdaderos se encuentran la cocaina,
la quinina, la dopamina, la morfina (20).

[1.5.2. Los Protoalcaloides

Son compuestos que provienen del atomo de nitrégeno, luego son derivados
de un aminoéacido pero no se presenta un atomo de nitrogeno heterociclico, como
en los alcaloides reales, incluyen compuestos derivados de tirosina y triptéfano,
tienen un anillo cerrado, siendo alcaloides perfectos pero poseen una estructura

simple (20).

[1.5.3. Los pseudoalcaloides

Son compuestos con un esqueleto de carbono basico, pero no se derivan de
aminoacidos. Tienen un heterociclo que contiene nitrégeno y no se derivan
directamente de los aminoacidos. Los grupos de alcaloides obtienen atomos de
nitrogeno mediante reacciones de transaminacion que introducen solo el
nitrégeno de los aminoacidos, mientras que el resto de la molécula proviene del
acetato o del acido shikimico, o también pueden provenir de terpenoides o
esteroides. Por tanto, la reaccion de transaminacion esta relacionada con la ruta

del precursor o el precursor del aminoacido (derivado del proceso de
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degradacion). Este grupo incluye efedrina, cafeina, teobromina, pinidina y

capsaicina (20).

[1.6. Clasificacion de alcaloides

Actualmente parece ser la clasificacién biogenética la de eleccion, es decir, la
gue tiene en cuenta el origen biosintético de estos compuestos en los vegetales
(21). Puesto que una gran parte de los alcaloides deriva de unos pocos
aminoacidos, ya sea de cadena abierta o aromatica, la clasificacibn mas

aceptada es la siguiente:

e Alcaloides derivados de aminoacidos alifaticos: ornitina y lisina.

e Alcaloides derivados de aminoacidos aroméaticos: morfina, boldina.

e Alcaloides aromaticos: derivados del acido nicotinico: piridinas.

e Alcaloides derivados de la fenilalanina y tirosina: feniletilaminicos e
isoquinoleinas.

e Alcaloides derivados del triptéfano: indolmonoterpénicos, ergolinicos.

e Alcaloides derivados del acido antranilico: quinoleinas, quinazolinas.

e Alcaloides derivados de la histidina: imidazdlicos (21).

[1.7. Funciones de los alcaloides

La principal funcién es la de defensa quimica de la planta contra el ataque de
herbivoros y microorganismos patégenos, actuando como fitoalexinas. Su efecto

se manifiesta aun en las interacciones entre plantas (19).

Los alcaloides son compuestos multipropdsito que, dependiendo de la
situacion, pueden ser activos en mas de un tipo de interaccién con el entorno.
Por ejemplo, los alcaloides de la quinolizidina son los compuestos quimicos mas

importantes en la defensa quimica de Leguminosas contra insectos y otros
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herbivoros, pero también tienen cierta influencia sobre bacterias, hongos, virus

y aun sobre la germinacion de otras plantas (19).

Tiene funciones adjudicadas a los alcaloides es que actuarian como
reservorio de nitrégenos. Sin embargo, la planta no recupera nitrogeno de los
alcaloides para reutilizarlos en otros procesos metabdlicos aun en condiciones

de crecimiento de nitrégeno limitante (19).

Los alcaloides son compuestos de gran utilidad en los procesos de

degradacion y almacenamiento de compuestos nitrogenados (19).

[1.8. Accidn terapéutica

Cabe mencionar que el representante de Aristolochia se ha utilizado en la
medicina tradicional para tratar dolores de estémago, colicos, dolores de higado
0 como antidoto. El uso de ciertas especies de los géneros antes mencionados
puede tener efectos secundarios dafinos porque contienen un compuesto muy

fuerte llamado acido aristoléquico (22).

En Asia se ha observado que el consumo de este acido provoca carcinomas
en el tracto urinario, nefropatias, riesgo de adquirir cancer en la sangre,
enfermedades del higado y hasta reabsorcion 6sea. En México solo se ha

comprobado la actividad antimicrobiana y antioxidante de Aristolochia (22).

[1.9. Funcién en las plantas

La Saragoza (Aristolochia elegans) es una planta trepadora sabe cubrir
arboles, y hortalizas causando un impacto negativo a nivel econémico, ambiental

y social. También puede ser muy téxicos para los humanos y el ganado (2).
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[1.10. Uso terapéutico

Las plantas medicinales son usadas desde tiempos ancestrales en diferentes
pueblos en el tratamiento de enfermedades y dolencia. Su aplicacion es variada
y su aporte a la farmacologia, a la medicina es verdaderamente importante (23).

El bejuco de Saragoza (Aristolochia elegans) combate el dolor de la cintura
ayudando aliviar el dolor de estdmago, diarrea; fortalece y mejora el sistema
digestivo. Combate la artritis y reumatismo por sus propiedades antinflamatorios,
favorece la reduccion de inflamacion y dolor articular. También es usado para el
tratamiento de enfermedades hepéaticas para combatir infecciones bacterianas y
fungicas. Controla la presion arterial, mejora el sistema sanguineo, elimina las
toxinas localizadas en el torrente sanguineo y disminuye el colesterol. Detiene la
caida del cabello, tiene un excelente resultado por ende esta infusion del bejuco
restaura el cuero cabelludo. Es util para adelgazar gracias a su efecto saciante

ayudando a mejorar la absorcion de los nutrientes (24).

[1.11. Tamizaje fitoquimico preliminar

[1.11.1. Historia

La Fitoquimica estudia los componentes organicos que son sintetizados y
acumulados por las plantas, asi como de sus estructuras quimicas, su
biosintesis, metabolismo, distribucion y funcion biolégica. Con la realizacion del
Tamizaje Fitoquimico puede conocerse que tipo de metabolitos. Consiste en la
extraccion de la planta con solventes apropiados, la aplicacion de reacciones de

coloracion y precipitacion (25).
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[1.11.2. Fundamento

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas iniciales
de lainvestigacion fitoquimica, puede determinar cualitativamente los principales
grupos quimicos presentes en las plantas y orientar la extraccion o
fraccionamiento de extractos de alli para separar los grupos mas grandes. El
tamizaje fitoquimico implica extraer plantas con los solventes apropiados,
observando una reaccion de color y precipitacion. Deberia permitir una
evaluacién rapida con respuestas sensibles, repetibles y de bajo costo. Los
resultados del examen fitoquimico son solo de referencia y deben explicarse

junto con los resultados del examen de drogas (7).

11.11.3. Finalidad

La finalidad del tamizaje fitoquimico preliminar es la de determinar la
presencia o ausencia de metabolitos secundarios de acuerdo a la caracteristica
de la estructura y la solubilidad de cada uno de ellos, permite la identificacion en

uno u otro solvente (agua, alcohol y éter) (26).

[1.12. Ensayos de alcaloides

[1.12.1. Dragendorff

[1.12.1.1. Historia

El nombre del autor proviene del "reactivo de Dragendorff’, que es una
solucion de potasio yoduro de bismuto que se utiliza para determinar la presencia
de alcaloides, junto con la "prueba de Dragendorff', una prueba cualitativa

anteriormente utilizada para la bilis (27).
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[1.12.1.2. Fundamento teérico

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, si la alicuota del
extracto esta disuelta en un solvente organico proporcionando un precipitado

color anaranjado (27).

11.12.1.3. Reaccion quimica de Dragendorff

REACCION DRAGENDORFF

(=]
cl + BiNO3; + KI ————=
subnitrito de ioduro de
bismuto potasio

clorhidrato de biperideno

N + BI)K Yy + KNO,
pp- anaranjado nitrato de potasio

tetrrayodo bismutato
de potasio
(reactivo de dragendorff)

Figura 4. Reaccion quimica de Dragendorff

Fuente: (28)

11.12.2. Mayer

[1.12.2.1. Historia

El reactivo de Mayer se emplea para la caracterizaciéon no especifica de
alcaloides. La mayoria de los alcaloides reaccionan dando un precipitado blanco
o amarillo claro, amorfo o cristalino. EIl precipitado (una sal compleja) puede
disolverse posteriormente en algin solvente menos polar para su identificacién
(29).
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[1.12.2.2. Fundamento teérico

Permite también identificar alcaloides hasta obtener la solucion acida. Se basa
en una reaccion de precipitado, se observa en la muestra un precipitado blanco

amarillento, presencia de alcaloides (29).

[1.L12.2.3. Reaccién quimica de Mayer

REACCION MAYER

Cle + HgCl, + K1 —_—

Cloruro merciirico Ioduro de
potasio

clorhidrato de biperideno

OH
]
”"“\“\/\NO + [Hgl,].K, * + KCl
@ .
pp. blanco amarillento Cloruro de potasio

tetrayodo mercuriato
de potasio
(reactivo de mayer)

Figura 5. Reaccion quimica de Mayer

Fuente: (28)

[1.12.3. Wagner

[1.12.3.1. Historia

Theodoro Wagner quien realiz6 y adorno los tres compositores de las
siguientes reacciones: Wagner, Mahler y Berg. Dividida en tres partes bien

estructuradas. El ensayo sobre Wagner; Mahler. EI maestro de la transicion

minima (30).
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[1.12.3.2. Fundamento teérico

Se basa en una reaccion de precipitacion de aquellas soluciones aciduladas

de alcaloides forman precipitados floculentos color marrén (30).

[1.12.3.3. Reaccidén quimica de Wagner

REACCION WAGNER

HJC —N

Q ¥ KE o Kby -
le) loduro de Iodatode

potasio potasio

H
s g T S HEO
o

Figura 6. Reaccion quimica de Wagner

Fuente: (31)

[1.13. Métodos espectrofotométricos

Los métodos espectrofotometria, se mide la intensidad de la luz (energia
radiante o radiacion electromagnética) para determinar la concentracion del
analito presente en la muestra. Los métodos espectrofotométricos se compone

en dos grandes grupos para cuantificar el analito, en funcién de lo que se mide

(8).
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[1.13.1. Tipos

11.13.1.1 Espectrofotometria de absorcion.

Se mide la Absorbancia (A) del analito, esto es la luz absorbida por el analito,

y esta magnitud se relaciona con la concentracion (C) (8).

A ~ ¢ (la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion).

11.13.1.2. Espectrofotometria de emision.

Se mide la luz emitida por un analito previamente excitado, la sefial emitida
se relaciona con la concentracion de la especie que emite luz cuando vuelve
desde un estado excitado (estado de mayor energia al que llegé absorbiendo
energia) a su estado basal (estado de menor energia posible tal como se

encuentra naturalmente) (8).

Senal emision ~ C (la emision es directamente proporcional a la

concentracion).

[1.13.2. Fundamentos

[1.13.2.1. La espectroscopia de absorcién atémica

La espectroscopia de absorcidén atomica (AAS) es eficiente y precisa para el
analisis de elementos trazas, siendo capaz de determinar concentraciones en la
escala de partes por billén ppb (ug/dm3) en una muestra. Por lo menos 70
elementos diferentes pueden ser cuantificados con el uso de esta técnica
instrumental con excelentes resultados alun en matrices complejas como suelos,

agua o alimentos, entre otros (32).
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11.13.2.2. La espectroscopia infrarrojo

Un espectro es una secuencia de bandas o picos de absorcién en un intervalo
de frecuencias dentro del infrarrojo. Dependiendo de la naturaleza del alimento
de que se trate, seran los picos que se obtengan. Cada pico en el espectro
representa un tipo de vibracion que ocurri6 cuando interaccioné el haz de
infrarrojo con dicha muestra. Estas vibraciones provienen de especificos enlaces

atobmicos que present6 la muestra analizada (33).

[1.13.2.3. Espectroscopia de rayos X

La fluorescencia de rayos X (FRX) es una técnica espectroscopica que utiliza
la emision secundaria o fluorescente de radiacion X generada al excitar una
muestra con una fuente de radiacion X. La radiacion X incidente o primaria
expulsa electrones de capas interiores del a&tomo. Los electrones de capas mas
externas ocupan los lugares vacantes, y el exceso energético resultante de esta
transicion se disipa en forma de fotones, radiacion X fluorescente o secundaria,
con una longitud de onda caracteristica que depende del gradiente energético
entre los orbitales electronicos implicados, y una intensidad directamente

relacionada con la concentracion del elemento en la muestra (34).

[1.13.2.4. Espectroscopia ultravioleta visible

La absorcién molecular en la region ultravioleta y visible del espectro depende
de la estructura electrénica de una molécula. La absorcion de energia se
cuantifica y da por resultado la elevacion de los electrones desde orbitales en el
estado basico a orbitales de mayor energia en un estado excitado. Para muchas
estructuras electronicas, la absorcibn no ocurre en una porcién facilmente

accesible de la regidén ultravioleta (35).
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Una gran parte de la molécula relativamente compleja puede resultar
transparente en el ultravioleta de modo que existe la posibilidad de obtener un
espectro similar al de una molécula bastante mas simple (35).

Los datos frecuentemente se muestran en forma de grafica o presentacion
tabular de la longitud de onda en funcion de la absortividad molar o el logaritmo
de la absortividad molar (35).

11.13.2.5. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

La RMN se basa en un fendémeno fisico por el cual los nacleos atbmicos con
un numero impar de protones (Z) o un numero impar de neutrones (N) (espin
nuclear, 170, no nulo) pueden absorber selectivamente energia generalmente en
el rango de la radiofrecuencia (RF) al ser sometidos a la accion de un campo
magnético, permite identificar, cuantificar y monitorizar los metabolitos presentes

a través de las sefales espectrales (36).
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CAPITULO IIl: MATERIALES Y METODOS

lll.1. Tipo de investigacion

El presente trabajo de investigacion es de tipo Exploratorio y bibliografico con

enfoque cuali-cuantitativo.

lIl.2. Disefio de investigacion
e Recoleccién de la planta
e Preparacion de extractos hidroalcohélicos 70%
e I|dentificar cualitativamente alcaloides por Método de TFP (Tamizaje
fitoquimico preliminar)
e Cuantificar alcaloides totales por Método de espectrofotometria UV
e |dentificar el acido aristoloquico por el método de la cromatografia de capa

fina

[11.3. Recoleccion de la muestra

El Canton Naranjal es una tierra fértil, donde la agricultura constituye uno de
los rubros mas importantes en laeconomia, ya que posee una
rigueza cultural en la parroquia de Jesus Maria-Finca de José Chancén donde
estad ubicado en el sembrio del bejuco de la Saragoza (Aristolochia elegans)
desde Mayo a Junio 2021 (37).

Fuente: coordenada x 669465.40 m Este y 9721612,06 m Sur
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[11.4. Materiales y reactivos.

[11.4.1. Equipos

e Espectrofotometro (Marca: Shen Jia / Modelo: 721).
e Desecador de Alimentos (Marca: Ronco / Modelo: FD6000).
e Balanza Analitica (Marca: Ohaus/ Modelo: Adventurer Pro).

e Micropipetas (Marca: Labnet / Modelo: Biopette).

[11.4.2. Reactivos

e Cinconina

e Cloroformo

e Cloruro de Sodio

e Acido Citrico

e Fosfato de sodio

e Verde de bromocresol

e Reactivo de Dragendorff
e Reactivo de Mayer

e Reactivo de Wagner

l11.5. Proceso Experimental

[11.5.1. Preparacién de la muestra

Se seleccionan las muestras cuidadosamente, es decir libre de tierra u otra
materia vegetal que pueda causar interferencia en y durante el analisis, se lo
deja secar a temperatura ambiente por 30 dias. Posteriormente se procede a la
triturar con la ayuda de un molino adecuado para triturar materias vegetales, se

dispone con 1000g de muestra seca y molida (10).
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l11.5.2. Tamizaje fitoquimico preliminar

Determinar la presencia de alcaloides, metabolitos secundarios que se
caracterizan por poseer un nucleo fendlico como: flavonoides, antocianinas,
taninos y derivados del acido benzoico. Los metabolitos méas abundantes en
todos los extractos (38).

[11.5.2.1. Ensayo de Dragendorff

Determina la presencia de alcaloides, para lo cual se tom6 una alicuota del
extracto. Si el solvente del extracto es organico se debe evaporar a sequedad,
el residuo se disuelve en 1 ml de acido clorhidrico al 1% en agua, mientras que,
en el extracto acuoso se afiadid una gota de acido clorhidrico concentrado. A la
solucion acuosa acida se adicion6 3 gotas del reactivo de Dragendorff. El ensayo
se considera positivo cuando existe opalescencia (+), turbidez definida (++) y

precipitado (+++) (39).

[11.5.2.2. Ensayo de Mayer

Este ensayo también permite detectar la presencia de alcaloides. Se realizo
el mismo procedimiento anteriormente descrito hasta obtener la solucion acida.
Luego, se afiade una pizca de cloruro de sodio en polvo, se agito y se filtré.
Finalmente, se agrega 3 gotas del reactivo de Mayer. El ensayo se considera
positivo cuando existe opalescencia (+), turbidez definida (++) y precipitado
(+++) (39).

En el caso de alcaloides cuaternarios y amino-oxidos libres, solo se
observaran en el extracto acuoso y para confirmar su presencia la reaccion debe
ser (++) 6 (+++), en todos los casos, ya que un resultado (+), puede provenir de

una extraccion incompleta de bases primarias, secundarias o terciarias (39).

26



[11.5.2.3. Ensayo de Wagner

Este ensayo también identifica la presencia de alcaloides, para realizar este
ensayo se procede de la misma forma hasta obtener la soluciéon acida.
Posteriormente, se afadi6 3 gotas del reactivo de Wagner. El ensayo se
considera positivo cuando se observa opalescencia (+), turbidez definida (++) y
precipitado (+++) (39).

l11.5.3. Proceso de secado y extraccion hidroalcohdlica 70%

Las muestras humedas fueron sometidas a un proceso de secado a bajas
temperaturas por largo periodos de tiempo (esto se lo realiza para garantizar la
conservacion de los compuestos antioxidantes presentes en la misma), se
sometio a un secado de 60°C por 36 horas en un desecador de alimentos con
temperatura controlada (40).

Se realizaron los extractos hidroalcohdlicos al 70% (Etanol G.R. J.T. Baker)
por proceso de maceracion del material seco obtenido luego del secado de 60°C
por 36 horas, durante 48 horas y finalmente filtrado para eliminar material extrafio
(40).

[11.5.3.1. Determinacion de alcaloides totales

Cuantificacion se realiz6 al residuo del extracto cloroférmico al estandar, se le
adicionaron 5ml de Buffer de fosfato, 5 ml de disolucion de verde de bromocresol
y 2 ml de CHCIlzy se mezclaron. Esta mezcla se trasvasé a un embudo de
separacion para realizar extracciones liquido-liquido. La fase cloroférmica se
separé y se colocé en un matraz Erlenmeyer para ser combinada con las
extracciones subsecuentes. A la fase acuosa tamponada se le adicionaron 2 mi
de CHCI; se agito y se realiz6 la segunda extraccion. Se agregé CHCI3 (2x3 ml)
para las siguientes extracciones hasta ocupar 10ml de CHCI; la fase organica se

seco con NaSOy, filtro y aforé a un volumen de 10 ml CON CHClIs (40).
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La absorbencia del extracto y del estandar se leyé a 420 nm en un
espectrofotometro Hach. Para la curva de calibracién se utilizé cinconina como
estandar y a partir de ella se obtuvo la cuantificacion de alcaloides totales
expresada en mg equivalentes de cinconina ECCN/100 g de muestra seca (ms)
(40).

Se utiliz6 CHCI3 como blanco de la muestra. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado (40).

lll 5.4. Preparacion de extracto

Se recolecto 200g de polvo seco obtenido por molienda de los tallos
desprovistos de hoja se extraen en un soxhlet con cloroformo, posteriormente
expone la muestra al ultrasonido, se filtra la muestra y el polvo se deseca a 40°C
durante toda la noche, 199,29 se extraen con alcohol al 96% con agitacion
constante durante 40 minutos posteriormente es colocado en el ultrasonido por

40 minutos, se filtra el extracto (10).

Los extractos alcohdlicos se concentran en el evaporador rotatorio hasta
consistencia de jarabe. Se lava con n-hexano, las dos primeras porciones
extraen algo de color, no asi la dltima, que se decanta en su mayor parte, y el
resto, que permanece en el extracto, se evapora al vacio hasta que el extracto

no huele a n-hexano (10).

[11.5.4.1. Aislamiento del &cido aristoléquico

El extracto alcohdlico siruposo se lava con éter etilico en una relacién de 1:4
es decir por cada ml de extracto alcohdlico se afiaden 4 ml de éter etilico,

posteriormente se extrae cinco veces consecutivas con COszHNa al 6% (10).
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Las capas acuosas reunidas que mantienen un aspecto rojizo, se acidulan por
adicion lenta de HCI al 2% y se deja reposar en un ambiente frio y aislado de la
luz por una noche, del reposo resulta un precipitado amarillo. Se decanta el
liquido rojo y el precipitado se recoge sobre un papel filtro previamente tarado
(10).

111.5.4.2. Purificacion del Acido aristoléquico

El precipitado de &cido aristoloquico bruto se disuelve en cloroformo caliente
(25 ml), se preparan placas cromatografias de gel de silice las cuales se dejan
secar al aire y se pulverizan con solucion de COsHNa al 6%, antes de aplicar el
extracto. Sobre esta placa se disponen la solucion cloroférmica de acido
aristoloquico bruto, las placas se la desarrollan con una solucion de acetonitrilo
— di etilamina — agua (8:1:1) (10).

La banda amarilla se raspa de los cromatogramas y el polvo se extrae con
metanol hasta agotamiento, se evapora el metanol dejando un residuo que
posteriormente se comporta como un compuesto unitario cromatograficamente

en el sistema de solventes antes mencionados (10).

Al ultimo polvo se lo re disuelve en la minima cantidad de dimetilformamida y
se le aflade agua caliente, el acido que precipita es de color amarillo, se lo filtra

en un papel filtro (10).

29



CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES

IV.4.1. Resultados

IV.4.1.1. Tamizaje fitoquimico preliminar

Tabla V Resultado del Tamizaje fitoquimico preliminar del extracto
hidroalcohdlico 70% del bejuco de Saragoza (Aristolochia elegans)

ENSAYO METABOLITO ENSAYADO | TIPO DE EXTRACTO

HIDROALCOHOLICO

Dragendorff Alcaloides +++
Mayer Alcaloides ++ +
Wagner Alcaloides ++ +

Fuente: (10)

Realizado el tamizaje fitoquimico preliminar en el extracto hidroalcoholico se
aprecia que en las tres pruebas para determinar la presencia de alcaloides dieron

positivo en alta concentracion.

IV.4.1.2. Extracto Alcaloides totales

Tabla VI Resultado de la cuantificacion de alcaloides totales del extracto
hidroalcoholicos 70% del bejuco de Saragoza (Aristolochia elegans)

METODO METABOLITO ENSAYADO | RESULTADO
Espectrometria | Alcaloides totales 576.00 mg/L
Uv-vis (Extracto Etanodlico 70%)

Fuente: (40)
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En el extracto etandlico 70% a través del método espectrofotométrico Uv-vis
obtenemos una concentracion de 576.00 mg/L.

Graficos 2 Curva de calibrado Alcaloides Totales
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Fuente: (40)

Con respecto a la determinacion de los alcaloides totales se uso el extracto
hidroalcoholico al 70% de etanol de la Aristolochia elegans prosiguiendo con el
método de espectrofotometria que se ubica en el apartado 111.5.3.1; se obtuvo

resultados con el estandar de cinconina obteniendo 576.00 mg/L.
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IV.4.1.3. Cromatografia de capa fina del Acido Aristoloquico

Tabla VII. Resultado de la Identificacion del Acido Aristoléquico del bejuco de
Saragoza (Aristolochia elegans)

METODO METABOLITO RESULTADO
ENSAYADO

TLC Acido Aristoloquico 4.07

(Cromatografia Rf = 10 0.407

de capa fina)

Fuente: (10)

Realizado la cromatografia por capa fina utilizando los solventes acetonitrilo —
di etilamina — agua (8:1:1) se obtuvo un Rf de 0.407 en fin del recorrido de la
muestra y esta dentro del rango para identificacion de la familia que pertenece

en los acidos aristoloquico.
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IV. 4.2 DISCUSION

IV.4.2.1. Tamizaje Fitoquimico preliminar

Una vez concluida la etapa del proceso de laboratorio de la presente
investigacion se puede evidenciar que en el caso de la presencia de alcaloides
en el bejuco de Saragoza (Aristolochia elegans) se aprecia coincidencia con el
trabajo del autor Huebla Quishpe Daniel Eduardo (2016) (10), en su estudio de
“‘extracciéon aislamiento y purificacion de alcaloides del extracto del tallo de
Saragoza (Aristolochia elegans)”, donde los resultados de las pruebas dieron
+++ Dragendorff, +++ Mayer, +++ Wagner. Sin embargo, Bourhia Mohammed y
otros (2019) en su estudio “deteccion fitoquimica y estudio toxicolégico de las
raices de Aristolochia baetica Linn: evidencia histopatolégica y bioquimica” (11),
se evidencia menor concentracion los resultados de las pruebas dieron ++
Dragendorff, ++ Mayer, ++ Wagner. Al contrastar los resultados del tamizaje
fitoquimico preliminar se evidencia que las coincidencias y diferencias se deben
a los organos de la planta que se esta analizando y por otro lado la especie que

se esta usando.

Tabla VIII. Andlisis del tamizaje fitoquimico preliminar del bejuco de Saragoza
(Aristolochia elegans) frente a otros autores

Ensayo Bejuco de | Huebla Quishpe | Sin Bourhia
Saragoza (2016) Mohammed y
(Aristolochia otros (2019)
elegans)
Autores
Bejuco Tallo Raiz

Dragendorff +++ +++ ++

Mayer +++ +++ ++

Wagner +++ +++ ++

Fuente: (11)
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IV.4.2.2. Determinacion Alcaloides Totales

En cuanto a la cuantificacion de los alcaloides totales del presente estudio se
obtuvo 576.00 mg/L, se aprecia coincidencia con el trabajo de Shung Wu Tiany
otros (2018) en el estudio de “Constituyentes de la raiz y el tallo de Aristoloquia
elegans” obtuvo 523.00 mg/L en el tallo y 545 mg/L en la raiz (41). En
contraparte, Shung Wu Tian y otros (2017) en el estudio de “constituyentes de
las hojas de Aristoloquia elegans” obtuvo 316.09 mg/L (42). Esto se debe a los

distintos 6rganos de la planta.

IV.4.2.3. Cromatografia de capa fina del Acido Aristoloquico

En cuanto a la cuantificacion del a&cido aristoloquico del presente estudio pudo
identificar el valor del Rf= 0,407, se aprecia coincidencia con el trabajo de los
autores Abdelgadir A. y otros (2020) en el estudio de “aislamiento,
caracterizacion y determinacion de la cantidad de acidos aristoloquicos,
compuestos toxicos en Aristolochia bracteolata L.” obtuvo el valor de Rf= 0,43-
0,46 en la planta entera (43). En contraparte, los autores Gergely y otros (2019)
en su estudio “analisis de acidos aristoléoquicos y evaluacién de la actividad
antibacteriana de Aristolochia clematitis L.” obtuvo el valor de Rf= 0,6862 en la

raiz (44). Esto se debe a los 6rganos de la planta y la especie que analizaron.

IV.4.2.4. Estudios bibliograficos antidiarreicos y antibacterianos

En el trabajo realizo de Gergely y otros (2019) en su estudio “analisis de acidos
aristoloquicos y evaluaciéon de la actividad antibacteriana de Aristolochia
clematitis L.” mencionan que tanto el &cido aristoloquiaceo y derivados que se
encuentra presente en las especies de Aristolochia mostraron efectos
antibacterianos y antifingicos contra varios microorganismos, como Aristolochia
indica contra S. aureus , Staphylococcus epidermidis, Bacillus megaterium, E.
coli , Salmonella Typhi y Vibrio cholerae, por lo tanto en la Aristolochia

bracteolata para Aspergillus flavus y Botrytis cinérea (44).
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En el trabajo de Beutelspacher y otros (2020) estudios “en el efecto
antidiarreico de Aristolochia indica L.” Derivado de la especie Aristolochia en
pruebas del trénsito intestinal del intestino delgado demostrando que la fraccién
de la raiz de Aristolochia indica L. posee actividad antidiarreica y puede ser una
fuente potencial de farmacos antidiarreicos (45).
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CONCLUSIONES

Se identific6 de manera cualitativa los alcaloides presentes en el bejuco de
Saragoza (Aristolochia elegans) mediante un TFP (tamizaje fitoquimico
preliminar), obteniendo como resultados en los ensayos con el reactivo de
Dragendorff la presencia de la coloracion anaranjado marrén y precipitado
otorgandole +++, en el reactivo Mayer la presencia de la opalescencia blanca y
precipitado otorgandole +++ y por ultimo con el reactivo Wagner la presencia de

un precipitado de color marrén otorgandole +++.

Se cuantifico la presencia de los alcaloides totales mediante el método por
espectrofotometria UV, mediante la utilizacion de una curva de calibrado por
medio de la estandar cinconina y el blanco de la muestra que es CHCI3s, dando

como resultado 576.00 mg/L de la presencia de alcaloides totales.

Se cuantifico la presencia de acido aristoléquico mediante el método de
cromatografia de capa fina, con el uso de un solvente organico y el estandar
adecuado que mediante el recorrido de la cromatografia y la distancia recorrida

del Rf = 0.407; se identifico el &cido aristoloquico.

Se evalud la actividad antidiarreica y/o antimicrobiana del bejuco de Saragoza
(Aristolochia elegans), mediante una revision bibliografica en la que demuestra
gue la presencia de ciertos metabolitos secundarios que se encuentra presente
en las diferentes partes de la planta como es en el caso de los alcaloides que
estan presente el bejuco de Saragoza (Aristolochia elegans) ayudan en la

disminucién de los sintomas de la diarrea y actia como un buen antimicrobiano.
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RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad antioxidante del bejuco de la Saragoza (Aristolochia

elegans).

Evaluar la actividad microbiana del bejuco de la Saragoza (Aristolochia

elegans).

Evaluar la actividad farmacoldgica del bejuco de la Saragoza (Aristolochia

elegans).
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GLOSARIO

Acido aristoléquico: Son un grupo de acidos que se encuentran en estado

natural en muchos tipos del género de plantas Aristolochia.

Alcaloides: Son metabolitos secundarios, sintetizados por la misma planta,
generalmente, a partir de aminoécidos, que tienen en comun su hidrosolubilidad

a pH &cido y su solubilidad en solventes organicos a pH alcalino.

Cromatografia de capa fina: Es una técnica analitica rapida y sencilla, muy
utilizada en un laboratorio de Quimica Organica, tiene como objetivo el andlisis

de una mezcla de componentes.

Espectrofotometria: Es una técnica analitica, usada para medir la cantidad de
luz que absorbe una sustancia quimica, midiendo la intensidad de la luz cuando
un haz luminoso pasa a través de la solucion muestra, en base a la ley de Beer-

Lambert.

Molienda: Es una operacion unitaria que reduce el volumen promedio de las

particulas de una muestra sdlida.

Perenne: Es una planta que vive durante mas de dos afios o, en general, florece

y produce semillas mas de una vez en su vida.
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ANEXOS

Anexos A Recoleccion del Anexos B Recoleccion total

bejuco de la Saragoza del bejuco
(Aristolochia elegans)

Anexos C Saragoza Anexos D Secado
Aristolochia elegans del bejuco
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Anexos F Extracto hidroalcohdlico Anexos E Ensayo de Dragendorff
70%

Anexos H Ensayo de Mayer Anexos G Ensayo de Wagner

Anexos J Evaluacién de alcaloides Anexos | Lectura de
totales frente a la curva cinconina espectrofotométrica 420nm
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Anexos L Extraccion de la Anexos K Filtracion de la
muestra en el analisis de la muestra
cromatografia

Anexos M Cromatografia del
Acido Aristoléquico
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