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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 jovenes 'y 7.2% en adultos mayores teniendo etiologia variada. Se realizé 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 precipitacion 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 etanolico al 70% y
por ultimo se analiz6 la presencia de acido aristoloquico 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 aristoldquico, Saragoza (Aristolochia elegans), antidiarreicaantimicrobiana.

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 antidiarrhealantimicrobial 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), antidiarrhealantimicrobial.
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INTRODUCCION

La panta Saragoza (Aristolochia elegans) es una hierba trepadora perenne (rapido
crecimiento), esta planta se encuentra registrada dentro de la familia botanica 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 (8cm de largo y 7cm de ancho aproximadamente), las flores son de color plrpura con puntos
blancos dando una apariencia llamativa llegando a tener 10 cm de diametro, y su reproduccion se da

por semillas o por fragmentos de raiz.

En nuestro pais la planta Saragoza (Aristolochia elegans) se localiza en la provincia de canton
Naranjal, ubicada en la parroquia Jesis Maria se concentra un cultivo de la planta Saragoza
(Aristolochia elegans). 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 Sudameérica.

El Convenio sobre la Diversidad Bioldgica se realizo 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.

A nivel de Latinoamérica la diarrea es causada por una variedad de agentes infeccioso. Segln
el INEC en el afio 2020 se reportd que la cifra de personas que padecieron diarrea fue: adultos jévenes
65,4%; adultos mayores 7,2%; causado por infecciones viricas, bacterianas o parasitarias y por ultimo
intoxicacion alimentaria. 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 aristoloquicos.

En la provincia del Guayas, canton Naranjal, ubicada en la parroquia Jesis 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
socioecondmico 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

infusion para contrarrestar los efectos diarreicos, basandose en conocimientos ancestrales trasmitidos
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de generacion en generacion, pero desconociendo la composicion quimica que le brinda las
propiedades terapéuticas.

METODOLOGIA
Tipo de investigacion

El presente trabajo de investigacion es de tipo Exploratorio y bibliografico con enfoque cuali-

cuantitativo.
Disefio de investigacion
e Recoleccion de la planta
e Preparacién de extractos hidroalcohélicos 70%
¢ Identificar cualitativamente alcaloides por Método de TFP (Tamizaje fitoquimico preliminar)
e Cuantificar alcaloides totales por Método de espectrofotometria UV
¢ Identificar el acido aristoldquico por el método de la cromatografia de capa fina
Recoleccion de la muestra

El Canton Naranjal es una tierra fértil, donde la agricultura constituye uno de los rubros mas
importantes en la economia, ya que posee una riqueza cultural en la parroquia de Jesus Maria-Finca
de José Chancén donde estd 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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Materiales y reactivos

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).

Reactivos

e Cinconina

e Cloroformo

e Cloruro de Sodio

e Acido Citrico

e Fosfato de sodio

e Verde de bromocresol

¢ Reactivo de Dragendorff

e Reactivo de Mayer

e Reactivo de Wagner
Proceso Experimental
Preparacion 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).
Tamizaje fitoquimico preliminar

Determinar la presencia de alcaloides, metabolitos secundarios que se caracterizan por poseer un
nacleo fendlico como: flavonoides, antocianinas, taninos y derivados del acido benzoico. Los

metabolitos mas abundantes en todos los extractos (38).
Ensayo de Dragendorff

Determina la presencia de alcaloides, para lo cual se tomé una alicuota del extracto. Si el solvente del
extracto es organico se debe evaporar a sequedad, el residuo se disuelve en 1 ml de &cido clorhidrico

al 1% en agua, mientras que, en el extracto acuoso se afiadié una gota de &cido clorhidrico
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concentrado. A la solucion acuosa acida se adicion0 3 gotas del reactivo de Dragendorff. El ensayo

se considera positivo cuando existe opalescencia (+), turbidez definida (++) y precipitado (+++) (39).
Ensayo de Mayer

Este ensayo también permite detectar la presencia de alcaloides. Se realiz6 el mismo procedimiento
anteriormente descrito hasta obtener la solucion &cida. Luego, se afiade una pizca de cloruro de sodio
en polvo, se agit6 y se filtr6. 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-6xidos 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).
Ensayo de Wagner

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

Proceso de secado y extraccion hidroalcoholica 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 sometié 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).
Determinacion de alcaloides totales

Cuantificacion se realiz6 al residuo del extracto cloroformico al estandar, se le adicionaron 5ml de
Buffer de fosfato, 5 ml de disolucion de verde de bromocresol y 2 ml de CHCIsy se mezclaron. Esta

mezcla se trasvaso a un embudo de separacion para realizar extracciones liquido-liquido. La fase
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cloroformica se separo y se colocd en un matraz Erlenmeyer para ser combinada con las extracciones
subsecuentes. A la fase acuosa tamponada se le adicionaron 2 ml de CHCI3z se agito y se realizo la
segunda extraccion. Se agregd CHCIs (2x3 ml) para las siguientes extracciones hasta ocupar 10ml de

CHClIs la fase organica se seco con NaSOQg, filtro y aford a un volumen de 10 ml CON CHCI;z (40).

La absorbencia del extracto y del estandar se ley6 a 420 nm en un espectrofotdbmetro Hach. Para la
curva de calibracion 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 CHClz como blanco de la muestra. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado
(40).

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 tltima, 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).

Aislamiento del acido 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 COsHNa al 6% (10).

Las capas acuosas reunidas que mantienen un aspecto rojizo se acidulan por adicién lenta de HCI al
2% Yy 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).
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Purificacion del Acido aristoloquico

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 aristoléquico 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 dltimo polvo se lo re disuelve en la minima cantidad de dimetilformamida y se le afiade agua

caliente, el &cido que precipita es de color amarillo, se lo filtra en un papel filtro (10).

DESARROLLO
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
“extraccion 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
toxicoldgico de las raices de Aristolochia baetica Linn: evidencia histopatoldgica 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 érganos de la planta que se esta analizando y por otro lado

la especie que se esta usando.

Tabla 1. Andlisis del tamizaje fitoquimico preliminar del bejuco de Saragoza (Aristolochia

elegans) frente a otros autores
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Ensayo Bejuco de Saragoza Huebla Sin Bourhia
(Aristolochia Quishpe Mohammed y
elegans) (2016) otros(2019)
Autores
Bejuco Tallo Raiz
Dragendorff +++ +++ ++
Mayer +++ +++ ++
Wagner +++ +++ ++

Determinacion Alcaloides Totales

En cuanto a la cuantificacién de los alcaloides totales del presente estudio se obtuvo 576.00 mg/L, se
aprecia coincidencia con el trabajo de Shung Wu Tian y 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.
Cromatografia de capa fina del Acido Aristol6quico

En cuanto a la cuantificacion del acido 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 “andlisis de acidos
aristoléquicos y evaluacién de la actividad antibacteriana de Aristolochia clematitis L.” obtuvo el

valor
Estudios bibliograficos antidiarreicos y antibacterianos

En el trabajo realizo de Gergely y otros (2019) en su estudio “andlisis de acidos aristoloquicos y

evaluacion de la actividad antibacteriana de Aristolochia clematitis L.” mencionan que tanto el acido
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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).

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 transito intestinal del intestino delgado
demostrando que la fraccion de la raiz de Aristolochia indica L. posee actividad antidiarreica y puede

ser una fuente potencial de farmacos antidiarreicos (45).
RESULTADOS
Tamizaje fitoquimico preliminar

Resultado del Tamizaje fitoquimico preliminar del extracto hidroalcohdélico 70% del bejuco de

Saragoza (Aristolochia elegans)

TIPO DE EXTRACTO

ENSAYO METABOLITO ENSAYADO
HIDROALCOHOLICO
Dragendorff Alcaloides P
Mayer Alcaloides P
Wagner Alcaloides I

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.
Extracto Alcaloides totales

Resultado de la cuantificacion de alcaloides totales del extracto hidroalcoholicos 70% del

bejuco de Saragoza (Aristolochia elegans)
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METODO METABOLITO ENSAYADO RESULTADO

Espectrometria Uv- Alcaloides totales

. 576.00 mg/L
VIS (Extracto Etandlico 70%)

En el extracto etanolico 70% a través del método espectrofotométrico Uv-vis obtenemos una

concentracion de 576.00 mg/L.

Curva de calibrado Alcaloides Totales
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Con respecto a la determinacion de los alcaloides totales se uso el extracto hidroalcohdlico al 70% de
etanol de la Aristolochia elegans prosiguiendo con el método de espectrofotometria; se obtuvo

resultados con el estandar de cinconina obteniendo 576.00 mg/L.

Resultado de la Identificacion del Acido Aristoléquico del bejuco de Saragoza (Aristolochia

elegans)
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) METABOLITO
METODO RESULTADO
ENSAYADO

TLC (Cromatografia

4.07
_ Acido Aristoléquico Rf=—— =0.407
de capa fina) 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 estd dentro del rango para

identificacién de la familia que pertenece en los acidos aristoléquico.
CONCLUSIONES

Se identificdé 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 coloracidén anaranjado marron y precipitado

otorgandole +++, en el reactivo Mayer la presencia de la opalescencia blanca y precipitado

otorgandole +++ y por Gltimo 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 CHClI3, dando como resultado 576.00 mg/L de la presencia de alcaloides totales.

Se cuantifico la presencia de &cido aristoléquico mediante el método de cromatografia de capa fina,
con el uso de un solvente organico y el estdndar adecuado que mediante el recorrido de la

cromatografia y la distancia recorrida del Rf = 0.407; se identifico el acido aristoléquico.

Se evalud la actividad antidiarreica y/o antimicrobiana del bejuco de Saragoza (Aristolochia elegans),
mediante una revision bibliografica en la que demuestra que 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 disminucion

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