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RESUMEN

En el presente estudio fue realizado por primera vez un andlisis fitoquimico de un extracto
alcoholico obtenido de Hedyosmum scabrum, planta nativa de Ameérica tropical, un arbol del
bosque nativo de Jacaron, ubicado en la parroquia de Columbe de la provincia de Chimborazo en
Ecuador, lo cual por los antecedentes que posee constituye una via segura, rapida y adecuada para
la busqueda de nuevos compuestos que entre otras funciones mejoren la salud que del hombre
debido a la aparicion de nuevas enfermedades y gran cantidad de patdgenos resistentes a
principios activos efectivamente utilizados como antibidticos. A partir de la caracterizacion
etnobotéanica se obtuvo un extracto de hojas frescas con etanol al 96°, al que se le hizo una
caracterizacion fisico-quimica 'y el mismo presento actividad antimicrobiana frente a una bateria
de microrganismos seleccionados. Como parte del tamizaje fitoquimico fueron identificados
saponinas y fenoles en mayor cantidad, y pocos flavonoides. Los subextractos de tolueno y
cloroformo en la cromatografia de capa fina CCF para terpenos, saponinas y flavonoides
comprobandose no extraen la mayoria de compuestos. Las saponinas y fenoles identificados
pudieran ser los responsables de la actividad bioldgica presente en el Hedyosmum scabrum. Los
procedimientos empleados para la obtencion de extractos en esta planta y las caracteristicas de
los compuestos identificados, nos inclinan hacia una caracterizacion mas detallada de los mismos
y la realizacion de estudios de actividad bioldgica con la finalidad de establecer su rol en la planta
y su posible mecanismo de accion en otros seres Vivos.
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Silvia Hipatia Torres Rodriguez, Asterio Denis Barbar( Grajales, Magdala de JesUs Lema Espinoza

PHYTOCHEMICAL ANALYSIS OF AN EXTRACT OF THE NATIVE FOREST
SPECIES TARQUI (HEDYOSMUM SCABRUM), BELONGING TO THE FOREST OF
JACARON, JUAN DE VELASCO, CHIMBORAZO, ECUADOR

ABSTRACT

In the present study was performed for the first time a Phytochemical analysis of an alcoholic
extract obtained from Hedyosmum scabrum, native plant of tropical America, a tree of the native
forest of Jacaron, located in the parish of Columbe of the province of Chimborazo in Ecuador,
which by the background that has a guaranteed route, rapid and appropriate to the search for new
compounds that among other functions to improve the health of man due to the emergence of
new diseases and a large amount of pathogens resistant to active principles actually used as
antibiotics. From the ethnobotanical characterization was obtained an extract of fresh leaves with
ethanol 96°, to which it made a physical-chemical characterization and the same presented
antimicrobial activity against a battery of microorganisms selected. As part of the phytochemical
screening were identified saponins and phenols in greater quantity, and few flavonoids.
The subextractos of toluene and chloroform in the thin layer chromatography CCF for terpenes,
saponins and flavonoids testing do not extract the majority of compounds. The saponins and
phenols identified could be responsible for the biological activity present in the
Hedyosmum scabrum. The procedures for obtaining extracts in this plant and the characteristics
of the compounds identified, we lean toward a more detailed characterization of the same and the
realization of studies of biological activity with the purpose of establishing their role in the plant
and its possible mechanism of action in other living beings.

KEYWORDS: Hedyosmum scabrum; Phytochemical analysis; alcoholic extract.

INTRODUCCION

En el mundo las plantas constituyen un recurso fundamental para las comunidades campesinas e
indigenas (Salah NB y col., 2015). La flora del Ecuador es una de las més ricas tanto en plantas
nativas como en las introducidas;, muchos de estos vegetales son utilizados en la medicina
ancestral por las personas generalmente de las poblaciones aledafias a la ciudad que conservan el
uso de vegetales, especialmente en la terapia de enfermedades. Se estima que el 80% de la
poblacion ecuatoriana depende de la medicina tradicional, y por consiguiente de las plantas o
productos naturales, para la atencion primaria de la salud y bienestar.

El uso y comercio de los extractos de plantas medicinales se mantienen como una practica activa
en los mercados de las ciudades. Su obtencidén esta basada en la extraccion de porciones
biolégicamente activas presentes en los tejidosde plantas; lo que constituye para
la industria farmacéutica una fuente de nuevas moléculas con efectos farmacoldgicos deseados, y
un minimo de efectos secundarios, aspecto que permite satisfacer las necesidades crecientes del
uso de los productos naturales. (Golla U y col., 2014)

Para la elaboracion de un extracto se tiene en cuenta, las caracteristicas etnobotanica de las
plantas, sus principios activos, técnicas de separacién e identificacion de los mismos, y los fines
de empleo. (Alhakmani F y col., 2013)

Las sintesis de metabolitos secundarios en la planta, los cuales constituyen los principios activos,
esta relacionada con los mecanismos de defensa. Su proceso de obtencidn a partir de los extractos
vegetales es variable; se pueden obtener extractos acuosos o polvos, o utilizar otros disolventes

76 | Revista Mikarimin. Publicacion cuatrimestral. Vol. 2, Afio 2016, No. 3 (Septiembre-Diciembre)




Mikarimin. Revista Cientifica Multidisciplinaria ISSN 2528-7842
ANALISIS FITOQUIMICO DE UN EXTRACTO DE LA ESPECIE FORESTAL NATIVA TARQUI

para obtener diferentes compuestos, segln su polaridad (Lupoae P, y col., 2015) su distribucion
no es uniforme por toda la planta hay que tener en cuenta la época de recoleccion y la
preparacion que se las deba hacer a cada una de las plantas. (Ghalib, RM y col., 2012).

Por tales razones los estudios en este campo hacen énfasis en disponer de una buena y extensa
coleccion de material de partida, fundamentalmente extractos, que cubran la mayor diversidad de
géneros, especies y ecosistemas, de manera que puedan encontrar una amplia expresion de todo
tipo de metabolitos secundarios, asegurando de esta forma una gran variedad estructural (Khan R
y col., 2015)

Diversos productos derivados de las plantas han mostrado un efecto bioldgico que los caracteriza
como principios activos. Entre estos compuestos se destacan los flavonoides, fenoles, terpenos,
aceites esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos. Los cuales presentan mecanismos de accion
variables; que en muchos casos no han sido dilucidados por completo (Taamalli A'y col., 2014).

Las hojas del arbol de Tarqui (Hedyosmum scabrum) son utilizadas por los moradores de la
Parroquia Columbe como vegetal medicinal para el tratamiento de problemas de amigdalitis y
Ulceras estomacales y como no existen antecedentes de estudios previos, se parte en este estudio
del desconocimiento de la composicion quimica para aislar, purificar e identificar los metabolitos
secundarios por procesos fisicos, quimicos y espectroscopicos. Por estas razones se propone en el
presente trabajo a partir de un extracto etandlico con vegetal fresco previamente muestreado
realizar un analisis fitoquimico, con vistas a la identificacion de compuestos en el mismo que
posean actividad bioldgica.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal
Seleccion, identificacion y recoleccién de Hedyosmum scabrum.

La planta utilizada fue identificada por el Ing. Jorge Caranqui, curador del Herbario de la
ESPOCH (Escuela Superior Politécnica de Chimborazo), en el bosque de Jacardn en la localidad
de Columbe, Ecuador; siguiendo la descripcion boténica y su clasificacion taxondémica. Fue
recolectada al azar, en el mes de febrero de 2015 a partir de las 6:45 a.m., a partir de vegetales
establecidos en tres pisos altitudinales del bosque en el periodo 6ptimo, y estuvo constituido por
las hojas (maduras, semimaduras y tiernas) de planta.

El material fue lavado y desinfectado con una solucion de hipoclorito de sodio al 2%, secado a la
sombra a temperatura ambiente, y fue extendido en bandejas perforadas, y volteado diariamente
durante 7 dias. Posteriormente se sometié a temperatura de 60°C durante 1lhora en estufa (MWN,
Alemania) con circulacion de aire. Luego se procedio a la pulverizacion, usando un molino de
cuchilla. Finalmente se obtuvo un polvo grueso que fue utilizado en la elaboracion de los
diferentes extractos.

Obtencidn del extracto vegetal.

Para la obtencion de los extractos, se pesaron 2 kg de muestra en balanza técnica (BS 2202S
SARTORIUS, Alemania) y se utilizo como solvente etanol al 96 % (relacion 1:10), con tiempo
de extraccién de 24 horas a agotamiento (Murillo & Méndez, 2008), para ello se utiliz6 un
volumen de solvente 10 veces mayor que su peso, luego se dejaron reposar los extractos por 1 dia
en refrigeracion a 8°C y luego se sometio a los andlisis de calidad.
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Concentracion del extracto vegetal (SubExtractos):

El extracto etandlico 20% por rotoevaporacion del solvente a 50°C con un rotoevaporador
(KIKA-Werke, Alemania) se concentrd hasta tener 1/8 de su volumen total (1 litro)® Sh@in

Analisis fisico-quimico del extracto etanolico:

El tamizaje fitoquimico se realizd en el Laboratorio de Quimica de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Nacional de Chimborazo, Riobamba, Ecuador, por la metodologia indicada,
realizdndose tres réplicas para cada ensayo.

La materia seca (MS), nitrgeno total (Nt), cenizas (Cn) densidad relativa (Dr), humedad (H) y
solidos totales (St), acidez total (At), fueron determinados, segin AOAC (2000).

Determinacion de pH: para determinar el pH se utilizd potenciémetro digital con electrodo de
vidrio, soluciones reguladoras de pH 4 y 8, y un agitador electromagnético para la
homogenizacién de la muestra.

Para la determinacion de carbohidratos reductores directos se utiliz6 la técnica descrita por
Dubois y col. (1956)

La concentracion de proteinas fue determinada (Smith y col., 1985).
Pruebas para la identificacion rapida de metabolitos secundarios

La identificacion de los grupos Fitoquimicos generales del extracto se realizd, segun la guia de
Murillo & Méndez (2008). Se emplearon pruebas o técnicas simples, rapidas y selectivas a cada
extracto, para la identificacion de los compuestos resultados del metabolismo secundario de la
planta; teniendo en cuenta su solubilidad y el solvente organico. Para la identificacion de
saponinas se utilizaron: la prueba de la espuma. Para polifenoles se utilizd: el ensayo con el
reactivo de Folin-Ciocalteu (FC). Para la determinacion de taninos se aplicaron las pruebas de:
Cloruro férrico, Prueba de gelatina-sal, Prueba para diferenciacién de taninos condensados e
hidrolizables, prueba especifica para identificacion de taninos hidrolizables y condensados
respectivamente.

Caracterizacidon microbioldgica

Se estudio la actividad antimicrobiana de diferentes concentraciones de un extracto fluido
(etanol) de hojas de Tarqui, con una bateria minima de cepas de microorganismos que incluye
Staphylococcus aureus, dorado y Bacillus subtilis, como grampositivo, Escherichia coli y
Pseudonomas aeruginosa, como gramnegativo y la levadura Candida albicans, mediante el
método de difusion en agar

Se emple6 el método de difusion en agar por diseminacion superficial en disco (Bauer-Kirby),
publicado por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) y la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO, del inglés, World Health Organization) y adoptada por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, antes NCCLS) como norma de aceptacion general. Y se procedio
segun se describe: se impregno discos estériles de papel de filtro Whatman N° 3 de 5 mm de
diametro con 10 pL de una solucion del extracto (40 mg/ mL), los cuales fueron colocados en
una placa servida con agar Muiller-Hilton, previamente sembrada con una suspension bacteriana
de concentracion conocida (1 x108 bacterias/mL) e inoculadas con una suspension bacteriana
estandarizada por comparacion con un patron McFarland 0,5. Posteriormente, las placas fueron
incubadas a 5°C durante 12 horas, y posteriormente a 37°C por 24 horas. La accion antibacteriana
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se midio tomando el diametro (mm) del halo de inhibicién alrededor del disco. Fueron utilizadas
cepas de bacterias certificadas existentes en el Laboratorio de Productos Naturales. (UNACH).

Cromatografia de Capa Fina (CCF)

Para la Cromatografia en Capa Fina (CCF) se emplearon placas cromatogréaficas de silica gel (20
x 20cm., 2 mm de espesor, Aldrich- Sigma). El seguimiento de la separacion de los compuestos
se llevo a cabo a través de la observacion de los perfiles cromatogréaficos bajo la luz ultravioleta
(A=365nm) con una lampara (WD 9403E, China). El sistema de solvente  utilizado, segun
Wagner Atlas de cromatografia, se detalla en la tabla 1.

Tabla 1. Sistema de solventes utilizados en la cromatografia en capa fina.

Denominacion del Tipo de solvente Proporciones
solvente
S1 Tolueno : Acetato de etilo
Sz Acetato de etilo : Acido acético 4:1
S3 Acetato de etilo : Metanol 1:1

Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados del extracto se utilizé la estadistica descriptiva para determinar
la media, el coeficiente de variacion (CV) y la desviacién estandar (DE). El sistema de computo
de datos empleado fue INFOSTAT version 1.0 segun Balzarini y col. (2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las investigaciones de los productos naturales estan asociadas con el de las sustancias que se
aislan de organismos vivos en aspectos que van desde los mas convencionales, como los
relacionados con la elucidacion de su estructura y su sintesis quimica, hasta otros que, abarcan su
biosintesis, degradacion y papel fisiolégico. (Donnay col. 2014)

El estudio de las moléculas del metabolismo secundario, definidas como aquellas que se generan
en rutas metabodlicas aparentemente no esenciales para la supervivencia del organismo resulta ser
con frecuencia particular para la especie bioldgica investigada y, aungue en muchos casos se
desconoce su funcion fisiologica, la singularidad de estas sustancias particulariza en ciertas
especies formas especificas de accion bioldgica que tienen amplio interés (Tawfik y col., 2011).

Los productos naturales originados de las plantas son considerados una fuente incalculable de
nuevos compuestos quimicos de uso potencial en la medicina ya que nuevas sustancias, de
diversas complejidades estructurales se descubren e investigan constantemente. En la actualidad
se hacen ingentes esfuerzos hacia el hallazgo de nuevos compuestos con actividades bioldgicas
especificas, mediante la evaluacion de extractos directos de distintos organismos Vivos.
(Ghasemzadeh y col., 2015)

La investigacion en este campo hace énfasis en disponer de una buena y extensa coleccion de
material de partida, fundamentalmente extractos, que cubran la mayor diversidad de géneros,
especies y ecosistemas, de manera que puedan encontrar una amplia expresion de todo tipo de
metabolitos secundarios, asegurando de esta forma una gran variedad estructural (Vuong y col.,
2015).
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La comprobacion taxonomica e identificacion botanica fue realizada por el curador del Herbario
de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, el Ing. Jorge Caranqui,

Al determinar las propiedades fisicas y quimicas de los extractos, se obtuvieron los siguientes
resultados, los cuales se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Evaluacion fisico-quimica del extracto etandlico de Tarqui.

Parametros fisico-quimicos Resultados
Materia seca 6,78 g/L
Humedad 98,49 %
Cenizas 1,71%
Densidad relativa 0.97g/L
Solidos totales 1837.5215 p.p.m.
pH 48-5,1
Nitrdégeno total 0,34 -0,53g/L
carbohidratos reductores 9,2-12,6 g/L
Proteinas 0,22 g/L

La evaluacion fisico-quimica de los extractos constituye uno de los aspectos mas importantes en
la valoracion de sus componentes pues permitira conocer los componentes con posibles efectos
en las funciones de un organismo animal (Ghalib y col., 2012)

Como se observa en la tabla 2, el extracto presentd un bajo valor de pH. Segin Ahrazem y col.,
2015; estos rangos de pH caracterizan a los extractos, con independencia de la fuente de materia
prima y tecnologia empleada. Esta acidez presentada puede estar relacionada con la presencia de
acidos grasos de cadena corta (AGCC), los cuales son responsables de efectos beneficiosos en al
tracto gastrointestinal de organismos vivos.

Alam y col., 2015; describieron la variabilidad en la composicion de los extractos segun las
tecnologias de obtencion, pero la literatura existente no reporta estudios con esta planta, aspecto
este que no nos permite comparar nuestros resultados con el de otros autores en cuanto a su
composicion. Sobre todo si se tiene en cuenta lo planteado por estos mismos autores de que la
composicion de los extractos es variable y depende de las caracteristicas de las materias primas
utilizadas en la obtencion.

Los valores, del N, la ceniza en las muestras estuvo en el rango planteado por para este tipo de
extracto. (Alam y col., 2015).

En el extracto se identifican carbohidratos con un bajo contenido de azucares reductores lo cual
pudiera ser importante en evaluaciones bioldgicas porque segun Napoli y col., 2015; su alta
presencia en organismos Vvivos pude provocar provocan fermentaciones indeseadas en el intestino
grueso, ademas muchos de estos pueden ser reconocidos como antigenos con lo cual se suele
presentar reacciones de hipersensibilidad que inducen cambios en las bilis del intestino,
aumentando la secrecion de mucus y desembocando finalmente en diarrea. Es posible que en este
indicador estén incluidos residuos de oligosacaridos, los cuales alcancen el tracto posterior sin ser
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digeridos y alli sean fermentados por las bacterias intestinales lo cual favorece el crecimiento de
las bacterias beneficiosas. Por eso, los estudios futuros deberan estar encaminados a identificar su
presencia en los extractos para poder considerar su dosis y el resto de las condiciones de
aplicacion en las que seria mas favorable su empleo (Brito y col., 2015).

Los niveles de proteinas encontrados son bajos lo cual es ventajoso pues los altos niveles en los
organismos alteran la pared intestinal, destruyen las vellosidades y de forma general afectan el
proceso digestivo (Alamy col., 2015).

Para el pH los valores obtenidos son adecuados y estan en el rasgo caracteristico de los extractos
(Napoli y col., 2015). Esta estabilidad pudo estar en relacion con la presencia de acidos de cadena
corta, que son considerados agentes conservantes.

Estos autores mencionaron, ademas, que los extractos llegan a tener una mejor estabilidad debido
a la formacion de productos finales del metabolismo, entre los que se hallan las quinonas y los
acetaldehidos. Las quinonas pueden fijar compuestos azufrados y los acetaldehidos participan en
las reacciones de compuestos fendlicos para formar piranoantocianos que son compuestos mas
estables, los cuales permiten mantener el color y los olores.

En la tabla 3 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a la tintura al 20 % y
al extracto seco de la parte en estudio de la planta (hojas). Estos productos fueron sometidos a los
mismos analisis fitoquimicos con fin de evaluar la influencia de las condiciones aplicadas en la
composicion quimica, por ser el extracto seco mas practico como formulacion farmacéutica para
la aplicacion tdpica, en el caso de enfermedades provocadas por bacterias. Se observa que son
abundantes los metabolitos secundarios, destacandose un alto contenido saponinas y flavonoides.

Tabla 3. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico hojas de Tarqui para la identificacion de grupos funcionales.

Prueba Resultado Grupo fitoquimico
Espuma Abundante Saponinas

Fe Cl; Benedict Precipitado verdoso Fenoles

NaOH - Quinonas

H,SO, Precipitado blanco Flavonoides
Shinoda Pardo Flavonoides
Dragendorff - Alcaloides
Wagner - Alcaloides

Al analizar los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico realizado a cada extracto, se
comprueba la diversidad de metabolitos secundarios con respuestas positivas presentes en Tarqui,
los cuales pueden ejercen una accion terapéutica potencial y que propicie su obtencion para la
elaboracion futura de productos farmacéuticos (Granica y col., 2015).

El resultado fue positivo para la prueba de polifenoles, y la coloracion azul intensa indico fenoles
en alta cantidad, lo cual se puede deber a que estos compuestos estan intimamente relacionados
con la actividad de repelencia por las plantas a poblaciones de insectos, (Alhakmaniy y col.,
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2013) y al ser las hojas el blanco mas comun, es Idgico que estos metabolitos sean empleados en
defensa quimica (Ayoub y col., 2010).

Goldsmith y col., 2015; se refieren a la importancia de la evaluacién microbiol6gica de los
productos a evaluar en los organismos pues permite confirmar la calidad de los mismos y define
su posible utilizacion en la medicina. Los resultados alcanzados de evaluacion microbioldgica se
muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Actividad antimicrobiana del extracto Tarqui frente a distintos microorganismos.

Microorganismos estudiados Crecimiento
Staphylococcus aureus ausentes
Pseudonomas aeruginosa ausentes
Staphylococcus dorado ausentes
Candida albicans < de 10 ufc
Bacillus subtilis ausentes

La actividad antimicrobiana de los extractos vegetales y productos naturales ha revelado el
potencial de las plantas superiores como fuente de agentes anti-infectivos, permitiendo de esta
manera un avance al uso empirico de las especies vegetales medicinales con una base cientifica
(Goldsmith y col., 2015).

El uso tradicional de esta planta indica su posible utilizacion como agente antimicrobiano, por lo
que se decidid realizar el presente trabajo con el propdsito de determinar si la planta tiene
actividad antimicrobiana frente a una bateria minima de microorganismos.

La mayor parte de la literatura mundial sobre el tema avala la actividad tanto antibacteriana como
antifungica de los aceites esenciales de estas plantas. De hecho, el aceite esencial, esta presente
en cada uno de los extractos evaluados.

La inhibicion del crecimiento de los microorganismos Bacillus subtilis, Escherichia coli y
Pseudomona aeruginosa constituye un nuevo reporte de actividad antimicrobiana para Tarqui.

En la figura 1, se puede visualizar 3 manchas con diferencias notables en la variedad de colores.
Estos resultados son alentadores y pueden ayudar a la confirmacion de los obtenidos en el
tamizaje fitoquimico, para estos compuestos tales como: flavonoides (verdes, azul), saponinas
(rosada), terpenos, esteroides, fenoles y taninos (azul).

0

0

Figura 1. CCF. Extracto de acetato de etilo con sistema de solvente A,.
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Como se puede observar en los resultados del tamizaje fitoquimico realizado al extracto
alcoholico, se muestran los principios activos que pueden ser los responsables de la actividad
bioldgica detectada, puede ser uno o varios de los representantes de los flavonoides, terpenos y
saponinas en general, pues estos fueron los metabolitos para los que se registraron resultados
positivos en los ensayos desarrollados.

=
Derivados fendlicos

Flavonoides Cumarinas

Rf 1: 0.15 Rf1: 0.05 Rf 1: 0.05
Rf 2: 035 Rf 2: 025 Rf 2: 0.12
Rf 3: 0.49 Rf 3: 033 Rf 3: 0.18
Rf 4: 0.68 RF 4: 0.63 Rf 4: O0.57
Rf 5: 0.74 RF 5 : 0.83 Rf 5: 0.74
Rf 6: 0.86 RF 6: 093

La gran cantidad de extractos naturales obtenidos desde 2000-2016 constituyen una fuente rica de
compuestos bioactivos que han sido la tentativa actual para elaborar nuevos programas de
descubrimiento de los mismos por lo que se necesita de una actualizacion de las técnicas del
analisis fitoquimico para la evaluacion de estos.

CONCLUSIONES

Se realizd un andlisis fitoquimico a un extracto etandlico obtenido de Hedyosmum scabrum, en el
que fueron identificados como componentes principales del metabolismo secundario: fenoles,
saponinas y flavonoides, lo que nos aproxima a su estudio y caracterizacion con vistas a
esclarecer su rol en la planta y la posible actividad bioldgica en seres vivos.
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