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RESUMEN

Solanum hirtum ha sido utilizada por presentar diversos usos farmacolégicos,
varios autores han referido que esta especie presenta efecto terapéutico. El objetivo de
esta investigacion fue determinar la composicion quimica y actividad antibacteriana
de los extractos de los frutos Solanum hirtum Vahl. Los frutos secos y molidos fueron
sometidos a un proceso de extraccion a través de maceracion usando metanol,
posteriormente el extracto obtenido se fraccion6 mediante cromatografia al vacid
utilizando hexano, diclorometano y metanol. Las fracciones fueron evaluadas
mediante pruebas quimicas cualitativas de coloracion y/o precipitacion para
identificar los metabolitos secundarios, estos analisis revelaron la presencia de
esteroles, compuestos fendlicos, alcaloides y flavonoides en la fraccién
diclorometano y metanol. La actividad antibacteriana de las fracciones se realizd
mediante el método de Kirby-Bauer, los resultados mostraron que la fracciones de
diclorometano y metanol fueron activas frente a K. pneumoniae. S. aureus y P.
aeruginosa a una concentracién de 1000 ppm, los halos de inhibicion del crecimiento
bacteriano variaron entre 7 y 9 mm. Este es el primer reporte de actividad
antibacteriana de los frutos de Solanum hirtum.

Palabras Claves: Solanaceae, Solanum, Solanum hirtum, fitoquimica, actividad
antibacteriana.
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido usadas desde tiempos ancestrales para el
tratamiento y alivio de diversas dolencias del ser humano. En la antigliedad solia
relacionarse la curacién de las enfermedades con ritos religiosos y magicos, hasta que
se dio inicio al estudio de la quimica de las plantas. Estos estudios realizados por
varios investigadores, entre ellos Paracelso, sirvieron de base para el nacimiento de
los productos farmacéuticos que se conocen en la actualidad. Las plantas elaboran
una gran diversidad de productos quimicos, los cuales usan principalmente como
mecanismo de defensa, sin embargo, el hombre puede aprovechar estas propiedades
para su beneficio, encontrando en los recursos naturales la solucién a diferentes
problematicas, permitiendo el descubrimiento de diferentes productos, entre ellos los

antibacterianos (Rojas, 2018).

En este contexto, la familia Solanaceae se destaca por agrupar varias especies con
amplias propiedades bioldgicas comprobadas y, por tanto, involucradas con
frecuencia en estudios farmacologicos de toda indole. La solandcea también llamada
familia de la patata es cosmopolita, su género mas grande, Solanum, es el de mayor
amplitud geogréfica. Presentan gran variedad de compuestos, y han demostrado tener
metabolitos secundarios con actividades antimicrobiana, toxicas, e inclusive

venenosas (Dominguez, Puente, Pérez y Salas, 2012).

Es por esto que, el estudio de la quimica de las plantas enfocado hacia la
busqueda de sustancias naturales con potencial uso para el ser humano sigue siendo

un tema de gran interés por parte de los investigadores (Rojas, 2018).

Tomando en consideracion los antecedentes que existen sobre la actividad
antibacteriana del genero Solanum el objetivo de la presente investigacion fue
analizar la composicion quimica y actividad antibacteriana de los frutos de Solanum

hirtum Vahl (Solanaceae).
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Este trabajo ha sido estructurado en V capitulos. El primero intitulado “El
Problema”, esta constituido por el Planteamiento del Problema, Justificacion,
Objetivos, Alcances y las Limitaciones de la Investigacion. El segundo capitulo
aborda el “Marco Teoérico”, constituido por los Trabajos Previos, Antecedentes
Historicos, Bases Tedricas, Definicion Operacional de Términos, Operacionalizacion
de las Variables y la Hipotesis. El tercer capitulo, titulado “Marco Metodoldgico”,
estd constituido por el Tipo y Disefio de la Investigacion, Poblacion y Muestra,
Procedimientos de la Investigacion y el Disefio de Analisis. El cuarto capitulo,
titulado “Resultados y Discusion” y el quinto capitulo, denominado Conclusiones y

Recomendaciones.
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

Las plantas se han utilizado como materia prima en la elaboracion de infusiones o
jugos, para controlar la prevalencia de ciertas enfermedades infecciosas, resolver
problemas de resistencia de los microorganismos y los efectos colaterales de algunos
antimicrobianos sintéticos. Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas
de salud de los paises en desarrollo. Por ello, se ha estimado que mas del 80 % de la
poblacion mundial utiliza la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de
atencion primaria de salud y que gran parte de los tratamientos se basa en el uso de
extractos de plantas o sus principios activos (Hidalgo, Moreno, Mosquera, Jiménez y
Martinez, 2013)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la resistencia bacteriana
como el fenébmeno por el cual un microorganismo deja de ser afectado por un
antimicrobiano al que anteriormente era sensible (Organizacion Mundial de la Salud,
2017). Es un problema de salud global que ocurre tanto en paises de bajos, medianos
y altos ingresos, tanto en el &mbito hospitalario como en el comunitario, con fuertes
impactos en términos de morbilidad, mortalidad y costos (Chamba, Calero, Torres y
Moscol, 2018). En este sentido, el mal uso y la dosificacion inadecuada de estos
farmacos han transformado a la poblacion bacteriana, debido a eso, muchos
antimicrobianos han perdido parcial o totalmente su efecto (Organizacion Mundial de
la Salud, 2017).

En las altimas décadas, se han realizado innumerables estudios sobre sustancias

con actividad antimicrobiana provenientes de plantas superiores con la finalidad de
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encontrar alternativas terapéuticas efectivas contra las infecciones producidas por

microorganismos resistentes a los antibioticos (Hidalgo y cols., 2013).

Las investigaciones se centran en terapias alternas mediante la utilizacion de
extractos de plantas, aceites esenciales, metabolitos secundarios y nuevas moléculas
sintetizadas como agentes antibacterianos potenciales (Recalde, Vayas, Esquivel,

Pazmifio y Gutiérrez, 2018).

La presente investigacion es respaldada por la aproximacion tedrica sobre la
actividad antibacteriana y los extractos vegetales. La primera hace referencia a la
actividad antibacteriana que surge del proceso evolutivo conducido por la seleccion
de adquirir una defensa mejorada frente a los ataques de microorganismos patdgenos
(Domingo y Lopez-Brea, 2003). La segunda aproximacion teorica hace referencia a
las propiedades que tienen los extractos vegetales mediante sus principios activos
presentes en las diferentes partes de la planta: hojas flores, tallos, frutos, raices. Los
(Cecchini, 1978).

Considerando los antecedentes referidos se formulé el problema con el siguiente

enunciado holopréxico:

¢Cudl es la composicion quimica y actividad antibacteriana de los frutos de

Solanum hirtum Vahl (Solanaceae)?

Justificacion e Importancia de la Investigacion

Los por qué o razones de una investigacion son los que justifican el desarrollo de
las fases operativas del proceso indagatorio. En tal sentido, las razones han sido
categorizadas de manera variada: necesidades, inquietudes, potencialidades, intereses,
entre otras (Hurtado, 2010). En lo que respecta a las necesidades, esta investigacion
se realizd porque las sustancias que exhiben actividad antibacteriana podrian ser
utilizadas para el tratamiento de las enfermedades infecciosas, especificamente, por

su eficacia (Ncube, Afolayan y Okoh, 2008; Gutiérrez y Estévez, 2009). En respuesta
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a la necesidad de conseguir alternativas eficaces, se ha recurrido a la fitoquimica y
fitofarmacologia. La gran cantidad de metabolitos secundarios en las plantas ofrece
una gigantesca posibilidad de hallar moléculas bioactivas. Asi, se acepta que, sin
menospreciar el avance alcanzado por la sintesis quimica, las plantas son
consideradas la fuente principal de sustancias activas con propiedades
antibacterianas, apoyado en que ellas producen cientos de miles de metabolitos

secundarios (Chang, Garcia, Rosalbal, Espinosa y Ramos, 2013).

Respecto a los intereses que estimularon a la autora de esta investigacion esta la
actividad antibacteriana, en la cual destacan los productos naturales tales como los
extractos de plantas y sus compuestos puros los cuales proveen oportunidades
ilimitadas para el desarrollo de nuevas sustancias que consigan ser utilizadas para el

control bacteriano (Ncube y cols., 2008).

Obijetivos de la Investigacion
Objetivo General

Determinar la actividad antibacteriana y la composicion quimica del extracto y
fracciones obtenidas de los frutos Solanum hirtum Vahl.

Objetivos Especificos

1. Obtener el extracto metandlico de los frutos Solanum hirtum Vahl

mediante maceracion.
2.  Separar el extracto obtenido previamente a través de cromatografia al

vacio utilizando solventes de polaridad creciente (hexano, diclorometano,

metanol).
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3. ldentificar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en

el extracto metanolico y fracciones de los frutos de S. hirtum.

4. Comprobar la actividad antibacteriana de las muestras anteriormente

mencionadas mediante el método de difusién en agar en disco.

Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

El alcance de esta investigacion, fue determinar la actividad antibacteriana y
composicion quimica de los extractos de los frutos Solanum hirtum mediante el
método de difusion en agar con disco (Kirby-Bauer) y pruebas quimicas cualitativas,

respectivamente.

Limitaciones de la Investigacion

En cuanto al proceso de realizacion de este trabajo de investigacion se
presentaron diferentes limitaciones, que hicieron que la ejecucion del mismo fuese
complicada y asimismo cumplir con los objetivos planteados; las limitaciones fueron:
Alto costo de los reactivos, desde el punto de vista teérico se encontraron pocos
trabajos previos e informacion sobre la especie en estudio, adicionando a esto la
situacién actual del pais en cuanto a los cortes prolongados de electricidad y fallas del

servicio de internet.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

Trabajos previos

Sbhatu y Abraha, (2020), realizaron el perfil antimicrobiano preliminar de
Solanum incanum L, contra dos bacterias gramnegativas (Escherichia
coliySalmonella  typhi) 'y dos  bacterias  grampositivas  (Bacillus
subtilis y Staphylococcus aureus). Las pruebas fitoquimicas de los extractos de
frutos, hojas y tallos de S. incanum demostraron que la planta contiene alcaloides,
saponinas, flavonoides, glucdsidos, terpenoides y esteroides. Segun las pruebas de
difusion en disco de agar, los extractos produjeron a una concentracion de 100
mg/mL zonas de inhibicién del crecimiento bacteriano que oscilaban entre 11,34 y
16,06 mm contra todas las especies bacterianas. Por lo tanto, los frutos, las hojas y los
tallos deS. incanum pueden considerarse fuentes de algunos compuestos
bioactivos. Los hallazgos son importantes para tomar medidas para la conservacién y
el uso sostenible de la planta, asi como para una mayor aclaracion de su eficacia

fitoquimica y antimicrobiana de sus componentes.

Akanmu, Bulama, Balogun, y Musa (2019), publicaron un trabajo de
investigacion en el cual evaluaron la actividad antibacteriana de extractos acuosos y
metandlicos de las hojas de Solanum incanum Linn. (Solanaceae) contra aislados
bacterianos resistentes a multiples farmacos (Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa). EI examen fitoquimico

reveld la presencia de glucosidos cardiacos, carbohidratos y azucares reductores en
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ambos extractos. Ademads, se encontraron resinas, flavonoides, terpenoides y
esteroides en el extracto de metanol, mientras que en el extracto acuoso se evidencio
la presencia de saponinas y alcaloides. La evaluacion de la actividad antibacteriana de
S. incanum utilizando el método de difusion en agar en pozos mostré que los
extractos acuosos y de metanol tienen actividades significativas contra S. pyogenes, S.
aureus, K. pneumoniae y P. aeruginosa. La mayor actividad antibacteriana se
presentd para extractos acuosos con una concentracion inhibitoria minima (CIM) de
2,62 mg/mL y una concentracién bactericida minima (CBM) de 60,0 mg/mL y en el
de metanol CIM = 7,50 mg/mL y CBM= 80,0 mg/mL contra P. aeruginosa,
respectivamente. Se mostro la menor actividad antibacteriana tanto para extractos
acuosos (CIM = 0,5 mg/mL CBM = 20 mg/mL) como metanol (CIM = 5,00 mg/mL,
CBM = 80 mg/mL) contra K. pneumoniae. Asi, S. incanum (Solanaceae) puede
decirse que tiene actividades antibacterianas contra aislados bacterianos.

Cafion y Menco (2018), realizaron un trabajo de investigacion titulada Estudio
fitoquimico de la especie vegetal Solanum crinitipes Dunal (Solanaceae) y evaluacién
de su uso como agente antimicrobiano. Los extractos etandlicos obtenidos de los
frutos, hojas y tallos fueron sometidos al analisis fitoquimico preliminar y ademas
fueron ensayados frente a bacterias como Escherichia coli y Staphylococcus aureus y
en hongos como Aspergillus spp, Botrytis sp., Candida sp., Fusarium sp., Penicillium
sp., Rhizopus sp., y Trichoderma sp. Del analisis fitoquimico preliminar se establecid
la presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, triterpenoides, esteroides,
fenoles, taninos, cumarinas, compuestos lactonicos y quinonas. Los extractos
mostraron una toxicidad moderada frente a Artemia salina. En los ensayos de
actividad antimicrobiana, empleando la técnica de difusién en agar por pozos, se
evidencio que el extracto de hojas tiene una actividad media frente a S. aureus. El
extracto de hojas por ser el de mayor actividad, fue fraccionado usando cloroformo,
acetona y etanol como disolventes. Las fracciones obtenidas se evaluaron de nuevo

contra S. aureus Yy los resultados mostraron que la fraccion en acetona presenta una
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actividad alta mientras que la fraccion en cloroformo mostré una actividad media. La
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de la fraccion en acetona fue de 30,0
mg/mL a la cual se observd una disminucion del crecimiento de S. aureus. La
fraccion en acetona contiene entre sus metabolitos alcaloides, taninos y compuestos

cardiotdnicos que pueden estar asociados a la actividad antimicrobiana.

Kalita, Dash, Borah, Deka y Dash (2017). Publicaron un trabajo de
investigacion titulado "Analisis fitoquimico preliminar y actividad antimicrobiana de
extractos etandlicos de los frutos secos de Solanum torvum (Familia-Solanaceae)”. El
objetivo fue estudiar la actividad antimicrobiana del extracto etanolico de los frutos
secos de Solanum torvum junto con analisis fitoquimicos preliminares utilizando
métodos estandar. Se examino la actividad antimicrobiana del extracto de la planta
contra 2 cepas bacterianas, una de ellas grampositiva (Staphylococcus aureus) y otra
gramnegativa (Escherichia coli) y 2 hongos (Candida albicans y Trichophyton
rubrum) utilizando el método de difusion de agar en pozo. Resultados: varios analisis
fitoquimicos revelaron la presencia de alcaloides, saponinas, flavonoides,
carbohidratos, glucésidos, esteroides, proteinas, aminoécidos y taninos. El extracto de
la planta mostr6 actividad antimicrobiana contra la mayoria de los organismos de
ensayo (S. aureus, E. coli y C. albicans). Dichos resultados concluyen que el extracto
etandlico de Solanun torvum posee una actividad antimicrobiana prometedora en

comparacién con los estandares.

Ramirez, Isaza, Pérez y Martinez (2017), publicaron un trabajo titulado Estudio
fitoquimico preliminar y evaluacion de la actividad antibacteriana del Solanum
dolichosepalum Bitter (Frutillo). El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
actividad antibacteriana de extractos obtenidos del fruto de S. dolichosepalum y
realizar un estudio fitoquimico preliminar. La actividad antibacteriana fue evaluada a

partir de cuatro fracciones (F) obtenidas del extracto etandlico de los frutos secos de
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S. dolichosepalum frente a cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa por el método de Kirby-Bauer. La primera fraccion se
sometié a cromatografia en columnay a sus fracciones se les evalué la concentracion
inhibitoria minima (CIM) Los metabolitos responsables de la actividad antibacteriana
se identificaron por cromatografia de capa delgada en placas de silica gel (MERCK) y
lampara ultravioleta (365 nm). Las pruebas fitoquimicas del extracto etandlico
revelaron la presencia de alcaloides, esteroides y/o triterpenoides libres, taninos,
saponinas, flavonoides y glucésidos cardiotdnicos. De las cuatro fracciones obtenidas
a partir de este extracto, las fracciones F1 y F2 tuvieron CIM de 31,25 y 15,62
mg/mL, respectivamente frente a E. coli y de 500 y 31,25 mg/mL frente a S. aureus.
F3 y F4 no presentaron inhibicién y ninguna fraccion tuvo actividad frente a P.
aeruginosa. Las fracciones obtenidas por cromatografia en columna a partir de F1 se
denominaron Fia, Fig, Fic ¥ Fip; la fraccion Fig mostré la mayor actividad
antimicrobiana, con CIM de 35 y 17,5 mg/mL frente a S. aureus y E. coli
respectivamente. Los resultados obtenidos confirman el uso tradicional del S.

dolichosepalum como antibacteriana, con actividad frente a E. coli y S. aureus.

Mazher, Malik, Riaz, Hussain, Ali y Noshad (2016), realizaron un trabajo
titulado: Ensayo fitogquimico y antibacteriano de extractos de frutas, hojas y tallos de
Solanum nigrum L, en diferentes solventes. En este estudio se determiné el anélisis
fitoquimico y la actividad antibacteriana de los extractos de frutos, hojas y tallos de
Solanum nigrum L. preparados en cuatro solventes, es decir, etanol, cloroformo, éter
de petréleo y agua destilada. El analisis fitoquimico mostré la presencia de
componentes significativos como saponinas, taninos, esteroides, terpenoides,
alcaloides y flavonoides. La actividad antibacteriana se establecié por el halo de
inhibicién utilizando el método de difusion en agar en pozo con cinco cepas
bacterianas a saber. Bacillus subtilis, Salmonella paratyphi, Escherichia coli, Proteus
vulgaris y Vibrio cholera. La zona de inhibicién varié entre 8,5 mm a 33,0 mm,

donde el extracto cloroférmico de los tallos no exhibid una zona de inhibicidén contra
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B. subtilis y S. paratyphi. El valor de la concentracion inhibitoria minima (CIM)
medido usando el método de dilucion en serie contra cepas bacterianas varié de 250
pg/mL a 1000 pg/mL. Los extractos de frutos en etanol y cloroformo mostraron una
mayor zona de inhibicién contra V. cholera en comparacion con la tetraciclina. Esta
investigacion demostré que los extractos de etanol y cloroformo de los frutos de

Solanum nigrum L. poseen una posible accién antibacteriana.

Antecedentes Historicos

Se puede decir que el estudio de las plantas comenzé cuando el hombre tuvo que
asumir sus dolencias, y traté de combatirlos mediante remedios sintométicos segin su
instinto, creencias y conocimientos adquiridos por la experiencia, al no disponer de
tratamientos efectivos y encontrarse ante situaciones terribles al enfrentarse a
enfermedades graves. La primera respuesta del hombre fue espontaneamente
instintiva, pero aun en estas primitivas actuaciones ya puede encontrarse un principio
de “terapéutica antimicrobiana”. De esta manera comenzo a realizar practicas
curativas que habian dado buenos resultados ante situaciones semejantes. Este hecho
le llevd a identificar y cultivar diferentes plantas que mas tarde utilizaria como

remedios terapéuticos (Gonzales y Calvo, 2005).

Con el pasar de los afios se ha intensificado el interés en los productos naturales
para determinar su actividad antimicrobiana, esto surge debido a la resistencia que se
ha venido dando por parte de los microorganismos, obteniéndose asi bases cientificas
en cuanto al uso de estos en procesos infecciosos, ya que las sustancias con caracter
de antibidticos forman parte esencial, a lo que se le llama metabolitos secundarios
(Bentham, 1836).

En la actualidad la exploracion de la medicina natural a partir de plantas ha
surgido mucho para tratamientos de diversas patologias. Es conveniente destacar que
la quimica de los productos naturales es desde hace afios uno de los temas de

investigacion dedicados a metabolitos secundarios y algunos tdpicos relacionados a
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su estructura, bioformacion, reacciones, sintesis y perspectivas farmacoldgicas

(Marcano y Hasegawa, 2002)

Bases Tedricas

Familia Solanaceae

La familia Solanaceae comprende aproximadamente 98 géneros y unas 2700
especies, distribuidas en diferentes habitats y con morfologia muy variada, se
distribuye por casi todo el planeta, con la excepcién de la Antértica. La mayor
diversidad de especie se ha registrado en América del Sur y América Central
(Magaiia y Burelo, 2010).

Las Solanaceas incluyen especies de gran importancia econémica, alimenticia
como la papa, Solanum tuberosum L.; tomate, Solanum esculentum L.; berenjena,
Solanum melongena L; y tomate de hoja, Physalis spp.; otras de uso industrial como
el tabaco, Nicotiana tabacum L.; ornamentales como, Petunia spp.; floripondio,
Brugmansia spp.; copa de oro, Cyphomandra spp.; y huele de noche, Cestrum
nocturnum L. Algunas especies de la familia se les atribuye uso medicinal: Cestrum
spp., Datura stramonium L., Nicandra physalodes Gaertn., Physalis spp y Atropa
belladona L (Vargas, Martinez y Davila, 2003).

Cabe destacar, que constituye un grupo taxonémico muy diverso e importante. Se
ubica en el reino Plantae, division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, subclase
Asteridae, orden Solanales, familia Solanaceae, subfamilia Cestroideae, Solanoideae,

Nicotianoidea, Petunoideae, Schizanthoideae (Solanaceae Sourse, 2012)

En general las especies de la familia Solanaceae se caracterizan por ser hierbas,
arbustos, lianas o pequefios arboles, a menudo ramificados simpodicamente, con

diversos tipos de pelos estrellados, ramificados o espinosos, pueden ser anuales,
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bienales o perennes, erguidas o decumbentes (Nifio, Correa, Cardona y Mosquera,

2011).

A continuacién, se describen algunas caracteristicas botanicas de esta familia

Solanaceae:

Tallo: Los tallos pueden estar provistos de tubérculos subterraneos. No
presentan laticiferos, ni latex, ni jugos coloreados. Pueden presentar una
agregacion basal o terminal de hojas o pueden no tener ninguno de ambos

tipos.

Flores: son en general hermafroditas, en la gran mayoria de los casos
presentan un perianto diferenciado en céliz y corola (con 5 sépalos y 5

pétalos, respectivamente).

Caliz: El caliz es gamosépalo (ya que los sépalos estan unidos entre si
formando un tubo), con los 5 (a veces 4 0 6) segmentos iguales entre si, es
pentalobulado, con los l6bulos méas cortos que el tubo, es persistente y

puede muy a menudo ser acrescente.

Corola: La corola usualmente presenta 5 pétalos que también se hallan

unidos entre si formando un tubo.

Androceo: El androceo presenta 5 estambres (raramente 2, 4 o 6), libres
entre si, opositisépalos (es decir, alternan con los pétalos), son usualmente

fértiles.

Gineceo: El gineceo es bi-carpelar (raramente 3- 0 5-locular), de ovario

supero y presenta dos l6culos. Los léculos pueden estar secundariamente
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divididos por falsos septos. Cada loculo lleva de 1 a 50 6vulos anatropos

0 hemianatropos de placentacion axilar.

- Fruto: El fruto en las Solanaceas puede ser una baya (como en el caso de
Solanum), una drupa, o una cépsula. Las capsulas son normalmente

septicidas o, raramente, loculicidas o valvares.

- Semillas: Las semillas son usualmente endospermadas, oleosas
(raramente almidonosas), sin pelos conspicuos. EI embrion, que puede ser

recto a curvo, presenta dos cotiledones (Nifio y cols., 2011).

e Aspectos quimicos de las Solanaceas

Quimicamente, las solanaceas han sido ampliamente estudiadas, principalmente
durante la decada de los 60. Durante este tiempo se descubrieron varias moléculas
novedosas como esteroides, saponinas, glucosidos y alcaloides en raices, tallos y
hojas. De todas las moléculas antes mencionadas, son los alcaloides a quienes se ha
dado una importancia especial ya que éstos han mostrado la mayor actividad en todos

los casos (Zhafiay, 2012).

Se destacan la solanidina, la solasodina, solasodieno, solaverinas, solasonina,
solaverol, solafloridina, tomatidina, solaverbascina y f- solamarina, sélo por
mencionar los alcaloides mas importantes. Los flavonoides son otro grupo de
moléculas que han sido aisladas del género Solanum, aqui podemos hablar de los
glicosidos de flavonol, de dihidroflavonoles y antocianinas, las cuales aportan la

coloracion purpura a flores y frutos (Zhafiay, 2012).
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e Actividades farmacoldgicas
Las actividades farmacoldgicas de la familia Solanaceae son extensas, debido a
que la mayoria poseen compuestos de naturaleza alcaloidea utilizados por la industria

farmacéutica, de especies de Datura, Hyoscyamus, y Duboisia (Seijo, 2017).

- Alcaloides: (solanidina, solasodieno, solaverinas, solafloridina, tomatidina,
espirosolano, solanocapsina) tienen actividad hipnoticas, sedantes,
alucindgenas y muscarinicas (anticolinérgicas) o antiespasmddicas (Seijo,
2017).

- Flavonoides: (rutina, quercetina y kaempferol) en particular, exhiben una
amplia gama de efectos bioldgicos, incluyendo actividad antibacteriana,
antiviral, antinflamatoria, antialérgica, antioxidante, antitromboética vy
vasodilatadora (Zhafay, 2012).

- Polifenoles: poseen acciones molusquicidas, antihelminticas,
antihepatotdxicas, antidiarreicas, antiulcerosos, antivirales, antialérgicas y

vasodilatadoras (Zhafay, 2012).

- Saponinas: han sido trabajados para desafiarlos a nivel experimental e
identificar sus posibles actividades frente a bacterias, hongos, insectos o
células. Tienen actividad en la sintesis de hormonas, drogas para el
tratamiento contra el cancer y el alzhéimer, control del colesterol e
investigacion de vacunas humanas (herpes y VIH, entre otros (Flechas,
Sanchez y Silva, 2008).
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Género Solanum

Solanum es uno de los géneros mas grandes de Angiospermas, con cerca de 1500
especies, distribuidas en los tropicos, subtropicos y en las regiones templadas de
ambos hemisferios. Entre sus especies se encuentran muchas de importancia
econdmica por su uso y explotacion como alimento y aplicaciones en farmacologia,
ademas de las relaciones ecoldgicas y evolutivas que establecen con numerosas
especies de insectos para los cuales son plantas nutricias (Cadavid, 2013). La més alta
concentracion de especies se encuentra en los Andes y en el Sur Este de Brasil, las
especies crecen preferiblemente en bosques humedos tropicales (Orozco, Beltran,
Porras y Nee, 2008).

Aunque la taxonomia del género Solanum es compleja por su tamafio y
diversidad morfoldgica, las aproximaciones moleculares han sido Utiles para elucidar
su estructura filogenética. Con el uso de datos moleculares del gen ndhF de
cloroplasto y las regiones nucleares ITS y waxy, al menos doce especies se han
encontrado bien soportados dentro del género (Leptostemonum, Dulcamaroide,
Morelloide, Normania, Archaesolanum, Africanas sin espinas, Papa, Regmandra,
Thelopodium, Brevantherum, Geminata y Cyphomandra). Por ello, Solanum esta
ubicado dentro de la familia Solanaceae, subfamilia Solanoideae, subgéneros

Solanum, Bassovia y Leptostemonum (Weese y Bohs, 2007).

Este género se caracteriza, por ser plantas arbustivas generalmente trepadoras,
hierbas anuales o perennes, principalmente tropicales (Lastres y Benitez, 2014). Entre
sus caracteristicas morfologicas, tanto vegetativas como reproductivas presentan:
tallos herbaceos con ramificaciones, hojas alternas sin estipulas, inflorescencias
cimosas, flores hermafroditas generalmente violaceas blancas y amarillas, caliz
acampanado o extendido, corola rotacea y tubo muy corto, estambres insertos en la
garganta del tubo corolino, fruto en baya bilocular y semillas numerosas (Ancco,
2003).
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e Composicién quimica del género Solanum

Estudios fitoquimicos han afirmado la presencia de numerosos metabolitos
secundarios entre los cuales destacan: alcaloides, saponinas y sapogeninas
esteroidales, flavonas y flavonoides, antocianidinas, taninos, cumarinas, Triterpenos,
Carotenoides, Acidos grasos, Acido ascorbico entre otros (Alarcon, Usubillaga, Pefia,
Pérez, Aparicio y Rojas, 2013).

Alcaloides del Solanum

Los alcaloides son un tipo de metabolitos secundarios, es decir, compuestos
quimicos sintetizados por las plantas y que no son esenciales para su metabolismo. En
general, la planta los sintetiza a partir de aminoacidos y los utiliza en su relacion con
el medio que la rodea. Aunque las Solanaceas no son las Unicas plantas que los
sintetizan, muchas especies de esta familia los contienen en grandes cantidades.
Algunos de esos alcaloides son en realidad glicoalcaloides, es decir, alcaloides con un
grupo de azucar. Normalmente tienen una finalidad defensiva (para evitar que los
animales o las plagas se coman las plantas), y algunos incluso impiden el

crecimiento de determinados microorganismos (Seijo, 2017).

En su mayoria poseen un esqueleto de 27 carbonos y pueden dividirse en 4
nacleos: solanina (1) solanidina (2), solanocapsina (3) y solacongestidina (4) (Figura
1) (Prelog, 1960).

El género Solanum es conocido como una fuente de compuestos esteroidales,
destacandose, el Solanum tuberosum, Solanum lycopersicum y Solanum melongena,
como productores de solanina (1). Otros alcaloides como la solanidina (2), se han
obtenido del Solanum hirtum Vahl, Solanum nigrum L y Solanum tuberosusm
(Navarrete, 2017). Asi, como tambien se han aislado del Solanum seaforthianum y
Solanum pseudocpsicum L, el alcaloide solanocapsina (3) (Hernandez, Martinez,
Fiallo, Souza y Oglio, 2016).
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Figura 1. Estructura quimica de los nucleos de alcaloides obtenidos del

género Solanum

1. Solanina 2. Solanidina

3. Solanocapsina 4. Solacongestidina

Tomado y modificado de Hernandez, Martinez, Fiallo, Souza y Oglio, 2016.
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Saponinas del Solanum

Las saponinas son compuestos secundarios de origen vegetal, se caracterizan por
sus propiedades tenso-activas; se disuelven en agua formando disoluciones
espumosas y se encuentran por lo general en familias de la clase monocotiled6nea,
como son; Liliacea (Agavaceae), Dioscoreaceae y Amarilidacea. En las
dicotiledoneas, se les ha encontrado en las familias Solanaceae y Scrofulariacea
(Méndez, 2016).

Las saponinas estan formadas por hidratos de carbono (azlcares) y una
sapogenina (aglicona) mediante el enlace glicosidico que siempre se forma con el
oxigeno del carbono tres de la sapogenina. Se encuentran dentro del grupo de los
glicosidos heterdsidos; ya que por hidrolisis acida queda libre la sapogenina. Su
actividad glicosidasa se presencia en los azlucares de la serie D (glucosa, galactosa,
xilosa) en la forma B, y en los azlcares de la serie L (arabinosa y ramnosa) en la
forma o (Méndez, 2016).

De acuerdo a la naturaleza del aglicon, las saponinas pueden tener un esqueleto
esteroidal o triterpenoide. Los de tipo esteroidal se caracterizan por presentar un
anillo de 1,2-ciclopentanofenantreno, con una aglicona que corresponde a un grupo
esteroidal de 27 atomos de Carbono y los de tipo triterpenoide; cuyo aglicon es un
grupo terpenoide pentaciclico de 30 atomos de Carbono (Hernandez y Hermosilla,
2014)

Diversos estudios han reportado saponinas esteroidales aislados de diferentes
especies del genero Solanum, entre ellos se encuentran: los liconésidos (5) de
Solanum lycocarpum, solanigrésido (6) de Solanum nigrum y solanolactésido (7)

aislado de Solanum torvum (Cardona, 2011).
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Figura 2. Estructura quimica de algunas saponinas del genero Solanum

5. Liconosido
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7. Solanolactoésido

Tomado y modificado de Cardona, 2011.
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Flavonoides del Solanum

Los flavonoides son productos del metabolismo secundario de las plantas, su
estructura corresponde a un compuesto polifendlico hidroxilado; la palabra
flavonoide engloba gran cantidad de productos de origen natural, con un esqueleto de
C6-C3-C6. Estos compuestos biolégicamente activos desempefian multiples
funciones; en la planta se transportan por sus tejidos y se hallan dentro de la célula
fotosintetizadora, involucrandose directamente en procesos de proteccion y

sefializacion (Tipanquiza, 2018).

La presencia de grupos hidroxilo confiere a la molécula efectos antioxidantes, por
guelacién de iones metalicos o por neutralizacion de radicales libres. En el tejido
vegetal constituye un mecanismo de defensa anti oxidativo contra diferentes tipos de
estrés, tanto abiotico como bidtico; dan coloracion a las flores y frutos de las plantas,
su papel es determinante en la polinizacion, son sintetizados para proteger a la planta
contra agentes infecciosos, para la proteccion contra la radiacion UV y el calor,

regulan el crecimiento (Tipanquiza, 2018).

El origen de los flavonoides al igual que los demas compuestos fenolicos, consta
de dos rutas, la del acido malénico y la del acido shikimico, siendo la segunda la
responsable de la biosintesis de estos compuestos en plantas. Junto con los procesos
Oxidativo, se originan diferentes clases de flavonoides, entre ellos la rutina (8),
obtenida de las hojas del Solanum nigrum L (Perdomo, 2017) y la narigenina (9), uno
de los principales compuestos del fruto de Solanum lycopersicum L (Montoya, 2017).
Asi como también, los flavonoides tilirosideo (10) y astragalina (11) aislados de los

frutos verdes de Solanum crinitum Lam (Cornelius y cols., 2010).
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Figura 3. Estructura quimica de algunos flavonoides del genero Solanum
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Tomado y modificado de Perdomo y Montoya, 2017.
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Carotenoides del Solanum

Los carotenoides son una de las muchas familias de metabolitos vegetales
derivados de la biosintesis de los isoprenoides. Son un grupo de pigmentos
ampliamente distribuidos en el reino vegetal, responsables de colores amarillos, rojos
y naranjas de alimentos tales como frutas, verduras, yemas de huevo, proporcionan el
color caracteristico del salmén y la trucha, tienen capacidad antioxidante (Valdés,
2016).

También se les conoce como tetraterpenoides (Cao), siendo pigmentos con 40
atomos de carbono formados por 8 unidades de isopreno donde la secuencia se
encuentra invertida en el centro derivado de 2 unidades de geranil — geranil-
pirofosfato (Valdés, 2016).

Entre los carotenoides que se encuentran dentro del género Solanum se
mencionan el licopeno (12) que es el principal carotenoide acumulado en el tomate
(Solanum lycopersicum) constituyendo mas del 80 % de estos compuestos en el
estado de maduracion (rojo), y es el responsable de su color caracteristico. Es a su vez
un punto de partida en la ruta biosintetica de otros carotenoides, como la formacion
de B-caroteno (13), precursor de la vitamina A, que también se han aislado de otras

especies (Solanum tuberosum y Solanum melongena) (Lopez y cols., 2014).
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Figura 4. Estructura quimica de algunos carotenoides del genero Solanum

12. Licopeno

13. p-caroteno

Tomado y modificado de Lopez y cols., 2014.

Actividades farmacoldgicas

Algunas especies del genero Solanum son utilizadas para el tratamiento de una
gran variedad de aplicaciones medicinales: antimalaricas, anticonceptivas,
antimicrobianas, enfermedades cardiacas y enfermedades sexuales (Tabla 1) (Coy,
Cuca y Orozco, 2006).
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Tabla 1. Actividades Farmacoldgicas de Algunas Especies del Género Solanum

Nombre Cientifico

Actividad Farmacologica

Referencias

Solanum nigrum

Antiséptico, expectorante,
cardiotonico, digestivo

diaforético y sedativo.

(Chang, Garcia,
Rosalbal, Espinosa y
Ramos, 2013).

Solanum tuberosum

Actividad antioxidante

(Saikhan, Howard y
Miller, 1995).

Solanum lycopersicum

Antihelmintico,
antinflamatorio y

anticancerigeno

(Guano, 2015).

Solanum mammaosum

Tratamiento de pie de atleta

y sinusitis

(Romani y Humire,
2009).

Solanum torvum

Demulcente, antiacido,
antinflamatorio,

antipruriginoso

(Jackson y cols.,
2010).

Solanum incanum L

Infecciones micoticas

cutaneas patologicas

(Beaman y
Muhammed. 1976).

Solanum surattense

Actividad antibacteriana
contra Pseudomonas
aeruginosa, cicatrizante y

antioxidante

(Thirumalai, Therasa

y Elumalai, 2012).
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Tratamiento de la diabetes,
Solanum lycocarpum (Aguiar, 2005).
esteroides anabolizantes,
anticonceptivos y

antinflamatorios

Solanum dolichosepalum (Ramirez, Isaza 'y
Actividad antimicrobiana Pérez, 2013).
Solanum quitoense (Moreno, Andrade,

Propiedades antioxidantes Concellén y Diaz

2013).

Especie Solanum hirtum Vahl

Es una maleza ampliamente conocida en México, en el norte de Colombia y en
Venezuela, es un arbusto pequefio de mas o menos 1 metro de alto, muy espinoso,
que crece en los potreros a libre exposicion solar, es resistente a nematodos del
género Meloidogyne spp. Es de amplia distribucién a nivel mundial, presenta
aguijones fuertes en tallo y hojas, sus frutos son bayas de pulpa seca (amarillos o
anaranjados) cubiertos de pelos largos y blandos, aunque son venenosos tienen

diferentes usos medicinales (Ordofiez, Gomez, Ordofiez y Lagos, 2012) (Figura 5).
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Figura 5. Solanum hirtun Vahl, Tallo, flores y frutos
(Salinas, 2012).

Dentro de las angiospermas, el tomatillo (Solanum hirtum) se encuentra en los
siguientes taxones: Reino Plantae, Phylum Magnoliophyta, Clase Magnoliosida,
Orden Solanales, Familia Solanaceae, Genero Solanum, Especie hirtum, Autor: Vahl
(Salinas, 2012).

e Composicion quimica

Entre los principios activos que se han obtenido de Solanun hirtum se encuentran
los glicoalcaloides solanina (1) y solanidina (2) que son compuestos tdxicos de sabor
amargo dependiendo del grado de madurez del fruto (Salinas, 2012). Se aislé del
extracto metanolico de las hojas de S. hirtum una sapogenina que fue identificada
como diosgenina (14) (Velez y Escobar, 2006). Adicionalmente otros autores
reportan mediante el analisis fitoquimico cualitativo de los extractos de frutos, tallos,
raices y hojas de S. hirtum la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides y

taninos (Ancona, Valencia, Garcia, Chiny Luna, 2015).
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Figura 6. Estructura quimica de la sapogenina obtenida de Solanum hirtum

14. Diosgenina

Tomado y modificado de Vélez y Escobar, 2006.

e Actividad farmacoldgica

La presencia de compuestos, entre ellos la solanina y solanidina permiten que
la especie (Solanum hirtum) posea propiedades antinflamatorias y
anticonvulsivantes (Salinas, 2012). Principios activos como la diosgenina tienen
una gran importancia en la industria farmacéutica de la actualidad. Entre sus
principales usos se encuentran la produccion de hormonas sexuales
(anticonceptivos) y corticosteroides para el tratamiento de inflamaciones de la piel
y artritis (Vélez y Escobar, 2006).

Productos naturales

Son todas aquellas sustancias que biosintetizan las plantas a partir de otras muy
sencillas, como lo son CO2, H20 y O2. El uso de productos naturales se originé por los
intentos de aislar e identificar los compuestos fisiolégicamente activos de origen
animal o vegetal, tal es el caso del descubrimiento de la morfina, las penicilinas y las

prostaglandinas (Ringuelet y Vifa, 2013).
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Los compuestos quimicos celulares (metabolitos) pueden ser clasificados en
primarios y secundarios. Los compuestos primarios serian todos aquellos que son
esenciales para el funcionamiento de toda materia viva, responsables de su estructura
y de todas las reacciones necesarias para mantener el estado vital y posibilitar el
crecimiento, el desarrollo y la reproduccion. Comprenden los Glucidos o Hidratos de

Carbono, los Lipidos, las Proteinas y los Acidos Nucleicos (Ringuelet y Vifa, 2013).

Los compuestos secundarios cumplen funciones que no resultan estrictamente
vitales en los tejidos y representan en ocasiones compuestos de desecho del
metabolismo. No estan, en general, directamente involucrados con el crecimiento y
desarrollo, ni participan en procesos tales como la obtencién de energia (Ringuelet y
Vifia, 2013).

Su importancia radica en la propia funcidon biolégica en la que son
biosintetizados. Pueden ser Utiles por sus posibilidades directas como agentes
terapéuticos, pueden servir como modelos para la preparacion de sustancias
bioactivas, como materia prima para la sintesis de sustancias de interés farmacolégico

y/o interés industrial (Gutiérrez y Estévez, 2009).

A fin de establecer un ordenamiento, estos compuestos se clasificaran teniendo
en cuenta: su origen biosintético, las caracteristicas estructurales comunes y las

propiedades de solubilidad (Ringuelet y Vifia, 2013).
Los grandes grupos de metabolitos secundarios a tratar son:

Compuestos nitrogenados y azufrados: caracterizados por poseer nitrgeno
y/o azufre en su estructura, de solubilidad y origen biosintético diverso, pero

mayoritariamente derivados de aminoacidos (Ringuelet y Vifia, 2013).

Compuestos fendlicos: con al menos un grupo hidroxilo unido a uno o mas
anillos aromaticos en su estructura quimica, la mayoria hidrosolubles y

derivados biosintéticamente del acido shikimico (Ringuelet y Vifia, 2013).
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Terpenoides: con la molécula de isopreno como unidad estructural,
liposolubles, y biosintéticamente asociados a la via del acido mevaldnico o a

la via gliceraldehido fosfato (Ringuelet y Vifia, 2013).

Acido piravico: dependiendo de la clase de terpenoides en cuestion. Varios
compuestos no esenciales considerados metabolitos secundarios distribuidos
en plantas y microorganismos, pueden no estar incluidos en estos grupos por

no compartir algunas propiedades o caracteristicas (Ringuelet y Vifia, 2013).

e Extractos vegetales

Los extractos vegetales son productos extraidos directamente de los frutos, hojas,
semillas o raices de una planta, los cuales contienen componentes que pueden realizar
una funcién beneficiosa en el organismo cuando se ingieren a través de un alimento,
un complemento alimenticio, o cuando los aplicamos en la piel mediante un
cosmético. También actian como conservantes y antioxidantes de dichos alimentos y

cosméticos (Bonatti, 1991).

Un extracto contiene los componentes activos mas importantes del vegetal, de
manera muy concentrada. De hecho, en un extracto, la cantidad del compuesto puede
ser miles de veces superior a la que se encuentra originariamente en el vegetal
(Bonatti, 1991).

e Obtencidon de extractos vegetales

Los métodos extractivos mas empleados son: Maceracion: frio o en calor, Soxhlet

(extraccion continua) y Arrastre por vapor de agua (destilacion) (Bonatti, 1991).
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Extraccion por Maceracion: la planta seca y molida se pone en contacto con el
disolvente a temperatura ambiente, dejando la mezcla en reposo (aproximadamente
de 3 a 10 dias). Transcurrido el tiempo de maceracion, se decanta el extracto y se
elimina el residuo vegetal (Bonatti, 1991).

Extraccion por Soxhlet: el material vegetal seco es sometido a una extraccion
continua. El aparto soxhlet asegura en todo momento la provision de disolvente puro,
que pasa por el material arrastrando los principios activos. El extracto suele

concentrarse eliminando total o parcialmente el disolvente (Luque y Priego, 2010).

Extraccion por Arrastre de Vapor: es el proceso de extraccion mediante el cual
se obtienen aceites esenciales, los cuales son productos grasos de un numero muy
grande de compuestos quimicos aromdticos muy volatiles de estructura vy
composicion muy compleja. La mayoria son terpenos de bajo peso molecular
(Harborne, 1998).

e Separaciony purificacion de extractos vegetales

Muchas de las técnicas disponibles para la separacion y purificacion de los
metabolitos secundarios estan relacionadas con la cromatografia, que es un método
fisico de separacion para la caracterizacion de mezclas complejas, la cual tiene
aplicacion en todas las ramas de la ciencia. Es un conjunto de técnicas basadas en el
principio de retencidn selectiva, cuyo objetivo es separar los distintos componentes
de una mezcla, permitiendo identificar y determinar las cantidades de dichos
componentes (Corzo, 2019). Puede cumplir dos funciones basicas que no se excluyen

mutuamente:
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- Separar los componentes de la mezcla, para obtenerlos méas puros y que

puedan ser usados posteriormente (etapa final de muchas sintesis).

- Medir la proporcion de los componentes de la mezcla (finalidad analitica). En
este caso, las cantidades de material empleadas son pequefias (Corzo, 2019).

La separacion se debe a la influencia de dos efectos contrapuestos:

a) Retencién: Efecto producido sobre los componentes de la mezcla por una fase

estacionaria, que puede ser un sélido o un liquido anclado a un soporte sélido.

b) Desplazamiento: efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una fase

movil, que puede ser un liquido, un gas o un fluido supercritico (Corzo, 2019).

Son diversos los criterios usados para la clasificacion, siendo uno de ellos, el tipo
de soporte fisico sobre el cual se desarrolla el analisis cromatogréfico. Esto define a la
técnica en general, la fase estacionaria puede estar dispuesta sobre una superficie
plana, o ser colocada en el interior de un tubo cilindrico de vidrio o de acero
inoxidable (Corzo, 2019). Basandose en esto la cromatografia se puede clasificar de

la siguiente manera:

Cromatografia en columna: es una de las técnicas mas Utiles para purificar
compuestos. Esta técnica utiliza una fase estacionaria, que se embala en una
columna, y una fase movil que pasa a traves de la columna. Esta técnica
aprovecha las diferencias de polaridad entre compuestos, lo que permite
separar facilmente las moléculas. Las dos fases estacionarias mas comunes
para cromatografia en columna son gel de silice (SiO2) y alumina (Al2O3),
siendo las fases mdviles mas utilizadas los disolventes organicos. EI o los
disolventes elegidos para la fase movil dependen de la polaridad de las
moléculas que se purifican. M&s compuestos polares requieren tipicamente
mas disolventes polares con el fin de facilitar el paso de las moléculas a traves

de la fase estacionaria. Una vez finalizado el proceso de purificacion del
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solvente puede eliminarse de las fracciones recogidas utilizando un

evaporador rotatorio para producir el material aislado (Corzo, 2019).

Cromatografia en papel: es una técnica simple que tiene buena capacidad de
resolucion y se aplica en la separacion e identificacion de compuestos muy
polares o polifuncionales como acidos organicos, antibioticos hidrosolubles,
hidratos de carbono, aminoacidos y pigmentos vegetales, entre otros. Se
clasifica como cromatografia liquido — liquido por particiéon (Corzo, 2019).

La separacion de los componentes de una muestra, en la cromatografia
liquido -liquido en papel, se relaciona con las diferentes solubilidades
relativas de estos (particion), entre las fases mdvil y estacionaria. Los
componentes menos solubles en la fase estacionaria tienen una migracion mas
répida a lo largo del papel, mientras que los mas solubles en la fase
estacionaria seran selectivamente retenidos, teniendo una migracién mas lenta
(Corzo, 2019).

Cromatografia en capa fina: la cromatografia en capa fina, o delgada (CCD),
es una técnica analitica rapida y sencilla, muy utilizada en un laboratorio de
Quimica Organica. Consiste en la separacién de los componentes de una
muestra, debido a la migracion deferencial de los mismos a través de una capa
delgada de adsorbente, sostenido por una superficie plana inerte. Entre otras
cosas permite:

Determinar el grado de pureza de un compuesto. Si la sustancia en cuestion
proviene de una mezcla que se separ0 por medio de una columna
cromatografica, se puede determinar la pureza de cada fraccion por CCD. Se
puede determinar asi, por ejemplo, la efectividad de una etapa de purificacion.
Si, luego de un proceso cromatografico previo de separacion el compuesto
presenta varias manchas, en una CCD, entonces dicho compuesto no esta puro

y no se logro separarlo de sus impurezas.
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v' Comparar muestras. Si dos muestras corren igual en la placa podrian ser
idénticas. Si, por el contrario, corren distinto entonces no son la misma
sustancia.

v Realizar el seguimiento de una reaccién. Es posible estudiar cémo
desaparecen los reactivos y como aparecen los productos finales o, lo que es
lo mismo, saber cuando la reaccion ha acabado.

Al igual que otras técnicas cromatogréaficas, consiste de una fase estacionaria
y una fase movil y el principio de la separacion es el mismo: la sustancia de
interés sera retenida por la fase estacionaria, 0 se movera con la fase mavil,
recorriendo una distancia que es inversamente proporcional a su afinidad por

la fase estacionaria (Corzo, 2019).

Andlisis fitoquimico preliminar

Para determinar la presencia de los principales grupos de metabolitos en una
especie vegetal, se efectan una serie de pruebas quimicas cualitativas de coloracion
y/o precipitacion, que dependiendo de las caracteristicas estructurales y solubilidad
pude realizarse la identificacién de los mismos (Rojas, Uribe, Martinez, y Nifio,
2009).

Entre las pruebas quimicas cualitativas de coloracion y/o precipitacion se

encuentran:

Ensayo de Liebermann-Burchard (Terpenos y/o Esteroides)

Esta prueba es tipica de los ciclos fusionados que contienen dos dobles enlaces
conjugados, en un mismo anillo, en dos anillos adyacentes o un doble enlace en un
anillo adyacente con un grupo hidroxilo, empleando una mezcla acida compuesta de
acido acético, acido sulfarico y anhidro acético lo que da un color verde intenso. Lo
cual se debe a que el grupo hidroxilo (OH) reacciona con los reactivos y existe un

aumento en la conjugacion de la saturaciéon del anillo fusionado, precursor de la
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formacion del color. La reaccidn debe realizarse en medio absolutamente anhidro, ya
que, al existir moléculas de agua, estas reaccionan con el anhidro acético, anulando
de esta manera la formacidn de un agente oxidante, muy necesario para la efectividad

del ensayo en mencion (Carranza y Huayanay, 2009).

Ensayo de Shinoda (Flavonoides)

La reaccion Shinoda (magnesio en acido clorhidrico) permite distinguir algunos
tipos de flavonoides: coloracion naranja con las flavonas, rojo cereza con los
flavonoles, violeta con las flavanonas. En esta reaccién el magnesio metélico es
oxidado por el acido clorhidrico concentrado, dando como productos al hidrogeno
molecular, que es eliminado en forma de gas y el cloruro de magnesio, que es el que
forma complejos con los flavonoides dando coloraciones caracteristicas. El magnesio
divalente, actlia sobre el grupo carbonilo de dos flavonas, produciendo una coloracion
roja, este aumento de densidad es debido a que el magnesio divalente intensifica la

coloracion por estar doblemente coordinado (Carranza y Huayanay, 2009).

Ensayo Dragendorff y Mayer (alcaloides)

La identificacion de alcaloides con reactivos generales, se encuentran dentro del
grupo de las reacciones de precipitacion. Estos principios activos, poseen un grupo
amino, que les confiere propiedades alcalinas y, al ser llevados a un medio acido, se
protonan e interaccionan electrostaticamente con los aniones voluminosos (Carranza
y Huayanay, 2009).

- Dragendorff: produce sales de los alcaloides precipitados coloreados; el
bismuto presenta una geometria octaédrica y una carga formal de -2, en su
esfera  de coordinacion (anién  voluminoso) para interactuar
electrostaticamente con dos moléculas de alcaloide protonadas (Carranza
y Huayanay, 2009).

- Mayer: presenta como metal de coordinacion al mercurio (Hg?"), el

cual forma una coordinacion tetraédrica, con una carga formal, en su
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esfera de -2; interactuando de manera semejante al reactivo dragendorff

(Carranza y Huayanay, 2009).

Ensayo de FeCls (taninos y fenoles)

La reaccidn sefala el caracter fenolico, siendo soluble en agua, alcalis diluidos,
alcohol, acetona y glicerina, es un tipo de reaccion acido-base de Lewis, teniendo
como donador de electrones a los hidroxilos del catecol del tanino, existiendo la
formacidn de cargas parciales para la posterior eliminacion de atomos de hidrogeno y
cloruro hasta llegar a la formacién de un complejo de color verde oscuro, es decir se
debe al ataque producido por el lon cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo
provocando una ruptura de enlace y la unidn del grupo fendxido al hierro (Carranza 'y

Huayanay, 2009).

Ensayo de Gelatina 1 % (taninos)

Los taninos, son productos fendlicos que pueden precipitar las proteinas a partir
de sus disoluciones acuosas dada su capacidad de combinarse con las
macromoléculas (proteinas, alcaloides, celulosa, gelatina). La formacion de un
precipitado blanco al reaccionar con la gelatina, se debe a la desnaturalizacién de la
misma por formacion de puentes de hidrogeno entre el nitrogeno del enlace peptidico
de sus aminoéacidos y el hidrogeno de los oxhidrilos fendlicos de los taninos

(Carranza y Huayanay, 2009).

Prueba de altura y estabilidad de espuma (saponinas)
Esta reaccion se basa en la formacion de una espuma persistente, transcurridos 15
min, la cual tendra una altura superior a 1cm si la prueba es positiva. Esto se debe a
que las saponinas disminuyen la tensién superficial del agua, son por lo tanto tenso-

activos naturales (Carranza y Huayanay, 2009).
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Bacterias

Las bacterias son algo complejas y poseen tanto ARN como ADN, una
maquinaria metabolica para la autorreplicacidn y una pared celular de estructura mas
compleja. Son microorganismos procariotas, es decir, microorganismos unicelulares
simples sin membrana nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi o reticulo

endoplasmatico, y se reproducen mediante division asexual (Murray, 2018).

La caracteristica clave para clasificar la mayoria de las bacterias es sus
propiedades tincionales, siendo las méas importantes la tincion de Gram y las tinciones
acido-alcohol resistentes. La mayoria de las bacterias son grampositivas con una capa
gruesa de peptidoglucanos (se tifien de azul) o gramnegativas con una capa delgada
de peptidoglucanos y una membrana externa de recubrimiento (se tifien de rosado)

estas bacterias se subdividen en funcién de:
- Tamafio (1 a 20 um o mayor)
- Su forma (esférica, cocos, bacilos o espiral)

- Disposicion espacial de las células (unicelulares, pares, cadenas o

agrupadas)

- Propiedades de crecimiento especificas: aerobias (precisan 0xigeno),
anaerobias (no pueden crecer en presencia de oxigeno), anaerobias

facultativas (crecen en ambas atmosferas)

- Si forman o no esporas resistentes (Unicamente los bacilos grampositivos

son formadores de esporas) (Murray, 2018).
Antibidticos
Los antibidticos son moléculas derivadas del metabolismo de bacterias y hongos

principalmente, pero también pueden ser compuestos obtenidos por sintesis quimica,

para inhibir el crecimiento o destruir a microorganismos causantes de infecciones.
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Actlan a bajas concentraciones y no son toxicos para el hospedero (Salcido, Prieto,
Ledn y Pérez, 2015).

Los antibidticos se pueden clasificar, en dependencia de los efectos sobre las
bacterias, en bacteriostaticos si inhiben el crecimiento bacteriano (efecto reversible) o
bactericidas los que producen muerte o lisis bacteriana (Quifionez, 2017).

Es importante resaltar que muchos antimicrobianos se encuentran relacionados
desde el punto de vista de su estructura quimica, por esta razon se agrupan en clases.
Sin embargo, a pesar de que los compuestos pertenecientes a cada clase comparten
diversas caracteristicas estructurales y funcionales, a menudo poseen unas
propiedades farmacoldgicas y un espectro de actividades diferentes. En consecuencia,
algunos son de amplio espectro y otros de espectro reducido (Beers, Porter y Jones,
2007).

e Mecanismo de accion de los antibioticos

Los antibidticos se encuentran formados por distintos compuestos, inhiben varios
procesos metabolicos o actlan sobre partes especificas de la célula bacteriana. Entre

los principales mecanismos de accion de antibidticos tenemos:
a. Inhiben la sintesis de la pared bacteriana.

b. Afectan la permeabilidad de la membrana celular y permiten la fuga de

compuestos intracelulares.

c. Afectan la funcién de las subunidades ribosomales 30 S o 50 S causando

inhibicidn reversible de la sintesis proteinica.

d. Perjudican el metabolismo del &cido nucleico al bloguear las enzimas
bacterianas que son esenciales para la sintesis de ADN y asi impiden la replicacion
del ADN bacteriano (Silva, 2018).
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Resistencia bacteriana

Es la capacidad de las bacterias para contrarrestar el efecto de algln antibi6tico;
esta resistencia sobreviene cuando la bacteria sufre algin cambio que reduce o
elimina la efectividad de antibidtico, compuestos quimicos o cualquier otro agente
destinado para curar o prevenir alguna infeccion. La resistencia puede ser una
consecuencia evolutiva via la seleccion natural, pero también es causada por el uso
indiscriminado de los agentes antimicrobianos (Salcido y cols., 2015).

Es un problema continuo y en aumento. Se hace aun mayor cuando un
microorganismo presenta mas de un mecanismo de resistencia y cuando tiene la
facultad de transmitirlo, no solo a su descendencia, sino también a otras bacterias de
su misma o diferente especie (Moreno, Gonzales y Beltran, 2009).

Los fendmenos de resistencia son variados, destacando entre ellos cuatro
mecanismos principales:
Enzimas hidroliticas: las bacterias sintetizan enzimas que hidrolizan al
antimicrobiano, destruyendo su accion antibacteriana, sin tener posibilidad de

actuar sobre el microorganismo (Moreno y cols., 2009).

Modificacion del sitio blanco: la modificacion de un aminoacido genera un
blanco diferente y asi disminuye la afinidad de union por el antimicrobiano
(Moreno y cols., 2009).

Disminucion de la permeabilidad de la pared celular al ingreso del
antimicrobiano: cambios en el diametro y/o numero de porinas pueden

bloquear el ingreso del antimicrobiano a la bacteria (Moreno y cols., 2009).

Bombas de eflujo: transporta al antimicrobiano hacia el exterior de la célula

sin modificaciones, pero sin accién antibacteriana (Moreno y cols., 2009).
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e Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se refiere a una serie de acciones que una determinada
sustancia o antibidtico puede ejercer en contra de los microorganismos. Estas
acciones pueden eliminar o inhibir el desarrollo de los microorganismos patdgenos.
Las sustancias que presentan dicha actividad pueden ser utilizadas en terapéutica por
via general para el tratamiento de las enfermedades infecciosas, por su eficacia y su

ausencia de toxicidad (Pedraza y Castellanos, 2009).

Existen hoy en dia métodos para determinar la susceptibilidad de la actividad
antibacteriana. Entre los cuales podemos mencionar: el método de difusién en disco
de agar (prueba de Kirby-Bauer), método de tiras Epsilon (Etest) y el método de
dilucion en caldo o en agar (Concentracion Inhibitoria Minima) (Garcia, Cantén,

Garcia, Gomez, Martinez, Rodriguez y Vila, 2000).

Método de difusion en disco: es uno de los métodos que el National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recomienda para la determinacién de la
sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. Consiste en depositar, en la superficie
de agar de una placa de petri previamente inoculada con el microorganismo, discos de
papel secante impregnados con los diferentes antibidticos. Tan pronto el disco
impregnado se pone en contacto con la superficie himeda del agar, el filtro absorbe
agua y el antibidtico difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del
disco formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas 18-24 horas de
incubacién los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicion. (Garcia y cols.,
2000)

Método de tiras Epsilon: consiste en una tira de plastico no poroso que incorpora
un gradiente predefinido de antimicrobiano equivalente a 15 diluciones. El protocolo
para preparar el inoculo es el mismo que para la difusion en disco siguiendo el

método de difusidn, una vez inoculado la placa de agar con el microorganismo, se
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coloca la tira de E-test sobre su superficie, produciéndose de forma inmediata una
difusion del antibidtico desde el soporte hasta el agar, creandose de este modo a lo
largo de la tira un gradiente exponencial de las concentraciones del antimicrobiano.
Tras la incubacion de las placas, se puede observar una zona de inhibicion elipsoidal
y simétrica. Después de la incubacién la CIM sera el valor obtenido en el punto en el

que el extremo de inhibicion intersecciona con la tira (Garcia y cols., 2000).

Meétodos de dilucion: estos métodos se basan en la determinacion del crecimiento
del microorganismo en presencia de concentraciones crecientes del
antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio de cultivo (caldo o agar)
(Garcia y cols., 2000).

- Dilucidn en agar: es un método bien establecido para la determinacion de
la sensibilidad a los antimicrobianos. El agente antimicrobiano se
incorpora dentro del medio con agar, de manera que cada placa contenga
una concentracion de antibidtico diferente. Los inoculos de los distintos
microorganismos se pueden aplicar rapida y simultdneamente sobre la
superficie del agar utilizando replicadores. La mayoria de los replicadores

existentes transfieren de 36 a 32 indculos por placa (Garcia y cols., 2000).

- Diluciéon en caldo: en funcién del volumen de medio utilizado tenemaos

dos tipos:

Macrodilucion: la prueba se realiza en tubos de hemolisis, estériles (El

volumen final requerido en cada tubo es de 1 mL) (Garcia y cols., 2000).

Microdilucion: esta prueba se realiza en una placa de poliestireno que
contiene aproximadamente 96 celdillas (se suelen emplear volimenes de
0,1 mL en cada celdilla) (Garcia y cols., 2000).
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Definicion operacional de términos

Concentracion de extractos: consiste en la evaporacion del solvente empleado en
la extraccion de principios activos de la planta, mediante el equipo rotavapor que
concentra con parametros como: temperatura, movimiento y presién (Marcano y
Hasegawa, 2002).

Metabolitos bioactivos: son aquellos compuestos que abarcan los metabolitos
primarios los cuales estan involucrados de forma directa en el crecimiento, desarrollo
y reproduccion de la planta (aminoacidos, carbohidratos, lipidos y 60 acidos
nucleicos) y metabolitos secundarios que son compuestos quimicos sintetizados a
partir del metabolismo primario (fenoles, terpenos y alcaloides) (Arratea y Mamani,
2017).

Antibacteriano: sustancias que reducen el .incremento gradual del namero,

tamafio, complejidad y reproduccion de las bacterias (Arratea y Mamani, 2017).

Halo de inhibicion: zona alrededor de un disco de antibiotico en un antibiograma
en el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada con el
germen, se mide la potencia del antibidtico frente al germen (Arratea y Mamani,
2017).

Operacionalizacién de las variables

Las variables se operacionalizaron con el fin de medirlas. En tal sentido, Palella y
Martins, (2006) han referido que las variables son conceptos abstractos y de esta
manera no se pueden medir. Al respecto, es necesario, para medirlas, transformarlas
en empiricas. Por eso, se definen y categorizan para identificar el indicador
especifico.
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Se operacionaliz6 la variable dependiente como: actividad antibacteriana de los

extractos de Solanum hirtum, (Tabla 2) y la variable independiente: composicion

quimica de los frutos de Solanum hirtum. (Tabla 3).

Tabla 1. Operacionalizacién de la variable dependiente actividad

antibacteriana de los extractos de Solanum hirtun

1. Variable

2. Tipo de Variable

3. Definicién

Conceptual

Actividad antibacteriana de
los extractos de Solanum

hirtum

Dependiente discreta

Se refiere a una serie de
acciones que una
determinada sustancia 0
medicamento puede ejercer
en contra de las bacterias.
(Pedraza

2009).

y  Castellanos,

4. Definicion

Operacional

5. Dimensiones

6. Indicadores

La actividad antibacteriana
se puede medir a través del
método de difusion en agar
(Kirby-Bauer).

= Sensible

= Resistente

Halo de inhibicién en

milimetros (mm)

Fuente: Garrido y Pérez, 2022.
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Tabla 2. Operacionalizacién de la variable Independiente composicion

quimica de los frutos de Solanum hirtun

1. Variable 2. Tipo de 3. Definicién
Variable Conceptual
Composicion quimica | Independiente cualitativa Metabolitos

de los frutos de Solanum

hirtum

secundarios presentes en
un extracto (Marcano y
Hasewaga, 2000)

4. Definicién

5. Dimensiones

6. Indicadores

Operacional
Las fracciones de *Alcaloides *Aparicion de turbidez y
metabolitos  secundarios un precipitado
presentes en el extracto se - - .
*Eenoles Coloracion que varia de

pueden medir a través de
pruebas quimicas
cualitativas de coloracion

y/o precipitacion.

*Flavonoides
*Triterpenos y/o  esteroles
*Cumarinas
*Saponinas
*Quinonas

*Taninos

verde azul.

*Coloracion naranja o
violeta.

*Coloracion roja o verde.
*Fluorescencia azul-violeta
*Espuma persistente
*Coloracion Rojo cereza

*Precipitado

Fuente: Garrido y Pérez, 2022.
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Hipdtesis
Estudios previos indican que las especies del género Solanum poseen actividad
farmacoldgica atribuida a diversos productos naturales que biosintetizan (alcaloides,
flavonoides, saponinas), en tal sentido, se espera que los extractos de los frutos de

Solanum hirtum posean metabolitos secundarios similares con actividad

antibacteriana.
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CAPITULO 111

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Segun Hurtado (2010), los tipos de investigacion pueden ser: exploratoria,
descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva,
confirmatoria y evaluativa. Particularmente, la investigacion de tipo confirmatoria se
lleva a cabo cuando ya existen investigaciones previas de caracter exploratorio,
descriptivo y explicativo, y a la vez, se puede predecir el efecto a partir de la causa o
inferir la causa a partir del efecto. Por lo tanto, esta investigacion es de tipo
confirmatorio, ya que se establecio la relacion de causa-efecto entre los componentes

quimicos de los extractos de Solanum hirtum y su actividad antibacteriana.

Disefio de la Investigacion

Segun Hurtado (2010), el disefio de la investigacion se refiere a las estrategias
que se implementaran para recolectar la informacion en una fuente determinada, en
un tiempo especifico y en una cantidad o amplitud asociada a lo que se quiere saber.
En ese sentido, el disefio de la presente investigacién es de tipo experimental, porque
la especie vegetal fue sometida a determinadas condiciones, estimulos o tratamientos,
para observar los efectos o reacciones que se producian en la variable dependiente.
El disefio de investigacion experimental es netamente explicativo, por cuanto su
propdsito es demostrar que los cambios en la variable dependiente fueron causados
por la variable independiente. Es decir, se pretende establecer con precision una

relacion causa-efecto; este estudio se realizo en un lapso de tiempo determinado, por
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lo tanto, es un tipo de disefio de investigacion transversal, porque los datos se
recolectan en un solo momento y en un tiempo unico (Hernandez, Fernandez y
Baptista, 2010).

Poblacion y muestra
Unidad de Investigacion

La poblacion definida por Hernandez, Fernandez y Baptista (2010), como el
conjunto de todos los casos que concuerdan con determinadas especificaciones. Y la
muestra, como un subgrupo de la poblacién que debe ser representativo de ésta, del
cual se recolectan los datos. La unidad de investigacion estara representada por la

especie Solanum hirtum, perteneciente a la familia Solanaceae.

Seleccion del tamario de la muestra

La “n” muestral estara representada por 300 g de los frutos de Solanum hirtum
proveniente del Estado Trujillo. El tipo de muestra utilizada serd no probabilistica,
respecto a que las elecciones de los elementos no dependen de la probabilidad, sino
de causas relacionadas con las caracteristicas de la investigacion o de quien hace la

muestra (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010).

Sistema de variables

Mediante el proceso de Operacionalizacién de las Variables, se visualizan las
propiedades del objeto que no son cuantificables directamente, son llevadas a
expresiones mas concretas y directamente medibles (Hurtado, 2010). Segun su

funcidn las variables estudiadas en la presente investigacion se clasifican en:
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Variable Dependiente: Actividad antibacteriana de los extractos de S. hirtum
(Tabla 2.)

Variable Independiente: Composicion Quimica de los frutos de S. hirtum
(Tabla 3.)

Instrumento de recoleccion de datos

Referente a los instrumentos de recoleccion de datos, Ramirez (2007) lo define
como, “un dispositivo de sustrato material que sirve para registrar los datos obtenidos
por medio de diferentes fuentes”. En virtud del estudio, como instrumento de
recoleccion de datos se utilizaron esquemas, fotografias y tablas donde se registraron
los resultados de la composicion quimica y actividad antibacteriana de los extractos

estudiados.
Procedimientos de la Investigacion

A continuacidn, se presenta detalladamente el procedimiento general que se llevo

a cabo en la presente investigacion (Figura 6):

¢ Recoleccion del material vegetal

Los frutos de la especie Solanum hirtum fueron recolectados en el sector
Quebrada de Cuevas, Municipio Urdaneta del Estado Trujillo. Un vaucher de esta
planta fue llevado al Herbario de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la

Universidad de Los Andes para su identificacion.

e Extracciony preparacion del extracto vegetal
Para la extraccion del material vegetal, los frutos fueron separados de la planta
tomando aproximadamente 300 g, la cual fue secada a temperatura ambiente durante

varios dias. Posteriormente, se procedio a triturar los frutos en un mortero para luego

preparar el extracto metandlico por maceracion, durante 48 horas a temperatura
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ambiente y separarlo mediante la técnica cromatografia al vacio, utilizando 10
gramos del extracto metandlico en la columna, con tres solventes organicos de
polaridad creciente: hexano (apolar), diclorometano (polaridad intermedia), metanol
(polar). Se obtuvieron soluciones provenientes de cada separacion, las cuales se
filtraron y se concentraron en un rotavapor a presion reducida a una temperatura no
mayor a 45 °C (Tabla 4).

Tabla 3. Cantidad obtenida en gramos de las fracciones del extracto

metanolico de la especie S. hirtum

Fracciones Peso (9)
Hexano 0,27
Diclorometano 0,24
Metanol 5,0

e Tamizaje fitoquimico

Para determinar la presencia de metabolitos secundarios en los extractos de

Solanum hirtum, se efectuaron una serie de pruebas quimicas cualitativas:

Ensayo de Liebermann-Burchard (Terpenos y/o Esteroides)

Se disolvieron 2 fracciones en 0,5 mL de solucién diclorometano anhidro. Se
afiadieron 0,5 mL de anhidrido acetico. Luego se afiadié cuidadosamente por la pared

del tubo una gota de &cido sulfirico concentrado. Se considerd positiva la prueba
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cuando aparecieron coloraciones rojas, verdes o azuladas (Marcano y Hasegawa,
2002).

Ensayo de Shinoda (Flavonoides)

En esta prueba se tomd 1 mL de solucion en un tubo de ensayo, se le agregaron
algunas virutas de magnesio (Mg), y se sujeto el tubo con una pinza. Se afiadieron
cuidadosamente por la pared del tubo unas gotas de acido clorhidrico (HCI)
concentrado. La aparicién de coloraciones naranja o violeta, se consider6 como

prueba positiva (Marcano y Hasegawa, 2002).

Ensayo Dragendorff, Wagner y Mayer (alcaloides)

En un tubo de ensayo se colocé una minima porcion de la fraccion metanolica y
se le adicionaron 10 mL de HCI 10 %, se colocaron en bafio de maria hasta ebullicion
por 15 minutos. Se filtrd y el filtrado se distribuyd en 2 tubos de ensayo. Se adicion6
a cada tubo gotas del reactivo correspondiente (Dragendorff y Mayer). La aparicion
de turbidez y un precipitado indico la positividad de la prueba (Marcano y Hasegawa,
2002).

Ensayo de FeCls (taninos y fenoles)

Los compuestos fendlicos se detectan por la coloracion (verde, azul o negra) que
producen en presencia de una solucion de cloruro férrico al 1 %. Para ello el extracto
total es evaporado a sequedad y retomado en agua Y filtrado antes de la reaccién con
Cloruro férrico. Si los fenoles estan presentes producen una coloracion marron y si al
tratar el crudo con solucion al 1 % de gelatina en NaCl al 1 %, se produce una
precipitacion, el crudo contiene taninos. La prueba dio positivo para fenoles y

negativo para taninos (Marcano y Hasegawa, 2002).
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Hidréxido de amonio concentrado (cumarinas)
Se concentro una porcidn de los extractos y se le adicion6 0,5 mL de etanol y 2
gotas de hidroxido de amonio concentrado, observar bajo la luz ultravioleta a 365 nm.
Se considerd negativa la prueba al no presentar una fluorescencia azul-violeta

(Marcano y Hasegawa, 2002).

Hidroxido de amonio concentrado (Quinonas)
Se toman 5 mL del filtrado y se le adiciona 3 mL de H>SO4 al (10 %) La
aparicion de un color rojo cereza en la capa acuosa indica presencia de quinonas en la

muestra. Resultado negativo para quinonas (Marcano y Hasegawa, 2002).

Prueba de altura y estabilidad de espuma (saponinas)
Se coloco6 en un tubo una pequefia cantidad de las fracciones de metanol y se le
adicion6 1 mL de agua. Se agitd vigorosamente durante un minuto. La prueba sera
positiva si hay prevalencia de espuma durante mas de 5 minutos. El resultado fue

negativo (Marcano y Hasegawa, 2002).

Determinacion de la actividad antibacteriana por el método de Difusion de

Agar en Disco (Kirby — Bauer).
Prueba de Susceptibilidad Antibacteriana.

Para evaluar la actividad antibacteriana se emple6 la técnica de difusion en agar
con disco llamada también método de Kirby- Bauer, prueba que permite medir la
susceptibilidad in vitro de microorganismos patogenos y fitopatdgenos frente a una
sustancia 0 a la mezcla de varias sustancias desconocidas de origen vegetal con
potencial antimicrobiano. Se emplearon bacterias de referencia internacional:
Staphylococcus aureus (ATCC 27922), Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357) vy
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Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Esta prueba se realizo en el Laboratorio de
Actinomicetos, Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes,

bajo la asesoria de la Profesora Yndra Cordero de Rojas.

Método de Difusion en Agar con Discos.

Preparacion de las Placas: Se depositaron aproximadamente 20 mL de agar
Mdeller-Hinton (HIMEDIA®) en placas de Petri (CLSI, 2014), suplementado con 2
% p/v de glucosa y azul de metileno (0,05 pg/mL) (NCLS, 2004). Luego las placas se

dejaron solidificar a temperatura ambiente y se conservaron a 4 °C hasta su uso.

Preparacion de los Discos: Se emplearon discos de papel de filtro de 2 mm de
grosor por 6 mm didmetro, los cuales se organizaron en una placa de Petri y se
esterilizaron con luz ultravioleta (LUV), durante toda la noche previa al ensayo.
Posteriormente fueron impregnados con 10 pL de cada extracto en una concentracion
de 1000 pg/mL por separado y de igual modo se impregnaron discos con el solvente
utilizado dimetil-sulfoxido (DMSQO), como control negativo y disco de antibidticos

comercial como control positivo.

Preparacion del Indculo Microbiano: Cada inoculo bacteriano se prepard en
solucion salina fisiologica (SSF) estéril (0,85 % p/v NaCl), a partir de un cultivo
fresco de cada cepa bacteriana repicada en caldo Mueller-Hinton, hasta que se logré
una turbidez correspondiente al patron de McFarland N° 0,5 (1 x 10 6-8 UFC/mL,
UFC: unidades formadoras de colonias).

Inoculacion: Una vez preparado el indculo de cada microorganismo, se sembro
en la superficie del agar con un hisopo estéril. Se colocaron los discos de papel de
filtro, previamente impregnados con los extractos y con el control negativo utilizando
(dimetil-sulfoxido) DMSO sobre la superficie del agar inoculado. También se colocé

el disco estandar del antibidtico de referencia como control positivo (tabla 5).
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Tabla 4. Antibidticos de referencia segun la bacteria

Bacterias Compuesto de referencia
S. aureus Eritromicina
ATCC 27922 15 g
E. faecalis Ampicilina
ATCC 19433 10 pg
E. coli Piperacilina
ATCC 25922 100 g
K. pneumoniae Piperacilina
ATCC 23357 100 pg
P. aeruginosa Piperacilina
ATCC 27853 100 g

Incubacion: Después de haber colocado los discos en las placas con agar
Mdeller-Hinton éstas se dejaron a temperatura ambiente por 30 minutos
(Preincubacidn); luego se incub6 a 37 °C por 24 horas en posicion invertida, en
atmasfera aerdbica. Durante dicho tiempo las cepas inoculadas bacterias adquieren
los nutrientes necesarios para su crecimiento, especificamente cuando alcanzan su

fase exponencial o de multiplicacion en la curva de crecimiento bacteriano.

Lectura de los Ensayos: Se realizo la lectura de los halos de inhibicion a las 24
horas. La medicion de los diametros de inhibicion alrededor de los discos
impregnados con los extractos, es producto de la accién antibacteriana y se

expresaron en milimetros.
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Figura 7. Procedimiento general empleado para la investigacion

Recoleccion de la Secado y molienda Obtencién del

planta en estudio de los frutos extracto metandlico

mediante maceracion

Determinacion de Realizacion del Fraccionamiento del
la actividad estudio fitoquimico extracto metanélico

antibacteriana de los mediante cromatografia

extractos en estudio <: al vacio

Disefio de andlisis
Los resultados de esta linea de investigacion fueron analizados a través de un
modelo cualitativo y cuantitativo, es decir, un disefio flexible, que no aplica un
manejo estadistico riguroso. Se considero la recoleccion de datos para establecer la
relacion causa-efecto entre la composicion quimica y la actividad antibacteriana de
los frutos Solanum hirtum. Al respecto Hernandez, Ferndndez y Baptista (2010)

afirman que el disefio de andlisis “es un plan o estrategia para obtener la informacion
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que se requiere en una investigacion, con el proposito de responder a las preguntas de

investigacion y cumplir con los objetivos del estudio.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Estudio fitoquimico

Los datos recolectados en el analisis fitoquimico de los extractos obtenidos de los
frutos de Solanum hirtum, fueron sistematizados en tablas e interpretados a traves de
los criterios relacionados con el fundamento de las pruebas quimicas cualitativas de
coloracion y/o precipitacion, que determinaron la presencia de ciertos metabolitos

secundarios.

Estos analisis revelaron, en las fracciones diclorometano y metanol la presencia
de esteroles y compuestos fendlicos mientras que en la fraccion metandlica se
determind adicionalmente, flavonoides y alcaloides. Asi mismo la ausencia de

triterpenos, saponinas y taninos en ambos extractos (Tabla 6 y figura 8).

Nota: no se realizaron las pruebas con la fraccion de hexano porque el

rendimiento fue muy bajo.
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Tabla 5. Caracterizacion fitoquimica de las fracciones de S. hirtum.

Metabolitos Reaccién Evidencia FHSH FDSH FMSH
secundarios

Triterpenos y/o | Liebermann — Verde oscuro N/D ++ ++

esteroles Burchard
Compuestos Cloruro Férrico | Verde oscuro
fendlicos (FeCLs) 0 naranja N/D + +
Flavonoides Shinoda Rojo N/D - +
Hidrdxido de
Cumarinas Amonio [ ] Fluorescencia N/D N/D -
(NH4OH)

Antraquinonas (NH4OH) [ ] Rojo N/D N/D -
Quinonas H2SO4 [ ] Rojo N/D N/D -
Alcaloides Dragendorf P. Rojo N/D N/D +

Wagner P. Blanco N/D N/D +

Saponinas Espuma Espuma N/D N/D -
persistente

Taninos Gelatina Precipitado N/D N/D -
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Leyenda: (+) Presencia (++) Abundante (-) Ausente. N/D: no determinado
FHSH: Fraccién de hexano Solanum hirtum.
FDSH: Fraccion de diclorometano Solanum hirtum.

FMSH: Fraccion de metanol Solanum hirtum.

Figura 8. Caracterizacion fitoquimica de las fracciones de S. hirtum

e Determinacion de triterpenos y/o esteroles: Liebermann — Burchard

Diclorometano (++) Metanol (++)

e Compuestos fendlicos: Cloruro Férrico (FeCL3)

Diclorometano (+) Metanol (+)
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Figura 8. Caracterizacion fitoquimica de los diferentes extractos de S. hirtum

Flavonoides: Ensayo de Shinoda

e Alcaloides: Dragendorff

Metanol (+)

Metanol (+)

e Saponinas: Espuma

e Taninos: Gelatina 1%

1. Extracto / 2. Control positivo

Metanol (-)

Metanol (-)

-
J%J
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Actividad antibacteriana

Se determino la actividad antibacteriana de las fracciones obtenidas de los frutos
de Solanum hirtum frente a bacterias grampositivas (Staphylococcus aureus y
Enterococcus faecalis) y gramnegativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa) mediante el método de difusion en disco (Kirby-Bauer),
interpretando los resultados por medio del halo de inhibicion del crecimiento

bacteriano a una concentracion de 1000 ppm.

Las fracciones (diclorometano y metanol) fueron activas frente a K. pneumoniae
(B), P. aeruginosa (C) y S. aureus (D) presentaron un halo de inhibicion del
crecimiento bacteriano entre 7 y 9 mm. Respecto a la cepa de E. coli, (A) se
evidencio que ninguno de los extractos ensayados fue activo, pero se percibe que la
muestra de control positivo (piperacilina) si tuvo actividad. Igualmente, en la capa de
E. faecalis no se observé inhibicién del crecimiento bacteriano debido a que la cepa
no crecio (Tabla 7 y figura 9).
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Tabla 6. Actividad antibacteriana obtenida de las fracciones de Solanum hirtum

en cepas grampositivas y gramnegativas segun diametro de la zona de inhibicion

Medicion del halo en milimetros (mm)

Bacterias Fraccion Fraccion | Control positivo/Halo de inhibicion
Diclorometano | Metanol
E. coli 0 0 Piperacilina 100 pg 21
K. pneumoniae 9 0 Piperacilina 100 ug 18
P. aeruginosa 0 7 Piperacilina 100 ug 32
S. aureus 7 8 Eritromicina 15 pg 26
E. faecalis _ _ Ampicilina 10ug _

Leyenda: __ no hubo crecimiento

Fuente: Garrido y Pérez, 2022.
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Figura 9. Actividad antibacteriana

cepas grampositivas y gramnegativas

obtenida de las fracciones de S. hirtum en

Escherichia coli

3. Diclorometano: 0 mm

4. Metanol: 0 mm

Klebsiella pneumoniae

3. Diclorometano: 9 mm

4. Metanol: 0 mm

Pseudomonas aeruginosa

3. Diclorometano: 0 mm

4. Metanol: 7 mm

Staphylococcus aureus

3. Diclorometano: 7 mm

4. Metanol: 8 mm

Fuente: Garrido y Pérez, 2022.
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Discusiones

Tras describir y analizar los diferentes resultados obtenidos con la aplicacién de
esta investigacion, se pretendio confirmar la relacion entre la composicion quimica de
los frutos de Solanum hirtum y su posible actividad antibacteriana. Cabe destacar, que
en la literatura consultada no refieren estudios sobre accion antibacteriana de esta
planta, lo que llevo a realizar comparaciones con estudios en otras especies del
género Solanum, siendo este es el primer reporte de la composicion quimica de

Solanum hirtum en Venezuela. Para ello se realizé el siguiente analisis:

El presente estudio reveld la presencia de esteroles, compuestos fendlicos,
alcaloides y flavonoides (tabla 6). Estos resultados se corresponden con similares
obtenidos en investigaciones previas del género Solanum, donde muestran que los
extractos de varias especies contienen dichos metabolitos, tal es el caso de Kalita y
cols (2017), Cafién y Menco (2018), quienes ademas reportan la presencia de taninos,
saponinas, glucosidos cardioténicos, cumarinas y quinonas en S. torvum, y S.

crinitipes.

La importancia de este hallazgo radica en que las diversas propiedades bioldgicas
reportadas para Solanum derivan de la presencia de esteroles, alcaloides y flavonoides
que le proporcionan a la especie S. hirtum ciertas caracteristicas medicinales los
cuales pueden ser candidatos a estudios y tener el potencial de ser utilizados en el
tratamiento de enfermedades infecciosas contra diversas bacterias (grampositivas y

gramnegativas).

Respecto a la actividad antibacteriana de las fracciones (diclorometano y
metanol) de los frutos de S. hirtum mostraron actividad inhibitoria contra K.
pneumoniae, P. aeruginosa y S. aureus, comprobado por el método de difusion en
agar con disco (Kirby-Bauer). Estos resultados concuerdan con lo publicado por
Akanmu y cols (2019), quienes reportaron actividad en extractos acuosos Yy
metanolicos en las hojas de Solanum incanum contra S. aureus, P. aeruginosa y K.

pneumoniae, utilizando tanto el método de difusion en agar en pozos como el de
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microdilucion mostrando que la mayor actividad antibacteriana se presentd para

extractos acuosos con una CIM= 2,62 mg/mL y en el de metanol CIM=7,50 mg/mL.

En los estudios realizados por Ramirez y cols (2017), lograron inhibir el
crecimiento de E. coli y S. aureus mediante el método Kirby-Bauer y la
Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) cuyos resultados obtenidos confirman el

uso tradicional del S. dolichosepalum como antibacteriana.

En cuanto a E. coli, los resultados mostraron que ninguno de los dos extractos
genero inhibicion en la cepa ATCC. Posiblemente se debe a que los componentes de
las fracciones que son de polaridad intermedia (diclorometano) y polares (metanol)
hayan quedado retenidos en el papel de filtro de los discos usados para determinar la
actividad antibacteriana, debido a que estos contienen celulosa haciendo que la
superficie del disco sea hidrofilica, con lo que intervienen en algunos compuestos del
extracto natural e impide la difusién de estos en el agar y hacen que lo halos de
inhibicidn sean pequefios 0 nulos (Camere, 2015), lo cual es una desventaja de este

método.

Este hallazgo difiere de lo reportado por otros autores, quienes indican que las
fracciones metandlicas, en especies del Solanum tienen efecto contra E. coli (Sbhatu
y Abraha (2020). A diferencia de lo sefialado por Mazher y cols (2016), quienes
realizaron un ensayo fitoquimico y antibacteriano de extractos de frutas, hojas y tallos
de Solanum nigrum L, en diferentes solventes, y concluyeron que los extractos no

poseen una posible accion antibacteriana.

Estos datos evidencian que los resultados obtenidos dependen de los métodos
utilizados, por ello se sugiere realizar la actividad antibacteriana con el método de
difusion en pozo (perforacion en gel de agar) ya que el extracto tiene contacto directo
con el agar por lo que es una técnica con mayor sensibilidad (Camere, 2015). En el
articulo descrito por Cruz-Carrillo, Rodriguez y Rodriguez, 2010 compararon ambas

técnicas con diversos extractos naturales y concluyeron que en la prueba de difusion
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en pozo los extractos exhibieron un mejor desempefio con relacion a la difusion en

disco.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

1. Se determind la composicion quimica y actividad antibacteriana de los
extractos de los frutos de Solanum hirtum mediante andlisis fitoquimico

cualitativo y el método de difusion en disco (Kirby- Bauer).

2. Del andlisis fitoquimico preliminar, se obtuvo respuesta positiva para algunos
metabolitos secundarios, se comprobo la presencia de esteroles, compuestos

fenolicos, flavonoides y alcaloides en la fraccion diclorometano y metanol.

3. Los resultados de la actividad antibacteriana de las fracciones diclorometano y
metanol mostraron actividad frente a K. pneumoniae. S. aureus y P.
aeruginosa a una concentracion de 1000 ppm, los halos de inhibicion del

crecimiento bacteriano variaron entre 7'y 9 mm.

4. Por los resultados alcanzados se puede afirmar que los frutos de S. hirtum
tiene potencial antibacteriano y puede representar una alternativa para uso

medicinal.

Esta investigacion constituye el primer andlisis fitoquimico y de actividad
antibacteriana de los frutos de S. hirtum en Venezuela, constituyendo un aporte al

conocimiento de la composicién quimica y actividad biolégica del género Solanum.
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Recomendaciones

Dada la poca disponibilidad de trabajos previos sobre el evento de estudio
de esta investigacion, la autora recomienda compartir estos resultados con
grupos de investigacion que desarrollan lineas relacionadas con la

actividad antibacteriana.

Se sugiere continuar evaluando las plantas medicinales en busca de
aquellas con actividad antibacteriana y, posteriormente, identificar y aislar

los metabolitos secundarios causantes de tal efecto.

Se recomienda realizar estos ensayos con microdiluciones en tubo para
observar si hay actividad con menores concentraciones o se mantienen los

mismos resultados a los obtenidos en difusion por agar
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